UNIVERSITATEA ,,ALEXANDRU IOAN CUZA” DIN
TASI
FACULTATEA DE CHIMIE

SCOALA DOCTORALA DE CHIMIE $I STIINTE ALE VIETII SI
PAMANTULUI

LUCIAN GABRIEL BAHRIN

Sinteze de noi derivati de flavonoide

CONDUCATOR STIINTIFIC
Prof. dr. habil. MIHAIL-LUCIAN BiRSA

TASI
2016



Introducere

Flavonoidele reprezinta o clasa de compusi cu structura
polifenolica de origine vegetala, considerati a fi metaboliti secundari ai
plantelor. Denumirea de flavonoid provine din cuvantul latin flavus,
care inseamna galben, unul din rolurile acestor substante fiind acela de
pigmentare a petalelor florilor.

in prezent se cunosc peste 9000 de flavonoide,® insd acest numar
creste de la an la an. Atentia deosebita pe care acesti compusi o primesc
se datoreaza in special plajei largi de activitati biologice. Diverse studii
au relevat faptul ca flavonoidele prezinta proprietati antioxidante ,? anti-
tumorale,® antimicrobiene,* antivirale,” antihelmintice,” etc.

Prezenta teza are ca scop aprofundarea studiilor asupra acestei
clase de compusi, prin sinteza de noi flavonoide ce contin sulf, precum

si prin investigarea unora dintre proprietatile acestora.

Structura si clasificare

Flavonoidele sunt construite plecand de la acelasi schelet de baza,
Cs-C3-Cg, respectiv doud nuclee aromatice unite prin intermediul unei
catene formate din trei atomi de carbon. Marea majoritate a
flavonoidelor sunt derivati de fenilbenzopiran.

In functie de pozitia in care se leagd restul fenil, se definesc trei
mari clase, respectiv flavonoide, derivati de 2-fenilbenzopiran,
isoflavonoide, derivati de 3-fenilbenzopiran, si neoflavonoide, derivati

de 4-fenilbenzopiran (Figura 1).



Pe langa aceste trei mari clase, In naturd se intalnesc si flavonoide
a caror structurd nu deriva din fenilbenzopiran. Acestea se numesc
flavonoide minore si sunt incadrate n categoria flavonoidelor datorita
scheletului de baza Cg-C3-Cs. Exemple in acest sens sunt calconele si

auronele (Figura 1).

4 /
3
AN
1
(0]
(L )
(0]
DICORMOC
(0] (@) (0]
Flavonoide Isoflavonoide Neoflavonoide

o Flavonoide minore:

2'-Hidroxicalcona

Aurona

Figura 1 — Structurile de baza ale flavonoidelor, isoflavonoidelor,

neoflavonoidelor si flavonoidelor minore.



Proprietati biologice ale flavonoidelor

Flavonoidele prezintd un interes deosebit datoritd interactiunilor
variate cu organismul uman. Acestea pot actiona asupra celulelor
canceroase prin diverse mecanisme, cum ar fi declansarea proceselor ce
conduc la apoptoza (moartea programata a celulei),7 impiedicarea
diviziunii celulare prin depolimerizarea microtubulilor,® sau inhibarea
procesului de angiogeneza, respectiv formarea de noi vase de sange,
necesare dezvoltarii si proliferarii tumorilor.”

Flavonoidele au capacitatea de a regla raspunsul inflamator prin
mecanisme diverse, cum sunt neutralizarea unor radicali liberi sau
reglarea unor factori sau a unor procese celulare implicate in
inflamatie. 0142

Literatura de specialitate dispune de o pleiada de studii referitoare
la capacitatea antioxidantd a flavonoidelor, accentul punandu-se pe

extractia lor din plante — fructe,'® plante de ceai,***

plante folosite in
alte scopuri medicinale’® - si testarea abilititii de a neutraliza diverse
specii radicalice.

