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1. Introducere

Lucrarea de fatdprezintd rezultatele obtinute in studiul sintezei si proprietdtilor
structurale a unor compusi heterociclici, aromatici si alifatici cu activitate biologica. In acest
scop, au fost alese doud heterocicluri esentiale: fenotiazina si cumarina, fiind aplicate diferite
metode de sinteza, incluzand atat incalzirea conventionald precum si sinteza in camp de
microunde pentru sinteza moleculelor tinta.

Compusii heterociclici au un potential enorm,fiind cele mai promitatoare structuri
pentru obtinerea unor noi tipuri de medicamente'. Fenotiazina este un heterociclu triciclic cu
un atom de sulf si unul de azot, care sunt esentiale in activitatea biologica’. Cumarina este un
heterociclu ce contine oxigen, fiind folosit in medicina pentru tradarea edemului’.

Sinteza asistatd de microunde a devenit esentiald in chimia organica si in sinteza de
produse farmaceutice. Principalul avantaj al sintezei in cdmp de microunde, comparativ cu
incdlzirea conventionalda este cd permite utilizarea conditiilor impuse de chimia verde si
imbunititeste eficienta reactiilor chimice®.

Prima parte a tezei cuprinde: sinteza, analiza structurald si evaluarea biologicd a
nitronelor alifatice si aromatice, precum si sinteza unor nitrone noi cu unitati de fenotiazina.
Sinteza si caracterizarea nitrililor cu unitafi fenotiazinice si ferocenice alcatuiesc a doua parte
a tezei. Studiul cinetic asupradifenil calconelorsi a calconelor cumariniceeste prezentata in
ultimul capitol.

Nitronele sunt agenti valorosi,capabili de a capta radicali liberi atat in vitro cat si in
vivo’. Datoritd acestei abilitati sunt considerate cei mai eficienti antioxidanti® si
vasodilatatori’. Acestea sunt materii prime versatile, utilizate pe scard larga in reactii de
cicloaditie cu alchine si alchene®rezultand isoxazoline si isoxazolidine’.

Nitrilii sunt substante esentiale in obtinerea unor produse farmaceutice, cum ar fi
medicamente antidiabetice si anticanceroase pentru tratarea cancerului mamar'®.

Calconele au proprietiti biologice utile, inclusiv activititi antiinflamatoare'’,
antifungice'”, antioxidante'’, antitumorale'®. Calconele posedigruparea carbonil foarte
electrofilio,B-nesaturatd'®, care esteun factor determinant pentru activitatea lor biologica.

Calconele cumarinice posedaactivitati anti-HIV'®, anticoagulant'’, antihipertensiva'®.
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2. Reactii in camp de microunde

Sinteza asistatd de microunde a devenit un factorextrem de importantpe parcursul
ultimilor ani in sinteza rapidd si eficientd a unei varietatii mari de compusi organici
datoritacapacitatii de absorbtie a energiei microundelor de catre molecule polare’.

Prin incalzirea convectiva, reactantii sunt activati incet de cdtre o sursd de caldura
externi. In comparatic cu incilzirea convectivd, iradierea cu microunde produce
oincalzireinternd eficientd prin cuplarea directa a energiei microundelor cu molecule (solventi,
reactivi, catalizatori) prezente in amestecul de reactie’. Prin urmare, solventii joacd un rol
important in sinteza realizatd in cAmp de microunde. Intrucét, capacitatea unei molecule de
ainteractiona cu energia microundelor depinde depolaritate (adicd de momentul sau de dipol),
doar moleculele polare interactioneaza cu energia microundelor. De aceea, cu cat amestecul

de reactie este mai polar, cu atat capacitatea sa de a se cupla cu energia microundelor este mai



mare. Aceasta interactiune duce la o crestere rapidd a temperaturii, precum si a vitezei de
reactie”.
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3.Fenotiazina

Fenotiazina(Figura 1)siderivatii sai sunt utilizatiin mod obisnuit in chimia
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Figura 1.Fenotiazina

S-a constatat ca activitatea farmacologicaafenotiazinei ar putea fi legata de efectul

antioxidant sau capacitatea de acapta radicali liberi. Spre exemplu, studii recente au

demonstrat ca fenotiazina protejeazi ADN-ul impotriva oxidarii induse de radicali liberi''.
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4. Nitronele
Nitronelesunt substante utiledatorita aplicarii lorcu succesin
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radicalilorstabilidenitroxil4§iaaltorproduseimportante, cum ar fi capcanelede
spin’pentrustudiul proceselor radicalice’, inclusivcele careau locinsistemelebiologice. In
specialnitronelea-aromatice sunt utilizateinacestedomenii, de cand chimistiau aratatin 1967ca
uniiradicali liberiinteractioneazi cu nitroneleproducand radicali liberi de nitroxil’.
Capcanelede spinau fost studiatecuscopul de a"capta" radicalii primarifoarteinstabili,
carenupotfialtfelobservatiin mod direct. Una dintrecele mai cunoscutenitroneestePBN(Figura

2).

N\

N
/
O

Figura 2. Structura moleculara:o-fenil tert-butil-nitrona (PBN)

Avantajul nitronelor ca si capcane de spin, constd in faptul cd, formeaza,de obicei,
aducti stabili cu o varietate de tipuri de radicali, nu foarte toxici, potrivifi pentru captarea
radicalilor liberi in sistemelein vivo si in vitro.

in anul 1993, Chamulitra® ,urmat de Saito’ in 1998 au aritat cd monoxidul de azot ar
putea fi format din descompunerea PBN in mediul apos sub lumina UV. Monoxidul de azot
este un important neurotransmititor' " ' %, fiind unul din putinele gaze cu acest rol. Cu toate
acestea, monoxidul de azot este un compus endogen foarte important pentru mentinerea
tensiunii arteriale in limite normale, deoarece joaca un rol important in functiile

13,14,15,16 .
2 monoxidul de azotareun rol

patofiziologice ale sistemului vascular'®. Ca vasodilatator
semnificativ in inflamatie'’. Exista posibilitatea ca efectul vasodilatator al capcanelor de spin
sa aparadatoritatransformarii lor in monoxid de azot printr-un clivaj enzimatic'®.

In consecinta, donorii de monoxid de azotpot fi utilizati intratamentul diferitelor
tulburdri vasculare'’. In misura in care nitronelesunt capabilesi cedeze monoxid de
azot,acestea ar puteadeveniprimii agenti vasodilatatori.

4.3. Strategii in sinteza nitronelor. Studiu de literatura

Cea mai utilizata metoda pentru sinteza nitronelor este condensarea hidroxilaminei sau
a clorhidratilor de hidroxilamina cu o aldehida sau cetona™ si oxidarea aminelor secundare la
nitrona*'.Sinteza nitronelor prin condensare decurge in doud etape: a)sinteza in situ a
hidroxilaminei, b) condensarea hidroxilaminei cu aldehida (Schema 1) aplicand atat incalzirea

e ALt AL a1 s A A . 22,2
convectiva ct si incalzirea in camp de microunde®*’.
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Lo NHCL o CH,CO0H _ R—N=CH—R!
R—NO, o > R—NH o_crycoon | R—N=CH—R
OH 5

R, R'=aryl
Schema 1. Formarea nitronei prin reactii de condensare

Oxidareaaminelorsecundarelanitronea devenitometodarapidd si frecvent utilizata
inultimii ani. Agentii adecvati de oxidare pentru acest scop, raportat de A.H. Becket et. AP
sunt: apa oxigenatd”, unde oxidarea are loc in prezenta Na,WO, ca sicatalizator, intr-un
solvent polar, la 0°C.

4.4. Contributii personale

Aceastd parte a tezei este rezervatd prezentarii sintezei, caracteristicilor structurale si
spectroscopice ale diferitelor nitrone cu activitate biologica. Sinteza nitronelora fost realizata
prin diferite metode de oxidare si condensare in functie de structura lor. Activitatea biologicaa
nitronelor noi si cunoscuteca siagenti vasodilatatori, ca agenti antioxidanti, antifungici si/sau
agenti antibacterieni au fost determinatesi prezentate ca fiind obiectivul secundar al
acestuisubiect.

4.4.1. Sinteza di-nitronelor C-tereftal-N-alchil si C-glioxal-/V-alchil

Sinteza di-nitronelor C-tereftal-sauC-glioxal-N-alchil [3a.-3e.] a fost realizat
prinoxidareauneiamine secundarecuH,0,, inprezentaunei cantitati
cataliticedeNa, WO, folosindmetanol ~ casolvent®®.  Aminelesecundare[2a.-2e.] au  fost
sintetizateprin reducerea cuNaBHjabazelor Schiffpreparateanterior[la.-1e.]. Reactiilesi
conditiileutilizatepentru sinteza di-nitronelorC-aril/alchil-N-alchil sunt prezentatein Schema

2/A., B.].

