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H2A acid a-cetoglutaric

HA acid a-cetoglutaric deprotonat
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B 1-(o-tolil) biguanida

H:AU acid usnic

H.AU acid usnic deprotonat
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CMEB concentratie minima de eradicare a biofilmului



INTRODUCERE

Biochimia anorganica cunoaste in ultimele decenii un progres constant si rapid, datorat in
primul rand obtinerii de noi specii chimice (combinatii complexe sau materiale anorganice) cu
proprietati biologice spectaculoase uneori.

Multe dintre mecanismele biologice esentiale au putut fi explicate folosind instrumente de
lucru specifice chimiei coordinative, fapt care a impulsionat dezvoltarea acestei ramuri prin
obtinerea de noi compusi coordinativi, dar si prin identificarea unor proprietati/aplicatii biologice.

Un numar mare de compusi metalici si de combinatii complexe se folosesc In medicina
datoritd proprietatilor lor antiinflamatoare, antibacteriene, antitumorale, antioxidante,
antihipertensive [4-10].

Implicarea compusilor de coordinatie in aceste fenomene este determinata de posibilitatea
de interactie a acestora cu microorganismele (bacterii §i fungi) care provoacd diferite boli
infectioase. lonii metalici se pot lega la anumite parti ale microorganismului sau combinatia
complexa poate realiza prin intermediul ligandului legituri de hidrogen sau legaturi fizice slabe
care pot genera alterari care duc la reducerea sau eliminarea capacitatii acestora de a produce boala.
Se cunoaste si s-a demonstrat in numeroase lucrari stiintifice faptul ca procesul de coordinare a
liganzilor organici cu activitate biologica la un ion metalic intensifica aceasta activitate, modul de
actiune al combinatiei complexe fiind diferit de cel al speciilor organice libere [11-13]. Datele de
literatura referitoare la combinatiile complexe care sa contina ambele tipuri de liganzi (din clasa
biguanidelor si poliacizilor) sunt restranse si dintre acestea foarte putine studiaza activitatea
biologica a acestora; majoritatea sunt caracterizate structural nepunandu-se accent pe posibilitatea
folosirii lor in scop terapeutic. Avand in vedere faptul cd in literatura de specialitate nu exista
informatii cu privire la existenta unor combinatii complexe care contin 1-(0-tolil) biguanida si
poliacizi, precum si aspectele biologice ale acestor tipuri de compusi organici, teza de doctorat
Combinatii complexe ale unor metale tranzitionale cu liganzi micsti (poliamine, poliacizi)
abordeaza sinteza §i caracterizarea unor complecsi ce contin liganzi din aceste clase.

Teza de doctorat este structurati in doua parti. In prima parte sunt sistematizate date din
literatura de specialitate referitoare la compusi din clasa biguanidelor si a poliacizilor (proprietati

generale, activitate biologica si complecsi in care acestia sunt liganzi).
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Partea a doua contine contributii originale referitoare la sinteza si caracterizarea a 22
combinatii complexe noi ale Cu(ll), Co(ll), Ni(I1), Zn(I1), Mn(11), Mn(I11), Pd(II), Pt(IT) si Pt(IV)
cu 1-(o-tolil) biguanida si acid a-cetoglutaric ca liganzi.

Tot in aceasta parte sunt prezentate contributiile originale ce se refera la obtinerea si
caracterizarea unor complecsi noi (in numar de 15) ai Cu(Il), Co(ll), Ni(1l), Pd(II), Pt(II) si Pt(TV)
avand ca liganzi 1-(0-tolil) biguanida si acidul usnic.

Formulele pentru combinatiile complexe sintetizate au fost propuse in urma interpretarii
rezultatelor obtinute prin: analiza chimica elementala, spectroscopie electronica UV-Vis-NIR, IR,
RPE, analiza termogravimetrica, proprietati magnetice si conductivitate electrica molara. Interesul
pentru acesti complecsi este acela ca pot prezenta activitate biologica apropiatd sau mai buna ca a
liganzilor liberi.

In teza sunt prezentate si rezultatele testirii activitatii antimicrobiene a complecsilor si
liganzilor impotriva unor tulpini Gram pozitive — Pseudomonas aeruginosa si Gram negative —
Staphylococcus aureus. In urma cercetrilor efectuate s-a constatat ci cele mai multe combinatii
complexe prezinta activitate antimicrobiand, iar concentratiile minime inhibitorii au valori mici,
ceea ce recomanda utilizarea acestor compusi ca agenti antimicrobieni.

Analizand influenta complecsilor sintetizati asupra dezvoltarii de biofilme microbiene pe
substrat inert s-a observat ca unii din acestia inhiba aderenta la substrat inert a tulpinilor studiate
intr-0 mare masura pe un interval larg de concentratii. A fost testata si activitatea antifungica a unor
complecsi sintetizati si a liganzilor pe Candida albicans si activitatea antitumorala pe celule HeLa.

Formulele liganzilor utilizati in sinteze:

CHs

NH.__NH__NHp

H NH

2

1-(o-tolil) biguanida

CH3

acid usnic
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Obiectivele tezei de doctorat sunt:
- obtinerea unor combinatii complexe ale Cu(ll), Co(Il), Ni(ll), Zn(1l), Mn(ll), Mn(ll1),

Pd(I1), Pt(I1) si Pt(IV) cu 1-(o-tolil) biguanida si acidul a-cetoglutaric ca liganzi micsti;
- obtinerea unor combinatii complexe ale Cu(ll), Co(ll), Ni(Il), Pd(1l), Pt(1l) si Pt(I\V) avand

ca liganzi 1-(o-tolil) biguanida si acidul usnic;

- caracterizarea compusilor obtinuti in vederea stabilirii structurii acestora prin:

analiza elementala,

spectre UV-Vis-NIR, FT-IR, RPE
analiza termogravimetrica,
conductivitate electrica molara,

masuratori magnetice,

- testarea activitatii biologice:

activitate antibacteriana,

activitate antifungica,

activitate antitumorala,

influenta combinatiilor complexe asupra aderentei la substrat a tulpinilor

bacteriene.

In principiu, schema de lucru folosita pentru sinteza celor 37 de combinatii complexe este

urmatoarea:

Sare metalica Ligand 1 Ligand 2
| | |
Dizolvare Dizolvare Dizolvare
| )
Filtrare
Uscare

Combinatie complexa

Caracterizare fizico-chimica: Activitate biologica pe tulpinile:
analiza elementald, analiza termica, - Staphylococcus aureus
spectrometrie de absorbtie atomica, - Pseudomonas aeruginosa
spectroscopie IR, UV-Vis-NIR, RPE, - Candida albicans

conductibilitate electrica molara - Celule HelLa




11.1.1. Sinteza si caracterizarea unor combinatii complexe ale Ni(ll) cu liganzi acidul

a-cetoglutaric si 1-(0-tolil) biguanida

Au fost sintetizati patru complecsi ai Ni(II) pornind de la sarurile acestuia (clorura, bromura,
azotat, acetat) si cei doi liganzi (acidul a-cetoglutaric si 1-(0-tolil) biguanida) [221]. S-a lucrat in
raportul molar sare metalica: acid a-cetoglutaric: 1-(o-tolil) biguanida de 1:1:1. Acest raport s-a
regasit si in complecsii obtinuti.

Combinatiile complexe obtinute au fost caracterizate pe baza datelor furnizate de analiza
elementald, conductanta electrica molara, analiza termica, spectrele UV-Vis-NIR, FT-IR si
susceptibilitatea magnetica.

Formulele propuse pentru acesti complecsi sunt:

[Ni(TB)(HA)(H20)2]Cl  verde deschis (C1)
[Ni(TB)(HA)(H20):]Br  verde inchis (C2)
[Ni(TB)(HA)JNO3z*H>O  portocaliu (C3)
[Ni(TB)(HA)JCHsCOO  bej (C4)

Conductanta electrica molara

A fost determinatd in solutie de N,N-dimetilformamida, de concentratie 10°3M la 25°C.
Pentru complexul C1 s-a obtinut o conductantd molard de 79,5 Secm?mol?, pentru C2 81,7
Secm®mol™, pentru C3 72,6 Secm?mol?, iar pentru C4 77,2 Secm?mol™. Valorile obtinute indica

un electrolit de tip 1:1 pentru toti cei patru complecsi [222].

11.1.1.2. Analiza termica

Interpretarea rezultatelor analizei termogravimetrice a confirmat prezenta moleculelor de
apa in compozitia combinatiilor complexe C1-C3.

Pentru toti cei patru complecsi analizati reziduul obtinut este NiO (verde), din care se poate
determina procentul de nichel si anume: pentru C1 (12,73% experimental, 12,58% calculat), pentru
C2 (11,28% experimental, 11,49% calculat), pentru C3 (11,98% experimental, 12,36% calculat),
iar pentru C4 (13,42% experimental, 13,00% calculat).



11.1.1.3. Spectre UV-Vis-NIR si masuritori magnetice
Spectre UV-Vis-NIR

Stereochimia combinatiilor complexe sintetizate a fost apreciata cu ajutorul spectrelor in
ultraviolet-vizibil-infrarosu apropiat ale acestora, comparativ cu cele ale liganzilor (acid

a- cetoglutaric si 1-(o-tolil) biguanida).
Susceptibilitatea magnetica

Determindrile de susceptibilitate magnetica au condus la urmatoarele valori ale momentul
magnetic pentru complecsii C1-C4: 3,19 uB pentru C1, 3,27 uB pentru C2 si zero pentru C3 si C4.
In cazul complecsilor C3 si C4 momentul magnetic nul presupune ca acestia sunt diamagnetici, in
timp ce primii doi complecsi sunt paramagnetici.

Stereochimiile propuse pentru cei 4 complecsi sunt:

(C1) [Ni(TB)(HA)(H20).]CI Octaedrica distorsionata rombic
(C2) [Ni(TB)(HA)(H20).]Br Octaedrica distorsionata rombic
(C3) [Ni(TB)(HA)]NO3*H20 Plan patrata
(C4) [Ni(TB)(HA)]CH3COO Plan patrata

11.1.1.4. Spectre FT-IR

in vederea stabilirii modului de coordinare a liganzilor la ionul metalic au fost analizate
spectrele FT-IR ale complecsilor C1-C4 prin comparatie cu ale liganzilor H2A si TB.

In spectrele celor patru combinatii complexe se observd o deplasare a benzii datorati
vibratiei de valentd a grupdrii iminice, v(C=N), de la 1610 cm™ la valori mai mari. Acest lucru este
in acord cu coordinarea ligandului TB la ionii metalici prin perechea de electroni neparticipanti ai
azotului iminic, iar deplasarea acestei benzi spre numere de undd mai mari se explica prin
distrugerea delocalizarii electronilor 7 [231]. Coordinarea 1-(o-tolil) biguanidei prin atomii de azot
iminici este sustinuta si de deplasarea benzilor datorate vibratiilor cuplate 3(NH)+v(C-N).

Gruparea ceto din pozitia a a ligandului H2A este implicata in coordinare in toti complecsii

analizati, lucru confirmat de deplasarea benzii corespunzitoare acesteia, v(C=0), sub 1720 cm™.
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Acesta coordineaza sub forma deprotonata HA™ prin atomul de oxigen din gruparea cetonica din

pozitia alfa si oxigenul din hidroxilul gruparii carboxil alaturate.

11.1.1.5.1. Activitatea antimicrobiana

Evaluarea activitatii antimicrobiene a liganzilor §i complecsilor sintetizati s-a facut pe
speciile Staphylococcus aureus ATCC 25923 si Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853. S-a
observat ca DMSO (solventul folosit la dilutii) nu influenteaza activitatea antimicrobianid a

compusilor testati la concentratiile de lucru alese situate in intervalul 5,00 — 0,039 mg/mL.

Determinarea concentratiei minime inhibitorii

Pentru determinarea cantitativa a activitatii antimicrobiene a compusilor testati impotriva
celor doua tulpini s-a determinat concentratia minima inhibitorie, CML In cazul speciei Gram
pozitive Staphylococcus aureus, complexul C2 a prezentat o activitate identica cu a liganzilor iar
complecsii C1, C3 si C4 au o activitate mai buna. Astfel cea mai buna activitate o are combinatia
complexd C4 a carui valoare a CMI este de 0,312 mg/mL.