O serie de studii releva proprietdtile antivirale ale unor flavonoide,
prin testarea activitdtii acestora impotriva unor virusuri ca virusul
Hepatitei C,*" virusul Febrei Dengue,™® sau virusul A/H5N1.*

Unele flavonoide au potentialul de a fi folosite in tratarea
infectiilor cu viermi intestinali.?%

Flavonoidele au de asemenea potential antimicrobian, ele
actionand atat impotriva bacteriilor Gram pozitive sau Gram negative,

e A . . 22,23,24,2
cét si impotriva unor fungj.?*?*#4%



Sinteza unor noi derivati de flavonoide

Teza intitulatd “Sinteze de noi derivati de flavonoide” a urmarit
obtinerea de flavanone substituite n pozitia 3 cu un rest ditiocarbamic,
precum si a sarurilor de 1,3-ditioliu provenite din ciclizarea acestuia.

Astfel, obiectivele acestei teze au fost urmatoarele:

1. Sinteza unor 6-hidroxiflavanone si a sarurilor de 1,3-
ditioliu corespunzatoare.

2. Sinteza unor 6-fluoroflavanone si a sarurilor de 1,3-ditioliu
corespunzatoare.

3. Sinteza unor 6-cloroflavanone si a sarurilor de 1,3-ditioliu
corespunzatoare.

4. Sinteza unor 6-bromoflavanone si a sarurilor de 1,3-
ditioliu corespunzatoare.

5. Sinteza unor 6-iodoflavanone si a sarurilor de 1,3-ditioliu
corespunzatoare.

6. Sinteza unor 6,8-diiodoflavanone si a sarurilor de 1,3-
ditioliu corespunzatoare.

7. Testarea activitatii antimicrobiene a unora din derivatii noi

obtinuti.

Toti compusii nou obtinuti au fost caracterizati prin spectrometrie
de rezonantd magneticd nucleard, spectroscopie de infra-rosu si/sau

spectrometrie de masa si de raze X.



Schema 1 prezinta metoda generala de sinteza folosita in obtinerea

compusilor urmariti:
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Schema 1 — Metoda generala de sinteza a compusilor tinta.
@-Bromo-2’-hidroxiacetofenonele de tipul 1 reactioneazd cu
diverse saruri ale unor acizi dialchilaminoditiocarbamici, cand se obtin
ditiocarbamati cu structura 3. Acestia, In reactie cu aminali de tipul 4
(NR2 = 4H-morfolinil) conduc la flavanone de tipul 5, care au in pozitia
3 un rest dialchilaminoditiocarbamic. Prin ciclizarea acestor flavanone
in mediu acid, se obtin flavonoidele triciclice cu structurd de saruri de

1,3-ditioliu de tipul 6.



Toate flavanonele sintetizate se obtin sub forma unui amestec de
izomeri syn si anti, dupa cum substituentii legati de atomii de carbon C-
2 si C-3 sunt orientati spatial de aceeasi parte sau de parti diferite fatd de

planul nucleului benzopiranic (Figura 2).

izomeri syn izomeri anti

Figura 2 — Structurile izomerilor syn si anti ale flavanonelor de tipul 5.

Detalii privind structurile flavonoidelor sintetizate se regdsesc in

Tabelul 1.



Tabelul 1 — Structurile flavonoidelor nou sintetizate.

Flavonoidi R! R? NR?, R? X

136 g N%z

137 c OH H morfolinil OMe ClOq4
d Cl

144 g gl

145 o F H dietilamino Br BF,
d I

151 g cFl

152 c Cl H dietilamino Br BF,
d |
a F

155 k(::) dietilamino E;r

156 | d Br H dimetilamino BF.
e pirolidinil Cl
f piperidinil
a morfolinil Cl ClO4
b I morfolinil NO, -

160 c dietilamino OMe ClOq4

161 S | (|::I
f H dietilamino Br BF,
g |




Tabelul 1 (continuare)

Flavonoidda | R' | R® NR>, R* X | Flavonoida
a .. H
b H H morfolinil OMe
c H H OMe
d Br H Cl
164 e | Br H H o
165 f Br H dietilamino OMe ‘
g Br Br H
h Br Br Cl
i | | H
j I | Cl
168 H H dietilamino H BF,
169 g cF|
166 c H H dietilamino Br BF,
d I
170 g gl
171 c Br H dietilamino H BF,
d I

