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Cercetiri privind obtinerea si evaluarea unor complecsi ai lantanidelor cu
liganzi N-heterociclici cu aplicatii farmaceutice

Introducere

Domeniul biomedical include o gama larga de aplicatii ale lantanidelor ca elemente de diagnostic
clinic, fapt ce a generat extinderea studiilor si asupra aplicabilitatii combinatiilor complexe generate
de ionii acestora.

Complecsii lantanidelor sunt utilizati cu succes n bioanaliza, imagistica, radioimmunoterapie si
in terapia fotodinamica a cancerului, fiind caracterizati de selectivitate mai buna fata de celulele
tumorale comparativ cu celulele sanatoase.

lonii lantanidelor manifesta proprietati de acizi Lewis si pot genera, in interactie cu liganzi N-
heterociclici, combinatii complexe stabile cu proprietati antibacteriene, antifungice, antivirale sau
antitumorale, liganzii avand un rol cheie in mecanismul de absorbtie si distributie a structurilor
complexe.

Strategii moderne de sinteza aplicate Tn domeniul chimiei medicamentului au generat noi
structuri cu ionii lantanidelor, structuri selective si cu profil farmacologic imbunatatit.

Tn acest context, obiectivul principal al tezei de doctorat a vizat obtinerea, caracterizarea
structurala, spectrala si evaluarea potentialului antitumoral al unor noi combinatii complexe cu ioni
ai La(l11) si Nd(111) si liganzi N-heterociclici.

Cercetarile incluse in planul tezei au urmarit obtinerea unor rezultate experimentale optime, prin
monitorizarea permanenta a relatiei dintre structura chimica, proprietatile spectrale si efectul
exercitat la nivelul celulelor tumorale de combinatiile nou sintetizate.

Tn acest scop, etapele parcurse pentru realizarea obiectivelor propuse au vizat:

= documentarea aprofundata privind profilul bioanorganic al ionilor elementelor din blocul f,
cu prezentarea celor mai actuale date referitoare la aplicariile bioanalitice si terapeutice ale
combinagiilor generate de ionii trivalensi ai lantanidelor precum si date privind potenialul
toxicologic al acestora.

= studii privind sinteza, proprietati spectrale si stabilitatea in mediu apos a derivatilor de N,N’
bis-fenacil-4,4 -bipiridiniu, utilizasi ca liganzi in coordinarea ionilor La(lll) respectiv Nd(III) si
obrinerea combinariilor complexe cu potenyial antitumoral.

» studii privind sinteza combinatiilor complexe a ionilor La(lll) si Nd(IIl) cu liganzi N-
heterociclici bipiridinici si monitorizarea reactiilor de complexare prin evaluarea spectrala a
componentelor rezultate la interactiunea ligand-ion lantanid.

» evaluarea structurala si spectrald a combinatiilor complexe obtinute prin abordarea celor
mai moderne tehnici de analiza fizico-chimica: Rezonanta Magnetica Nucleara (RMN),
spectroscopie de Masa (MS), spectroscopie in infrarosu cu transformatd Fourier (FT-IR), analiza
termogravimetrica (TG, TGA), spectroscopie de absorbrie (UV-Vis), analiza structurala prin
difractie de raze X (XRD), analiza morfologica (SEM) si cantitativa (EDAX).

= evaluarea liganzilor si a structurilor complexe sintetizate prin studii de voltametrie ciclica n
scopul stabilirii potensialului acestora de a participa la procese cu schimb de electroni.

= evaluarea in vitro la nivel celular a potengialului antitumoral al liganzilor si a combinatiilor
complexe sintetizate, utilizand celule apartinand liniilor celulare MCF7 si A2780 prin corelarea
rezultatelor in functie de concentratia compusului (50 uM, 25 uM, 12.5uM, 5.25uM, 3uM, 1 uM) si
timpul de incubare (24, 48, 72 ore).
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Cercetiri privind obtinerea si evaluarea unor complecsi ai lantanidelor cu
liganzi N-heterociclici cu aplicatii farmaceutice

Cercetarile interdisciplinare efectuate Tn vederea indeplinirii obiectivelor propuse au fost realizate utilizand
infrastructura moderna din laboratoarele de cercetare apartinand:

- Disciplinei de Chimie Anorganica, Facultatea de Farmacie, U.M.F. ,,Carol Davila”’, Bucuresti;

- Laboratorului de Electrochimie, Facultatea de Stiinte si Mediu, Universitatea “Dundrea de Jos”, Galati,

- Centrului de Stiinta Suprafetei si Nanotehnologie (CSSNT),Universitatea Politehnica, Bucuresti;

- Departamentului de Cercetare in Compusi Anorganici, Universitatea Camerino, Italia;

- Centrului de Stiinta si Technologie Nucleara, Institutul Superior Tehnic, Lisabona, Portugalia.

Date generale privind proprietitile si rolul biologic al lantanidelor

Cercetdrile moderne privind imbunatatirea strategiilor ce vizeaza obtinerea de noi compusi
anorganici cu potential de marker si agent antitumoral, incadreaza chimia bioanorganica a
lantanidelor in principalele domenii de studiu ale chimiei medicamentului [Kostova, 2005].

Studii recente au demonstrat ca dintre elementele sistemului periodic, lantanidele, prin ionii lor,
prezintd numeroase aplicatii in diagnoza si terapia antitumorala dar si in analiza biologica [Teo si
colab., 2016]. Aceste aplicatii valorificd nu numai proprietatile spectrale si magnetice ale ionilor
lantanidelor dar si activitatea radioizotopilor sintetici ai acestora [Cotton, 2012].

Manifestarile biologice la nivel celular ale lantanidelor se bazeaza pe similitudinea razelor ionice
ale acestora cu cu cele ale ionului de calciu [Sudhindra si Gagnani, 2004]; dualitatea si diversitatea
efectelor biologice ale ionilor lantanidelor pot fi explicate prin analogia proprietatilor acestora cu
proprietatile ionului Ca?* [Wang si colab., 2003b].

Primele aplicatii biomedicale ale combinatiilor generate de ionii lantanidelor au fost raportate la
scurt timp de la descoperirea metalelor rare [Simpson, 1854].

Lantanidele, prin ionii lor, prezinta proprietati biochimice si farmacologice cu importanta clinica,
actionand astfel ca agenti antimicrobieni, anticoagulanti, antivirali si citotoxici [Wang si colab.,
2003c; Enyeart si colab., 2002; Zhang si colab., 2000a; Zhang si colab., 2000b; Acton, 2013; Liu si
colab., 2000; Chan si colab., 2015].

Datele de literatura indica pentru unii ioni ai metalelor rare proprietati inhibitorii in peroxidarea
lipidica asociata cu ROS, oxidarea proteinelor membranare si interactiunea cu radicalii liberi [\Wang
si colab., 2003b; Hu si colab., 2013]. lonii Ce(lll) si Gd(IIl) au fost raportati pentru efectele lor
asupra proliferarii celulare [Cotton si Harrowfield, 2012; Rai si colab., 1997; Daire si colab., 2017].

Cercetdri recente demonstreaza utilizarea nanoparticulelor de lantan Tn detectarea biomarkerilor
tumorali, cum ar fi receptorul de activare a plasminogenului prin urokinaza, antigenul carcino
embrionar; identificarea unei proteine asemanatoare mucinei din celulele MCF-7 umane de cancer
de san si detectarea acidului lysophosphatidic (biomarker a cancerului ovarian) [Beaufort si colab.,
2014]. De asemenea, nanoparticulele lantanidelor prezinta actiune citotoxica pentru carcinomul cu
celule scuamoase, carcinomul hepatocelular, pancreatic si celulele tumorale ale epiteliului alveolar
[Wason si Zhao, 2013].

Combinatiile complexe generate de ionii lantanidelor au aplicabilitate in analize imunologice, in
screeningul selectiv si in determinari ale activitatii enzimatice [Hagren si colab., 2008; Biinzli,
2010; Hemmilé si Laitala, 2005; Mizukami si colab., 2008; Laitala si colab., 2007]. Astfel, aplicatii
recente descriu metode de analiza a autoantigenilor in diabet [\Westerlund-Karlsson si colab., 2003;
Ankelo si colab., 2003], in analiza DELFIA utilizata pentru determinarea diferitelor sulfonamide si
proteine [Korpimaki si colab., 2004], in dozari hormonale TSH [Pelkkikangas, 2004], n
determinarea valorilor insulinei [Yuan si colab., 2004] si a antigenului hepatitei [Hai si colab.,
2004; Armelao si colab, 2016].

5
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Pe baza proprietatilor paramagnetice, ionii lantanidelor au fost introdusi ca agenti de contrast in
imagistica prin rezonantd magneticd (RMN), aceasta fiind una dintre cele mai actuale tehnici de
diagnostic si cercetare biomedicala. In prezent, complecsii Gd(IIT) sunt utilizati pe scara larga ca
agenti de contrast in diagnoza tumorilor hepatice, craniene sau a tumorilor de sén, in chirurgia
cardiaca pentru vizualizarea fluxul sanguin [Bilow, 2002; Reimer si Vosshenrich, 2004; Knopp,
2004; Evans, 1990]. De asemenea, combinatii complexe ale Eu(lll), Tb(Ill), Sm(lIl), Dy(lll) sau
Tm(l11) sunt raportate in literatura pentru aplicabilitate Tn tehnici de diagnoza medicala.