Activitatea complecsilor sintetizati impotriva bacterieci Gram negative Pseudomonas
aeruginosa este mai bund pentru complecsii sintetizati decat pentru ligandul HoA, dar
asemandtoare cu a ligandului TB. Complexul C4 are cea mai bund activitate dintre substantele

testate impotriva acestei bacterii (CMI este 0,625 mg/mL).

Studiul influentei combinatiilor complexe sintetizate asupra dezvoltarii de biofilme

microbiene pe substrat inert

Complecsii sintetizati si liganzii folositi pentru obtinerea acestora au fost investigati in ceea
ce priveste capacitatea de a inhiba aderenta biofilmului microbian la substrat inert.

Toti compusii testati inhibd acest proces intr-o maniera dependentd de doza pana la o
concentratie minima de eradicare a biofilmului, (CMEB), de 0,039 mg/mL (C3,C4), 0,078 mg/mL
(TB, H2A, C2) si 0,156 mg/mL (C1), in cazul Staphylococcus aureus. Pentru Pseudomonas
aeruginosa toti compusii au capacitate de inhibare pana la o concentratie minima de eradicare a

biofilmului de 0,039 mg/mL (TB, C1-C4), iar pentru H2A de 0,078 mg/mL.
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11.1.1.5.2. Activitatea antitumorala

Metabolismul celulelor HeLa variaza in functie de tipul de material utilizat. Astfel, liganzii
si complecsii C1, C2 prezintd un efect foarte slab asupra celulelor tumorale HeLa in conditiile
testate scazand viabilitatea acestora cu 12%, respectiv 13%, in timp ce combinatiile complexe C3
si C4 au demonstrat un efect citotoxic moderat asupra lor (scazandu-le viabilitatea cu 17%,
respectiv 24,3%). In cazul probelor analizate (la 0 concentratie de 500 pg/mL timp de 24h incubare
la 37°C) si a probei de control netratate s-au citit absorbantele la 570 nm, din care s-au calculat
procentele de viabiliate a celulelor HeLa in prezenta compusilor testati. Pentru proba de control
netratata viabilitatea acestor celule a fost 100% si in functie de aceasta valoare si a absorbantelor

citite s-au calculat viabilitatile si pentru compusii C1-C4, H2A si TB.

11.1.1.6. Concluzii partiale

In acest subcapitol au fost descrise sintetiza si caracterizarea a patru combinatii complexe
noi ale nichelului avand ca liganzi acidul a-cetoglutaric si 1-(o-tolil) biguanida [221].

Pe baza analizelor efectuate (analiza elementald, spectre UV-Vis-NIR, FT-IR, analiza
termica, conductantd electricdi molara, susceptibilitate magnetica) s-au propus formulele
complecsilor C1-C4.

Complecsii [Ni(TB)(HA)(H20)2]C1 si [Ni(TB)(HA)(H20):]Br au stereochimie octaedrica
distorsionata rombic in timp ce [Ni(TB)(HA)]NOz*H2O si [Ni(TB)(HA)]CH3COO adopta
stereochimie plan patrata.

Atat acidul a-cetoglutaric cat si 1-(o-tolil) biguanida functioneaza ca liganzi bidentati in cei
patru complecsi. Acidul a-cetoglutaric participa sub forma deprotonata HA" si coordineaza la ionul
metalic prin atomul de oxigen din gruparea cetonica din pozitia alfa si oxigenul din hidroxilul
gruparii carboxil alaturate in timp ce 1-(0-tolil) biguanida este sub forma neutra si coordineaza la
ionul de nichel prin atomii de azot iminici.

Pentru combinatiile complexe sintetizate s-au propus urméatoarele formule (figura I1.1.14):
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Fig. 11.1.14. Formulele propuse pentru combinatiile complexe C1 - C4

A fost testata activitatea antitumorala pe celule tumorale HelLa a acestor complecsi si a

liganzilor utilizati in sinteze. Cel mai bun efect citotoxic asupra acetui tip de celule il are complexul

Br

CH3COO

C4. In ceea ce priveste activitatea antibacteriand a complecsilor obtinuti impotriva bacteriilor

Staphylococcus aureus si Pseudomonas aeruginosa, aceasta este comparabila sau mai buna decat

cea a liganzilor.

Deoarece complecsii C1-C4 sunt de tip electrolit activitatea biologica a acestora poate
proveni din interactia electrostatica a cationului complex din aceste specii cu componentele
incdrcate negativ ale membranei si inactivarea acestora. Pe de altd parte activitatea antimicrobiand

poate fi asociata si cu stereochimia, precum si efectul combinat al ligandului §i ionului metalic de

a inactiva o anumitd componenta implicata in patogeneza microorganismului.
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11.1.2. Sinteza unor combinatii complexe ale Cu(ll) cu liganzi acidul a-cetoglutaric si

1-(o-tolil) biguanida

Pentru sinteza unor complecsi ai cuprului divalent s-au folosit saruri ale acestuia (clorura,
azotat, acetat, clorat), iar ca liganzi acid o-cetoglutaric si 1-(0-tolil) biguanida [236-237]. in urma

analizelor efectuate asupra acestor complecsi s-au propus urmatoarele formule:

[Cu(TB)(HA)]CI albastru deschis (CH)
[Cu(TB)(HA)INO3 violet (C6)
[Cu(TB)(HA)CH3COO]*H20 albastru deschis (C7)
[Cu(TB)(HA)CIO4]*5H.0 verde (C8)

Conductanta electrica molara

Pentru complecsii C5-C8 a fost determinata conductanta electrica molara la 25°C in solutie
de N,N-dimetilformamida de concentratie 0,001 mol/L. Astfel, pentru complexul C5 s-a obtinut o
conductanti electrici molara de 72,1 Secm?mol?, 81,1 Secm?mol™? pentru C6, 36,5 Secm?mol*
pentru C7, iar pentru C8 35,5 Secm?mol™. Valorile obtinute indic un electrolit de tip 1:1 pentru

complecsii C5 si C6, in timp ce complecsii C7 si C8 sunt de tip neelectrolit [222].

11.1.2.2. Analiza termica

Avand in vedere ca In compozitia complexului C8 existd un anion perclorat, nu s-a putut
face analiza termica a acestuia fiind pericol de explozie.

In cazul complexului C7 se observi ca sub 160°C are loc o pierdere de masa ce corespunde
unei molecule de apa de cristalizare (pierdere experimentala 3,72%, calculata 3,77%).

Reziduul obtinut in urma analizei termice este CuO, din care se poate determina procentul
de cupru si anume: pentru C5 (14,81% experimental, 14,60% calculat), pentru C6 (13,58%
experimental, 13,76% calculat, iar pentru C7 (13,05% experimental, 13,32% calculat).

11.1.2.3. Spectre UV-Vis-NIR si spectre RPE

Corelarea rezultatelor obtinute pe baza spectrelor de rezonantd paramagnetica electronica

(RPE) si benzile observate in spectrele electronice UV-Vis-NIR au condus la informatii importante
13



privind stereochimia complecsilor obtinuti si caracterul legaturilor metal-ligand din complecsii
analizati [238-246].

Din spectrul RPE al complexului C5 pentru coeficientii o2, p?1, B2 s-au obtinut urmatoarele
valori: o = 0,61 ceea ce inseamni ci legaturile sigma in plan sunt puternice avand caracter
predominant covalent; B% = 0,57 presupune legituri © puternice in planul xoy iar p? =0,93 indici
legaturi z slabe in afara planului.

Valorile pentru parametrul K1 pentru complecsii C6 si C8, (0,62, respectiv 0,64) indica un
caracter predominant covalent al legaturii M-L, in timp ce pentru C7 valoarea K= 0,85 presupune
legaturi metal-ligand aproape ionice.

Stereochimiile propuse pentru combinatiile C5-C8 sunt:

(C5) [Cu(TB)(HA)]CI Plan patrata

(C6) [Cu(TB)(HA)INO3 Plan patrata

(C7) [Cu(TB)(HA)CH3COO]*H20 Piramida patrata

(C8) [Cu(TB)(HA)CIO4]*5H20 Octaedrica distorsionata

11.1.2.4. Spectre FT-IR

Din analiza spectrelor FT-IR ale complecsilor C5-C8 si compararea lor cu cele ale liganzilor
utilizati in sinteze s-a putut stabili modul de coordinare a celor doi liganzi la ionul de cupru.

Gruparea ceto din pozitia a a ligandului H2A este implicata in coordinare in toti complecsii,
lucru confirmat prin deplasarea benzii v(C=0) sub 1720 cm™ in spectrul complecsilor fati de
pozitia acesteia in spectrul acidului o —cetoglutaric.

In spectrele celor patru combinatii complexe se observd o deplasare a benzii datorati
vibratiei de valenti a gruparii iminice, v(C=N), de la 1610 cm™. Aceasti deplasare este in acord cu
coordinarea 1-(o-tolil)biguanidei la ionul de cupru prin perechea de electroni neparticipanti ai

azotului iminic.
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11.1.2.5.1. Activitatea antimicrobiana

Determinarea concentratiei minime inhibitorii

In vederea stabilirii activitatii antimicrobiene pentru liganzi si complecsi, s-a determinat
concentratia minima inhibitorie pe tulpnile Staphylococcus aureus ATCC 25923 si Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853. Solutiile de lucru au avut concentratii cuprinse intre 5,00 si 0,039
mg/mL.

In urma testirii pe specia Staphylococcus aureus ATCC 25923 s-a constatat ci cea mai buna
activitate antimicrobiana o au complecsii C5 si C6 care au CMI de 0,312 mg/mL. Complexul C7
are o activitate ceva mai slaba decat C5 si C6, dar mai buna decét a liganzilor si C8.

Activitatea ligandul H2A impotriva speciei Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 este mai
slaba decat a celuilalt ligand, TB si a celor patru complecsi. Cea mai bund activitate Tmpotriva
acestei tulpini o au complecsii C5 si C6 (CMI este 0,625 mg/mL), In timp ce complecsii C7 si C8
0 au la fel cu ligandul TB.

Studiul influentei combinatiilor complexe sintetizate asupra dezvoltarii de biofilme

microbiene pe substrat inert

In ceea ce priveste capacitatea de a inhiba aderenta biofilmului microbian la substrat inert
toti compusii testati inhibd acest proces in functie de dozd pana la o concentratie minima de
eradicare a biofilmului (CMEB). Toti complecsii au o CMEB de 0,039 mg/mL, mai mica decat
liganzii TB si H2A (0.078 mg/mL), impotriva speciei Staphylococcus aureus.

In cazul tulpinii Pseudomonas aeruginosa toti complecsii si ligandul TB au capacitate de
inhibare a biofilmului pana la o concentratie minima de eradicare a biofilmului de 0.039 mg/mL

mai putin ligandul H>A care are CMEB 0.078 mg/mL.

11.1.2.5.2. Activitatea antifungica

Activitatea antifungica s-a determinat pe Candida albicans ATCC 10231. Solutiile de lucru
au avut concentratii cuprinse in intervalul 1,00-0,0019 mg/mL. Liganzii au cea mai slaba activitate,

complecsii C5 si C6 au o activitate moderata, iar cea mai bund o au complecsii C7 si C8 care au
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CMI de 0,125 mg/mL.

11.1.2.5.3. Activitatea antitumorala

A fost testata activitatea antitumorala a liganzilor si a celor patru complecsi pe celule HeLa.

Pentru testare s-au folosit solutii de concentratie 500 pg/mL, iar incubarea s-a facut timp de
douazeci si patru de ore la 37°C.

Ligandul HoA are un efect foarte slab asupra celulelor tumorale HeLa in conditiile testate
in timp ce ligandul TB si complecsii C7-C8 au demonstrat un efect citotoxic moderat asupra
acestora, reducand viabilitatea acestora cu 18%, respectiv 20%. Complecsii C5 si C6 au un efect

citotoxic mai bun impotriva celulelor HeLa scazandu-le viabilitatea cu 27%, respectiv 23%.