A) Q /N-R1 HN-R'
Oy 2 O O
b R-N’ R'-NH

[1a.-1 c.l I2a.-2c.|
3a..R'= j-Pr
3b.:R'= sec-Bu

i) 3c:R'=t-Bu

6‘ 1

< > MNR

R
Q [3a.-3c.]

i) 2 eq R"-NH, r.t, 1 h; ii) EtOH, 4 eq NaBH, 0-5 °C; iii) MeOH, 5 eq H,0, 10 mol % NaWO, 2H,0, r.t.,

3h, N,
1 H 1 6 1
O i N-R N-R" i N-R
B.) Y agiiD) Y ii.) iii.) N
O/ R’I_N/ R1-N - R’l_ﬁ//_/ 3d..R'=i-Pr
H le} 3e.:R'=sec-Bu
- 3f..R'=¢t-Bu
[1d., 17.) [2d., 2f] [3d., 3¢



Schema 2.Reactii si conditii in sinteza nitronelor C-tereptal (A)/glioxal(B) N-alchil
Structurile nitronelor noi[3c., 3e.] si a celor cunoscute [3a., 3b., 3d., 3f.] au fost
confirmate prin analizi spectrali 'H-RMN, "“C-RMN, MS si spectre FT-IR.
Caracteristicilestructurale ale nitronelor cunoscute corespund datelor din literatura. In
spectrul' H-RMN semnalul pentru protonul azometinic al nitronelor aparela valoarea de 7.4
ppm. Centrul chiral localizat indi-nitronele 3b. si3d.aduce schimbari semnificative in
spectrele "H-RMN. Protonii din gruparea CH,devin diastereotopici,iar semnalele lor apar la
deplasarichimice diferite casi septet, la valoarea de 1.4 si 2.0 ppm (Figura 3), datorita
centrului chiral invecinat. In amind a fost observatacelasi model de despicare, in timp ce in

baza Schiff [1b.] acesti protoni au generat un cvintet (Figura 4).

e Bu dinitrone R BRNSRBSH TRBRSANNLERREELS

109.20123 NERRBIN FRASILABOGRENERILY
DecBu, dinitrong{1H 11.09.20123 CrIDDBHD COCRABVLLINKDINT DD
@cB 0 ~ O OO MM NN N e e e e e e e ===

i | e o GBI

4.00-
T12.02-
2.06—

T T T
0 3.5 3.0

9.0 8.5 8.0 75 70 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.
f1 (ppm)

Figura 3.Spectrul' H-RMNal nitronei3b., in CDCls, la 300 MHz
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Figurad.Partea alifaticd a spectrului' H-RMN al bazei Schiff 1b., in CDCl;, la 300 MHz

4.4.2. Sinteza difenil nitronelor

Capitolul urmator prezintasintezadifenil nitronelorprinreactii de condensareal
uneihidroxilamine N-monosubstituiticu o aldehida,conformprocedeului din literaturd®’.Sinteza
difenil nitronelora fost realizatiin doudetape. Inprima etapia avut locformarea

hidroxilaminelorN-monosubstituite, urmata de condensareaacestoracu o aldehida(Schema 3).

4a.:R1=H,R2=o-N02
4b..R'=H,R2=m-NO,
4c..R'=H, R2 =m,p-diNO,
4d..R'= H,R2=p-Br
4e.:R"'=H,R?=m,p-diMeO

\ 4f.R'=H,R?=p-OMe
— ) £ _ 4g.:R:=H,R§=m-CI
NO, M) " R1 N 4h.:R'=H,R?=p-OH
4] R1 =p-Cl, R2 =p-Br
[4a.- 4r.] 4k:R'=p-Cl,R?=0-NO,
41.:.R"'=p-CI,R>=m-OH
4m.:R'=p-Cl,R?*=p-OH
4n.:R'=p-C|,R?>=p-OMe
40.:R"'=p-CI,R?=m,p-diMeO
4p.: R'=p-Cl,R%*=p-Cl
4r..R'=p-Br,R?>=m-OH
4s.:R'=p-Br,R>=p-MeO
4t:R'=H R%=t-Bu

i.) 2 eq Zn powder, 1 eq NH,Cl, EtOH:H,0 (5:1 v/v), 0-5 °C, 3-12 h
ii.) 1 eq benzaldehyde, CH;COOH, r.t,1-2 h

Schema 3. Sinteza difenil nitronelor

Sinteza hidroxilaminelors-a realizatin situ prin reducerea nitro derivatilor cu pulbere
de zinc in prezentaunor acizi slabi (NH4Cl sau CH3;COOH). De asemenea, reactia
hidroxilaminei cu aldehidaduce la formarea nitronei cu randamente mari. Reducerea nitro
derivatilorla hidroxilamina este puternic dependentad de caracterul electronic alsubstituentului

prezent in moleculd. S-a observat, cd substituentii respingdtori de electroni de pe nucleul



benzaldehidic, cum ar fi -OMe,-OH crescrandamentul reactiei, spre deosebire de gruparile
atragatoare de electroni (CI, Br, NO,)in cazul carora randamentul reactieieste mult mai scazut.

Datele spectroscopice a nitronelor cunoscute [4a., 4b., 4d.-4h.; 4j.-4p., 4s., 4t.] sunt
inbuna concordantdcucele raportateinliteratura de specialitate.
Structurilenitronelornoisintetizate[4¢c., 4i., 4r.] au fost confirmate prinanalizd spectrala'H-
RMN, "C-RMN, MSsispectreFT-IR. Inspectrele' H-RMN  singletul caracteristicgenerat

deprotonul din legaturaiminicdapare la valorile 7.9-8.5ppm(Figura 5).
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Figura5.Spectrul' H-RMNal nitroneidm., in CDCl;la 300 MHz

In spectrele de masi (El)a difenilnitronelor, in toate cazurile se observa picul
corespunzator masei moleculare, insd intensitatea variaza considerabil. Cel mai caracteristic
in fragmentarea nitronelor este eliminarea O° din grupareaN->O. S-a observat ca prezenta
unui substituent atragatorde electroni produce o scadere a picului molecular in spectrul de
masa. In spectrul de masdalcompusului[4m],inregistrat cu metoda EI la 70 eV,Figura 6.avem
picurile abundente la m/z = 230, 231 acestea sunt generate prin eliminarea grupariihidroxil
sau a unui atom de oxigen. Picul molecular, m/z = 247 este de asemenea,observat.Incazul
nitronelorcu R=H[4h]cel mai abundent este ionul molecular (Figura 7). Schema de

fragmentare a nitronei [4h] este prezentata inSchema 4.
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Schemad. Schema de fragmentare a compusului 4h.

4.4.3. Sinteza nitronelor fenotiazinice

In acest capitol este prezentatasintezanitronelor cu unitdfi fenotiazinice,
dezvoltareasioptimizarea unuiprocesreproductibilpentru sintezalor,folosind atétincalzirea
conventionala catsi sinteza asistata de microunde.

Acestenitrone noi au fost sintetizateca si compusi potential biologic activi. Sinteza a

fostbazatd pe reactiide condensare, folosind iradierea in cadmp de microundesi
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incdlzireaconventionala.

Sintezaesteoadaptareaunei

metoderecente

raportatade

catreM.

M.Andrade®. N-aril sauN-alchil nitronele [3a.-3j., 4.]au fost obtinutecu randamente bune(16-

84%), prin reactia unui derivat carbonil fenotiaziniccuhidroxilamini(Schema 5). in cazul

reactiilor realizate In camp de microundetimpul de reactie a fost redus semnificativ,

comparativcusintezaclasicd. O comparatieintrereactiile asistatede microundesi cele realizate

prin incdlzire conventionala este prezentatd in Tabelull.

R1
|
N

or

NHOH (prepared in situ),

Tabel I.Sinteza nitronelor in camp de microunde si prin incalzire conventionala

i.)orii.)