Mai mult, a fost demonstrat ca ionii lantanidele pot favoriza absorbtia celulara a anumitor
medicamente, de ex. cisplatina, prin cresterea permeabilitatii celulare [Canada si colab., 1995].

Radioizotopii lantanidelor au capacitatea de a emite radiatii a, B si y ce pot fi utilizate Tn terapia
antitumorala. Y’Lu, 3Sm, "*Eu si "Dy au fost studiati Tn radioterapia metastazelor in cancerul de
san sau prostata [Marciniak si colab., 1996].

Proprietatile antiinflamatorii si antineoplazice dovedite de combinatiile ionilor lantanidelor
largesc spectrul de aplicabilitate al acestora si catre imunoterapie, sub forma de noi sisteme bazate
pe nanoparticule care incorporeazd potentiatori imuni si o-emitatori pe baza de lantanide.
Potentiatorii imuni functioneaza ca adjuvanti ai vaccinului, in timp ce a-emitatorii, protejeaza
celulele sanatoase de efectul radiatiilor.

Concentratia este factorul esential pentru trecerea efectelor biologice ale ionilor lantanidelor de
la toxicitate la efect farmacologic, de la daune la protectie, sau de la up-reglarea prin sensibilizare la
down-reglarea prin desensibilizare.

Traykova si colab [2014] considera ca efectele adverse ale lantanidelor sunt puternice la
administrarea de saruri simple (cloruri, nitrati) si minore la administrarea acestora sub forma de
complecsi cu molecule organice.

Toxicitatea diferitelor saruri de neodim variaza astfel: clorurda<propionat<acetat<3-
sulfoisonicotinat<sulfat<nitrat. Sarurile neodimului sunt foarte iritante la nivelul pielii, al
mucoaselor membranare si la nivel ocular; ionul trivalent al neodimului provoaca, la concentratii
ridicate, embolism pulmonar si afectiuni renale.

Studii privind toxicitatea hepatica a clorurilor de lantan, ceriu si neodim [Huang si colab., 2011]
au demonstrat acumularea ionilor metalici cu producerea de leziuni oxidative in nucleele si
mitocondriile hepatice.

Toxicitatea ionilor lantanidelor poate fi redusa prin utilizarea agentilor de chelare dar si de
dexematazona si glucocorticoizi.

Rezultate experimentale au demonstrat eficienta antitumorala a complecsilor generati de ionii
Nd(I11) si La(lll) asupra celulelor de tip MDA-MB-231(cancer de san) si DU-145 (cancer de
prostatd) [Saha si colab., 2016; Caporale si colab., 2017].

Tindnd cont de rezultatele recente prezentate in literatura de specialitate privind aplicatiile
terapeutice ale combinatiilor generate de ionii trivalenti ai lantanidelor, obiectivul principal al tezei
a vizat obtinerea, caracterizarea structurala si evaluarea potentialului antitumoral al unor noi
combinatii complexe cu ioni ai La(III) si Nd(III) si liganzi N-heterociclici.

Tehnici de investigare clasice si moderne au fost aplicate in studiul complecsilor; datele obtinute
au permis elucidarea mecanismelor si fenomenelor chimice ce au loc in solutie si a mecanismului
de actiune in mediul biologic.



Cercetiri privind obtinerea si evaluarea unor complecsi ai lantanidelor cu
liganzi N-heterociclici cu aplicatii farmaceutice

Partea experimentala

Tn domeniul biomedical se evidentiaza aplicatii multiple ale combinatiilor complexe generate de
ionii lantanidelor, aplicatii ce vizeaza n principal identificarea si distrugerea formatiunilor de
natura tumorala [Cotton, 2012; Tanner, 2011; Rosenani si colab., 2012; Bunzli, 2010].

Tn Incercarea de a incadra tematica tezei de doctorat in stadiul actual al studiilor ce vizeaza
obtinerea de noi substante active cu potential antitumoral, obiectivele cercetarilor experimentale au

urmarit:

e Sintetiza de noi molecule de tipul unor complecsi ai La(Ill) si Nd(III) cu liganzi N-heterociclici. Tn
realizarea sintezelor au fost evaluati factorii ce influenteaza capacitatea coordinativa a liganzilor
in raport cu ionii La(lll) si Nd(Ill) si parametrii reactiilor de sinteza care sa permitd obtinerea in
conditii de laborator a unor complecsi cu grad de puritate ridicat si sa asigure reproductibilitatea

reactiilor.

o Studiul proprietatilor structurale si spectrale ale noilor molecule sintetizate, studii realizate prin
utilizarea unor metode fizico—chimice moderne: FT-IR, RMN, spectroscopie de fluorescentd,

termogravimetrie, analiza structurala XRD, SEM-EDAX.

e Evaluarea proprietatilor redox ale liganzilor si noilor complecsi prin voltametrie ciclica, n
scopul identificarii capacitatii acestor molecule de a participa la reactii cu schimb de electroni in

mediul biologic.

e Evaluarea in vitro la nivel celular a complecsilor La(lll) si Nd(111) cu liganzi de tip dibromura de
N,N’ bis-fenacil-4,4 -bipiridiniu utilizind celule tumorale apartindnd liniilor celulare MCF7 si

Ao7s0 .

Derivati de N,N’ bis-fenacil-4,4’-bipiridiniu — sinteza si proprietiti

Liganzii utilizati in reactiile de sinteza a combinatiilor complexe ale La(lll) si Nd(IIl) au fost
sintetizati conform metodei prezentata in literatura [Druta si colab., 1998; Furdui si colab., 2007] si
caracterizati prin analiza elementala si analiza spectrala FT-IR, RMN si UV-VIS.
- dibromura de N,N bis(fenacil)-4,4 -bipiridiniu (L1)
- dibromura de N,N’ bis(fenacil)-1,2-bis(4-piridil)etan (L>)
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dibromura de N,N’ bis(fenacil)-4,4 - dibromura de N,N’ bis(fenacil)-1,2-bis(4-
bipiridiniu (L1) piridil)etan (L>)

Structuri ale liganzilor utilizati Tn reactia de complexare

Analiza elementala (C, H, N, S) a comupusilor din probele solide purificate s-a realizat intr-un cuptor al analizorului
Fisons Instruments 1108 CHNSO (Universitatea din Camerino, Italia). Spectrele IR au fost inregistrate cu ajutorul unui
spectrometru cu transformata Fourier, tip Nicolet iS50 FT-IR, Thermo Scientific, echipat cu un accesoriu ATR
ncorporat, un detector DTGS i un dispozitiv de decodificare KBr (la 21°C). Analiza RMN a liganzilor s-a realizat la
temperatura camerei in dimetilsulfoxid (DMSO) folosind un spectrofotometru VXR-300 Varian (Universitatea din
Camerino, lItalia) care opereaza la 400 MHz , folosind tetrametilsilan (TMS) ca standard intern. Mdasurdtorile
spectrofotometrice au fost realizate cu Spectrofotometrul T90+, in cuve de 1 cm, confectionate din cuart.

Bromura de N,N’bis-(fenacil)-4,4’-bipiridiniu (L1)

= cristale galbene, greu solubile 1n apa, solubile 1n alcool.

= se obtine cu randament 90%, in reactia dintre precursorul de bipiridil (C10HsN2) si bromura de fenacil
(CéHsC(O)CH.BI)

® C26H22Br2N202, M = 554 g-mol™

= analiza elementald (%)- calc. (exp.):C: 56.31(56.23), H: 3.97 (3.43), N: 5.05 (5.17).

= [R (KBr, cm?): 1677; 3100; 3092; 2987; 2995; 1625; 1578; 1592; 1557

= 'H-RMN (75 MHz), DMSO-ds/ppm: 6,65 (s, Hc); 7,65-7,89 (m, 6 H, 4 He, 2 Hf); 8,15(d, 4 Hd); 8,91 (d, 4
Hb); 9,35 (d, 4 Ha).

Bromura de N,N’ bis-(fenacil)-1,2-bis(4-piridil)-etan(L>)

= cristale alb murdar, solubile n alcool.

®* se obtine cu randament de 92%, din precursorii 1,2-bis(4-piridil)etan (C12H12N>) si bromura de fenacil
(CéHsC(O)CH.Br).

» CysH26BrN.0,, M = 582,33 g-mol™

» analiza elementala (%)-calc. (exp.):C: 57.75 (57.53), H: 4.50 (4.68), N: 4.81 (4.91).

» |R (KBr, cm®): 3009; 2948; 1691; 1637; 1594, 1570, 1518; 1228; 995.

= IH-RMN (75 MHz), DMSO-de/ppm: 8.96 (d, Jv46.8 Hz, 4H), 8.27 (d, Jv46.8 Hz, 4H), 8.09 (d, J¥:8.8 Hz,
4H), 7.82 (t, J¥47.43 Hz, 2H), 7.69 (t, J¥47.8 Hz, 4H), 6.48 (s, 4H: 2CH2), 3.50 (s, 4H: 2CH2).


http://www.chemspider.com/Molecular-Formula/C10H8N2
http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/search/#collection=compounds&query_type=mf&query=C12H12N2

Cercetiri privind obtinerea si evaluarea unor complecsi ai lantanidelor cu
liganzi N-heterociclici cu aplicatii farmaceutice

Evaluarea spectrala UV-Vis privind stabilitatea liganzilor s-a realizat Tn medii diferite (apos,
alcoolic si aprotic) si la intervale de timp diferite. Liganzii N-heterociclici prezinta, atat in mediul
apos cat si in mediul aprotic, un maxim in domeniul spectral A= 240-260 nm, maxim dependent de
pH-ul si concentratia solutiilor analizate [Dinica si colab., 2007; Carac si colab., 2017Db].