Datele spectrale adunate confirma structurile propuse pentru noii
compusi. Spectrele 'H RMN ale flavanonelor releva disparitia
semnalului singlet corespunzator atomilor de hidrogen aflati in pozitia o
fata de gruparea carbonil, din spectrele ditiocarbamatilor de tipul 3. In
schimb, se observa aparitia a doud dublete noi situate intre 5.50 ppm si
6.50 ppm, ce corespund atomilor de hidrogen din pozitiile 2 si 3 ale
nucleului benzopiranic. Totodatd, apar noi semnale corespunzatoare
inelului aromatic aflat in pozitia 2 a nucleului benzopiranic. Spectrele
BC RMN ale flavanonelor prezintd de asemenea semnale noi,

corespunzdatoare  nucleului  aromatic  incorporat in  reactia



ditiocarbamatilor de tipul 3 cu aminalii 4. Figurile 3 si 4 prezinta

spectrele "H RMN si °C RMN ale flavanonei 151b, inregistrate in
CDCls.
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Figura 3 — Spectrul *H RMN al flavanonei 151b, inregistrat in CDCls, la
300 MHz.
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Figura 4 — Spectrul *C RMN al flavanonei 151b, inregistrat in CDCls,
la 75 MHz.

Etapa de ciclizare a flavanonelor la sarurile de 1,3-ditioliu
corespunzatoare conduce de asemenea la schimbari importante de
naturi spectrala. Spectrele "H RMN ale sarurilor de 1,3-ditioliu prezinta
disparitia dubletului corespunzator atomului de hidrogen din pozitia 3
ale nucleului benzopiranic, precum si deplasarea semnalului dat de
atomul din pozitia 3 ale nucleului benzopiranic la aproximativ 6.90
ppm. De asemenea, multiplicitatea acestuia se modifica in singlet.
Spectrele *C RMN ale sarurilor de 1,3-ditioliu prezinta disparitia
semnalelor corespunzatoare grupdrilor carbonil si tiocarbonil,
concomitent cu aparitia unui nou semnal in jurul valorii de 184.0 ppm,

atribuit atomului de carbon pozitivat din ciclul 1,3-ditiolic. Figurile 5 si



6 prezintd spectrele "H RMN si *C RMN ale flavonoidei triciclice
152D, inregistrate in DMSO-dg.
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Figura 5 — Spectrul *H RMN al flavanonei 152b, inregistrat in DMSO-
ds, 1a 300 MHz.
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Figura 6 — Spectrul **C RMN al flavanonei 152b, inregistrat in DMSO-
ds, la 75 MHz.

Evaluarea proprietatilor antibacteriene ale unor

flavonoide triciclice

In urma unor teste preliminarii26 s-a constatat faptul ca
flavonoidele triciclice 164d,f,h,j si 166b prezintd proprietati
antibacteriene, atat impotriva bacteriilor Gram-pozitive (Staphylococcus
aureus ATCC 25923), cat si a celor Gram-negative (Escherichia coli

ATCC 25922), rezultatele acestor teste fiind prezentate in Tabelul 2.

Tabelul 2 — Concentratiile minime inhibitorii ale flavonoidelor

triciclice, testate pe culturi de S. aureus (Sa) si E. coli (Ec).



MIC
R® R? R (ng/ml)

_\N _/ Sa Ec

1 S§<§'F4 165d | Br H Cl 024 39
) @ c 165f | Br H OCH; 1.95 125
R? ° @  lesh | Br Br Cl 195 781

) 1655 | || Cl 097 1562

166b | H H ClI 195 625

DMSO 250 250

Odata cu acestea, au fost testate si flavanonele folosite in cadrul
sintezei compusilor 165d,f,h,j si 166b, insa acestea nu prezinta
activitate antibacteriand. Acest lucru indicd importanta pe care ciclul
1,3-ditiolic 0 are in determinarea proprietatilor antibacteriene. Dintre
structurile testate, cea mai buna activitate a fost obtinuta cu flavonoida
165d, a cdrei concentratie minima inhibitorie este de 0.24 ug/ml pentru
S. aureus si 3.9 pg/ml pentru E. coli. La polul opus, cele mai slabe
rezultate au fost obtinute pentru flavonoida 165f, a carei concentratii
minime inhibitorii pentru E. coli a fost determinata ca fiind 125 pg/ml.
Acest rezultat se datoreazad cel mai probabil substituentului metoxi aflat
in pozitia 4’. Flavonidele dublu substituite sau nesubstituite la nucleul
aromatic A, prezintd valori ale concentratiei minime inhibitorii

intermediare. Aceste valori intermediare sugereaza faptul ca



dimensiunea moleculei joacad un rol important in determinarea activitatii
antimicrobiene.