I1.1.2.6. Concluzii partiale

Pornind de la diverse saruri de cupru au fost sintetizate, caracterizate si testate din punct de
vedere al activitatii biologice patru combinatii complexe ale Cu(II) [236-237]. Liganzii folositi in
sinteza acestora au fost acidul a-cetoglutaric si 1-(0-tolil) biguanida.

Formulele propuse pentru combinatiile sintetizate s-au bazat pe analizele efectuate (analiza
elementala, spectre UV-Vis-NIR, FT-IR, RPE, analiza termica, conductanta electricd molara).

Pentru complecsii sintetizati s-au propus urmatoarele formule (figura I1.1.28):
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Fig. 11.1.28. Structurile propuse pentru complecsii sintetizati

Raportul molar folosit in sinteze sare metalica: ligand 1:ligand 2 de 1:1:1 se regaseste si in
complecsii obtinuti.

Acidul a-cetoglutaric functioneaza ca ligand bidentat sub forma deprotonata in toti cei patru
complecsi sintetizati. El coordineaza la ionul de cupru prin atomul de oxigen din gruparea cetonica
din pozitia alfa si oxigenul din hidroxilul gruparii carboxil alaturate.

1-(o-tolil) biguanida functioneaza tot ca ligand bidentat in complecsii C5-C8, atomii de azot
iminici fiind implicati in coordinarea la ionul metalic.

Pentru cele doua tulpini testate (Staphylococcus aureus ATCC 25923 si Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853) cea mai buna activitate antimicrobiana o au complecsii C5 si C6.

Toti complecsii sintetizati au o activitate antifungica (testatd pe tulpina Candida albicans
ATCC 10231) mai buna decat a liganzilor.

Cea mai buna activitate antitumorald pe celule HeLa o au complecsii C5 si1 C6.

Activitatea biologica diferita pentru cei patru complecsi se datoreaza stereochimiilor diferite
ale acestora (plan patrata C5 si C6, piramida patrata C7, octaedru distorsionat C8), precum si
Inactivarii anumitor componente implicate in patogeneza microorganismului de catre ionul metalic

st liganzi.
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I1.1.3. Sinteza unor combinatii complexe ale Mn(l1) si Mn(III) cu liganzi acidul

a-cetoglutaric si 1-(0-tolil) biguanida

Utilizand acidul a-cetoglutaric (H2A) si 1-(o-tolil) biguanida (TB) ca liganzi si saruri de
Mn(Il) au fost sintetizati patru complecsi ai manganului [237,248]. Trei dintre acestia sunt ai
Mn(1II) si unul al Mn(II), ceea ce inseamna ca in timpul reactiilor de sinteza manganul a fost oxidat
la o stare de oxidare superioara in cazul obtinerii complecsilor C10-C12. Desi s-a lucrat in raport
molar sare metalica: H2A: TB de 1:1:1, acesta nu se regaseste in nici un complex.

Formulele propuse pentru combinatiile complexe sintetizate sunt:

[Mn(TB)2(H2A)]Cl>+0,5C2Hs0OH roz (C9)

[Mn2(TB)(A)(H2A)2(H20)2(NO3)2](NO3)2¢C2Hs0OH bej (C10)
[Mn2(TB)(A)(H2A)2(H20)2(CH3C0O0),](CH3CO0)2+3H20 maron (C11)
[Mn2(TB)(HA)2(OH)(H20)4](ClO04)3 maron deschis (C12)

11.1.3.2. Analiza termica

Analiza termogravimetrica a furnizat informatii ce au confirmat formularile propuse pentru
combinatiile complexe, prezenta moleculelor de apa si alcool etilic si efectele termice care insotesc
procesele cu pierdere de masa. Pentru complexul C12 care contine anioni perclorat nu s-a putut
efectua aceasta analizd din motive de securitate.

Reziduul ramas este Mn2Os3 pentru toti complecsii, din acesta putandu-se determina
procentul de mangan; 8,04% experimental, 8,12% calculat pentru C9,10,37% experimental,
10,30% calculat pentru C10, 10,61% experimental, 10,34% calculat pentru C11.

11.1.3.3. Spectre UV-Vis-NIR

Stereochimiile combinatiilor complexe C9 - C12 propuse pe baza spectrelor in UV-Vis-NIR

sunt:

(C9) [Mn(TB)2(H2A)]Cl2+0,5C2Hs0OH Octaedrica

(C10) [Mn2(TB)(A)(H2A)2(H20)2(NO3)2](NO3)2¢C2HsOH Octaedrica distorsionata
tetragonal

(C11) [Mn2(TB)(A)(H2A)2(H20)2(CH3CO0),](CH3COO)223H20  Octaedrica distorsionata
tetragonal

(C12) [Mn2(TB)(HA)2(OH)(H20)4](ClO4)3 Octaedrica distorsionata
tetragonal
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11.1.3.4. Spectre FT-IR

Analizand spectrele FT-IR ale celor patru complecsi si comparandu-le cu ale liganzilor s-a
stabilit modul de coordinare a liganzilor la ionul metalic. Ligandul H2A coordineaza sub forma
HA (deprotonatd) prin atomul de oxigen cetonic din pozitia alfa si oxigenul din hidroxilul gruparii
carboxil de alaturi (in complexul C12). In complexul C9 acidul a—cetoglutaric coordineazi la ionul
metalic sub forma HzA in timp ce in complecsii C10 si C11 un acid este in punte ca A%, ceilalti
doi coordinand ca H2A.

1-(o-tolil) biguanida functioneaza ca ligand bidentat coordindnd la ionul metalic prin

electronii neparticipanti ai azotului iminic [231].

11.1.3.5.1. Activitatea antimicrobiani

Determinarea concentratiei minime inhibitorii

Evaluarea activitatii antimicrobiene a noilor complecsi si a liganzilor utilizati s-a facut pe
speciile Staphylococcus aureus ATCC 25923 si Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853. S-a lucrat
la concentratii cuprinse intre 5,00 mg/mL si 0,039 mg/mL.

In cazul speciei Staphylococcus aureus, combinatiile complexe au prezentat o activitate
asemanatoare cu a liganzilor (complecsii C10 si C11) si mai buna ca a acestora pentru C9 si C12,
avand o valoare a CMI de 0,625 mg/mL, respectiv 0,312 mg/mL. Cea mai bund activitate
antimicrobiand impotriva Pseudomonas aeruginosa o are complexul C12 in timp ce complecsii

C9-C11 o au mai buna decat pentru ligandul H2A, dar mai slaba decat a ligandului TB.

Studiul influentei combinatiilor complexe sintetizate asupra dezvoltarii de biofilme

microbiene pe substrat inert

Complecsii C10 - C12 au o capacitate de a inhiba aderenta biofilmului microbian la substrat
inert a tulpinii Staphylococcus aureus mai buna decat a liganzilor si a complexului C9, avand o
CMEB de 0,039 mg/L.

Pentru tulpina Pseudomonas aeruginosa C11, C12 si TB au cea mai scazuta concentratie
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minima de eradicare a biofilmului de 0,039 mg/mL fata de C9 si H2A (0,078 mg/mL) si C10 (0,156
mg/mL).

11.1.3.5.2. Activitatea antitumorala

In urma testelor efectuate pentru complecsii C9-C12 si a celor doi liganzi pe celule HeLa
s-a observat un efect citotoxic moderat pentru C10 si C11 acestia scazand viabilitatea acestor celule

cu 26% si un efect slab a celorlalti doi complecsi.

11.1.3.6. Concluzii partiale

Au fost sintetizate si caracterizate patru combinatii complexe ale manganului avand ca
liganzi acidul a-cetoglutaric si 1-(0-tolil) biguanida [237,248].

Pe baza interpretarii analizelor efectuate pentru acesti complecsi (analiza elementala,
spectre UV-Vis-NIR, IR, analiza termica, conductanta electrica molara) s-au propus formulele
acestora.

Desi s-au folosit in sinteze saruri ale manganului divalent, doar complexul C9 contine
manganul cu valenta doi, ceea ce Inseamna ca in celelalte sinteze manganul a fost oxidat astfel ca
in combinatia complexa se regdseste in starea de valenta trei.

Ambii liganzi functioneaza bidentat in cei patru complecsi, TB coordindnd la ionul metalic
prin atomii de azot iminici, in timp ce H2A printr-un atom de oxigen din gruparea cetonica situata
in pozitia alfa si unul din gruparea carboxil aldturata.

Complecsii C10-C12 sunt dinucleari si au un ligand in punte, anume acidul a-cetoglutaric
dublu deprotonat in C10 si C11, in timp ce in C12 ionul hidroxil formeaza punte intre doi ioni de
mangan trivalent.

Stereochimiile propuse pentru complecsii sintetizati sunt: octaedrica pentru C9 si octaedrica
distorsionata tetragonal pentru C10-C12.

Complecsii C9 si C12 au cea mai bund activitate antibacteriand pe tulpina S. aureus, in timp
ce pe P. aeruginosa o are C12. Cea mai buna capacitate de a inhiba aderenta biofilmului microbian
la substrat inert a celor doua tulpini testate o au complecsii C11 si C12.

Un efect citotoxic moderat pe celule HeLa il au complecsii C10 si C11.
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Activitatea biologica a complecsilor si diferentele care apar pentru cei patru complecsi poate

fi pusd pe seama mai multor factori:

- toti sunt de tip electrolit
- stereochimia acestora

- valenta manganului

- complecsi de tip mono- sau dinuclear

- natura anionilor din compozitia complecsilor.

Structurile propuse pentru complecsii C9-C12 sunt redate in figura I1.1.41.
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Fig.11.1.41. Formulele propuse pentru complecsii C9-C12

11.1.4. Sinteza unor combinatii complexe ale Zn(l1) cu liganzi acidul a-cetoglutaric

si 1-(o-tolil) biguanida

Au fost sintetizate trei combinatii complexe noi ale Zn(II) folosind clorura, azotat, respectiv
acetat de zinc si ca liganzi acidul a-cetoglutaric si 1-(o-tolil) biguanida. S-a lucrat in raport molar
sare metalica: acid a-cetoglutaric:1-(o-tolil) biguanida de 1:1:1 pentru toti complecsii. Acest raport
s-a mentinut doar in complecsii C13 si C14.

In urma analizelor efectuate pentru acesti complecsi (analiza elementala, spectre FT-IR si

UV-Vis, conductanta electrica molara si analiza termicd) au fost propuse urmatoarele formule:

[Zn(TB)(HA)(H20).]CI galben deschis (C13)
[Zn(TB)(HA)(H20)2]NO3 galben deschis (C14)
[Zn2(TB)2(A)(CH3CO0)2]*H20 galben deschis (C15)

Conductanta electrica molara

Din valorile obtinute pentru conductanta electrica molara pentru complecsii sintetizati Se
trag urmatoarele concluzii: complecsii C13 si C14 sunt electroliti de tip 1:1, in timp ce complexul

C15 este neelectrolit [222].
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11.1.4.2. Analiza termica

Prezenta moleculelor de apa din compozifia combinatiilor complexe C13-C15 a fost pusa
in evidentd in urma analizei termogravimetrice.

Pentru toti complecsii analizati reziduul obtinut este ZnO. Din acesta se poate determina
procentul de zinc si anume: pentru C13 (13,54% experimental, 13,82% calculat), pentru C14
(13,38% experimental, 13,09% calculat, iar pentru C15 (16,85% experimental, 16,49% calculat).

11.1.4.4. Spectre FT-IR

In toti complecsii gruparea ceto din pozitia o a ligandului H2A este implicati in coordinare,
lucru confirmat de deplasarea benzii corespunzitoare acesteia, v(C=0), sub 1720 cm™. Acest
ligand coordineaza la ionul metalic bidentat, sub forma deprotonata HA", prin atomul de oxigen
din gruparea cetonica din pozitia alfa si oxigenul din hidroxilul gruparii carboxil aldturate in
complecsii C13 si C14. In complexul C15 acesta coordineaza tot bidentat, in punte, ca dianion.

