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INTRODUCERE 

Compușii cu nucleu piridinic au atras atenția pentru potențialele aplicații în diverse 

domenii precum biochimie, știința materialelor, medicină sau biologie moleculară, datorită 

diferitelor lor stucturi chimice, proprietăților fizice și electrice precum electrocromice sau 

fluorescente [1,2].  

Piridina și derivații acesteia prezintă o gamă largă de activități biologice, cum ar fi 

antitumorale, antiparazitare, antimicrobiene, antiinflamatorii, antidiabetice, antivirale și 

antipiretice [3,4].  

Deși au fost dezvoltate mai multe căi de sinteză pentru obținerea acestor compuși 

importanți, cele mai multe dintre ele prezintă multe dezavantaje precum catalizatorii scumpi, 

reactivii și solvenți toxici, temperaturile ridicate, randamente scăzute de reacție sau etapele 

multiple ale procesului sintetic.  

Prin urmare, datorită aplicațiilor compușilor cu nucleu piridinic, o direcție de cercetare 

de mare interes o reprezintă dezvoltarea unor metode de sinteză noi sau îmbunătățite pentru 

obținerea acestora, cu substraturi variate și cu randamente mai bune de reacții. 

Atenția pentru problemele de mediu, cum ar fi problemele legate de poluare și nevoia 

de noi surse de energie și materii prime, a crescut semnificativ în ultimii ani. Procesele 

tradiționale de chimie industrială sunt de obicei concentrate pe optimizarea eficienței reacției 

și a randamentului chimic. Datorită reglementărilor legislative din ce în ce mai stricte și a 

conștientizării tot mai mari în comunitatea științifică a problemelor care apar din producerea 

intensivă a deșeurilor toxice și poluante, în prezent este binecunoscut faptul că producerea 

deșeurilor și/sau utilizarea de substanțe chimice periculoase trebuie luate în considerare la 

estimarea eficienței unui proces. În urmă cu aproximativ 30 de ani, a început să apară o nouă 

abordare a chimiei, care în prezent se numește „chimie verde” și care se remarcă prin 

proiectarea produșilor de reacție și a proceselor care reduc sau elimină utilizarea sau 

generarea de substanțe periculoase [5]. Această perspectivă presupune o previzionare a 

impactului asupra mediului înconjurător atunci când se proiectează un compus chimic sau 

procesul prin care va fi fabricat la scară largă. În contextul chimiei verzi, sunt dezvoltate noi 

instrumente care îmbină armonios considerente de design, proces, toxicologie și materiale 

finite cu exemple demonstrate experimental de implementare cu succes a unor procese în 

scop comercial.  

Se încearcă dezvoltarea de metode care să producă cantități reduse de deșeuri, 

consum redus de energie și costuri reduse. Dezvoltarea unor sisteme catalitice eficiente și 

utilizarea unor medii alternative de reacție sunt instrumente puternice pentru a atinge ținta unei 

chimii durabile atât din punct de vedere economic, cât și din punct de vedere ecologic. 

Această teză de doctorat descrie câteva exemple despre modul în care utilizarea unui 

sistem catalitic neconvențional cuplat cu medii de reacție adecvate pot oferi o îmbunătățire 

semnificativă a rezultatelor împreună cu o scădere a riscului de poluare a mediului.  

Încorporarea chimiei verzi este esențială pentru implementarea unor procese 

sustenabile și prietenoase cu mediul înconjurător, iar această teză de doctorat reprezintă un 

pas important în catalizarea acestei viziuni. 

În acest context, teza de doctorat a avut drept scop principal utilizarea unor metode 

neconvenționale pentru sinteza unor compuși heterociclici cu azot și compararea acestora cu 

metodele clasice, urmărind evaluarea unor proprietăți biologic active ale acestora. 

Îndeplinirea scopului principal al tezei de doctorat s-a realizat prin urmărirea 

următoarelor obiective științifice specifice:  
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 dezvoltarea unor metode noi de sinteză, convenționale și neconvenționale, a 

compușilor heterociclici cu azot cu diversitate structurală (săruri cuaternare de piridiniu, 

indolizine, hibrizi indolizinil-piridiniu, complecși metalici);  

 caracterizarea structurii compușilor sintetizați prin metode clasice și neconvenționale; 

 evaluarea toxicității unor compuși studiați, din clasa sărurilor cuaternare de piridiniu și 

din clasa indolizinelor, asupra germinării semințelor de grâu (Triticum aestivum);  

 investigarea citotoxicității unor compuși indolizinici pe microorganismul model, drojdia 

Saccharomyces cerevisiae, în timpul proceselor de multiplicare și fermentație alcoolică;  

 investigarea unor proprietăți biologic active ale unor compuși heterociclici cu azot 

(săruri cuaternare de piridiniu, indolizine, hibrizi de indolizinil-piridiniu, complecși 

metalici) precum antimicrobiene, antioxidante, anticancer, antineurodegenerative și 

antiinflamatorii;  

 evaluarea in silico a unor compuși N-heterociclici împotriva maladiei Alzheimer prin 

determinarea interacțiunilor intra-moleculare precum și a afinității de legare de 

molecula țintă. 

Teza de doctorat este împărțită în două părți principale care sunt structurate în zece 

capitole. Prima parte a tezei de doctorat, pune în evidență studiile recente din literatura de 

specialitate în dezvoltarea de noi derivați de săruri de piridiniu și indolizine prin reacții clasice 

sau neconvenționale. 

Primul capitol oferă o introducere generală în dezvoltarea de noi derivați de săruri de 

piridiniu și indolizine prin reacții clasice sau neconvenționale. Capitolul este axat pe descrierea, 

conform datelor din literatură, a reacțiilor de obținere pentru aceste clase de compuși și a 

condițiilor catalitice utilizate, fiind concentrat pe aspecte generale, cele mai interesante și 

recente aplicații ale catalizei în medii clasice sau neconvenționale. „Chimia verde” a fost 

utilizată în ultimii ani pentru sinteza unei varietăți de heterocicluri cu azot și contribuțiile aduse 

în acest domeniu sunt tratate în acest capitol. 

Al doilea capitol descrie o gamă largă de aplicații practice ale compușilor heterociclici 

cu azot care variază în funcție de structura chimică a acestora. Sunt evidențiate sărurile 

cuaternare de piridiniu și indolizinele ca molecule active farmaceutic și biologic dar care au 

aplicații și în știința materialelor, bioimagistică, chimie, industria alimentară și medicină. 

Reacțiile clasice de sinteză sunt utilizate pe scară largă pentru diferite transformări 

organice, iar Capitolul 3 tratează diferitele reacții clasice în solvenți organici aplicate în sinteza 

sărurilor cuaternare de piridiniu, derivaților indolizinici și hibrizilor indolizinil-piridiniu din 

această teză de doctorat. De asemenea, este prezentată o metodă nouă de sinteză a 

complecșilor metalici ce încorporează ilide N-heterocilice. Compușii obținuți prin sinteze 

clasice sunt caracterizați prin tehnici moderne de analiză, precum analiza elementală, 

analizele IR, RMN și MS. 

Condițiile catalitice prezintă o importanță ridicată în multe reacții organice și, prin 

urmare, o descriere a efectului condițiilor de reacție neconvenționale, precum asistarea cu 

ultrasunete sau microunde în obținerea de săruri cuaternare de piridiniu, este prezentată în 

Capitolul 4. În Capitolul 5 sunt prezentate metode de sinteză ale „chimiei verzi” care utilizează 

biocataliza cu enzime vegetale, enzime pure (comerciale) precum și sistemul catalitic 

neconvențional I2/H2O2. De asemenea, sunt prezentate metodele utilizate pentru purificarea și 

caracterizarea structurală a derivaților indolizinici. 

Sărurile cuaternare de piridiniu și compușii indolizinici prezintă diverse aplicații 

medicale, biologice, farmaceutice și alimentare printre altele. Pentru a putea selecta un posibil 

medicament sau germicid, compușii țintă trebuie să fie lipsiți de toxicitate sau cu toxicitate 

redusă față de microorganismele benefice, plante, animale și oameni. În acest context, în 

Capitolul 6, sunt prezentate rezultatele originale obținute în urma evaluării toxicității acestor 
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compuși, în cazul potențialei utilizări ca medicamente, toxicitate care a fost evaluată pe plante 

și microorganisme model. Selectarea moleculelor prin tehnici moderne de analiză și evaluarea 

interacțiunilor medicament-moleculă țintă, pot să ofere avantaje importante în chimia 

farmaceutică și farmacoterapie. Prin urmare, în contextul dificultății de tratare a numeroaselor 

afecțiuni, Capitolul 7 tratează diferite metode de evaluare a potențialului biologic activ al 

compușilor heterociclici cu azot și rezultatele originale obținute. 

Luând în considerare potențialul sărurilor de bipiridiniu, indolizinelor cât și al hibrizilor 

indolizinil-piridiniu ca antioxidanți și inhibitori de colinesteraze, Capitolul 8 descrie evaluarea 

factorilor implicați în inhibarea colinesterazei prin calcule de andocare moleculară cu cele mai 

relevante molecule hibride, precum și influența structurilor acestora asupra modurilor de legare 

de moleculele țintă. 

Capitolul 9 dezvăluie concluziile generale și elementele de originalitate ale acestei 

teze de doctorat. Rezultatele obținute au condus la sinteza și caracterizarea structurală a unor 

compuși heterociclici cu azot cu diversitate structurală prin metode clasice și neconvenționale, 

care ar putea contribui la procesul complex de identificare a unor potențiale medicamente sau 

germicide pentru o gamă largă de aplicații practice. În final, Capitolul 10 prezintă diseminarea 

rezultatelor obținute în această teză de doctorat. 

CAPITOLUL 3. Pregătirea compușilor N-heterociclici prin cataliză 

clasică  

3.1. Introducere 
Sinteza compușilor studiați din această teză (săruri cuaternare de piridiniu, indolizine, 

complecși metalici) a fost realizată pornind de la trei compuși bipiridinici (Figura 3.1). 

 
Figura 3.1. Structura chimică a compușilor bipiridinici utilizați ca reactanți de bază în reacțiile 

de sinteză 

3.2. Obiective științifice specifice 
Obiectivul științific specific al acestui capitol a constat în sintetiza de compuși 

heterociclici cu azot (săruri cuaternare de piridiniu, indolizine, hibrizi indolizinil-piridiniu, 

complecși metalici) prin metode de obținere convenționale (clasice). 

3.3. Sinteza de săruri cuaternare de piridiniu  
Sărurile cuaternare de piridiniu au fost preparate convențional folosind metodologia 

selectată din literatura de specialitate, în acetonitril ca solvent, în condiții de reflux prin încălzire 

convențională și agitare continuă până la 48 h (Figura 3.3) [274,285]. Sărurile bis-cuaternare 

simetrice de dipiridiniu S1a–e au fost preparate folosind o metodologie convențională raportată 

în literatură [285], din 4,4’-bipiridil și derivați halogenați folosind un raport stoichiometric 1:2 

(Figura 3.4), în acetonitril anhidru la reflux. Sărurile bis-cuaternare de bipiridiniu S1a-e s-au 

obținut după 12-24 h de reacție, cu încălzire convențională la 80ºC (Tabelul 3.1). ScPy obținute 

au fost uscate la etuvă, păstrate în flacoane la temperatura camerei și utilizate în analizele 

ulterioare. Compușii obținuți prin sinteză chimică au prezentat randamente ridicate (85-95% ± 

1%) și puncte de topire înalte (>300°C). Sinteza sărurilor bis-cuaternare S2a–q a fost realizată 

prin alchilarea 1,2-di(piridin-4-il)etanului cu reactivi halogenați reactivi (Figura 3.5), în 
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acetonitril anhidru, printr-o metodă convențională raportată în literatura de specialitate 

[50,274].  

