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INTRODUCERE

De-a lungul anilor, compusii azaheterociclici cu cinci si sase atomi au primit o atentie
deosebita datorita aplicatiilor importante in domenii cum sunt cel farmacologic, industrial sau
sintetic. Importanta compusilor heterociclici in domeniul farmacologic este subliniatd prin
prezenta frecventa a unui heterociclu atat in structura compusilor biologic activi, si mai ales in
cea a multor medicamente naturale si sintetice.

Din categoria compusilor heterociclici, clasa heterociclurilor cu azot reprezinta cea mai
abundenti clasa din naturd ca unitate structurala, aceste heterocicluri constituind scheletul de
bazd a multor medicamente, vitamine, pesticide, coloranti, pigmenti, materiale plastice,
produse cosmetice, etc. Mai mult, fuziunea a doud nuclee heterociclice diferite conduce la
formarea unui nou tip de heterociclu, iar heterociclurile condensate cu cinci sau sase atomi
reprezintd o sursd importantd de molecule bioactive. De asemenea, prezenta in aceeasi
moleculd a doud sau mai multor unitdti heterociclice, ar putea conferi noi proprietati, diferite
de a unitatilor respective, cu aplicatii interesante pentru moleculele hibride obtinute.

Tinand cont de toate aceste aspecte, subiectul ales pentru aceasta teza de doctorat a fost
designul, sinteza si studiul proprietdtilor biologice a unor noi molecule hibride care contin in
structura lor azaheterocicluri de cinci si sase atomi.

Moleculele hibride alese pentru a fi studiate pe parcursul stagiului de doctorat au fost
obtinute n urma fuziunii unitatilor farmacofore reprezentate de azaheterocicluri de cinci atomi
(imidazolul s1 benzimidazolul) si azaheterocicluri de sase atomi (piridina si chinolina).

Urmand traditia laboratorului de cercetare prof. dr. Magda Petrovanu, loc in care a fost
efectuat stagiul doctoral, s-a dorit continuarea cercetarilor, a caror baza a fost pusad de catre
prof. dr. Magda Petrovanu si prof. dr. lIoan Zugravescu, in domeniul N-ilidelor, clasa
cicloimoniu-ilidelor. Astfel, folosind chimia cicloimoniu-ilidelor, sarurile de cicloimoniu
initial obtinute au fost transformate in situ in ilide, iar acestea au fost folosite ca si intermediari
in reactiile de cicloaditie 3+2 dipolare ale imidazoliu-ilidelor cu un dipolarofil alchinic
simetric substituit, cu obtinerea de noi molecule cu structura ciclicad condensata.

O preocupare distincta a constituit-o studierea efectelor induse de catre iradierea cu

ultrasunete a reactiilor de obtinere a compusilor hibrizi si a compusilor cu structurd
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condensata, fiind astfel realizat un studiu comparativ coventional (reactii efectuate pe cale
clasicd) versus neconventional (reactii efectuate sub iradierea cu ultrasunete).

Un alt obiectiv vizat 1n cadrul tezei l-a constituit obtinerea de combinatii complexe cu
diversi cationi metalici divalenti, a caror liganzi au in structura lor nucleul chinolinic si un rest
sulfonamidic (cunoscut pentru proprietatile antibacteriene) si evaluarea proprietatilor biologice
a acestora.

Nu 1n ultimul rand, s-a realizat evaluarea activitatii biologice (activitate anticanceroasa,
activitate antibacteriand, activitate antifungicd si activitate antituberculoasd) a moleculelor

sintetizate n cadrul lucrarii de doctorat.

Teza de doctorat, intitulata Noi compusi hibrizi ce contin azaheterocicluri de cinci si
sase atomi: sintezd, structurd si aplicatii, este structuratd in doud parti principale: un studiu de
literatura care se refera la activitatea biologica a derivatilor de piridind, chinolina, imidazol si
benzimidazol, ultrasunetele in sinteza organica dar si notiuni despre domeniul reactiilor de
cicloaditie 3+2 dipolare ale cicloimoniu-ilidelor la diversi dipolarofili si partea de cercetari
personale care cuprinde aspecte atdt teoretice cat si rezultate experimentale referitoare la

studiile efectuate asupra compusilor hibrizi. (Figura A)

Sinteza Structura Aplicatii
1.
4. Stabilirea strategiilor de sintezd pentru a
: : obtine opt serii de compusi hibrizi ce 5
Smd“ﬂ_ comparativ contin nucleele farmacofore: imidazolic, ’
convetional versus benzimidazolic, piridinic si chinolinic.
neconventional al Caracterizarea

reactiilor de obtinere
a sarurilor de
imidazoliu, respectiv
benzimidazoliu si al
reactiilor de
cicloaditie.

2

Obtinerea de noi compusi cu structurd
ciclici condensatd cu atomi de azot in
punte (N-bridgehead compounds) prin
intermediul  reactiilor de cicloaditie
Huisgen 3+2 dipolare.

3.

Sinteza de combinatii complexe care
contin in molecula lor nucleul chinolinic si
un rest sulfonamidic.

structurala a noilor
compusi sintetizati
cu ajutorul
metodelor FT-IR,
'H-RMN, 13C-
RMN, experimente
bidimensionale si a
difractiei de raze X
pe monocristal.

Evaluarea activitatii
biologice (anticanceroasa,
antibacteriand, antifungica
si antituberculoasa) a
noilor molecule.

Figura A: Reprezentare schematica a obiectivelor tezei de doctorat Noi compusi hibrizi ce contin
azaheterocicluri de cinci si sase atomi: sinteza structurd si aplicatii.
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II. CERCETARI PERSONALE

11.1. Designul, sinteza si caracterizarea compusilor hibrizi tinta

11.1.2. Compusi hibrizi piridin — bis(imidazolici) / bis(benzimidazolici)

I1.1.2.A) Design
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Figura I1.8: Designul si structura generald a compusilor cu structura piridin — bis(imidazolica) /
bis(benzimidazolica).

In cazul acestei clase de compusi studiul a vizat combinarea celor trei farmacofori
piridina, imidazolul si benzimidazolul intr-o altd manierd fatd de punctul 71.17.1.
Particularitatea acestor derivati constd in dispunerea de o parte si de alta a nucleelor
imidazolic, respectiv benzimidazolic fatd de nucleul piridinic. Linker-ul dintre cei doi
farmacofori este reprezentat de o unitate metilenica. Substituentul p-R benzoil aduce

A o et A . e . e 1. . - | 1
imbundtatiri in privinta actiunii biologice care urmeaza a fi evaluata.'*>'%

I1.1.2.B) Sinteza compusilor

Obtinerea acestor doud serii de compusi implicd doud reactii de N-alchilare succesive.
Pentru obtinerea compusilor hibrizi tintd, o prima etapa constd in reactia de N-alchilare a
unittii -NH- (din imidazol si benzimidazol) cu 2,6-bis-(bromometil)/ bis-(clorometil)piridina.
Cei doi compusi halogenati sunt disponibili comercial, Insd din considerente financiare 2,6-
bis(clorometil)piridina a fost sintetizatd in laborator utilizand 2,6-bis(hidroximetil)piridina si

clorurd de tionil). Aceastd prima reactie conduce la formarea de derivati 2,6-
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bis(imidazol)piridina si 2,6-bis(benzimidazol)piridind corespunzatori 7 si 8. Acesti compusi
sunt mentionati in literaturd, insi diferd metoda de sinteza.'”’ A doua N-alchilare consta intr-o
reactie de cuaternizare a atomului de azot N° din fragmentul imidazolic / benzimidazolic cu
derivati halogenati cu reactivitate marita de tipul acetofenonelor diferit substituite la nivelul

ciclului benzenic, fiind obtinuti derivatii 9a-k si 10a-k. (Schema I1.2)

a) RIZ_H’ R2: _N02> X=-Br g) R]:-H, RZ: -Br, X=-Br
b) R,=-H, R,=-OCHj;, X=- Br | | h) R;=-H, Ry= -Ph, X=- Br
¢) Ry=-H, Ry= -Cl, X=- Br i) R;=-H, R,= -CF;, X=- Br
d) Rj=-H, Ry=-CHj3, X=- Br j) R;=R,=-H, X=-Br
¢) Rj=-H, Ry=-CN, X=- Br k) R,=R,=-F, X=-Cl
f) R;=-H, Ry= -F, X=- Br o R,
[\ X R, =\
N
S fo A0
J _° . N ° 2
l/\ N N 2X
--l,- = — ii _
X=-Cl, -Br . NAN ) NAl%) R,
X i) \—/ \—/ J
R,

A\
_______________ R — (¢ N x°
OH a’ NN ii) — @ R,
/< socycucy 7 E N N
N — N !
Nom o @ O g

i) NaH/THEF, ii) acetona

Schema I1.2: Sinteza compusilor hibrizi piridin-bis(imidazolici) / bis(benzimidazolici) 7-10.