In spectrele celor trei complecsi se observi o deplasare a benzii datorata vibratiei de valenta
a grupdrii iminice, v(C=N), de la 1610 cm™ la valori mai mari. Acest lucru este in acord cu
coordinarea ligandului TB la ionii metalici prin perechea de electroni neparticipanti ai azotului

iminic.

11.1.4.5. Testarea activitatii biologice

In urma testarii complecsilor sintetizati pe celule HeLa s-a constatat cd acestia nu prezinta

activitate antitumorala.

11.1.4.5.1. Activitatea antimicrobiani

Determinarea concentratiei minime inhibitorii

Evaluarea activitatii antimicrobiene s-a facut in vitro pe tulpinile Staphylococcus aureus
ATCC 25923 si Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 pentru complecsii sintetizati si liganzii

folositi in sinteze.
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Pentru toti compusii testati s-a lucrat in domeniul de concentratii 1,00 — 0,0019 mg/mL.

Analizand rezultatele obtinute In urma testelor efectuate S-a constatat cd cea mai buna
activitate antimicrobiand impotriva S. aureus o are complexul C15 avand cea mai scazuta
concentratie minima inhibitorie, de 0,062 mg/mL. Ceilalti doi complecsi si liganzii au o activitate
ceva mai scazuta decat C15, dar buna, avand CMI de 0,125 mg/L.

Pe tulpina P. aeruginosa, toti complecsii au activitate antimicrobiana mult mai buna ca a
liganzilor, cea mai mica CMI avand-o C13 si C14 (0,125 mg/mL).

In urma studiului influentei combinatiilor complexe sintetizate asupra dezvoltarii de
biofilme microbiene pe substrat inert s-a constatat ca nici unul din cei trei complecsi nu are
capacitate de a inhiba aderenta biofilmului microbian la substrat inert pe tulpinile testate (S. aureus

si P. aeruginosa).

11.1.4.5.2. Activitatea antifungica

Activitatea antifungica pentru liganzi si complecsi a fost testata in vitro pe Candida albicans
ATCC 10231, in intervalul de concentratii 1,00-0,0019 mg/mL. Complecsii C13 si C14 au o
activitate mai buna impotriva acestei tulpini avand CMI 0,5 mg/mL. Cei doi liganzi si C15 au

aceeasi activitate antifungica; ei au CMI de 1,00 mg/mL.

11.1.4.6. Concluzii partiale

Au fost sintetizate si caracterizate trei combinatii complexe ale Zn(Il) avand ca liganzi
acidul a-cetoglutaric si 1-(o-tolil) biguanida.

Pe baza analizelor efectuate s-au propus formulele complecsilor C13-C15. Ambii liganzi
functioneaz ca liganzi bidentati in cei trei complecsi. in complexul C15 acidul a-cetoglutaric este
in punte, ca dianion, iar in C13 si C14 este bidentat sub forma anionica.

1-(o-tolil) biguanida coordineaza la ionul metalic prin atomii de azot iminici.

Complecsii C13 si C14 au stereochimie octaedrica, iar complexul C15 plan patratd; C13 si
C14 contin un singur ion de zinc, in timp ce C15 are doi ioni de zinc legati intre ei prin acidul
a-cetoglutaric 1n punte.

Activitatea antimicrobianad buna a complecsilor observata in urma testarii pe S. aureus se

datoreaza in mare parte liganzilor pe care ii contin, iar In cazul C15 o activitate mai buna poate fi
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explicata prin prezenta a doi ioni de zinc. Pe de altd parte activitatea antimicrobiand poate fi
asociata si cu stereochimia, tipul de electrolit, precum si efectul combinat al ligandului si ionului
metalic.

Activitatea antifungica pe C. albicans mai buna pentru complecsii C13 si C14 poate fi
datorata stereochimiei octaedrice pe care acestia o au.

Complecsii C13-C15 nu prezinta activitate antitumorala pe celulele testate (HeLa) si nici
nu inhiba aderenta biofilmului microbian la substrat inert pe cele doud tulpini (S. aureus si
P. aeruginosa).

Formulele propuse pentru cei trei complecsi ai Zn(II) sunt redate in figura I1.1.53.

B COOH | - .
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O

C15
Fig. 11.1.53. Formulele propuse pentru complecsii C13-C15
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11.1.5. Sinteza unor combinatii complexe ale Pd(11), Pt(II) si Pt(IV) cu liganzi acidul

a-cetoglutaric si 1-(o-tolil) biguanida

Folosind ca liganzi acidul a-cetoglutaric si 1-(0-tolil) biguanida au fost sintetizati doi
complecsi cu Pd(II) si doi cu Pt(Il) si Pt(IV). Sarurile metalice folosite in sinteze sunt PdCly,
Pd(CH3COO), respectiv HaPtCle si PtClo. Desi s-a lucrat in raport molar sare metalica: acid o-
cetoglutaric:1-(o-tolil) biguanida de 2:1:1 pentru toti complecsii, acest raport se regaseste doar in
combinatiile complexe C16 si C19, in ceilalti doi fiind 1:1:1.

Formulele propuse pentru cei patru complecsi sintetizati sunt:

[PA(TB)(H2A)][PdCl4] portocaliu inchis (C16)
[PA(TB)(HA)]CH3COO+*H.O  portocaliu (C17)
[Pt(TB)(HA)CI:]CI portocaliu (C18)
[Pt(TB)(H2A)][PtCls]*H20 maron (C19)

11.1.5.2. Analiza termica

Prezenta unei molecule de apa de cristalizare in compozitia complecsilor C17 si C19 a fost
confirmata si de analiza termica a acestora.

Pentru complecsii C16 si C17 reziduul obfinut la descompunerea termica a fost paladiu
(peste 700°C oxidul de paladiu trece in paladiu metalic) [250].

In cazul complecsilor C18 si C19 la o temperatura peste 500°C reziduul format este platina,
(la 450-480°C PtCl> se descompune in platina si clor) [251].

11.1.5.3. Spectre UV-Vis-NIR

Pe baza comparatiei spectrelor electronice ale complecsilor sintetizati cu cele ale liganzilor

s-au putut atribui stereochimiile acestora.

(C16) [PA(TB)(H2A)][PdCl4] Plan patrata
(C17) [PA(TB)(HA)]CH3COO *H20 Plan patrata
(C18) [PY(TB)(HA)CI2]C1 Octaedrica

(C19) [Pt(TB)(H2A)][PtCls]sH20 Plan patrata
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11.1.5.4. Spectre FT-IR

In toti complecsii analizati gruparea ceto din pozitia o a ligandului H2A este implicati in
coordinare, deplasarea benzii corespunzatoare acesteia, v(C=0) la valori mai mici decat in acidul
a-cetoglutaric fiind o dovada 1n acest sens.

Coordinarea ligandului TB la ionii metalici se face prin intermediul perechii de electroni
neparticipanti ai azotului iminic. Prin coordinare se distruge delocalizarea electronilor m, ceea ce

explica deplasarea acestei benzi spre numere de unda mai mari [231].

11.1.5.5.1. Activitatea antimicrobiana

Pentru evaluarea activitatii antimicrobiene s-au facut teste in vitro pe tulpinile
Staphylococcus aureus ATCC 25923 si Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 pentru complecsii
sintetizati si liganzii folositi in sinteze. S-a lucrat in domeniul de concentratii 1,00 —0,0019 mg/mL
pentru toti compusii testati.

Activitatea antimicrobiana impotriva speciei Gram pozitive Staphylococcus aureus este
mult mai buna pentru cei patru complecsi decat pentru liganzi. Cea mai mica valoare a concentratiei
minime inhibitorii o au complecsii C16, C18 si C19, 0,0039 mg/mL.

Activitatea impotriva bacteriei Gram negative Pseudomonas aeruginosa este aceeasi pentru
ambii liganzi. S1 in cazul acestei tulpini toti complecsii au o activitate antimicrobiand buna, C18

avand CMI de 0,0312 mg/mL si C19 0,0625 mg/mL.

11.1.5.5.2. Activitatea antifungica

Complecsii C16, C18 51 C19 au cea mai buna activitate impotriva acestei tulpini avand CMI
0,125 mg/mL. Liganzii au o activitate antifungicd mult mai slaba decat a complecsilor, avind CMI
de 1 mg/mL. Domeniul concentratiilor de lucru pentru substantele testate a fost 1,00-0,0019

mg/mL.

11.1.5.5.3. Activitatea antitumorala

Activitatea antitumorala a fost testata pentru toti compusii pe celule HeLa. Pentru testare s-
au folosit solutii de concentratie 500 pug/mL, iar incubarea s-a facut la 37°C timp de 24 ore.
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In conditiile testate complecsii C18 si C19 au un efect citotoxic bun asupra celulelor HeLa,
reducand viabilitatea acestora cu 41%, respectiv 38%. Ceilalti doi complecsi au un efect citotoxic

moderat, iar cei doi liganzi au un efect slab asupra acestor celule.

11.1.5.6. Concluzii partiale

S-au sintetizat patru combinatii complexe ale Pd(II), Pt(I) si Pt(IV) avand ca liganzi acidul
a-cetoglutaric si 1-(o-tolil) biguanida.

Formulele acestora au fost propuse pe baza interpretarilor analizelor efectuate si anume:
analiza elementala, spectre UV-Vis-NIR, IR, analiza termica.

Ambii liganzi sunt bidentati in toti complecsii obtinuti. Ligandul TB coordineaza la ionul
metalic prin atomii de azot iminici iar ligandul H2A prin atomii de oxigen din gruparile cetonice
din pozitia alfa si din gruparea carboxil aliturati. in complecsii C16 si C19 acidul a-cetoglutaric
este nedeprotonat in timp ce in ceilalti doi complecsi este sub forma de anion HA".

Stereochimiile propuse pentru complecsii sintetizati sunt: octaedrica pentru C18 si plan
patrata pentru C16, C17 si C19.

In complexul C18 platina este tetravalenti iar in C19 divalenti, exact ca in sarurile utilizate
in sintezd. Complecsii C16 si C19 sunt de tip Vauquelin, avand un anion complex [PdCl4]*,
respectiv [PtCls]? .

Activitatea biologica este influentatd de mai multi factori:

- natura metalului

- starea de oxidare a metalului

- numadrul de ioni metalici din complex

- stereochimia complexului.

Faptul cd toti complecsii au activitate biologica mai buna decat liganzii poate fi pusa pe
seama coordinarii liganzilor la ionul metalic.

Complecsii de platina au cea mai buna activitate antitumorala, lucru asteptat de altfel.

Structurile propuse pentru complecsii C16-C19 sunt redate in figura I1.1.66.
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Fig. 11.1.66. Formulele combinatiilor complexe C16-C19

11.1.6. Sinteza unor combinatii complexe ale Co(l1) cu liganzi acidul a-cetoglutaric si

1-(o-tolil) biguanida

Trei complecsi noi ai cobaltului divalent s-au obtinut din reactia unor saruri ale acestui
metal, acidul a-cetoglutaric si 1-(0-tolil) biguanida (ca liganzi). Combinatiile complexe sintetizate

au fost analizate din punct de vedere fizico-chimic iar formulele propuse pentru acesti complecsi

sunt:

[Co(HA)2(TB)(H20)]

[Co(HA)(TB)(H20)(NO3)]*C2Hs0OH
[Co2(HA)(TB)(H20)3(CH3CO0)3]

gri deschis

violet
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Conductanta electrica molara

In urma determinirii conductantei electrice molare, in solutie de N,N-dimetilformamida, de
concentratie 103M la 25°C pentru toti complecsii s-au obtinut valori care 1i incadreazi in categoria
neelectrolitilor: 37,5 Secm®mol™? pentru C20, 41,4 Secm®mol™? pentru C21 si 39,6 Secm?mol*
pentru C22 [222].

11.1.6.2. Analiza termica

Pentru complecsii C20-C22 s-a efectuat analiza termicd n atmosfera statica de aer, din care
s-a stabilit prezenta moleculelor de apa si etanol din compozitia acestora.

In cazul tuturor complecsilor reziduul final este Co3O4. Din acesta se poate determina
procentul de cobalt din fiecare complex, 10,91% pentru C20, 11,17% din C21, respectiv 17,35%
in C22.