 

 
Figura 3.4. Sinteza convențională a sărurilor bis-cuaternare de bipiridiniu S1a-e 

 
Figura 3.5. Sinteza convențională a sărurilor bis-cuaternare de bipiridiniu S2a-q derivate de la 

1,2-di(piridin-4-il)etan  

3.4. Sinteza de compuși indolizinici 

Sărurile de piridiniu au proprietatea de a forma ilide de piridiniu în mediu bazic, această 

proprietate fiind importantă în sinteza de alți compuși heterociclici prin reacții de cicloadiție 

dipolară [36]. Compușii indolizinici au fost preparați folosind metodologia prezentată în Figura 

3.6, conform metodologiei de sinteză clasică selectată din literatură [22,36,279].  
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O serie de compuși indolizinici au fost preparați pornind de la 1 mmol de sare bis-

cuaternară de bipiridiniu (S1a-e) și 2 mmoli de alchină activată (propiolat de etil). Amestecul 

de reacţie a fost agitat continuu (500 rpm) și încălzit convențional (Figura 3.7).  

 

 

                
Figura 3.7. Calea generală de sinteză clasică a bis-indolizinelor Iz1a-e din săruri cuaternare 

de bipiridiniu și mecanismul de reacție implicat 

O altă serie de derivați indolizinici au fost generați din reacția a 1 mmol de sare bis-

cuaternară de bipiridiniu (S2a-e) și 2 mmoli de alchină activată (propiolat de etil), amestecul 

de reacţie a fost agitat continuu (500 rpm), până la 24 ore și cu încălzire convențională pe 

agitator magnetic (Figura 3.8). Compușii au fost precipitați din mediul de reacție cu metanol, 

eter etilic sau apă și apoi purificați prin recristalizare. S-au preparat o serie de monoindolizine 

nesimetrice bipiridinice prin metode deja raportate în literatură [287,351]. 4,4’-bipiridil, 1,2-di(4-

piridil)etanul și 1,3-bis(4-piridil)propanul au fost utilizați drept substrat în obținerea indolizinelor 

Iz1-f, Iz2-f, Iz-2g, Iz3-a și Iz3-b (Figura 3.9, Tabelul 3.3). Pentru a prepara acești compuși, 4,4’-

bipiridil a fost mai întâi monoalchilată înainte de ciclizare cu propiolat de etil. 
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Figura 3.8. Calea generală de sinteză clasică a unor bis-indolizine din ScPy derivate de la 1,2-

di(piridin-4-il)etan  

  
Figura 3.9. Calea generală de sinteză clasică a mono-indolizinelor 

3.5. Sinteza de compuși hibrizi indolizinil-piridiniu 

Pentru a prepara o serie de hibrizi N-indolizinil-alchilpiridiniu (Iz-Py) cu diversitate 

structurală, s-a variat atât natura bipiridinelor inițiale, cât și cea a substituenților N-alchilici. Au 

fost concepute două strategii, ambele bazate pe formarea nucleului de indolizină prin 

cicloadiția 1,3-dipolară a alchinelor cu ilide formate in situ din săruri de piridină substituite 

corespunzător (Figura 3.10). După cum s-a raportat deja [287,351] compușii Iz-Py-1, Iz-Py-2 

și Iz-Py-3 au fost obținuți prin monometilarea controlată a 4,4’-bipiridilului în acetonă, urmată 

de o a doua etapă de alchilare cu iodoacetofenonă care a generat sărurile nesimetrice de 

bipiridiniu bis-alchilate și apoi au fost supuse monocicloadiției regioselective cu propiolat de 

etil pe fragmentul generator de ilidă (Figura 3.10.a). Pentru seria Iz-Py-1-Iz-Py-11, cu 2 sau 

respectiv 3 atomi de carbon între cele două inele piridinice, moleculele diferă în mare parte 

prin natura grupării N-alchil-piridiniu (Figura 3.10.b). S-a constatat experimental că protocolul 

optim de sinteză implică generarea mai întâi a nucleului de indolizină, și apoi cuaternizarea 

indolizinil-piridinelor rezultate prin utilizarea diverșilor agenți de alchilare (Figura 3.11, Tabelul 

3.4). După cum s-a raportat deja în literatura de specialitate [287], compușii Iz-Py-1, Iz-Py-2 și 

Iz-Py-3 au fost obținuți prin monometilarea controlată a 4,4’-bipiridilului, urmată de o a doua 

etapă de alchilare cu iodoacetofenonă care a generat sărurile de bipiridiniu bis-alchilate 

nesimetrice și apoi au fost supuși cicloadițiilor regioselective cu propiolat de etil pe fragmentul 

formator de ilide. 
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Figura 3.10. Căile generale de sinteză a unei serii de hibrizi N-indolizinil-alchilpiridiniu (Iz-Py) 

 

 
Figura 3.11. Calea generală de sinteză a unor hibrizi N-indolizinil-alchilpiridiniu și mecanismul 

de reacție implicat 

3.6. Sinteza unui nou complex mixt de lantan (III) care încorporează o ilidă de 
bipiridiniu 

Proligandul utilizat pentru sinteza unui complex mixt de lantan (III) a fost sarea bis-

cuaternară de bipiridiniu S1-a (Figura 3.12), care a fost preparat prin metoda descrisă în 

subcapitolul 3.2 [50].  

 
Figura 3.13. Sinteza complexului mixt Ln(III) – ilidă (La-Nd-DPY) din sarea cuaternară de 

bipiridiniu S1-a și mecanismul de formare al ilidei reactive în mediul bazic 
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Un complex metalic mixt de La și Nd a fost sintetizat prin dizolvarea a 0,5 mmol S1-a 

într-un balon cu fund rotund, adăugarea a 0,33 mmoli sulfat de lantan(III) în 20 mL de metanol, 

sub încălzire la 60°C și agitare (300 rpm). S-a adăugat 1 mL de trietilamină (Et3N) și s-a 

observat o schimbare de culoare de la galben deschis la violet, virajul de culoare fiind specific 

reacției de formare a ilidei corespunzătoare (Figura 3.13).  

3.8. Rezultate și discuții 

Caracterizarea sărurilor cuaternare de piridiniu 

Sărurile bis-cuaternare de bipiridiniu S1a-e și S2a-q au fost sintetizate după metodologia 

prezentată în literatura de specialitate [36,50,192,274], iar analizele experimentale efectuate 

au confirmat structura acestora. Acești compuși s-au sintetizat în acetonitril anhidru prin 

încălzire convențională la reflux, sub agitare continuă timp de 12-48 h.  

Structura chimică a compușilor sintetizați și puritatea au fost demonstrate prin analize 

elementale, spectrofotometrice și cromatografice. 

Spectrele FT-IR ale compușilor sintetizați au fost investigate în domeniul de frecvență 

4.000–400 cm−1, iar benzile observate confirmă structurile chimice propuse (Figura 3.14 și 

Anexele A1-A12). În spectrele FT-IR ale compușilor noi sintetizați S1d, S1e, S2d și S2e au 

fost, de asemenea, identificate benzile specifice legăturilor din structurile chimice propuse 

(Figura 3.14.a-d). Compușii sintetizați au fost caracterizați și prin spectrele RMN protonice și 

carbonice, semnalele specifice protonilor și atomilor de carbon din structurile chimice ale 

compușilor sintetizați fiind atribuite conform datelor din literatura de specialitate [354–357].  

Sinteza compușilor indolizinici 

Bis-indolizinele simetrice Iz1a-c și Iz2a-c au fost preparate din sărurile corespunzătoare 

de 4,4’-bipiridiniu și de 1,2-di(4-piridiniu) etan. Reacțiile de sinteză au fost bazate pe formarea 

inelului de indolizină prin cicloadiția 1,3-dipolară a alchinelor cu ilide formate in situ din săruri 

de piridiniu substituite corespunzător. 

Structura chimică a compușilor sintetizați și puritatea au fost demonstrate prin analize 

elementale, spectrofotometrice și cromatografice. Spectrele FT-IR ale compușilor sintetizați 

Iz1a-e și Iz2a-e au fost investigate în domeniul de frecvență 400–4.000 cm−1, iar benzile din 

spectrele obținute confirmă structurile chimice propuse. Spectrele FTIR ale compușilor Iz1a-c 

sunt reprezentate în Figura 5.9 și pentru compușii Iz1d-e și Iz2a-e în Anexele A13-A19). 

Structurile indolizinelor au fost confirmate în continuare prin analiza 1H-RMN.  

Caracterizarea structurală a hibrizilor de indolizinil-piridiniu 

În această teză, s-a preparat o serie de hibrizi N- indolizinil-piridiniu cu diversitate 

structurală variind atât natura bis-piridinelor inițiale, cât și pe cea a substituenților N-alchilici. 

Au fost concepute două strategii, ambele bazate pe formarea inelului de indolizină prin 

cicloadiția 1,3-dipolară a alchinelor cu ilidele formate in situ din săruri de piridiniu substituite 

corespunzător. După cum s-a raportat deja în literatura de specialitate, compușii Iz-Py-1, Iz-

Py-2 și Iz-Py-3 au fost obținuți prin monometilarea controlată a 4,4’-bipiridilului, urmată de o a 

doua etapă de alchilare cu iodoacetofenonă care a generat sărurile de bipiridiniu bis-alchilate 

nesimetrice și apoi au fost supuse monocicloadiției regioselective cu propiolat de etil pe 

fragmentul formator de ilide. Pentru a prepara analogul de piridină Iz1-f, 4,4’-bipiridil a fost mai 

întâi alchilat cu iodoacetofenonă înainte de ciclizare cu propiolat de etil. 

Monoindolizinele rezultate de tip indolizinil-piridine, Iz2-f, Iz-2g, Iz3-a și Iz3-b au fost 

izolate cu randamente de 12-51%. Etapa finală de reacție cu diverși agenți de alchilare a fost 

realizată în CH3CN pentru a rezulta sărurile de indolizinil-piridiniu Iz-Py-4-Iz-Py11 cu 

randamente bune până la excelente (50-100%). Trei dintre intermediarii piridin-indolizine, Iz2-

g, Iz3-a și Iz3-b, au fost selectați pentru evaluarea biologică ca analogi neutri. Compușii au 

prezentat o puritate ridicată, așa cum s-a evaluat prin analize spectrofotometrice, 
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cromatografice și elementale, și au fost utilizate fără purificare suplimentară. Spectrele 1H și 
13C RMN sunt colectate în Anexele A47-A71. 

Sinteza unui complex mixt de lantan (III) care încorporează o ilidă de bipiridiniu 

Într-un studiu recent, s-au utilizat sulfați de Ln(III) (Ln = La, Nd) pentru a sintetiza doi noi 

complecși homo-metalici dinucleari de Ln(III) care încorporează o ilidă de bipiridiniu [374]. 

Pentru a oferi mai multe valențe aplicative unor liganzi N-heterociclici, s-a urmărit în această 

teză crearea de noi specii de coordinare care să conțină atât compuși viologeni, cât și 

lantanide, precum și evaluarea proprietăților biologice ale acestora. Sinteza, caracterizarea și 

proprietățile biologice ale noului complex mixt de Ln(III) au fost realizate cu scopul de a obține 

un complex cu potențial îmbunătățit ca agent anticancerigen.  

Noul complex mixt de Ln (III) s-a obținut cu un randament de 60%. La-Nd-DPY a fost 

izolat sub forma unei pulberi violete, stabilă în prezența aerului și a umidității, fiind solubil în 

DMSO și DMF, slab solubil în alcooli, acetonă, acetonitril și apă. Analiza prin difracție cu raze 

X pe pulbere (PXRD- engl. „powder X-ray diffraction”) a relevat natura amorfă a complexului. 