In scopul evaluirii comportamentului electrochimic, a stabilititii si performantelor
electrochimice, dibromura de N,N-bis(fenacil)-4,4’-bipiridiniu (L1) si dibromura de N,N-
bis(fenacil)-1,2-bis(4-piridil)-etan (L2), au fost studiate prin voltametrie ciclica, in mediul apos
[Carac si colab., 2015b] si mediul aprotic [Carac si colab., 2017a] la potentialul aplicat de E£1V,
pentru diferite viteze de scanare (100mV-st; 50mV-s?; 20mV-s?). S-a utilizat un echipament Bio-
logic potentiostat/galvanostat, tip SP-150 (Franta), un potentiostat performant cu un singur canal; o
celula electrochimica clasica si trei electrozi: electrodul de referintd (ER-calomel saturat (SCE)),
electrodul de lucru (EL-din Pt-platina) si electrodul auxiliar (EA- fir de Pt). Rezultatele studiilor de
voltametrie ciclica au sugerat pentru ligandul L: un potential de schimb electronic favorabil

comparativ cu ligandul L, rezultate determinate de aranjamentul structural a celor doua molecule.

Sinteza combinatiilor complexe ale ionilor La(lll) si Nd(IlIl) cu liganzi N-heterociclici
bipiridinici

» Sinteza combinatiilor complexe ale La(Il) si Nd(Ill) cu dibromura de N, N bis-fenacil-4,4 -
bipiridiniu (L1)

Sinteza combinatiilor complexe ale La(lll)-L1 si Nd(lI1)-L1 s-a realizat in metanol prin reactia
ligandului bipiridinic cu sulfatul de lantan sau de neodim, in prezenta de trietilamina. Peste 0.5
mmoli ligand, dizolvat complet ih 20 mL metanol (prin agitare si incalzire la 60°C), s-au adaugat
0.5 mmoli Ln2(SO4)3 (Ln= La, Nd) si dupa cateva minute 1mL trietilamina; amestecul de reactie s-
a mentinut la reflux sub agitare continua timp de 2 ore. Dupa racire, produsul de reactie a fost
filtrat, spalat cu metanol si apoi cu apa distilata. S-au obtinut probe solide de culoare violet care au
fost uscate la vid (50°C, ~10* bar) pani la 0 masi constanti. Reactia de sintezi a complexului
La(ll1)-L1 a decurs cu un randament 85% in timp ce complexul Nd(II1)-L: a fost obtinut cu un
randament de 80%.


http://dx.doi.org/10.1021/om050061b
http://dx.doi.org/10.1021/om050061b
http://dx.doi.org/10.1021/om050061b

Cercetiri privind obtinerea si evaluarea unor complecsi ai lantanidelor cu
liganzi N-heterociclici cu aplicatii farmaceutice

» Sinteza combinatiilor complexe ale La(lll) si Nd(I1l) cu dibromura de N,N’ bis-fenacil-1,2-bis(4-
piridil) etan (L2)

Complecsii La(lll)-L2 si Nd(III)-L> au fost preparati printr-un procedeu similar celui prezentat
la complexarea ligandului Lj, utilizand ca mediu de reactie metanolul si un raport de combinare ion
metalic:ligand de 1:1. S-au obtinut precipitate de culoare bej pentru ionul La(lll) (n=55 %) iar
pentru ionul Nd(I1l) (n\=45 %) un alb-murdar. Pentru ambii liganzi s-au Tncercat reactii de
complexare si Tn mediul apos (folosind apa distilata ultrapurd) dar s-au obtinut cantitati mici de
precipitat (chiar si pentru timpi de reactie mai mari), in timp ce pentru reactiile in metanol
depunerile de precipitat au fost semnificative.

Intr-o prima etapa, produsii rezultati in reactiile de complexare au fost evaluati prin: analiza
elementald, masuratori de pH si conductibilitate, analiza spectrala UV-Vis, FT-IR, RMN. Tn plus, s-
au realizat studii de evaluare a potentialului fluorescent al compusilor sintetizati, in raport cu
polaritatea solventului.

Analiza elementald a complecsilor s-a realizat cu analizor de tip Fisons Instruments 1108 CHNSO . Mdasurdtorile de
pH s-au realizat cu ajutorul pH-metrului Metler Toledo iar cele de conductibilitate utilizand echipamentul Consort
C862. Spectrele IR ale complecsilor au fost inregistrate pe domeniul spectral 4000-450 cm™* folosind spectrometru cu
transformata Fourier, Spectrum Two IR, Perkin Elmer. Determindrile experimentale in analiza structurald RMN a
complecsilor La(lll)-L1 si La(lll)-L, s-au efectuat cu spectrometru Bruker 400 Ultrashield (400 MHz) si DMSO
deuterat ca solvent. Datorita proprietatilor paramagnetice ale ionului Nd(111), combinatiile complexe ale Nd(I11) nu au
fost analizate structural prin RMN. Spectrele de fluorescenta s-au Tnregistrat la temperatura camerei, cu
spectrofotometru Perkin-Elmer, TECAN (Infinite M 200) n intervalul spectral A= 280 - 850 nm, marimea pasului de
emisie a fost de 2 NM 4 excitaie = 260 Nm, 230 nm si 250 nm.

Analiza elementala a complecsilor
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Spectre rezultate la analiza elementali a complecsilor La(l11) si Nd(I11) cu liganzii Lisi L2
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Cercetiri privind obtinerea si evaluarea unor complecsi ai lantanidelor cu
liganzi N-heterociclici cu aplicatii farmaceutice

Rezultatele analizei elementale ale complecsilor La(ll1) si Nd(I11) cu liganzii Lasi L2

Compusul N % C% H % S %
calculat | confirmat | calculat | confirmat |calculat | confirmat | calculat confirmat
La(lll)-L1 | 3,35 3,14 31,64 | 30,24 3,21 3,14 7,68 8,27
Nd(Il1)-L: | 3,85 3.56 38,99 |39.11 3,43 3,27 5,29 5,25
La(lll)-L2 | 3.27 2.02 30.91 |21.16 3.20 3.25 7.49 9.63
Nd(Il1)-L> | 3.25 1.83 30.67 | 27,98 3.17 2.88 7.43 8.61

Tn continuarea studiilor, precipitatele obtinute au fost dizolvate, prin trei extractii succesive in
metanol. Probele obtinute au fost filtrate, apoi dizolvate complet in metanol sub agitare. Dupa 24 de
ore fractiunile alcoolice, rezultate din extractiile succesive Tn metanol, au fost evaluate prin
masuratori de pH si conductivitate. S-a observat ca in filtrat, pH-ul initial este alcalin si prezinta o
scadere pentru toate fractiunile rezultate prin extractiile succesive cu metanol. Extractele metanolice
ce contin ionii La(lll) si L1 indica un pH alcalin (pH=11) ce scade cu pana la o unitate de pH, la a
treia extractie. Valorile inregistrate pentru conductivitate pe fractiile analizate, indica diferente de
ordinul pS/cm, cu o valoare de 2uS/cm mai mare pentru complexul Nd(I11)-Ls. Tn primele doua
extracte metanolice pentru ambii ioni de lantan cu L; se observa diferente de disociere mai mici, cu
valori de 0,20uS/cm, ceea ce sugereaza faptul ca L: ramane angajat in procesul de complexare cu

ionii lantanidelor.

C (uSlcm)

La-L1 La-L2 Nd-L1 Nd-L2

Variatia conductibilititii Tn extractele succesive ale precipitatelor rezultate in reactiile de sinteza
Spectre de absorbtie
In spectrele de absorbtie ale complecsilor sintetizati (solutii metanolice) se evidentiaza
urmatoarele valori ale parametrilor spectrali: La(l11)-L1: Amax=206nm, e=10164 mol™*cm™; Nd(I11)-
L1 Amax=212nm, £=20076 molicm™; La(l11)-L2: Amax=208nm, £=14984 mol*cm™ ; Nd(I11)-Lz:

Amax=220nm, £=30644 mol-tcm™.
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Cercetiri privind obtinerea si evaluarea unor complecsi ai lantanidelor cu
liganzi N-heterociclici cu aplicatii farmaceutice

Diferentele spectrale indica aranjari preferentiale ale liganzilor N-heterociclici Tn structura

complecsilor cu ionii La(lll) si Nd(I11).
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Spectre UV-Vis ale solutiilor metanolice ce contin complecsii La(ll1) si Nd(I11) cu

liganzii N-heterociclici

Pentru o monitorizare riguroasd a procesului de complexare, s-au efectuat analize spectrale

pentru probe prelevate din amestecul de reactie, probe separate prin filtrare si dizolvate Th metanol.