Au fost de asemenea inregistrate curbele de crestere ale celor doud
microorganisme in prezenta flavonoidei 165d, la diverse concentratii,

iar rezultatele sunt prezentate in Figurile 7 si 8.
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Figura 7 — Curbele de crestere pentru S. aureus in prezenta a diverse

concentratii ale flavonoidei 165d.
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Figura 8 — Curbele de crestere pentru E. coli in prezenta a diverse

concentratii ale flavonoidei 165d.

In cazul S. aureus, microorganismul incepe si se dezvolte dupa 3
ore atunci cand compusul 165d nu se gaseste in mediul de cultura
(control). Aceastd perioada este extinsd la 9 ore cand in mediu se
gaseste flavonoida 165d la o concentratie egala cu 2 MIC si depaseste
11 ore cand in mediu se gaseste flavonoida 165d la o concentratie egala
cu MIC. In cazul E. coli, microorganismul isi incepe dezvoltarea dupa
primele 2 ore, atunci cand compusul 165d nu se gaseste in mediul de
cultura (control). O concentratie de 2 MIC din flavonoida 165d extinde
aceasta perioada la 3 ore. Daca in schimb se adauga flavonoida 165d
intr-o concentratie egald cu MIC sau 2 x MIC , perioada de latenta este

extinsa la 6, respectiv depaseste 10 ore.



Rezultatele promitdtoare obtinute in urma acestor teste ne-au
determinat sd investigdm mecanismul de actiune al acestor compusi
asupra bacteriilor. O prima ipoteza a constat intr-un mecanism de tipul
Maxam-Gilbert.”” Acesta presupune interactiunea dintre ciclul 1,3-
ditiolic si acizii nucleici bacterieni, interactiune ce ar conduce la
scindarea acestor molecule. Pentru a testa aceasta ipoteza, culturi de S.
aureus si E. coli au fost tratate cu flavonoida 165d (2 x MIC si 10 x
MIC), iar ulterior, ADN-ul bacterian a fost extras si supus
electroforezei. Rezultatele obtinute au infirmat ipoteza de lucru,

lanturile de acizii nucleici nefiind fragmentate (Figura 9).%®

Figura 9 — Rezultatele testelor de fragmentare a ADN-ului microbian; 1
— martor; 2 — S. aureus control; 3 —S. aureus + 165d 2 ore; 4 —S.
aureus + 165d 3 ore; 5 — E. coli control; 6 — E. coli + 165d 2 ore; 7 — E.
coli + 165d 3 ore.

O a doua ipoteza urmarita a presupus existenta unui mecanism de

actiune asupra peretelui celular bacterian. In acest sens, culturi de



S.aureus si E. coli au fost tratate cu iodurd de propidiu, respectiv
bromura de etidiu, compusi ce interactioneaza cu acizii nucleici,
conducand la aparitia unor combinatii fluorescente. Patrunderea acestor
coloranti in interiorul celulelor bacteriene se realizeazd numai atunci
cand integritatea invelisului celular este afectatd, prin urmare aparitia
unor combinatii fluorescente indicd celule ale céror invelisuri celulare
au avut de suferit datoritd prezentei in mediul de culturd a flavonoidei
testate. Figura 10 prezintd rezultatele obtinute in primele 10 minute
pentru E. coli. Imaginile au fost inregistrate  prin microscopie
electronica. Prima imagine a fost obtinutd prin contrast diferential de
interferentd (DIC) si are rolul de a evidentia numarul total de celule de
pe suprafata investigata, iar urmatoarele doud imagini au fost obtinute la
5, respectiv 10 minute de la expunere la flavonoida 165d, prin excitare
la 488 nm.