Modelele experimentale PXRD atât pentru compușii complexi, cât și pentru cei inițiali, 

înregistrate în scop comparativ în domeniul 2θ = 15-90°, sunt prezentate în Figura 3.17. Cu 

toate acestea, diferite instrumente de caracterizare, cum ar fi spectroscopia în infraroșu cu 

transformată Fourier (FT-IR), analiza elementală, spectrometria de masă cu ionizare 

electrospray (ESI-MS) spectroscopie UV-Vis și analiza termogravimetrică (TGA), au fost 

folosite pentru a propune structura pentru La-Nd-DPY. Analiza elementală a dus la ipoteza 

formulei stoichiometrice a complexului nou obținut, ca fiind de tipul [LaNd(μ2-DPY)(μ4-

SO4)2(Et3N)]Br2·2H2O·CH3OH. 

 
Figura 3.17. Difractograme de raze X pe pulbere pentru probele indicate în domeniul 2θ=15-

90°. La-Nd-DPY (portocaliu), sulfat de La(III) (albastru), sulfat de Nd(III) (roșu) și S1-a (verde) 

Spectrul IR al complexului mixt La-Nd-DPY (Figura 3.18) prezintă benzi de absorbție 

slabe și medii în regiunea 1.640–1.440 cm−1, care sunt atribuite vibrațiilor de întindere ale 

legăturilor duble C=C și C=N din nucleele de fenil și respectiv de piridină din structura ilidei 

[41].  
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Analiza termogravimetrică (TGA) a fost utilizată pentru a evalua stabilitatea termică a 

complexului mixt Ln(III) obținut și principalele pierderi de masă înregistrate la încălzire.  

Analiza prin cromatografie lichidă cuplată cu spectrometrie de masă (LC-MS) a permis 

identificarea unor fragmente ale complexului analizat, cu apariția unor peak-uri caracteristice 

intense în intervalul 0–500 (m/z), corespunzătoare ilidei, și peak-uri mai puțin intense după m/z 

500, corespunzătoare fragmentelor pe bază de lantanide (Figura 3.21, Tabelul 3.5). 

 
Figura 3.18. Suprapunere de spectre IR ale sării cuaternare de bipiridiniu S1-a (negru) și 

complexului mixt La-Nd-DPY (roșu) 

Toate rezultatele analizelor structurale descrise mai sus au permis propunerea unui 

model structural pentru complexul mixt La-Nd-DPY sub forma unui polimer de coordinare, ale 

cărui unități monomerice sunt constituite dintr-un ligand organic N-heterociclic DPY (ilida 

compusului S1-a), un ion La(III), un ion Nd(III), două grupări sulfat și o moleculă de trietilamină 

(Figura 3.22.). 

 
Figura 3.22. Structura polimerică 1-D propusă pentru La-Nd-DPY 

Prin cercetarea literaturii de specialitate nu s-a identificat niciun alt studiu care să descrie 

un model de lanț liniar construit cu ioni alternativi de Ln(III) uniți de grupările sulfat print-un 

mod bis-chelatizat. Pe de altă parte, cele șase coordinări ale unor astfel de ioni de Ln(III), deși 

încă sunt identificate relativ rar, se alătură grupului de complecși pe bază de lantanide 

prezentate până acum în literatură [374,384–387]. Cerințele mai mari de coordinare ale ionilor 

La(III) și Nd(III) pot constitui cauza probabilă pentru apariția complexului polimeric La-Nd-DPY.  

Comportamentul redox al complexului La-Nd-DPY a fost evaluat prin experimente de 

voltametrie ciclică (CV), atât în metanol (pH = 7,3) cât și în DMSO (pH = 10,4), ceea ce relevă 
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că potențialele de oxidare/reducere ale complexului mixt sunt deplasate către valori pozitive 

sau negative, fiind atribuite ligandului corespunzător (Figura 3.23).  

 
Figura 3.23. Voltamograme ciclice ale complexului mixt de Ln în soluții 10−6 M DMSO și MeOH, 

pe electrod de lucru din platină; E = ±1 V/EAg/AgClsat; rata de scanare de 50 mVs-1; 10 cicluri 

voltametrice consecutive. 

Potențialele redox evaluate se încadrează în intervalul biologic relevant și accesibil. În 

celulele care se află în proces de proliferare, potențialul de reducere este aproximativ -0,24 V 

[53], în timp ce în interiorul tumorii poate fi cu până la 100 mV mai mic. Aceasta înseamnă că 

agenții de reducere biologică, de exemplu, grupul redox GSSG/2GSH sau acidul ascorbic, sunt 

capabili să reducă compușii sintetizați [54] și, conform rezultatelor obținute, procesul de 

reducere biologică a complexului mixt sintetizat poate fi realizat. 

Microscopia electronică cu scanare (SEM) a arătat că noul complex mixt se dezvoltă într-

o morfologie asemănătoare rețelei fibrilare destul de uniformă și omogenă, cu caracteristici 

poroase, așa cum se poate observa la măriri mai mari (Figura 3.24 A, B, C și D). Acest tip de 

morfologie este astfel diferit de complecșii homo-metalici La-DPY și Nd-DPY, care au 

prezentat structuri și morfologii cristaline multiforme (micro- și nanoparticule alungite, micro- și 

nanoparticule agregate) [27]. Analiza EDX, obținută într-un punct selectat din imaginea cu cea 

mai mare mărire, a confirmat prezența ambilor ioni de lantan (III) în complexul mixt. 

 

 
Figura 3.24. A-D: Imagini SEM ale complexului La-Nd-DPY; E: Spectrul EDX obținut într-un 

punct selectat din imaginea cu mărire de 50.000x, împreună cu compoziția elementală. 
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CAPITOLUL 4. Generarea de săruri dicuaternare simetrice de 

bipiridiniu prin cataliză neconvențională 

4.2. Obiective științifice specifice 

Obiectivul științific specific al cercetărilor prezentate în acest capitol a constat în 

generarea de compuși heterociclici cu azot (săruri dicuaternare de bis-piridiniu) prin metode 

de obținere neconvenționale, aparținând chimiei verzi. 

4.4. Rezultate și discuții 

Prin metodele convenționale au fost necesare 12 până la 24 de ore pentru alchilarea 

completă a 1,2-di(4-piridil)etanului cu derivați halogenați reactivi în solvent anhidru și condiții 

de reflux. Iradierea cu MW sau US a redus timpul de reacție și produșii de reacție din clasa 

sărurilor cuaternare de piridiniu au fost obținuți într-un timp mult mai scurt (câteva minute).  

În Tabelul 4.1, sunt prezentate comparativ rezultatele obținute în varianta de sinteză 

clasică și prin cele două metode verzi, randamentele obținute făcând astfel evident avantajul 

remarcabil al acestor alternative neconvenționale în ceea ce privește economisirea de timp, 

de solvenți și creșterea randamentului de reacție. Alternativele verzi de sinteză au dus la 

obținerea cu succes a sărurilor dicuaternare de bis-piridiniu cu randamente foarte bune, 

apropiate de cele ale metodei clasice. În metoda clasică de sinteză s-a utilizat un volum mult 

mai mare de solvent (150 echiv. acetonitril anhidru). În cazul reacțiilor cu randament de sinteză 

mai mic de 90%, s-au observat compuși de plecare nereacționați, identificați prin cromatografie 

în strat subțire, dar datorită solubilității lor în mediul de reacție aceștia au fost îndepărtați prin 

spălarea precipitatului obținut cu acetonitril anhidru fierbinte. Reacțiile asistate de MW sau US 

au fost monitorizate după 5, 10 și 15 minute. 

Tabelul 4.1. Randamentele și condițiile de reacție comparative pentru sinteza clasică și, respectiv, 

neconvențională 

ScPy 

Încălzire clasică 
Iradiere cu MW 

(300 W) 

Iradiere cu US 

(35 Hz) 

Timp 

(min) 
T (°C) η (%) 

Timp 

(min) 
T (°C) η (%) 

Timp 

(min) 
T (°C) η (%) 

S2a 1.440 80,0 92 5-10 95,0 95 60 60,0 90 

S2b 1.440 80,0 95 5-10 95,0 95 60 60,0 95 

S2c 1.440 80,0 94 5-10 95,0 95 60 60,0 95 

S2f 1.440 80,0 88 5-10 95,0 90 60 60,0 90 

S2g 1.440 80,0 94 5-10 95,0 94 60 60,0 95 

S2h 1.440 80,0 90 5-10 95,0 93 60 60,0 90 

S2i 1.440 80,0 82 5-10 95,0 85 60 60,0 85 

S2j 1.440 80,0 81 5-10 95,0 83 60 60,0 90 

S2k 720 80,0 93 5-10 95,0 95 60 60,0 90 

S2l 720 80,0 92 5-10 95,0 95 60 60,0 90 

S2m 1.440 80,0 98 5-10 95,0 98 60 60,0 98 

S2n 1.440 80,0 85 5-10 95,0 88 60 60,0 86 

S2o 1.440 80,0 85 5-10 95,0 87 60 60,0 90 

S2p 720 80,0 90 5-10 95,0 92 60 60,0 93 

S2q 720 80,0 76 5-10 95,0 77 60 60,0 80 

S-a constatat că o creștere a timpului de reacție pentru reacția asistată de MW sau US 

nu mai conduce la o creștere a randamentului reacției. Prin urmare, s-a considerat intervalul 

de timp optim de 5-10 minute, care a reprezentat cea mai bună abordare pentru sinteza unor 

astfel de ScPy. Este important de subliniat faptul că iradierea cu MW a fost deosebit de 
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eficientă, doar câteva minute fiind necesare pentru a obține produșii doriți cu randamente 

excelente, în timp ce mai multe ore de încălzire convențională în condiții de reflux ar fi necesare 

pentru a genera aceleași rezultate. De asemenea, iradierea cu US a fost eficientă, 

randamentele fiind excelente în toate cazurile analizate, iar timpii de reacție s-au redus de la 

12-24 ore sub încălzire convențională la doar o oră de sinteză asistată de US, aceste rezultate 

fiind, de asemenea, similare cu cele raportate în literatură pentru alte clase de compuși 

[149,400].  

Conform datelor din literatură, sintezele asistate de MW sau US din această teză sunt 

propuse pentru prima dată ca metode de obținere a sărurilor dicuaternare de bis-piridiniu S2a-

c și S2f-q, deschizând astfel calea spre generarea de ScPy prin metode verzi, cu randamente 

ridicate. Spectrele în infraroșu (FT-IR) ale compușilor obținuți au fost analizate într-un domeniu 

al frecvenței cuprins între 4.000 și 400 cm−1, iar benzile identificate au confirmat structurile 

chimice propuse prin comparație cu datele obținute pentru compușii martor obținuți prin sinteză 

clasică (Figura 4.3). Compușii sintetizați au prezentat în spectrele RMN semnale specifice 

protonilor și atomilor de carbon din structurile chimice ale compușilor propuși, atribuite conform 

datelor din literatura de specialitate [354–357] (Figura 4.4.a). Spectrele 13C-RMN au confirmat, 

de asemenea, structurile chimice ale ScPy (Figura 4.4.b). Spectrele RMN corespunzătoare 

compușilor sunt colectate în Anexele A20-A46.  