R1

|

N -
PN

s ANge

[sa.-ej.l

or

[
R1
|
N

i.) 1eqR?NHOH (prepared in situ), EtOH-H,0 (5:1), 1,2 eq NaOAc, MW, 100 °C, 10 min; ii.) 1 eq R2-
EtOH-H,0 (5:1), 1,2 eq NaOAc, 100 °C, 1-6 h

R1
|
— N —
RO ) ~Neg2

[7a)

Schemas.Sinteza nitronelor fenotiazinice

6a.:R'=Me, R%=Ph

6b.:R'=Me, R?=p-CI-Ph
6c.:R'=Me, R2=p-Br-Ph

6d.:.R'=Me, R%=m-Br-Ph
6e.:R'=Me, R?=p-acetyl-Ph
6f..R'=Me, R?=m-acetyl-Ph

6g..R'=Et, R%=Me
6h..R'=Et, R%=Et

6i..R'=octadecyl, R2=Ph

6j..R'=octadecyl, R%=Et

7a.:.R'=Me, R%=Ph

Incalzire .
convectiva Microunde
Nr. 1 2 : -
Crt Comp R R Timp de Timp de
) n[%]*  reactie n[%]* reactie
[min] [min]
1 6.a. Me Ce¢Ha 20 120 37 10
2 6.b. Me 4-C1-C¢H, 16 60 30 10
3 6.c. Me 4-Br-C¢H,4 21 60 28 10
4 6.d. Me 3-Br-C¢H, 35 480 50 10
5 6.c. Me 4-acetyl-C¢Hy 30 90 44 10
6 6.f. Me 3-acetyl-C¢Hy 41 60 56 10
7 6.g. Et Me 65 75 84 10
8 6.h. Et Et 77 75 81 10
9 6.i. Octadecil CsH; 52 120 74 10
10 6.j. Octadecil Et 70 75 84 10
11 73. Me C6H5 34 60 61 10
"Randamente obtinute dupa izolare
Nitronele din aceasta clasd nouasuntextrem de  sensibilelaincalzire

sise

descompunimediatla temperaturi mai ridicate(120-130°C) farda a se topi. S-a observatca

nitronele cu substituentiatragatori de electroni sunt mai instabile, comparativ cu cele care

contingruparidonoare de electroni. Nitronele6b.si6c.cu substituenti cloro si bromo, atragdtori

deelectroni, au fost izolate curandamentemici: 16%, respectiv 21%,insaprezenta grupdrilor
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alchilstabilizeazalegaturaiminica. O stabilitatebunaa fost observata la nitronele 6g., 6h., 6j.,
obtinutecu randamenteridicatedupa purificare, fiind rezistentelaaersi incalzire.

In spectrele UV a nitronelor fenotiazinice o banda intensi de absorbtie este situatd in
jurul valorii de 390nmcorespunzdtoare tranzitiilor de tip m - m*. Nitronele6b., 6¢c. si 6d.
substituite n pozitia para cu halogeni si nitronele6e., 6f. cu grupari acetil nuau avut efecte
notabile asupra proprietatilor de absorbtie anitronelor. Proprietatile optice anitronelor noi

sintetizate sunt prezentate in Tabelul2.

Tabel 2. Caracteristicile optice a nitronelor fenotiazinice

Deplasari O;”
Comp. ?g":n[;;ﬂnc]m_l)a) Aem [nm]  Stokes

Av [em]
6a. 315,272, 393(9517) 551 7255 7.83
6b. 316,274, 385(8277) 521 7142 5.59
6c¢. 316, 275, 380(10048) 518 7103 5.01
6d. 317,275, 397(9561) 555 7535 5.43
6e. 312,241, 398(8480) 550 7211 7.77
6f. 314,271, 402(9398) 542 7197 8.33
6g. 302, 377(14026) 519 7275 3.50
6h. 302, 377(21778) 515 7076 4.70
6i. 314,275, 382(14010) 569 7888 1.90
6j. 302, 376(22408) 518 7235 4.20
7a. 318, 419(16280) 554 7595 5.43

a) Absorptia UV-Vis in CH,Cl,.
b) Randamente cuantice fatd de perilena in ciclohexan.

Toate nitronelefenotiaziniceprezintd emisie defluorescentdde culoare albastru
deschis.Lairadiereculmaxin solutie dediclorometan, nitroneleprezinta emisie
defluorescentdcudeplasdri Stokesfoartelargi(Av =7076-7888cm™) si randamentecuanticecu
valori cuprinse intrel.90s18.33, folosind ca sistandardperilena. Randamentele cuantice au fost

determinate conform Ecuatieil.

Asta *dx*Fx . ng
b= g X X
£ f(std) Ax*dgtq*Fstq ngtd

Ec. ()
unde,Aqq SiAgreprezintaabsorbtiastandardului, respectiv a probei lalungimea de undade
excitare, dsqsidisuntcoeficientul —dedilutieaconcentratieiutilizatalaUV-Vis  sifluorescenta,
FysiFgqsunt ariileincurbelefluorescentea probelorsi a standardului, nysinggsuntindicii de
refractieaisolventilor utilizatipentruprobasipentrustandard.

Singletul ~ caracteristicgenerat  deprotonuldin  legdturaiminicdi in  spectrul'H-

RMNalnitronelorfenotiazinice apare in intervalul 8.0-8.2ppm. (Figura 6).
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Figurab.Partea aromatid.a spectrului' H-RMNa nitronei6d., in CDClsla 300 MHz

A 1 . Ce . .
in spectrul?’C-RMN a nitronelor fenotiazinice, semnalul atomului de carbon din
legdtura iminica apare in jur de 150 ppm, deplasare chimica similard cu cea raportatd in

literatura de specialitate pentru bazele Schiff fenotiazinice®® (Figura 7).
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Figura?7. Partea alifaticd a spectrului” C-RMNal nitronei 6d.,in CDClsla 75.5 MHz
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In studiul spectrometric de masaalnitronelorfenotiazinice cel mai abudent pic este
picul molecular (in toate cazurile). Un astfel de exemplu este prezentat prin spectrul de masa
al nitronei6a.(Figura §).Picuri ulterioare au fost alocate fragmentului rezultat din eliminarea
O’ la m/z=316, precum m/z=301 pentru imina, care se formeaza ca produs secundar in reactie
si este detectabil In cantitdti mici chiar si dupa purificare. O schema de fragmentare a nitronei

6a.este propusdinSchema 6.
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Figura8.Spectrul de masa EI (70 eV) al nitronei 6a.
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4.4.4. Evaluarea biologica a nitronelor

A fost evaluata activitatea biologicda nitronelorca si vasodialtatoriantioxidanti si
agenti antimicrobieni.

4.4.5. Activitatea antimicrobiana (antifungica si antibacteriana) a nitronelor

Activitatea antifungicasiantibacteriandanitronelornoi, precum sia celor cunoscutea fost
evaluatda pentru mai multespeciide Candidasi bacteriigram-negative, cum ar fi E.
Coli,Citrobacterspp., Morganellaspp., Pseudomonasaeruginosa, Klebsiellapneumoniae(+
ESBL), Proteusspp., Acinetobacterspp.sibacteriile gram-pozitiveStaphylococcus aureus.

Activitatea antibacteriana a nitronelora fost investigatdprinmetoda difuzieipe discla o
concentratie de  8uM.  Nitronele, 3a., 4a.sidr.au  fostsensibile laCandida
albicanssiCandidakrusei. Incazul nitronelor fenotiazinice6a., 6h.sidt.testele au fost
repetatelao concentratie mai mare, la 25ug/disc. NumaiCandidaparpsilosisa fost sensibila
lanitronelefenotiaziniceavand  undiametrulde  inhibare de6  mmpentrunitrona  6a.,
de7mmpentrunitronaéh.,sibmmpentrunitrona 4t.

4.4.6. Activitatea vasodilatatoare a nitronelor

Nitronele sintetizate au fost evaluate in vitro ca si donori de monoxid de azot utilizand
radiatia UV ca sursa de anioni hidroxil sireactia cu hepatocite de sobolan. Dupd aceea,
compusii cel mai activi In experimentele in vitroau fost evaluatiin vivo folosind iepuri ca
animale experimentale. Cantitatea de NO a fost determinatd din mediul apos printr-o metoda
indirecta:prin masurarea cantitatii produsilor de descompunere, ex. a monoxidului de azot:ioni

nitritisi nitrati.
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In experimentelein vitronitronele au prezentat capacitate bunin eliberarea monoxidului
de azot prin reactia lor cu radicali hidroxil generati de lumina UV. In special tereftal si glioxal
di-nitronele au prezentatcapacitatea de a eliberarea monoxidului de azot in cantitate mare.

Experimentele efectuate in vitrope hepatocite de sobolanau fost utilizate pentru
verificarea enzimelor hepatice capabile sd metabolizeze nitronele ce elibereaza monoxidul de
azot. In acest experiment numai in cazul nitronelor 3b., 3e. si 6g.s-a constatato crestere a
concentratiei de ioni nitrit.

In experimentele in vivope iepuriN-alchil tereftal si glioxaldi-nitroneleau fost cele mai
active. Administrarea nitronelor la animale a produs o vasodilatatie intensdprecum si:
tahicardie,dilatarea vaselor de sange din ureche. De asemenea, nitronele 3e.si 3c.au actionat
ca modulatori excelentide monoxid de azot, iar nitrona3f.a crescut semnificativconcentratia de
nitriti, insd numai dupa 7 ore de la dozare. Un rezultat similar a fost observat in cazul nitronei
3e., undea fost detectat un nivel de nitrit mai ridicat dupa 2 ore de la dozare.