Figura 10 — Rezultatele evaluarii integritatii membranei celulare la E.
coli; sus — numarul total de celule investigate (DIC); jos, stanga -
celulele fluorescente dupa 5 minute de la expunere; jos, dreapta -

celulele fluorescente dupa 10 minute de la expunere.

Un al doilea efect pe care flavonoida 165d l-a avut asupra
microorganismelor studiate a putut fi observat prin intermediul
microscopiei electronice cu scanare (SEM) si se refera la fenomenul de
aglutinare a celulelor bacteriene. Prin expunere timp de doua ore la de
2x, respectiv 10x concentratia minima inhibitorie, a fost observat faptul
ca celulele bacteriene isi schimbd semnificativ morfologia, fapt

prezentat in Figura 11.



S, aureus

Figura 11 — Imagini obtinute prin intermediul SEM; a, d — celule
netratate; b, e — 2 x MIC; ¢, f— 10 x MIC.

Aceste rezultate confirmd existenta unui mecanism de actiune la
nivelul peretelui celular bacterian, flavonoidele triciclice de tipul 165d
avand capacitatea de a liza membranele celulelor asupra cérora
actioneaza. Odatd stabilit un mecanism de actiune, urmdtorul pas a
constat in efectuarea unui studiu structura-activitate pentru flavonoidele
triciclice studiate. In acest sens, plecand de la structura 165d, s-a decis
testarea activitatii antibacteriene a compusilor 155d-f, care in locul
restului de dietilamina, 1n pozitia 2 a ciclului 1,3-ditiolic prezintd resturi
de dimetilamina, pirolidina, respectiv piperidina. Rezultatele obtinute in

urma testarilor pe S. aureus si E. coli sunt prezentate in Tabelul 3.



Tabelul 3 — efectele flavonoidelor 155d-f asupra S. aureus (Sa) si E. coli

(Ec), in comparatie cu flavonoida 165d.

MIC (ug/ml)
R
N—R NR, Sa Ec
S/+< BF,
Br &S 165d | dietilamino 024 3,9
|@ C
(@]

@ 155d | dimetilamino 781 1562

¢ 155 pirolidinil 195 39

155f piperidinil 62.5 125

Astfel, ordinea cresterii activitatii antibacteriene in functie de
gruparea dialchilamino folositd este piperidinil < dimetilamino <
pirolidinil < dietilamino. Odata stabilita gruparea dietilamino ca fiind
cea optima, s-a decis investigarea influentei substituentilor grefati pe
nucleele aromatice A si B. Din rezultatele prezentate in Tabelul 2 se
observa ca valorile concentratiilor minime inhibitorii sunt cele mai mici
atunci cand pe inelul A se afla un singur substituent, legat de acesta in
pozitia 6 a nucleului benzopiranic. Tinand cont de aceastd observatie, s-
a decis testarea influentei pe care o au halogenii, legati in pozitiile 6 si
4’, asupra activitatii antibacteriene a flavonoidelor triciclice de tipul
165d, in comparatie cu flavonoidele triciclice nesubstituite in pozitiile 6
si4’.

In acest scop, activitatea flavonoidelor triciclice 168, 166a-d si
171a-d, dar si a flavonoidelor triciclice 145a-d, 152a-d, 156a-c si 161d-
g a fost testata pe culturi de Staphylococcus aureus ATCC 25923 si
Escherichia coli ATCC 25922, determinandu-se atat concentratiile



minime inhibitorii, cat si concentratiile minime bactericide. Prin
concentratie minima bactericidd (MBC) se Intelege concentratia minima
a agentului antibacterian la care microorganismele sunt omorate.

Rezultatele obtinute In urma acestor determindri sunt prezentate in

Tabelul 4.262%%

Tabelul 4 — Valorile MIC si MBC ale flavonoidelor 145a-d, 152a-d,
156a-c, 161d-g, 168, 166a-d si 171a-d obtinute in urma testelor

efectuate pe S. aureus (Sa) si E. coli (Ec).

