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Introducere

In bazele de date stiintifice exista aproximativ 5000 de compusi in care heterociclul
fenotiazind este functionalizat '. In majoritatea cazurilor, aceste structuri chimice sunt
reprezentate de analogi ai albastrului de metilen 2. Noile strategii de derivatizare a structurilor
analogilor albastrului de metilen au scopul de a optimiza proprietdtile necesare utilizarii
acestora in domeniul medical. Proprietdti precum absorbtia la o lungime de unda specifica,
emisia de fluorescentd, solubilitatea sau lipofilicitatea, pot duce la agenti terapeutici cu

specificitate sporiti si efecte secundare diminuate °.

Aceastd tezd descrie sinteza si caracterizarea structurald a unor noi coloranti de tip
fenotiazinium. Designul compusilor sintetizati a avut ca scop final posibilitatea utilizarii
acestora ca agenti de contrast in microscopia de fluorescentd pentru tesuturile maligne, ca
medicamente anticancer sau ca fotosensibilizatori in terapia fotodinamica (anticancer sau

antimicrobiana).

Proprietatile biochimice si fizice ale compusilor sintetizati au fost optimizate prin
introducerea diferitelor grupari auxocrome in structura lor. Efectul includerii diferitelor grupari
auxocrome, asupra proprietatilor optice (absorbtia UV-viz, emisia de fluorescentd si

solvatocromismul) ale colorantilor, a fost investigat prin diferite metode spectroscopice.

Studiile efectuate pentru determinarea activitatii antitumorale (in celulele canceroase
ovariene umane) si pentru determinarea eficacitatii in terapia fotodinamica (in celulele de
melanom) au aratat ca acesti coloranti de tip fenotiazinium au potential ca agenti de contrast in
imagistica prin microscopie de fluorescentda si ca fotosensibilizatori pentru terapia
fotodinamica, unii dintre ei dand rezultate superioare in comparatie cu standardul - albastru de
metilen. Functionalizarea noilor derivati de fenotiazinium cu acid folic a fost realizatd pentru
a imbunatati potentialul antibacterian, in special pentru bacteriile rezistente, care sunt capabile

sa produca acid folic si derivatii sdi de novo.

Trei dintre colorantii de tip fenotiazinium sintetizati ar putea fi utilizati ca senzori
colorimetrici de oxigen. De asemenea, speciile radicalice ale acestor compusi au fost observate

si investigate. Astfel, studiul formelor radicalice a ajutat la o mai buna intelegere a



comportamentului fotochimic al colorantilor de tip fenotiazinium, proprietatea ce poate fi

exploatatd si in aplicatii biomedicale sau de protectia mediului.



1. Sinteza si caracterizarea structurala a noilor coloranti de tip

fenotiazinium

1.1. Sinteza noilor coloranti de tip fenotiazinium
Sinteza noilor coloranti de tip fenotiazinium a fost realizata prin substitutia nucleofila
a tetraiodurii de fenotiazinium 1 (Schema 1) cu amine alifatice sau aromatice, cu caracter
nucleofil diferit. Designul compusilor sintetizati a fost propus pentru a investiga impactul

diferitelor grupdri auxocrome asupra relatiei structurd-proprietati fizico-chimice.
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Schema 1. Sinteza analogilor de albastru de metilen-MBA 2-7. Conditii de reactie: i) etanol,
reflux, 24h; ii) agitare mecanica, temperatura camerei, 30 min; iii) etanol, iradiere indirecta

cu ultrasunete, temperatura camerei, 45 min; iv) etanol, iradiere directa cu ultrasunete,

temperatura camerei, 45 min.

Pentru a determina variatiile proprietatilor biologice, fizice si chimice care pot fi
obtinute prin introducerea diferitelor grupari auxocrome in structura cromoforului, au fost
selectate urmatoarele tipuri de agenti nucleofili: a) amine heterociclice-alifatice secundare,
polare (compusii MBA 2 si MBA 3), b) amine alifatice secundare cu un caracter hidrofil
pronuntat (compusii MBA 4-6) si ¢) o amind aromaticd-primard, cu un caracter lipofil

(compusul MBA 7).

Sinteza acestor coloranti a fost realizatd prin patru proceduri diferite, si anume, metoda

1 4.5

clasica (cu solvent) si alte trei noi metode, mai prietenoase cu mediul . Aceste metode includ



procedura mecanochimicd si procedurile de iradiere cu ultrasunete (iradiere directa si
indirectd), care, cu exceptia colorantului MBA 7, au dat rezultate superioare (timp de reactie,

randament si numar redus de etape de purificare) in toate cazurile ce implica sinteza compusilor

MBA 2-6.