S-au realizat trei extractii succesive, prin adaugare a 10 mL metanol in fiecare proba. Solutiile

metanolice rezultate au fost analizate spectral dupa 24 de ore. Deplasarea maximelor de absorbtie

spre valori mai mari ale A, la cresterea volumului de metanol, se explica prin scadere a energiei

tranzitiei permise de tip m—n* la interactiile cu moleculele de solvent, iar deplasarea spre A mai

mici se explica prin cresterea energiei de tranzitie n—m*.
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Cercetiri privind obtinerea si evaluarea unor complecsi ai lantanidelor cu
liganzi N-heterociclici cu aplicatii farmaceutice

Analiza spectrala a probelor obtinute la dizolvarea completa a precipitatelor (dupa trei
extractii succesive) indica un minim al absorbantei la A = 270-276nm in ordinea: Nd(I1l)-Lo<
Nd(11)-Li< La(ll)-Li< La(l)-Lo.

Valoarea cea mai mare inregistrata pentru intensitatea absorbantei in cazul Nd(I)-L;
comparativ cu La(lll)-L> indica o strategie de coordinare influentata de natura ligandului si ionul
metalic, cu aparitia unor diferente structurale Tntre complecsii rezultati din sinteza.

Evaluarea biologica a combinatiilor complexe sintetizate a evidentiat proprietati citotoxice
remarcabile pentru structurile complexe generate de dibromura de N,N’bis-fenacil-4, 4’-bipiridiniu
cu ionii La(lll) si Nd{II). De aceea, cercetarile experimentale au vizat si evaluarea
comportamentului spectral al structurilor mentionate in solutii alcoolice si solutii Tn DMSO,
folosind ca variabile timpul i concentratia de substanta activa.

Studiile spectrale privind stabilitatea in timp a solutiilor etanolice (c=3-10°M) de ligand sau
combinatie complexd, au evidentiat clar stabilitatea in timp a structurii Li si instabilitatea
moleculelor complexe ale La(ll1) si Nd(I11). Studiul spectral al complecsilor La(lll)-L1 si Nd(I111)-L:
in DMSO s-a realizat la temperatura camerei la diferite intervale de timp; rezultatele obtinute au
confirmat stabilitatea complecsilor La(lll)-L1 si Nd(I11)-L; in DMSO la o concentratie de 10 M,

timp de 48 de ore.

— |_1, t=0
e Ly, t=48 h —— Nd(II1)-Ly, t=0
4/ — Nd(ll1)-L; t=48 h
y
8 [ g
£ : §
5 | g . ‘
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L — La(llN)-Ly, t=48h
0 T - T - T v T —
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Spectre UV-Vis ale L1, La(l11)-L1 si Nd(I111)-L1 Tn DMSO (c=10"°M) initial si dupa 48h
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Cercetiri privind obtinerea si evaluarea unor complecsi ai lantanidelor cu
liganzi N-heterociclici cu aplicatii farmaceutice

Spectre de fluorescenta

Pentru a evidentia profilul fluorescent al complecsilor La(Ill) si Nd(IIl) cu liganzii N-
heterociclici bipiridinici, in prezenta solventilor cu polaritati diferite, s-au inregistrat spectrele de
fluorescenta in apa ultrapura si metanol. Rezultatele au confirmat potentialul fluorofor (mai
accentuat Tn metanol decat in mediul apos) pentru solutiile complecsilor ionilor lantanidelor cu
liganzii N heterociclici. Cea mai mare intensitate de fluorescenta s-a Tnregistrat pentru complexul
Nd(11)-Lz (cu aport de Et3N) datorita efectelor de conjugare directa ce apar intre electronii inelelor
piridinice. Analiza spectrelor de fluorescenta inregistrate pentru complecsii ionilor La(I1I) si Nd(III)
indica diferente n valorile intensitatii de emisie, dependente de natura ionului metalic, a ligandului
si natura solventului.

Parametrii spectrali ai complecsilor La(III) si Nd(III) (solutii in metanol)

Parametrul spectral La(lll)-Ly La(ll)-L> Nd(111)-Ly | Nd(l11)-L2
Amax, €XC. (Nm) 260 260 260 260

Amax, €misie (nm) 326 324 326 326

IFmax. (U.8) 18917 19604 18902 18790

Caracterizarea structurilor complexe prin spectroscopie in infrarosu cu transformata Fourier

Datele obtinute prin analiza FT-IR (domeniul spectral 4000-650cm™) pentru combinatiile
complexe, permit obtinerea de informatii privind existenta si taria legaturii ion metalic—ligand, prin
corelare cu valori ale frecventelor de vibratie corespunzatoare tranzitiilor din molecula ligandului.

Datele de literatura, indica faptul ca atunci cand densitatea electronica creste la ionul generator
de complex si ligandul contine atomi de oxigen sau azot in molecula, scaderea valorilor frecventei
de vibratie asociata legaturii metal-ligand este corelata cu o crestere a tériei legaturii coordinative de
tip ion metalic—ligand [Derenne si colab., 2013]. In spectrele FT-IR inregistrate pentru liganzi si
combinatiile complexe corespunzitoare, se remarci trei zone spectrale distincte: 3300-1600cm™,
1600-1000cm™ si sub 1000cm™. Semnalul nregistrat sub forma unei benzi largi (datorate
asocierilor prin legituri de hidrogen) care apare la 3344-3373cm™, poate fi asociat frecventelor de
vibratie crespunzatoare grupelor —OH; semnalul spectral lipseste Tn spectrele liganzilor dar apare in
spectrele complecsilor ca rezultat al efectului de solvent (metanolul din reactia de sinteza).

Coordinarea liganzilor N-heterociclici bipiridinici la ionul La(lll) sau Nd(Ill) este confirmata de
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Cercetiri privind obtinerea si evaluarea unor complecsi ai lantanidelor cu
liganzi N-heterociclici cu aplicatii farmaceutice

prezenta in spectrele complecsilor a benzilor de absorbtie vcHarom pOZitionate la 3054-3061cm™, cu

o usoara deplasare spre stinga comparativ cu cele din spectrele liganzilor.
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Spectre FT-IR pentru La(lll)-L1, Nd(I11)-L1 si ligandul L1

Parametrii spectrali FT-IR pentru complecsii La(IIl) si Nd(III) si liganzii L1 si L2

Compus VOH | VCHarom ve=o VC=N VC_:N VN=0 VC-O-C | Vsulfat VC-eth.| VCc—s veH Viig [VLa-O
Vsulfat c=C nucleu
1700 | 1640- 1200
L. 3040-3000 | 7570 | 1630 1100
VCHaliph
L2 2900-2880 990
3367 1697 1490 1087 888 | 760
La(I11)-Ls 3059 1oog | 1641 iigg 1341 1036 soa | 719 690
1693 1474 1095w 760
La(I11)-L2 | 3373| 3061 loog | 1641 | J4e0 | 1346 | 1231 | 070 | 961 | 842 689
1697 1191 786
1489 888 406
3373 1581 1339 | 1284 | 1085 758 [692
Nd(1H)-L. 3054 1506 | 1642 1228 1308 | 1225 | 1049 iff; 717 |677 jg?
1544 1014
1695
1598 1474 1183
Nd(111)-L2 | 3344 1074 | 1642 |4 1345|1233 | o0 996 | 845 | 760 432
1519

Prezenta ionului sulfat in spectrele IR ale complecsilor este confirmata de benzile intense din

regiunea spectrald 1190-1036 cm™. In cazul coordinrii de tip punte la fiecare banda se observi o

scindare Tn mai multe componente. Pentru anionii sulfat din complexul de Nd(Ill)-L1 sunt

identificate o serie de benzi ce indicd coordinarea lor de tip punte. In spectrele IR ale complecsilor

benzile cele mai intense apar la 1191cm™, 1085cm™, 1049cm™ si 1014cm™. Benzile identificate la
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Cercetiri privind obtinerea si evaluarea unor complecsi ai lantanidelor cu
liganzi N-heterociclici cu aplicatii farmaceutice

690cm™ in spectrul complexului La(lll)-L1 respectiv 689cm™ pentru La(lll)-L. pot fi atribuite
vibratiilor de valentd ce se manifestd in structura liganzilor N heterociclici (L1 si L) [Nelson si
colab., 2013]. Spectrele IR ale complecsilor prezinta o banda intensa si una de intensitate medie in
regiunea 1490-1420cm™ care pot fi atribuite vibratiilor C=C si C=N din dublele legaturi ale
nucleului aromatic. Prezenta legaturilor de tipul C=N din cadrul complecsilor sintetizati este
confirmati de benzile inregistrate la 1641cm™, benzi prezente la aceeasi frecventd in spectrele
liganzilor L1 si L. In concordantd cu date raportate anterior [Derenne si colab., 2013], banda

pozitionatd la 1640cm™

se poate datora existentei moleculelor de apa (sau gruparilor -OH)
coordinate la ionul metalic. Daca spectrul FT-IR al ligandului L prezintd o banda intensa la
~1700cm?, specificd gruparii carbonil C=0, in spectrele FT-IR ale complecsilor corespunzitori
aceasta banda lipseste, fapt ce confirma transformarea ligandului sub actiunea EtsN, cu aparitia unei
benzi de intensitate medie la 1010cm™ si o banda slaba la 1063cm™, care pot fi atribuite

frecventelor de vibratie din gruparile -C=CH si C—O rezultate prin transformarea grupei carbonil.
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Mecanismul de transformare a ligandului L1

