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Introducere

Rezistenta celulelor canceroase si a microorganismelor la actiunea tratamentelor actuale
sau indisponibilitatea unor terapii pentru anumite boli grave ar fi cateva dintre motivele pentru
care necesitatea sintezelor din chimia organicd este una reald si fundamentatd. Chimia
heterociclurilor, ramura a chimiei organice, este un domeniu de cercetare intens studiat, care
poate oferi solutii in descoperirea unor noi molecule cu actiune terapeutica.

Compusii heterociclici prezintd 0 importanta deosebita, atat din punct de vedere fizico-
chimic, cat mai ales al potentialului biologic, un numar mare de medicamente cu un spectru larg
de actiune, utilizate pentru tratarea a diferite afectiuni, contin astfel de molecule ca substante
active. Datele statistice au indicat ca peste 85% din numarul total de molecule bioactive sunt
heterociclurile care contin in molecula ca heteroatom azotul [1-3]. Din clasa compusilor
heterociclici pentaatomici, pirolul, heterociclu cu un atom de azot, este unul dintre cei mai
raspanditi cCompusi cu importanta vitala pentru organismele vii, avand in vedere ca se giseste in
structura a numeroase biomolecule, printre care hemul B, clorofila, vitamina B12, pigmentii
biliari (bilirubina si biliverdina), mioglobina, citocromii, cofactorul F430. O sursd bogatd de
biocompusi cu structurd pirolicd sunt alcaloizii extrasi din organisme marine, bacterii, fungi,
plante, vertebrate si nevertebrate [4-6]. Datele de literaturd au evidentiat ca diferiti derivati de
sintezd cu nucleu pirolic prezintd numeroase proprietiti biologice, remarcandu-se actiunea
antitumorald, antimicrobiand, analgezica, antiinflamatoare, antivirald, hipoglicemianta,
antidepresiva [3-8]. Mai mult, acest nucleu este prezent in structura unor medicamente, cele mai
cunoscute fiind atorvastatina, sunitinib, pemetrexed, tolmetin, zomepirac, ketorolac, pirviniu,
tropisetron, ruxolitinib, remdesivir, ondansetron [3-8].

Pe de alta parte, studiind literatura de specialitate referitoare la compusii din clasa
condensare a acestui nucleu cu un alt heterociclu sunt numeroase, mi-am indreptat cercetarile
asupra celor care contin un nucleu de piridazina, heterociclu aromatic hexaatomic care contine
doi atomi de azot in pozitiile 1 si 2, si anume asupra compusilor heterociclici condensati cu
structura de pirolo[1,2-b]piridazina. Derivatii de sinteza ai piridazinei sunt cunoscuti pentru
spectrul larg de proprietati biologice, spre exemplu actiunea antitumorald, analgezica,

antiinflamatoare, antimicrobiand, antidiabetica, anticonvulsivanta, antidepresiva, hipotensiva



etc [9-16]. Totusi, comparativ cu derivatii pirolului, numarul derivatilor de piridazina
biosintetizati de diferite organisme este mult mai mic [9]. Un alt aspect incurajator privind
importanta piridazinei il constituie prezenta acestuia in structura unor medicamente: tepotinib,
pildralazina, cadralazina, emorfazona, minaprina [9-16]. Astfel de sisteme heterociclice
condensate, pirolo[1,2-b]piridazinele, sunt cunoscute pentru proprietatile biologice cum ar fi
antitumorala, antimicrobiana, antiinflamatoare, hipolipemianta si anxiolitica [17-25], dar si
pentru proprietatile fluorescente remarcabile [26-33]. Totusi, comparativ cu potentialul acestor
doua nuclee heterociclice prezente in moleculd, proprietatile fizico-chimice si biologice ale
pirolo[1,2-b]piridazinelor sunt putin studiate.

Luand in considerare aceste multiple proprietati si aplicatii ale heterociclurilor din clasa
pirolului, piridazinei si a pirolo[1,2-b]piridazinei, am considerat de interes sinteza de noi
compusi cu nucleu pirolic izolat tri- sau tetrasubstituit si condensat, din clasa pirolo[1,2-b]piri-
dazinelor, in scopul identificarii unor noi derivati biologic activi cu potential terapeutic.

De asemenea, cunoscand ca indolul, heterociclu care contine un nucleu pirolic condensat
cu un nucleu benzenic, se regaseste in structura unor compusi naturali (triptofan, serotonina,
melatonind si In unii alcaloizi), dar $i In structura unor medicamente (vincristind, vinblastina,
osimertinib, panobinostat, indometacin, acemetacin, arbidol, sumatriptan, fluvastatina etc.) [34-
36], o alta directie distincta de cercetare a fost studiul sintezei Nenitescu [37].

Obtinerea noilor compusi a fost realizatd prin dezvoltarea unor metode de sinteza
elaborate de catre colectivul de cercetare condus de domnul dr. Florea Dumitrascu (C.S. 1) din
cadrul Institutului de Chimie Organica si Supramoleculara ,,Costin D. Nenitescu”, Academia
Romana [38-40]. Derivatii de pirol tri- sau tetrasubstituiti au fost obtinuti din N-ilidele generate
in situ din diferite bromuri de 3-cianometil-benzimidazoliu Tn mediu de 1,2-epoxibutan, cu
alchine dipolarofile printr-o reactie de cicloaditie 1,3-dipolara (Fig. 1.). Derivatii de
pirolo[1,2-b]piridazina au fost obtinuti prin reactia de cicloaditie a oxazolonelor mezoionice,
generate in situ din acizii piridazinonici corespunzatori in mediu de anhidrida acetica, cu alchine
dipolarofile (Fig. 1.). De asemenea, prin reinvestigarea sintezei Nenitescu a 5-hidroxiindolului
n care s-a izolat un compus caruia i s-a atribuit o structura bisazepinica [37], noile investigari
prin difractie de raze X au demonstrat o structura pirololiliden-azepinica, diferita de cea

formulata anterior (bisazepinicad) (Fig. 2).
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Figura 1. Structura noilor compusi heterociclici cu nucleu pirolic

Figura 2. Structura noului compus piroliliden-azepinic

Structurile noilor compusi au fost confirmate prin analiza elementala, prin spectrometrie
in infrarosu (IR), spectrometrie de rezonanti magneticd nucleard (*H-RMN si 3C-RMN), iar in
cazul unora dintre acestia prin difractie de raze X.

in scopul identificarii unor noi compusi cu potential biologic, s-a investigat citotoxicitatea
pe celulele vegetale de Triticum aestivum L., pe celulele animale ale unor crustacee (Artemia
franciscana Kellogg si Daphnia magna Straus), pe liniile celulare tumorale umane standardizate
(LoVo, MCF-7, SK-OV-3) si pe celulele normale HUVEC.