I1.1.2.C) Caracterizare structurala

Analizele spectrale IR, 'H-RMN, "*C-RMN precum si experimentele bidimensionale
confirma structura compusilor nou sintetizati.

Analiza spectrali 'H-RMN a compusului 9i, ales ca reprezentant al seriei III, se
evidentiaza semnalele care apartin atomilor de hidrogen aromatici H- (din nucleul imidazolic),
Hs» (din nucleul acetofenonic) si Hs (din nucleul piridinic), respectiv alifatici din cele doud
grupari metilen (CHy-a piridina) si (CH,-f benzoil). Cel mai deplasat semnal din spectru
apartine atomului de hidrogen din nucleul imidazolic Hy (6= 9.24 ppm, s), efect datorat

vecinatatii atomilor de azot din scheletul imidazolic, unul avand sarcina pozitiva. Urmatorul
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semnal apartine protonului Hj» (6= 8.11 ppm, d) din unitatea p-fenilacetofenonica.
Dezecranarea este explicatd de efectul atragator de electroni al gruparii cetonice din pozitia
orto. In zona aromatica se remarca semnalul atomului de hidrogen H, din nucleul piridinic (8=
8.06-8.03 ppm, t). Semnalele atomilor de hidrogen din gruparile metilenice apar sub forma de
singlet la deplsari chimice mari, in concordantd cu substituentii lor la 6.16 ppm (CH,-

benzoil), respectiv 5.73 ppm (CH,-a piridind). (Figura I1.9)

! 2XH 5 1
1 4xH,» 4 . H 4
axHf| M 2, P : 5N
1 | Il | 4xHg- | . \ JE
i ‘ 2XH3 ‘ 2XH9 ! (x'
Y | - N
= | ' | “ I
! f s | | Ii i|| o \ 1\/1®
l I I 2B
i I |‘ J,f'r '
i I)' | III .!fl \ 'Iﬂ" i If' I'I'_ O
)k AN i \arf
/ W Y 9
T | 2xCH,p @
i i 2xCH,a
: e i 10 DMSO
2xH, 1 4xHje xHy..
i 2xHg»
i i [ Egilr—l{;cctona)

RN || N R
B R T

Figura I1.9: Spectrul '"H-RMN al compusului hibrid piridin-bis(imidazolic) 9i.

fn spectrul >C-RMN al compusului 9i cele mai importante semnale sunt furnizate de
atomii de carbon C;-, C; si Cs», Semnalul atomului de carbon din gruparea carbonil cetonica
apare la o valoare a deplasarii chimice de 191.04 ppm, urmand celelalte doud semnale ale
atomilor de carbon cuaternari din pozitia o fatd de atomul de azot piridinic C, (6= 153.67
ppm) si atomul de carbon din pozitia para a fragmentului p-fenilacetofenonic Cs- (6= 145.72
ppm). Atomii de carbon din grupdrile metilenice furnizeaza semnale la valori ale deplasarilor
chimice de 55.60 ppm (CH,- benzoil), respectiv 52.70 ppm (CH-a piridind). Celelalte

semnale sunt, de asemenea, in concordanta cu structura propusa. (Figura I1.10)
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Figura I1.10: Spectrul ?C-RMN al compusului hibrid piridin-bis(imidazolic) 9i.

Reprezentantul seriei IV piridin - bis(benzimidazolice) este compusul hibrid 10h. in
spectrul 'H-RMN al acestuia se disting semnalele atomilor de hidrogen metilenici, ce apar la
deplasari chimice mari, datoritd dezecranarii induse de atomii de azot din nucleul imdiazolic si
a grupdrilor carbonil, la 8= 6.36 ppm (CH,-f benzoil), respectiv 6= 6.02 ppm (CH;-a benzoil).
In zona aromatica semnalele atomilor de hidrogen din nucleul benzimidazolic, piridinic si cel
fenilic apar, majoritar, suprapuse datorita valorilor apropiate ale deplasarilor chimice. Se
remarca semnalul atomilor de hidrogen din nucleul fenilic Hy» (6= 7.33 ppm, t) ce apare sub
forma de triplet datoritd cuplajului cu atomul de fluor vecin. In spectrul *C-RMN, semnalele
atomilor de carbon apar in linii mari la fel ca in cazul compusului 9h. Semnalele distinctive
apartin atomilor de carbon din restul acetofenonic direct legati de atomii de fluor, datorita
cuplajului cu acestia, Cs» (6= 167.01 ppm, Js» = 255 Hz, dd), C7> (6= 163.90 ppm, J7> =
257.5 Hz, dd), dar si cele din nucleul fenilic, n special tripletul atomului de carbon situat intre

cei doi atomi de fluor C¢ (6= 105.49 ppm, Js».5= 27.5 Hz, t). (Figura I1.11)

10
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Figura IL.11: Spectrele '"H-RMN si "C-RMN ale compusului hibrid piridin-bis-(benzimidazolic) 10h.
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Atribuirea atomilor de carbon cuaternari a fost posibila utilizand corelatiile
heteronucleare (‘H-"C)-HMBC, experimente in care se observd corelatiile atomilor de
hidrogen cu atomii de carbon separati prin doua sau trei legaturi. In Figura I1.12 se pot remarca
urmatoarele corelatii: corelatia atomilor de hidrogen din gruparea metilenicdi CH,- si a
atomului de hidrogen din nucleul fenilic Hs» cu atomul de carbon cetonic C;~ si corelatiile
atomilor de hidrogen din gruparea metilenica CH,-a, H; si Hy cu atomul de carbon cuaternar
din nucleul piridinic C,. Protonii Hs, Hs» si He» dau corelatii cu atomul de carbon cuaternar
Cs», 1ar protonii Hs» s1 He» dau corelatii cu atomul de carbon cuaternar Cy->.

Hj» H,- CHﬁzﬁ [

WW!’WW‘J 'Wﬂ-‘tﬁx!f"‘ai\“rj i
8

f

e
I\
I

$3?
N
e

E o M e

C,

Figura I1.12: Spectrul-detaliu zona aromatica (‘"H-""C)-HMBC al compusului hibrid piridin-
bis(benzimidazolic) 10h.
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. .o . . . . . g + ) . . 9

11.3. Combinatii complexe hibride chinolin-sulfonamidice (M?*) cu activitate antibacteriand
si antifungica

O clasa aparte de derivati chinolinici, carora li s-a acordat o atentie deosebitd de catre

comunitatea stiintifici sunt complecsii chinolin-sulfonamidici, studiati, in special, pentru

s - A . 114,115 3 .
proprietatile lor fotoluminiscente (in cea mai mare parte fluorescente). In ceea ce priveste
activitatea biologicd, acesti compusi au fost evaluati in special pentru proprietatile lor

antiprotozoare''®'"7

8

si s-au gasit foarte putine date cu privire la activitatea lor antibacteriana si
antifungica."'
Avand 1n vedere potentialul biologic al nucleului chinolinic, dar si al fragmentului

A . - . 103,119,120
sulfonamidic (in special antimicrobian), >

precum si cel al combinatiei chinolina-
sulfomanidd (anti-HIV),'*" s-a decis combinarea celor doud fragmente farmacofore cu
activitatea biologica complementard datd de cationul M>* (M2+: Zn*", Cu*', Co*, Cd2+), cu

obiectivul final de a obtine o activitate biologicad imbunatatita si proprietati farmacocinetice

mai bune.
X
|\ X
/ ~
N
1‘1 unitati
0 N farmacofore cu
>\S/ potential 3
O HIRN antimicrobian

Y X
Y= - aromatic H :
- heteroaromatic //\ =
HN N
O+ / inhibitori HIV-1,

by

(01 Y antiprotozoare

Figura I1.33: Design in clasa compusilor hibrizi chinolin-sulfonamidici.