(a)  

(b)  

(c)  
Figura 4.3. Suprapunere de spectre FTIR pentru a) S2a, b) S2b, c) S2c: negru-sinteza clasică, 

maro-sinteza cu US, albastru-sinteza cu MW 
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Figura 4.4. Suprapunere de spectre a) 1H-RMN, b) 13C-RMN pentru compusul S2a: negru-

sinteza clasică, maro-sinteza asistată cu US, albastru-sinteza asistată cu MW  

CAPITOLUL 5. Generarea de bis-indolizine simetrice prin cataliză 

neconvențională 

5.2. Obiective științifice specifice 

Obiectivul științific specific al cercetărilor prezentate în acest capitol a constat în 

generarea de compuși indolizinici prin metode de obținere neconvenționale, aparținând 

„chimiei verzi”. 

5.7. Rezultate și discuții  

Optimizarea condițiilor de reacție pentru procesul de biocataliză 

În scopul optimizării randamentului procesului de sinteză, au fost investigate influența 

mediului biocatalitic și a condițiilor experimentale în sinteza compușilor indolizinici (Tabelul 

5.1). Primele experimente au fost efectuate cu 1 g de rădăcini de hrean în soluție de tampon 

fosfat la pH = 6,0, cu agitare continuă, la temperatura camerei și un timp de 168 ore.  

Tabelul 5.1. Optimizarea condițiilor de reacție pentru sinteza compusului Iz1a 

Sursa vegetală de 

catalizator enzimatic 

Masa  

vegetală (g) 

pH-ul soluției 

tampon 

20 ±3°C 25 ±3°C 37 ±3°C 

Timp (ore) 

Rădăcină de hrean  

0,5 6,0 >120 >120 >120 

0,5 7,0 >120 >120 >120 

0,5 8,0 >120 >120 >120 

1,0 6,0 >120 >120 >120 

1,0 7,0 >120 >120 >120 

1,0 8,0 >120 >120 >120 

1,5 6,0 117 112 113 

1,5 7,0 114 106 109 

1,5 8,0 119 124 110 

2,0 6,0 96 88 94 

2,0 7,0 87 84 86 

2,0 8,0 93 87 88 

Prin monitorizarea reacţiei prin cromatografie pe strat subțire s-a constatat că reactanţii 

au fost consumaţi în timp şi produsul final de reacţie (Iz1a) a fost obţinut într-un timp de reacţie 

de peste 120 de ore. Au fost efectuate experimente suplimentare de optimizare pentru sinteza 
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compusului Iz1a, iar rezultatele sunt prezentate în Tabelul 5.1. Cele mai promițătoare rezultate 

au fost obținute la pH = 7,0 și cu 2 g de produs vegetal, când produsul de reacție a fost obținut 

cu randament de 84% la temperatura camerei. 

Obținerea derivaților indolizinici prin biocataliză enzimatică  

Investigarea condițiilor catalitice a fost extinsă la 7 plante evaluate în această teză și la 

utilizarea diverșilor derivați halogenați reactivi (Figura 5.6). Derivații indolizinici s-au obținut și 

prin reacții multicomponente, într-o singură etapă, biocatalizate de peroxidaza pură din hrean 

(POD-HRP). Acest proces de sinteză a dus la sinteza compușilor doriți ca pulberi solide cu 

randamente de 40-76%. 

În urma proceselor biocatalitice cu enzimele extrase din produse vegetale proaspete, 

precum și cu enzima pură POD-HRP, s-au obținut produșii de reacție corespunzători cu 

randamente moderate până la foarte bune (45%–86%). Mecanismul de reacție propus pentru 

sintezele catalizate de enzimele oxidante implică formarea intermediară a cationilor de piridiniu 

din derivați de piridină și derivați halogenați reactivi (Figura 5.7).  

Produșii radicalilor liberi generați de oxidaze sunt specii foarte reactive care pot, în 

unele cazuri, să modifice gruparea hem a enzimei [421]. De exemplu, pentru peroxidaza din 

hrean (HRP), substraturile pentru care a fost observat acest tip de reacție conform datelor din 

literatură sunt alchil- și aril-hidrazinele, nitrometanul sau hidratul de ciclopropanonă. Radicalii 

cu reactivitate scăzută pot fi adăugați grupărilor vinilice din structura hemului peroxidazei, 

aceste modificări ale hemului proteic fiind generate și în unele cazuri de produșii de oxidare 

formați de peroxidaze atunci când oxidează ionii de halogenură. Prin urmare, oxidarea bromurii 

de către HRP ar putea implica formarea de HOBr și adăugarea acestuia sub formă de HOBr 

la grupările vinilice din hem-oxidaze [423].  

 
Figura 5.7. Mecanismul propus pentru conversia reactanților în compușii intermediari și apoi 

în derivații indolizinici, promovată de catalizatori enzimatici din surse vegetale  

Mai departe, cercetarea a fost extinsă prin testarea altor șase plante locale. Reacțiile 

au fost efectuate prin biocataliză în cascadă, cu un sistem enzimatic complex din țesuturile 

întregi ale plantelor proaspete și cu obținerea produșilor de reacție cu randamente bune (45-

86%). Aceste metode au fost investigate pentru a minimiza numărul de subproduși nedoriți și, 

de asemenea, pentru a evita utilizarea solvenților toxici. După separarea și purificarea 

produșilor de reacție, s-a constatat că bis-indolizinele sintetizate prezintă structurile așteptate 

(Figura 5.9, Figura 5.10), rezultatele obținute fiind în concordanță cu cele ale bis-indolizinelor 

martor obținute anterior prin sinteză chimică clasică [375], prezentate în Capitolul 3. 

Comparând condițiile de reacție în sinteza clasică și biocatalizată și randamentele în produsele 
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finale, s-a constatat că utilizarea sistemelor multi-enzimatice pentru catalizarea reacțiilor de 

obținere a bis-indolizinelor a fost cea mai eficientă dintre metodele studiate (Tabelul 5.2). 

 

 

 
Figura 5.9. Analiza FT-IR a compușilor: a) Iz1a, b) Iz1b, c) Iz1c obținuți prin cataliză 

convențională (CS) și reacții biocatalizate de enzime din plante: HR-rădăcină de hrean, 

PRSNR- rădăcină de păstârnac, CR- rădăcină de țelină, FBG- germeni de bob , PG- germeni 

de dovleac, PRSLP- rădăcină de pătrunjel. 
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(a)  

(b)  

(c)  

Figura 5.10. Analiza 1H RMN a compușilor: a) Iz1a, b) Iz1b, c) Iz1c obținuți prin cataliză 

convențională (negru), reacții biocatalizate de enzime din plante (albastru), de peroxidaza pură 

(maro) și cu sistemul catalitic I2/H2O2 (verde) 
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CAPITOLUL 6. Evaluarea citotoxicității unor săruri cuaternare de 

piridiniu și a unor indolizine studiate 

6.1. Obiective științifice specifice 

Obiectivul științific specific al acestui capitol a fost evaluarea toxicității compușilor 

sintetizați. Pentru realizarea acestui obiectiv s-au investigat efectele unor compuși studiați, din 

clasa sărurilor cuaternare de piridiniu și din clasa indolizinelor, asupra germinării semințelor de 

grâu (Triticum aestivum). Având în vedere creșterea considerabilă a importanței derivaților 

indolizinici, s-a investigat citotoxicitatea unor compuși indolizinici pe microorganismul eucariot 

model, drojdia Saccharomyces cerevisiae, în timpul proceselor de multiplicare și fermentație 

alcoolică.  

6.5. Rezultate și discuții 
6.5.1 Citotoxicitatea unor compuși studiați evaluată prin testul Triticum aestivum 

Având în vedere spectrul larg de aplicații potențiale ale ScPy în diverse domenii, s-au 

investigat efectele a 11 ScPy selectate (S1a-e, S2a-e și S2i), cu efecte electronice diferite 

(atrăgător și respingător de electroni), asupra germinării semințelor de grâu, ca prim pas spre 

estimarea pericolului potențial al acestor substanțe chimice pentru mediul înconjurător. 

Compușii S1a-e, S2a-e și S2i au fost selectați, de asemenea, pentru a vedea dacă diferite 

grupări funcționale pot genera efecte toxice, având în vedere că, de exemplu, gruparea nitro 

din anumite molecule chimice s-a dovedit că poate induce toxicitate. Conform datelor din 

literatură, pe parcursul acestui test, s-au evaluat cei mai sensibili parametri fiziologici în 

germinarea și dezvoltarea plantelor pentru specia T. aestivum. 

Valorile GS mai mari de 95% și apropiate de cele obținute pentru proba control (C) 

(Figura 6.5), precum și procentele relative de germinare a semințelor (GRS) cuprinse între 

98,96% și 100,75% (Figura 6.6) pentru semințele tratate cu săruri cuaternare de piridiniu, au 

demonstrat că derivații de ScPy testați nu au avut influență negativă asupra germinării 

semințelor. Mai mult, valorile obținute pentru parametrul de creștere relativă a radicelelor 

(CRR) nu au fost influențate negativ de prezența compușilor testați (Figura 6.7). Pentru probele 

evaluate prin expunerea la ScPy la diverse concentrații s-au obținut valori mai mari de 100%, 

prin urmare s-a demonstrat că ScPy nu prezintă efect citotoxic asupra germinării semințelor 

[469]. Valorile indicelui de germinare (IG, %), mai mari de 95% și apropiate de cele obținute 

pentru proba control (Figura 6.8), confirmă că ScPy testate nu exercită fitotoxicitate [444]. 

Studiile de toxicitate efectuate prin testul Triticum aestivum pentru sărurile cuaternare de 

piridiniu S1a-e, S2a-e și S2-i la două concentrații diferite (10-5 M și 10-6 M), nu au prezentat 

efect inhibitor asupra germinării semințelor și creșterii timpurii a tulpiniței. Evaluarea celor mai 

sensibili indicatori de germinație pentru evaluarea fitotoxicității compușilor indolizinici a fost 

efectuată, de asemenea, prin testul Triticum aestivum. Valorile parametrului GS (%), foarte 

asemănătoare cu cele ale probelor martor, conform datelor din literatura de specialitate 

[440,469], demonstrează că prezența compușilor testați nu a avut influență negativă asupra 

germinării semințelor de grâu (Figura 6.9).  

Valorile parametrilor GRS (%) și CRR (%) mai mari de 100% pentru probele tratate cu 

compușii indolizinici demonstrează că prezența compușilor testați nu a determinat efecte 

nocive asupra germinării semințelor de grâu (Figurile 6.10-6.11). Rezultatele obținute sunt 

similare cu alte date prezentate în literatura de specialitate pentru studii similare de evaluare 

a fitotoxicității prin metoda de germinare a semințelor de grâu [440,469]. Valorile obținute 

pentru indicele de vigoare (IV) cuprinse între 79,13 ± 0,48% și 96,83 ± 0,95%, mai mari de 

75% și apropiate de valoarea medie obținută pentru proba control (85,80 ± 0,52%) relevă lipsa 

efectelor nocive ale compușilor testați asupra germinării semințelor de grâu (Figura 6.12). 
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Rezultatele obținute sunt similare cu alte rezultate din literatura de specialitate prezentate 

pentru metoda T. aestivum în evaluarea fitotoxicității unor compuși chimici [440,459,460]. 

  
Figura 6.5. Germinarea semințelor (GS, %) de 

Triticum aestivum L. expuse la diferite 

concentrații de ScPy (10-5M - verde deschis și 10-

6M – verde închis). Valorile prezentate reprezintă 

media a patru replici pentru fiecare condiție 

experimentală și barele de eroare cu DS 

Figura 6.6. Germinarea relativă a semințelor 

(GRS, %) de Triticum aestivum L. expuse la 

diferite concentrații de ScPy (10-5M - verde 

deschis și 10-6M – verde închis). Valorile 

reprezentate grafic reprezintă media a patru 

repetiții și barele de eroare cu DS 

  
Figura 6.7. Creșterea relativă a radicelelor (CRR, 

%) de T. aestivum expuse la diferite concentrații 

de ScPy (10-5M - verde deschis și 10-6M – verde 

închis). Datele reprezintă media a patru repetiții 

și barele de eroare cu DS 

Figura 6.8. Indicele de germinare pentru 

semințele de T. aestivum tratate cu diferite 

concentrații de ScPy (10-5M - verde deschis și 10-

6M – verde închis). Datele reprezintă media a 

patru repetiții și barele de eroare cu deviația 

standard 

  
Figura 6.9. Germinarea semințelor (GS, %) de 

Triticum aestivum L. expuse la diferite 

concentrații de compuși indolizinici (10-3M - 

albastru deschis și 10-4M – albastru închis). 