_\NJ
S:( B_F4

Rl\‘\/is‘ MIC (ug/ml)  MBC (ug/ml)
© R R sa Ec  sa Ec
168 H H 625 625 250 250
166a H F 781 125 781 125
166b H Cl 39 125 781 125
166¢ H Br 195 625 195 125
166d H 1 097 3117 195 625
171a F H 781 625 1562 125
145a F F 781 125 3.9 125
145b F Cl| 39 1562 781 1562
145¢ F Br | 195 781 781 1562
145d F I 195 39 097 781
171b Cl H 39 625 39 125
152a Cl F 195 1562 39 1562
152b Cl Cl 024 39 048 39
152¢ Cl Br 024 39 39 195
152d Cl I 024 195 048 097




Tabelul 4 (continuare)

171c Br H 195 781 1.95 250
156a Br F 195 1562 195 15.62
165d Br ClI 024 3.9 0.24 7.81
156b Br Br 048 3.9 0.97 7.81
156¢ Br | 0.48 3.9 1.95 7.81
171d H 097 781 7.81 62.5

I
161d I F 19 781 195 15.62
161e I Cl 048 3.9 195 15.62
I
I

161f Br 0.48 3.9 1.95 7.81

1619 I 0.48 3.9 1.95 7.81

Kanamicina 1.95 7.81 1.95 7.81
Ampicilina 781 781 nd nd
DMSO (ul/ml) 250 125 nd nd

In linii generale, se poate afirma ci activitatea antibacteriani a
compusilor testati creste odata cu volumul substituentilor, cea mai slaba
activitate fiind observatd pentru flavonoida 168, nesubstituitd in
pozitiile 6 si 4°. Fata de aceasta, se observa o imbunatatire semnificativa
a proprietatilor antibacteriene ale flavonoidelor 166a-d ce sunt
nesubstituite in pozitia 6, insa au un atom de halogen in pozitia 4’. In
cadrul acestei serii, proprietatile inhibitorii se dubleaza in ordinea F < Cl
< Br < I pentru S. aureus, valoarea MIC scdzand de la 7.81 pg/ml cand
in pozitia 4° se gaseste un atom de fluor, la 0.97 pg/ml, cand in pozitia
4’ se gaseste un atom de iod. In cazul valorilor MIC inregistrate pentru
E. coli, nu se observda imbunatatiri semnificative fatd de rezultatele
inregistrate pentru compusul de referinta 168, insa tendinta de scadere a
valorii MIC de la fluor (125 ug/ml) la iod (31.17 pg/ml) se mentine. In

ceea ce priveste proprietatile bactericide ale compusilor 166a-d, acestea



sunt semnificativ mai pronuntate fatd de compusul nesubstituit 168.
Valorile MBC cele mai bune, de 1.95 pg/ml pentru S. aureus si 62.5
ug/ml pentru E. coli, au fost inregistrate pentru compusul 166d,
substituit in pozitia 4’ cu un atom de iod.

Seria de flavonoide substituite cu un atom de fluor in pozitia 6 a
nucleului benzopiranic prezintd valori ale MIC pentru S. aureus
aseminitoare cu flavonoidele 166a-d nesubstituite in pozitia 6. In cazul
E. coli insa, valorile MIC sunt de pana la 8 ori mai scazute. Tendinta de
imbunatatire a proprietdtilor antibacteriene observatd anterior se
pastreaza si in acest caz, valorile MIC inregistrate pentru E. coli scazand
de la 62.5 ug/ml pentru 171a (4’-H) pana la 3.9 ug/ml pentru 145d (4°-
I). Proprietatile bactericide sufera de asemenea imbunatatiri fata de seria
anterioara, valorile MBC cele mai scazute, de 0.97 ug/ml pentru S.
aureus si 7.81 pg/ml pentru E. coli fiind inregistrate pentru compusul
145d, substituit cu un atom de iod in pozitia 4’.

Trecerea de la flavonoidele 6-fluoro substituite la cele 6-cloro
substituite aduce cu sine o imbunatatire suplimentara a valorilor MIC.
Aceasta serie prezintd 3 valori ale MIC de 0.24 pg/ml pentru S. aureus,
valori determinate pentru compusii 152b-d (4°-Cl, 4’-Br si 4’-I
substituiti). In cazul E. coli, cea mai scizuti valoare MIC a fost de 1.95
ug/ml, pentru compusul 152d. Cele mai bune valori ale MBC au fost de
0.48 pg/ml in cazul S. aureus, inregistrate pentru flavonoidele 152b (4°-
Cl) si 152d (4’-I). Aceasta din urma a prezentat si cea mai scazuta

valoare MBC pentru E. coli, de doar 0.97 pg/ml.