11.3.1. Designul, sinteza si caracterizarea compusilor hibrizi chinolin-sulfonamidici

La fel ca in cazurile raportate in literatur.'i,lls_117

calea generala de obtinere a
compusilor de interes implicad o procedura simpla si eficienta, in doud etape. Primul pas consta

in reactia de N-acilare a 8-aminochinolinei cu clorura de benzensulfonil, cind se obtine
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ligandul corespunzator chinolin-sulfonamidic. A doua etapa constd in complexarea ligandului

cu acetat de metal (Cu®*, Co*", Cd*") sau clorurd (Zn"). (Schema I1.14)

Oy C] N N~
o~ m2* X
P ~ —
X . y . N IR N’ N
— N /// ——__N
N s N O~ 77 M D20
NH, & o o° 0
|
A M¥= p.M¥P=cu Cl
¢. M**= Co; d. M*'= 30a-d

Schema I1.14: Sinteza complecsilor 30a-d.

Structura compusilor a fost dovedita prin analize spectrale (FT-IR, 'H-RMN, *C-RMN

si experimente bidimensionale ("H-"H)-COSY, (‘H-"C)-HMQC si (‘H-"*C)-HMBC) si
determinarea structurii de raze X pe monocristal.

In Figura I1.34 este reprezentati suprapunerea spectrelor FT-IR ale ligandului

sulfonamidic 29 si a complecsilor 30a-d. Benzile reprezentative, Impreund cu atribuirea lor

este redata in Tabelul I1.9.

Wavenumber (cm)

4000 3638 3276 2915 2553 2191 1830 1468 1107 745
——t—— W m
————

—— Sulfonamide ligand (29)
——Zinc complex (30a)
——Copper complex (30b)
——Cobalt complex (30c)
——Cadmium complex (30d)

Figura I1.34: Spectrul FT-IR al ligandului (29), complecului cu zinc (30a), complexului cu cupru
(30b), complexului cu cobalt (30¢) si complexului cu cadmiu (30d).
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Banda de la 3267 cm™ (intensitate medie), care corespunde vibratiei de intindere a
gruparii —NH 1n ligand, nu se mai regaseste in spectrele complecsilor, confirmand
deprotonarea atomului de azot sulfonamidic si coordinarea acestuia cu ionul metalic. Benzile
corespunzatoare vibratiilor de valenta asimetrice si simetrice ale gruparii sulfonil in ligand
apar la 1372 cm™, prespectiv 1177 cm™, in timp ce in spectrele comlecsilor sunt deplasate cu
~20 cm™ la numere de unda mai mari, respectiv ~40 cm™ la numere de undd mai mici. Banda
datoratd gruparii sulfonil este impartitd in spectrele complecsilor, datoritd orietdrii spatiale
diferite a acestei grupari, asa cum arata si structurile de raze X. (Figura I1.38 si Figura I1.39)
De asemenea, se observa o schimbare similard cu ~20 cm™ la numere de undd mai mari pentru
vibratia de valentd S-N in spectrele complecsilor, probabil pentru cd atomul de azot este
implicat in legarea de atomul de metal. Celelalte benzi apar la numere de unda in conformitate

cu structurile propuse atat in ligandul liber cat si in complecsi.

Tabel I1.9: Benzile reprezentative din ligandul sulfonamidic si ale complecsilor sdi cu ioni divalenti
Zn*", Cu™", Co** si Cd™".

Ligandul Complex Complex Complex Complex
v (cm™)  sulfonamidic Zinc Cupru Cobalt Cadmiu
(29) (30a) (30b) (30¢) (30d)
VN.H 3267(m) - - - -
Vassoz  1372(s-m) 1389(s-m) 1385(s-m) 1386(s-m) 1392(s-m)
Veyms02 1177(s) 1138(s) 1155(s) 1151(s) 1136(s)
VCN 1584(m) 1583(m) 1583(m) 1584(m) 1578(m)
VS.N 927(m) 954(m) 954(m) 961(m) 957(m)
Ve 624(s) 624(s) 629(s) 624(s) 621(s)

v- stretching; s- strong; m- medium; w- weak; as- asymmetric; sym- symmetric

Spectrele 'H-RMN si ?C-RMN ale ligandului sulfonamidic (29) si ale complecsilor sii
(30a, 30d) prezinta deplasari chimice caracteristice care sunt in acord cu structurile propuse.
in ceea ce priveste spectrele RMN ale complecsilor Cu*™ si Co®", acestea nu au putut fi
inregistrate datorita proprietdtilor magnetice diferite (paramagnetice).

Cel mai reprezentativ semnal din spectrele 'H-RMN (Figura IL.35), corespunzitor
atomului de hidrogen din gruparea sulfonamidicd Hg apare 1n ligand la o valoare a deplasarii
chimice de 10.20 ppm. Acest semnal nu se mai regaseste in spectrele complecsilor, fiind o
dovada solida a complexarii cu ionul metalic. Se remarca, de asemenea, cd semnalele atomilor

de hidrogen din apropierea ionului metalic H, H3, H4 (din nucleul chinolinic) sunt dezecranate
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Cobalt (IT) complex
(30c)

Cupru (IT) complex
(30b)

Zinc (IT) complex
(302)

Cadmium (II) complex
(30d)

.

Ligand sulfonamidic
(29)

7 ] 5 4 3 2 1 pPpm

Zinc (IT) complex

(30a) 2xH;,
I X
Cadmiu (1I) complex H
(30d) 2xH,, 2xH, H:
H H,
A 1 1 M
Ligand sulfonamidic 2xH,,
(29) ZXH3, HS H 4
H, H, H X
7 H,
h | I
1 DI-D 9:5 9:0 5:5 3:0 7‘-5 2] I'\'!I

Figura I1.35: Spectrul 'H-RMN pentru ligandul sulfonamidic (29) si complecsii sai (30a-d). in partea

de jos este reprezentat un detaliu al zonei aromatice (7-11 ppm).

Consideratii similare pot fi facute si pentru spectrele BC-RMN (Figura I1.36). Cele mai

relevante semnale din spectrele suprapuse corespund atomilor de carbon Cy, Cs, Cs si C;. In

spectrele complecsilor, atomul de carbon C,- apare la o valoare a deplasarii chimice de

aproximativ 142 ppm, lucru datorat efectului puternic de dezecranare al gruparii sulfonamidice

si al ionului metalic, in timp ce atomul de carbon Cg (atom de carbon cuaternar din nucleul

chinolinic) apare la o valoare a deplasarii chimice de 141 ppm, din acelasi motiv. Comparativ
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cu ligandul sulfonamidic, in spectrele complecsilor, acesti atomi de carbon apar mai deplasati
cu aproximativ 8 ppm pentru Cg, respectiv cu 4 ppm pentru C,:, datoritd efectului puternic de
dezecranare al ionului metalic. Atomii de carbon cei mai ecranati sunt Cs si Cy. In spectrele
complecsilor acesti atomi de carbon apar la valori ale deplasarilor chimice de 117 ppm (Cs),
respectiv 115 ppm (C;), fiind mai ecranati comparativ cu atomii de carbon din ligand cu

aproximativ 20 ppm pentru Cs, respectiv 2 ppm pentru C.

Zinc (IT) complex C3,
(30a) C,
S c C
C c, 5
Cadmiu (II) complex
o c. cd |Cy
C C
C,, 4 5 C
Clz lz fs l I Tﬁ C3 IS\ C7

Ligand sulfonamidic C
29) 11 Cs
G
2 C, 6 Cs G, C,
.S C.,
S
T T T T T - T T T 1
150 145 140 135 130 125 120 115 ppm

Figura I1.36: Spectrul "C-RMN (detaliu 110-160 ppm) pentru ligandul sulfonamidic (29) si
complecsii cu Zn (II) si Cd(II) (30a si 30d).
in cazul compusilor 30a, 30b si 30c, structura acestora a fost atribuiti cu ajutorul
analizei raze X pe monocristal (pentru complexul 30d inca nu s-a reusit cresterea de cristale
optime pentru analizd).
Pentru a obtine complecsii sub forma cristalind, precipitatele sunt dizolvate in CH,Cl,

(30b) si CHCl; (30a si 30c¢) s1, la temperatura cameret, in timp, se formeaza cristale.
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e Complexul de Cu (30b)