De remarcat este faptul ca, in spectrele complecsilor La(IIT) si Nd(III) cu ligandul L se distinge
o bandi pozitionati la 990cm™ specificd grupdrii etilenice pozitionata simetric (Vc-etilenica)-

n cazul complexului La(l11)-L2 se observi o deplasare a acestei benzi spre stinga cu 30cm™ iar
pentru complexul Nd(I11)-L> o deplasare de doar 6cm™, datoritd razei ionice diferite a ionilor
metalici. Stabilirea unor legaturi covalent coordinative Tintre ionul La(lll) sau Nd(Il) cu
heteroatomii liganzilor, oxigen (sau azotul din coligandul EtsN) este confirmatd de prezenta

benzilor specifice intre 430-460cm™.
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Cercetiri privind obtinerea si evaluarea unor complecsi ai lantanidelor cu
liganzi N-heterociclici cu aplicatii farmaceutice

Analiza termogravimetrica a structurilor complexe generate de ionii La(lll) si Nd(111)

Studiile experimentale privind comportarea termica a compusilor sintetizati s-au realizat in
cadrul laboratorului de cercetare al CSSNT Bucuresti, cu un echipament de tip Perkin Elmer STA
6000 Simultaneous Thermal Analyzer si au vizat evaluarea stabilitatii termice a complecsilor
La(ll)-L1 si Nd(I11)-L1 comparativ cu ligandul L1, precum si evaluarea pierderilor de greutate prin
incdlzire de la temperatura camerei la 1200°C in atmosfera de azot. Rezultatele obtinute au
confirmat stabilitatea ligandului Li in intervalul de temperatura de 25°C-300°C, cu 0 etapa de

descompunere la 294°C si o0 pierdere Th masa de 99,3 % [Furdui si colab., 2012].
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Diagrama termogravimetrica comparativa pentru complecsii La(III) si Nd(III) cu ligandul L1

Complecsii La(ll)-L1 si Nd(I11)-L1 au prezentat o stabilitate usor mai scazuta fata de ligandul L,
(descompunere la aproximativ 205°C). La aceasta temperaturd, 0 descompunere rapida a
complecsilor a inregistrat o pierdere in greutate de cca. 18,5% pentru La(lll)-L: si cca. 16,5%
pentru Nd(I11)-Ls, pierderi corelate cu evaporarea moleculelor EtsN coordinate Tn ambii complecsi.

Descompunerea a fost progresiva pana la 1200°C, cu evolutia completa a trei grupari sulfat si a
ligandului, de cca. 59,5% pentru La(lll)-L: (pierdere teoreticd in greutate 58,6 %) si cca. 54,9 %
pentru Nd(I11)-L1 (pierdere teoretica in greutate 55,7%). Reziduurile finale au fost asociate ionului
metalic (La(IIT) si Nd(III) )cu punct de topire ridicat.

Datele experimentale obtinute prin tehnica TG-TGA au confirmat stabilitatea termica ridicata a
complecsilor La(lll)-L: si Nd(I11)-L: la temperaturi de peste 1100°C si aduc argumente favorabile
structurilor propuse.
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Analiza structurala prin difractie de raze X a complecsilor La(1l1) si Nd(I11)

Cercetiri privind obtinerea si evaluarea unor complecsi ai lantanidelor cu
liganzi N-heterociclici cu aplicatii farmaceutice

Analiza XRD a fost realizata in laboratorul de cercetare din cadrul Centrului de Stiinta

Suprafetelor si Nanotehnologie, Bucuresti, pe pulberi ale complecsilor La(III)-L1 si Nd(l11)-L1 Tn

domeniul de 5-90° (domeniul 26). Pentru masurare s-a utilizat un difractometru Rigaku SmartLab
cu difractometru de raze X folosind radiatia Cu: Kg=1.39217 A, Ku=1.540598 A si Cu

Kw=1.544426 A, utilizaind geometria Bragg Brentano, la temperatura camerei cu urmatorii

parametrii de lucru: domeniu de scanare: 5— 90 deg. (2 theta), pasul 0,01 deg, IS = RS = 1/2

deg,RS2 = 0,3 mm. Generatorul a fost setat la 45 Kv §i un curent al tubului la 200 mA. Valorile

parametrilor sintetici ai picurilor reprezentative din difractogramele XRD au demonstrat ca

structurile celor doi complecsi La(I1I)-L1 si Nd(III)-L: sunt izomorfe, prezentand aceleasi pozitii, cu

unghiul 20 identic sau cu foarte mica abatere.
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Parametrii picurilor reprezentative din difractogramele complecsilor La(IIT)-L1, Nd(I11)-L1si L1

La(l11)-Ls Nd(111)-Ly L:
2-theta d FWHM 2-theta d FWHM 2-theta d FWHM
(deg) (ang.) (deg) (deg) (ang.) (deg) (deg) (ang.) (deg)
6,7266 13,13007 | 0,1974 6,7110 13,16044 0,1639 6,9200 12,76354 0,1623
13,4979 6,55466 0,231 13,4979 6,55466 0,2310 13,6147 6,49869 0,2563
16,1259 5,49189 0,1717 16,1335 5,48932 0,2032 15,0035 5,90010 0,1721
22,0473 4,02846 0,3958 22,0056 4,03598 0,3902 21,4776 4,13399 0,325
24,7789 3,59020 0,1994 24,7789 3,5902 0,2312 23,3674 3,80377 0,105
26,4876 3,36234 0,3079 26,4372 3,36863 0,2216 26,3515 3,37940 0,2383
28,6679 3,11139 1,5717 28,6423 3,11411 0,2447 28,7437 3,10336 0,3442
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Cercetari privind obtinerea si evaluarea unor complecsi ai lantanidelor cu
liganzi N-heterociclici cu aplicatii farmaceutice

Formula structurala propusd pentru complecsii La(IIl) si Nd(III) sintetizati este de forma

generala {(LN(EtsN)(SOa4)}2(u -DPY)(u -SO4)] (Ln=La, Nd) [Carac si colab., 2018].

Q RO e

/Ln Ln—0O
O:S/O %\

SN N
g ) AN
Structura complecsilor {(Ln(EtsN)(SO4)}2(u -DPY)(u -SO4)] (Ln = La, Nd)

Pentru combinatiile complexe La(lll)-L1 si Nd(I)-L: formulele moleculare propuse sunt:
CssHsolLazN4014S3 (M = 1160.83 g mol™?) si CasHsoNd2N4O14Sz (M = 1171.50 g mol ™).

Analiza morfologica (SEM) si cantitativa (EDAX) pentru complecsii La(111)-L1 si Nd(111)-L1
Morfologia complecsilor La(III) si Nd(III) a fost investigatd prin microscopie electronica de scanare
(SEM). Pentru analiza SEM a probelor s-a utilizat echipamentul Hitachi SU 8230 Scanning
Electron Microscope echipat cu analizorul detector EDX Oxford din laboratoarele Centrului de
Stiinta Superfetei si Nanotehnologie (Bucuresti). Imaginile de electroni secundari au fost captate la
diferite magnificatii de la 1kx pand la 25kx. Imaginile microscopice electronice ale probelor

dezviluie agregate compuse din mai multe microparticule.

Imagini SEM la complecsii La(IIT)-L1 si Nd(III)-L1 obtinute cu magnificatie de 5 Kv si 25 Kv
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O comparatie a imaginilor SEM pentru ambii complecsi cu ligandul L1 indica structuri cu
legaturi covalente, foarte omogene si uniforme. Imaginile SEM a acestor complecsi confirma o
textura specifica, fiind implicati in coordinare doi ioni metalici diferiti. Mai mult decat atat, sunt
identificati numerosi sferoizi (cu diametrul de aproximativ 1-2um) la suprafatd si sugereaza
implicarea ligandului L in formarea acestei morfologii. Morfologia La(ll1)-L1 si Nd(I11)-L1 releva
agregate de nanoparticule cu dimensiuni variind de la 10 la 40 nm, respectiv de la 30 la 250 nm.

Analiza cantitativa a probelor s-a realizat concomitent cu analiza SEM folosind Spectroscopia
Energiei Dispersive de raze X (EDAX) in doua moduri: cartografiere de achizitie de date a
elementelor (hartd de achizitie) si profilul compozitional.

La-L1

Nd-L1

L1

ssApEm

Imagini EDAX de achizitie a elementelor lé complecsii lantanidelor comparativ cu ligandul L

Se constata ca, in general elementele chimice din structura ligandului L1 (carbon, azot, oxigen,
brom) sunt prezente in distributia elementelor in imaginile EDAX ale complecsilor sintetizati.
Totodata, se observa si prezenta elementelor din sulfatii de La(IIl) si Nd(III). Profilul compozitional

s-a realizat pe cel putin trei zone din imaginile SEM ale fiecarei probe, prin colectarea datelor din
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cel putin patru spectre ale fiecarei imagine. Analiza EDAX indicd concentratii de 17,5% pentru
ionul metalic din proba La(lll)-L1 si respectiv proba Nd(III)-L: si inregistrarea de harti de
distributie uniforma a elementelor specifice.