1.2. Caracterizarea structurala
Formarea compusilor de tip fenotiazinium 3,7-disubstituiti, ca produs principal de
reactie, a fost confirmata prin spectrometrie de masa de inalta rezolutie si spectroscopie de
rezonantd magnetica nucleard (RMN). Pentru compusul MBA 6, au fost obtinute cristale care

au putut fi masurate prin difractie de raze X pe monocristal.

In spectrele RMN de proton ale compusilor MBA 2-7, cei sase protoni din cromoforul
fenotiazinium dau trei semnale distincte In zona aromatica, cu valori ale deplasarii chimice in
intervalul 8,04 ppm si 7,38 ppm. In toate cazurile, protonii H, si Hs au dat cele mai dezecranate

semnale datoritd Tnvecinarii cu atomul de azot deficitar in electroni (Figura 1-a)).
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Figura 1. a) Spectrul 'TH-RMN (400 MHz, DMSO-ds) pentru compusul MBA 2; b) Unititile
asimetrice ale compusului MBA 6 ilustrand atomii ca elipsoizi termici, cu o probabilitate de

50%.



2. Impactul unitatilor auxocrome asupra proprietatilor optice si fizice

Proprietatile fotofizice ilustrate in spectrele de absorbtie UV-viz si de emisie de

fluorescenta ale noilor coloranti de tip fenotiazinium cu unitati auxocrome hidrofile (MBA 2-

6) si unitati lipofile 4-fenildiazenilanilind (MBA 7), precum si cele ale albastrului de metilen

sunt rezumate in tabelul 1.

Tabelul 1. Proprietatile fotofizice ale colorantilor de tip fenotizitinium MBA 2-7.

N Randament Deplasarea
X Amaxabs® & Amaxem
o cuantic de Stokes Log P4
R e R [nm] [M'em']  [nm]
fluorescenti [cm™]
[%]
MB R-=-N(CH3), 665 7,5x10% 690 46 545 -0,97
CH,OH 5, 1X104
r 668 715 4,6 984 1,15
ar--N_)—CHOH 664 39x10' 698 2,7 734 11,29
-1,21
are—N OO 660 132x10° 670 11,1 226
CH3 <‘1 ,6 8
OH ! OH 4
5 Re )\/N 645 25x10 691 39 1011 -1,96
| ’
o~ 648 30x10 685 2,9 834 1,21
H
N._
Ney 0 578 5,1x10* - - - 0,93

“solutie de etanol

b solutie de etanol, hexcitatie = 650 nm

“in raport cu standardul albastru de metilen

4 api/solutie de n-octanol



2.1. Proprietati de absorbtie UV-viz
Pentru toti compusii sintetizati, maximele de absorbtie (pentru solutiile in etanol) se
situeaza la lungimi de unda din intervalul 555-668 nm (Figura 2). Compusii MBA 2-6 au
proprietati electronice similare cu ale albastrului de metilen. lodura de 4-fenildiazenilanilina-
fenotiazinium MBA 7 prezinta benzi de absorbtie mult mai largi, cu maxime in intervalul 555-
668 nm, fara a se observa o dependentd clara fata de polaritatea solventului; autoagregarea

si/sau interactiunea cu solventul pot explica acest comportament.
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Figura 2. Spectrele de absorbtie normalizate ale analogilor de albastru de metilen, la
concentratii micromolare, in solventi de diferite polaritati: a) MBA 2; b) MBA 3; ¢c) MBA 4;
d) MBA 5; ¢) MBA 6; f) MBA 7.

2.2.Proprietati de emisie de fluorescenta

Spectrele de emisie de fluorescenta ale compusilor MBA 2-6 au fost masurate la
concentratii micromolare in solventi de diferite polaritati. Pentru MBA 7, nu a fost observata
emisia de fluorescenta in niciun solvent studiat. Colorantii MBA 2-6 au emis fluorescenta in
domeniul vizibil (670-715 nm — Figura 3). Deplasarea Stokes descreste in ordinea 5 >2 > 6 >
3> MB >4 (Tabelul 1). MBA 2 si MBA 4 au dat randamente cuantice de fluorescenta mai mari
- 4,6% pentru MBA 2 si 11,1% pentru MBA 4 si valori aproape duble ale deplasarii Stokes
(984 cm™ pentru MBA 2) comparativ cu MB (545 cm™). Cea mai mare valoare a deplasarii
Stokes (1011 cm™) a fost observati pentru cel mai hidrofil colorant, MBA 5.
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Figura 3. Spectrele normalizate de emisie de fluorescentd ale colorantilor de tip
fenotiazinium: a) MBA 2; b) MBA 3; c) MBA 4; d) MBA 5; ¢) MBA 6, la concentratii

micromolare, in solventi de diferite polaritati.

