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Rezumat teza doctorat - Combinatii complexe ale unor metale tranzitionale cu liganzi baze Schiff
bidentate: sinteza, caracterizare si investigarea potentialului biologic

INTRODUCERE

Implicarea combinatiilor complexe in domeniul biomedical a adus contributii
semnificative chimiei coordinative. Capacitatea de coordinare a compusilor azometinici, in
particular a bazelor Schiff, la diferiti ioni metalici a condus la obtinerea de noi combinatii
complexe cu numeroase aplicatii biologice (antibacteriana [1]-[4], antifungica [1], [2], [4],
[5], antioxidanta [6]-[8], antiproliferativa [1], [9], antivirald, antiinflamatorie [10],
antimalarica). Acest aspect este justificat de efectul de chelare creat care contribuie la
scaderea polaritatii ionului metalic, creste caracterul lipofil al moleculei, potentand astfel
activitatea biologica [5], [8], [11], [12]. Tn plus, ionul metalic influenteaza si el efectul

farmacologic, precum si tipul geometriei de coordinare [13].

Conform datelor de literatura care ne indica importanta si interesul cercetatorilor
orientat catre combinatiile complexe cu baze Schiff, am construit obiectivul general al
prezentei teze de doctorat care urmareste sinteza, caracterizarea structurala si identificarea
de noi combinatii complexe cu liganzi de tip baze Schiff, care sa prezinte potential

antioxidant, antitumoral si antimicrobian. In acest sens, strategia abordatd a vizat:

1. Documentarea teoretica aprofundata privind caracteristicile structurale, implicatiile biologice ale compusilor azometinici
de tip baze Schiff si ale combinatiilor complexe cu ioni metalici din blocul d.

2. Design-ul si sinteza liganzilor de tip baza Schiff.
3. Caracterizarea structurala a liganzilor.
5. Caracterizarea structurala a combinatiilor complexe.
4. Design-ul si sinteza combinatiilor complexe cu diferiti ioni metalici.
7. Evaluarea toxicitatii acute a compusilor nou sintetizati.
8. Studii de interactiune cu proteine si ADN ale compusilor nou sintetizati.
9. Testarea activitatii antibacteriene si antifungice ale compusilor nou sintetizati.
10. Testarea activititii antitumorale a compusilor nou sintetizati.

11. Testarea activitatii antioxidante a compusilor nou sintetizati.

12. Stabilirea corelatiei activitate biologici - stereochimie si prognozarea sintezei compusilor biologic activi cu proprietati
performante.

13. Diseminarea rezultatelor stiintifice obtinute prin publicare in reviste recunoscute international (ISI), cu factor de impact.




Caracterul interdisciplinar al cercetarilor intreprinse a reprezentat un factor deosebit
de important Tn vederea indeplinirii obiectivelor specifice propuse prin utilizarea

infrastructurii moderne din diferite laboratoare de cercetare.

Prezenta lucrare de doctorat a fost structurata in doua parti: Partea | - Stadiul actual al
cunoasterii privind caracteristicile generale ale unor combinatii complexe cu liganzi de tip
baze Schiff si Partea Il — Contributii personale privind sinteza, caracterizarea si investigarea

potentialului biologic al unor noi combinatii complexe cu baze Schiff.

Prima parte este structurata in 3 capitole care cuprind o sinteza a informatiilor existente
n literatura de specialitate referitoare la caracteristicile generale ale unor liganzi de tip baze

Schiff si combinatiile complexe ale acestora.

Partea a doua este impartita in 4 capitole si contine contributiile originale privind
sinteza si caracterizarea fizico-chimica a doi liganzi, unul derivat de la salicilaldehida si altul
derivat de la 2-hidroxi-4-metroxi-benzaldehida si combinatiile lor complexe cu ionii
metalici: Co?*, Cu?*, Mn?*, Ni?*, Pd?*, Pt?*. Un capitol separat din partea a doua este rezervat
investigatiilor biologice ale liganzilor si complecsilor acestora privind efectele antioxidante,

antiproliferative, antibacteriene si antifungice.

Din cercetdrile efectuate considerdm ca prin sinteza, caracterizarea si evaluarea
potentialului biologic al acestor combinatii complexe, am adus o contributie semnificativa
domeniului chimiei coordinative. In urma analizelor efectuate, compusii nou sintetizati
prezintd toxicitate acutd scazuta, interactiune puternicd cu ADN-ul, precum si proprietati
biologice antioxidante, antitumorale, antibacteriene, antifungice, pentru care au fost
investigati in silico si in vitro. Efecul de chelare rezultat prin complexarea ligandului la ionii
metalici centrali explicd potentarea actiunii biologie a combinatiilor complexe comparativ

cu ligandul liber.

Tn acest fel, in vederea introducerii in schemele de tratament a acelor complecsi care

manifesta efect farmacologic, studii ulterioare aprofundate sunt necesare.



PARTEA |

Stadiul actual al cunoasterii privind caracteristicile generale ale unor

combinatii complexe cu liganzi de tip baze Schiff

1. Caracteristici generale si implicatii biologice ale unor liganzi de tip
baze Schiff

Bazele Schiff se incadreaza printre cei mai cunoscuti compusi organici pentru care
stabilitatea, versatilitatea structurald, caracterul aromatic al moleculei, diversitatea
metodelor de sinteza, capacitatea de coordinare, precum si varietatea implicatiilor biologice
le aduce in atentia cercetatorilor. In prezent, astfel de compusi azometinici manifesta
proprietati antibacteriene [14], [15], antitumorale [16]-[18], antivirale [19], [20], antifungice
[21], [22], antioxidante [23], [24], antimalarice [25], antiinflamatoare [26], care le

recomanda pentru eventuala utilizare a lor ca substante medicamentoase.

Desi la ora actuald se cunosc o serie de baze Schiff pe piata farmaceutica [27], design-
ul de noi compusi azometinici farmacologic activi este in strAnsa legaturd cu substitutia

aromatica.

Conform studiilor, prin halogenarea bazelor Schiff derivate de la aldehida salicilica,
acestea vor manifesta proprietati antimicotice, antibacteriene [28], [29] si antiproliferative
[28], [30], [31]. Mai specific, efectul de respingere electronica creat de substitutia aromatica
in para cu ioni de clor sau brom, a potentat efectul antiproliferativ al unor baze Schiff
derivate de 3,5-dimetoxi-4-hidroxi-benzaldehida [28]. De asemenea, prezenta in moleculd a
a gruparii metoxi ar putea fi un factor determinant in potentarea efectului antibacterian al

derviatilor de la 0-vanilina [32] precum si in manifestarea efectului antioxidant [23].

Pe langa cresterea caracterului lipofil molecular, grefarea pe nucleul aromatic a
gruparii metiltrifluorurate 1si aduce contributia in execitarea efectului de inhibitie a activitatii
celulare canceroase [33]. In ceea ce priveste actiunea antioxidant, existenta Tn moleculi de

grupari hidroxi (una sau doua) contribuie la potentarea acesteia [34].

Cercetarile cumulate privind investigarea activitatilor biologice au subliniat
diversitatea structuralda a bazelor Schiff care prezintd astfel de proprietati, precum si

interdependenta lor de substitutia aromatica.



2. Caracteristici generale si implicatii biologice ale compusilor fluorurati

Fluorul, atom caruia 1i este atribuit numarul atomic 9 si este incadrat in grupa 17 (a
VIl-a principala) a sistemului periodic, este recunoscut pentru proprietatile sale, cum ar fi:
electronegativitatea crescutd care are efect asupra distributiei electronice In molecula,
potentialul de ionizare superior, puternica energie stabilita prin legatura carbon-fluor. Toate
acestea au o contributie semnificativa in exprimarea unor proprietati biologice specifice
moleculelor fluoro-substituite la care se adauga si cresterea caracterului lipofil al moleculei
[35]. In acest fel, cercetitorii au investigat influenta atomului de fluor in cat mai multe

molecule cu implicare farmacologica [36].