Complexul de cupru C;oHCl,CuN4O4S;, 0.25 (CH,Cly) cristalizeaza intr-un sistem
monoclinic cu grup de simetrie /2/a si parametri a=17.1674 A, b =15.2452 A, ¢ =24.2159 A,
o =17 =090°si p=104.56° care ocupd un volum total de 6134.1 A® (Figura IL.37b). Celula
elementara este formatd din 8 unitdti asimetrice (U.A.), fiecare dintre acestea fiind
reprezentatd de o molecula de complex Cu (II) si ¥4 molecule de solvent de cristalizare CH,Cl,
(diclorometan) caracterizate prin lipsa interactiunilor de tip intermolecular, conform
reprezentarii din Figura I1.37a. Cationul de Cu*" este complexat de ligandul bidentat C,sH-
10CIN7O,S prin intermediul atomilor Nchinolinic $1 Nsulfonamidic formand astfel un tetraedru
neregulat. Lungimea legéturilor Cu-Nchinolinic T€prezentate prin interactiunea Cu-N1 (1.979 A)
si Cu-N3 (1.993 A) difera comparativ cu legaturile de tip Cu-Ngyifonamidic Cu-N2 (1.960 A) s
Cu-N4 (1.944 A), aspect prezentat si in alte studii din literatura de specialitate.''®'"’
Impachetarea moleculelor in cristal sub o dispunere 2x2x2 dupi axele a, b si ¢ este ilustrati in
Figura I1.37c. Vizualizarea dupa axa a si axa b indica formarea unor canale de solvent de
cristalizare CH,Cl,, precum si o disupunere intercalatd a moleculelor de complex cu cele ale
solventului.

Informatiile structurale si cele referitoare la analiza prin difractie de raze X a acestui
complex se regdsesc in fisierul cu extensia .cif inregistrat in baza de date CCDC (Cambridge
Crystallographic Data Centre) cu numarul de depozitare 2024121 — cod de referinta
QUWBOC.
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Figura I1.37: Unitatea asimetrica a complexului C;0H,,CL,CuN40,S,, 0.25(CH,Cl,) (a), celula
elementara (b) si impachetarea moleculelor in cristal dupa axele a, b si c (c).

e Complexul de Co (30c)

Complexul Co[C;sH;oCIN,O,S], are unitatea asimetrica formatd dintr-o singura
moleculd de compus, conform celei prezentate in Figura I1.38a. Aceasta cristalizeaza intr-un
sistem monoclinic cu grup de simetrie P2;/n si parametri a = 12.1381 A, b = 15.5893 A, ¢ =
16.1980 A, o=y = 90° si p = 106.34°, care ocupa un volum total de 2941.15 A°. (Figura
I138b) In celula elementari se regisesc 4 unititi asimetrice compacte care nu permit
localizarea unei molecule de solvent de cristalizare. Cele doud molecule de ligand realizeaza
fiecare cate 2 legdturi cu cationul Co*" prin intermediul atomilor Nchinolinic $1 Nsulfonamidic

formand asmenenea complexului de Cu prezentat anterior un tetraedru neregulat. Distanta
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legaturilor Co-Nchinolinic precum si a celor Co-Ngyifonamidic difera astfel: Co-N2 = 2.038 A, Co-N4
2.029 A, Co-N1 =1.970 A si Co-N3 = 1.983 A. Dispunerea moleculelor in cristal 2x2x2 arati
un grad de compactare mare, fara goluri interstitiale si fard interactiuni de tip intermoleculare.
Vizualizarea dupa axa b indicd o impachetare stratificatd a moleculelor in cristalul
complexului de cobalt.

Informatiile structurale si cele referitoare la analiza prin difractie de raze X a acestui
complex se regdsesc in fisierul cu extensia .cif inregistrat in baza de date CCDC (Cambridge
Crystallographic Data Centre) cu numarul de depozitare 1996912 — cod de referinta
QUWMAZ.

Figura I1.38: Unitatea asimetrica a complexului C;oH,,Cl,CoN4O,S, (a), celula elementara (b) si
impachetarea moleculelor 1n cristal dupa axele a, b si ¢ (¢).
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e Complexul de Zn (30a)

Din punct de vedere structural, complexul Zn[C;5H;¢CIN,O,S], este asemanator celui de
Co®" datoritd formarii unei retele de cristalizare de tip monoclinic cu grup de simetrie P2,/n si
parametri a = 12.1602 A, b = 15.5478 A, ¢ = 16.1786 A, o = y = 90° si B = 106.007°, care
ocupd un volum total de 2940.20 A’. (Figura I1.39b) Celula elementald este formata de 4
unitdti asimetrice, fiecare fiind reprezentata de cate o moleculda de complex ase cum este
ilustrat in Figuri 39a. Cationul Zn*" realizeaza 4 legituri ce cele 2 molecule de ligand bidentat
prin intermediul atomilor de azot cu lungimi ale legaturilor: Zn-N1 = 2.043 A, Zn-N2 = 1.973
A, Zn-N3 =2.030 A si Zn-N4 = 1.988 A. Impachetarea moleculelor in cristal este compacti,

fara posibilitatea de acceptarea a unui solvent.

Figura I1.39: Unitatea asimetrica a complexului C;0H,0CI,N404S,Zn (a), celula elementara (b) si
impachetarea moleculelor 1n cristal dupa axele a, b si ¢ (c).
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Informatiile structurale si cele referitoare la analiza prin difractie de raze X a

complecsilor de Zn*" si a celor de Cu®" si Co®" se regisesc in Tabelul I1.10.

Tabelul I1.10: Datele cristalografice si informatiile structurii rafinate ale complecsilor cu Zn (30a),
Cu (30b) si Co (30c).

Embpiri C39.25H2.5ClL sCuN,O,S, C3yH;yC1,CoN,4O,S, C30H;0CbN4O4S,Zn
mpirical formula

(30b) (30c¢) (30a)
Formula weight 720.29 694.45 700.89
Temperature/K 100.0(2) 100.0(2) 100.0(10)
Crystal system monoclinic monoclinic monoclinic
Space group 12/a P2i/n P2i/n
a/A 17.1674(5) 12.1381(2) 12.1602(5)
b/A 15.2452(5) 15.5893(2) 15.5478(5)
c/A 24.2159(8) 16.1980(3) 16.1786(6)
o/° 90 90 90
p/° 104.5670(10) 106.347(2) 106.007(2)
v/° 90 90 90
Volume/A® 6134.1(3) 2941.15(9) 2940.20(19)
Z 8 4 4
Pearcg/em’ 1.560 1.568 1.583
p/mm™ 4.650 7.948 4.534
F(000) 2924.0 1412.0 1424.0
Crystal size/’mm’®  0.401 x 0.176 x 0.171 0.467 x 0.074 x 0.054 0.08 x 0.137 x 0.262
Radiation CuKa (A =1.54184) CuKa (A =1.54184) CuKa (A =1.54184)
20 range for data collection/° 6.916 to 142.05 8.032 to 141.672 8.042 to 141.616
Index ranges -16<h<20,-18<k=<16,- -14<h<14,-19<k<19, -14<h<14,-19<k<
29<1<25 -18<1<19 10,-19<1<16
Reflections collected 17389 33212 10835
Independent reflections 5816 [Rine = 0.0255, Ryigma = 5608 [Ry, = 0.0242, 5539 [Riy = 0.0147,
0.0171] Rgigma = 0.0144] Rgigma = 0.0170]
Data/restraints/parameters 5816/6/415 5608/0/388 5539/0/388
Goodness-of-fit on F* 1.061 1.036 1.040
Final R indexes [I>=26 (I)] R, =0.0365, wR, =0.0997 ' 0693221WR2 - Ri= Ob?éig’zWRz B
Final R indexes [all data] R,=00372, wR,=0.1004 ' 06(%2;6“’112 B Ri= 060.332’1 wR, =

Largest diff. peak/hole / e A™ 0.89/-0.48 0.70/-0.61 0.89/-0.61




Noi compusi hibrizi ce contin azaheterocicluri de cinci si sase atomi: sintezd, structurd si aplicatii

Rezumatul tezei de doctorat

11.3.2. Evaluarea activitatii antimicrobiene a compusilor hibrizi chinolin-sulfonamidici

Activitatea antimicrobiand in vitro a ligandului 29 si a complecsilor 30a-d a fost
determinatd prin metoda difuzimetrica Kirby-Bauer'? folosind ca mediu agar nutritiv (agar
Mueller-Hinton pentru testele antibacteriene si agar Sabouraud pentru testele antifungice).
Activitatea antibacteriana a fost evaluata impotriva a doua tulpini de bacterii (Staphylococcus
aureus ATCC 25923 Gram-pozitiv si Escherichia coli ATCC 25922 Gram-negativ), iar
activitatea antifungicd impotriva ciupercii Candida albicans ATCC 10231. Ca si control
pozitiv (C+) s-a utilizat Penicilind 10 Ul pentru Staphylococcus aureus, Carbenicilind 100
ug/ml pentru Escherichia coli si Nistatind 500.000 UI pentru Candida albicans; martorul
negativ (C-) consta 1n discuri de hartie de filtru sterile fard compusi antimicrobieni. Cu céat
germenii sunt mai sensibili, cu atat diametrul (mm) al zonelor de inhibitie este mai mare.
Rezultatele obtinute sunt exprimate ca diametre ale zonelor de inhibitie (mm), iar pentru

compusii ligand 29 si complecsi 30a-d sunt prezentate in Tabelul I1.11 si in Figura I1.40.