2.3. Solvatocromismul colorantilor de tip fenotiazinium
O deplasare batocroma a maximelor de absorbtie si emisie a fost observatd pentru
compusii MBA 2, MBA 4, MBA 5 si MBA 6 in solventul polar, aprotic DMSO, in timp ce
pentru MBA 3 polaritatea solventului nu a avut niciun impact asupra proprietatilor optice. Azo-
colorantul MBA 7 prezintd cel mai pronuntat solvatocromism dintre noii compusi sintetizati.
Cea mai mare lungime de unda a maximului de absorbtie pentru compusul MBA 7 se obtine in

solventul mai putin polar, diclormetan (Amax,abs=680 nm).

2.4. Studiu de agregare

Studiul de agregare a compusilor MBA 2, MBA 3, MBA 5 si MBA 6, efectuat in solutii
apoase, nu a indicat nicio tendintd de agregare a acestora la concentratii din domeniul
micromolar. In spectrele de absorbtie, se observa respectarea legii Lambert-Beer, fara dovezi
ale efectelor de dimerizare, cum ar fi o deplasare hipsocroma relevantd sau o scadere a sectiunii
transversale de absorbtie la cresterea concentratiei. Pentru MBA 4, o tendinta slaba de a forma
agregate a fost raportati anterior ®. In timp ce absorbanta compusului MBA 7 scade odati cu
cresterea concentratiei, nu se observa aparitia unui maxim suplimentar de absorbtie (tipic

pentru formele dimerice).



3. Activitatea biologica a noilor coloranti de tip fenotiazinium

3.1. Potentiali agenti de contrast si antitumorali: imagistica prin microscopie de
fluorescenta si evaluarea activitatii antitumorale in celulele canceroase ovariene
umane
Pentru a determina potentialul analogilor MBA 2-4 in colorarea selectiva a celulelor

ovariene tumorale, a fost evaluatd internalizarea acestora in trei linii celulare diferite. Dupa
cum se poate observa in imaginile obtinute prin microscopie de fluorescentd (Figura 4),
fluoroforii MBA 2, 3 au fost bine internalizati in celulele ovariene, colorand citoplasma in rosu.
Imaginile intracelulare capturate in domeniul infrarosu apropiat aratd cd cea mai buna
internalizare a colorantilor MBA 2, 3 se realizeaza in celulele tumorale OVCAR-3. MBA 2
coloreaza ambele linii celulare de adenocarcinom, avand totusi o internalizare mai buna in
celulele OVCAR-3. MBA 3 a prezentat o afinitate neselectivd pentru toate tipurile de celule

testate, Tn timp ce MBA 4 coloreaza in special celulele netumorale BJ.

B4 OVCAR-3

---BJ

Figura 4. Imagini obtinute prin microscopie de fluorescenta: internalizarea celulara in vitro a
analogilor albastrului de metilen in celulele tumorale ovariene A2780 si OVCAR-3, respectiv,
in celulele netumorale BJ. Pe fiecare linie, de la stdnga la dreapta: celule tratate cu analogii
MBA 2, 3 si 4. Nucleul celulelor a fost contracolorat cu colorantul DAPI (fluorescenta

albastrd). Scala: 20 um.



In plus fata de capacitatea lor de a colora selectiv celulele tumorale OVCAR-3, A2780
si celulele ovariene sandtoase BJ, analogii piperidinil-carbinol MBA 2-3 au inhibat dezvoltarea
celulelor in vitro si au influentat activitatea metabolica a acestora. MBA 2 a prezentat cea mai
pronuntata activitate biologicd In ceea ce priveste citotoxicitatea, internalizarea celulard si
influenta asupra functiilor celulelor ovariene chimiorezistente, moduland trei molecule cu rol
in cresterea si migrarea celulelor canceroase: FOLRI, ICAM-1 si VCAM-1. Prin
functionalizarea sau incorporarea in vectori precum nanostructurile, MBA 2 poate deveni un

agent de contrast cu proprietati anticancer, promitator.