Prin cumularea avantajelor compusilor azometinici de tip baze Schiff si proprietatile
imprimate de prezenta atomului de fluor in moleculd, se obtin bazele Schiff fluorurate care
manifestd variate proprietdti biologice, precum si un caracter lipofil, electronic, modificat
[37]. In functie de pozitia atomului de fluor in moleculd sunt influentate proprietatile
acesteia, de exemplu, fixarea lui in proximitatea gruparii amino contribuie la diminuarea
caracterului bazic prin puternicul efect de respingere electronicd al halogenului,
deprotoneaza amina si in acest fel va predomina forma neutrd care manifesta o lipofilie mult
crescutd. Ca urmare, combinatiile organofluorurate au devenit medicamente recunoscute

pentru proprietatile lor antitumorale, antivirale, antidepresive, hipocolesterolemiante [36].

In urma unor investigatii privind efectul antiproliferativ al unor baze Schiff derivate
de la 1,2,4 triazol, prezenta substitutiei carbon-trifluorurate in diverse pozitii pe nucleul
benzaldehidei, a contribuit la Tnregistrarea unei activitati biologice superioare, comparativ
cu ceilalti compusi cu substitutie mono, di si trifluorurata la care activitatea evaluata a fost
considerata moderata [38]. Pe de alta parte, indiferent de pozitia pe care o ocupa atomul de
fluor pe nucleul aromatic, in cazul compusilor monofluorurati, aceasta nu influenteaza foarte
mult activitatea antitumorald, in acest fel, inregistrandu-se mici variatii ale efectului inhibitor

pe liniile celulare explorate in cadrul studiului [38].

Intr-o alta investigatie ce a urmarit efectul antibacterian al unor baze Schiff fluorurate
derivate de la 3-hidroxibenzaldehida, rezultatele obtinute au indicat importanta substitutiei
in pozitia meta cu fluor sau gruparea trifluorometil. In acest caz explicatiile ar putea fi date
de interactiunea atomului de fluor si a gruparii hidroxil polare care ar modifica orientarea
moleculei, determinand eventuale efecte asupra proceselor de absorbtie, transport, si implicit

asupra activitatii biologice [39].



3. Combinatii complexe cu liganzi de tip baze Schiff

Cercetdrile stiintifice din domeniul chimiei coordinative, in majoritatea lor
inregistreaza o orientare catre studiul complecsilor metalici cu liganzi azometinici, In
particular a combinatiilor complexe cu liganzi de tip baze Schiff. Aceasta orientare este
justificata de numeroasele lor implicatii biologice [1], [2], [6]-[8], precum si de eficacitatea

lor in industria colorantilor, agro-chimica, in activitatea catalitica [40], [41].

Prezentd in molecula a gruparii azometinice (-N=CH-) care detine un atom donor de
azot, completat de alti astfel de atomi grefati pe nucleul aromatic vor contribui atat la
stabilitatea noii molecule formate, cat si la imprimarea unor proprietati biologice. Astfel,
bazele Schiff pot functiona ca liganzi de tip monodentati, bidentati, tridentati, multidentati

in structura combinatiilor complexe [42].

Conform studiilor, s-a constatat ca prin complexarea ligandului de tip baza Schiff la
ionul metalic central se inregistreaza o potentare a activitatii biologice a compusului rezultat,
comparativ cu ligandul liber [8], [11]. Efectul de chelare creat diminueaza caracterul polar
al ionului metalic, se produce o delocalizare eletronica la nivelul intregului inel de chelare
si astfel se explica cresterea caracterului lipofil, precum si potentarea efectului farmacologic
[5], [12], [43], [44]. lonii metalici generatori de complecsi pot fi ioni fiziologic activi sau
ioni care Tn mod normal ar avea un efect toxic asupra organismului si care au importanta in

manifestarea efectului biologic si totodata in stabilirea stereochimiei de coordinare.

De exemplu, combinatiile complexe ale cobaltului sunt structuri recunoscute in chimia
coordinativa pentru variatele lor aplicatii biologice, cum ar fi: antimicrobiana [45], [46],

antioxidanta [47], [48], antiproliferativa [49], [50], antivirala [51].

Desi se cunoaste efectul toxic puternic al ionului de nichel in organism, implicarea
acestuia in combinatii complexe contribuie la exercitrea unor actiuni, printre care se numara:

antibacteriana [52], antiproliferativa [13], [53], [54], antioxidanta [55].

Pe langa efectul antitumoral [56], combinatiile complexe ale paladiului au manifestat
in vitro proprietati: antimicrobiene [52], [57], [58], antioxidante [59], antivirale,

antiinflamatorii [60].



Rezumat teza doctorat - Combinatii complexe ale unor metale tranzitionale cu liganzi baze Schiff
bidentate: sinteza, caracterizare si investigarea potentialului biologic

PARTEAII

Contributii personale privind sinteza, caracterizarea si investigarea

potentialului biologic al unor noi combinatii complexe cu baze Schiff

4. Metodologia generala a cercetarii

Acest capitol este destinat descrierii tehnicilor experimentale utilizate Tn caracterizarea
fizico-chimicd, precum si in investigarea proprietatilor biologice ale compusilor nou

sintetizati, cum ar fi:

analiza chimica elementala,

spectrometria 1H, 13C-RMN, IR, UV-Viz, de masa,

conductibilitatea molara,

|
susceptibilitatea magnetica,

|

analiza termica diferentiala,

difractia de raze X pe pulberi si pe monocristale,

studii de interactiune cu proteine (interactiunea cu BSA,
spectre sincron de fluorescenta),

studii de interactiune cu ADN,
|

investigarea toxicitatii acute vegetale si animale

evaluarea activitatii antioxidante (metoda ABTS si DPPH),

evaluarea activitatii antitumorale (Testul de viabilitate Alamar

blue, Testul Annexin V/PI, Analiza ciclului celular),

evaluarea activitatii antibacteriene (Metoda dilutiilor binare
succesive),

evaluarea activitatii antifungice (Metoda dilutiilor binare
succesive).

B
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5. Sinteza si caracterizarea unor combinatii complexe ale Co(II), Cu(Il),

Mn(1I), Ni(IT), Pd(II) si Pt(II) cu liganzi de tip baze Schiff

5.1 Sinteza si caracterizarea combinatiilor complexe cu un ligand baza Schiff derivat

de la salicilaldehida (HLY)

Baza Schiff, 2-(((2-cloro-5-(trifluorometil)fenil)imino)metil)fenol (HL?) (Figura 1), a
fost sintetizatd in urma reactiei de condensare dintre salicilaldehida si 2-cloro-5-

(trifluorometil)anilina, in raport molar 1:1 [61].

10

5
12 . _N_s .
13 7
1 3
2
14 CF

Figura 1. Formula structurala a bazei Schiff (HL?).

Caracterizarea ligandului HL! s-a efectuat prin analiza elementald, spectrometrie IR,
'H-RMN, 8C-RMN, UV-Viz, difractie de raze X pe monocristale. Datele analizelor fizico-

chimice au confirmat formula ligandului.

O dovada a formarii bazei Schiff o constituie disparitia benzii caracteristice gruparii
carbonil C=O0 si aparitia in spectrul IR a benzii de absorbtie datorate grupei azometinice,

ve=n 121620 cm™ [62].

Tn spectrul UV-Viz al ligandului HL! inregistrat in stare policristalini se observa doui
maxime de absorbtie la 33330 si 26650 cm™ ce au fost atribuite tranzitiilor intraligand n —

7* si, respectiv, 1 — ¥ [63].

Tn spectrul *H-RMN al bazei Schiff HL!, la valoarea deplasarii chimice & = 9,09 ppm
se inregistreaza semnalul protonolui corespunzitor carbonului inimic. Spectrul *C-RMN al
ligandului HL! prezintd semnalul caracteristic atomului de carbon implicat in legatura dubla
azometinica C=N la & = 166,4 ppm.

Investigatiile cristalografice obtinute pe monocristale ale acestei baze Schiff HL!
indica un sistem cristalin monociclic care apartine grupului spatial P2;/c. Cristalul nu contine

molecule co-cristalizate de solvent. Molecula ligandului in stare cristalind nu are o



configuratie planara, unghiul diedru dintre cele doud inele aromatice care se rotesc in jurul

legaturii N1-C8, fiind de 46,84(7)° (Figura 2).

Figura 2. Structura cristalind a ligandului HL™.