11.1.6.3. Spectre UV-Vis-NIR

Analizand spectrele electronice ale complecsilor si comparandu-le cu ale liganzilor s-au

propus stereochimiile pentru C20-C22:

(C20) [Co(HA)(TB)(H20)] Bipiramida trigonala
(C21) [Co(HA)(TB)(H20)(NO3)]*C2Hs0OH Octaedrica deformata tetragonal
(C22) [Co2(HA)(TB)(H20)3(CH3COO0)z] Octaedrica

11.1.6.4. Spectre FT-IR

Gruparea ceto situatd In pozitia o a ligandului H2A apare deplasatd in spectrul complecsilor
fata de ligandul liber deoarece este implicata in coordinare.

O banda care este de mare importanta in modul de coordinare a 1-(0-tolil) biguanidei la
ionul de cobalt este cea datorati vibratiei de valenti a grupdrii iminice, v(C=N), de la 1610 cm™.
In spectrele complecsilor se observa o deplasare a acestei benzi, deplasare ce este in acord cu
coordinarea 1-(o-tolil) biguanidei la ionul de cupru prin perechea de electroni neparticipanti ai

azotului iminic.
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11.1.6.5.1. Activitatea antimicrobiana

Pentru complecsii sintetizati si liganzi a fost testata in vitro activitatea antimicrobiana pe
speciile Staphylococcus aureus ATCC 25923 si Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853. Domeniul
de lucru pentru aceste testari a fost 1,00 — 0,0019 mg/mL.

In cazul specie Staphylococcus aureus, combinatiile complexe au prezentat o activitate
antimicrobiand mai buna ca a liganzilor. Cea mai mica CMI pentru aceasta tulpina o au complecsii
C21 si C22 de 0,0156 mg/mL.

Toti complecsii au activitate antimicrobiand mai buna decat liganzii impotriva bacteriei

Pseudomonas aeruginosa, complexul C22 avand cea mai mica valoare a CMI 0,0313 mg/mL.

11.1.6.5.2 Activitatea antifungica

Toti compusii au fost testati pentru activitatea antifungica in vitro, pe Candida albicans
ATCC 10231. S-a lucrat cu solutii de concentratii cuprinse intre 1,00 si 0,0019 mg/mL.

Si pentru aceasta tulpind se constatd ca activitatea antifungica este mai bund pentru
complecsi decat pentru cei doi liganzi. Complexul C22 are cea mai buna activitate cu o valoare a

CMI de 0,25 mg/mL.

11.1.6.5.3. Activitatea antitumorala

Testele efectuate pe celule HelLa pentru complecsi si liganzi s-au efectuat pe solutii de
concentratie 500 pg/mL, pentru un timp de incubare de 24 ore la o temperatura de 37°C. Complecsii
C21 1 C22 au un efect citotoxic bun asupra celulelor HeLa, reducand viabilitatea acestora cu 25%,

respectiv 21%. Complexul C20 si cei doi liganzi au un efect slab asupra acestor celule.

11.1.6.6. Concluzii partiale

S-au obtinut trei complecsi noi ai cobaltului divalent cu liganzi 1-(0-tolil) biguanida si acid
a-cetoglutaric. In urma analizelor efectuate pe acesti complecsi s-au putut stabili formulele
corespunzatoare, (figura I1.1.77). Ligandul 1-(0-tolil) biguanida coordineaza bidentat prin atomii

de azot iminici iar acidul a-cetoglutaric coordineaza monodentat in complexul C20 prin oxigenul
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hidroxilului gruparii carboxil. In complecsii C21 si C22 acest ligand coordineazi insi bidentat,
prin atomii de oxigen din gruparile cetonice din pozitia alfa si din gruparea carboxil alaturata.

Stereochimiile propuse pentru cei patru complecsi sunt:

- bipiramida trigonala pentru C20

- octaedrica distorsionata tetragonal pentru C21

- octaedrica pentru C22

Primii doi complecsi au un singur ion de cobalt in structura lor iar al treilea are doi ioni de
cobalt legati prin punti de acetat.

Activitatea biologica a complecsilor este influentata de:

- stereochimia complexului

- inconjurarea ionului metalic

- numadrul de ioni metalici

Cea mai buna activitate a complexului C22 pentru toate cele trei tulpini poate fi explicata

prin existenta a doi centri metalici in molecula lui, fata de ceilalti doi complecsi care au doar unul.
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Fig. 11.1.77. Formulele combinatiilor complexe C20-C22
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11.2.1. Sinteza unor combinatii complexe ale Ni(II) cu liganzi acidul usnic si 1-(o-tolil)

biguanida

Pornind de la saruri de nichel si folosind ca liganzi acidul usnic si 1-(o-tolil) biguanida, au
fost sintetizati patru complecsi. S-a lucrat in raport molar sare metalica: acid usnic: 1-(o-tolil)
biguanida de 1:1:1.

Pe baza datelor furnizate de analiza elementald, conductanta electricd molard, analiza
termica, spectrele UV-Vis- NIR, FT-IR si susceptibilitatea magnetica formulele propuse pentru
complecsii C23-C26 sunt:

[Ni(TB)(H2AU)(H20)2]C1e3H20  verde (C23)
[Ni(TB)(H2AU)(H20).]Br verde nchis (C24)
[Ni(TB)(H2AU)]NO3z2H>0 portocaliu inchis  (C25)
[Ni(TB)(H2AU)]CH3COO portocaliu inchis ~ (C26)

Raportul molar al substantelor utilizate in sinteze se regaseste si in complecsii obtinuti.

Conductanta electrica molara

Rezultatele conductantei electrice molare pentru cei patru complecsi 1i incadreaza pe acestia
in tipul de electrolit 1:1 [222]. Masuratorile s-au facut in solutie de N,N-dimetilformamida, de
concentratie 10°M la 25°C. Pentru complexul C23 s-a obtinut o conductantid molard de 69,2
Secm?mol?, pentru C24 73,3 Secm®mol?, pentru C25 79,1 Secm?mol?, iar pentru C26 81,4

Secm?mol?,

11.2.1.2. Analiza termica

Analizand termograma complexului C23, in prima treaptd de descompunere, se constata ca
la 0 temperatura sub 180°C are loc o pierdere de masa corespunzatoare celor 5 molecule de apa din
compozitia acestuia si anume, 3 de cristalizare si 2 de coordinare.

In cazul complexului C24 prima pierdere de masa are loc sub 190°C, si corespunde la doui

molecule de apa de coordinare.
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Din analiza termogramei pentru complexul C25 se observa ca intr-o prima etapa (<170°C)
se pierd cele douda molecule de apa. Reziduul obtinut este NiO pentru toti complecsii, din care se

poate determina procentul de nichel.

11.2.1.3. Spectre UV-Vis-NIR si masuritori magnetice

Susceptibilitatea magnetica

In urma determinarilor de susceptibilitate magnetici s-au obtinut urmatoarele valori ale
momentul magnetic pentru complecsii C23-C24: 3,37 uB pentru C23, 3,12 uB pentru C24 si zero
pentru C25 si C26. Valorile momentului magnetic pentru complecsii C23 si C24 presupune ca

acestia sunt paramagnetici, In timp ce C25 si C26 diamagnetici.
Spectre UV-Vis-NIR
Datele furnizate de spectrele electronice corelate cu momentele magnetice la temperatura

camerei furnizeazd informatii valoroase referitoare la stereochimia combinatiilor complexe

sintetizate. Stereochimiile propuse pentru complecsii C23-C26 sunt:

(C23) [Ni(TB)(H2AU)(H20)2]C1:3H.0 Octaedrica distorsionata rombic
(C24) [Ni(TB)(H2AU)(H20).]Br Octaedrica distorsionata rombic
(C25) [Ni(TB)(H2AU)]NO3z2H0 Plan patrata
(C26) [Ni(TB)(H2AU)]CH3COO Plan patrata

11.2.1.4. Spectre FT-IR

in spectrele celor patru complecsi se observa prezenta unei benzi foarte intense la cca.
1640 cm™. Aceasta poate fi atribuitd vibratiei de valentd a gruparii iminice, v(C=N), ceea ce
presupune coordinarea ligandului TB la ionii metalici prin perechea de electroni neparticipanti ai
azotului [231].

Prezenta unei benzi intense la cca. 1650 cm™ in spectrele celor 4 complecsi explici

implicarea oxigenului cetonic de la gruparea metilcetonica din acidul usnic. Deplasarea benzilor
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caracteristice vibratiei de deformare 3(OH) fenolic (in plan si in afara lui), la numere de unda mai
mari, poate fi atribuitd coordinarii acestui ligand prin gruparea OH fenolica [262].

Avand 1n vedere ca gruparea OH cu caracterul cel mai acid este cea legata de carbonul 3 al
acidului usnic, inseamna ca acesta participd la coordinare cu oxigenul din gruparea metilcetonica

legata de carbonul 2 si acest oxigen fenolic.

11.2.1.5.1. Activitatea antimicrobian

Determinarea concentratiei minime inhibitorii pentru combinatiile complexe

Activitatea antimicrobiana a liganzilor si complecsilor sintetizati a fost testata pe tulpinile
Staphylococcus aureus ATCC 25923si Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853. La concentratiile
din domeniul de lucru (1,00 -0,0019 mg/mL), solventul folosit la dilutii, DMSO, nu influenteaza
activitatea antimicrobiana a compusilor testati.

Complecsii C23-C26 au o activitate antimicrobiana foarte buna impotriva tulpinii S. aureus,
avand o concentratie minima inhibitorie de 0,0039 mg/mL. Ligandul TB are cea mai slaba activitate
pentru aceasta tulpina, CMI fiind 0,125 mg/mL, iar celdlalt ligand are o activitate bund, cu CMI de
0,0078 mg/mL.

Complecsii C23 si C24 au o activitate buna contra bacteriei Gram negative P. aeruginosa,
in timp ce liganzii si ceilalti doi complecsi au o activitate slaba (CMI 0,5 mg/mL pentru C23 si

C24, 1 mg/mL pentru C25, C26, TB si Hz3AU).

Studiul influentei combinatiilor complexe sintetizate asupra dezvoltarii de biofilme

microbiene pe substrat inert

In ceea ce priveste capacitatea de a inhiba aderenta biofilmului microbian la substrat inert
complecsii si liganzii inhiba acest proces in functie de doza pand la o concentratie minima de
eradicare a biofilmului.

Impotriva speciei Staphylococcus aureus complecsii C23 si C24 au CMEB de 0,0019
mg/mL, HsAU, C25 si C26 0,0039 mg/mL. Cea mai mare CMEB o are ligandul TB, 0,0312

mg/mL. In cazul tulpinii Pseudomonas aeruginosa tot complecsii C23 si C24 au cea mai mica
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CMEB (0,0019 mg/mL), iar cea mai mare o are H3AU (0,0078 mg/mL). Celalalt ligand si ceilalti
doi complecsi au aceeasi CMEB de 0,0039 mg/mL.

11.2.1.5.2. Activitatea antifungica

Activitatea antifungicd s-a determinat pentru liganzi si complecsi pe Candida albicans
ATCC 10231, CMI fiind prezentata in figura I11.2.13. Domeniul de concentratii de lucru a fost 1,00-
0,0019 mg/mL. Liganzii si complecsii C25-C26 au cea mai slaba activitate, iar cea mai buna o au

C23 si C24 avand CMI 0,5 mg/mL.

11.2.1.5.3. Activitatea antitumorala

Pentru complecsii C23-C26 si pentru liganzii utilizati in obtinerea acestora a fost testata
activitatea antitumorald pe celule HeLa. Pentru testare s-au folosit solutii de concentratie 500
ug/mL, iar incubarea s-a facut la 37°C timp de 24 ore.

In conditiile testate complecsii C25 si C26 au un efect citotoxic moderat asupra celulelor
HeLA, reducand viabilitatea acestora cu 21%, respectiv 23%. Liganzii si complecsii C23 si C24

au un efect slab asupra acestui tip de celule.