Din profilul spectrelor EDAX s-au obtinut rezultate concludente care confirma prezenta
elementelor in compozitia complecsilor analizati. Valorile medii ale elementelor din toate spectrele
EDAX achizitionate sunt redate in % greutate si % atomic si indica prezenta elementelor in
procente apropiate de cele confirmate de analiza elementala pentru ligand si complecsi, desi prin
SEM si analiza EDAX se realizeazd o analizd morfologica si cantitativd doar pe un fragment din
structurile complexului, acestia fiind structuri cu masi moleculard mai mare de 1000 g mol™.

Analiza cantitativa a elementelor (EDAX) pentru La(ll11)-L1, Nd(I11)-L1si L1 (% greutate)

Proba C N ) Br Ln S
La(llh-L, 63.23-83.86 1.86-7.87 9.57-25.07 1.47-3.72- 2.43-10.34 | 0.25-0.78
Nd(111)-L1 62.92-82.12 1.42-4.84 11.62-16.56 0.45-0.77 4.04-13.55 | 0.45-1.36
L, 56.08-70.10 | 4.17-5.07 4.62-6.25 4.04-5.42 - -
Analiza cantitativa a elementelor (EDAX) pentru La(lll1)-L1, Nd(I11)-L1 si L1 (Y6atomic)

Proba C N ) Br Ln S
La(ll-L1 70.86-89.93 1.71-7.56 7.71-21.10 | 0.25-0.67 0.23-1.08 | 0.10-0.35
Nd(111)-Ly 77.45-88.68 1.32-5.10 9.42-15.29 | 0.45-0.77 0.36-1.39 | 0.14-0.63
Ls 81.95-85.52 5.20-5.32 | 5.05-5.72 3.44-57.80 - -

Analiza morfologica SEM completatd de analiza cantitativa EDAX a confirmat structurile

complecsilor La(III) si Nd(I11) cu ligandul L1, cu compozitie chimica eterogena.

Evaluarea proprietatilor electrochimice ale complecsilor La(lll) si NA(IIl) cu liganzi N-—
heterociclici bipiridinici

Studiile privind evaluarea potentialului de transfer electronic de catre moleculele liganzilor N-
heterociclici bipiridinici si a combinatiilor complexe ale acestora cu ionii La(lll) si Nd(II1) au fost
justificate de faptul ca, multitudinea de procese ce descriu activitatea substantelor active la nivel
celular si subcelular, includ si reactii cu transfer electronic. Studiul electrochimic al complecsilor
realizat in DMSO, a indicat prezenta unor structuri moleculare cu posibilitate de transfer de
electroni, dependendent de potentialul aplicat si viteza de scanare. Rezultatele
spectroelectrochimice inregistrate pentru complecsii sintetizati au confirmat un potential oxidant
bland al acestora si posibilitatea utilizarii acestor structuri ca substante active in medierea unor
procese redox la nivel celular.
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Evaluarea potentialului antitumoral al combinatiilor complexe ale ionilor La(l11) si Nd(III) cu

liganzi N- heterociclici bipiridinici

Studiile finale in realizarea obiectivelor tezei de doctorat au vizat evaluarea in vitro la nivel
celular a potentialului antitumoral al liganzilor si combinatiilor complexe sintetizate utilizand celule
tumorale apartinand liniilor celulare MCF7 si Az7g0, prin corelarea rezultatelor in functie de
concentratia compusului testat (50 uM, 25 puM, 12.5uM, 5.25uM, 3uM, 1 uM) si timpul de
incubare (24, 48, 72 ore).

Determingrile experimentale au fost realizate in laboratorul de Biologie Celulara din cadrul Centrului de
Stiinta si Technologie Nucleara, Institutul Superior Technic din Lisabona, sub coordonarea stiintifica a Dr.

Fernanda Marques.

Evaluarea activitatii citotoxice a combinatiilor complexe ale La(lll) si Nd(III) cu liganzi
bipiridinici

Studiile in vitro la nivel celular s-au realizat utilizand complecsii de La(lll) si Nd(III) cu liganzii
N- heterociclici sintetizati si caracterizati in capitolele anterioare, sulfatul de lantan, sulfatul de
neodim si liganzii folositi In sinteza.

Pentru a evalua influenta unor subtituienti cu polaritati diferite asupra potentialului citotoxic, s-

au testat si o serie de liganzi derivati ai L1 si Lo.

R 2™ R . .
| B Br L/ [ Lii R :-NO, R,:-H
Ry X T/\Tif\] [‘/‘\\‘N*/\\T/ X TR, Li-2 Rl :-OH R2 :-OH
o X \) 5 Lis R :-OCH, R,:-H

Liganzii N-heterocicilici derivati de la L

R]T/\il 7 . [/A”f-ﬂr L21 R1 :-NO2 R2 :-H
e T N NNy R L2 R -OH R,-OH
A [ T 1 2
o E\/LV \\/J o L23 R 1 :--OCH 3 R ) -H

Liganzii N-heterocicilici derivati de la L2
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Celulele de tip MCF7 apartinand liniei celulare umane de carcinom de san, au fost men¢inute prin
cultivare in mediu de cultura DMEM suplimentat cu 10% ser fetal bovin (SFB) de la Biochrom si cu
solutie! % antibiotic (penincilind/streptomicind), la 37°C intr-o atmosfera de 5% CO,. O metodologie
asemdandtoare a fost utilizata pentru celule Az dar cu mediul de cultura RMPI (Roswell Park Memorial
Institute, Merck). Viabilitatea celulara a fost evaluata prin metodele colorimetrice MTT (bromura de 3-[4,5-
dimetiltiazol-2il]-2,5-difeniltetrazol) si RN (rosu neutru), metode considerate de referinta [Fotakis si
Timbrell, 2006; Repetto si colab., 2008]. Cisplatina a fost utilizata drept control pozitiv, a fost initial
solubilizata in solutie salind (0,9% NaCl) si a fost adaugatd in concentratii precum ceilalti compusgi.

Celulele au fost cultivate in placi cu 96 godeuri; in cazul placilor incubate pentru 24 ore s-au folosit
3x10* celule/ godeu (200 pL), pentru 48 ore 2.5x10* celule / godeu iar pentru 72 ore 2x10* celule/godeul.

Liganzii si complecsii au fost solubilizati in DMSO si ulterior in mediul de cultura al celulelor pentru a
obtine concentratii de la 50 uM la 1uM. Concentratia finala de DMSQO in mediul de cultura nu trebuie sa
depaseasca 1%. Dupad expunerea continud a compusilor timp de 24/48/72 ore prin incubare la 37°C, 5%
COqy, mediul a fost indepartat si celulele au fost tratate cu 200 ul. MTT in solutie tampon de fosfat (0.5 mg
/mL). Dupa incubare 3-4 ore la 37°C, 5% CO; solutia a fost indepartata si cristalele de formazan purpurii
formate in interiorul celulelor au fost dizolvate in 200 uL. DMSO prin agitare usoara.

Viabilitatea celulard a fost evaluata prin masurarea absorbantei la 570 nm, la temperatura ambientald
prin utilizarea Spectrofotometrului Power Wave Xs, Bio-Tek Instruments, Winooski, VT, SUA. Efectele
citotoxice ale compusilor au fost cuantificate prin calcularea concentratiei ce inhiba cresterea celulelor
tumorale cu 50% (ICso), pe baza analizei regresiei nonlineare a datelor concentratie—raspuns (s-a Utilizat
softul GraphPad Prism vs 5.0). Compusii au fost testati prin ambele metode, cel putin de doua ori si in 6
replici ale concentratiei.

Activitatea citotoxica a liganzilor bipiridinici

Calcularea valorii ICsg pentru sulfatul de lantan, sulfatul de neodim, liganzii L1 si Lo si derivatii
acestora s-a efectuat ca rezultat al analizei MTT pe celulele MCF7 si A27g0 dupa o incubare de 48
ore, la 35°C si in atmosfera de CO2 5%. Pentru fiecare compus s-au preparat 6 solutii, pe un
domeniu de concentratie 1uM- 50uM. Valorile absorbantei au fost citite la 570 nm la un interval de
timp de 3 ore dupa tratarea celulelor cu MTT.

Rezultatele sunt prezentate ca medii + deviatia standard a cel putin 2 experimente independente,

comparativ cu cisplatina si evidentiaza caracterul citotoxic foarte scazut al sarurilor ionului metalic.

Valorile 1Cso pentru sulfat de lantan, sulfat de neodim si cisplatina la 24 si 48 ore de incubare
pe liniile celulare MCF7 si A27so

Compus MCF7 A2780

24 h 48 h 24 h 48 h
Laz(SO4)3 >100 >100 >100 69+11
Nd2(SO4)s >100 >100 >100 79+ 24
Cisplatina 60+12 28+6.0 26.0£5.0 20.7£4.0
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Valorile 1Cso pentru seria L1 la 48 ore de incubare pe liniile celulare MCF7 si A27so
ICs[uM] +SD  48h

Compus MCF-, Az7s0
L, 22+9.3 205
Li1 3.49+£05 158 +0.2
L1z 20+ 4.3 20+8.9
Lis 33+12 78+1.2

Valorile 1Cso pentru seria L2 la 48 ore de incubare pe liniile celulare MCF7 si Az7so
ICso[uUM] £SD  48h

Compus MCF; Az7s0
L 119 £ 58 >200
Lot 15+ 3.7 54+0.7
L2 167 +£15.4 34+£12
Los >200 6025

Rezultatele obtinute sugereaza cea mai ridicata activitate in cazul liganzilor ce contin grupari —
NO2 (Li11 si Loa1). Liganzii ce contin gruparea —OH sau —OCHz nu au demonstrat o influenta
semnificativa asupra activitatii citotoxice comparativ cu liganzii nesubstituiti. Lo este non toxic
pentru linia celulara Az7s0 Tn timp ce pentru celule MCF7 L3 prezintd non toxicitate. Comparand
cele doua grupuri de liganzi putem observa ca, pentru ambele tipuri de celule, seria liganzilor L

manifesta citotoxicitate superioara comparativ cu seria Lo.