Aceasta configuratie este probabil cauzata de modul de impachetare in spatiul cristalin
si stabilizata prin legdturi de hidrogen intramoleculare O-H---N. Structura cristalind
reprezintd o impachetare discretd a moleculelor de ligand, astfel incat distantele
intermoleculare sunt egale sau mai mari n raport cu razele Van-der-Waals ale atomilor

respectivi.

Combinatiile complexe ale Co(Il), Cu(Il), Mn(II), Ni(II), Pd(IT) si Pt(I) au fost
sintetizate prin reactia directd dintre ligandul HL! si compusii: Co(NO3)26H-0,
CuSO45H20, Mn(CH3COO)2, NiCl26H.0, Pd(CH3COO)2, K2[PtCla].

Metodele de studiu utilizate pentru caracterizarea combinatiilor complexe au fost:
analiza chimica elementald, analiza termicd diferentiald, susceptibilitatea magnetica,
conductibilitatea electricd molara, spectrometria IR, spectrometria UV-Viz, spectrometria

de masa, difractia de raze X pe pulberi, difractia de raze X pe monocristale.

Datele analitice obtinute sugereaza urmatoarele formule moleculare: [Co(L1)2(H20)2]
pentru complexul 1; [Cu(L?)2] pentru complexul 2; [Mn(L1)2(H20)2] pentru complexul 3;
[Ni(LY)2]2 pentru complexul 4; [Pd2(L1)2(OAc)2-1,16H20] pentru complexul 5; [Pt(L1)2]

pentru complexul 6.

Masuratorile de conductivitate molara ale complecsilor 1 - 6, obtinute pentru solutii
de concentratie 10 M in DMF, la temperatura camerei, demonstreaza natura de neelectrolit

a acestora (4 - 17 Q*-cm?-mol ™) [64].



Banda intensi de la 1620 cm™ din spectrul IR al ligandului HL! atribuita vibratiei
v(C=N) este deplasata in spectrele combinatiilor complexe spre frecvente mai mici cu 8 - 11
cm?, sugerénd coordinarea bazei Schiff la ionii metalici Co?*, Cu?*, Mn?*, Ni?*, Pd?* si Pt?*
prin atomul de azot azometinic [65]. Banda ingusta de intensitate medie de la 1276 cm™ din
spectrul IR al ligandului HL?, atribuita vibratiei v(C-OH) fenolice dispare Tn spectrele IR ale
complecsilor indicand coordinarea la ionul metalic central prin atomul de oxigen al gruparii

hidroxil fenolice [66].

Benzile de absorbtie corespunzatoare tranzitiilor intraligand 1 — n* si n — ©* sunt
deplasate catre energii mai mici in spectrele electronice ale combinatiilor complexe, ca

urmare a coordindrii ligandului HL? la ionul metalic (Tabelul 1).

Valorile momentelor magnetice inregistrate la temperatura camerei pentru complecsii
1, 3 si 4, sunt caracteristice unor ioni de Co(II), Mn(II) si Ni(Il) aflati intr-0 stereochimie
octaedrica. Combinatiile complexe ale Pd(I1) (5) si Pt(ll) (6) sunt diamagnetice. Complecsii
2, 5 si 6 prezinta o geometrie plan-patratd sugeratd de valorile benzilor de absorbtie

corespunzatoare tranzitiilor d-d.

Tabelul 1. Atribuirea tranzitiilor electronice si momentele magnetice ale complecsilor 1 - 6.

Complexul Tranzitii d—d (cm™) Het | Geometrie
(MB)
[Co(LY2(H20)2] (1) T1g(F)—>*T29(P) *T1g(F)—>*Axg(F) *T1g(F)—*T1(P) 5,10 | Octaedrica
- 21500 15000
[Cu(LY)a] (2) Byg—?Byg 2Big—Eg  2Big—?Agg 1,80 Plan-
14 490 23 800 - patrata
[Mn(L)2(H20)2] (3) Arg— “Tig OA1g — “Tag A1y — ‘Eq 5,60 | Octaedrica
15150 20830 -
[Ni(LY)2]2 (4) 3A2g(F)—°3T2g(F) 2Az(F)—3T1g(F) 3Asg(F)—3T14(P) 3,40 | Octaedrica
9500 15 260 20618
[Pd2(LY)2(OAC)2-1,16H20] IA1g—1Big  Ag—tAy  TAg—IEg * Plan-
(5) - 22 980 - patrata
[Pt(LY)2] (6) Ayg—'Big  Ayg—tAy  A—'Eg * Plan-
- 22 900 - patrata

*diamagnetic

Rezultatele analizei termice diferentiale confirma prezenta sau absenta moleculelor de
apd 1n structura acestor compusi, oferind totodatd informatii cu privire la compozitia si
stabilitatea acestora [67]. Datele analizelor termogravimetrice demonstreaza natura anhidra
a combinatiilor complexe 2, 4 (Figura 3.b), 6, precum si prezenta apei in structura

complecsilor 1 (Figura 3.a), 3, 5.
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Figura 3. Curbele termogravimetrice (TG, DTG si DTA) corespunzatoare combinatiilor complexe
1 (a)si 4 (b).

Combinatiile complexe 1 - 6 cu ligandul de tip bazd Schiff HL! au fost caracterizate si
prin spectrometrie de masa (SM) care a permis identificarea speciilor moleculare rezultate
in cursul fragmentarii si in consecintd stabilirea formulei structurale [68]. Rezultatele

obtinute ofera un bun acord privind formula moleculara a acestor combinatii complexe.

Conform difractiei de raze X pe pulberi ale combinatiilor complexe 3, 4 si 6, rezultatele
obtinute indica cristalizarea in sistem tetragonal pentru complexul 3, Tn sistem cristalin

monoclinic pentru complexul 4 si in sistem cristalin triclinic pentru complexul 6.

Structura cristalind a combinatiilor complexe 2 si 5 a fost elucidata prin tehnica
difractiei de raze X pe monocristale, complexul 2 cristalizand Tn sistemul monoclinic, grupul
spatial P21/c, iar complexul 5 in sistemul trigonal, grupul spatial R-3. Complexul de Cu(ll)
are o structurd cristalind moleculara formati din molecule de [Cu(L!).]. Sarcina cationului
Cu?* fiind neutralizati de sarcina celor doi liganzi bidentati coordinati in forma deprotonati

(LYY (Figura 4).

Figura 4. Structura cristalind a complexului 2.



Molecula de complex [Cu(L?)2] are o simetrie proprie Ci. Atomul de Cu ocupa o
pozitie cristalografica speciald care coincide cu centrul de simetrie si manifesta o coordinare
plan-pitrata slab distorsatd avand distantele Cu-N1 si Cu-O1 egale cu 2,017(3) A si respectiv
1,861(3) A. Ligandul coordinat pastreaza aceeasi configuratie ca in stare libera, insa unghiul
diedru dintre cele doua fragmente planare creste pana la 51,6(3)° ca urmare a efectului steric

aditional in molecula complexului.

Conform datelor cristalografice complexul 5 are o structura cristalina formata din

complecsi moleculari [Pd2(L1)2(OACc)2] si molecule co-cristalizate de apa in raport molar de

1:1,16 (Figura 5).

Figura 5. Structura cristalina a complexului dinuclear 5.

Complexul 5 are o structura dinucleara in care cei doi atomi de Pd, separati la o distanta
de 2,86175(8) A, sunt uniti prin intermediul a doi ioni acetat syn-syn in punte avand modul
de coordinare p-k?0:0’. Distantele Pd-Oac au valori in limitele 2,013(3)-2,047(3) A.
Inconjurarea plan-patrata OsN a atomilor de Pd este completati prin coordinarea ligandului
bidentat (L')". Se remarci prezenta a dou legituri de hidrogen intramoleculare C-H---O prin
atomul de oxigen al liganzilor (L) ca acceptori de protoni.

Unghiul diedru dintre cele doud fragmente planare are o valoare mai mare de

80,675(3)° si 80,702(3)° pentru liganzii ai caror atomi sunt notati cu N101 si N206.