11.2.1.6. Concluzii partiale

Au fost sintetizate si caracterizate patru combinatii complexe noi ale nichelului avand ca
liganzi acidul usnic si 1-(o-tolil) biguanida. Formulele celor patru complecsi au fost propuse pe
baza interpretarilor analizelor efectuate (analiza elementald, spectre UV-Vis-NIR, IR, analiza
termica, conductanta electrica molara, susceptibilitate magnetica). Ambii liganzi sunt bidentati in
toti complecsii obtinuti. Ligandul TB coordineaza la ionul metalic prin atomii de azot iminici iar
ligandul H3AU prin atomul de oxigen din gruparea metilcetonica legata de carbonul 2 si atomul de
oxigen din hidroxilul fenolic legat de carbonul 3 al acidului usnic. In timp ce biguanida coordineaza
in formd neutrd, acidul usnic participa la coordinare deprotonat, H2AU",

Stereochimiile propuse pentru complecsii sintetizati sunt: octaedrica distorsionatd rombic

pentru C23 si C24 si plan patratd pentru C25-C26, lucru confirmat de spectrele electronice si

.....
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Toti complecsii au o bund activitate antibacteriana pe tulpina S. aureus, fapt datorat acidului
usnic din compozitia lor. Cea mai bund activitate antimicrobiana si antifungica Impotriva P.
aeruginosa si C. albicans o au complecsii C23 si C24, lucru ce se datoreaza stereochimiei acestora
(octaedrica distorsionatd rombic). Cea mai bund capacitate de a inhiba aderenta biofilmului
microbian la substrat inert a celor doua tulpini testate o au tot complecsii C23 si C24. In schimb,
se observa un efect citotoxic moderat pe celule HeLa al combinatiilor complexe C25 si C26 care
au stereochimie plan patrata.

Activitatea biologica a complecsilor este comparabild sau mai buna decat a liganzilor si
diferentele care apar pentru cei patru complecsi poate fi pusa pe seama stereochimiei acestora.

Structurile propuse pentru complecsii C23-C26 sunt redate in figura I1.2.15.
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Fig. 11.2.15. Structurile propuse pentru combinatiile complexe C23-C26

I1.2.2. Sinteza unor combinatii complexe ale Cu(ll) cu liganzi acidul usnic si

1-(o-tolil) biguanida

Au fost sintetizate patru combinatii complexe folosind clorurd, azotat, acetat si clorat de

cupru si ca liganzi acidul usnic si 1-(0-tolil) biguanida.

In urma analizelor efectuate (analiza elementala, spectre UV-Vis-NIR, IR, RPE,

spectrometrie de absorbtie atomica) pentru acesti complecsi formulele moleculare propuse sunt:

[Cu(TB)(H.AU)]CI
[Cu(TB)(H2AU)(H20)2](NOs)
[Cu(TB)(H2AU)CHsCOO0]+2C2HsOH
[Cu(TB)(H2AU)(CIO4)]*2H20
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In cele patru sinteze substantele utilizate au fost in raportul molar sare metalica: acid usnic:

1-(o-tolil) biguanida de 1:1:1, raport regasit si in formulele propuse pentru acestia.

Conductanta electrica molara

Pentru complecsii sintetizati s-a determinat conductanta electrica molara la 25°C in solutie
de N,N-dimetilformamida cu concentratia 0,001 mol/L. Pentru combinatiile complexe C29 si C30
s-au obtinut valori corespunzitoare compusilor de tip neelectrolit, 37,1 Secm?mol™, respectiv 41,1
Secm?mol™. Pentru complexul C27 s-a obtinut o conductanti molari de 79,7 Se«cm?mol?, iar pentru
C28, 72,4 Secm?mol™ ceea ce indici un electrolit de tip 1:1 [222].

11.2.2.2. Analiza termica

Complexul C30 nu a fost supus analizei termice din cauza anionului perclorat din molecula
sa (pericol de explozie in timpul descompunerii termice).

Prezenta apei/alcoolului din compozitia complecsilor C28 si C29 a fost confirmata in prima
etapd a descompunerii termice a acestora.

Pentru complecsii analizati se obtine acelasi reziduu, CuO, din care se poate determina
procentul de cupru si anume: pentru C27 (9,81% experimental, 10,03% calculat), pentru C28
(9,24% experimental, 9,13% calculat), iar pentru C29 (8,59% experimental, 8,48% calculat).

11.2.2.3. Spectre UV-Vis-NIR si spectre RPE

Prin corelatia benzilor observate in spectrele electronice UV-Vis-NIR si spectrele de
rezonanta paramagnetica electronica ale celor patru complecsi, s-au putut propune stereochimiile
acestora si s-a apreciat caracterul legaturilor metal-ligand [238-246].

Pentru complexul C27, din analiza spectrului RPE s-au calculat parametrii K,=0,341 si
K1=0,637, ceea ce inseamni ci legiturile 7 in plan sunt puternice. Pentru coeficientii o2, P21, p
s-au obtinut urmitoarele valori: a? = 0,64 ceea ce inseamna ci legiturile sigma in plan sunt
puternice avand caracter predominant covalent ; p?1= 0,53 presupune legituri m puternice in planul
xoy iar p2 =0,99 indici legituri m slabe in afara planului.

Valorile obtinute pentru parametrii spectrali in cazul complexului C28 sunt K,=0,53 si

K1=0,70 ceea ce presupune legituri m puternice in plan. o= 0,86 ceea ce presupune ci legiturile
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sigma in plan au caracter predominant ionic; p% = 0,62 presupune legituri @ puternice in planul
xoy iar p? =0,81 indici legituri m slabe in afara planului.

Pentru complexul C29 K, = KU, ceea ce inseamna ca legatura metal — ligand este o legatura

o purd. Coeficientul o este 0,85 ceea ce presupune ci legiturile sigma in plan au caracter
predominant ionic. Coeficientii B?1 si p? au valori apropiate, 0,67 respectiv 0,66, de aceea atat
legaturile 7 in planul xoy cat si cele in afara Iui sunt relativ puternice.

Valoarea Iui K1 pentru complexul C30 (0,85) indica legaturi aproape ionice cupru-ligand.

Stereochimiile propuse pentru complecsii sintetizati sunt :

(C27) [Cu(TB)(HAV)]CI Plan patrata

(C28) [Cu(TB)(H2AU)(H20)2] (NO3) Octaedrica distorsionata tetragonal
(C29) [Cu(TB)(H2AU)CH3COO0]+2C2Hs0H Piramida patrata

(C30) [Cu(TB)(H2AU)(CIO4)]*2H20 Octaedrica distorsionata tetragonal

11.2.2.4. Spectre FT-IR

In spectrele complecsilor C27-C30 se observi o deplasare a benzii intense de la 1610 cm™
datorata vibratiei de valenta a gruparii iminice, v(C=N), deplasare care se explica prin coordinarea
1-(o-tolil) biguanidei la ionul de cupru prin perechea de electroni neparticipanti ai azotului iminic
[231]. Si deplasarea benzilor datorate vibratiilor cuplate 3(NH)+v(C-N) sustine coordinarea TB
prin atomii de azot iminici.

Benzile intense prezente in spectrele celor patru complecsi analizati la valori cuprinse in
intervalul 1637-1662 cm™ sunt la numere de undd mai mici ca cea din acidul usnic si pot fi atribuite
coordinadrii acestui ligand la ionul metalic prin oxigenul carbonilic de la gruparea metilcetonica.

Implicarea oxigenului fenolic in coordinare este explicata prin existenta unor benzi in

spectrele complecsilor la 1205-1239 cm™ si 709-734 cm™,

11.2.2.5.1. Activitatea antimicrobiana - Determinarea concentratiei minime

inhibitorii

Activitatea antimicrobiana a fost testata in vitro pe tulpinile Staphylococcus aureus ATCC
25923 si Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 pentru complecsii C27-C30 si liganzii folositi in

sinteze. Domeniul de concentratii de lucru a fost de la 1,00 mg/mL la 0,0019 mg/mL.
40



Cea mai scazuta concentratic minima inhibitorie, deci cea mai buna activitate
antimicrobiand impotriva S. aureus o au complecsii C28 si C30 (0,0039 mg/mL). Complexul C29
are aceeasi activitate cu unul din liganzi, 1-(0-tolil) biguanida, avand CMI de 0,125 mg/mL.

Pe tulpina P. aeruginosa, complecsii C27 si C29 au cea mai buna activitate antimicrobiana,
cu CMI =0,125 mg/mL, iar complexul C28 o activitate ceva mai mica. Complexul C30 are aceeasi

activitate Tmpotriva acestei tulpini ca si liganzii (CMI de 1 mg/mL).

11.2.2.5.2. Activitatea antifungica - Determinarea concentratiei minime inhibitorii

Activitatea antifungica a fost testata in vitro pe Candida albicans ATCC 10231 atat pentru
complecsii C27-C30 cat si pentru liganzii utilizati in sinteze. S-a lucrat in intervalul de concentratii
1,00-0,0019 mg/mL. Toti complecsii au o activitate antifungica mai buna decat a liganzilor, cea

mai mica CMI avand-o complexul C29, de 0,125 mg/mL.

11.2.2.5.3. Activitatea antitumorala

In urma testarii complecsilor si liganzilor utilizati in sinteze pe celule HeLa s-a constatat ci
cel mai bun efect citotoxic 1l are complexul C27, care reduce viabilitatea acestor celule cu 32%.
Complecsii C28 si C30 reduc viabilitatea celulelor tumorale cu 28% respectiv 26%.

Pentru teste s-au folosit solutii de concentratie 500 ug/mL, iar incubarea s-a facut timp de

douazeci si patru de ore la 37°C.

11.2.2.6. Concluzii partiale

In urma sintezelor dintre siruri de cupru, acid usnic si 1-(0-tolil) biguanida s-au obtinut
patru combinatii complexe noi ale Cu(I). Acestea au fost analizate prin diverse metode in vederea
stabilirii formulelor corespunzatoare.

In toti complecsii liganzii coordineaza bidentat la ionul metalic. 1-(o-tolil) biguanida
coordineaza prin atomii de azot iminici in timp ce acidul usnic printr-un atom de oxigen din
gruparea metilcetonica legata la carbonul 2 si un oxigen de tip fenolic legat de carbonul 3 al acestui

ligand.
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Stereochimiile propuse pentru cei patru complecsi sunt:

- plan patrata

C27
- octaedrica distorsionata tetragonal C28
- piramida patrata C29
- octaedrica distorsionata tetragonal C30

Activitatea antimicrobiand buna Tmpotriva S. aureus pentru complecsii C27, C28 si C30

poate fi atribuitd in mare parte acidului usnic care este ligand. Activitatea mai slaba a complexului

C29 s-ar putea datora preponderant stereochimiei acestuia §i mai pufin acidului usnic din

compozitia sa.

Si 1n cazul celorlalte tulpini testate activitatea biologica este influentata de :

- stereochimia complexului
- inconjurarea ionului metalic

- tipul de electrolit.

Astfel complecsii C27 si C29 au cea mai bund activitate antimicrobiand pe tulpina P.

aeruginosa. Cea mai mica CMI pe C. albicans, deci cea mai buna activitate antifungica o are

complexul C29.

Referitor la activitatea antitumorald pe celule HeLa cel mai bun efect citotoxic il are

complexul cu strereochimie plan patrata.

Pe baza analizelor efectuate pentru cei patru complecsi s-au propus urmatoarele structuri

(figura 11.2.27):
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11.2.3. Sinteza si caracterizarea unor combinatii complexe ale Pd(11), Pt(II) si Pt(IV)

cu liganzi acidul usnic si 1-(o-tolil) biguanida

Patru complecsi de Pd(II), Pt(II) si Pt(IV) s-au sintetizat din saruri ale acestor metale si doi
liganzi: acidul usnic si 1-(o-tolil) biguanida. In sinteze s-au folosit PdCly, Pd(CH3COO)2, H2PtCls
si PtClo. Raportul molar sare metalica:acid ushic:1-(o-tolil) biguanida folosit in sinteze a fost de
2:1:1. Acest raport s-a mentinut pentru complexul C31, in timp ce pentru ceilalti trei complecsi
raportul de combinare a fost de 1:1:1.