4.4.7. Activitatea antioxidanta a nitronelor

Antioxidantii suntsubstantecucapacitatea de a inhibasauchiarde a prevenioxidareaaltor
moleculesacrificandproprii  lorelectroni  pentru  aalimentaradicalii  liberi.  Radicalii
liberisuntmolecule, atomi saufragmentemolecularecare continunul sau mai multielectroni
neimperecheatila orbitalul atomic sau molecular extern’ . Prezenta
electronuluineimperecheatgenereaza instabilitatemoleculara, radicaliifiind astfel
moleculefoarte reactive, ceea ce determini oxidarea componentelor celulare®.

Nitronelesuntbinecunoscute ca si  capcanede spinsisuntutilizate pe scara
largacaantioxidanti siagentianti-inflamatori. Capcanelede spinafecteazastdrile de oxidare
acelulelorsia  sistemelor  enzimatice’’.  De  aceea,nitronelesunt  potentialiagenti
terapeuticiincazurilepatologicecare implicastresul oxidativ indus de radicali liberi’”.

Activitatea antioxidantd anitronelora fostdeterminatdcu metodaDPPH. Metodase
bazeazdpereactiaDPPHcuunaltradical, sauscavenger de radicali liberi.Reactiapoatefi
monitorizatd chiar vizual, deoareceDPPHareobanda deabsorbtieputerniccentralala 520nm, si
areoculoarevioletinsolutie. CandDPPHvafi neutralizat deocapcand de spin/scavenger de
radicali,culoarea solutieivadevenigalbenpal. Rezultatul procesuluipoatefi
detectatprinspectroscopieUV-Vis, iar  numadrulradicalilorinitialipoate  fi  estimatdin
valoareaabsorbtieila520 nm.Coeficientul de partitie apd/cloroform (Pow) al nitronelor a fost
determinat spectrofotometric’>. Ambele caracteristici ale nitronelor: activitatea antiradicald si
coeficientul de partitie au fost strans legate de forma lor structurala si evaluate in functie de

relatiastructura-activitate.
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Activitatea antiradicalicd a nitronelor afost determinatdfolosind urmatoarea ecuatie:
Activitate antiradicalicd = 100 x [1-(Ay/Arer)]
unde, A reprezintdabsorbanta probeisi Ar.geprezintd absorbanta referintei. Activitatea
antiradicalica a nitronelor este prezentata in Tabelul 3.

Tabel 3.Activitatea antiradicalica a nitronelor

Nitrone R R’ activitate AO (%)
(to, teo, ti2o) (min)

4a. H 0-NO, 14, 81, 88
4b. H m-NO, 10, 51, 55
4c. H m,p-diNO, 4,31, 38

4d. H p-Br 20,90, 91
4e. H m,p-diMeO 11, 86, 88
4f. H p-OMe 59,91, 90
4g. H m-Cl 44,92, 92
4h. H p-OH 23,93, 93
4i. p-Cl m-Cl 2,71,79

4. p-Cl p-Br 11,28, 35
4K. p-Cl 0-NO, 47,93, 93
41. p-Cl m-OH 45,93, 93
4m. p-Cl p-OH 49,92, 93
4n. p-Cl p-OMe 52,92,92
4o. p-Cl m,p-diMeO 48,90, 91
4p. p-Cl p-Cl 22,69, 73
4r. p-Br m-OH 0.5, 35,44
4s. p-Br p-OMe 25, 33,49

AO-activitate antioxidanta

Tabel 4. Activitatea antiradicalica a nitronelor fenotiazinice

Nitrone R® R* activitateAO (%)
(to, teo, ti2o) (min)
6a. Me Ph 0,0,8
6b. Me p-Cl-Ph 4,9,11
6¢c. Me p-Br-Ph 3,10, 14
6d. Me m-Br-Ph 5,8,6
Ge. Me p-acetyl-Ph 3,14, 19
6f. Me m-acetyl-Ph 6,7,8
6g. Et Me ?
6h. Et Et 3,5,22
6i. Octadecyl Ph 5,50
6j. Octadecyl Et 3,4,3,5
7a. Me Ph 1,5, 8,18

*Nua fost detectata activitate antioxidanta
Cea mai bunad activitate antioxidanta a fost observatd 1in cazuldifenil

nitronelor.Activitatea antioxidantd a acestor compusi a fost dependentd de substituentiidin
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moleculd. In special gruparile hidroxil (nitronele4h., 41. si 4m.) localizate in pozitiilemeta sau
para auimbunatdtit captarea radicalilor liberi.De asemenea, gruparilemetoxi (4n., 40.) si nitro
auprezentat o tendintd bund de a creste activitatea antiradicalica a nitronelor. O activitate
antiradicalicd usor mai scazutd afost determinatdin cazul nitronelor halogenate (4g., 4d., 4i.,
4p.)in intervalul 79-88%.

Coeficientul de partitie apd/cloroform a nitronelor a fost determinat folosind tehnica
“shake-flask”, In cazul in care lungimea de undd de absorbtie maxima fost determinata
anterior. Valorile coeficientilor de partitie a celor doud clase de nitrone sunt sumarizate in

Tabelul 5 si Tabelul 6.

Tabel 5.Coeficientul de partitie si lungimea de unda de absorbtie maxima a
difenil nitronelor
Coeficient de

Nitrone R' R? partitie Amax[NM]
Kwe)

4a. H 0-NO, 76,99 276
4b. H m-NO, 7.8 317
4c. H m,p-diNO, 2,14 384
4d. H p-Br 4,03 315
4e. H m,p-diMeO 18,41 342
4f. H p-OMe 7,97 331
4g. H m-Cl 21,68 319
4h. H p-OH 80,1 324
4i. p-Cl m-Cl 37,52 311
4j. p-Cl p-Br 40,21 314
4k. p-Cl 0-NO, 7,47 276
41. p-Cl m-OH 21,6 310
4m. p-Cl p-OH 8,65 333
4n. p-Cl p-OMe 80,1 328
4o0. p-Cl m,p-diMeO 17,03 313
4p. p-Cl p-Cl 11,04 326
4r. p-Br m-OH nd

4s. p-Br p-OMe 20,22 338

nd- Nu a fost detectata.

Valorile coeficientului de partitie obtinute pentru difenil nitrone au fost peste unu, ceea
ce indicd faptul ca solubilitatea lor este mai mare in faza organicd decat in faza
apoasa.Afinitatea nitroneidc.pentru apd poate fi explicata prin afinitateacelor doua grupari
nitro pentru apa. Rezultate similare au fost obtinute pentru alte nitrone substituite cu grupari
nitro, excluzand nitrona4a., orto substituitd, care a prezentatafinitate foarte mare pentru

solventul organic. Chiar daca in literatura de specialitateeste precizat cagruparilehidroxil

18



imbunatdtesccaracterul hidrofil al unui compus, in acest caz nitrona 4h., cecontine o
gruparehidroxil in pozitia paraprezinta lipofilicitate ridicata.

Tabel 6.Coeficientul de partitie si lungimea de unda de absorbtie maxima a nitronelor

fenotiazinice
Coeficient
Nitrone R’ R’ de partitie  Apay [nm]
(Kwie)
6a. Me Ph nd
6b. Me p-Cl-Ph nd
6c¢. Me p-Br-Ph nd
6d. Me m-Br-Ph nd
6e. Me p-acetyl-Ph nd
6f. Me m-acetyl-Ph nd
6g. Et Me 23,19 377
6h. Et Et 19,92 377
6i. Octadecyl Ph nd
6j. Octadecyl Et nd
7a. Me Ph nd

nd-Nu a fost detectata

Din pdacate, in cazul nitronelor fenotiazinice determinarea coeficientului de partitie
apd/cloroform a fost imposibila. Prezenta lanturilor lungi alifatice pe fenotiazind dauo
solubilitate redusd in apd pentru nitronele fenotiazinice. Numai, nitronele N-alifatice6g.si
6h.au fost solubile in solventul respectiv(MeOH/H,O 1:9 v/v)si In acest sens caracterizate cu

ajutorul coeficientului de partitie, observandu-se astfel afinitatea moderata pentru apa.
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4.4.8. Concluzii

e Tereftal si glioxal di-nitronele au fost obtinuteprin oxidareaaminelorsecundareau
prezentat cele mai bunerezultate nexperimentulde vasodilatatiepentruiepuri.

e Difenil nitroneleau fostexcelentiantioxidanti. Cea mai buna activitateantiradicalicaa
fostdeterminatdin cazulnitronelorcuogruparehidroxilinstructura.

e Nitronele fenotiazinice noi au fost obtinuteprin condensareain cdmp demicroundesi
prin  activaretermicaclasicdprin reactia  hidroxilaminelorN-monosubstituite  cuo
carbaldehidafenotiazinica. In cazul sintezei asistate de microunde timpul de reactie a
fostredus semnificativ. Toatenitronelefenotiaziniceprezintafluorescentdde culoare
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albastru deschiscudeplasari Stokesmari(Av =7076-7888cm™),
randamentelecuantice(®F) variindintre1,90s14,7%.
Activitatinotabileinstudiilebiologiceau fost observatein

cazulnitroneloré6a.si6bh.inexperimenteantimicrobieneimpotrivaCandidaparpsilosis.