Prezenta lucrare este structurata in doua parti: Partea generala si Contributii personale, la
care se mai adauga Lista cu lucrarile publicate, Lista cu abrevieri si simboluri, Introducerea,
Concluzii si contributii personale, Bibliografia si Anexele. Tn prima parte (Partea Generald), am
prezentat cele mai importante date de literatura privind sinteza si proprietatile biologice ale
acestor compusi, iar in cea de-a doua parte (Contributii personale), am prezentat sinteza noilor

compusi, caracterizarea fizico-chimica si evaluarea citotoxicitatii acestora.



|. PARTEA GENERALA

Capitolul 1. Compusi heterociclici cu nucleu pirolic

Pirolul este un compus heterociclic pentaatomic aromatic, care contine ca heteroatom
azotul, fiind unitatea structurala de baza in compozitia a diferite biomolecule si medicamente.
Prezenta pirolului in structura porfirinelor imprima acestuia o importantd deosebita, cei mai
cunoscuti reprezentanti fiind hemul B si clorofila. Alte biomolecule care contin nucleul pirolic
sunt vitamina B12, bilirubina, biliverdina, cofactorul F430 si numerosi alcaloizi. Dintre
medicamentele care contin nucleul pirolic se remarca: atorvastatina (hipocolesterolemiant prin
inhibarea HMG Co-A reductazei), sunitinib (antitumoral prin inhibarea protein-kinazelor),
tolmetin si zomepirac (antiinflamatoare nesteroidiene), pirviniu (antihelmintic) [4-8].

Tn acest capitol se prezinta principalele metode de sinteza si proprietitile biologice ale
derivatilor cu nucleu pirolic. Una dintre cele mai importante metode de sintezd o reprezinta
sinteza Huisgen care consta in reactia de cicloaditie [3+2] dintre 1,3-dipoli si alchene sau alchine
dipolarofile [41, 42], sintezd asupra careia mi-am axat cercetarile in cadrul acestor studii
doctorale. Tn continuare, sunt prezentate datele de literatura referitoare la proprietitile biologice
a numerosi compusi heterociclici cu nucleu pirolic: antitumorald, antimicrobiana, antivirala,

analgezica, antiinflamatoare, hipoglicemianta, antidepresiva [3-8].

Capitolul 2. Compusi heterociclici cu nucleu pirolic condensat

Compusii heterociclici condensati din clasa pirolo[1,2-b]piridazinelor, obtinuti prin
condensarea formala a doua nuclee heterociclice, pirolul si piridazina, sunt cunoscute pentru
protentialul lor biologic. In acest capitol, asemanitor capitolului anterior, sunt prezentate
principalele metode de sinteza si proprietdtile biologice ale acestor compusi [17-25, 39, 40].
Metodele de sintezd a acestor compusi condensati pot fi clasificate, in functie de precursorii
folositi, astfel: din piridazina sau derivati ai acesteia sau din derivati cu nucleu pirolic. Dintre
acestea, cercetdrile au fost directionate asupra metodelor de obtinere din derivati de piridazind,
fiind prezentate datele de literatura referitoare la reactiile acestora cu alchine dipolarofile prin
cicloaditie 1,3-dipolara. De asemenea sunt prezentate datele de literatura actualizate privind
proprietatile antitumorale, antimicrobiane si antiinflamatoare ale derivatilor de

5

pirolo[1,2-b]piridazina.



1. CONTRIBUTII PERSONALE

Capitolul 3. Ipoteza de lucru si obiectivele generale

Pornind de la datele de literatura in care se prezintd importanta compusilor heterociclici
cu nucleu pirolic, Tn scopul identificarii unor noi agenti biologici mai activi si cu o toxicitate
scazuta fata de cei existenti, Ne-am propus sinteza unor noi derivati cu nucleu pirolic si pirolic
condensat din clasa pirolo[1,2-b]piridazinelor, prin reactia de cicloaditie 1,3-dipolara dintre
N-ilide heteroaromatice sau oxazolone mezoionice si alchinele dipolarofile.

Obiectivele generale propuse pentru realizarea acestor studii doctorale au fost:
- sinteza unor noi derivati de pirol tri- sau tetrasubstituit;
- sinteza unor noi derivati de pirol condensat din clasa pirolo[1,2-b]piridazinei;
- confirmarea structurii chimice a noilor compusi sintetizati prin analiza elementala, metode

spectrale (1H-RMN, 13C-RMN, IR) si prin difractie de raze X;

.....

Capitolul 4. Sinteza si caracterizarea unor noi compusi heterociclici cu

nucleu pirolic
Pentru obtinerea noilor compusi din clasa pirolilor tri- sau tetrasubstituiti, s-a folosit o
metoda de sintezi in doui etape. In prima etapa au fost sintetizate sarurile de benzimidazoliu,
iar in cea de a doua, prin reactia acestora cu alchinele dipolarofile s-au obtinut noii piroli.
Sarurile de benzimidazoliu 2a-e intermediare s-au obtinut prin reactia dintre derivatul
benzimidazolic N-substituit 1a-e si bromoacetonitril (Schema 4.1), cu randamente cuprinse n

intervalul 75-87%. Dintre acestea, numai derivatii 2d si 2e sunt compusi noi [38, 43, 44].

1
R N /\CN
J CHiCOCH; D\; Py
R! N + BrCH,CN

k ref lux
2

la-e R~ 2a-e R2
a: RI=R?=H; b: R!=H, R?=C¢Hs; ¢: R'=H, R*=4-CH;C4H,; d: R'=CH; R?*=C¢Hjs; e: R1=H, R>=4-FC4H,

Schema 4.1. Obtinerea sarurilor de benzimidazoliu 2a-e intermediare



In ceea ce priveste noii compusi heterociclici pirolici, sinteza derivatilor 4-13 s-a realizat
in mediu de 1,2-epoxibutan, la reflux timp de 48 ore, cu randamente de 35-60%. Tn schimb,
derivatii fluorurati 14-19 au fost obtinuti printr-o metoda imbunatatita, in mediu de
1,2-epoxibutan si acetonitril (v:iv=1:1), la reflux timp de 6 ore, cu randamente de 46-61%
(Schema 4.2.) [45-47].