Pentru stabilirea structurilor acestor complecsi s-au folosit datele furnizate de analiza
elementald, analiza termica, spectrometrie de absorbtie atomica, spectrele UV-Vis-NIR si FT-IR.

Formulele propuse pentru combinatiile complexe sintetizate sunt:

[PA(TB)(H3AU)][PdCl4] portocaliu inchis (C31)
[PA(TB)(H2AU)]CHsCOO portocaliu (C32)
[Pt(TB)(H.AU)CI]CI maron inchis (C33)
[Pt(TB)(HAU)]CI portocaliu (C34)

11.2.3.2. Analiza termica

Din analiza curbelor TG ale complecsilor de paladiu (II) se observa ca pana la 220°C nu se
inregistreaza nici o piedere de masa. Acest lucru inseamna ca nici unul din cei doi complecsi nu
are apa sau alcool Tn moleculd. Peste aceastd temperatura are loc degradarea oxidativa a
complecsilor. Reziduul final rezultat in urma descompunerii termice a celor doi complecsi este
paladiu [250]. S-a observat o concordanta intre procentul de paladiu determinat din analiza termica
si cel rezultat din analiza elementala: 24,22% experimental, 23,91% calculat pentru C31, respectiv
15,42% exp., 15,20% calc. pentru C32.

Nici complecsii C33 si C34 nu contin apa sau alcool, lucru confirmat de analiza termica in
care, pana la 200°C nu se observa nici o pierdere de masa. Reziduul final este platina [251], 23.23%
pentru C33, respectiv 26.15% pentru C34 (valori apropiate cu cele calculate pe baza formulei
moleculare, 23,34% - C33 si 25,46% - C34).
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11.2.3.3. Spectre UV-Vis-NIR

Stereochimiile propuse pentru complecsii C31-C34 in urma interpretarii spectrelor UV-Vis-

NIR sunt:

(C31) [PA(TB)(HsAU)][PdCl4] Plan patrata
(C32) [Pd(TB)(H2AU)]CH3COO Plan patrata
(C33) [Pt(TB)(H2AU)CI,]CI Octaedrica

(C34) [PY(TB)(H2AU)]CI Plan patrata

11.2.3.4. Spectre FT-IR

Acidul usnic functioneaza in cazul acestor combinatii complexe ca ligand bidentat, sub
forma deprotonata HoAU". Acest lucru este sustinut de prezenta benzilor situate la:

- 1635-1662 cm, atribuitd implicarii oxigenului din metilcetona legati de carbonul 2 al

acidului usnic

- 1197-1220 cm™, respectiv 708-729 cm™, benzi ce sunt atribuite implicirii oxigenului

de tip fenolic legat de carbonul 3 al ligandului.

Banda datorati vibratiei de valenti a gruparii iminice, v(C=N), de la 1610 cm din spectrul
ligandului TB se regdseste in spectrele combinatiilor complexe, usor deplasata. Prezenta acestei
benzi deplasata fata de cea din ligandul TB explica implicarea azotului iminic in coordinare prin
perechea de electroni neparticipanti pe care o are [231]. Aceasta coordinare este sustinuta si de

existenta unor benzi datorate vibratiilor cuplate (NH)+v(C-N).

11.2.3.5.1. Activitatea antimicrobiana

S-au testat in vitro complecsii C31-C34, H3AU si TB pe tulpinile Staphylococcus aureus
ATCC 25923 si Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 pentru a stabili activitatea antibacteriana.
Domeniul de lucru ales a fost 1,00 — 0,0019 mg/mL, iar solventul folosit a fost DMSO.

In urma testarilor efectuate s-a observat ci activitatea antimicrobiana impotriva speciei
Gram pozitive Staphylococcus aureus este foarte buna pentru complecsi si acidul usnic in timp ce
pentru 1-(o-tolil) biguanida este mult mai slaba. Complecsii cu platind au cea mai mica concentratie

minima inhibitorie, de 0,0019 mg/mL, de patru ori mai mica decat a acidului usnic.
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In cazul bacteriei Gram negative Pseudomonas aeruginosa ambii liganzi au o activitate
antimcrobiand scazutd. Toti complecsii au o activitate bund pe aceasta tulpind, complexul platinei
tetravalente avand cea mai mica CMI, de 0,0625 mg/mL. Solventul folosit la dilutii nu influenteaza

activitatea antimicrobiana a compusilor testati la concentratiile de lucru.

11.2.3.5.2. Activitatea antifungica

In urma testarii activitatii antifungice pe Candida albicans ATCC 10231 s-a constat ci
liganzii au o activitate slaba, complecsii C31 si C32 una moderata in timp ce complecsii cu platina

au cea mai bund activitate. Acestia din urma au o CMI de 0,125 mg/mL.

11.2.3.5.3. Activitatea antitumorala

Activitatea antitumorala a fost testata pe celule HeLa pentru complecsi si liganzi. Procentele
de viabilitate a acestor celule in prezenta compusilor testati s-au calculat fata de proba de control
netratata. Solutiile folosite pentru aceste teste a avut concentratia de 500 pg/mL, iar incubarea s-a
facut la 37°C timp de 24 ore.

Complecsii de platina au redus viabilitatea celulelor HeLa cu 35% C33, respectiv 32% C34,
avand astfel un efect citotoxic bun. Liganzii si complecsii cu paladiu au un efect mai slab asupra

acestui tip de celule tumorale.

11.2.3.6. Concluzii partiale

Patru complecsi noi ai Pd(II), Pt(IT) si Pt(IV) au fost obtinuti folosind ca liganzi acidul usnic
si 1-(o-tolil) biguanida.

In toti complecsii ambii liganzi sunt bidentati, 1-(0-tolil) biguanida coordinand la ionul
metalic prin atomii de azot iminici, iar ligandul H3AU sub forma de anion H>AU™ prin atomii de
oxigen din gruparea metilcetona legata de carbonul 2 si oxigenul de tip fenolic legat de carbonul 3
din acidul usnic.

In urma analizelor efectuate s-au constatat urmitoarele:

- complecsii de Pd(II) au simetrie plan patrata,

- complexul C33 contine platind tetravalenta si este octaedric,
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- complexul C34 este plan patrat cu platina divalenta.
Complexul C31 este de tip Vauquelin, avind un anion complex [PdCl4]% .

Structurile propuse pentru complecsii C31-C34 sunt redate in figura 11.2.40.
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Fig. 11.2.40. Formulele propuse pentru complecsii C31-C34

Activitatea antibacteriana buna a complecsilor impotriva S. aureus se datoreaza in primul
rand acidului usnic din compozitia lor.

Complecsii cu platind au o activitate mai buna pe toate tulpinile testate fatd de cei ai
paladiului.

Activitatea antitumorald a combinatiei complexe C31 mai buna decat a C32 poate fi pusa
pe seama numarului de ioni de paladiu din molecula si anume, doi pentru primul fatd de unu in al
doilea complex.

Se constatd cd in urma coordindrii liganzilor la ionul metalic activitatea biologica se

imbunatateste (complecsii au activitate mai buna ca liganzii).

11.2.4. Sinteza unor combinatii complexe ale Co(ll) cu liganzi acidul usnic si

1-(o-tolil) biguanida

Folosind ca liganzi acidul usnic si 1-(o-tolil) biguanida si saruri de cobalt divalent s-au

sintetizat trei complecsi carora li s-au propus urmatoarele formule moleculare:

[Co(H2AU)2(TB)]CI gri albastru inchis (C35)
[Co(H2AU)(TB)(H20)(NO3)]*3H20  roz caramiziu (C36)
[Co(H2AU)(TB)2](CH3COO)-2H.0 maron roscat (C37)
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Conductanta electrica molara

Pentru complecsii C35 si C36 s-au obtinut pentru conductanta electricd molara valori ce
corespund neelectrolitilor, 37,2 Secm®mol™, respectiv 40,7 Secm?mol™. Complexul C37 este un
electrolit de tip 1:1, lucru confirmat de valoarea de Am = 72,3 Secm?mol™? [222]. Determinirile

conductantei s-au facut in solutie de N,N-dimetilformamidi, de concentratie 10°M la 25°C.

11.2.4.2. Analiza termica

La descompunerea termica a complexul C35 pana la 220°C nu are loc nici o pierdere de
masd, ceea ce Inseamna cd nu contine apa sau alcool etilic in compozitia sa.

Din analiza termogravimetrica a coplexului C36 se observa o prima pierdere de masa pana
la 110°C, ceea ce corespunde la cele patru molecule de apa din compozitia complexului — trei de
cristalizare si una de coordinare.

La descompunerea termica a complexului C37 cele doud molecule de apa de cristalizare se
elimina intr-o prima etapa, sub 180°C.

Reziduul final este Co3O4 pentru toti complecsii. Procentul de cobalt din fiecare complex
calculat pe baza acestui reziduu este 9,59% pentru C35, 8,35% din C36, respectiv 6,92% in C37.

11.2.4.3. Spectre UV-Vis-NIR

Stereochimiile complecsilor C35-C37 au fost propuse in urma analizei spectrelor
electronice ale acestora comparativ cu ale liganzilor pe care 1i contin.

(C35) [Co(H2AU)(TB)]CI Bipiramida trigonala

(C36) [Co(H2AU)(TB)(H20)(NO3)]+3H20 Octaedrica

(C37) [Co(H2AU)(TB)2](CH3C0O0)*2H,0 Octaedrica

11.2.4.4. Spectre FT-IR

Prezenta unei benzi intense situatd in apropiere de 1670 cm™ in spectrele tuturor
complecsilor indica implicarea in coordinare a oxigenului de la metilcetona din acidul usnic. Un

alt atom de oxigen din acest ligand ce participa la coordinare este cel de tip fenolic. Acest lucru e
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confirmat de existenta unor benzi in spectrele combinatiilor complexe situate la cca.1200 cm™ si
cca. 710 cm™,

Banda datorata vibratiei de valenta a gruparii iminice, v(C=N), de la 1610 cm™ din spectrul
1-(o-tolil) biguanidei este prezenta in spectrele celor trei complecsi, deplasata usor spre numere de

undd mai mari, ceea ce presupune implicarea atomilor de azot iminici in coordinare [231].

11.2.4.5.1. Activitatea antimicrobiana - determinarea concentratiei minime inhibitorii

Activitatea antimicrobiand pentru complecsii noi si liganzi a fost testatd in vitro pe
Staphylococcus aureus ATCC 25923 si Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853. S-a lucrat intr-un
interval de concentratii de la 1,00 la 0,0019 mg/mL, obtinut prin dilutii succesive in DMSO.
Solventul nu a influentat activitatea biologica in domeniul de lucru ales.

In cazul Staphylococcus aureus, combinatiile complexe C35 si C36 au prezentat o activitate
antimicrobiand similar cu a acidului usnic, toti avand CMI de 0,0078 mg/mL. Activitatea celuilalt
ligand este mult mai slaba ca a acidului usnic, cu o CMI de 0,125 mg/mL.

Impotriva Pseudomonas aeruginosa toti complecsii au activitate antimicrobiani mai buni

decat liganzii, complexul C36 avand cea mai mica valoare a CMI de 0,0156 mg/mL.

11.2.4.5.2. Activitatea antifungica - determinarea concentratiei minime inhibitorii

Pentru toti compusii a fost testata activitatea antifungica in vitro, pe Candida albicans
ATCC 10231. S-a lucrat cu solutii ale compusilor de concentratii cuprinse intre 1,00 si 0,0019
mg/mL. In urma testirii se constati ci activitatea antifungica pe aceasta specie este mai buna pentru
complecsi decat pentru cei doi liganzi. Complecsii C35 si C36 au cea mai buna activitate cu o

valoare a CMI de 0,125 mg/mL.

11.2.4.5.3. Activitatea antitumorala

Activitatea antitumorald a complecsilor C35-C37 si a liganzilor a fost testatd pe celule
HeLa. S-a lucrat cu solutii de 500 pg/mL si incubarea s-a facut la 37°C timp de 24 ore.
Efectul citotoxic cel mai bun dintre toti compusii testati il au complecsii C37 si C35, care

reduc viabiliatea celulelor HeLa cu 32%, respectiv 30%.
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Dintre liganzi TB are o activitate antitumorala mai buna decat HsAU.