Inlocuirea cu brom a atomului de clor din pozitia 6 a nucleului
benzopiranic nu conduce la aparitia unor imbundtatiri substantiale legate
de proprietatile antibacteriene ale flavonoidelor testate. Cea mai activa
flavonoida o reprezinta compusul 165d (4’-Cl), cu valori MIC de 0.24
ng/ml pentru S. aureus si 3.9 ug/ml pentru E. coli. In privinta valorilor
MBC, flavonoida 165d prezinta cea mai scazuta valoare pentru S.
aureus dintre toti compusii testati, de doar 0.24 pg/ml. Facand referire
insa la E. coli, valoarea MBC inregistrata este de 7.81 ug/ml, egala cu
cea a compusilor 156b (4°-Br) si 156¢ (4°-1).

Trecerea la flavonoidele 6-iodo aduce cu sine mentinerea valorilor
MIC/MBC la un nivel similar celui intdlnit la flavonoidele 6-bromo
substituite. Acest lucru sugereaza faptul cad depasirea unei anumite
dimensiuni moleculare determind atingerea unui plafon in ceea ce
priveste proprietatile antibacteriene.

Analizand proprietdtile flavonoidelor nesubstituite in pozitia 4°,
dar care in pozitia 6 a nucleului benzopiranic prezintd un atom de
halogen, se observa de asemenea ca proprietdtile antibacteriene se
imbunatatesc in ordinea F < Cl <Br <.

Compusii care contin macar un atom de fluor in molecula prezintd
in general valori ale MIC/MBC semnificativ mai mari fatd de
flavonoidele care in aceeasi pozitie sunt substituite cu un atom de clor,
brom sau iod. Acest lucru ar putea fi o consecintd a electronegativitatii
marite a fluorului, ce poate conduce la crearea unui pol incéarcat partial
negativ, impiedicand astfel accesul compusului testat la membrana

microbiana.



Alaturi de flavonoidele triciclice prezentate, au fost testate si doud
antibiotice cunoscute, respectiv kanamicina si ampicilina. In raport cu
acestea, 18 flavonoide au fost cel putin la fel de active 1n inhibarea
culturilor de S. aureus, iar 15 dintre ele au dat dovada de proprietati
bactericide cel putin la fel de accentuate cum sunt cele ale kanamicinei.
Referitor la E. coli, 14 flavonoide au avut aceeasi valoare sau valori mai
mici ale concentratiei minime inhibitorii comparativ cu cele doua
antibiotice, 9 dintre ele prezentdnd proprietéti bactericide cel putin la fel
de pronuntate ca cele ale kanamicinei.

Cele mai bune valori MIC si MBC au fost inregistrate pentru
flavonoida 152d, ce prezinta un atom de clor in pozitia 6 a nucleului

benzopiranic si un atom de iod 1n pozitia 4°.

Concluzii

Tinand cont de rezultatele obtinute si prezentate in cadrul

prezentei teze de doctorat, pot fi trase urmatoarele concluzii:

1. Au fost sintetizati trei noi ditiocarbamati In vederea utilizarii lor
ca precursori pentru obtinerea unor flavonoide cu sulf. Structurile
acestora au fost confirmate prin spectroscopie IR si spectrometrie RMN
si de masi. In cazul a doi dintre cei trei ditiocarbamati, structurile au

fost de asemenea confirmate prin difractie de raze X.