Tabel II.11: Valoarea diametrelor zonelor de inhibitie (mm) a ligandului sulfonamidic (29) si a
complecsilor (30a-d).

Diametrul zonelor de inhibitie

Tulpina 29 "30a (Zn) "30b (Cu) "30c (Co) "30d (Cd)
A;C?S%SB 18£1.73 11£1.73 161 1742 2142
B czoéi;zizT « 0 122 14.5+2 10.742 19+1.73
Ac;cag);cogn; 26.5+1.8 1242 0 111 25+1.15

Valorile din tabel reprezinta media rezultatelor a cinci experimente efectuate separat. Valorile subliniate inseamna ca prezinta activitate, iar
cele subliniate si evidentiate inseamna ca sunt foarte activi compusii. Diametrul zonei de inhibitie (mm), aX+SD: media a cinci masuratori +
abaterea standard.

Din datele prezentate in Tabelul I1.11 si Figura I1.40a-c, se poate observa cd unii dintre
compusii evaluati s-au dovedit a fi eficienti impotriva tulpinilor testate. Compusul 30d este
activ impotriva tulpinii bacteriene Staphylococcus aureus (avand o valoare a diametrului zonei
de inhibitie de 21 mm). Si ceilalti trei compusi s-au dovedit a fi activi, printre care si ligandul
29 (avand valori ale diametrelor zonelor de inhibitie de 17, 16 si 18 mm). Impotriva bacteriei
Escherichia coli compusul 30d este activ (19 mm), in timp ce impotriva fungului Candida

albicans doi compusi sunt foarte activi: 30d si ligandul 29 (25 respectiv 26.5 mm).
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"D 75Cu

(c)

Figura I1.40: (a) Activitatea antibacteriana a compusilor 30a(CD75Zn), 30b(CD75Cu), 30¢(CD75Co)
si 30d (CD75Cd) impotriva S. aureus (C+: control pozitiv; C- control negativ). (b) Activitatea
antibacteriana a compusilor 30a(CD75Zn), 30b(CD75Cu), 30¢(CD75Co) si 30d (CD75Cd) impotriva
E. coli (C+: control pozitiv; C- control negativ). (c) Activitatea antibacteriana a compusilor
30a(CD75Zn), 30b(CD75Cu), 30¢(CD75Co) si 30d (CD75Cd)) impotriva C. albicans (C+: control
pozitiv; C- control negativ).

Compusii care au prezentat o activitate antimicrobiand semnificativd au fost testati
ulterior folosind procedura standardizatd de testare a microdilutiei pentru a determina
concentratia minima inhibitorie (MIC) a compusilor investigati impotriva microorganismelor
de referinta.'” Valoarea MIC rezultatd este definitd ca fiind cea mai micd concentratie de

agent antimicrobian investigat care previne cresterea vizibild a microorganismului testat.

Rezultatele obtinute sunt prezentate in Tabelul I1.12.
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Tabelul I1.12: Concentratia minima inhibitorie (MIC) pentru ligandul 29 si complecsii sai 30a-d.

MIC (mg/mL)
Tulpina 29 30a 30b 30¢ 30d
(Zn2+) (Cu2+) (C02+) (Cd2+)

S. aureus
ATCC 25923 12.5 25 0.04875 12.5 0.00019
E. coli ATCC

25922 - 25 0.04875 12.5 0.00609

C. albicans

ATCC 10231 12.5 12.5 - 12.5 0.00019

Dupa cum se poate observa in Tabelul I1.12, complexul cu Cd (30d) este activ la o
concentratie foarte scizuti, avand valoarea MIC de 19.04x10° mg/mL in cazul
Staphylococcus aureus si Candida albicans, respectiv 609x10” mg/mL in cazul Escherichia
coli. Rezultate semnificative au fost obtinute si pentru complexul cu Cu (30b), cu o valoare a
MIC de 4875x10° mg/mL in cazul tulpinilor bacteriene Staphylococcus aureus si Escherichia
coli.

Valorile diametrelor zonelor de inhibitie si cele ale concentratiilor minime inhibitorii
(MIC) arata ca, compusii doi dintre compusii evaluati (30b) si (30d) au activitate impotriva
bacteriilor Staphylococcus aureus. Impotriva Escherichia coli, complecsii cu Cd (30d) si Cu
(30b) prezintd o activitate semnificativa, in timp ce impotriva ciupercii Candida albicans doar
complexul cu Cd (30d) prezintad o activitate foarte bund. Rezultatele prezentate mai sus arata
ca ionul metalic cadmiu, prezent In moleculd, aduce imbunatatiri semnificative in ceea ce

priveste activitatea antimicrobiand a compusului.
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11.4. Evaluarea activitatii biologice a compusilor hibrizi sintetizati

11.4.6. Activitatea antituberculoasa a compusilor hibrizi piridin-(bis) imidazolici- / (bis)-
benzimidazolici 7, 8, 9a-e / 10a-e

Compusii obtinuti au fost evaluati pentru activitatea lor antimicobacteriand fatd de Mth

H37Rv (cultivat in conditii aerobe), la TAACF (Center of Tuberculosis Antimicrobial
Acquisition and Coordinating Facility), Institutul National de Sanatate al SUA, divizia NIAID,

la Southern Research Institute.

N N a. R=-H
b. R=-Br
¢. R=-Cl
\ O d. R:—N02
| N e. R=-OCH;
N7 8 R

10a-e @ )

Figura I1.50: Compusii piridin — (bis)imidazolici / (bis)benzimidazolici a caror activitate
antimicobacteriand a fost evaluata.

Initial, a fost testatd solubilitatea compusilor in mediul microbiologic cu ajutorul metodei
turbidimetrice.'*® Rezultatele din Tabelul 11.20 prezinta solubilitatea excelent a compusilor in
mediul microbiologic, toti fiind solubili la cea mai mare concentratie (200 uM), ceea ce
reprezinta un avantaj din punct de vedere al proprietatilor farmacologice.

In continuare, a fost efectuat un sceening in vitro standard primar pentru a determina MIC
(concentratia minima inhibitorie), ICsy s1 ICyo (concentratiile care au dus la inhibarea cresterii

la 50%, respectiv 90%).'?’
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Tabel 11.20: Solubilitatea in mediul microbiologic si activitatea antimicobacteriana a compusilor 7, 8,
9a-e si 10a-e impotriva Mtb H37Rv in conditii aerobe.

Solubilitate Solubilitate
é MIC ICsy, ICo, Conc. Solubilitate é MIC ICs, 1Cs, Conc. Solubilitate
E (M) (M) (uM) standard M Euny M) (um)  standar B cone
U maxima U maxima

(uM) (M) d (uM) (M)

7 >200 >200 >200 200 N/A 8 >50 43 >50 200 N/A
9a >200 >200 >200 200 N/A 10a 56 25 60 200 N/A
9¢ 51 34 63 200 N/A 10c 17 7.9 18 200 N/A
9d 58 38 71 200 N/A 10d 24 14 21 200 N/A
9¢ >200 160 >200 200 N/A 10e 58 28 63 200 N/A
Rif.  0.006  0.003  0.07 0.04 N/A Rif. 0.006 0.003 0.07  0.04 N/A

N/A — compusul a fost solubil la cea mai mare concentratie; valorile in bold si italic indica o actvitatea foarte bund a compusului.
Rif.- Rifampicind

Dupa cum se poate observa din Tabelul I1.20, sapte (8, 9¢, 9d, 10a, 10c, 10d si 10e) din
cel zece compusi testati prezintd activitate Tmpotriva Mtb H37Rv in conditii aerobe, cu o
valoare a concentratiei minime inhibitorii cuprinse intre 17-58 uM. Din punct de vedere al
relatiei structurd-activitate, pot fi facute urmatoarele remarci:

» Sarurile cuaternare sunt mai active impotriva Mtb H37Rv fata de compusii de plecare.
In baza afirnatiilor anterioare se poate afirma faptul ca atasarea restului acetofenonic in
pozitia 3 a imidazolului / benzimidazolului este favorabila in ceea ce priveste
activitatea antimicobacteriana.