Valorile prezentate reprezintă media a patru 

replici pentru fiecare condiție experimentală și 

barele de eroare cu DS 

Figura 6.10. Creșterea relativă a radicelelor 

(CRR, %) de T. aestivum expuse la diferite 

concentrații de compuși indolizinici (10-3M - 

albastru deschis și 10-4M – albastru închis). 

Datele reprezintă media a patru repetiții și barele 

de eroare cu deviația standard 

În concluzie, parametrii fiziologici care descriu procesul de germinare au arătat că 

expunerea semințelor la compușii evaluați în mediul de germinare, nu au efecte toxicologice 

asupra dezvoltării și creșterii germenilor de grâu și a tulpinițelor, comparativ cu proba control 

tratată doar cu apă. Pentru a evalua la nivel celular impactul expunerii semințelor la diverși 

compuși indolizinici în procesul de germinare, s-au analizat germenii obținuți, prin selectarea 

unor germeni reprezentativi pentru fiecare condiție experimentală, prin microscopie confocală. 

Indolizinele Iz1a-e sau Iz2a-e la concentrațiile testate (10-3 M, 10-4 M) nu au exercitat efect 
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citotoxic asupra organismelor vegetale, adsorbția lor nu a determinat afectarea structurii 

țesuturilor plantelor sau procesele fiziologice precum creșterea și diferențierea celulară.  

  
Figura 6.11. Germinarea relativă a semințelor 

(GRS, %) de T. aestivum expuse la diferite 

concentrații de compuși indolizinici (10-3M - 

albastru deschis și 10-4M – albastru închis). 

Valorile reprezentate grafic reprezintă media a 

patru repetiții și barele de eroare cu DS 

 

Figura 6.12. Indicii de vigoare (IV, %) pentru 

semințele de T. aestivum expuse la diferite 

concentrații de compuși indolizinici (10-3M - 

albastru deschis și 10-4M – albastru închis). 

Valorile prezentate reprezintă media a patru 

replici pentru fiecare condiție experimentală și 

barele de eroare cu deviația standard 

6.5.2. Impactul unor compuși indolizinici asupra creșterii drojdiei Saccharomyces 

cerevisiae 

Având în vedere creșterea considerabilă a importanței derivaților indolizinici, în această 

teză de doctorat s-a investigat citotoxicitatea acestor compuși pe celulele de drojdie model 

Saccharomyces cerevisiae, în timpul proceselor de multiplicare și fermentație alcoolică. În 

acest context, s-a urmărit aplicarea unor abordări alternative care prezintă o perspectivă de 

utilizare minimă a testelor pe animale în experimentele științifice și s-a urmărit evaluarea 

citotoxicității compușilor indolizinici pe celulele de drojdie. Valorile parametrilor cinetici 

determinate după 48 de ore, pentru probele suplimentate cu compusul Iz1c au fost cele mai 

apropiate de cele ale probei control (Tabelul 6.1).  

Randamentul de substanță uscată obținut pentru proba control (12,72% ± 0,16%) a 

prezentat valori similare cu probele la care au fost adăugați compușii analizați: Iz1a, Iz1b și 

Iz1c la concentrațiile de 1 µM și 10 µM (Figura 6.24). Cel mai bun randament de substanță 

uscată a fost obținut pentru mediul suplimentat cu compusul Iz1a la o concentrație de 10 µM 

(15,49% ± 0,13%), urmat de probele la care s-au adăugat compușii chimici analizați: 1 µM Iz1b 

(14,81% ± 0,08 %) și 10 µM Iz1c (14,05% ± 0,36%). Un randament de biomasă mai mic 

comparativ cu cel al probei control au prezentat probele la care au fost adăugați compușii Iz1c 

(12,68% ± 0,31%) și Iz1b (12,21% ± 0,17%) în concentrații de 1 µM și respectiv 10 µM (Figura 

6.24). 

Tabelul 6.1. Parametrii cinetici determinați după 48 de ore de cultivare în condiții submerse, cu agitare 

și aerare: n = numărul de generații; µ = viteza de creștere; tg = timpul de generație 

Proba 

analizată 
 Concentrația n µ [h-1] tg [h] 

Control   18,6 ± 0,4 0,38 ± 0,06 2,58 ± 0,26 

Iz1a  1 µM 15,4 ± 0,1 0,32 ± 0,12 3,12 ± 0,28 

Iz1a  10 µM 13,2 ± 0,3 0,27 ± 0,14 3,63 ± 0,14 

Iz1b  1 µM 11,4 ± 0,4 0,24 ± 0,13 4,21 ± 0,16 

Iz1b  10 µM 11,8 ± 0,3 0,25 ± 0,17 4,07 ± 0,24 

Iz1c  1 µM 19,4 ± 0,1 0,40 ± 0,08 2,47 ± 0,36 

Iz1c  10 µM 21,4 ± 0,0 0,44 ± 0,04 2,24 ± 0,28 
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După primele 24 de ore de cultivare, gradul de înmugurire pentru proba control a 

prezentat o valoare de 17,5% ± 0,8% apropiată de cea a probei suplimentate cu Iz1c la o 

concentrație de 10 µM (18,08% ± 0,7%). După 48 de ore de cultivare, valoarea gradului de 

înmugurire în prezența aceleiași concentrații a compusului Iz1c (19,90%± 1,1%) a fost mai 

ridicată decât cea a probei control spre deosebire de concentrația de 1 µM, la care valoarea 

gradului de înmugurire după 24 de ore a prezentat cea mai mare valoare de 21,3% ± 1,2%, iar 

după 48 de ore cea mai mică valoare de 16,24% ± 1,3%. În cazul indolizinei Iz1a, la 

concentrația minimă utilizată în cadrul acestui experiment s-a obținut un grad de înmugurire al 

celulelor mai mare comparativ cu proba control și cu aproximativ 20 % mai mic după 48 de ore 

de cultivare submersă. La concentrația maximă testată, prezența compusului Iz1b a produs 

înmugurirea a peste 20% din celulele de drojdie, în timp ce la concentrația minimă analizată 

s-au obținut valori comparabile cu cele ale probelor control, după 48 de ore de cultivare 

submersă (Figura 6.25). 

 
 

Figura 6.24. Randamentul de biomasă uscată 

pentru drojdia cultivată în mediu lichid 

suplimentat cu compușii testați. Proba control nu 

a fost suplimentată cu derivați indolizinici în 

mediul de creștere al celulelor de drojdie. Valorile 

obținute reprezintă media a trei repetiții 

experimentale pentru fiecare probă ± DS 

 

Figura 6.25. Gradul de înmugurire al celulelor de 

drojdie de S. cerevisiae, în prezența compușilor 

indolizinici la diferite concentrații în mediul de 

cultură. Proba martor a fost considerată fără 

compușii indolizinici în mediul de creștere al 

celulelor de drojdie. Valorile obținute reprezintă 

media a trei repetiții experimentale pentru fiecare 

probă ± DS 

Din Figura 6.26 (a) se poate observa că prezența compusului Iz1a la concentrația de 1 

µM a determinat un grad mai scăzut de autoliză al celulelor de drojdie S. cerevisiae în procesul 

de multiplicare (2,27% ± 0,08%, 0,87% ± 0,06%, 1,07% ± 0,07%) decât cel al probei control 

după 24, 48 și 120 de ore de cultivare (1,60% ± 0,03%, 2,34% ± 0,05%, 2,68% ± 0,06%). De 

asemenea, prezența compusului Iz1a la concentrația de 10 µM a determinat un grad mai 

scăzut de autoliză după 24 și 48 de ore de cultivare (0,82% ± 0,01%, 1,04% ± 0,02%) în 

comparație cu proba control, iar după 120 de ore de cultivare, s-a observat că gradul de 

autoliză a prezentat o valoare mai mare comparativ cu proba control. Prezența compusului 

Iz1b în mediul de creștere, la ambele concentrații testate, a determinat valori ale gradului de 

autoliză mai mari după 24 de ore cu aproximativ 0,6% față de proba control. După 48 și 120 

de ore de cultivare, valorile gradului de autoliză pentru probele suplimentate cu compusul Iz1b 

la ambele concentrații testate au prezentat valori foarte apropiate de cele prezentate de proba 

control după 48 și 120 h de cultivare (Figura 6.26 b). Suplimentarea mediului de cultură al 

celulelor de drojdie S. cerevisiae cu Iz1c, la o concentrație de 1 µM, a determinat valori mai 

mici ale gradului de autoliză decât cele prezentate de proba control după 24, 48 și 120 de ore 

de cultivare. De asemenea, prezența compusului Iz1c la o concentrație de 10 µM în mediul de 

cultură a determinat valori mai mici ale gradului de autoliză (1,09% ± 0,03%, 1,36% ± 0,02%) 

decât cele ale probei control după 48 și 120 de ore de cultivare (Figura 6.26 c). 

 Dinamica de multiplicare a celulelor de drojdie pentru proba control a fost similară cu 

cea a probelor care au fost suplimentate cu compușii studiați (Figura 6.27), ceea ce denotă 
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faptul că acești compuși nu influențează în mod negativ procesul de creștere și multiplicare al 

celulelor de drojdie. 

  

 

Figura 6.26. Gradul de autoliză al celulelor de 

drojdie pentru mediul de cultură suplimentat cu 

compușii a) Iz1a, b) Iz1b, c) Iz1c la diferite 

concentrații. Proba control nu a fost suplimentată 

cu compuși indolizinici în mediul de creștere al 

celulelor de drojdie. Valorile obținute reprezintă 

media a trei repetiții experimentale pentru fiecare 

probă ± DS 

  

 

Figura 6.27. Dinamica de multiplicare a celulelor 

de drojdie în mediul de cultură suplimentat cu 

compuși a) Iz1a, b) Iz1b, c) Iz1c la diferite 

concentrații. Valorile obținute reprezintă media a 

trei replici experimentale pentru fiecare probă ± 

DS 

 

CAPITOLUL 7. Evaluarea unor proprietăți biologic active 

7.2. Obiective științifice specifice 

Obiectivul științific specific al acestui capitol a constat în evaluarea unor proprietăți 

biologic active ale unor compuși heterociclici cu azot (săruri cuaternare de piridiniu, indolizine, 

hibrizi de indolizinil-piridiniu, complecși metalici). Pentru realizarea acestui obiectiv, s-au 

determinat proprietățile antimicrobiene, antioxidante, anticancer, antineurodegenerative și 

antiinflamatorii ale unor compuși obținuți prin metode de sinteză clasice și neconvenționale. 

7.9. Rezultate și discuții 
7.9.1. Determinarea proprietăților antimicrobiene 

Activitatea antimicrobiană a sărurilor cuaternare de piridiniu (ScPy) reprezintă un 

subiect de actualitate, această clasă de compuși având proprietăți germicide cunoscute 

[480,503]. Evaluarea activității antibacteriene a sărurilor S2a-c și S2f-q a fost realizată prin 

utilizarea testului TTC ca test calitativ și metoda microdiluțiilor ca metodă cantitativă. Clasa 

sărurilor de tetrazoliu care sunt utilizate pe scară largă în diferite aplicații chimice și biologice 
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[504,505], conține compuși organici care au capacitatea de a forma azoderivați intens colorați 

cunoscuți ca formazani [491,506,507]. Această proprietate poate fi utilizată pentru detectarea 

și măsurarea viabilității celulare [507–510].  