11.2.4.6. Concluzii partiale

Trei noi complecsi ai cobaltului divalent au fost obtinugi in urma sintezelor dintre saruri ale
acestui metal (clorura, azotat si acetat) si acidul usnic si 1-(0-tolil) biguanida ca liganzi.
Pe baza analizelor efectuate (analiza elementald, analiza termica, spectre UV-Vis-NIR si

FT-IR ) s-au propus formulele pentru cei trei complecsi (fig.11.2.51).

- 0 ~
C—CHgs
OH
CH3 cl
- 3H,0

C36
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(CH3COO) - 2H,0

C37
Fig. 11.2.51. Formulele propuse pentru complecsii C34-C37

In urma analizelor efectuate pe acesti complecsi s-a observat ¢ ambii liganzi coordineaza
bidentat, astfel:

- 1-(o-tolil) biguanida coordineaza bidentat prin atomii de azot iminici, in forma neutra TB;

- acidul usnic functioneaza ca ligand bidentat sub forma deprotonata HoAU™ prin doi atomi de
oxigen, unul din metilcetona legata de carbonul 2 si unul de tip fenolic legat de carbonul 3 al
acestuia.

Desi raportul molar sare metalica: TB: H3AU a fost de 1:1:1, acesta s-a mentinut doar in
primii doi complecsi. In complexul C37 insa, doud molecule de 1-(0-tolil) biguanida coordineaza
la ionul de cobalt ceea ce inseamna ca raportul molar a fost de 1:2:1.

Pentru complecsii C36 si C37 a fost propusa simetria octaedricd iar pentru C35 bipiramida
trigonala.

Activitatea antibacteriand buna a complecsilor pe tulpina S.aureus se datoreaza in mare

parte acidului usnic care e ligand 1n acestia $i mai putin stereochimiei complexului.

Activitatea ceva mai scazuta a complexului C37 poate fi pusa pe seama faptului ca acesta
are doud molecule de TB ca ligand si doar una de HsAU.

In cazul P. aeruginosa si C. albicans activitatea biologica mai buna pentru complecsi decat
pentru liganzi se datoreaza coordinarii acestora din urma la ionul metalic. Complexul C37 are trei
liganzi 1n jurul ionului de cobalt, de unde si o activitate mai slaba in comparatie cu C35 si C36.

Activitatea antitumorald mai buna a complecsilor C37 si C35 se datoreaza prezentei a doua

molecule de TB in cazul primului si simetriei in cazul celui de al doilea complex.
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I11. CONCLUZII GENERALE

Rezultatele obtinute in urma cercetarilor efectuate in scopul elaborarii prezentei teze de
doctorat sunt prezentate in sectiunea "Contributii originale” si s-au concretizat In sinteza,
caracterizarea i formularea a 37 de combinatii complexe noi.

Un numar de 22 combinatii complexe au ca liganzi acidul a-cetoglutaric si 1-(o-tolil)
biguanida, iar 15 contin ca liganzi acidul usnic si 1-(o-tolil) biguanida.

In vederea stabilirii structurilor compusilor sintetizati acestia au fost caracterizati prin
analiza chimica elementald, conductanta electricd molara, spectroscopie IR si UV-Vis-NIR.

Interpretarea rezultatelor analizei termogravimetrice a oferit informatii care au contribuit la
formularile propuse pentru combinatiile complexe si anume prezenta moleculelor de apa/alcool
etilic si efectele termice ce insotesc procesele cu pierdere de masa.

Combinatiile complexe in a caror sinteza s-au utilizat perclorati (C8 si C12) nu au fost
supuse descompunerii termice din motive de securitate. In majoritatea cazurilor reziduul obtinut in
urma descompunerii termice a fost oxidul metalic. Pentru complecsii de mangan oxidul obtinut a
fost Mn2Os, pentru cei de cobalt oxidul a fost Coz0s4, iar pentru complecsii cu platina la peste 500°C
reziduul format a fost platina care s-a obtinut prin descompunerea PtCl, la 450-480°C.

Pentru complecsii care contin cupru (C5-C8 si C27-C30), s-au analizat si spectrele RPE iar
pentru cei cu nichel (C1-C4 si C23-C26) s-au efectuat si masuratori magnetice.

In toti complecsii 1-(0-tolil) biguanida functioneazi ca ligand bidentat si coordineazi la
ionul metalic prin atomii de azot iminici.

Acidul a-cetoglutaric functioneaza ca:

- ligand monodentat sub forma deprotonata, HA™, in complexul C20 coordinand la ionul

metalic prin oxigenul hidroxilului gruparii carboxil;

- ca ligand bidentat coordinand la ionul metalic prin atomul de oxigen din gruparea

cetonica din pozitia alfa si oxigenul din hidroxilul gruparii carboxil alaturate;
- sub forma deprotonata, HA", - in complecsii C1-C8, C12-C14, C17,C18, C21
si C22;
- sub forma nedeprotonata, H2A, in complecsii C9-C11, C16 si C19;
- caligand in punte dublu deprotonat, A*, in complecsii C10, C11 si C15.

53



Acidul usnic coordineaza la ionul metalic bidentat prin atomul de oxigen din gruparea
metilcetonica legatd de carbonul 2 si atomul de oxigen din hidroxilul fenolic legat de carbonul 3;
el participa la coordinare deprotonat, H2AU™ cu exceptia complexului C31 in care este sub forma
neutra.

Combinatiile complexe sintetizate sunt:

- mononucleare C1-C9, C13-C14, C17-C18, C20-C21, C23-C30, C32-C37,;

- dinucleare C10, C11, C12, C15, C22.

Complecsii C16, C19 si C31 sunt de tip Vauquelin, C16 si C31 avand anionul complex [PdCl4]%
in timp ce C19 contine [PtCl4]% .

Combinatiile complexe sintetizate au fost testate din punct de vedere al activitatii biologice:

- cuantificarea activitatii antimicrobiene pe tulpinile Staphylococcus aureus ATCC 25923 si

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 — pentru toti complecsii;

- studiul influentei combinatiilor complexe sintetizate asupra dezvoltarii de biofilme
microbiene pe substrat inert a celor doua tulpini microbiene — complecsii C1-C12, C23-

C26;

- cuantificarea activitatii antifungice pe Candida albicans ATCC 10231 — complecsii C5-C8,

C13-C37,

- evaluarea activitatii antitumorale a tuturor complecsilor pe celule HeLa.
Activitatea biologicd a combinatiilor complexe testate este influentata de mai multi factori:

- natura metalului

- starea de oxidare a metalului

- numadrul de ioni metalici din complex

- natura liganzilor

- stereochimia complexului

In cazul cuantificirii activititii antimicrobiene pe tulpina Staphylococcus aureus ATCC
25923 complecsii care au ca ligand acidul usnic au concentratii minime inhibitorii mult mai mici
decat complecsii ce contin ca ligand acidul a-cetoglutaric. Aceastd diferenta se explicad prin
activitatea antimicrobiana buna pe care o are acidul usnic pe aceasta tulpina.

Din seria de complecsi care au ca liganzi acidul a-cetoglutaric si 1-(0-tolil) biguanida, cea
mai mica CMI, de 0,0039 mg/mL, o au (C16) [Pd(TB)(H2A)][PdCl4], (C18) [Pt(TB)(HA)CI]CI,
(C19) [Pt(TB)(H2A)][PtCls]*H20.

Complecsii (C33) [Pt(TB)(H2AU)CI2]ClI, (C34) [Pt(TB)(H2AU)]CI, care au ca liganzi
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1-(o-tolil) biguanida si acidul usnic au o concentratic minima inhibitorie de patru ori mai mica
decat a acidului usnic, si anume 0,0019 mg/mL. Activitate antimicrobiana bund asupra acestei
tulpini au si complecsii (C23) [Ni(TB)(H2AU)(H20)2]CI-3H20, (C26) [Ni(TB)(H2AU)]CHsCOO,
(C28) [Cu(TB)(H2AU)(H20)2] (NO3) si  (C30) [Cu(TB)(H2AU)(CIO4)]*2H20, avand CMI =
0,0039 mg/mL.

O activitate antimicrobiana buna impotriva tulpinii Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
o au complecsii (C36) [Co(H2AU)(TB)(H20)(NOz)]*3H20 cu CMI = 0,0156 mg/mL, (C18)
[Pt(TB)(HA)CI2]CI, (C22) [Co2(HA)(TB)(H20)3(CH3COO)s] care au CMI = 0,0312 mg/mL,
(C19) [PY(TB)(H2A)][PtCl4]*H20 si (C33) [Pt(TB)(H2AU)CI,]Cl a caror CMI este 0,0625 mg/mL.

In urma evaluarii influentei combinatiilor complexe asupra capacitatii de aderenta la
substrat inert a tulpinilor Staphylococcus aureus ATCC 25923 si Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853 s-a constatat ca acesti compusi inhiba acest proces in functie de doza pana la o concentratie
minima de eradicare a biofilmului (CMEB). Cea mai mica valoare a CMEB pentru ambele tulpini
este 0,0019 mg/mL in cazul complecsilor (C23) [Ni(TB)(H2AU)(H20)2]CI3H20 si (C24)
[Ni(TB)(H2AU)(H20)2]Br.

La testarea activitatii antifungice a liganzilor si a unor complecsi pe Candida albicans
ATCC 10231 s-a constatat cd cele mai mici concentratii minime inhibitorii (0,125mg/mL) le au
complecsii: (C7) [Cu(TB)(HA)CHsCOO]*H20, (C8) [Cu(TB)(HA)CIO4]*5H20, (C16)
[PA(TB)(H2A)][PdCl4], (C18) [Pt(TB)(HA)CIZ]CI, (C19) [Pt(TB)(H2A)]J[PtCls]sH20, (C29)
[Cu(TB)(H2AU)CH3COO]+*2C2Hs0H, (C33) [Pt(TB)(H2AU)CI:]CI, (C34) [Pt(TB)(H2AU)]CI,
(35) [Co(H2AU)2(TB)CI] si (C36) [Co(H2AU)(TB)(H20)(NO3)]*3H20.

Activitatea antitumorala a tuturor complecsilor precum si a liganzilor utilizati in sinteze
a fost testata pe celule HeLa. Pentru testare s-au folosit solutii de concentratie 500 pg/mL, iar
incubarea s-a facut timp de douazeci si patru de ore la 37°C. In afara de complecsii cu zinc care nu
au prezentat efect citotoxic asupra acestor celule tumorale restul complecsilor au avut efect slab,
moderat sau bun, in conditiile de lucru mai sus mentionate.

Astfel, complecsii (C18) [Pt(TB)(HA)CI2]Cl si (C19) [Pt(TB)(H2A)][PtCls] *H20 au
redus viabilitatea celulelor HeLa cu 41%, respectiv 38%.

O reducere a viabilitatii celulelor tumorale de peste 30% s-a observat si in cazul
complecsilor (Cl16) [PA(TB)(H2A)][PdCl4], (C27) [Cu(TB)(H2AU)]CI, (C33)
[Pt(TB)(H.AU)CI;]CIl, (C34) [Pt(TB)(H2AU)]CI, (35) [Co(H2AU)(TB)CI] si (C37)
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[Co(H2AU)(TB)2](CH3COO)+2H,0. Asa cum era de asteptat complecsii care contin platina au o

activitate antitumorald buna.

Perspective de dezvoltare ulterioara

Avand in vedere ca unii din complecsii sintetizati au proprietati biologice bune, pe viitor se
au in vedere urmatoarele activitati de cercetare:

- Testarea complecsilor sintetizati pe alte tulpini bacteriene, fungice, tumorale;

- Determinarea proprietatilor antiinflamatorii si hipoglicemice;

- Determinarea capacitatii antioxidante;
De asemenea, se vor sintetiza noi combinatii complexe lucrand in alt raport molar (sare:L1:L2)

decat in lucrarea de fata si determinarea proprietatilor biologice ale acestora.
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