3.2. Noi fotosensibilizatori pentru terapia fotodinamica anticancer: eficacitatea si
evaluarea stresului oxidativ in celulele de melanom B16F10

Randamentele cuantice de generare a oxigenului singlet ale analogilor MBA 5-7 au dat

valori mai mari pentru compusul 5 (pA'O2 = 68%) si 6 (GA'O2 = 78%) sau cel putin egale (7:

GA'O2 = 52%) cu cele ale standardului clasei, albastrul de metilen.
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Figura 5. Spectrele UV-viz ale senzorului 1,3-difenilizobenzofuran (DPBF) in timpul
iradierii: a) MBA 5 (CM = 10"° M), b) MBA 6 (CM = 10° M), ¢c) MBA 7 (CM = 10" M),
solutii de etanol, iradiate cu un LED la 660 nm si d) spectrele normalizate ale degradarii

DBPF in prezenta noilor fotosensibilizatori MBA 5-7.



Randamentele cuantice de generarea a oxigenului singlet pentru compusii MBA 5-7 au
fost calculate utilizand valorile maximelor de absorbtie ale DPBF in prezenta colorantilor MBA
5-7, utilizati ca fotosensibilizatori (PS) (Figura 5). MBA 6, cu complexitatea structurala
minimad, a dat cel mai mare randament cuantic de generare a oxigenului singlet (pA1O02 =78%),
degradarea senzorului avand loc in 50 de secunde de iradiere a PS MBA 6, comparativ cu MBA
5 si MBA 7, care au necesitat 20 de secunde suplimentare de iradiere cu lumina de 660 nm

(Figura 5-d)).

Evaluarea activitatii biologice in celulele de melanom, a demonstrat eficacitatea MBA
5 ca potential candidat pentru terapia fotodinamica anticancer, prezentand valori scazute ale
ICsp si activitate ridicata a glutation reductazei atét n celulele neiradiate, cat si in cele iradiate.
MBA 6 si MBA 7 au aratat cresteri semnificative ale activitatii superoxid dismutazei, MBA 5

prezentand un efect inhibitor asupra acestei enzime.



4. Functionalizarea colorantilor de tip fenotiazinium cu acid folic

4.1. Sinteza si caracterizarea structurala a noilor derivati
Sinteza noilor derivati folati ai MBA 2-4 este ilustratd in schema 2. Randamente bune

de reactie (40-60%) au fost obtinute in prezenta agentului de cuplare N,N-

diciclohexilcarbodiimida (DCC) si a 4-dimetilaminopiridinei (DMAP) in cantitati catalitice, in

solventi organici (DMSO si cloroform).
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Schema 2. Sinteza folatilor FAE 2-4.

Formarea ca produs majoritar de reactie a monoesterilor FAE 2-4, obtinuti prin legarea
covalentd a colorantilor MBA 2-4 de acidul folic, a fost demonstrata prin spectrometrie de masa

MALDI-TOF si spectroscopie RMN.

Solubilitatea foarte scazuta a noilor esteri ai acidului folic FAE 2-4, corelatd cu
complexitatea lor structurala (prezenta tautomerilor lactam/lactim ai fragmentului de pterina,
protonii diastereotopici din reziduurile de acid glutamic ale unitétii de acid folic si efectele de
ecranare comparabile care genereaza izocronismul accidental al semnalelor apartindnd
esterului folic si analogilor de albastru de metilen - unitatea de fenazationium si protonii
axiali/ecuatoriali ai fragmentului de piperidinil), fac ca spectrele RMN sa poata fi interpretate

doar prin comparatie cu cele ale materiilor prime. In spectrele 'H-RMN ale compusilor FAE 2-



4, cel mai dezecranat semnal din regiunea aromatica apartine protonului pterinei si prezinta
aceeasi deplasare chimica, 8,65 ppm, ca in acidului folic. Semnalele protonilor din fragmentul
4-aminobenzoil, precum si protonii din gruparile metilen sau metin sunt la deplasari chimice

identice in FAE 2-4 si in acidul folic (Figura 6), rezultate similare fiind deja raportate *!°.
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Figura 6.Spectrele 'H RMN (400 MHz, DMSO-ds) suprapuse ale acidului folic (albastru),

esterului folat FAE 2 (verde) si compusului 2 (magenta).