Rezumat teza doctorat - Combinatii complexe ale unor metale tranzitionale cu liganzi baze Schiff
bidentate: sinteza, caracterizare si investigarea potentialului biologic

Analiza detaliata a structurii cristaline a pus in evidenta formarea unor canale orientate
de-a lungul axei cristalografice c, care contin moleculele de apa co-cristalizate statistic
distribuite n jurul axei Cs; (Figura 6). Diametrul acestor canale este de aproximativ 5,0 A,

iar volumul lor constituie 14% raportat la volumul celulei elementare.

ONY XK o,
o"g:;\ ) {
7 3,5‘)’ <

..'V”(,‘

Figura 6. Impachetarea cristalini a complexului 5, vizuta de-a lungul axei cristalografice c.
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5.2 Sinteza si caracterizarea combinatiilor complexe cu un ligand baza Schiff derivat

de la 2-hidroxi-4-metoxibenzaldehida (HL?)

In urma reactiei dintre doua solutii etanolice de 2-cloro-5-(trifluorometil)anilina si 2-

hidroxi-4-metoxibenzaldehida, se obtine baza Schiff HL? (Figura 7) [69].

Figura 7. Formula structurald a bazei Schiff (HL?).

Ligandul HL? nou sintetizat a fost caracterizat prin analizi elementald, spectrometrie
IR, 'H-RMN, C-RMN, UV-Viz, SM, difractie de raze X pe monocristale.

Tn spectrul IR al ligandului HL?2, a fost identificati banda de absorbtie specifica
grupdrii azometinice v(C=N) la 1633 cm™, confirmandu-se astfel formarea bazei Schiff.
Banda de absorbtie atribuitda vibratiei grupei hidroxil fenolice v(C-OH) este prezentd la
valoarea de 1153 cm™ [62]. Gruparea metoxi prezinti doud benzi la 1239 cm™ si 1053 cm™
corespunzatoare frecventelor de vibratie vas(C-O-C) si respectiv vs(C-O-C) [70], [71].

Tn spectrul electronic al ligandului HL?2, se observi prezenta unor benzi cu maxime de
absorbtie Tn regiunile 32790 — 37040 cm™ si 25000 — 28170 cm™ care corespund tranzitiilor

intraligand 71 — 7n*, n — =* [63].

n spectrul *H-RMN valoarea deplasarii chimice 8 = 9,03 ppm este caracteristica
atomului de H7 implicat in legitura azometinica; iar in spectrul *C-RMN al ligandului se
observa deplasarea chimica & = 164,5 ppm — caracteristica atomului de C7 implicat n

legatura azometinica.

Conform rezultatelor analizei de difractie cu raze X, ligandul HL? are o structurd
cristalind moleculara formata din unitati neutre (Figura 8). Cristalul nu contine molecule co-
cristalizate de solvent. Molecula ligandului in stare cristalina are o configuratie planara
stabilizatd de legatura intramoleculara de hidrogen, iar unghiul diedru dintre cele doua inele

aromatice are valoarea de 2,5(2)°.



Figura 8. Structura cristalind a ligandului HL?.

Structura cristalina reprezintd o impachetare discreta a moleculelor de ligand, astfel
incat distantele intermoleculare sunt egale sau mai mari in raport cu razele Van-der-Waals
ale atomilor respectivi. Interactiunile intermoleculare slabe C-H---O favorizeaza asocierea

moleculelor de ligand cu formarea de lanturi supramoleculare (Figura 9).

Figura 9. Arhitectura supramoleculard unidimensionald observata in structura cristalina a

ligandului HL2

Sinteza combinatiilor complexe s-a efectuat prin reactia directa dintre ligandul de tip
baza Schiff (HL?) si compusii: Co(NO3)26H20, CuSO45H20, Mn(CH3COO)2, NiCl>6H20,
Pd(CH3COO0)2, K3[PtCls]. In vederea caracterizarii combinatiilor complexe au fost efectuate

aceleasi investigatii ca si in cazul combinatiilor complexe 1 — 6.

Conform datelor analitice obtinute, s-au propus urmdtoarele formule moleculare:
[Co(L?)2]-4H20 pentru complexul 7; [Cu(L?)2] pentru complexul 8; [Mn(L?)2(H20)2]-H20
pentru complexul 9; [Ni(L?)2] pentru complexul 10; [Pd(L?)2] pentru complexul 11;
[Pt(L?)2] pentru complexul 12.



Conductivitatea molard a combinatiilor complexe 7 - 12 in solutie DMF (102 M) la
temperatura camerei, are valori cuprinse intre 3 - 20 Q*-cm?-mol™* demonstrand natura lor

neelectrolitica [64].

Coordinarea ligandului la ionii metalici centrali de Co?*, Cu?*, Mn?*, Ni?*, Pd?*, Pt?*
prin atomul de oxigen al gruparii hidroxil este indicatd de absenta in spectrul IR a benzii
atribuite vibratiei gruparii fenolice, v(C-OH) [72]. De asemenea, deplasarea benzii de
vibratie specifice grupirii azometinice v(C=N) citre frecvente mai mici cu 20-21 cm™ decét
n spectrul IR al ligandului HL2, sugereaza coordinarea bazei Schiff prin atomul de azot al
acestei grupdri la ionii metalici [73]. Asadar, baza Schiff HL? functioneazi ca un ligand
mononegativ bidentat prin atomii donori O, N. Implicarea moleculelor de apa in coordinare
in cazul complecsilor de cobalt (7) si mangan (9) este demonstrata de prezenta benzilor

caracteristice gruparii hidroxid v(OH) Tn domeniul 3395 — 3446 cm™ [73].

Deplasarea benzilor de absorbtie catre valori mai mici ale energiei in spectrele UV-
Viz ale combinatiilor complexe (Tabelul 2) inregistrate pe pulbere policristalina confirma
coordinarea bazei Schiff HL2la ionii metalici Co?*, Cu?*, Mn?*, Ni?*, Pd?* si Pt?* [74]. Pentru
combinatiile complexe 7, 8, 10 - 12, spectrele electronice prezintd benzi de absorbtie
corespunzitoare tranzitiilor d-d specifice complecsilor plan—patrati. In cazul complexului 7
valoarea momentului magnetic inregistrat la temperatura camerei (2,1 MB) este
caracteristicd unui ion de Co(II) aflat intr-o stereochimie plan pétrata, iar pentru complexul
8, valoarea momentului magnetic de 1,50 MB, este caracteristica pentru un ion d®.

Complecsii 10 - 12 sunt diamagnetici.

Tabelul 2. Atribuirea tranzitiilor electronice si momentele magnetice ale complecsilor 7- 12.

Complexul Tranzitii d—d (cm™) Mef Geometria
(MB)
T14(F)=*Tog(P) “Tig(F)—>*Azg(F) Trg(F)=*T(P) | 2,10 | Plan-patrata
2\.1. 19 29 1g 29 g g ) P
[Co(L7)z]4H20 (7) 8230 10580 15 870
B, —’B 2B, —2E 2B —2A 150 | Plan-pitrata
2 1g 29 19 g 1g 1g f §Y
[Cu(L)2] (8) 13900 16660 -
[Mn(L?)2(H20)2]-H20 CA1g— Ty CAg— T2y SA — “Eqg 5,80 Octaedrica
9) 16000 - -
. Ag—Biy Ag—Azy Ag—lE * Plan-patrata
[Ni(L%):] (10) TR TR0 29720 P
Ag—Biy Ag—Pyg  Ag—lE * Plan-patrati
[PA(L?)] (11) lg_—’ 1g lgEle)g 19—_’ g an-patrata
Ag—Biy  Ag—Ayg Ag—lE * Plan-patrat
[PH(L2):] (12) SRR e ittt

*diamagnetic



Tn cazul complexului de mangan 9, umarul care se observa Tn spectrul electronic la
16000 cm™, (atribuit tranzitiei spin interzise), valoarea momentului magnetic de 5,80 MB
sugereaza un comportament tipic pentru combinatiile complexe ale Mn(II) spin inalt, aflate

Tntr-o stereochimie octaedrica.

Analiza termogravimetrica a evidentiat natura anhidra a combinatiilor complexe 8
(Figura 10.a), 10, 11, 12, dar si prezenta apei de coordinare sau de cristalizare in cazul

combinatiilor complexe 7 si 9 (Figura 10.b).
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Figura 10. Curbele termogravimetrice (TG, DTG si DTA) corespunzatoare combinatiilor

complexe 8 (a) si 9 (b).