1,2-epoxibutan
sau

1 Br’
R N—TCN 1,2-epoxibutan, acetonitril (1:1) gl N/ ~R*
J + RI—— R4 reflux »
R! N -HBr 1
L 3 R NH
a-f
R2

2a-e 4-19 R?

4: R'=R>=R’*=H, R*=COCHs; 5: R'=R*=R’*=H, R*=CO0CHj5; 6: R'=R>=R’*=H, R*=CO0C,Hs;

7: R'=R?>=R’*=H, R*=COOCH(CHj,),; 8: R'=R?=H, R*=R*=COOCHj;; 9: R'=R?*=H, R*=R*=C0O0C,Hj;

10: R'=R3=H, R?>=C¢H;, R*=COC¢Hs; 11; R'=R*=H, R*=4-CH;C¢H,, R*=COC¢Hs; 12; R'=CH;, R*=C4Hs,

R3=H, R*=COOCH;; 13: R'=CH;, R>=C¢Hs, R*=H, R,=COOC,Hj; 14: R'=R3=H, R?>=4-FCH,, R*=COC4H;;

15: R'=R3=H, R?=4-FCH,, R*=COOCH;; 16: R'=R3=H, R?=4-FC¢H,, R*=CO0C,H;; 17: R'=R*=H, R*>=4-FC/H,,
R*=COOCH(CH;),; 18: R'=H, R?=4-FC4H,, R*=R*=COOCH;; 19: R'=H, R?>=4-FC4H,, R*=R*=CO0C,H;

Schema 4.2. Sinteza noilor derivati pirolici tri- sau tetrasubstituiti 4-19

Confirmarea structurald a noilor compusi heterociclici cu nucleu pirolic 4-19, purificati
prin cromatografie pe coloana si recristalizati din alcool, a fost realizata prin analiza elementala
si metode spectrale (IR, tH-RMN si ®*C-RMN), iar in cazul derivatilor 6, 13 si 19 si prin difractie
de raze X. De asemenea, structura noilor saruri 2d si 2e a fost confirmata prin analiza
elementald, spectrometrie 'H- si *C-RMN.

Determinarea structurii sirurilor de benzimidazoliu 2a-e

In spectrele de proton, cea mai importanti dovadi pentru confirmarea structurald a
sarurilor de benzimidazoliu a constituit-0 prezenta noului semnal singlet al protonilor grupei
metilen legat de grupa ciano, la deplasarea chimica de 5,80 ppm (pentru 2d) si 5,83 ppm (2e).

Spectrele **C-RMN au confirmat structura bromurilor prin prezenta a doua noi semnale
ale celor doi carboni din radicalul cianometilen, cel al atomului de carbon din grupa cian fiind
prezent la 114,2 ppm (2d) si 114,3 ppm (2e), iar cel metilenic la 35,0 ppm (2d) si 35,2 ppm (2e).

Determinarea structurii noilor compusi heterociclici cu nucleu pirolic 4-19

In spectrele in infrarosu ale noilor compusi 4-19 este prezenti o noud bandi de absorbtie

caracteristica vibratiei de intindere a grupei amino, in regiunea 3341-3427 cm™, confirmand ci
10



reactia @ avut loc prin ruperea ciclului imidazolic cu formarea noului nucleu pirolic. O alta
dovada care confirma reactia de cicloaditie este prezenta noii benzi de absorbtie vc=o din restul
benzoil (1632-1637 cm™) sau din fragmentul alchiloxicarbonil (1699-1752 cmY).

Tn spectrele de proton ale noilor compusi 4-19, aparitia noului semnal al protonului din
grupa amino la valori ale deplasarii chimice J cuprinse in intervalul 3,38-4,01 ppm, sub forma
de triplet (NH-CH2-CsHs), cu constanta de cuplaj J=5,2-5,5 Hz sau sub forma de quartet (NH-
CHs3), cu J=4,7-4,9 Hz a confirmat ca reactia a avut loc. Tn cazul derivatilor trisubstituiti 4-7,
10-17, prin cuplarea celor doi protoni din nucleul pirolic, H-3 si H-5, au aparut doua semnale
dublet cu J=1,6-1,7 Hz, la 6=7,29-7,47 ppm pentru H-3 si la 6=7,45-7,52 ppm pentru H-5.
Protonul din nucleul pirolic H-5 al derivatilor tetrasubstituiti 8, 9, 18 si 19 a aparut sub forma
unui semnal singlet (7,36-7,41 ppm). Semnalele protonilor din restul esteric (COOR) grefat in
pozitiile 4 sau 3 si 4, au aparut la valori corespunzatoare ale deplasarilor chimice.

Tn spectrele de *C-RMN, semnalele atomilor de carbon din nucleul pirolic au aparut la
deplasari chimice cuprinse intre intervalele 121,6-122,6 ppm pentru C-3, 118,0-126,3 ppm
pentru C-4 si 131,6-132,8 ppm pentru C-5. Semnalele tuturor carbonilor din fragmentele
benzoil, metil- etiloxicarbonil au aparut la valori J corespunzatoare.

Datele de difractie de raze X pentru pirolii 6, 13 si 19 au confirmat fara echivoc structura
noilor compusi. Moleculele au cristalizat in sistemul monoclinic in grupul spatial P21/ ca doua
molecule independente (compusul 6, Fig. 4.1.a) sau n sistemul triclinic in grupul spatial P-1 ca

doua molecule chimic echivalente dar cristalografic independente (13, 19, Fig 4.1.b-c).

a) 6
Figura 4.1. Diagramele ORTEP ale pirolilor 6, 13 si 19
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In cristal moleculele au interactionat prin legaturi de hidrogen de tip N-H---O sau
C-N---H, formandu-se doua lanturi supramoleculare similare dar cristalografic independente
(Fig. 4.2.a.).In cazul pirolului 19 s-a putut observa ca structura celuilalt dimer a fost chimic

identica, formandu-se aceleasi legaturi de hidrogen (Fig. 4.2.b.).

b a //‘ e e
- f\ A, A/CQ

Figura 4.2. a) Impachetarea n cristal a moleculelor pirolului 6; b) Structura dimerului
pirolului 19

Capitolul 5. Sinteza si caracterizarea unor noi compusi heterociclici cu

nucleu pirolic condensat din clasa pirolo[1,2-b]piridazinelor
Sinteza compusilor heterociclici condensati din clasa pirolo[1,2-b]piridazinelor s-a
realizat Tn mai multe etape, esterii piridazinonici 26a-c fiind obtinuti cu randamente de 67-74%,

iar intermediarii cheie, acizii 27a-c, cu randamente de 87-90% (Schema 5.1.).