» Compusii care au In structura lor nucleul benzimidazolic sunt mai activi decat cei cu
nucleu imidazolic in molecula. Compusul 10c¢, cel care are grefat pe restul fenilic
gruparea cloro (-Cl) prezintd cea mai pronuntatd activitate antimicobacteriand. Odata
cu inlocuirea grupdrii grefate pe nucleul fenilic cu alti substituenti, activitatea
antimicobacteriana scade in ordinea: 10d (B-p-NO,), 9¢ (I-p-Cl), 10a (B-p-H), 10e (B-
p-OCH3) s1 9d (I-p-NOy). (B - benzimidazol, I — imidazol).

Patru dintre compusi (8, 9d, 10a, 10d) care au prezentat cea mai bund activitate
antimicobacteriand au fost selectati pentru etapa a doua de evaludri. Acestea includ
reevaluarea MIC, ICsy si 1Cqp impotriva Mth H37Rv in conditii aerobe, MIC sub oxigen
scazut, MBC (Concentratie minimd bactericidd), testarea pe Mtb rezistent la medicamente,

activitatea intracelulara si citotoxicitatea.
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Tabelul 11.21: Activitatea impotriva Mtb H37Rv la concentratii mici pentru derivatii 8, 9d, 10a si 10d.

Compus MIS;ZE: " 1Cso 1Co0 Compus MIS;:)’E: " 1Cso 1Co0
(M) (uM) (M) (uM)
(uM) (uM)
8 >50 >50 >50 10a 87 34 110
9d 104 45 140 10d 16 11 20
Rifampicina 0.0063 0.0040 0.0077

Pentru parametrii MIC, 1Csg si ICq s-a realizat o analiza replicat. Dupa cum se poate
observa in Tabelul I1.21, rezultatele testului sunt reproductibile, valorile fiind comparabile cu
cele prezentate anterioar in Tabelul I1.20.

Activitatea bactericida a fost determinatd ulterior concentratiei minime inhibitorii
(MIC). Analiza MBC stabileste dacd mecanismul de actiune al medicamentului este
bacteriostatic sau bactericid. Acest lucru este important deoarece medicamentele bactericide
pot scurta regimul de tratament standard, care este minim 6 luni pentru tuberculoza.
Concentratia minima bactericida (MBC) a fost determinatd impotriva Mtb H37Rv in conditii
aerobe si aratd ca trei dintre compusii testati (9d, 10a si 10d) prezintd un mecanism de actiune

bactericid. (Tabel 11.22)

Tabel I1.22: Evaluarea concentratiei minime bactericide pentru compusii 8, 9d, 10a si 10d.

MIC MBC Dependenta de  Dependeta
Compus . .
(uM) (LM) concentratie de timp
8 >50 >50 ND ND
9d 58 100 N Y
10a 56 100 Y N
10d 18 50 Y N

N: No; ND: Not Determined; Y: Yes

Se poate constata, de asemenea, cd activitatea compusilor 10a si 10d este dependenta
de concentratie, fapt asociat cu o concentratie maxima de medicament liberd optimd pentru

128 fn cazul compusului 9d, se observa un efect dependent de

concentratia minima inhibitorie.
timp, care este asociat cu concentratia liberd de medicament care rdmane deasupra
concentratiei minime inhibitorii pentru un interval definit de dozare.'*®

Evaluarea scaderii concentratiei de oxigen (LORA- Low Oxygen Recovery Assay)
furnizeazd informatii esentiale cu privire la activitatea impotriva Mtb H37Rv intr-o stare de

non-replicare persitenta (NRP). Aceasta este responsabila pentru toleranta antimicobacteriana,
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gasitd in tot mai multe infectii cu tuberculoza. Ca rezultat, a fost determinatd activitatea
antimicobacteriand impotriva NRP Msb H37Rv pentru compusii 8, 9d, 10a si 10d.'*"°

Rezultatele privind evaluarea LORA in termeni de MIC, ICs si ICyy sunt ilustrate in Tabelul

11.23.

Tabel I1.23: Evaloarea LORA pentru compusii 8, 9d, 10a si 10d.

Nivel scazut de oxigen

Nivel normal de oxigen

Compus
MIC (uM)  ICso(uM) ICoo(uM)  MIC (uM)  ICso (uM)  ICo (uM)

8 >50 >50 >50 >50 >50 >50

9d 183 25 65 129 49 78

10a 200 16 130 >200 17 60

10d 120 9.7 33 71 9.9 25
Rifampicina 0.13 0.0041 0.0065 0.096 0.0072 0.0025
Metronidazol 200 29 110 >200 >200 >200

Dupa cum se poate remarca in Tabelul I1.23 compusii evaluati, mai putin compusul 8,
au activitate Tmpotriva NRP Mtb H37Rv superioard Metronidazolului, cu o valoare a ICsy 1n
domeniul 9.7-25 uM, si o valoare a concentratiei minime inhibitorii cuprinse intre 120-200
pM.

In continuare, a fost testatd concentratia minima inhibitorie, ICsy si ICyp Impotriva a
cinci tulpini Mtb rezistente, precum si impotriva mycobacteriei nontuberculoasa (NTM)'27-%!
in conditii aerobe. Micobacteriile non-tuberculoase (NTM) au fost Mycobacterium avium si
Mycobacterium abscessus, in timp ce tulpinile rezistente izolate au fost doud tulpini rezistente
la izoniazida (INH-R1 si INH-R2), doua tulpini rezistente la rifampicind (RIF-R1 si RIF-R2)

si o tulpina rezistenta la fluorochinolona (FQ-R1).

Tabel 11.24: Valorile MIC, ICs si 1Cy ale compusilor 8, 9d, 10a si 10d impotriva Mtb rezistente la
diferite medicamente si micobacteriilor non-tuberculoase.

2 INH-R1 INH-R2 RIF-R1 AM‘
= vium
§ MIC  ICs ICo | MIC  ICs ICoo | MIC  ICs ICy | MIC
M) @M @M | @M @M @M | M) M) M) [ (uM)
8 >50) >5() >5() >50) >5() >5() >5() >5() >50 -
9d 55 46 52 65 39 75 67 35 100 >200
10a 120 42 170 110 42 150 87 24 110 >200
10d 24 13 21 25 13 22 25 15 24 200
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Cl 0.018 0.0084 0.022 0.065 0.0047 0.012 2 1.2 2.3 >200
C2 >200 >200 >200  >200  >200  >200 0.17 0.15 0.21 -
C3 1.2 0.64 1.4 1.4 0.84 1.4 0.76 0.59 0.91 -
RIF-R2 FQ-R1 M. Abscessus

§ MIC  ICs,  ICo MIC  ICs, ICy | MIC  1ICs,  ICop
@M @M @M | @M M) M) | (M) (M) (uM)
8 >50 >50 >50 >50  >50 >50 - - -
9d  >200 40 120 87 49 9] 110 89 97
10a 100 44 120 200 40 >200  >200 120 200
10d 30 17 31 38 18 38 88 56 68

Cl >50 >50 >50 0.027 0.013  0.039 33 2.1 3.1
C2 062 054 0.60 0.35 0.36 0.47 - - -
C3 1.1 0.60 1.2 20 12 22 - - -

INH — Tulpini rezistente la izoniazida; RIF — Tulpini rezistente la rifampicind; FQ — Tulpini rezistente la fluorochinolone; C1 — Rifampicina
control; C2 — Isoniazida control; C3 — Levofloxacin control.

Datele din Tabelul I1.24 arata ca tulpinile izolate Mtb rezistente sunt sensibile la
actiunea compusilor sintetizati (compusul 8 facand exceptie). De asemenea, compusii 9d, 10a
si 10d prezintd activitate impotriva M. Abscessus, in timp ce Tmpotriva M. Avium doar
compusul 10d arata o activitate moderata.