5. Nitrili

5.1.Introducere si context

Nitrilii sau cianurileorganice, sunt o clasddecompusice confin gruparea functionala -
C=N. Cianurilesunt produsede catre anumitebacterii, ciuperci si alge, sipotfi gasite
inprodusele alimentaresiplante'.

5.2.Strategii in sinteza nitrililor. Studiu de literatura

Nitriliiaromatici suntprintre cei mai importantiprecursorisinteticiin sinteza organica,
datorita faptuluicapotfiusor transformati inesteri, amide, acizicarboxilici, amine, amidine,
cetone  siheterocicluricu azot, cum ar fiitetrazolioxazolisi produsi naturali’,

ReactiaStreckeresteunadintre cele mai simplesieconomicemetodepentrusintezao-amino
nitrililor. Sintezao-amino nitrililor,prinreactiaStrecker,constdinreactia uneialdehide cuo
amina(sau amoniac) siosursd decianurd, undedupdhidrolizase formeazad aminoacidul

corespunzitor’(Schema 7).

O
H H ;
~. hydrolisys and
)J\ + N MCN H CN deprotection HzN COH
—> —_—
1 2 , cat. acid R3/
R R ® 1 2
R R! R2 R R
aldehyde amine
or or o-aminonitriles o-amino acid
ketone ammonia

Schema?7.Sinteza a-aminoacizilor prin reactia Strecker

Un exemplu tipic al acestei sinteze este reactia unei aldehide cu amoniac in prezenta
cianurilor metalelor alcaline (KCN, NaCN)*. Modificarile recente aduse in reactia Strecker
constau in inlocuirea sursei toxicede cianurd (cianura de hidrogen)cu una mai moderata, cum
ar fi TMSCN’(cianurd de trimetilsilil), unde TMSCNare un impact puternic in reactia
cataliticd asimetricd de tip Strecker®.

5.3. Contributiipersonale

Acestcapitolal tezei prezintdsintezasianalizastructurala a unorderivati nitril-
aromaticicu ounitatede fenotiazindsauferocen.

5.3.1. Sinteza nitrililor prin reactia Strecker

Scopul principalalsintezeinitrililornoia fostreducerea gruparii nitril la 0 amina primara,

carearecapacitateade complexarelaanumite metale. Nitrilii fenotiazinici si ferocenici noi,au
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fostobtinuti usorprinreactiaStreckerfolosind solventi nepoluanti. Reactia de cianare a
iminelor(bazelor Schiff) a fost efectuataicuTMSCN, la temperatura camerei,intr-un amestec de

solventi de apa/PEG, rezultand nitrilicurandamenteexcelente(Schema 8).

H
1
R =N i) R
\c/ X + TMSCN — > \( 5 1a.: R!= Phtz; R>= p-COOCH;
H | R2 Ly R®  1b.:R'= Phiz; R*= p-NO,
= 1c.: R'= Phtz; R?= p-Cl

1d.: R!= Phtz; R*= m-NO,;
1le.: R'= Phtz; R?= p-CH3;

|

N Fo: @ 1f.: R'= Phtz; R?= p-COOH;
Phtz: C[ Fe 1g.: R!= Phtz; R?= p-OCH3;

S @ 1h.: R'= Ph; R*= COOCH,

1i.: R'=Fc¢; R?>= OMe
1j.: R'= Fc; R>=COOCH,

i.) Imine (1eq), TMSCN (1eq), PEG/H,0, 25 °C, 3 days
Schemas. Sinteza nitrililor prin reactia Strecker

5.3.2. Reducerea nitrililor la amina

Reducereanitrililorfenotiazinici [1a., 1le., le., 1h.] afostrealizataprin hidrogenare
catalitica, folosindNaBH,casursd de hidrogen conformmetodeiraportate deCaddick, S.’.
Reactiaare locinprezentaBoc,0,caz in careau fostobtinuteamineleprimareBoc-
protejate(Schema 9.A)), 1iar produsul final a fostobtinut printr-o reactie de

deprotejare(Schema9.B)).

H 1 H
R? N AN RN AN
A i
) \r , iv.) R2 2a. R'=Phtz, RZ=COOCH;
L R > _ 2e. R'=Phtz, R>=CH,
1= 2
P~ NHBoo 2h. R'=Ph, RZ=COOCH;

2a., 2e., 2h. (0] J<
iv.) NiCl, 6H,0 (0.1 eq), NaBH, (7 eq), Boc,0O (2 eq), ethylene diamine 1.13 (eq), MeOH, r.t Boc:w‘g‘\o

H H
B.) 1 1
R, N N R, _N N
V) ) 3a. R'=Phtz, R*=COOCH;
_ R > R 3c. R'=Phtz, R?=C|
3e. R'=Phtz, R>=CH
NHBoc NH, 7 ’ °

3h. R'=Ph, R?>=COOCH;

3a., 3c., 3e., 3h.
v.) HsPO, DCM, 30 min

Schema9.A.) Reducerea nitrililor; B.) Deprotejarea aminelor Boc-protejate

Structurile nitrililor si aminelor au fost stabilite pe baza datelor spectrale ('"H-RMN,
BC-RMN si MS). In urma studiilor HRMS a nitrililor, s-au observat doud picuri
caracteristice, picul molecular si fragmentul generat prin eliminarea gruparii cian (Figura 9).
In cazul aminelor Boc-protejate spectrul de masi prezintd picurii dominante cu valori mai

mari decit masa moleculara asteptata, care pot fi identificate ca aducti aiionilor de sodiu (M +
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Na) sau (2M + Na). In Figura 10 este ilustrat spectrul HRMS (ESI)al aminei Boc-

protejata,2e., unde aductul cu sodius-a gasit la m/z=484.202.

357.1305

NL:

b 1.23E6
8 8 CH3 CN ESI HRMS
$ N 357#11-12 RT: 0.18-0.20
g 0= 308ppm AV: 2 T: FTMS + p ESI Full
§ 6 ms2 357.00@cid0.00
[95.00-2000.00]
o 4
B
L [M] 357.1294
o 251.0651 3821823 571.8686 697.5129 833.3002 1054.3076  1224.9883 1488.6354 1693.8572 1827,9366 1956.4527
10 357.1294 NL:
7.39E5
8 C22HyigN3 S
C2zH1s N3 Ss
= pa Chrg 1
4
2
O e e A W b s e e rrrrrreT USARLMAM Msataes Lt st T
200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000
m/z
331.1265 | NL:
10 N 361E7
8 N CH3 CN HRMS#1
g ° o= O60ppll’l H RT:0.01 AV:1T:
2 N FTMS + p APCI
5 6 S corona Full ms
< a [90.00-2000.00]
£ CN
£ o 242.0636 [M-CN] 331.1263
-4 363.1163
I N - Al 519.1390  667.1768  815.2141 9127726 1121.9991 1221.9897 1321,9846 1490.6361  1660.6407 1875.7446
o 331.1263 NL:
1 7.50E5
8 CaiHygN2 St
C21HigN2 Sy
& paChrg 1
4
2
O AR BAAa L b L L b L o s e L A s s e e T e
200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000
miz
Figura9. Spectrul HRMS APCI(+) al compusuluile.
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Figural0.Spectrul HRMS APCI (1) al compusuluiZe.

in spectrul "H-RMN al nitrililor, semnalul dat de protonul din grupareaaminoapare ca

dublet (Figura 11), la 4.45 ppm, in locul unui singlet, asa cum era de asteptat, datorita

protonului de la atomul de carbon adiacent cu o constantd de cuplajde’Jni.ci =7.44Hz. Prin
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urmare, semnalul corespunzator protonuluide la atomul de carbon chiral (CH) apare sub
forma unui dublet la 5.36 ppm cu constanta de cuplaj *Jni.cy =7.44Hz. Protonii inelului
benzenic apar ca dubleti, iar protonii din nucleul fenotiazinicdau semnalele caracteristice:
dublet pentru H1 s1 H9, triplet pentru H7 si H8, singlet pentruH4 si dublet de dubleti pentru
H2 (Figura 12).
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Figural2. Partea aromatica a spectrului' H NMR al compusuluilg., in CDCl;, la 300 MHz