R! R!
R! o
. ch%o AICH; 0 _ Moty H0 SN N
R —_—
Hzé\« OH CoH,OH, reflux NH CH‘COOH NH
22a-c 0 o) O
a:RI=H; 23a-c 24a -C 25a-c
b: R'=F; R! R!
c:R'=C1
BrCH(C,H;)COOC,Hs l =N NaOH 10% SN
- HCI 10%
C,HsONa, C,H;OH N.___-C,H; ° N —CaHs
O  COOC,Hs 0 COOH
26a-c 27a-¢

Schema 5.1. Obtinerea esterilor piridazinonici 26a-c si a acizilor piridazinonici 27a-c
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Sinteza noilor pirolo[1,2-b]piridazine 29-34 a avut loc prin reactia acizilor piridazinonici
27a-c cu alchinele nesimetrice 28a,b cu randamente cuprinse ntre 41-52% (Schema 5.2.) [48].
Confirmarea structurilor esterilor 26a-c, a acizilor 27a-c si a noilor pirolo[ 1,2-b]piridazine
29-34 s-a realizat prin analiza elementald, spectrometrie IR, *H-, *C-RMN, iar in cazul esterului

26¢, a acidului 27b si a pirolo[1,2-b]piridazinei 29 si prin difractie de raze X.

1
R Rl
\N e
| + He=c—coor? _(CHCOR0 0
N.__-C,H;s | N
>8ab 90 °C C,H;
0  COOH i |
27a-c R?00C
29-34
27a: R'=H; 28a: R’=CH;; 29: R'=H, R?=CHj; 30: R'=F, R>=CHj;
27b: R'=F: 28b: R>=C,H; 31: R'=Cl, R>=CHjy; 32: R'=H, R?=C,H;;
27¢: R'=Cl 33: R!=F, R?=C,Hs; 34: R'=Cl, R?=C,H5

Schema 5.2. Sinteza derivatilor de pirolo[1,2-b]piridazina 29-34

Determinarea structurii esterilor piridazinonici 26a-c si a acizilor piridazinonici 27a-c
Structura esterilor si a acizilor intermediari a fost confirmata prin benzile de absorbtie vc=o0
ester/acid (1734-1738/1708 cm™) si prin benzile caracteristice vc=0 lactams (1631-1665 cm™). n
spectrele acizilor 27a-c s-a observat si benda von asociat din regiunea 2931-2980 cm™.
Spectrele 'H-RMN si *C-RMN ale compusilor 26a-c si 27a-c au confirmat structura
acestora prin prezenta semnalelor protonilor si carbonilor din fragmentul CHs-CH2-CH-COO.
De asemenea, Tn spectrele esterilor 26a-c s-au evidentiat semnalele protonilor si carbonilor din
fragmentul etiloxicarbonil, iar Tn acidul 27a s-a observat protonul grupei carboxil la 9,65 ppm.

Datele de raze X au confirmat structurile esterului 26¢ si acidului 27b (Fig. 5.1.).

Cl1
4

TE a) 26¢
Figura 5.1. Diagramele ORTEP ale compusilor 26c¢ si 27b
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Tn fig. 5.2. sunt prezentate structurile supramoleculare ale acestor intermediari (Fig. 5.2.).

P4
. T
e )s;/ f’L;’k
N )7 R SR Y
< L

a) 26c b) 27b
Figura 5.2. a) Reteaua supramoleculara 3D a esterului 26¢; b) Structura 2D a lanturilor
supramoleculare ale acidului 27b

Determinarea structurii pirolo[1,2-b]piridazinelor 29-34

Spectrele IR ale noilor compusi 29-34, au confirmat prezenta grupei functionale carbonil
de tip ester prin banda de absorbtie vc=o ester din regiunea 1666-1688 cm™. Absenta benzii vc-o
lactama diN Tn acizii precursori a confirmat reactia de cicloaditie 1,3-dipolara.

Tn spectrele *H-RMN, un semnal nou caracteristic a fost cel al protonului din pozitia 6 a
nucleului pirolo[1,2-b]piridazinic, prezent ca singlet in cazul derivatului 31 la 6=7,13 ppm.
Spectrele derivatilor 29, 32 si 34, inregistrate in solutie diluata, au pus in evidentd un semnal
triplet pentru acest proton datorita cuplarii cu protonii grupei metilen din radicalul etil din pozitia
7, la 6=7,11-7,15 ppm (J=0,9 Hz). Spectrele *3C-RMN au confirmat formarea noului nucleu
pirolic prin prezenta celor doua semnale ale atomilor de carbon C-5 (6=103,0-103,6 ppm) si
C-6 (0=112,6-112,8ppm), semnalele celorlalti atomi fiind prezente la valori ¢ corespunzatoare.

Prin difractie de raze X S-a observat cd unitatea structurala de baza a pirolo[1,2-b]pirida-
zinei 29 a fost formata din doua molecule chimic identice, cristalografic independente (Fig.

5.3.a) si prezintd o impachetare cristalografica paralela conform structurii 1D (Fig. 5.3.b).

a) ! b)
Figura 5.3. @) Structura pirolo[1,2-b]piridazinei 29; b) Structura supramoleculara 1D
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Capitolul 6. Sinteza si caracterizarea unor compusi heterociclici cu nucleu

pirolic obtinuti prin reinvestigarea reactiei Nenitescu
Prin reactia dintre p-benzochinona si 3-aminocinamatul de etil in mediu de 1-butanol, n
anul 1988 Palaghita M. si Réileanu D. [37] au obtinut un amestec format din doi produsi, un
derivat bisazepinic 40 si un derivat de 4-enamino-5-hidroxiindol 41 (Schema 6.1.), ale caror
structuri au fost confirmate prin spectrometrie IR si RMN [37]. In spectrul *H-RMN al
compusului 40, autorii [37] au raportat neechivalenta a doi protoni metilenici dintr-o grupa ester.
Prin reinvestigarea structurii monocristalului compusului 40 prin difractie de raze X, s-a

infirmat structura bisazepinica, evidentiind un izomer al acestuia, de tipul 42 (Schema 6.1.) [49].