Prin compararea maselor moleculare ale combinatiilor complexe cu valorile m/z ale
fragmentelor identificate in spectrele de masa a fost confirmata formula moleculara a

acestora [75].

Conform difractiei de raze X pe pulberi ale combinatiilor complexe 7, 9 si 12,
rezultatele obtinute indica cristalizarea in sistem ortorombic pentru complexul 7 si In sistem

cristalin triclinic pentru complecsii 9 si 12.

Structurile cristaline obtinute prin difractie de raze X pe monocristale pentru
combinatiile complexe ale Cu(ll) (8), Ni(ll) (10) si Pd(Il) (11) (Figura 11). Combinatiile
complexe investigate prezinti o structuri cristalini formati din entititi neutre [M(L?)2] (M =
Cu?* (pentru complexul 8), Ni?* (pentru complexul 10) si Pd?* (pentru complexul 11). Nu
existd molecule de solvent co-cristalizate in structura cristalelor. Sarcina pozitiva a cationului
metalic M?* este satisficutd de doi liganzi de tip bazi Schiff monodeprotonati (L?)". Partea
asimetrici a complexului de cupru contine o moleculi de complex [Cu(L?)2]. Complecsii de
Ni(ll) si Pd(Il) sunt izostructurali, ambii cristalizand Tn grupul spatial P-1 cu parametrii

unitatii celulare foarte apropiati. Conform datelor cristalografice, structurile moleculare



corespunzatoare celor trei combinatii complexe, sunt similare. Fiecare ion metalic este
tetracoordinat intr-o inconjurare N.O,. Geometria de coordinare a ionilor de Ni?* si Pd** este
plan-patrata datorita simetriei inversate impusa cristalografic centrelor metalice. Pe de alta
parte, geometria de coordinare a ionului de Cu?" poate fi considerati plan-patrata distorsata
tetraedric. Valoarea indicelui z, specific pentru un centru metalic tetracoordinat are valoarea
0,209 in cazul complexul [Cu(L?)2] (8). Aceasta valoare variazi de la 1,00 pentru o geometrie
perfect tetraedricd la 0 pentru o geometrie plan patrata [76]. In combinatiile complexe
analizate, ligandul HL? adoptd o conformatie non-planard, care este o consecintd a

impedimentului steric aparut ca urmare a coordinarii la centrele metalice. Unghiul dietru

dintre inelele aromatice in cei doi liganzi asimetrici, este de 51,3(2)°; 77,4(2)°; 48,99(8)°;

50,40(9) si 51,3(1)°; 50,9(1)° pentru [Cu(L?)2] (8), [Ni(L?)2] (10), [Pd(L?)2] (11).

Figura 11. Structura cristalina cu notatiile atomilor si elipsoizii termici reprezentati la nivel de

probabilitate de 50% pentru: a) [Cu(L2):] (8), b) [Ni(L?)] (10) si ¢) [PA(L2):] (11).



Rezumat tezd doctorat - Combinatii complexe ale unor metale tranzitionale cu liganzi baze Schiff
bidentate: sinteza, caracterizare si investigarea potentialului biologic

Analiza diagramelor de impachetare relevd pentru complexul [Cu(L?)2] (8) o
arhitecturd supramoleculard uni-dimensionald, in care moleculele de complex sunt legate

prin legaturi de hidrogen intermoleculare, C-H---O (Figura 12).

Figura 12. Formarea lantului supramolecular in structura de cristal a complexului [Cu(L?),] (8).

Impachetarea in cristal a celor doi compusi izostructurali [Ni(L?)2] (10) si [Pd(L?)]
(11), este de asemenea influentatd de legaturile intermoleculare C-H---O. Sistemul de
legaturi de hidrogen si interactiunile de tip -r stacking dintre nucleeele aromatice determina
formarea unei arhitecturi bidimensionale supramoleculare. De exemplu, reteaua 2-D

supramoleculard a complexului [Pd(L?)2] (11) (Figura 13).

Figura 13. Reteaua bidimensionald supramoleculara in complexul [Pd(L2);] (11).
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6. Studii de docking molecular

Bazat pe principiul de reverse docking si folosind AutoDock Vina, s-a recurs la
implementarea unui software numit MultiDocking care are ca scop crearea unui flux automat

capabil sa ghideze cautarea celei mai potrivite tinte pentru un ligand dat.

Procesele de docare s-au efectuat Tntre liganzii HL, HL?, combinatiile complexe 1 —
12 si 17 proteine cu implicare in activitatea bacteriand si 52 de proteine cu implicare in
activitatea canceroasa. Legarea compusilor implica un numar mare si variat de interactiuni

care contribuie la instalarea unor legaturi de hidrogen, electrostatice sau hidrofobe.

Energiile minime de legare corespunzatoare interactiunilor complex — proteina au fost
caracterizate prin valori mai mici comparativ cu cele inregistrate pentru interactiunile ligand
— proteina. In acest fel se confirma in silico potentialul biologic superior care se inregistreaza
prin complexare. Totodata prezenta in molecula complecsilor a doi liganzi este un factor
determinant in cresterea numarului de interactiuni stabilile cu resturile de aminoacizi din

structura proteinelor.

Rezultatele investigatiilor efectuate in silico au indicat potentialul antibacterian si
anticanceros al compusilor testati, si totodata au reprezentat un factor determinant in

continuarea studiilor de evaluarea a acestor efecte biologice in vitro.
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Figura 14. Interactiunile stabilite intre proteina cu implicare in activitatea canceroasa, 5SMO4

(fosfoinozitid-kinaza 3 y (PI3Ky)) si combinatia complexa 2.



7. Investigarea toxicitatii acute si evaluarea potentialului biologic al

combinatiilor complexe

7.1 Investigarea toxicitatii acute si evaluarea potentialului biologic al combinatiilor

complexe cu baza Schiff HL!

Evaluarea toxicitatii acute a ligandului HL! si a combinatiilor sale complexe 1 -6, a
fost efectuata pe speciile: vegetala Triticum aestivum L. [77], [78] si animala - crustaceul
Artemia franciscana Kellogg [79], [80]. Majoritatea substantelor testate au prezentat o

toxicitate dependenta de doza (0 si 100 pM) asupra speciei monocotiledonate (Figura 15).
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Figura 15. Variatii ale lungimii radiculelor de Triticum aestivum L. sub influenta ligandului HL? si

a combinatiilor complexe 1 - 6 la concentratiile testate (intre 0 si 100 pM).

Complexul 5 a fost lipsit complet de toxicitate, neinregistrandu-se vreo modificare a

alungirii radiculare Tn intervalul de concentratii testate.

La scara microscopica, rezultatele obtinute au fost in concordanta cu cele observate
prin masurarea alungirii radiculelor de Triticum aestivum L. sub influenta variatelor solutii

testate si a concentratiilor acestora.

Principiul testului de letalitate pe naupliii speciilor de Artemia vizeaza identificarea
concentratiei substantelor studiate (50 pM — C1; 5 uM — C»; 1 pM — Cgz; 0,1 uM — Cy4; 0,01

MM — Cs), care in functie de durata de actiune, influenteaza functia vitald a celulei animale.

Rezultatele obtinute indica o toxicitate acutd minima asupra naupliilor de Artemia

(letalitate 0% la 24 de ore pentru toate substantele testate si letalitate maxim 5% la 48 de



ore). Modificarile inregistrate au fost observate doar la valoarea concentratiei maxime,

respectiv 50 UM — Cy, dupa 48 de ore.

In urma studiilor de interactiune proteica cu albumina serica bovina (BSA), pentru
majoritatea compusilor investigati se remarca o scadere a emisiei fluorescente proportional

cu cresterea concentratiei de compus (Figura 16).
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Figura 16. Spectrul de emisie fluorescenta (Aexc = 295 nm) pentru BSA (5 pM) in tampon Tris-
HCl in absenta si in prezenta concentratiilor crescande (5-50 pM) de combinatie complexa 2. Prin

sdgeti se indica scaderea absorbantei proportional cu cresterea concentratiei.