2. Folosind cei trei ditiocarbamati nou sintetizati, precum si alti
ditiocarbamati cunoscuti in literaturd, au fost sintetizate sase noi serii de
flavanone ce contin in pozitia 3 a nucleului benzopiranic un rest
ditiocarbamic, iar n pozitia 6 sunt fie nesubstituite, fie hidroxi, fluoro,
cloro, bromo sau iodo substituite. Compusii noi au fost caracterizati prin
spectroscopie IR si spectrometriec RMN si de masa, datele inregistrate
confirmand structurile propuse. In opt cazuri, obtinerea de monocristale
a permis confirmarea structurilor si prin difractie de raze X. Prin analiza
spectrelor 'H-RMN, s-a stabilit faptul ca flavanonele se obtin sub forma
unor amestecuri de perechi de izomeri syn-anti. Rapoartele dintre acesti
izomeri au fost determinate, in cele mai multe cazuri izomerul anti fiind

cel predominant.

3. Flavanonele ditiocarbamice nou sintetizate au condus in mediu
acid la obtinerea a sase noi serii de flavonoide triciclice ce au un nucleu
de 1,3-ditioliu incorporat. Caracterizarea spectrala a acestora prin
spectroscopie IR si spectrometrie RMN si de masa a confirmat
structurile propuse. In cazul a trei flavonoide triciclice, structurile au

fost analizate si confirmate si prin difractie de raze X.

4. Activitatea antibacteriand a flavanonelor si flavonoidelor 1,3-
ditiolice halogeno-substituite a fost testata pe culturi de Staphylococcus
aureus ATCC 25923 ca microorganism Gram-pozitiv si Escherichia
coli ATCC 25922 ca microorganism Gram-negativ. S-a constatat faptul

ca flavanonele nu prezinta proprietati antibacteriene, in timp timp ce



flavonoidele triciclice derivate din acestea prezinta proprietati inhibitorii

si bactericide.

5. Atat proprietatile inhibitorii, cit si cele bactericide sporesc
(valorile MIC si MBC scad) in ordinea H < F < CI < Br < I. Cele mai
mari valori de concentratie minima inhibitorie (MIC) si concentratie
minima bactericidd (MBC) au fost obtinute pentru flavonoida triciclica
nesubstituitd la nici unul dintre cele doua nuclee aromatice. Odata cu
introducerea unui atom de halogen in pozitia 4’ a nucleului aromatic
lateral B, se observa o micsorare succesiva a valorilor MIC si MBC de
la fluor la iod. Prin introducerea unui al doilea atom de halogen, in
pozitia 6 a nucleului benzopiranic, se observd o Imbunatatire

suplimentara a proprietatilor antibacteriene.

6. In ceea ce priveste flavonoidele triciclice dihalogeno-substituite,
valorile MIC si MBC scad pe masurda ce volumul molecular creste.
Aceastd imbunatatire a proprietdtilor antibacteriene atinge un maxim in
cazul compusului 6-cloro-4’-iodo substituit, ce prezinta valori ale MIC
si MBC de 0.24 pg/ml si 0.48 pg/ml pentru S. aureus, respectiv 1.95
ug/ml si 0.97 pg/ml pentru E. coli. Seriile de flavonoide triciclice 6-
bromo si 6-iodo substituite aduc o plafonare a valorilor MIC s1 MBC,
cele mai scazute in cadrul acestor doua serii fiind de 0.24 pg/ml si 0.24
ng/ml pentru S. aureus si 3.9 si 7.81 pentru E. coli, inregistrate pentru

compusul 6-bromo-4’-cloro substituit.



7. Prin  studierea  mecanismului de  actiune  asupra
microorganismelor, s-a ajuns la concluzia ca flavonoidele triciclice
conduc la afectarea / distrugerea membranei celulare, neavand nici un

efect asupra materialului genetic al bacteriilor.

8. Prin raportare la douda antibiotice cunoscute, kanamicina si
ampicilina, 15 flavonoide au fost cel putin la fel de active impotriva
culturilor de S. aureus. Referitor la E. coli, 9 flavonoide au avut o

activitate cel putin la fel de sporitd ca cea a antibioticelor de referinta.

9. A fost sintetizat un numar de 93 de noi compusi ce fac subiectul
a 9 lucrari publicate in jurnale cotate ISI. Totodatd, autorul prezentei
teze este co-autor la un numadr de 9 lucrari publicate in jurnale cotate ISI
ce au vizat proceduri experimentale utilizate in cadrul elaborarii acestei

teze.



Lista de lucrari elaborate In cadrul acestei teze de doctorat este
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