H,N
0
C,H-00C /~CeH
COOC,Hs 2 ¢ 800C,H;
HO
+
| neCyHy O CoOC,Hs N—cetts
0 HzN C(,HS " INI
H,N
CijOOC 4 CGHi

COOC,H;

CsHs 0 + H
40 COOC;Hs M

Schema 6.1. Sinteza derivatului piroliliden-azepinic 42 si a derivatului de 5-hidroxiindol 41

prin reinvestigarea reactiei Nenitescu

Prin analiza structurii monocristalului s-a observat ca molecula nu a prezentat doud nuclee
azepinice condensate 40 [37] ci aceasta contine un nucleu azepinic si unul pirolic unite printr-o
dubla legatura C5=C20, derivatul 42 (Fig. 6.1.). Datele de difractie de raze X au explicat
neechivalenta magnetica a protonilor metilenici prin valorile lungimilor legaturilor de hidrogen

intra- si intermoleculare.

Figura 6.1. Structura moleculara a piroliliden-azepinei 42 obtinuta prin difractie de raze X.
15



Capitolul 7. Evaluarea citotoxicitatii unor noi compusi cu nucleu pirolic si

pirolic condensat din clasa pirolo[1,2-b]piridazinelor
Evaluarea citotoxicitatii unora dintre noii compusi sintetizati (pirolii 4-13, sarurile de
benzimidazoliu 2a-d, pirolo[1,2-b]piridazinele 29-31, 33, 34, acizii piridazinonici 27a-c si
piroliliden-azepina 42) s-a realizat pe celula vegetala de Triticum aestivum L., pe celulele
animale ale crustaceelor Artemia franciscana Kellogg si Daphnia magna Straus si/sau pe trei
linii celulare standardizate derivate din adenocarcinoame umane de colon (LoVo), de sén (MCF-
7), de ovar (SK-OV-3) si pe celulele endoteliale ale venei ombilicale umane (HUVEC).

Evaluarea citotoxicitatii pe celula vegetala de Triticum aestivum L.

Evaluarea actiunii citotoxice a compusilor luati in studiu pe celula vegetala de Triticum
aestivum L. prin metoda Constantinescu, a indicat ca dintre pirolii 4-13 si bromurile 2a-d
derivatii pirolici trisubstituiti 12, 13, 10 si 5 au prezentat procentele de inhibitie cele mai mari
la 72 ore si la concentratia de 1000 uM (69,5%, 60,6%, 44,0% si 29,7%), acestia avand un efect
inhibitor mai slab comparativ cu bromurile intermediare 2d — 97,0%, 2c — 95,2%, 2b — 91,5%,
cu exceptia compusului pirolic 5 (29,7% vs. bromura 2a — 16,0%). S-a observat ca pirolii
trisubstituiti au prezentat efect inhibitor mai pronuntat comparativ cu cei tetrasubstituiti si ca
grefarea pe nucleul benzenic in pozitiile 4 si 5 a doi radicali metil a potentat efectul inhibitor.

in cazul compusilor cu nucleu pirolic condensat, cea mai pronuntati actiune inhibitorie a
avut-o pirolo[1,2-b]piridazina 33 obtinuta din acidul piridazinonic 27b, prezentand un procent
de inhibitie mai mare de 35% la toate concentratiile testate (98,3%-36,5%). S-a observat ca
grefarea atomului de fluor a Tmbunatatit efectul inhibitor al acestora.

Analiza microscopica a confirmat efectul inhibitor a unora dintre acesti compusi prin
vizualizarea unor modificari ale filmului mitotic si a mitoinhibitiei, spre exemplu metafaze si

telofaze in tropocinezd, metafaze dezorganizate, anafaze in tropocineza, punti telofazice etc.

Evaluarea citotoxicitatii pe celulele animale de Artemia franciscana Kellogg si
Daphnia magna Straus

Evaluarea citotoxicitatii in vivo pe crustaceele de Artemia franciscana a noilor piroli 4-13
si a sarurilor de bezimidazoliu 2a-d a indicat ca acestia au fost lipsiti de toxicitate, cu exceptia
pirolului 12 care contine un fragment benzilamino si doud grupe metil pe nucleul benzenic legat

de atomul de azot pirolic si a precursorului acestuia, bromura 2d, care la 48 ore au prezentat
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valorile CL2s de 168,8 uM si, respectiv, 793,2 uM. In cazul crustaceelor de Daphnia magna,
acestea au prezentat sensibilitate mai mare fatd de noii compusi evaluati; cu cateva exceptii
(pirolii 7, 8, 10 si 13), toti compusii au avut procente semnificative de letalitate, cei mai toxici
fiind pirolii 5, 6, 11 si 12 (CL50=4,58 uM), iar dintre saruri, derivatul 2d (CLso=157,0 uM).

Pirolo[1,2-b]piridazinele si acizii intermediari au fost lipsiti de toxicitate in cazul
naupliilor artemiilor. Tn schimb, nevertebratele din specia Daphna magna au fost mai sensibile
la actiunea acestora, evidentiindu-se pirolo[1,2-b]piridazina 29 (CLso=46,12 uM), iar dintre
acizi, derivatul 27a (CL50=521 uM).

Evaluarea citotoxicitatii pe linii celulare tumorale

Evaluarea actiunii citotoxice a noilor compusi heterociclici cu nucleu pirolic izolat 4-11
si 13, abromurilor precursoare 2a,d, a pirolo[1,2-b]piridazinelor 29-31, 33, 34, acizilor interme-
diari 27a-c si a piroliliden-azepinei 42 pe cele trei linii celulare umane tumorale LoVo, MCF-7,
SK-OV-3 si pe celulele endoteliale normale HUVEC s-a realizat comparativ cu medicamentele
5-fluorouracil (5-FU) si cisplatina (Cis-Pt) [45, 48].