Spectrele sincron de fluorescenta inregistrate la AL = 15 nm au indicat deplasari de tip
hipsocrom pentru ligandul HL si de tip batocrom pentru combinatiilor complexe 1 - 3, 5,
iar la AA =60 nm, ligandul isi pastreaza deplasarea si in sens batocrom se remarca deplasarea
combinatiilor complexe 2, 4, 5. Astfel, deplasarea de tip batocrom incadreaza interactiunea
proteina-compus ca fiind de tip hidrofil, pe cand in cea de tip hipocrom creste caracterul

hidrofob si scade expunerea la solvent.

In studiile de interactiune a unei concentratii fixe de compus de analizat (20 pM) si
concentratii variate de ADN, efectul hipercrom inregistrat este comun tuturor compusilor
investigati. Acesta sugereaza intercalarea compusilor in structura de helix dublu catenar a

ADN-ului.

De asemenea, sunt compusi care prezinta similitudini spectrale care ar putea constitui

un mod asemanator de interactiune cu ADN-ul si anume: combinatiile complexe 1, 3, 5, 6.
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Figura 17. Spectrele de absorbtie UV ale ligandului HL? (a) si combinatiei complexe 1 (20
puM) in prezenta concentratiilor crescdnde de ADN (75, 90, 150, 185 uM). Prin sdgeti se indica
cresterea absorbantei proportional cu cresterea concentratiei de ADN si scaderea raportului compus

de testat-ADN.

Evaluarea potentialului antoxidant al compusilor a fost efectuat prin doud metode:
ABTS ((acid 2,2'-azino-bis(3-etillbenzotiazolin-6)-sulfonic) si DPPH (1,1-difenil-2-
picrilhidrazil). Prin metoda ABTS (Figura 18), cea mai buna activitate a fost inregistrata de
catre complexul 4 (ICso = 9,35 uM) prin comparatie cu standardele luate in lucru respectiv,
AA (acid ascorbic) si BHT (butilhidroxitoluen) si totodata apropiindu-se foarte mult si de
valoarea ICsp a standardului BHA (butilhidroxianisol) (8,50 uM).
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Figura 18. Activitatea antioxidanta a ligandului HL', combinatiilor complexe 1 — 6 si a

standardelor AA, BHA, BHT prin metoda ABTS.

Prin metoda DPPH compusii au Inregistrat un efect slab antioxidant. Dintre compusii
testati, complexul 5 a prezentat cea mai buna activitate antioxidantd, mai bund ca cea a

standardului BHA si apropiata de cea a standardului AA.



Ligandul HL! si combinatiile complexe 1 - 6, au fost investigate in vitro din punct de
vedere al potentialului lor antimicrobian asupra unor tulpini bacteriene gram negative
(Acinetobacter baumannii (izolat clinic), Escherichia coli ATCC 25922) si gram pozitive
(Bacillus cereus ATCC 11778, Enterococcus faecalis ATCC 29212, Staphylococcus aureus
ATCC 25923) si asupra unor fungi (Candida albicans ATCC 10231 1C249 si krusei 1C190,
Criptococcus neoformans IC231 — tulpini aflate in colectia de culturi microbiene a
Institutului ~ National de Cercetare-Dezvoltare Medico-Militara (I.N.C.D.M.M.)
»Cantacuzino”, Bucuresti). Majoritatea compusilor au efect inhibitor asupra bacteriilor la
concentratia cea mai mare de testare (200 pg/mL). Prin complexarea ligandului la ionii
metalici Co?*, Cu?*, Mn?*, Ni?*, Pd?*, Pt** se observa o modificare a efectului antibacterian
in sensul cresterii acestuia pentru complecsii 1 - 6 manifestat asupra tulpinilor de Escherichia
coli, Bacillus cereus, Staphylococcus aureus, demonstrata prin valorile inferioare CMI si

CMB ale acestora.

Dintre toti compusii testati, de la valoarea CMI (concentratiei minime inhibitorii) de
25 ng/mL, complexul 6 a reusit sd inhibe dezvoltarea bacteriana a tulpinii de Staphylococcus

aureus.

Sub influenta ligandului HL'si a complexului acestuia cu ionul de Co?* (1), cresterea
fungului levuric de Candida albicans este inhibata de la valori mai mici ale concentratiei de

testare: 50 ug/mL, respectiv 25 pg/mL.

Investigarea efectului antitumoral al ligandului HL! si a combinatiilor sale complexe
1 - 6, a fost efectuate prin testele Alamar blue, Annexin V/PI si testul de analiza a fazelor
ciclului celular pe liniile MCF-7 si A549.

Asupra liniei MCF-7 se observa un usor efect proliferativ, rezultat obtinut atat in urma
testului Alamar blue (Figura 19) cat si Annexin V/PI, testul de analiza a fazelor ciclului
celular neprezentdnd modificari semnificative, cu exceptia complexului 5 unde testarea
ciclului celular a prezentat blocarea ciclului celular in faza G2/M, iar testul Annexin V/Pl a

prezentat o crestere a celulelor din faza prenecrotica si de necroza celulara.



Testul Alamar Blue — MCF-7
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Figura 19. Procentul de viabilitate al celulelor MCF-7 prin testul Alamar blue dupa expunerea

celulelor la ligandul HL! si combinatiile complexe 1 - 6 timp de 72 ore.

Tn cazul liniei A549 (Figura 20), se observi o usoari sensibilitate a celulelor fata de
actiunea compusilor, cu scaderea viabilitatii celulare Tn cazul testului Alamar blue (scaderea
maxima observata pentru complexul 2), cat si o crestere usoara a celulelor necrotice sau
prenecrotice Tn cazul Annexin V/PI, in special pentru complexul 5. Analiza ciclului celular
pe linia A549 indica un efect nesemnificativ al complecsilor, si usoare cresteri ale populatiei
din faza sub-GO (combinatiile complexe 4, 5), insd nesemnificative statistic. Pentru
complexul de Co(ll) (1), rezultatele obtinute atat pe linia MCF-7 cat si pe linia A549 sunt
discutabile datorita prezentei solventului intr-o concentratie crescuta (2% pentru
concentratia maxima testata) si a efectului acestuia asupra celulelor. Avand in vedere
rezultatele obtinute, studii suplimentare extinse pe mai multe linii celulare cu implicare in

activitatea canceroasa, sunt necesare.
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Figura 20. Procentul de viabilitate al celulelor A549 prin testul Alamar blue dupa expunerea

celulelor la ligandul HL! si combinatiile complexe 1 - 6 timp de 72 ore.



7.2 Investigarea toxicitatii acute si evaluarea potentialului biologic al combinatiilor

complexe cu baza Schiff HL?

Ligandul HL? si combinatiile sale complexe au fost investigate privind efectul lor
toxic asupra celulei vegetale pe domeniul de concentratii 0 — 100 uM (C1 — 100 uM; C, — 25
UM; C3 — 6,25 uM; C4 — 1,5 puM; Cs — 0,4 uM) [77], [78]. Majoritatea substantelor testate
(combinatiile complexe de cobalt (7), cupru (8), nichel (10) si platina (12)) au prezentat o

toxicitate dependenta de concentratie asupra radacinilor de Triticum.
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Figura 21. Graficele de concentratie-raspuns care prezinta variatiile de crestere a radacinii de

Triticum aestivum L. sub influenta concentratiilor diferite ale combinatiilor complexe.

Complexul 11 si ligandul HL? nu au blocat cresterea radiculard, ci au prezentat valori
relativ constante pe domeniul de concentratii testat, chiar si la 0 valoare maxima de 100 uM
(Cy). Insa, pe de alta parte, complexul 9 inregistreaza un efect stimulator la aceastd

concentratie.

Investigatiile microscopice efectuate au venit ca o confirmare privind observatiile
evaluarii macroscopice a alungirii radiculare [81]. Prin urmare, toate fazele procesului de
diviziune au putut fi observate in preparatele analizate. Pentru majoritatea compusilor, a fost

vizibila o inversa proportionalitate intre concentratie si procesele de diviziune observate.