A fost stabilitd si citotoxicitatea compusilor folosind linia de celule umane monocite
THP-1'". Parametrii determinati au vizat indicii ICso si ICqo. Rezultatele obtinute sunt

prezentate in Tabelul I1.25.

Compus Citotoxicitate 1Cs 1Cq
IC5o (UM) intracelulard  intracelulara
(uM) (uM)
8 >50 >200 >200
9d >50 26 48
10a >50 37 >50
10d >50 14 26
Control 0.018' 0.23° 0.29°
COIIlpl’2

'_Staurosporina control; *-Isoniazida control.

Dupa cum se poate observa in Tabelul I1.25, compusii nu sunt citotoxici $i prezinta o

activitate intracelulara foarte buna, evidentiindu-se compusul 10d.

30



Noi compusi hibrizi ce contin azaheterocicluri de cinci si sase atomi: sintezd, structurd si aplicatii

Rezumatul tezei de doctorat

Datele prezentate anterior evidentiazd un profil antituberculos promititor al
compusului 10d. Ca urmare, s-a realizat un studiu in ceea ce priveste absorbtia, distributia,
metabolismul, excretia si toxicitatea (ADMET).

Studiul ADMET incepe cu evaluarea capacitdtii de legare de proteinele plasmatice
(PPB) a compusului 10d, folosind metoda echilibrului de dializa cu o membrana
semipermeabild care separd doud compartimente care contin proteine (plasma umand) si

tampon (buffer). Rezultatele obtinute sunt prezentate in Tabelul I1.26.

Tabel I11.26: Rezultatele studiului legarii de proteinele plasmatice(PPB) a compusului 10d.

Plasma
Compus Specii testate Fractie nelegata Plasma Recuperat
u i 1 . u
P P ’ £ Fractie legata (%) P
(%)

10d human 7.8 92.2 24.5
Propranolol' human 20.7 79.3 93
Warfarina' human 0.51 99.5 96.7

'Compusi control: propranolol (normal binding) si warfarina (high-binding).

In urma analizei Tabelului I1.26, compusul 10d are o valoare a fractiei plasmatice
legate mai micd de 95% (92,2%), ceea ce inseamna o ratd de eliminare mai mica si un timp de
injumatatire in vivo mai mare i, prin urmare, o mai mare eficacitate din cauza unei cresteri
mai mari a concentratiei de medicament liber.

Au fost studiate proprietatile de absorbtie ale compusului 10d prin epiteliul intestinului
subtire folosind testul de permeabiliatate Caco-2 cell, masurand ambele directii apical spre
bazal, respectiv bazal pand la apical, determinind astfel capacitatea de a fi permeabil a

compusului 10d. Rezultatele obtinute sunt ilustrate in Tabelul 11.27.

Tabel I1.27: Rezultatele evaluarii permeabilitatii compusului 10d.

Valoare medie Valoare medie
Compus A—BP,,' B—AP,,’ Raport eflux’
(10°cm/s) (10°cm/s)
10d 0.47 0.095 0.20
Atenolol® 0.13 0.37 2.8
Propranolol’ 12.7 25 2
Talinolol’ 0.077 3.3 43

"Papp — coeficientul ratei de permeabilitate = (dQ/dt)/(CoA) unde dQ/dt este rata de permeabilitate, C, este concentratia initiald a compusului si A este aria
monostratului; *Raportul de eflux (Re) este Papp (B—A) / Papp (A—B). O valoare a Re > 2 indicd un potential substrat pentru glicoproteina P sau alti
transportori activi; *Compusi control: atenolol (permeabilitate scizut, transport paracelular), propranolol (permeabilitate mare, transport transcelular pasiv) si
talinolol (control P-gp efflux).
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Valorile efluxului activ scazut (Re= 0.20) si a permeabilitatii (A—B Papp < 2) arata
permeabilitatea scazutd a compusului 10d si sugereaza un mecanism de actiune aproximativ
paracelular, practic, fara implicarea proteinelor transportoare (P-glicoproteine sau altele).

Recentele descoperiri In ceea ce priveste interactiunile medicament-medicament
reprezinti un indiciu necesar pentru siguranta farmacoterapiei. In general, interactiunile
medicament-medicament sunt asociate cu o crestere a toxicitdtii, scaderea efectului
farmacologic si reactii adverse la medicament. Una din cele mai bune metode folosite pentru
detectia interactiunilor medicament-medicament constd in determinarea metabolizarii
medicamentului folosind sistemul citocrom P450. In acest sens, compusul 10d a fost testat pe
6 enzime izoforme ale citocromului P450: CYP2B6, CYP2CS8, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6
si CYP3A4."” Pentru compusul 10d a fost calculatd activitatea enzimatica si generat ICso.

(Tabel I1.28)

Tabel I1.28: Rezultatul inhibarii citocromului P450 pentru compusul 10d.

CYP3A4- CYP3A4- CYP2C CYP2D CYP2C CYP2B CYP2ClI
Compus Midazolm Testosteron 9 6 8 6 9

1Cs0(LM)

10d >20 6.6 >20 0.92 >20 >20 8.8
Ketoconazol' 0.033 0.022 - - - - -
Sulfafenazol’ - - 0.16 - - - -

Chinidina' - - - 0.032 - - -
Montelukast' - - - - 0.14 - -
Tranylcypromina' - - - - - - 7.5
Ticlopidina' - - - - - 0.72 -

'Compusi control

Compusul 10d nu prezinta inhibitie (ICs50>20) asupra CYP3A4- midazolam, CYP2C9,
CYP2CS, CYP2B6 si aratd o inhibitie slabd spre moderata (ICso: 6.6 si 8.8) asupra CYP2C19,
aceste rezultate indicand o slaba potentiald interactiune medicament-medicament.

Evaluarea legarii microzomale este un alt parametru important in predictia
farmacocineticii in vivo din rezultatele metabolizirii in vitro. In vederea determinirii
stabilitdtii microzomale a compusului, testul utilizeazd microzomi S9 de ficat uman in comun

cu prezenta cofactorului NADPH. Rezultatele obtinute sunt prezentate in Tabelul I1.29.
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NADPH- NADPH-

Specii dependent NADPH- liber NADPH-
Compus C(uM) ) dependent . liber
testate CLiy 5 . CLiy 5 .

(uL/min/mg) Tu" (min) (uL/min/mg) Thz” (min)
10d 1 human 21.7 106 <12.8 >180
Verapamil 1 human 123 18.7 <12.8 >180
Dextrometorfan 1 human 24.3 94.9 <12.8 >180

"Microsomal intrinsec clearance = In(2)/(T1/2[proteina microsomali]); “Timp de injumatatire= 0.693/-k.

Datele din Tabelul I1.29 aratd ca in cazul compusului 10d poate avea loc o eliminare
lenta, avand CLjy< 50 pL/min/mg. Acest lucru arata ca este probabil ca derivatul 10d sa fie
eliminat lent in vivo, ceea ce duce la o duratd mai mare de actiune.

In cele din urmi, a fost determinati toxicitatea compusului 10d asupra celulelor
hepatice umane (HepG2), folosind staurosporina ca si substantd control / martor (ICso=

0.0086 pM)."** Compusul 10d a aritat o valoare a ICso >100 puM, nefiind citotoxic.
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CONCLUZII FINALE

Rezultatele din cadrul tezei de doctorat, Noi compusi hibrizi ce contin

azaheterocicluri de cinci §i sase atomi: sintezd, structurd si aplicatii, pot fi rezumate astfel:

v

Au fost sintetizate opt serii de compusi hibrizi (seriile I-VIII), compusi cu structura
piridin-imidazolicd/benzimidazolicd  (4a-k/5a-k), compusi cu structurd piridin-
bis(imidazolicd)/bis(benzimidazolica) (9a-k/10a-k), compusi cu structurd chinolin-
imidazolicd/benzimidazolica cu element de spatiere format dintr-o grupare metilenamidica
(14a-k/15a-k) si compusi cu structura chinolin-imidazolica / benzimidazolica cu element

de spatiere format dintr-o grupare etilenamidica (19a-k/20a-k).