În această teză s-au evaluat efectele antimicrobiene ale unor săruri cuaternare de 

piridiniu (ScPy) care conțin în structura lor diferiți substituenți, atrăgători sau respingători de 

electroni, care pot influența aceste proprietăți. 

Evaluarea procentului de inhibare a creșterii microorganismelor prin testul TTC 

Testul colorimetric TTC s-a dovedit a fi o metodă colorimetrică eficientă pentru evaluarea 

proprietăților antibacteriene [491,507]. Rezultatele obținute în această teză au demonstrat 

potențialul antibacterian al ScPy exprimate ca procente de inhibiție a creșterii celulelor 

bacteriene. După testarea ScPy împotriva microorganismului patogen E. coli, nouă compuși 

au demonstrat activitate antibacteriană. Prezența celulelor vitale ale bacteriilor a fost 

evidențiată de o culoare roșie intensă a formazanului obținut în mediul de creștere. După 

adăugarea de ScPy, a putut fi observată reducerea intensității culorii la incolor. Din Figura 7.3 

se poate observa că procentul de inhibare al creșterii bacteriilor a variat de la 3% la 59%, în 

funcție de structura ScPy. Un efect inhibitor puternic (59%) împotriva E. coli a fost demonstrat 

de compusul S2c, urmat de S2q (50%), S2g (42%) și S2k (33%). De asemenea, s-a observat 

că celulele vitale ale bacteriilor au fost inhibate de ScPy S2b, S2i și S2p, cu un procent mediu 

de inhibiție mai mic de 20%. Un potențial inhibitor redus împotriva tulpinii bacteriene testate a 

fost obținut pentru S2o, cu un procent de inhibiție de 10%, în timp ce S2l a avut cel mai scăzut 

efect inhibitor (3%). Acțiunea antibacteriană a ScPy se manifestă printr-un mecanism de 

distrugere a membranei lipidice prin interacții dipol-dipol ale azotului cuaternar încărcat pozitiv 

cu grupările capului polar ale fosfolipidelor acide [503,513]. De asemenea, s-a demonstrat 

anterior că există o relație bună între descriptorii structurali (LogP, polarizabilitate, suprafața 

polară (2D) și suprafața Van der Waals (3D)) și proprietățile antibacteriene ale acestor tipuri 

de ScPy [191]. 

Concentrații minime inhibitorii (CMI) 

Valorile CMI ale ScPy S2a-c și S2f-q au fost determinate ca o evaluare cantitativă a 

activității lor antibacteriene înregistrându-se o sensibilitate diferită împotriva bacteriilor Gram 

negative. Valorile CMI au variat de la 0,312 la 2,5 mg/mL (Figura 7.4). Cea mai mică valoare 

CMI (0,312 mg/mL) a fost prezentată de compușii S2c, S2g și S2q împotriva E. coli. De 

asemenea, au fost observate pentru compuși testații, unele diferențe între activitățile 

antibacteriene. Astfel, compușii S2i, S2k și S2p au prezentat valori mai mari ale CMI, de 0,625 

mg/mL, în timp ce S2l și S2o au prezentat cea mai mare valoare CMI (2,5 mg/mL). 

Rezultatele obținute prin metoda microdiluției confirmă datele determinate prin testul TTC 

(Figura 7.3). Aceste rezultate au arătat un potențial antibacterian mai mare al ScPy studiate în 

această teză de doctorat în comparație cu alte ScPy împotriva tulpinii E. coli [515]. 

  
Figura 7.3. Procentele (%) de inhibare a creșterii 

bacteriei E. coli de către ScPy determinate prin 

Testul Tetrazoliu/Formazan 

 

Figura 7.4. Activitatea antibacteriană a ScPy 

împotriva E. coli, exprimată în CMI (mg/mL) 

determinate prin metoda microdiluției 
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7.9.2. Determinarea proprietăților antioxidante 

Stresul oxidativ este implicat în numeroase afecțiuni, precum cancerul, diabetul și bolile 

neurodegenerative [293,295,517,518]. Speciile reactive de oxigen pot provoca leziuni celulare 

și moartea ulterioară a celulei, deoarece oxidează componentele celulare vitale, cum ar fi 

lipidele, proteinele și ADN-ul (Figura 7.7). Mai mult, organismul uman este expus de-a lungul 

vieții la aminoacizi excitatori (cum ar fi glutamatul), al căror metabolism produce ROS, 

crescând astfel toxicitatea. Mecanismele de apărare antioxidante includ îndepărtarea O2, 

eliminarea speciilor reactive de oxigen/azot sau a precursorilor acestora, inhibarea formării 

ROS, chelarea ionilor metalici necesari pentru cataliza generării ROS și reglarea apărării 

antioxidante endogene [519–521]. Procentul de inhibare a radicalului DPPH care indică 

activitatea antioxidantă a fost calculat la concentrații de compus organic de 48 μg/mL, 188 

μg/mL și 750 μg/mL (Figura 7.8). Deși s-a evaluat activitatea pentru mai multe molecule, așa 

cum este indicat în Tabelul 7.1, unii compuși au prezentat o abatere standard mare din cauza 

precipitării în amestecul de reacție. 

Majoritatea moleculelor au prezentat activitate antioxidantă scăzută sau nulă atunci 

când au fost evaluate la o concentrație de 48 μg/mL. Creșterea concentrației compușilor 

analizați până la 750 μg/mL a condus la o creștere semnificativă a procentului de inhibiție. 

Dintre compușii hibrizi, compusul neutru Iz3-b a prezentat o activitate promițătoare, cu o 

inhibare de aproape 60% la concentrația de 188 μg/mL, dar problemele de solubilitate au 

împiedicat determinările corecte la concentrații mai mari. Compusul Iz-Py-7 a prezentat cele 

mai mari proprietăți antioxidante (aproximativ 90% inhibiție) la 750 μg/mL. Tendințe similare s-

au observat pentru analogii simetrici, sărurile de bis-piridiniu prezentând o activitate mai bună 

în comparație cu bis-indolizinele (Tabelul 7.1). 

 

Figura 7.8. Activitatea antioxidantă (%) determinată utilizând metoda DPPH la concentrații de 

substanță testată de 48 μg/mL (verde), 188 μg/mL (albastru) sau 750 μg/mL (gri), rutina a fost 

utilizată drept control pozitiv. Toate analizele au fost efectuate în trei exemplare și fiecare 

valoare corespunde valorii medii ± DS.  

7.9.3. Determinarea proprietăților anticancer 

Activitatea citotoxică asupra liniilor de celule canceroase 

Activitatea citotoxică a complexului La-Nd-DPY a fost evaluată pe diferite linii celulare 

reprezentative pentru diferite tipuri de cancer uman, cum ar fi A2780 și A2780cisR pentru 

cancerul ovarian, sensibile și, respectiv, rezistente la cisplatină, celulele PC3 pentru cancerul 

de prostată și celulele MCF7 în cazul cancerului de sân. Cisplatina a fost inclusă ca standard 

de referință pozitiv în determinările efectuate în scop comparativ, aceasta fiind un medicament 

ce conține în structura lui un metal (platina) și este aprobat clinic pentru chimioterapia 

cancerului [537,538]. Efectul compușilor asupra viabilității celulare a fost evaluat prin testul 
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MTT după incubare timp de 24 de ore și 48 de ore. La-Nd-DPY a demonstrat activitate 

citotoxică ridicată constantă pentru toate liniile celulare după 48 de ore de expunere. La timpi 

de incubare mai scurți (24 h), profilul citotoxic a fost diferit în special pentru celulele canceroase 

ovariene A2780cisR și celulele canceroase de prostată (Figura 7.10).  

Dintre ScPy și compușii indolizinici simetrici, s-a remarcat citotoxicitatea mai ridicată a 

compușilor S2-e, Iz2-e și Iz1-c. Cisplatina, după ambele perioade de incubare s-a dovedit a fi 

mai puțin citotoxică asupra liniilor celulare decât complexul de Ln mixt (La-Nd-DPY) în toate 

tipurile de celule canceroase studiate (Figura 7.11). Complexul mixt de Ln a dovedit o acțiune 

citotoxică ridicată asupra celulelor rezistente la cisplatină și celulelor PC3, aceste celule fiind 

cunoscute pentru comportamentul lor extrem de agresiv [539]. Aceste rezultate au indicat că 

nici pro-ligandul S1-a și nici sărurile de lantanide nu sunt speciile active responsabile pentru 

citotoxicitatea observată a complexului mixt de lantanide. 

 
Figura 7.11. Valorile IC50 (μM) obținute pentru complexul La-Nd-DPY și cisplatină asupra diferitelor 

tipuri de celule canceroase după 24 și 48 de ore de incubare. Datele sunt media a cel puțin două 

experimente independente în hexaplicat fiecare ± DS 

Activitatea citotoxică asupra sferoizilor tumorali  

În urma evaluării citotoxicității pe liniile de celule canceroase umane, s-a evaluat 

interacțiunea complexului mixt La-Nd-DPY pe un model avansat de celule canceroase 

tridimensionale de sferoizi tumorali multicelulari derivați din linia celulară de cancer de prostată 

PC3. Acest tip de metodă de cultură tridimensională pune în evidență micromediul in vivo al 

celulelor tumorale, celulele cultivate crescând sub formă de sfere care promovează 

interacțiunile celulă-celulă și celulă-ECM (matrice extracelulară), și care lipsesc în cultura 2D 

convențională. Sferoizii tumorali PC3 au fost cultivați și crescuți timp de 3 zile, după care s-au 

incubat în prezența complexului La-Nd-DPY timp de 48 de ore. Imaginile sferoizilor PC3 care 

au fost expuși la diferite concentrații ale complexului mixt de lantanide sunt reprezentate în 

Figura 7.13.  

Dimensiunea și forma sferoizilor au fost afectate de expunerea la concentrații mai mari 

ale complexului analizat (La-Nd-DPY) conform imaginilor microscopice (Figura 7.13), acest 

rezultat fiind confirmat de scăderea creșterii sferoizilor PC3 prin expunerea la complexul mixt 

de Ln (Figura 7.14.a). S-a remarcat o scădere a dimensiunii sferoizilor incubați cu concentrația 

mai mare (50 μM) a compusului analizat, deși a existat deja o întârziere vizibilă în creșterea 

sferoizilor, comparativ cu probele martor, începând de la o concentrație de doar 5 μM. 

Rezultatele obținute la testele de viabilitate prezentate în Figura 7.14.b arată că, spre 

deosebire de cazul culturilor convenționale monostrat, în cazul sferoizilor 3D complexul 

prezintă o citotoxicitate mai scăzută (valori de ~80% din viabilitatea probei martor la 

concentrații mai mari). Acest lucru este similar cu alte date prezentate în studii din literatura de 

specialitate, sistemele de cultură 3D fiind frecvent mai refractare la tratamentele anticancer din 
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cauza penetrării limitate a medicamentelor și activării mai multor mecanisme de rezistență 

[540]. Modelele sferoide pot imita gradienții metabolici și proliferativi ai tumorilor in vivo, cu 

modificări ulterioare ale fenotipului și statutului celular, prezentând chimiorezistență 

multicelulară.  