4.2. Proprietatile optice si fizice ale noilor folati
Proprietatile optice ale esterilor folati FAE 2-4 au fost investigate prin spectroscopie de
absorbtie / emisie de fluorescentda. O comparatie a maximelor de absorbtie / emisie ale esterilor
folati cu cele ale precursorilor MBA 2-4 este prezentatd in Tabelul 2. Esterit FAE 2-4 au
prezentat maxime de absorbtie la lungimi de undd similare cu MBA 2-4. Valorile acestor
maxime de absorbtie sunt specifice pentru tranzitiile electronice m-n* ale cromoforului

fenotiazinium .



Tabelul 2. Date privind absorbtia UV-viz si emisia de fluorescentd ale MBA 2-4 si FAE 2-4

in solutie de DMSO.
Randament
Deplasarea
}\.maxabs &€ }\,maxern CuantiC de
Comp. Stokes
[nm] [Mlem] [nm] fluorescenta
[em™]
[70]
MBA 2 674 5,16x104 725 4,6 1043
MBA 3 673 3,92x104 698 2,7 532
MBA 4 674 13,23x104 697 11,1 489
FAE 2 680 2,60x103 702; 761 7,5 1565
FAE 3 676 1,27x103 698 5.4 466
FAE 4 669 5,78x103 697 11,2 600

In ceea ce priveste emisia de fluorescentd, esterificarea acidului folic cu analogii de
albastru de metilen nu a indus o stingere a fluorescentei, fenomen des intélnit la legarea chimica
a unui fluorofor de o molecula voluminoasa. In cazul folatilor FAE 3 si FAE 4 , nu se observa
nicio modificare a maximului de emisie, in comparatie cu analogii liberi (MBA 3 (Amax = 698
nm) si MBA 4 (Amax = 697 nm)). Pentru MBA 2, legarea de acidul folic a dus la o deplasare
batocroma a maximului de emisie, de la 725 nm pentru MBA 2 la 761 nm pentru FAE 2. Cea
mai mare valoare a randamentului cuantic de fluorescenta a esterilor folati (in DMSO) a fost
obtinuta pentru FAE 4 (¢F = 11,2%), valoarea fiind similard cu a precursorului MBA 4.
Valorile randamentelor pentru FAE 2 (¢F = 7,5%) st % pentru FAE 3 (¢pF = 5,4%) au fost

mai mari decat in cazul precursorilor MBA 2 s1i MBA 3.

4.3. Noi fotosensibilizatori pentru terapia fotodinamica antimicrobiana: evaluarea
citotoxicitatii in bacterii Gram-pozitive si Gram-negative

Toti analogii de albastru de metilen si folatii lor au randamente cuantice de generare a
oxigenului singlet la valori apropiate de randamentul albastrului de metilen (pA'0,=52%) '!;
cu toate acestea, aceste rezultate nu indic@ neapdrat o citotoxicitate in celulele tintd, deoarece
efectul citotoxic depinde de factori precum mediul celular si de capacitatea PS de a patrunde si

de a se internaliza in celulele tinti, iar sub iradiere si duci la formarea oxigenului singlet 2,



Din spectrele de absorbtie ale DPBF in prezenta MBA 2-4 sau FAE 2-4 ca
fotosensibilizatori, s-au calculat randamentele cuantice de generare a oxigenului singlet. Cele
mai bune rezultate au fost date de MBA 4, care prezintd o valoare a randamentului cuantic de
generare a oxigenului singlet de 61%. In cazul esterilor folati, se observd o scidere
semnificativd a randamentelor cuantice de generare a oxigenului singlet comparativ cu
precursorii lor MBA (¢pA'O2: 19% FAE 2 / 47% MBA 2, 12% FAE 3 / 59% MBA 3, 28%
FAE 2 /61%, MBA 4).

Pentru a evalua proprietatile antimicrobiene ale compusilor testati ca
fotosensibilizatori, a fost determinatd concentratia minima inhibitorie, in comparatie cu
standardul clasei - albastrul de metilen, atat la iradierea cu LED (pentru terapia fotodinamica)
cat si n absenta iradierii. Rezultatele obtinute indica imbunatatiri semnificative ale activitatii

antimicrobiene pentru compusii sintetizati, In special in conditiile terapiei fotodinamice.

In toate studiile comparative, cei sase compusi sintetizati au demonstrat in mod
constant o activitate antimicrobiand superioara in comparatie cu albastrul de metilen, de
exemplu, concentratia minima inhibitorie pentru Deinococcus radiodurans este de 400 pM
pentru albastrul de metilen, In timp ce analogii acestuia sunt mult mai eficienti - 29 uM pentru
MBA 2-3 si 134 uM pentru MBA 4 fara iradiere; aceastd tendintd este evidenta atat in conditiile
terapiei fotodinamice, cat si in cele de neiradiere. Legarea chimica a acidului folic de analogii

albastrului de metilen a imbundtatit potentialul lor antimicrobian.