Toxicitatea acutd a ligandului HL? si a combinatiilor sale complexe asupra naupliilor
de Artemia s-a efectuat prin urmarirea efectului letal inregistrat dupa 24 si 48 de ore pe
domeniul de concentratii ales: C1 — 50 uM; C2 — 5 yM; C3— 1 puM; C4 - 0,1 uM; Cs — 0,01
MM [79], [80]. Efectul este variat, fiind inregistrate semne de toxicitate dupa 48 de ore pentru

toti compusii testati, cu exceptia complexului de mangan (9) (0% letalitate pentru toate



concentratiile). Prin complexarea ligandului la ionii metalici de Co?*, Cu®*, Pd*,
combinatiile complexe rezultate (7, 8, 11) manifesta un efect pozitiv asupra toxicitatii, cu o

letalitate dupa 48 de ore inferioari celei inregistrate de catre ligandul HL?,

In cazul studiilor de interactiune proteici [82] a tuturor compusilor cu albumina din
serul bovin (BSA), in spectrele de emisie fluorescenta se observa o scadere a absorbantei
consecutiv cresterii concentratiei de compus de analizat. Acest aspect indica fixarea
ligandului HL? si a combinatiilor complexe 1 - 6 la nivelul BSA care au generat modificari
in structura normald a proteinei si mai ales, compusii investigati sunt localizati in apropierea

reziduurilor de triptofan fluorescente.

Spectrele sincron de fluorescenta inregistrate la AL = 15 nm au indicat deplasari de tip
hipsocrom pentru complexul 11 si de tip batocrom pentru combinatiilor complexe 8, 9, 10
si 12, iar la AL = 60 nm, se remarca deplasarea In sens batocrom a combinatiilor complexe
2,4,5,7. Astfel, cea din urma deplasare incadreaza interactiunea proteina-compus ca fiind
de tip hidrofil, pe cand in cea de tip hipocrom creste caracterul hidrofob si scade expunerea

la solvent [83].

In studiile de interactiune cu ADN-ul din timus de vitel, efectul hipercrom manifestat
prin cresterea absorbantei consecutiv cresterii concentratiei de ADN aplicata, este comun
tuturor compusilor analizati. Astfel, se deduce un proces de interactiune puternic material
genetic — compus, in care cel din urma se intercaleaza in structura sa. In mod particular,

complexul 11, pe langa efectul hipercrom, mai inregistreaza si un usor efect batocrom [84],
[85].
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Figura 22. Spectrul de absorbtie UV al combinatiei complexe 8 (20 uM) in prezenta
concentratiilor crescande de ADN (75, 90, 150, 185 pM). Prin sageti se indica cresterea
absorbantei proportional cu cresterea concentratiei de ADN si scaderea raportului compus de testat-

ADN.



Asemandrile spectrale corespunzitoare ligandului HL? si combinatiilor complexe 7,

8, 10 si 12, constituie un indiciu al modului similar al acestora de a interactiona cu ADN-ul.

Proprietatile antioxidante ale ligandului HL? si a combinatiilor sale complexe 7 — 12,
au fost investigate pe domeniul de concentratii 50 — 250 M prin metoda ABTS [86] (Figura
23) si DPPH [87]-[89]. Conform rezultatelor, cu mici exceptii, se observa o dependenta in
exercitarea efectului de reducere direct proportionald cu cresterea concentratiei. De
asemenea, se remarca $i o potentare in exercitarea actiunii prin complexarea ligandului de
tip baza Schiff HL? la ionii metalici Cu®* (complexul 8), Mn?* (complexul 9) si Ni?*
(complexul 10) pe domeniul de concentratii testat. Complecsii 7 si 12, inregistreaza o

activitate antioxidantd superioara ligandului HL? doar la valoarea concentratiei de 250 pM.
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Figura 23. Activitatea antioxidantd a ligandului HL?, combinatiilor complexe 7 — 12 si a
standardelor AA, BHA, BHT prin metoda ABTS.

In unele cazuri, prin metoda DPPH, variatia activitatii antioxidante nu prezinti o

directa proportionalitate cu cresterea concentratiei.

Ligandul HL? si combinatiile complexe 7 - 12, au fost investigate in vitro din punct de
vedere al potentialului lor antimicrobian asupra acelorasi tulpini bacteriene mentionate
anterior: gram negative (Acinetobacter baumannii (izolat clinic), Escherichia coli ATCC
25922) si gram pozitive (Bacillus cereus ATCC 11778, Enterococcus faecalis ATCC 29212,
Staphylococcus aureus ATCC 25923) si asupra unor fungi (Candida albicans ATCC 10231
1C249 si krusei 1C190, Criptococcus neoformans 1C231 — tulpini aflate in colectia de culturi
microbiene a Institutului National de Cercetare-Dezvoltare Medico-Militara (I.N.C.D.M.M.)
»Cantacuzino”, Bucuresti). Valorile CMI si CMB demonstreaza o crestere a efectului

antibacterian manifestat asupra bacteriei Escherichia coli si Staphylococcus aureus, prin



complexarea ligandului HL? la ionii metalici de Co?", Cu?*, Mn?*, Ni?*, Pd%*", Pt**,
comparativ cu activitatea ligandului individual.

Cea mai mica valoare CMI este intalnitad in cazul complexului 12, care perturba
cresterea bacteriand a tulpinii gram pozitive Staphylococcus aureus inca de la o valoare de
50 pg/mL. Omorarea completa a bacteriilor a putut fi observata de la valoarea de 100 pg/mL.

Complexarea ligandului HL? la ionii de Co?" (complex 7) si Ni* (complex 10) creste
potenta antifungica manifestata asupra tulpinii de Candida albicans, prin scaderea valorii
CMI la 50 ug/mL, fatd de 200 pg/mL cea corespunzitoare ligandului HL?. Efectul fungicid
asupra aceleiasi levuri se observa la concentratii mai mari de compus, respectiv 200 pg/mL,

exceptie facand complexul 10 pentru care CMF este dublul valorii CMI.

Rezultatele obtinute prin testul Alamar blue, Annexin V/PI si testarea fazelor ciclului
celular pentru ligandul HL? si combinatiile complexe 7 - 12 au indicat un potential citotoxic

al acestora asupra liniilor tumoare testate, MCF-7 (Figura 24) si A549 (Figura 25).
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Figura 24. Procentul de viabilitate al celulelor MCF-7 prin testul Alamar blue dupa expunerea

celulelor la ligandul HL? si combinatiile complexe 7 - 12 timp de 72 ore.
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Figura 25. Procentul de viabilitate al celulelor A549 prin testul Alamar blue dupa expunerea

celulelor la ligandul HL? si combinatiile complexe 7 - 12 timp de 72 ore.



Tratarea celulelor timp de 72 ore cu ligandul HL? si combinatiile complexe ale
acestuia conducand la scaderi ale viabilitatii celulare, initierea unui proces de apoptoza,
precum si blocarea ciclului celular in faza G2/M, la utilizarea concentratiei de 25 uM.
Rezultate notabile sunt atribuite complexului de Cu(ll) (8) si mai ales complexului de platina

(12), caz in care efectul toxic observat a fost unul semnificativ (Figura 26 si 25).
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Figura 26. Procentul celulelor MCF-7 in apoptoza incipienta prin testul Annexin V/PI dupa

expunerea celulelor la ligandul HL? si combinatiile complexe 7 - 12 timp de 72 ore.
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Figura 27. Procentul celulelor A549 in apoptoza incipienta prin testul Annexin V/PI dupa

expunerea celulelor la ligandul HL? si combinatiile complexe 7 - 12 timp de 72 ore.



CONCLUZII

Rezultatele prezentate pe scurt in rezumat si care apartin tezei de doctorat, sunt

incluse in capitolele 4, 5, 6 si 7 ale partii a doua.

Astfel, am urmarit investigarea potentialului biologic al unor combinatii complexe
ale Co(Il), Cu(Il), Mn(II), Ni(II), Pd(II) si Pt(Il) cu doud baze Shiff, una derivata de la
salicialdehida (HL?) si alta derivata de la 2-hidroxi-4-metoxibenzaldehidd (HL?).

Compusii nou sintetizati au fost caracterizati fizico-chimic prin: analiza chimica
elementald, analiza termica diferentiald, susceptibilitate magnetica, conductibilitate electrica
molard, spectrometrie *H,'*C-RMN, IR, spectrometrie UV-Viz, spectrometrie de masa,

difractie de raze X pe pulberi, difractie de raze X pe monocristale.