 
Figura 7.13. Imagini microscopice reprezentative ale sferoizilor PC3 înainte (0 h) și după (24 

și 48 h) expunerea la diferite concentrații ale complexului mixt de Ln. Probele martor de 

referință sunt sferoizii incubați numai cu mediul de cultură (martor-0µM) sau cu 0,5% DMSO 

Producția de ROS 

Potențiala inducere a formării intracelulare de ROS de către La-Nd-DPY și cisplatină 

în celulele A2780 și PC3 a fost analizată folosind un compus fluorescent, H2DCFDA, care 

poate detecta peroxidul de hidrogen, radicalii hidroxil sau peroxinitrit. Formarea ROS a fost 

prezentă pentru complexul mixt într-un mod direct proporțional cu concentrația pentru ambele 

linii celulare. În ceea ce privește cisplatina, citotoxicitatea acesteia a fost corelată cu generarea 

de ROS mitocondriale care pot genera procese dăunătoare și pot influența funcțiile metabolice, 

care în cele din urmă pot duce la moartea celulelor [530,540]. Cu toate acestea, în aceleași 

condiții experimentale, nu s-a observat producerea de ROS, detectabile în prezența cisplatinei, 

probabil din cauza timpului scurt de expunere (3 ore) (Figura 7.15). 

 
Figura 7.14. Efectul expunerii la complexul La-Nd-DPY asupra creșterii sferoizilor PC3 (a) 

reprezentat prin diametrul mediu al sferoizilor (în µm) în funcție de numărul de zile de cultivare 

și viabilitatea celulară după 48 de ore (b) evaluată prin testul APH, în paralel cu celulele 

cultivate în monostrat. Martorii sunt reprezentați de sferoizi sau celulele cultivate în monostrat 

prin incubare doar cu mediul de cultură sau cu 0,5% DMSO. Datele prezentate sunt media 

experimentelor realizate în hexaplicat ± DS 
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Figura 7.15. Producția de ROS de către celulele A2780 (a) și PC3 (b) după expunerea de 3 

ore la La-Nd-DPY și cisplatină (cisPt) detectate cu H2DCFDA. Rezultatele sunt exprimate în 

unități relative de fluorescență (media a patru replici ± DS). Probele control (Ctrl) constau din 

celule incubate numai în mediul de cultură 

Evaluarea apoptozei 

Activarea caspazei 

Moartea celulelor apoptotice este mediată de caspaze, o familie de cistein proteaze 

importante pentru menținerea homeostaziei prin reglarea inflamației și lizei celulare [541]. 

Pentru a evalua influența complexul mixt de Ln asupra apoptozei celulare, forma activă a 

caspazelor 3 și 7 a fost cuantificată în liniile celulare A2780 și PC3 [542]. Complexul studiat, 

La-Nd-DPY, nu a putut activa caspaza-3/7 în aceste linii celulare, iar valorile detectate au fost 

similare cu cele obținute pentru celulele control incubate numai în mediul de cultură (Figura 

7.16). 

Fragmentarea ADN-ului 

Pentru a confirma rezultatele obținute cu ajutorul metodei de activare a caspazei, s-a 

efectuat un test de colorare Hoechst a nucleelor pentru a determina procentul de celule 

apoptotice într-o populație de celule PC3 în prezența și absența complexului La-Nd-DPY. 

Semnele distinctive morfologice ale apoptozei includ condensarea ADN-ului, fragmentarea 

cromatinei sau formarea de fragmente apoptotice și s-a urmărit apariția unor markeri apoptotici 

în culturile evaluate.  

Corelând incapacitatea acestei linii celulare de cancer de prostată de a activa caspaza-

3/7 observată în metoda anterioară, nu s-a observat nici o creștere semnificativă statistic a 

nivelului de apoptoză pe o populație celulară după expunerea timp de 24 de ore sau 48 de ore 

la concentrațiile IC50 ale compusului evaluat (Figura 7.17). Prin urmare, moartea celulară 

observată în testul de citotoxicitate nu este provocată de apoptoză și există în aceste condiții 

alte mecanisme de moarte celulară. 

 
 

 
 

Figura 7.16. Activitatea caspazei 3/7 în celulele 

A2780 (a) și celulele PC3 (b), după expunerea 

timp de 24 de ore la o concentrație 

corespunzătoare valorii IC50 obținute pentru 

aceeași linie celulară. Datele au fost obținute din 

trei expemplare per condiție și au fost exprimate 

ca medie ± DS din două teste independente, în 

unități relative de fluorescență 

Figura 7.17. a) Analize microscopice 

reprezentative ale celulelor PC3 colorate cu 

Hoechst 33,342 (A) în absența (ctrl) sau în 

prezența complexului La-Nd-DPY timp de 24 de 

ore sau 48 de ore; b) Cuantificarea numărului de 

celule PC3 apoptotice (%) cultivate.  
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7.9.4. Evaluarea activității antineurodegenerative 

Inhibarea colinesterazei 

Activitatea colinesterazei a fost evaluată folosind metoda spectrofotometrică Ellman 

[543]. O serie de compuși au fost evaluați în această metodă împotriva acetilcolinesterazei 

(AChE) din pește (eeAChE) și butirilcolinesterazei cabaline (eqBChE), iar compușii care au 

prezentat o activitate remarcabilă asupra acestora au fost testați mai departe împotriva 

enzimelor umane (hAChE și hBChE). Obiectivul acestei metode a fost de a selecta molecule 

care ar putea inhiba semnificativ colinesterazele. Pentru a îndeplini acest obiectiv, a fost 

efectuată mai întâi o selecție a acțiunii compușilor la o concentrație de 4 μM împotriva eeAChE 

și eqBChE (Figura 7.18). Doar moleculele care au inhibat cel puțin 50% din activitatea ChE la 

această concentrație micromolară au fost apoi evaluate într-un interval de concentrație mai 

mare pentru a calcula cu precizie valorile IC50. Datele obținute prin această metodă sunt 

colectate în Tabelul 7.2 (Figura 7.19 pentru curbele IC50). 

Absorbanța UV-Vis ridicată, deja menționată a moleculelor Iz1-f, Iz-Py-1, Iz-Py-2 și Iz-

Py-3, împreună cu solubilitatea lor redusă în apă, au împiedicat studiul lor într-o gamă largă 

de concentrații, iar efectele promițătoare obținute pentru o concentrație selectată de 4 μM, în 

special pentru Iz-Py-1 și Iz-Py-2 împotriva eeAChE, nu a putut fi confirmată (Figura 7.18.a). În 

mod similar, indolizinil-piridinele neîncărcate (monoindolizinele: Iz2-g, Iz3-a și Iz3-b) sunt 

inactive împotriva ambelor enzime (Figura 7.18.b și c). Majoritatea hibrizilor de indolizinil-

piridiniu cationici simetrici corespunzători au fost activi la 4 pM, spre deosebire de ceea ce s-

a observat în cazul majorității bis-indolizinelor (Tabelul 7.3) care formează cu ușurință agregate 

în soluții apoase. Solubilitatea în general mai bună a hibrizilor de indolizinil-piridiniu a permis 

evaluarea lor într-un interval de concentrație mai mare. Hibrizii cationici au prezentat IC50 cu 

valori din domeniul micromolar, cu o ușoară selectivitate pentru eeAChE comparativ cu 

eqBChE (Tabelul 7.2), cu excepția compusului Iz-Py-7 și a analogului său Iz-Py-10, care au 

prezentat cea mai mare selectivitate (fiind de 10 ori mai activ față de eeAChE comparativ cu 

eqBChE). Pentru comparație s-a efectuat evaluarea analogilor simetrici (Tabelul 7.3) utilizând 

eeAChE cu o activitate enzimatică de 0,5U. Compușii evaluați au prezentat valori IC50 din 

domeniul 2-5 μM. Seriile compușilor Iz3a-b și Iz-Py-8-11,care conțin ca substituent gruparea 

3-p-metoxibenzoil, au demonstrat activitate mai ridicată împotriva celor două enzime, 

comparativ cu analogii lor Iz2-f, Iz-Py-4-7. Acest efect poate fi legat de o mai bună flexibilitate 

a punții de propilen comparativ cu puntea mai scurtă de etilen. 

Tabelul 7.2. Valorile concentrațiilor IC50 (μM) pentru inhibarea ChE * 

Probe analizate Iz2-g Iz-Py-4 Iz-Py-5 Iz-Py-6 Iz-Py-7 Iz3-a Iz3-b 

ee AChE - 4,4 ± 0,5 - 2,0 ± 0,4 5,4 ± 0,1 - - 

eq. BChE - 17,5 ± 8,2 - 8,8 ± 3,5 55,4 ± 2,3 - - 

hAChE nd 6,6 ± 1,1 nd 8,0 ± 0,9 37,1 ± 4,1 nd nd 

hBChE nd nd nd nd nd nd nd 

Probe 

analizate 

Iz-Py-8 Iz-Py-9 Iz-Py-10 Iz-Py-11 Donepezil 

ee AChE 2,6 ± 0,6 > 10 µM** 7,9 ± 0,6 2,7 ± 0,6 0,052 ± 0,007 

eq. BChE 7,5 ± 3,4 4,8 ± 1,3 72,1 ± 15,9 7,3 ± 1,2 6,0 ± 1,7 

hAChE 3,3 ± 0,7 nd 4,0 ± 0,9 9,4 ± 2,5 0,029 ± 0,005 

hBChE 38,9 ± 14,0 nd > 100 µM nd 9,2 ± 5,6 

*Valorile IC50 (μM) sunt exprimate ca medie ± abaterea standard a trei determinări independente per 

condiție; moleculele indicate ca inactive (-) nu au prezentat activități semnificative în timpul unei prime 

selecții la concentrația de 4 μM. Donepezilul a fost utilizat ca martor (Figura 7.19 și Figura 7.20 pentru 

curbele IC50).** Formarea de agregate la concentrații mai mari în prezența eeAChE.  
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Figura 7.18. Evaluări preliminare ale activității compușilor studiați (4 μM) pe eeAChE și 

eqBChE. Barele de eroare reprezintă deviația standard obținută din trei experimente 

independente efectuate în cel puțin trei exemplare. 

Tabelul 7.3. Evaluarea potențialului de inhibare a activității AChE  

Compusul 

analizat 

IC50 

AchE 

(μM) 
Structura chimică Compusul 

analizat 

IC50 

AchE 

(μM) 
Structura chimică 

S1a 
4,4 ± 

0,4 

 

Iz1a 3,7 ± 0,9 

 

S1b 
Inactiv 

(˃20) 

 

Iz1b 
Inactiv 

(˃20) 

 

S1c 
2,0 ± 

0,3 

 

Iz1c 2,4 ± 0,3 

 

S2a 
5,7 ± 

1,2 

 

Iz2a 
Inactiv 

(˃20) 
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Compusul 

analizat 

IC50 

AchE 

(μM) 
Structura chimică Compusul 

analizat 

IC50 

AchE 

(μM) 
Structura chimică 

S2b 

 

5,3 ± 

2,2 

 

Iz2b 
Inactiv 

(˃50) 

 

S2c 
Inactiv 

(˃50) 

 

Iz2c 
Inactiv 

(˃20) 

 

Seriile compușilor Iz3a-b și Iz-Py-8-11,care conțin ca substituent gruparea 3-p-

metoxibenzoil, au demonstrat activitate mai ridicată împotriva celor două enzime, comparativ 

cu analogii lor Iz2-f, Iz-Py-4-7. Acest efect poate fi legat de o mai bună flexibilitate a punții de 

propilen comparativ cu puntea mai scurtă de etilen. În ceea ce privește inhibarea eeAChE, 

hibridul de indolizinil-piridiniu Iz-Py-5 a fost singurul compus hibrid inactiv. Acest hibrid are în 

structura sa gruparea voluminoasă lipofilă N-dimetoxibenzil împreună cu substituentul 3-p-

metoxibenzoil. Analogul său Iz-Py-9 a demonstrat activități mai ridicate împotriva ambelor 

enzime, cu toate acestea, o analiză mai detaliată a curbelor și calculelor Prism (Figura 7.19) a 

arătat că solubilitatea sa limitată la concentrații mai mari de 10 µM în prezența eeAChE duce 

la o scădere a valorii coeficientului R2 comparativ cu celelalte molecule testate. Compusul Iz-

Py-11, analogul lui Iz-Py-9, în care 3-p-metoxibenzoilul a fost înlocuit cu gruparea 

metiloxicarbonil de dimensiune mai mică, a prezentat o activitate bună atât împotriva eeAChE 

(IC50 = 2,7 μM) cât și împotriva eqBChE (IC50 = 7,3 μM) fără nici o limitare aparentă a 

solubilității. Datorită costurilor ridicate ale colinesterazelor umane, doar câteva molecule active 

au fost selectate pentru evaluarea ulterioară (Tabelul 7.2 și Figura 7.20 pentru curbele IC50).  