In mod remarcabil, iradierea cu un LED de 660 nm a sporit semnificativ eficacitatea
antimicrobianad a tuturor compusilor. Acest efect poate fi atribuit generarii de specii reactive de
oxigen In timpul terapiei fotodinamice, care imbundtateste activitatea antimicrobiana a
compusilor prin provocarea de leziuni celulelor microbiene. Mecanismul mediat de speciile
reactive de oxigen amplifica efectele bactericide ale compusilor, ducand la o reducere notabila
a valorilor concentratiilor minime inhibitorii. In acest caz, pentru toti compusii existi o scidere

de aproximativ patru ori a acestor valori.



S. Speciile radicalice ale colorantilor de tip fenotiazinium si indicatori

de oxigen

In acest studiu '3, analogii de albastru de metilen MBA 2-4 si albastrul de metilen au
fost investigati ca posibili indicatori colorimetrici de oxigen. De asemenea, a fost investigat
mecanismul procesului redox care implica albastrul de metilen si analogii sai, utilizand
spectroscopia de rezonanta electronica de spin (RES) si spectroscopia de absorbtie UV-viz.
Prin spectroscopie RES au fost caracterizate speciile radicalice generate in procesul redox in
prezenta agentului reducator-glucoza, la pH alcalin (KOH). Interpretarea spectrelor RES a dus
la concluzia cad electronul liber este localizat la atomul de azot al heterociclului de tip

fenotiazinium, atat in cazul albastrului de metilen, cat si in cazul celor trei analogi studiati.

Toti compusii testati au dat rezultate promitatoare in formularea a doua tipuri de
indicatori de oxigen, ce pot fi utilizati in aplicatii din industria ambalajelor alimentare: a)
indicator fotochimic ce contine colorantii de tip fenotiazinium Incorporati intr-un suport de
alcool polivinilic, Impreuna cu fotocatalizatorul TiO; si b) indicator chimic ce contine un
amestec de colorant de tip fenotiazinium, glucoza si KOH, incorporat intr-o matrice polimerica
de carboximetilceluloza. Toti senzorii s-au dovedit a fi foarte sensibili, schimbarea culorii

avand loc la concentratii volumetrice sub 0,01% O: in atmosfera ambalajului vidat.

5.1. Caracterizarea speciilor radicalice prin spectroscopie de absorbtie UV-viz

Prin spectroscopie de absorbtie UV-viz au fost investigate proprietatile optice ale
leucoformelor albastrului de metilen si ale MBA 2-4 si schimbarea culorii acestora in timpul
procesului de oxidare. Pentru Inregistrarea spectrelor de absorbtie, leucoformele colorantilor
studiati au fost generate in situ dintr-un amestec al colorantului corespunzator cu agentul
reducdtor, in atmosfera de argon. In toate cazurile, au fost identificate maxime de absorbtie la
lungimea de unda in jurul valorii de 259 nm, caracteristici cromoforului fenotiazina '4 (Tabelul
3).

In timpul procesului de oxidare a leucoformelor tuturor compusilor, in spectrul lor de
absorbtie UV-viz apare un maxim de absorbtie tranzitoriu situat in regiunea 552-592 nm
(Tabelul 3). Aceste maxime de absorbtie amintesc de cele atribuite anterior unei specii
tranzitorii de radical aminil, generati in procesul de oxidare a fenotiazinelor '°. Prin urmare,

aceste specii au fost investigate in continuare prin spectroscopie RES.



Tabelul 3. Lungimile de unda ale maximelor de absorbtie pentru albastrul de metien si
analogii MBA 2-4 , contindnd 0,1M KOH(aq): 1M Glucoza(aq):1M colorant de tip

fenotiazinium (in etanol) (v/v/v 1/1/1).

Colorant de tip Amax,abs
fenotiazinium [nm]
Forma oxidata Radicalii liberi Leuco-forma
1 (MB) 612; 664 552 311; 252
MBA 2 628; 678 592 296; 259
MBA 3 620; 674 588 315; 255
MBA 4 614; 662 591 318; 257

5.2. Caracterizarea speciilor radicalice prin spectroscopie de rezonanta electronica de
spin
Speciile radicalice ale tuturor celor patru compusi au dat semnale usor de recunoscut,
caracteristice pentru un radical liber centrat pe azot. Scindarea semnalului sub forma unui
triplet apare datorita cuplarii dintre momentul magnetic al electronului neimperecheat (S = 1/2)
cu momentul magnetic al nucleului '*N (I = 1). Similitudinea dintre cei patru compusi este in
concordantd cu atribuirea radicalului ca fiind centrat pe heterociclul de tip fenotiazinium,

observandu-se o influenta redusa a substituentilor de tip amine tertiare.