Studiul detaliat al reactiilor de cicloaditie Huisgen 3+2 dipolare dintre benzimidazoliu-
ilide cu un dipolarofil alchinic simetric substituit, DMAD, demonstreaza ca in functie de
conditiile de reactie pentru a genera N-ilidele sau sursa de energie utilizatd se obtin,
majoritar, diferite tipuri de derivati cu structurd ciclicd condensatd cu atomi de azot in
punte:

o Cicloaductii cu structurd chinolin-dihidropirolo-chinoxalinica (24a, 24b, 24d, 24e,
24f) sunt obtinuti doar sub actiunea ultrasunetelor si Tn urma utilizarii unei baze
organice pentru a genera in situ N-ilidele corespunzatoare.

o Cicloaductii cu structurd chinolin-dihidropirolo-benzimidazolica (22b-i) sunt
obtinuti 1n cazul in care este folosit butilenoxidul ca si agent de preluare a acidului
bromhidric.

o Cicloaductii cu structurd chinolin-pirolo-benzimidazolica (23a-i) se obtin Tn mod
selctiv atunci cand se utilizeaza butilenoxidul ca si agent de preluare a acidului
rezultat, dar in sistem existd un agent oxidant, TPCD.

Studiul comparativ al reactiilor de cicloaditie Huisgen 3+2 dipolare conventional versus
neconventional evidentiaza rolul ultrasunetelor in sinteza organica find, in special in
domeniul reactiilor de cicloaditie. Iradierea cu ultrasunete a sistemului reactant conduce la

cresterea randamentelor si scaderea considerabila a timpului de reactie.
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v Seria de combinatii complexe chinolin-sulfonamidice cu ioni metalici divalenti (Zn*",

Cu*, Co* si Cd*) sintetizati a fost caracterizati prin intermediul metodelor
spectroscopice IR, RMN si difractie de raze X pe monocristal. Complecsii cu Zn (30a) si
Co (30c) formeaza retele de cristalizare de tip monoclinic cu grup de simetrie P2;/n, zincul
si cobaltul avind o coordinare tetraedricd cu ligandul bidentat prin legaturi Zn-Nchinolina
(Co-Nchinolina) $1 ZNn-Ngyifonamida (CO-Ngutfonamida). Complexul de Cu (30b) cristalizeaza intr-
un sistem monoclinic cu grup de simetrie /2/a. Cationul de Cu®" este complexat de
ligandul bidentat chinolin-sulfonamidic prin intermediul atomilor Nchinolinic™ $1 Nsulfonamidic
formind un tetraedru neregulat. Evaluarea activitatii antibacteriene si antifungice a
ligandului chinolin-sulfonamidic 29 si a celor patru complecsi (30a-d) a evidentiat
influenta semnificativd adusd de complexarea cu ionul metalic, complexul 30d fiind cel

mai activ dintre acestia.

In urma evaludrii activitatii anticanceroase a compusilor hibrizi corespunzitori seriilor V
st VI se evidentiaza compusii hibrizi cu structurd chinolin-imidazolica (14d) (p-CN) si
(14g) (p-Ph) si compusii hibrizi cu structurd chinolin-benzimidazolica (15a) (p-NO,),
(15¢) (p-CHs), (15g) (p-Ph) si (15i) (p-OCH;). Cei mai multi dintre acesti compusi
prezinta valori ale inhibitiei cresterii celulare tumorale foarte bune, iar compusul hibrid
chinolin-benzimidazolic cu rest bifenilic (15g) a fost selectat pentru Faza II de studii
clinice, avand activitate impotriva mai multor linii celulare din diferite tipuri de cancer:
leucemie, cancer pulmonar, cancer de colon, de piele, ovarian sau de san. Valoarea Gls
cea mai micd, care reflectd cea mai bund activitate citotoxica, este cea asupra liniei
celulare leucemice HL-60 (TB), concentratia molara fiind de ordin nanomolar, 428 nM.

Dintre derivatii hibrizi chinolin-imidazolici / benzimidazolici avand ca element de spatiere
o grupare etilenamidicd, corespunzatori seriei VII (19a-Kk) si seriei VIII (20a-K) a cdror
activitate antineoplazicd a fost evaluatd, se evidentiaza compusul hibrid chinolin-
imidazolic (19h) (p-Ph) si compusii hibrizi chinolin-benzimidazolici (20f) (p-F) si (20h)
(p-Ph). Cei trei derivati manifestd in mod selectiv efect citotoxic asupra liniei celulare
MDA-MB-468 din cancerul de san, iar compusul (20h) prezinta activitate citotoxica si

asupra liniei celulare leucemice HL-60(TB).
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Din punct de vedere al designului de medicamente, se evidentiaza ca element structural cu
influenta hotaratoare asupra activitatii biologice, prezenta unui rest bifenilic in moleculele
hibride. Se poate considera ca atasarea acestui fragment 1n structura moleculelor de interes
aduce Tmbunatatiri semnificative asupra activitatii anticanceroase.

Cicloaductii cu structura chinolin-pirolo-benzimidazolicd (23a-i) evaluati, din pacate, nu

prezintd rezultate promitdtoare in ceea ce priveste activitate anticanceroasa.

Testarea activitatii antimicrobiene asupra celor trei tulpini luate in studiu (Staphylococcus
aureus, Escherichia coli si Candida albicans) a derivatilor hibrizi piridin-imidazolici /
benzimidazolici (4a-f) (seria I) si (5a-f) (seria II) evidentiaza doua caracteristici generale:
selectivitatea compusilor piridin-imidazolici (4a-f) impotriva fungului Candida albicans si
activitatea compusilor piridin-benzimidazolici (5a-f) impotriva celor trei tulpini testate.
Compusii cei mai activi sunt derivatul hibrid piridin-imidazolic (4¢) (p-Cl) si compusii
hibrizi piridin-benzimidazolici (5a) (p-NO,), (5b) (»-OCHs), (5¢) (p-Cl) si (5e) (p-CN). In
cazul proprietatilor antimicrobiene, s-a putut observa cd fragmentul p-clorofenilic este
elementul care contribuie la cresterea activitdtii antibacteriene si antifungice.

Testarea activitatii antimicrobiene a seriei V' de compusi hibrizi (14a-g), a relevat ca acesti
derivati manifesta o activitate antifungica selectiva impotriva fungului Candida albicans.
Activitatea cea mai pronuntatd o manifestd compusul (14¢) (p-Cl), ceea ce evidentiaza
influenta beneficd asupra activitdtii biologice antimicrobiene a fragmentului p-clorofenilic.

Evaluarea activitatii antimicrobiene a compusilor hibrizi corespunzatori seriilor I, IT s1 V
evidentiaza, din nou, ca prezenta fragmentului p-clorofenilic in structura moleculelor este

0 componentd esentiald in cresterea activitatii.

Compusii hibrizi corespunzatori seriei II1 si IV au fost investigati In ceea ce priveste
activitatea biologica impotriva Mycobacterium tuberculosis. Primul stadiu de testdri a
ardtat ca toti compusii supusi testarii sunt solubili in mediul microbiologic, iar cea mai
buna activitate o manifesta derivatii hibrizi piridin-bis(benzimidazolici). Testele complexe
corespunzatoare stadiului doi si trei de testari au evidentiat activitatea antituberculoasa
deosebitd a compusului hibrid piridin-bis(benzimidazolic) cu rest p-nitrofenilic (10d).
Acesta a manifestat cea mai bund activitate intracelulard, fiind activ Tmpotriva tulpinii

Mycobacterium tuberculosis rezistente la medicamente si nu este citotoxic.
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In prezenta teza de doctorat au fost sintetizati 90 de compusi hibrizi, 24 de cicloaducti
si 4 combinatii complexe, deci un total 118 molecule noi, care contin in structura lor

azaheterocicluri de cinci si sase atomi.

Rezultatele obtinute in cadrul tezei de doctorat, Nei compusi hibrizi ce contin
azaheterocicluri de cinci si sase atomi: sintezd, structurd §i aplicatii, fac subiectul a trei
articole stiintifice si doua publicatii de tip proceedings publicate in reviste cotate ISI, a sase
participari la conferinte internationale si noud participari la conferinte nationale cu lucrari de

tip comunicari orale sau poster. (A se vedea lista contributiilor personale din teza)

Pe parcursul stagiului doctoral au fost castigate prin competitie nationald doua proiecte
de mobilitate, acronim MC (MC-2018 si MC-2019) si au fost desfasurate activitati in calitate
de membru in cadrul proiectelor POCU/380/6/13/123623 (Doctoranzi si cercetatori
postdoctorat pregatiti pentru piata muncii 2019-2020) si CNFIS-FDI-2019-0129 (Cercetarea

de Excelenta in Domeniul Substantelor Antimicrobiene, 2019).
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