Rezultatele obtinute prin investigarea actiunii citotoxice a derivatilor cu nucleu pirolic
izolat 4-11 si 13 si a bromurilor precursoare 2a,d pe linia celulara de adenocarcinom uman de
colon (LoVo) au indicat ca acestia prezinta efect citotoxic dependent de concentratie si de timpul
de expunere. Astfel, daca la concentratia de 400 UM si la 24 ore, toti compusii au scazut
viabilitatea celulara sub 70%, la 48 ore acestea fiind sub 55%. Dintre compusii testati, cele mai
scazute valori ale viabilitatii celulare, le-a prezentat noul pirol 13 (3,93% — 400 uM) care contine
in molecula un fragment benzilamino si doud grupe metil pe nucleul benzenic legat de atomul
de azot si un radical 4-etiloxicarbonil, valori mai scazute (19,06-61,79%) la concentratiile
200-25 UM, la 24 ore, decat medicamentele 5-FU (39,27-76,22%) si Cis-Pt (54,95-76,03%). In
schimb, la 48 ore, efectul citotoxic al acestuia a fost mai slab comparativ cu referintele. Dintre
compusii testati s-au mai evidentiat, la concentratiile cele mai mari, in special la 400 pM, si
derivatul pirolic 4 (24,02%), urmat de omologii 9 (31,18 %) si 11 (30,72%) (Fig.7.1.).

n cazul liniei celulare MCF-7, cel mai bun efect inhibitor al proliferarii celulare 1-a
prezentat derivatul pirolic 13 (16,67% - 400 uM), avand procentele de viabilitate celulara
(41,92-85,23%), la 24 ore, mai mici decat ale medicamentului 5-FU (45,47-90,65%) in
intervalul de concentratii 200-12,5 pM. Un alt compus cu o actiune mai pronuntata a fost si

derivatul 10 care contine fragmentele benzilamino si benzoil (23,54% — 400 uM). Alti compusi
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care au prezentat viabilitatea celulara sub 70% la 400 uM au fost pirolii 5-9. Spre deosebire de
acestia, derivatul 11 a avut un efect stimulator al proliferarii celulare la primele concentratii
testate (Fig. 7.2.). La 48 ore, acelasi derivat 13, urmat de 10, au prezentat efect citotoxic la
concentratiile 400 pM (12,82% si 15,12%) si 200 uUM (44,77% si 52,07%).

LoVo /48 de ore

110
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90
80
70
60
50
40
30
20
10

4 S 6 7 8 9 10 11 2d 13

0
2a S FU CisPt

Viabilitatea celulara %

m3.125uM =625 uM =125 M =25 uM =50 uM =100 uM =200 uM =400 pM

Figura 7.1. Viabilitatea celulara (exprimata in procente) a celulelor LoVo tratate cu pirolii

4-11, 13, sarurile intermediare 2a,d si cu referintele la 48 ore
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Figura 7.2. Viabilitatea celulara (exprimata in procente) a celulelor MCF-7 tratate cu pirolii

4-11, 13, sarurile intermediare 2a,d si cu referinta la 24 ore

Pe linia celulard SK-OV-3, la 24 ore, cele mai scazute valori ale viabilitatilor celulare, in
intervalul 400-25 pM, le-a prezentat tot pirolul 13 (35,27-80,27%), urmat de omologul 10
(54,93-81,88%), primul avand efect comparabil cu Cis-Pt la concentratiile 200-6,25 puM. n
schimb, la 48 ore cele mai mici valori ale viabilitatii celulare le-a avut pirolul 10 Tn intervalul
400-25 uM, efectul citotoxic fiind mult mai scdzut decat al referintei. Si in cazul acestei linii

celulare s-a inregistrat un efect stimulator al proliferarii celulare cand au fost tratate cu pirolii 8
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sau 11, atat la 24 ore cat si la 48 ore, la cele mai mari concentratii. Rezultatele evaluarii
citotoxicitatii pe celulele HUVEC au indicat ca derivatii cu nucleu pirolic izolat si precursorii
corespunzatori testati au fost lipsiti de toxicitate, prezentand valori ale viabilitatilor peste 80%,
cu exceptia pirolului 13 la 24 ore, la concentratiile 400 UM (55,10%) si 200 UM (71,80%) si la
48 ore la 400-25 pM (29,01-79,43%) si a pirolului 10 numai la 48 ore la 400 uM (60,41%).
Efectul citotoxic al pirolo[1,2-b]piridazinelor 29-31, 33 si 34 si al acizilor 27a-c a fost mai
scazut decat al compusilor cu nucleu pirolic izolat. Efectul antiproliferativ pe linia celulara
tumoralda LoVo la 24 ore a indicat ca derivatii 27a,c si pirolo[1,2-b]piridazinele 29, 31, 34 au
prezentat viabilitati celulare sub 80% la cea mai mare concentratie. La 48 ore si la cea mai mare
concentratie, compusii testati, cu exceptia acidului 27b, au prezentat valori ale viabilitatilor
celulare sub 70%, evidentiindu-se derivatul 34 (41,82%) care contine fragmentul etiloxicarbonil

si un atom de clor si omologul 29 (48,47%) cu un fragment metiloxicarbonil (Fig. 7.3.).

LoVo /48 ore

110 _ _
100 E s

- T

90 T
80 Il = =
70 .
60
50
40 il
30
20
10 i“

0

29 34 S FU

27a 27b 30 33 27c 31 Cis-Pt

Viabilitatea celulara %

w3125 uM =625 uM 12.5 uM 25 uM =S50 M =100 uM =200 uM =400 uM

Figura 7.3. Viabilitatea celulara (exprimata in procente) a celulelor LoVo tratate cu

pirolo[1,2-b]piridazinele 29-31, 33, 34, acizii intermediari 27a-C si cu referintele la 48 ore

Actiunea citotoxica a acestora a fost si mai redusa pe liniile celulare MCF-7 si SK-OV-3,
valorile cele mai scdzute ale viabilitatii celulare fiind observate la 400 uM si la 48 ore in cazul
celor tratate cu pirolo[1,2-b]piridazinele care au grefat atomul de fluor in molecula, compusul
33 pentru celulele MCF-7 (73,13%) si compusul 30 pentru celulele SK-OV-3 (79,76%). Prin
tratarea celulelor HUVEC cu acesti compusi, s-a observat absenta efectului citotoxic, valorile
viabilitatilor, la ambele intervale de timp, fiind mai mari de 90%. Si in cazul piroliliden-azepinei
42 cele mai scazute valori ale viabilitatilor celulare (28,79%) s-au obtinut pe linia celulara LoVo,

la 48 ore si la 400 uM.
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Capitolul 8. Concluzii si contributii personale

Sinteza unor noi compusi heterociclici reprezinta una dintre cele mai sigure modalitati de
descoperire a unor noi molecule cu actiune biologica, cunoscandu-se ca un procent foarte mare
din numarul total de medicamente contin in moleculd un nucleu heterociclic, cel mai adesea cu
cel putin un atom de azot ca heteroatom. Obiectivul general al acestui studiu a fost sinteza si
caracterizarea unor noi compusi heterociclici cu nucleu pirolic, in scopul identificarii unor noi
molecule cu posibila actiune terapeutica. In acest scop, o etapa importanta, preliminara, a constat
in studiul literaturii de specialitate referitoare la chimia unor compusi heterociclici cu nucleu
pirolic izolat si condensat din clasa pirolopiridazinelor, cu privire la sinteza, dar si la
proprietatile biologice ale acestora, prezentate in partea generala a lucrarii.