Structuraaminelor protejate cu Boc,O, a fost confirmatd, de asemenea, cu ajutorul

spectrelor' H-RMN. Semnalele corespunzitoare protonilor CH,-B apar ca multiplet in
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intervalul 3.38-3.55 ppm, care este atribuitd centrului chiralic adiacent situat in moleculd. In
acest caz, semnalele corespunzatoare protonului dincentrulchiralic apar la 4.48 ppm ca
cvartet, datorita prezentei protonilor nou aparuti. GrupareaNH-y da un singlet mai dezecranat,

la 5.79 ppm, in timp ce semnalul pentru protonul dingruparea NH apare, in mod similar ca si

in cazul nitrililor, la 4.89 ppm (Figura 13).
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Figural3. Spectrul "H-RMN al compusului2h.in CDCl;, la 300 MHz

in spectru'H-RMN a aminelor protejatesemnalul corespunzitor protonului din
gruparea NH apare ca si dublet, fiind mai dezecranat indomeniul alifatic, la valoarea de

5.90ppm, in timp ce semnalul corespunzdtor protonilor din gruparea aminicd primara

aparesub forma unui singlet larg la 5.00 ppm (Figura 14).
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Figural4.Spectrul' H-RMNal compusului3h., in CDCIs, la 300 MHz
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5.3.3. Complexarea aminelor

Complexarea aminelor a fost realizata cu mai multe saruri metalice (Schema 10), cum
ar fi:Ga, Pd, Pt. Aminele au prezentat proprietati bune de complexare pentru Pd si Pt, aminele
primare si secundare prezentand potentiale pozitii de coordonarepentru cationi metalici.

Aminele sintetizate nu prezinta capacitati de complexare cu Ga.

Schemald. Reactia de complexare a aminelor

496.0464 NL:
1007 5.21E6
8 ond Amina PdCI2
g 803 ACN#15-246 RT
® 13 0.14-241 AV:232T:
2 €07 FTMS + ¢ ESI Full ms
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454.0363
e BBLITT 86,9903
g ] 525.2894
Q 2
€ o 3 bas7op| 725200 | S1EF e
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858.9870 0. _-0 NL:
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Figural5.Spectrul HRMS APCI (1) al complexului de Pd al aminei3h.

5.3.3. Concluzii

O serie de noi nitrili [1a.-1j.] cu unitati fenotiazinice sau ferocenice s-au preparat prin
reactia Strecker, folosind solventi nepoluanti $iTMSCN ca sursd de cianura. Nitrilii au fost
obtinuticu randamente excelente (peste 90%).

Nitriliila.,1¢., 1e.,1h. au fost redusi cu succes la amine primare in prezenta Boc,O.
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6. Calcone
6.1. Introducere si context
Gruparea a, B carbonil nesaturatase afla intr-un numar mare de produse naturale si
sintetice care prezintd o varietate de proprietati biologice'. Compusii care contin un astfel de
sistem nesaturat, sunt considerati ca potentiali candidati pentru obtinereamedicamentelor,
datorita capacitatii lor de a actiona ca acceptori Michael asupra gruparilorfunctionale a
proteinei’. In special gruparea de sulfhidril a cisteinei dinproteine joacd un rol important in
procesele de activarecare au la bazi aditia Michael la compusi carbonilici a,p-nesaturati’.
Calconele (Figura 16)apartin clasei de compusi carbonilici o, nesaturati,iar

activitatea lor biologica este direct legata de activitatea lorca si acceptori Michael.

Figura 16. Structura moleculara a calconelor
Derivatii de cumarind sunt o clasd importantd de compusi cu numeroaseactivitati
biologice. Cumarina si derivatii sdi prezintd activitati anti-tumorale, antioxidante si activitati
.. . .. .. -4
anti-inflamatoare asociate, de obicei, cu o toxicitate redusa.
6.2. Activitatea biologica a calconelor
. . . C e o . C ey 1 .5
Calconele ce contin heterocicluriprezinta o larga varietate de proprietdti biologice™.
Calconele cumarinice prezinta efecte farmacologice, inclusiv activitati anti-inflamatoare,
antivirale si antibacteriene’.
Calconele cecontin predominant substituenti hidroxil si fenil prezintd proprietéti
antioxidante. Calconeledin compusiinaturali sunt de obicei sub formidehidroxilati’. Una
dintre  aceste  calcone: isoliquiritigenina s-a dovedit a fi un inhibitor

puternicalcarcinogenezeipielii in vivo. Numeroase studii au demonstrat ca calconele
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actioneaza ca agentichemopreventivi, capabili sd inhibe carcinogeneza indusd de agenti
chimici prin cresterea nivelului de glutation redus®.
6.3. Strategii in sinteza calconelor. Studiu de literatura

Calconele servesc ca materii prime pentru sinteza diferitilor compusi heterociclici,
cum ar fi aurone’, flavanone'’, pirimidine”, pirazolinelz, flavone'”, cianopirimidinem, care
sunt importante datoritd efectului lor terapeutic(Schema 11).

Ar. Ar'

Ar. Ar'
N

Ar' H Pyrazolme

N

Y
CN O/
0-0X

N \
| / Iso-oxazole
=
Ar N \ o
Cyanopirimidine N Ar
\
@]
@] Ar
Aurone

ArY\( @]

N

N
\( Ar'

NH, Flavanone O
Pyrimidine

Schemall. Sinteza heterociclurilor din calcone

In plus, calconele sunt compusifoarte importanti ca si acceptori Michael in sintezele
organice. Reactia de aditie Michael este una dintre cele mai importante reactii fundamentale
pentru formarea legaturii C-C in sinteza compusilorl,5-dicarbonil.

Metoda cea mai convenabild pentru sinteza calconelor este condensarea Claisen-
Schmidt cu cantitdti echimolare de cetond cu o aldehida aromatica, catalizata de un acid sau o
baza.

6.4. Contributii personale

Obiectivul principal al acestui capitol al tezei de doctorat este studiul reactivitatii
compusilor o,f carbonil nesaturati prin masuratori cinetice. Masuratorilecineticepentru
determinarea constantei de viteza de ordinul doi (k»)areactiei de aditie nucleofild a cisteaminei
la compusi carbonil o, nesaturati a avut labaza activitatea lor de acceptori Michael.

De asemenea,este prezentatd si sinteza calconelor cumarinice. Calconele au fost

sintetizate prin condensare Claisen-Schmidt si caracterizate prin spectroscopie RMN si MS.
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6.4.1. Sinteza si caracterizarea calconelor cumarinice

Calconele cumarinice (3a.-3c.) au fost sintetizate prin condensarea Claisen-Schmidt a
unui derivat de cumarini (2a.sau2b.)cu oaldehidi (1a.saulb.)raportati deHa J-H. et al
(Schemal?2). Calconele obtinute sunt fluorescente in special cele care contin gruparea dimetil

amina.

1a: R'=H, R2=MeO, R3=MeO
1b: R'=0OH, R?=H, R3=H

i.) 1a. (3.5 eq), 2a. (1eq), piperidine, EtOH, reflux, 4h;ii.) 1a. (3.5 eq), 2b. (1eq), piperidine, EtOH, reflux, 30h;
ii.) 1b. (3.5 eq), 2b. (1eq), piperidine, EtOH, reflux, 24h

Schemal?. Sinteza calconelor cumarinice 3a—3c¢

O rearanjare intramoleculard notabila a fost observatdin cazul calconei3a.,care a avut
loc in mod spontan,in solventi. In spectrul LC-MS inregistrat pentru amestecul de calcona
3a.si compusul rezultat din rearanjare intramoleculard, au fost observatedoua picuri cu masa

moleculara identica.(Figura 17).

x10 5 | *ESI EIC(337.1076) Scan Frag=120.0V petk92493.d
1 *3.059 1
3.5

3
25

2
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0 r._'. & —

0.5 1 1.5 2 25 L] 2.5 4 45 5 55
Counts vs. Acquisition Time (min)

Figural7.Spectrul HRMS al amestecului de compusi3a.si3a.-cy
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Cu ajutorulstudiilor RMN si LC-MSs-a observat ca in urma rearanjarii intramoleculare rezulta
un compus ciclic cu sapte atomi incluzand cumarina precum si sistemul a,Bnesaturat (Figura
18) care nu este reactiv fatd de cisteamina in mdsurdtorile cinetice UV-Vis. Mecanismul

propuspentru rearanjarea intramoleculara a calconei 3a.este prezentatinSchema 12.