5.3.Indicatori colorimetrici de oxigen

Au fost formulate doua tipuri de senzori colorimetrici de oxigen prin incorporarea
colorantilor de tip fenotiazinium (albastrul de metilen si analogii MBA 2-4) intr-o matrice
polimerica permeabild la oxigen, cum ar fi carboximetilceluloza (ChOxIn) sau alcoolul
polivinilic (PhOxIn). In mediile reducitoare, prezenta leuco-formei colorantului face ca
senzorul sa fie incolor. La introducerea oxigenului in mediul studiat, senzorul devine albastru
datorita oxidarii leuco-formei. Ambii indicatori pot fi activati cu usurintd in vid, in prezenta
glucozei ca agent reducétor chimic (ChOxIn) sau in prezenta agentului fotochimic reducator

TiO,, iradiat cu lumina UV (A= 250 nm) (PhOxlIn).
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Figura 7. Procesul cromogenic reversibil pentru indicatorii fotochimici de oxigen care
contin dioxid de titan, glicerol, alcool polivinilic si colorant de tip fenotiazinium: a)

albastru de metilen, b) MBA 2.



6. Concluzii

Au fost sintetizati sapte compusi din clasa colorantilor de tip fenotiazinium, analogi ai
albastrului de metilen. Sinteza tuturor compusilor s-a realizat atat prin metoda clasica de
sinteza, cat si prin alte trei metode mai ecologice, si anume, sinteza asistatd de ultrasunete
(iradiere directd si indirectd) si procedura mecanochimica. Colorantii de tip fenotiazinium
MBA 2-4 au fost functionalizati prin reactia de esterificare cu acid folic. Formarea compusilor
de tip fenotiazinium 3, 7-disubstituiti si a monoesterilor folati ai acestora, ca produs principal
de reactie, a fost confirmata prin spectrometrie de masa de inalta rezolutie si spectroscopie de
rezonantd magnetica nucleard (RMN). Pentru compusul MBA 6, au fost obtinute cristale care

au putut fi masurate prin difractie de raze X pe monocristal.

Proprietatile optice ale noilor coloranti de tip fenotiazinium au fost investigate prin
spectroscopie de absorbtie UV-viz si emisie de fluorescenta si apoi comparate cu proprietatile
optice ale albastrului de metilen. Lungimea de unda la care se afla maximele de absorbtie ale
analogilor sintetizati (in etanol) se situeaza in intervalul 555-668 nm. Compusii MBA 2-6 au
emis fluorescentd in domeniul vizibil Tn intervalul 670-715 nm, atunci cand au fost excitati cu
lumina la lungimea de unda a maximelor de absorbtie. Pentru MBA 2 si MBA 4 s-au obtinut
cele mai mari randamente cuantice de fluorescenta (4,6% pentru MBA 2 si 11,1% pentru MBA
4).

Pentru folatii FAE 2-4 au fost observate maxime de absorbtie / emisie de fluorescenta
la lungimi de unda similare cu cele ale colorantilor precursori MBA 2-4. Legarea covalentd a
MBA 2-4 (Aabsmax ~ 674 nm) de acidul folic (A abs,max ~ 285 nm) nu a produs o schimbare
semnificativd a maximelor de absorbtie ale folatilor FAE, deoarece puntea alifatica ce separa
cromoforul de fenotiazinium de gruparea carboxil a acidului folic restrictioneaza extinderea
conjugdrii. Randamentele cuantice de fluorescentd ale esterilor folati (in DMSO) au valori cel
putin egale, sau chiar mai mari in comparatie cu analogii liberi (FAE 4: ¢F = 11,2%, similar
cu MBA 4, FAE 2: ¢F =7,5% si FAE 3: ¢F =5,4%).

Coeficientul de partitie al colorantilor MBA 2-7 a fost determinat prin metoda
spectrofotometricd. Valorile obtinute atesta caracterul hidrofil, comparabil cu MB pentru MBA
2, 3 si o hidrofilicitate mai pronuntati pentru colorantii MBA 4-6. In schimb, MBA 7 este, fara
indoiala, un compus lipofil. Caracterul lipofil se datoreaza in cea mai mare masura existentei

celor doud grupari auxocrome aromatice de 4-fenildiazenilanilina.