Pe baza acestora date, obiectivele urmadrite in sinteza, caracterizarea fizico-chimica si
evaluarea efectului citotoxic al unor noi compusi heterociclici cu nucleu pirolic tri- sau
tetrasubstituit si a unor compusi cu nucleu pirolic condensat din clasa pirolo[1,2-b]piridazinelor
le consider Tndeplinite.

Sinteza noilor compusi cu nucleu pirolic izolat 4-19 a avut loc In doua etape, prima etapa
constind in obtinerea bromurilor de benzimidazoliu 2a-e prin reactia unor derivati de
benzimidazol si bromoacetonitril, in acetona, la reflux, doua dintre acestea, 2d si 2e, fiind
necitate in literatura. In etapa urmitoare, prin tratarea sarurilor de benzimidazoliu cu diferite
alchine dipolarofile (1-fenil-2-propin-1-ona, propiolat de metil, propiolat de etil, propiolat de
izopropil, acetilendicarboxilat de dimetil, acetilendicarboxilat de dietil) in 1,2-epoxibutan, la
reflux, timp de 48 ore, s-au obtinut noii compusi pirolici tri- sau tetrasubstituiti 4-13 cu
randamente moderate (35-60%). Un element de originalitate in aceastd metoda de sinteza a
constat Tn modificarea mediului de reactie prin adaugarea, alaturi de 1,2-epoxibutan si de
acetonitril, in raport volumetric de 1:1, in cazul compusilor fluorurati 14-19, diminuandu-se
substantial timpul de reactie, la 6 ore, randamentele de reactie fiind usor marite, 46-61%. Reactia
implicd generarea in situ a unor N-ilide care, printr-o cicloaditie 1,3-dipolara cu alchinele
dipolarofile, au condus in final la obtinerea noilor compusi pirolici 4-19. Prin introducerea de
alchine nesimetrice (1-fenil-2-propin-1-ona, propiolat de metil, propiolat de etil, propiolat de
izopropil) s-au obtinut compusii pirolici 4-7 si 10-17 substituiti in pozitia 4 cu radicalul

alchiloxicarbonil si nu in pozitia 5, indicand astfel regioselectivitatea reactiei (capitolul 4).
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Noii compusi cu nucleu pirolic condensat, pirolo[1,2-b]piridazinele 29-34, au fost
sintetizati din acizii piridazinonici 27a-c cu alchine dipolarofile nesimetrice (propiolat de metil
sau de etil), in anhidrida acetica, la 90 °C, cu randamente de 41-52%. Reactia a fost
regioselectiva, cu obtinerea pirolo[1,2-b]piridazinelor 29-34 substituite in pozitia 5 si nu 6,
avand loc prin generarea in situ a unor oxazolone mezoionice. Alegerea alchinelor nesimetrice
si identificarea regioselectivitatii reactiei reprezintd o noutate in domeniu, contributie insemnata
in sinteza si mecanismele de reactie. Precursorii acizi 27a-c au fost obtinuti prin hidroliza
esterilor corespunzatori 26a-c, acestia din urma fiind sintetizati in patru etape succesive, pornind
de la benzen sau derivati halogenati ai acestuia cu anhidrida succinica printr-o reactie de acilare
Friedel-Crafts, urmata de reactia cu hidrat de hidrazina, apoi dehidrogenare si, in final de
alchilare cu esterul etilic al acidului 2-bromo-butanoic (capitolul 5).

Confirmarea structurald a noilor compusi s-a realizat prin analizd elementald, metode
spectrale IR, 'H-RMN si *C-RMN si in cazul unora dintre acestia prin difractie de raze X.
Rezultatele au confirmat structurile propuse si au evidentiat caracterul regioselectiv al reactiei
de cicloaditie 1,3-dipolara.

Avand in vedere importanta nucleului pirolic condensat, un capitol distinct al acestei teze
I-a constituit reinvestigarea structurii unui compus bisazepinic obtinut prin sinteza Nenitescu,
prin reactia p-benzochinonei cu 3-aminocinamatul de etil, in mediu de n-butanol [37]. Prin
analizarea structurii prin difractie de raze X s-a identificat un nou compus cu structurd
piroliliden-azepinica, cele doud nuclee fiind legate printr-o dubla legatura C=C. Obtinerea unui
astfel de compus cu structura piroliliden-azepinica prin reactia Nenitescu nu a mai fost raportata
in literatura, fiind un aport insemnat adus cercetarii stiintifice din domeniu (capitolul 6).

In scopul identificarii unor noi molecule cu potential biologic, noii compusi heterociclici
pirolici 4-13, pirolo[1,2-b]piridazinele 29-31, 33, 34, piroliliden-azepina 42 si precursorii 2a-d,
27a-c au fost testati privind citotoxicitatea in vivo si/sau in vitro. Studiile de citotoxicitate in
vivo ale compusilor s-au realizat pe celula vegetala de Titicum aestivum L. si pe doua crustacee
Artemia franciscana Kellogg si Daphnia magna Straus, iar cele in vitro pe trei linii celulare
derivate din adenocarcinoame umane de colon (LoVo), san (MCF-7) si ovar (SK-OV-3) si pe
celulele normale derivate din endoteliul venei ombilicale HUVEC, utilizate pentru control.