Schema 12.Rearanjarea intramoleculara a compusului 3a.

Pe dealtd parte, aceastd ciclizare a fost observatd in timp prin experimente de 'H-
RMN. In Figura 19se poate observa conversia calconei 3a.in izomerul siu ciclic prin studiul
"H-RMN. Spectrul 1si Spectrul 5 sunt spectrele '"H-RMN a calconei3a.,respectiva izomerului
sau ciclic (3a.-cy). In Spectrul 2,inregistrat cu 3 zile mai tarziu, a fost imediat observata
aparitia unor semnale suplimentare atat in domeniul aromaticcat si in cel alifatic. Cei doi
singleti din domeniul alifatic corespundgruparilor metoxi ale compusului nou format, dand
semnale la diferite deplasiri chimice: 3.55 ppmrespectiv3.83 ppm. In plus, semnale
suplimentare pot fi observate la 4.96 ppm si 5.04 ppm InSpectrul 3 care a fostinregistrat cu 4

zile mai tarziu decat Spectrul 2. InSpectrul 5, inregistrat cu o siptimana mai tarziu decit cea
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anterioard, se poate observa disparitiasingletuluide la 8.57ppm, corespunzatorprotonului H4

din calcona3a.
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Figura 1 9.Studiul' H-RMNal ciclizarii calconei3a.,in CDClsla 400 MHz

O instabilitate accentuata a fost observatd in cazul calconei2e. datoritd grupdrii
hidroxil din pozitia orto anucleului benzenic, careprin natura loratragatoare de electroni
reduce stabilitatea derivatilor cumarinici.Gruparea hidroxil a salicilaldehideia fost protejata cu

clorometil-metil eter conform metodei raportate de Cumming, R. G.'® (Schema 13. B).

5a +

v.) MOMCI (1.2 eq), DIPEA (1.6 eq), DCM, 16 h, 0 °C-r.t.

Schemal3. Sinteza calconelor cumariniceda. A). Protejarea salicilaldehidei ;B.)Sinteza calconei

protejatida.
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Dupa purificarea calconei 4¢.prin cromatografie pe coloand, calcona 3c.se obfine in

forma pura prin deprotejare cu acid clorhidric. (Schema 14).

vi.) HCI, MeOH, reflux, 4 h

Schemald4.Deprotejarea calconei3c.

Structurile calconelor sintetizate au fost stabilite prin spectroscopie RMN  si
spectrometrie de masda de inalta rezolutie. Semnalele caracteristice protonilor a si  in
spectrele "H-RMN apar la 7.80ppm,respectiv 8.20ppm, cu o constantd de cuplaj de ~ 15Hz
(J=15.64Hz pentru calcona3b.) (Figura 20), specificaprotonilor H-a,respectiv H-.
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Figura20.Partea aromaticd a spectrului' H-RMNal calconei3b., in CDClsla 400 MHz

6.4.2. Masuratori cinetice ale compusilor o, nesaturati
Testul este primul paspentru a stabili capacitatea acestei clase de compusi ca potentiali

agenti biologic activi, deoarece acestea pot interactiona cu gruparea sulthidril dinproteine si
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peptide. Cea mai importantaproprietatea gruparii sulfhidril este aditia nucleofildlalegaturi
duble. Daca legatura dubldeste activataprin conjugare, tiolii se aditioneaza spontan. Cel mai

important sistem conjugat este gruparea carbonil a, P nesaturatd'’ (Figura 21).

O
>
R1)J\%/\\R2

Figura 21. Compus o, nesaturat
Celmai important rezultatobtinut prin interactiunea compusilor carbonilici o,f
nesaturati cu grupari sulfhidril este efectul anticancer datorita reactivitatii lor fatd de grupari
sulthidril. Compusii carbonilici a,3 nesaturati sunt importantiagenti de tiol-alchilarecare joaca
un rol important in inhibarea cresterii tumorii'®.Masuritorile cinetice efectuate in cazul
acestui tiolne oferd informatii legate de reactivitatea compusilor carbonilicia,} nesaturatifata

de cisteamind. Aditia nucleofilaMichael a cisteaminei la calcone este prezentatainSchema 13.

NH,
RLACR o S/_/ RH/\(RZ r R1\ﬂ/\(Rz
! - Q SI—’ o) S\L
NH; NH,
Schema 13. Reactia compusilor o, nesaturafi cu cisteamind
In prima etapa Kops (constanti de vitezd de ordinul I) este obtinuti din dezintegrarea in
timp a absorbantei(A;) compusilor o, nesaturati cu cisteaminaprin analiza datelor obtinute
din experimentele individuale utilizand o ecuatie exponentiald de ordin intai (Ecuatia 1).
A = Age Fovs xt+ Cunde: Ay = A [« B, (Ecuatia 1)
Valorile kau fost obtinute prin trasarea valorilor kgsin functie deconcentratia de
tiol(Figura §), unde concentratia de tiol:
Ctior = 0.00004 = foldtiol
unde, 10* M este concentratia finala a solutieidecompus a,Bnesaturat, dupa addugarea

solutieide tiol exprimat in molaritate.
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Ky
Comp. 7a. y =1,383519x + 0,001079
R? = 0,999839
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Figura 22.Reprezentarea k,,; experimentale in functie de concentratia de tiol

Rezultate:

Structura compusilor o, [ nesaturati utilizati 1n acest experimenteste
prezentatdinSchema 16. Calconele ciclice prezintd o reactivitate foarte scazuta fata de
cisteamind. Constanta de viteza de ordin II (k;) a calconelor aciclicea variat semnificativ in
functie de substituentii prezenti in molecula.Constanta de viteza de ordin 1I(k;), lungimile de

unda, timpul de reactie si concentratia de tiol sunt prezentate in Tabelul 7.

Tabel7.Valorile cinetice a compusilor o, nesaturati

Compusi

carbonilici a,p Timp de

nesaturati reactie (s) Conc. de tiol A (nm) ky [M's]
3a. ?
3b. 11 12-60 490 0.446+0.0410
3c. 11 24-72 490 1.276+0.0249
7a. 11 12-60 330 1.301+0.0676
7b. 11 24-72 320 1.236+0.0988
7c. 16 12-60 320 1.004+0.0326
7d. 14h 300-500 410 0.00550+0.001
Te. b
7f. b
7g. b
7h. b
7i. 20 300-500 380 0.035+0.0028
7j. b
7k. 11 60-108 365 0.900+0.0651
71 b

8a.-8g. b
9a.-9g. b

*Nu a fost gisitd o lungime de undi potriviti. Spectrele UV a materiei prime si a produsului erau identice.
"Nu este activ fatd de cisteamini. Nu s-a observat formarea produsului in spectrul de masa.
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Constantele de vitezade ordinul II (k;)a calconelor3b. si 3c.au fost foarte diferite. in
timp ce pentru calcona 3b.s-a obtinut o valoare de =0.446 M s, calcona3c. a reactionat mai
rapid cu cisteaminddand o valoare de k,=1,276 M s™ Principalul motiv al acestei acceleririin
cazul calconei3e. este prezenta grupdrii OH pe nucleul benzenic in pozitia orto, care joacd un
rol important in acest proces. Gruparea OH actioneaza in doua moduri: activeaza gruparea
carbonil prin legaturaintramolecularade hidrogen si stabilizeazdaconjugarea in sistem'. In
cazul calconelor 7a., 7b., 7c.,valorile cinetice au fost dependente de prezentagrupdrilor
metoxi. Gruparea metoxi prezintd caracter donor de electroni stabilizand astfelsistemul
carbonil o, nesaturat. De aceea, compusul 7a. fost cel mai reactiv fatd de cisteamind cu o

valoare ak>,=1.300 Y
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OH O
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XX~ “NH-0H
CH
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Br

7. _0O 7k.

8a.-8g.: R=/Pr; X=H, CI, Br, |, CN, Ph, p-NO2-Ph
9a.-9g.: R= OH; X=H, CI, Br, |, CN, Ph, p-NO2-Ph

8a.-8g; 9a.-9¢g.

Schemald. Structura compusilor o,f nesaturati
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6.4.3. Concluzii

Sinteza calconelor cumarinice [3a., 3b., 3c.]a fost realizata prin condensare Claisen-
Schmidt. Calconele sintetizate prezintd fluorescenta intensa in solutie, in special cele cu
gruparea dietil amino [3b., 3c.]

Bromurarea calconelor cumarinice are loc la cumarina, nu in pozitia o a gruparii
carbonil a, nesaturate, asa cum era de asteptat.