MCF7 48h
MCF7 48h
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= -»- L, - 150 4 - L
i'::: - ::1'1 = - Lo
T —
S 100 12 = 100. Ly
° -+ L3 < - L
w 2-3
=1
S =
= 501 — |
= ﬁ 50
= &
s
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Analiza regresiei nonlineare a datelor concentratie-raspuns pentru seriile L1 si L21a48 ore de
incubare pe linia de celule MCF

Activitatea citotoxica a combinatiilor complexe
Combinatiile complexe ale La(IIT) si Nd(III) cu liganzii L1, L2 si Li-3 au fost evaluate din punct

de vedere al potentialului citotoxic pe cele doua linii celulare, MCF7 si Aa7go, si timpi de incubare
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de 24, 48 si 72 ore, pe un domeniu de concentratii intre 1uM - 50uM. Rezultatele sunt prezentate ca
medii + deviatia standard a cel putin 2 experimente independente. Evaluarea datelor experimentale
evidentiaza un potential citotoxic superior in cazul complecsilor La(III)-L1 si Nd(III)-L1 comparativ
cu ligandul liber. Tn cazul ligandului L2 si a combinatiilor complexe corespunzitoare, La(IIT)-L> si
Nd(I11)-L>, testele de citotoxicitate au relevat caracterul non toxic al acestor structuri asupra
celulelor de tip MCF7 si o citotoxicitate moderata manifestatd de complecsi asupra celulelor Az7go.
Asupra celulelor tumorale Az7so, ligandul L2 nu a prezentat activitate citotoxica.

Valorile ICso corespunzitoare seriilor L1, L2 si Li-3, la 24, 48 si 72 ore de incubare pe linia
celulara MCF~

1Cso[uM] +SD

Compus 24 h 48 h 72 h
L. 41+154 22+9.3 30+£0.8
La(lll)-L, 43+8 38+9.6 9.8+3.3
Nd(111)-L4 21+58 14£5.38 12+55

L. >200 119+5.8 >200

La(ll)-L >200 178 + 130 >200

Nd(111)-L >200 >200 >200
Lis 69 £3.2 33+129 36141

La(lll)-L-s 149 +5.2 >200 >200

Nd(I1)-L13 >200 >200 >200

Valorile 1Cso corespunzitoare seriilor L1, L2 si Li-3, la 24, 48 si 72 ore de incubare pe linia
celulara A27so

1Cso[uM] +SD
Compus 24 h 48 h 72 h

L1 70+£95 205 74+£25
La(llh-L, 40+ 14 2.7+0.3 45+0.9
Nd(11)-L: 30+11.5 14+15 43+15.1

L. >200 >200 >200
La(llD-L: 56 + 46 53 (14.7) 36+11.9
Nd(H1)-L 52 +3.95 187(122) 103 £ 0.685

Lis 42 £10 78+1.1 56+1.38
La(lll)-La-3 45 + 30.8 35+10.3 9.7+21
Nd(111)-L1-3 >200 38+12.3 11+£45

Un efect diferit s-a evidentiat in cazul compusului Li-3 care s-a dovedit a fi mai citotoxic decat
ambii complecsi. Pentru ligandul L> se remarca un slab efect citotoxic asupra celulelor MCF7 la
timp de incubare 48 ore, efect absent la 24 si 72 ore de incubare.

Absenta efectului citotoxic asupra celulelor de tip MCF7 a fost identificata la structurile L2 si

La(ll)-L2 la timpii de incubare de 24 si 72 ore, Nd(III)-Li-3 si Nd(I11)-L> pentru toti timpii de
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incubare testati si La(III)-L1-3 la timpi de incubare de 48 si 72 ore. In cazul celulelor tumorale A7so

structurile lipsite de activitate citotoxica au fost ligandul L pentru toate perioadele de incubare si

Nd(111)-Ls la 24 ore.
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Activitatea citotoxica a compusilor L1, La(lll)-L1, Nd(111)-L1 asupra liniilor celulare
MCF7 si A27so, 1a 24 si 48 de ore de incubare

Rezultatele experimentale au indicat clar o crestere a citotoxicitatii ligandului dupa coordinarea
ionului metalic, in special pentru linia de celule Az7so. Pentru sarurile ionilor metalici s-a Tnregistrat,
pe ambele linii celulere, o toxicitate considerabil mai redusa comparativ cu complecsii
corespunzatori (ICs0>100uM). Efectul citotoxic a fost puternic asupra celulelor de tip Az7so
comparativ cu MCF7, cu o crestere considerabila la timpi de incubare 48 de ore.

n plus, activitatea antitumorala manifestata de cisplatina in celulele Az7s0 dupa 24 de ore de
incubare a fost de acelasi ordin de marime ca n cazul complexului Nd(I11)-L1(26,0 £ 5,0 vs 30 +
11). Tn celulele MCF7, ambii complecsi, La(ll1)-L1 si Nd(I11)-Ls, au fost mai activi decét cisplatina.

In comparatie cu cisplatina, medicament antitumoral utilizat pe scard larga si utilizand aceleasi
conditii experimentale, ambii complecsi prezintd proprietati citotoxice importante, in special in

raport cu celulele tumorale ovariene.

Evaluarea procesului de apoptoza
Celule Az7g0 de densitate 2x10°celule/mL au fost incubate in mediul de culturd RPMI pentru 48h

in prezenta si absenta complecsilor.
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Evaluarea procesului de apoptoza s-a realizat prin utilizarea colorantului fluorescent Hoechst
33342 (Thermo Fisher Scientific) si a microscopiei cu fluorescenta [Lenis-Rojas si colab., 2017].
Mediul de culturd a fost indepartat si celulele au fost spalate cu tampon fosfat salin si fixate cu
paraformaldehida 4% pentru 15 minute la temperatura camerei. Dupa fixare, celulele au fost tratate
din nou cu tampon fosfat salin si incubate cu colorant fosforescent Hoechst 33342 (dilutie 1:2000).
Dupa incubare, procesul de spélare cu tampon fosfat salin a fost repetat de 3 ori si celulele au fost
aduse n mediul Vectashield H-100 (Vector Laboratories, Burlingame, Canada). Placile au fost
analizate la microscopul cu fluorescenta Zeiss Axioplan2. S-au analizat mai multe campuri
microscopice aleatorii pe proba, corespunzatoare a cel putin 300 de nuclee pe proba, in doua

experimente independente.

Control

La-Ly Nd-Ly
Celule A2780 la utilizarea colorantului Hoechst 33342 in absenta (control) sau dupa
tratarea cu complecsii La(III)-L1 si Nd(IIT)-L1 pentru vizualizarea nucleelor apoptotice

Mecanismele care ar putea sta la baza proprietatilor citotoxice a complecsilor au fost evaluate
prin testul Hoechst de colorare a nucleilor pentru a estima nivelul de apoptoza care apare intr-0
populatie Az7s0 celulard in prezenta sau absenta complecsilor. Analiza se bazeaza pe capacitatea
colorantului Hoechst 33342 de a patrunde in celule si de a marca ADN-ul, permitand detectarea

nucleelor ce prezintd markeri apoptotici, cum ar fi condensarea sau fragmentarea cromatinei si

27



Cercetiri privind obtinerea si evaluarea unor complecsi ai lantanidelor cu
liganzi N-heterociclici cu aplicatii farmaceutice

formarea de corpuri apoptotice. Rezultatele obtinute indica faptul ca ambii complecsi (La(lll)-Lz si
Nd(I11)-L1) pot induce apoptoza in celulele Az7g0. Considerand ca a fost utilizata concentratia ICsp @
complecsilor, acest efect nu este la fel de intens cum era de asteptat. Rezultatul obtinut sugereaza ca

apoptoza nu este unicul mecanism care induce moartea celulara.