Rezultatele obtinute prin evaluarea citotoxicitatii compusilor testati pe celula vegetala, in

domeniul de concentratii 1000-10 uM, au indicat ca acestia prezintd toxicitate, in general,
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scazuta. Dintre derivatii pirolici, cei trisubstituiti 12 (69,5%), 13 (60,6%), 10 (44,0%) si
5 (29,7%) au prezentat, cele mai mari procente de inhibitie ale alungirii radiculare la 72 ore, la
1000 uM. In cazul pirolo[1,2-b]piridazinelor, s-a evidentiat derivatul 33 care contine un atom
de fluor, cu valori ale inhibitiei alungirii radiculare de 98,3%-36,5% la 72 ore, in domeniul de
concentratii utilizate. Rezultatele observate macroscopic au fost sustinute de observatiile micro-
scopice, vizualizandu-se diferite modificari ale filmului mitotic sau ale unor structuri celulare.

Prin evaluarea citotoxicitatii compusilor testati pe celula animala, pe crustaceele Artemia
franciscana Kellogg s-a constatat ca acestia au fost in general lipsiti de toxicitate, cu exceptia
pirolului 12 care contine in molecula un fragment benzilamino si doua grupe metil pe nucleul
benzenic legat de atomul de azot si un radical 4-metiloxicarbonil si a bromurii de benzimidazoliu
precursoare 2d care, la 48 ore au indus letalitate, cu valori CL2s de 168,8 uM si, respectiv, 793,2
uM. In schimb, crustaceele de Daphnia magna Straus au fost mai sensibile la actiunea
compusilor testati, rezultatele indicand ca cei mai toxici au fost pirolii 5, 6, 11 si 12, iar dintre
saruri derivatul 2d, valorile CLso, la 24 ore, care au fost calculate pentru ultimii doi derivati fiind
de 4,58 uM si, respectiv, 157,0 uM. Compusii cu nucleu pirolic condensat nu au prezentat
toxicitate fatd de nauplii artemiilor, in schimb, dafnidele au fost mai sensibile la actiunea
acestora, evidentiindu-se pirolo[1,2-b]piridazina 29 si acidul precursor corespunzator, 27a care,
la 48 ore, au prezentat valori ale CLso de 46,12 uM si, respectiv, 521,3 pM.

Screeningul potentialului antitumoral al noilor compusi prin determinarea viabilitatii
celulelor tumorale prin metoda colorimetricdi MTS, a indicat cd acestia au prezentat efect
citotoxic dependent de doza si de timp, cel mai pronuntat fiind pe linia celulara LoVo. Dintre
derivatii cu nucleu pirolic izolat, compusul 13, omolog cu pirolul 12, care contine in molecula
un fragment benzilamino si doud grupe metil pe nucleul benzenic legat de atomul de azot si un
radical 4-etiloxicarbonil, s-a remarcat cu efectul antitumoral cel mai pronuntat pe toate liniile
celulare tumorale luate in studiu. Cel mai scazut procent al viabilitatii a fost observat pe linia
celulara LoVo, la concentratia 400 uM (3,93%), valori chiar mai mici (19,06-61,79%) decét ale
medicamentelor luate ca referinta, 5-FU (39,27-76,22%) si Cis-Pt (54,95-76,03%), in intervalul
de concentratii 200 pM-25 uM si la 24 ore. Acelasi compus a prezentat efect citotoxic mai intens
decat referinta 5-FU si pe linia celulara MCF-7, tot la 24 ore, dar procentele de viabilitate
celulara au fost mai mari decat pe LoVo. Evaluarea efectului citotoxic pe celulele endoteliale

HUVEC au indicat absenta toxicitatii compusilor testati, cu exceptia aceluiasi compus 13 care
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a prezentat procente de viabilitate celulara sub 80% atat la 24 ore la primele doua concentratii
(400 uM — 55,10 %, 200 uM — 71,80 %), cat si la 48 ore n intervalul de concentratii 400-25 uM
(29,01%-79,43%). Rezultatele obtinute in cazul compusilor cu nucleu pirolic condensat au
indicat un efect inhibitor al proliferarii celulare mai slab decat cei cu nucleu pirolic izolat. Cele
mai mici valori ale viabilitatii celulare au fost obtinute tot pe linia celularda LoVo, fiind lipsiti de
citotoxicitate pe celulele HUVEC. Dintre acesti compusi, pirolo[1,2-b]piridazina 34 care
contine un atom de clor si o grupa etiloxicarbonil a prezentat un efect citotoxic mai pronuntat
pe linia celulara LoVo, la 48 ore, procentul de viabilitate celulara la 400 uM fiind de 41,82%,
dar mai mare decat cele date de medicamentele de referinta. Si in cazul piroliliden-azepinei
efectul citotoxic cel mai pronuntat a fost pe linia celulard LoVo, cel mai mic procent de
viabilitate celulara la 48 ore si la 400 uM fiind de 28,79%, efect mai scazut insa comparativ cu
aceleasi referinte, incurajator fiind absenta citotoxicitatii pe celulele normale (capitolul 7).

Originalitatea acestei lucrdri constd in sinteza unui numar de 23 de noi compusi
heterociclici cu nucleu pirolic, 16 cu nucleu pirolic tri- sau tetrasubstituit si 6 cu nucleu pirolic
condensat din clasa pirolo[1,2-b]piridazinelor, o piroliliden-azepina, necitatati in literatura, dar
si a 8 noi precursori, 2 saruri de benzimidazoliu, 3 esteri piridazinonici si 3 acizi piridazinonici
care au fost caracterizati complet din punct de vedere fizico-chimic, cu structura confirmata prin
analizi elementald, prin metode spectrale IR, *H-RMN si *C-RMN, iar in cazul unora si prin
difractie de raze X.

Rezultatele obtinute in urma evaluarii citotoxicitatii noilor compusi obtinuti au permis
identificarea potentialului antitumoral al unor noi molecule, deschizand perspective de cercetare
in domeniul medical.

Pe baza acestor rezultate, ne propunem urmatoarele perspective de continuare a acestor
studii: evaluarea actiunii antimicrobiene a noilor compusi sintetizati, evaluarea toxicitatii acute,
a actiunii analgezice si antiinflamatoare pe model murin, continuarea evaluarii actiunii
antitumorale a compusilor sintetizati si pe alte linii celulare tumorale, evaluarea ciclului celular,
modularea potentiala a apoptozei, dar si sinteza unor noi compusi din aceste clase cu randamente
imbunatatite prin modificarea conditiilor de reactie si prin grefarea unor noi substituenti ca
promitatori centri farmacofori care sa potenteze actiunea biologicad in general si n special cea

antitumorald, cu capacitatea de diferentiere intre celulele tumorale si normale.
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