Compusul cel mai electrofil in cazul calconelor cumarinice s-a dovedit a fi calcona 3ec.,
cu o valoare ak.de 1.301 M™'s™, datorita prezentei grupdrii hidroxil in pozitia orto, care
activeaza gruparea carbonil nesaturata prin legaturi intramoleculare de hidrogen.

S-a observat cd compusii ciclici nesaturati nu interactionezd cu cisteamina. Prezenta
unui donor de electroni, cum ar fi gruparile metoxi, in cazul difenil calconelor [7a., 7b., 7c]
stabilizeaza sistemul nesaturat, prin urmare reduce reactivitatea cisteaminei.

Referinte

1. Tran, T.-D.; Nguyen, T.-N.; Do, T.-H.; Thai, K.-M.; Tran, C.-D.; 15th International Electronic Conference on
Synthetic Organic Chemistry,2011.

2. Spirtovic-Halilovic, S.; Zavrsnik, D.; Imamovic, B.; Becic, E.; International Journal of Pharmacy Teaching &
Practices, 2013, 4, 1, 498-491.

3. Hsu, Y. L.; Kuo, P. L.; Tzeng, W. S.; Lin, C. C.; Food and Chemical Toxicology, 2006, 44, 704—713.

4. Achanta, G.; Modzelewska, A.; Feng, L.; Khan, S. R.; Huang, P.;Molecular Pharmacology, 2006, 70. I, 426-
433.

5. Garg, S. K.; Kumar, R.; Chakraborti, A. K.; Tetrahedron Letters,2005, 46, 1721-1724.

6. Amslinger, S.; Al-Rifai, N.; Winter, K.; Wormann, K.; Scholz, R.; Baumeister, P.; Wild, M.; Organic &
Biomolecular Chemistry, 2013, 11, 4, 549-54.

7. Sashidhara, K. V.; Kumar, A.; Kumar, M.; Sarkar, J.; Sinha, S.; Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters, 7,
24,7205-7211.

8. Tran, T.-D.; Nguyen, T.-N.; Do, T.-H.; Thai, K.-M.; Tran, C.-D.; 15th International Electronic Conference on
Synthetic Organic Chemistry,2011.

9. Spirtovic-Halilovic, S.; Zavrsnik, D.; Imamovic, B.; Becic, E.; International Journal of Pharmacy Teaching &
Practices, 2013, 4, 1, 498-491.

10. Hsu, Y. L.; Kuo, P. L.; Tzeng, W. S.; Lin, C. C.; Food and Chemical Toxicology, 2006, 44, 704—713.

11. Achanta, G.; Modzelewska, A.; Feng, L.; Khan, S. R.; Huang, P.;Molecular Pharmacology, 2006, 70. 1, 426-
433.

12. Roussaki, M.; Costa Lima, S.; Kypreou, A.-M.; Kefalas, P.; Cordeiro da Silva, A.; Detsi, A.; International
Journal of Medicinal Chemistry, 2012.

13. Cabrera, M.; Simoens, M.; Falchi, G.; Lavaggi, M. L., Piro, O. E.; Castellano, E. E.; Vidal, A.; Azqueta, A.;
Monge, A.; Lopez de Cerain, A.; Sagrera, G.; Seoane, G.; Cerecettoa, H.; Gonzaleza, M.; Bioorganic &
Medicinal Chemistry,2007, 15, 3356-3367.

14. Joshi, V. D.; Kshirsagar, M. D.; Singhal, S.; Der Pharmacia Sinica, 2012, 3 3 , 343-348.

37



15. Ha, J-H.; Yoon, D-H.; Park, S.; Kim, H-J.; Tetrahedron, 2011, 67, 7759-7762

16. Joshi, V. D.; Kshirsagar, M. D.; Singhal, S.; International Journal of ChemTech Research, 2012, 4, 3, 971-
975.

17. Elarfi, M. J.; Al-Difar, H. A.; 2012, Sci. Revs. Chem. Commun., 2, 2, 103-107.

18. Solankee, N.; Patel, K. P.; Patel, R. B.; Journal of Chemical and Pharmaceutical Research, 2012, 4, 8, 3778-
3782.

19. Chausset-Boissarie, L.; Arvai, R.; Cumming, G. R.; Besnard, C.; Kundig, E. P.,; Chem. Commun., 2010, 46,
6264-6266.

7. Concluzii generale
Lucrarea de fataprezinta sinteza, caracteristicile structurale a 73 de compusi din
diferite clase, incluzand:
e Baze Schiff
¢ Amine secundare
e Mono-, si di-nitrone alifatice si aromatice si nitrone fenotiazinice
e Nitrili cu unitati de fenotiazind sau ferocen
e Amine primare
e Calcone cumarinice

Din 73 de compusi, 38 au fost obtinuti si caracterizati pentru prima data.

Bazele Schiff[1a.-1f.] au fost obtinute cu randamente mari In absenta solventului, prin
condensarea unei aldehide cu o amina alifatica.

Aminele secundare [2a.-2f.], precursori ai nitronelor, au fost obfinute prin reducerea
bazelor diSchiff cu NaBHj.

Tereftal [3a.-3c.] si glioxal [3d.-3f.] di-nitronele au fost obtinute prin oxidarea
aminelor secundare cu H)O,in prezenta unei cantitdti catalitice de NaWOs.
Nitronele3b.si3e.au fost obtinute pentru prima dati. In experimentul de vasodilatatie tereftal
si glioxal nitronele prezintd o capacitate considerabild de a ceda, In cantitati mari, monoxid de
azot, nitrona 3e.fiind cel mai eficient donor de monoxid de azot in vivo.

Patru difenil nitrone noi [4c¢., 4i., 41., 4r.] sil4cunoscute [4a., 4b., 4d.-4h., 4j.-4p., 4s.,
4t.] au fost obtinute prin condensarea unei aldehidecu o hidroxilamina preparata in situ. Toate
difenil nitronelepreparate sunt capabile sd cedeze monoxid de azot in reactia cu radicali de
hidroxil generati de lumina UV.In testul antimicrobial, nitronele 4a.si4r.au actionat ca
antibacterieni in cazul Candida albicans siCandida krusei.Difenil nitronele s-au dovedit a
fiexcelenti agenti antioxidanti impotriva radicalului liber DPPH'. Activitatea
antiradicalicavariaza intre 38-93%, in functie decaracterul donorsau atragator de electroni al

substituentilor carejoaca un rol major.
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11 nitrone fenotiazinicenoi[6a.-6j., 7a.] au fost obtinute si caracterizate. Sinteza
asistata de microunde s-a dovedit a fi mai eficientd decét sinteza clasicd. Microundele au
redus semnificativ timpul de reactie si au mdrit randamentul reactiei. Activitdti antimicrobiene
au fost observate in cazul nitronelor 6a. si 6h.Impotriva bacterieiCandida parpsilosi.

In studiul de vasodilatatie, administrarea nitronelor la iepuri s-au observat semne
intense de vasodilatatie, cum ar fi tahicardia, dilatarea vaselor de sange in ureche, ceea ce
confirma faptul c@ nitronele pot actiona in vivo ca donor de monoxid de azot. Cu toate
acestea, se poate spune ca nitronele ar putea devenio nouad clasa de vasodilatatoare.

10 nitrili noi [1a.-1j.], 7 cu unitati de fenotiazind, 2 cu unitati de ferocen s1 1 difenil
nitril au fost obtinuti prin reactii Strecker folosind solventi nepoluanti. 4 amine primare [3a,
3c., 3e., 3h.] au fost sintetizate prin reducerea nitrililor in prezenta Boc,0O fiind catalizata de
Ni.

3 calcone cumarinice[3a., 3b., 3c.]au fost obtinute prin condensareClaisen-Schmidt.
Constanta de viteza de ordinul Ila fost determinata prin intermediul masuratorilor cinetice,
constatandu-se totodatd cd substituentii din molecula influenteazd caracterul electrofil al
compusilor studiati. Calcona 3c., cu gruparea hidroxil in pozitia orto a prezentat cel mai rapid
raspuns fata de cisteamind, datorita faptului ca gruparile hidroxil cresc viteza de reactie printr-
o legaturd intramoleculard de hidrogen.

A fost studiat caracterul electrofil al compusilor carbonilici a,f nesaturati [7a.-71.]fiind
observat in cazul compusilor7a., 7b. si 7¢., ce contin grupdri metoxi carestabilizeaza legatura
dubla a sistemuluio,3 nesaturat prin efectul donor de electroni, reducand astfel caracterul
electrofil si viteza de reactie. S-a stabilit cd compusii carbonilici ciclici [7e.-7h.] si compusii

spiro carbonilici a,p nesaturati [8a.-8g.; 9a.-9g.] nu interactioneaza cu cisteamina.
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