Identificarea speciilor reactive de oxigen (ROS)

Celule Az7g0 cu o densitate de 2x10%celule/200uL au fost aduse in plici cu 96 godeuri. Dupi 24
de ore, mediul a fost inlocuit cu mediu proaspiat ce contine compusii de analizat. Generarea
speciilor reactive de oxigen a fost evaluatd prin metoda NBT (clorura de 2.2'-bis(4-Nitrofenil)-5,5'-
difenil-3,3'-(3,3'-dimetoxi-4,4'-difenil etan)ditetrazoliu) [Lopes si colab., 2017]. Celulele au fost
tratate cu compusii de analizat si 20uL solutie apoasd NBT 10 mg/mL si incubate timp de o ord la
37°C. Solutia NBT a fost indepartatd si depozitele de formazan au fost solubilizate cu 200uL
amestec 90%DMSO0:10%NaOH 0,01M iar dupd o omogenizare atenta a fost masurata absorbanta la
550nm. Toti compusii au fost testati in cel putin doua experimente independente, fiecare cuprinzand
4 replici pe concentratie. Analiza NBT a fost utilizata pentru a evalua inducerea speciilor reactive
de oxigen (anionul superoxid) in celulele Az7s0 dupa tratare cu complecsii ligandului Li. Aceasta
analiza colorimetrica se bazeaza pe reducerea de catre O2" a sarii de tetrazoliu (galbena) la formazan
(albastru). Conversia NBT are loc intracelular si este mediatd de oxidaza mitocondriala NAD(P)H.
Rezultatele obtinute au evidentiat faptul ca productia de ROS nu este considerabil diferita in raport
cu proba martor, dar usor crescutd pentru La(IIl)-L1 si Nd(IIT)-L1 la concentratia 50 puM. Analiza
sugereaza faptul ca, in conditiile experimentale alese, eliberarea rapida a speciilor reactive de

oxigen nu reprezinta mecanismul exclusiv implicat in citotoxicitatea celulara.
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CONCLUZII GENERALE

Combinatiile complexe generate de ioni ai lantanidelor cu liganzi N-heterociclici, constituie o
clasa de compusi de interes pentru chimia medicamentului datorita profilului lor farmacologic de
agenti antimicrobieni, anticoagulanti si antitumorali. Tn plus, selectivitatea bund a complecsilor
lantanidelor fata de celulele tumorale recomanda utilizarea lor ca markeri in diagnoza tumorala.

Pentru a incadra tematica prezentei tezei in stadiul actual al cercetarilor ce vizeaza obtinerea de
noi structuri cu potential antitumoral, studiile au fost orientate catre sinteza, caracterizarea fizico-
chimica si evaluarea biologica a unor noi combinatii complexe ale La(IIl) si Nd(III) cu liganzi
bipiridinici.

Teza de doctorat “Cercetari privind obtinerea si evaluarea unor complecsi ai lantanidelor cu
liganzi N-heterociclici cu aplicatii farmaceutice” cuprinde o parte teoretica cu prezentarea datelor
actuale referitoare la profilul bioanorganic al ionilor lantanidelor, aplicatiile bioanalitice si
terapeutice ale combinatiilor generate de acesti ioni si partea experimentala cu descrierea metodelor
de obtinere si caracterizare spectrala si biologica a unor noi structuri complexe ce contin ionii
La(III) sau Nd(IIT) coordinati la liganzi N-heterociclici bipiridinici, structuri cu profil antitumoral.

Partea experimentala este structurata in patru capitole in care sunt incluse rezultate privind
sinteza, proprietati spectrale ale liganzilor de N,N’ bis-fenacil-4,4’-bipiridiniu si a combinatiilor
complexe ale acestora cu ionii La(lll) si Nd(I11) precum si rezultate obtinute prin evaluarea in vitro
al potentialului antitumoral al acestor structuri raportat la celule de tip MCF7 si A27go.

Prima etapa a studiilor experimentale a inclus sinteza si caracterizarea structurala, spectrala si
electrochimica a celor doi liganzi N-heterociclici bipiridinici. Studiile spectrale au fost realizate n
medii diferite iar rezultatele au demonstrat ca stabilitatea liganzilor N-heterociclici Tn mediu apos
depinde de pH-ul solutiilor; ligandul L este favorizat in procesul complexare de valori slab bazice
ale pH-ului in timp ce ligandul L, este favorizat de pH slab acid.

Studiul comportarii electrochimice al celor doi liganzi a permis stabilirea mediului de reactie
(apos sau aprotic) pentru care activitatea oxido-reducitoare este optima iar corelarea dintre
potentialul redox si stabilitatea solutiilor apoase la valori diferite de pH a evidentiat un potential de

schimb electronic favorabil pentru ligandul L; comparativ cu ligandul L.
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Datele experimentale privind procedeele de obtinere a noilor combinatii complexe cu liganzii N-
heterociclici si ionii La(lll) si Nd(IlI), precum si date ce descriu monitorizarea reactiilor de
complexare prin evaluarea spectrala a componentelor rezultate la interactiunea ligand-ion lantanid,
sunt prezentate in capitolul 3 al lucrarii.

O prima etapa in caracterizarea spectrala a produsilor rezultati Tn reactiile de complexare a inclus
studii de analiza elementala, analiza spectrala UV-Vis si de evaluare a potentialului fluorescent al
complecsilor in raport cu polaritatea solventului.

Rezultatele experimentale obtinute prin analiza spectrala UV-Vis au confirmat procesul de
complexare, proces dependent de structura liganzilor. S-a constatat ca ionul La(lll) este mai favorabil
n procesul de complexare cu ligandul L.

Spectrele de emisie fluorescenta inregistrate pentru solutii ale complecsilor sintetizati, au confirmat
potentialul fluorofor al acestora, mai accentuat in metanol comparativ cu mediul apos. Cele mai mari
valori ale intensitatii de fluorescenta s-au inregistrat pentru complexul Nd(l11)-L1 (cu aport de EtsN), ca
rezultat al efectelor de conjugare Tntre sistemele de electroni ce apartin inelelor piridinice.

Completarea tabloului de date structurale pentru combinatiile complexe nou sintetizate s-a realizat
prin abordarea celor mai moderne tehnici fizico-chimice: FT-IR, XRD, SEM, EDAX, TG-TGA, OCP,
CV iar rezultatele experimentale obtinute sunt prezentate in capitolul 4 al lucrarii.

Rezultatele obtinute prin analiza FT-IR au confirmat coordinarea ionului metalic la ligandul de tip
bipiridiniu, evidentiind si coordinarea extraligandului EtsN la ionul metalic, participarea gruparilor
carbonilice de la liganzii bipiridinici (structura ilidicd) si coordinarea celor trei grupari sulfat.

Datele experimentale obtinute prin analiza termogravimetrica (TG-TGA) confirma stabilitatea
termica mare a complecsilor La(IIT)-L1 si Nd(III)-L; la temperaturi de peste 1100°C si aduc argumente
favorabile structurilor propuse.

Caracterizarea structurala realizatd prin microscopie electronica de baleiaj, SEM cuplata cu analiza
elementala EDAX si completatd de analiza de difractie de raze X (XRD) a evidentiat particularitati
structurale specifice pentru complecsi comparativ cu liganzii, prin morfologii, structuri, dimensiunea
particulelor si compozitii diferite.

Combinatiile complexe studiate au fost identificate ca structuri cristaline multiforme, cu

morfologii de micro- si nanoparticule alungite, micro- si nanoparticule agregate si suprafata
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compactd. In cazul compusilor La(l11)-L; si Nd(II)-L rezultatele analizei XRD au confirmat un
caracter izomorf al structurilor complexe.

Potentialul de substante biologic active al noilor complecsi a impus si studii care sa evidentieze
capacitatea acestora de a participa la procese cu transfer de electroni. Rezultatele obtinute prin
studii de voltametrie ciclica au confirmat un potential oxidant bland al acestor structuri si
posibilitatea utilizarii ca substante active ih medierea unor procese redox la nivel celular.

Ansamblu de date experimentale ce descriu profilul structural si spectral al liganzilor si a noilor
combinatii complexe a fost completat cu rezultate obtinute intr-un studiu preclinic de testare a
functionalitatii celulare pe liniile celulare MCF7 (cancer mamar) si A27go (Cancer ovarian). Corelarea
rezultatelor a evidentiat un potential antitumoral dependent de designul structural al moleculelor
complexe, de concentratia si perioada de incubare a compusului testat.

Pentru o apreciere corecta a efectelor biologice determinate de coordinarea ionului metalic la
ligandul de tip bipiridinic, studiile de citotoxicitate s-au realizat atat pentru complecsi cét si pentru
sulfatul de lantan, sulfatul de neodim, liganzii Li, L2 si derivati ai acestora iar rezultatele au fost
exprimate prin valoarea ICsp, concentratia ce inhibd cresterea celulelor tumorale cu 50%. Ca
referinta s-a utilizat cisplatina. Valorile 1Cso obtinute pentru sarurile ionilor metalici si cisplatina la
24 si 48 ore de incubare pe liniile celulare MCF7 si A27s0 au demonstrat un caracter citotoxic foarte
scazut al sarurilor comparativ cu cisplatina. In cazul liganzilor L1, L2 si derivati ai acestora, pentru
timpi de incubare de 48 ore pe liniile celulare MCF7 si Az7g0, S-a Tnregistrat citotoxicitate superioara
pentru derivatii din seria Ly comparativ cu seria L.

Pentru combinatiile complexe La(lll)-L: si Nd(III)-Ly efectul citotoxic manifestat asupra
celulelor tumorale MCF7 si A27g0 a fost superior comparativ cu ligandul L;. Activitatea antitumorala
a complexului Nd(I11)-L1 s-a dovedit a fi superioara cisplatinei.

Pentru combinatiile complexe La(lll)-L> si Nd(III)-L> s-a inregistrat un efect citotoxic moderat in
raport cu celulele de tip A27go0 Tn timp ce ligandul L2 nu prezinta toxicitate asupra celulelor de tip
MCF7 si Az7so.
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