Investigatiile cristalografice pentru cele doud baze Schiff au condus la structuri
cristaline moleculare formate din unitati neutre. Cristalele nu contin molecule co-cristalizate
de solvent. Molecula ligandului HL! in stare cristalind nu are o configuratie planara,

comparativ cu cea a ligandului HL? care este de tip planar.

In urma interpretarii rezultatelor obtinute prin aceste tehnici de analizi a fost
confirmata comportarea mononegativ bidentata a acelor doi liganzi, prin atomul de oxigen
hidroxilic si atomul de azot azometinic dar si geometriile de coordinare diferite ale
combinatiilor complexe: octaedrica pentru combinatiile complexe 1, 3, 9 si plan patrata

pentru combinatiile complexe 2, 5 - 8, 10 - 12.

Analiza termogravimetrica a putut evidentia natura anhidrd a combinatiilor complexe
2, 4, 6, 8, 10, 11, 12, dar si prezenta apei de coordinare sau de cristalizare in cazul
combinatiilor complexe 1, 3, 5, 7, 9. De asemenea, studiile termice efectuate ne-au oferit

informatii si cu privire la stabilitatea acestor compusi.

Combinatiile complexe 2, 5, 8, 10, 11 au fost caracterizate structural prin difractie de
raze X pe monocristale. Complexul de Cu(ll) (2) are o structurd cristalina moleculara
formata din molecule de [Cu(L')2]. Conform datelor cristalografice complexul de Pd(l1) (5)
are o structura cristalina formatd din complecsi moleculari [Pd2(L')2(OAC)2] si molecule co-
cristalizate de apa in raport molar de 1:1,16. Spre deosebire de complexul 2 care este
mononuclear, complexul 5 are o structura dinucleara in care cei doi atomi de Pd, separati la
o distantd de 2,86175(8) A, sunt uniti prin intermediul a doi ioni acetat syn-syn in punte

avand modul de coordinare pz-k?0:0’. Combinatiile complexe 8, 10 si 11 prezinti o structuri



cristalind formati din entititi neutre [M(L?)2] (M = Cu®* (pentru complexul 8), Ni?* (pentru
complexul 10) si Pd?* (pentru complexul 11). Nu existd molecule de solvent co-cristalizate
in structura cristalelor. Conform datelor cristalografice, structurile moleculare
corespunzatoare celor trei combinatii complexe (8, 10, 11), sunt similare. Fiecare ion metalic

fiind tetracoordinat intr-o inconjurare N2Oo.

Studiile de docking molecular au constat in implementarea si utilizarea software-ului
MultiDocking pentru identificarea unei proteine tintd cu implicare in activitatea bacteriana
si canceroasa a compusilor investigati. Rezultatele obtinute indicd o scadere a energiei
minime de legare prin complexarea liganzilor la ionii metalici, iar prezenta in molecula
complecsilor a doi liganzi constituie un factor determinant in cresterea numarului de

interactiuni proteice.

Studiile de toxicitate acuta a bazelor Schiff HL?, HL? si a combinatiilor complexe 1 —
6, 7, 8, 10, 12 asupra speciei monocotiledonate Triticum aestivum L. au indicat in majoritate
o toxicitate dependenta de doza. Complecsii 5 si 11 prezinta slabe semne de toxicitate. Pe de
alta parte, complexul de Cu(Il) (9) are un efect stimulator in sensul alungirii radiculare.
Pentru ambii liganzi si combinatiile lor complexe, investigatiile microscopice au confirmat

rezultatele evaluarii macroscopice.

In ceea ce priveste toxicitatea acuti asupra naupliilor de Artemia franciscana,
rezultatele obtinute ne-au indicat un nivel minim care se traduce prin letalitate de 0% dupa
24 de ore de expunere pentru ligandul HL! si combinatiile complexe 1 - 6 si un maxim de
5% dupi 48 de ore pentru combinatiile complexe 2, 3 si 6. Tn mod similar ligandul HL? si
combinatiile complexe 7 - 12 nu afecteaza nauplii dupa 24 de ore de expunere, cu exceptia

complexului de Ni(ll) (10) care are efect letal minim pe domeniul de concentratii 5 — 50 uM.

In studiile de interactiune a unei concentratii fixe de compus de analizat (20 pM) si
concentratii variate de ADN, efectul hipercrom inregistrat este comun tuturor compusilor
investigati, sugerand intercalarea compusilor in structura ADN-ului. De asemenea, sunt
compusi care prezintd similitudini spectrale care ar putea constitui un mod asemanator de

interactiune cu ADN-ul si anume: combinatiile complexe 1, 3, 5, 6, 7, 8, 10 si 12.

Actiunea antioxidanta a noilor compusi sintetizati a fost determinata prin doua metode:
ABTS si DPPH. Cel mai eficient compus in captarea cationului radicalului ABTS™ a fost
complexul de Ni(ll) (4) cu ligandul HL! (ICso = 9,35 uM), urmat de complecsii de Cu(II)
(2) si Mn(II) (3). Prin metoda ABTS, in cazul ligandului HL? si combinatiilor complexe 1 -



6 este evidenta potentarea efectului antioxidant prin complexare si directa proportionalitate
a acestuia de valoarea concentratiei. Pentru ligandul HL? si combinatiile sale complexe, se
remarcd o crestere a actiunii biologice prin complexarea ligandului HL? la ionii de Cu?*,
Mn?* si Ni?*, respectiv combinatiile complexe 8, 9 si 10. Prin metoda DPPH insi, compusii

manifesta un efect slab antioxidant.

Determinarea activitdtii antimicrobiene s-a efectuat prin metoda microdilutiilor seriate
in bulion asupra tulpinilor bacteriene gram negative (Acinetobacter baumannii (izolat
clinic), Escherichia coli ATCC 25922) si gram pozitive (Bacillus cereus ATCC 11778,
Enterococcus faecalis ATCC 29212, Staphylococcus aureus ATCC 25923) si asupra unor
fungi (Candida albicans ATCC 10231 1C249 si krusei 1C190, Criptococcus neoformans
IC231). Compusii analizati au prezentat o activitate antibacteriana si antifungica moderata.
In majoritatea cazurilor se remarci o potentare a efectului prin complexarea liganzilor la
ionii metalici. Raportat la valorile concentratiei minime inhibitorii, cel mai bun efect
antibacterian I-au manifestat compusii 6 si 12 asupra tulpinii de Staphylococcus aureus
ATCC 25923. In ceea ce priveste efectul inhibitor asupra dezvoltarii levurilor, acesta a fost
mai puternic asupra tulpinii de Candida albicans ATCC 10231 1C249 la tratarea cu solutiile
de ligand HL!si combinatiile complexe de Co(ll) (1, 7) si de Ni(Il) (10).

Tn urma analizei testelor Alamar blue, Annexin V/Pi si analiza ciclului celular se poate
concluziona ca ligandul HL?! si combinatiile complexe 1 - 6 nu prezinta un efect citotoxic
semnificativ asupra liniilor tumorale testate, MCF-7 si A549. insa, pentru ligandul HL? si
combinatiile complexe 7 - 12 se remarca un potential citotoxic mai crescut. Rezultate
notabile sunt atribuite complexului de Cu(ll) (8) si mai ales complexului de platina (12), caz

Tn care efectul toxic observat a fost unul semnificativ.

Rezultatele obtinute reflecta versatilitatea liganzilor de tip baze Schiff si a
combinatiilor complexe corespunzatoare, evidentiind modul de coordinare al liganzilor,
tipurile de stereochimii adoptate de ionii metalici precum si interactiile care sustin
arhitecturile supramoleculare, uni sau bidimensionale. Investigatiile biologice efectuate au
evidentiat importanta ionului metalic, precum si influenta efectului de chelare creat prin

complexare, in exercitarea actiunii biologice.

Cercetdrile din aceastd teza de doctorat deschid o noua perspectivd cu privire la
aplicatiile acestor combinatii complexe, subliniind proprietatile antioxidante, antimicrobiene

si cele antitumorale.
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