Compatibilitatea MBA 2-4 cu mediul biologic, prezisa in etapa de design prin selectarea
ca auxocrom a piperidinei (monociclu voluminos, decorat suplimentar cu functionalitati
hidrofile pentru compusii MBA 2 si 3), a fost confirmati de rezultatele experimentale. in plus
fatd de capacitatea lor de a colora selectiv celulele tumorale OVCAR-3, A2780 si celulele
ovariene sandtoase BJ, colorantii piperidinil-carbinol fenotiazinium MBA 2 si 3 au prezentat
inhibarea cresterii celulare in vitro si au influentat activitatea metabolica a celulelor. MBA 2 a
dat cele mai bune rezultate in ceea ce priveste activitatea biologica, prezentand citotoxicitate
la cele mai mici concentratii in comparatie cu ceilalti compusi analizati, o acumulare selectiva,
influentand functiile celulelor ovariene foarte maligne, rezistente la chimioterapie.

Al doilea studiu de activitate biologicd a implicat testarea MBA 5-7 ca
fotosensibilizatori pentru tratamentul celulelor melanomului B16F10. Au fost obtinute
randamente cuantice de generare a oxigenului singlet mai mari (MBA 5: pA'O, = 68% si MBA
6: A0, = 78%) sau cel putin egale (MBA 7: dA'O2 = 52%) cu cele ale standardului clasei,
albastrul de metilen. Din testarea activitatii biologice a celor trei compusi a rezultat ca MBA
5 poate fi eficient ca potential fotosensibilizator in terapia fotodinamica anticancer, prezentand
valori scazute ale ICso si o activitate crescutd a glutation reductazei atat in celulele neiradiate,

cat si 1n cele iradiate.

Esterii acidului folic FAE 2-4 au fost testati ca fotosensibilizatori pentru terapia
fotodinamica antimicrobiand. Evaluarea eficacitdtii lor a fost realizatd pe tulpini bacteriene
Gram-pozitive si Gram-negative. Legarea covalenta a acidului folic de analogii albastrului de
metilen a oferit posibilitatea de a tinti specific calea metabolismului acidului folic din celulele
microbiene si/ sau de a adera mai eficient la bistratul lipidic al membranelor, fara a compromite
proprietdtile optice ale fotosensibilizatorului. FAE 2-4 au demonstrat o eficacitate superioara
fata de precursorii neesterificati, specificitate si valori mai scazute ale concentratiilor minime

inhibitorii, fiind sustinut astfel potentialul lor ca agenti antimicrobieni mai eficienti.

De asemenea, albastrul de metilen si analogii MBA 2-4 au fost testati ca posibili
indicatori colorimetrici de oxigen. In prezenta oxigenului, aparitia culoratiei albastre pe
suprafata senzorilor se datoreaza procesului redox in care este implicatd leucoforma
colorantilor de tip fenotiazinium. Utilizand spectroscopia de rezonanta electronicd de spin si
spectroscopia de absorbtie UV-viz, acest studiu a investigat si mecanismul procesului redox ce
implica clasa de coloranti de tip fenotiazinium. Prin spectroscopie RES, au fost caracterizate
speciile radicalice ale albastrului de metilen si ale analogilor sdi, generate in procesul redox, in

prezenta agentului reducator (glucoza in mediu alcalin). Interpretarea spectrelor RES a dus la



concluzia ca electronul liber este localizat la atomul de azot al heterociclului de tip
fenotiazinium, in cazul tuturor compusilor studiati. De asemenea, speciile radicalice ale celor
patru compusi au fost observate si In experimentele UV-viz, avand maxime de absorbtie
caracteristice, in intervalul 552-592 nm. Toti compusii testati au dat rezultate promitatoare in
formularea a doua tipuri de indicatori de oxigen ce pot fi utilizati in industria alimentara: a)
indicatori fotochimici ce utilizeazd coloranti de tip fenotiazinium si fotocatalizatorul TiO»,
depusi pe un suport de alcool polivinilic si b) indicatori chimici ce utilizeaza un amestec de
colorant de tip fenotiazinium, glucoza si KOH incorporat intr-o matrice polimerica de
carboximetilceluloza. Toti senzorii s-au dovedit a fi foarte sensibili, schimbarea culorii avand

loc 1a concentratii volumetrice sub 0,01% O: in atmosfera ambalajului alimentar vidat.
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