Pentru majoritatea compușilor testați, valorile IC50 împotriva hAChE au rămas în același 

interval micromolar, cu excepția compusului Iz-Py-7 care și-a pierdut activitatea de inhibare a 

colinesterazei în cazul celor umane, cu IC50 > 30 μM pentru hAChE. Două molecule, Iz-Py-8 

și Iz-Py-10, care diferă doar prin natura substituentului din poziția 3 a inelului indolizinic, au 

fost de asemenea testate împotriva hBChE. Eficiența compusului Iz-Py-8, care a arătat anterior 

o valoare IC50 micromolară semnificativă față de eqBChE, în cazul enzimei umane valoarea a 

scăzut puternic (IC50 / 5) față de hBChE. Compusul Iz-Py-10 nu a fost activ (IC50 > 100 µM) 

confirmând selectivitatea observată anterior pentru AChE față de BChE. 

Au fost apoi efectuate calcule de andocare pentru a compara posibilele mecanisme de 

legare ale compuşilor Iz-Py-8 şi Iz-Py-10 în situsurile active ale celor două ChE umane. În timp 

ce ambii sunt activi ca inhibitori ai AChE (din pește sau umană),acești compuși au prezentat 

un comportament diferit asupra BChE (cabalină sau umană) (Capitolul 8).  

 
Inhibarea fibrilelor amiloidice 

Pentru a monitoriza efectul moleculelor asupra procesului de formare a fibrilelor 

amiloidice se utilizează în general testul de fluorescență pe bază de tioflavină T (ThT), 

deoarece este foarte sensibil la structurile β-pliate ale fibrilelor [545]. Prin legarea de fibrile, 

ThT afișează o emisie deplasată spre roșu, permițând detectarea selectivă a structurilor 
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bogate în foi β, cum ar fi fibrilele. S-au utilizat două modele de peptide amiloidice, ambele 

derivate din secvența proteinei tau (Figura 7.22). 

 
Figura 7.22. Procesul de formare de fibrile tau-τ- (în structurile β-pliate: roșii) și secvențele 

celor două modele tau utilizate în acest studiu 

Modelul AcPHF6 este o peptidă scurtă de 6 aminoacizi care corespunde nucleului 

fibrilelor tau [546]. Procesul său de formare a fibrilelor este mult mai rapid decât în cazul 

proteinei tau sau a peptidelor amiloidice, care poate dura zile și este bine adaptată pentru o 

primă selecție a unui set de molecule prin teste de fluorescență ThT [500]. Studiile au fost 

efectuate în tampon fosfat, iar semnalul de fluorescență ThT a fost înregistrat în absența și în 

prezența moleculelor Iz-Py și Iz la o concentrație de 100 µM (corespunzând unui raport de 1/1 

cu peptida amiloidică). Pentru modelul AcR3, s-a adăugat heparină ca inductor de fibrilație și 

s-a folosit 10 µM heparină corespunzând unui raport de 0,1/1 cu această peptidă amiloidică. 

Rezultatele raportate în Figura 7.23 sunt exprimate ca procent de inhibare a fluorescenței ThT. 

Godeurile probelor martor au fost utilizate pentru a evalua orice emisie de fluorescență 

intrinsecă posibilă a hibrizilor. Nu a fost detectată nici o fluorescență suplimentară față de cea 

a ThT liber pentru aceste probe control. 

 
Figura 7.23. Teste ThT pe modele AcPHF6 (a) și AcR3 (b) ale fibrilelor amiloidice (λexcitare = 

440 nm, λemisie = 480 nm). Rezultatele sunt exprimate ca % de inhibare a fluorescenței ThT 

utilizând un raport compus/model de 1/1 (concentrație 100 µM). Barele de eroare reprezintă 

media a trei experimente independente efectuate în triplicat 

După cum se poate observa în Figura 7.23.a, majoritatea compușilor hibrizi au 

prezentat activitate pe modelul AcPHF6. Compușii Iz2-g și Iz3-b au fost semnificativ mai puțin 

eficienți. Lungimea punții de legătură dintre nucleele piridinice nu par să joace un rol important, 

deoarece activități similare au fost observate atât pentru compușii analizați cu doi sau trei atomi 

de carbon, și nici natura substituenților din structura fiecărui hibrid nu părea să fie importantă. 

Pentru a investiga acest proces mai departe, s-au evaluat pe modelul de peptidă mai lung 

AcR3 cei mai activi patru compuși Iz-Py-4,5,6 și 7, precum și Iz1-f. S-a constatat că eficiența 

procesului de inhibare a fost împărțită cel puțin cu un factor doi (Figura 7.23). 



Obţinerea şi caracterizarea unor compuşi 
heteroaromatici cu proprietăţi bioactive utilizând 
metode clasice sau aparţinând chimiei verzi 

 
DEDIU (BOTEZATU) Andreea Veronica 

 

36 
 
 

S-a remarcat faptul că inhibarea fluorescenței în testele ThT nu reprezintă neapărat 

inhibarea formării fibrilelor amiloidice și poate apărea și deplasarea ThT legată de compușii 

testați. În consecință, s-a preparat o soluție de fibrile AcR3 în prezența ThT și s-au înregistrat 

semnalele ThT înainte și imediat după adăugarea compușilor din seria Iz-Py-4,5,6 și 7 (Figura 

7.24.a, linii punctate). Nu a fost observată nici o scădere a semnalului ThT la 480 nm, ceea ce 

sugerează că compușii nu sunt capabili să înlocuiască colorantul legat. Aceeași observație a 

fost obținută pentru compusul Iz1-f. Pentru a verifica că semnalul înregistrat este încă de la 

ThT legat, s-a verificat că fluorescența compușilor nu a crescut semnificativ în prezența 

fibrilelor preformate la lungimile de undă de lucru (Figura 7.24.a, linii continue). Cu toate 

acestea, creșterea ușoară și deplasarea spre roșu a semnalului de fluorescență observate în 

Figura 7.24.a (linii punctate) la adăugarea moleculelor încărcate Iz-Py-4-6 se datorează 

probabil acestei fluorescențe suplimentare, chiar slabe, și sugerează că Iz-Py-4-6 

interacționează puternic cu fibrilele. Acest lucru este confirmat de emisia de fluorescență 

ridicată în prezența fibrilelor atunci când sunt excitate la absorbanța maximă, în timp ce nu 

prezintă fluorescență în absența acestora (Figura 7.24.b). Compusul Iz1-f a fost evaluat prin 

testul ThT (Figura 7.24). Absorbția puternică a compușilor Iz-Py-1 și Iz-Py-2 în jurul a 415 nm 

și, în plus, fluorescența puternică a Iz-Py-1 și Iz-Py-3 în intervalul de lungimi de undă a emisiei 

de fluorescență ThT legat nu au permis evaluarea lor [547] (Figurile 7.21 și 7.26). Compusul 

Iz-Py-7, care are în structura sa două grupări esterice pe nucleul de indolizină, este excepția 

de la regulă. Analogii Iz-Py-9 și Iz-Py-11 au prezentat același comportament (Figura 7.25): Iz-

Py-11 cu două grupări esterice nu a prezentat o emisie semnificativă în prezența fibrilelor 

AcR3, spre deosebire de Iz-Py-9, sugerând importanța substituentului benzoil pentru o 

interacțiune mai înaltă cu fibrilele. 

  

Figura 7.24. (a) Evaluarea deplasării maximului de fluorescență al ThT. Lungimea de undă de 

excitație a fost de λ=440 nm. Raportul compus/ThT a fost de 10/1 (100/10 µM) iar fibrilele AcR3 au 

fost preparate din 100 µM peptidă în absență (linii continue) sau în prezență de ThT (linii punctate). 

(b) Emisia de fluorescență a compușilor (100 µM) individuali (linii punctate) sau în prezența a 100 µM 

fibrile preformate (linii continue). Lungimea de undă de excitație corespunde cu absorbanța maximă 

a acestora (valoarea menționată în paranteze); ThT în prezența fibrilelor este utilizat pentru evaluarea 

comparativă 

 
Figura 7.25. Interacțiunea Iz-Py-9 și Iz-Py-11 cu fibrile AcR3. (a) Testul ThT, λexcitație=440 nm. Raportul 

compus/ThT = 1/1 (100 μM), fibrilele AcR3 fiind preparate din 100 μM de peptidă, 10 μM heparină în 

absența (linii continue) sau în prezența (linii punctate) a 100 μM ThT. (b) Emisia în fluorescență pentru 
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compușii Iz-Py-9 și Iz-Py-11 (100 μM) individual și în prezența a 100 μM de fibrile preformate (preparate 

în absența ThT). Lungimea de undă de excitație corespunde cu absorbanța maximă a acestora. 

Pentru a studia interacțiunea moleculelor hibride s-a folosit spectroscopia de dicroism 

circular (CD) care oferă informații structurale despre peptidele amiloidice în timpul procesului 

de agregare. Spectrele CD ale peptidei AcR3 au fost înregistrate în tampon fosfat în prezența 

heparinei ca inductor de fibrilație. Ei au prezentat profilul tipic al unei peptide cu o fracțiune 

mare de structuri β-pliate, caracterizată printr-un umăr negativ larg în jur de 218 nm (Figura 

7.28, culoare roșie) în mai puțin de 24 de ore la 37°C. Nu s-a observat nici o diferență 

semnificativă atunci când compușii Iz1-f și Iz-Py1-3 au fost adăugați peste amestecul de 

fibrilație (Figura 7.28.a) demonstrând că acești compuși nu au împiedicat formarea structurilor 

β-pliate. Aceste rezultate tind să arate că Iz1-f și Iz-Py1-3 nu inhibă formarea fibrilelor sau cel 

puțin formarea structurilor bogate în foițe β-pliate. 

  
Figura 7.26. Spectrele de fluorescență. (a) Spectrele au fost înregistrate la o concentrație de 20 μM 

în tampon fosfat de 50 mM în prezența a 0,1% DMSO. Lungimile de undă de excitație corespund 

absorbanței maxime (valorile dintre paranteze); (b) Spectrele au fost înregistrate la o concentrație de 

100 μM în tampon fosfat de 50 mM în prezența a 0,5% DMSO. Lungimea de undă de excitație a fost 

de 440 nm, care este utilizată pentru testul ThT. Pentru a compara profilurile de fluorescență ale 

colorantului ThT (10 μM) în prezența fibrilelor AcR3 și AcPHF6 (100 μM), acestea fiind reprezentate 

cu roșu. Se evidențiază intensitatea fluorescenței compușilor Iz-Py-1 și Iz-Py-3 la 480 nm. 

 

Figura 7.27. Spectrele de fluorescență pentru Iz-

Py-1 și Iz-Py-3 cu fibrile AcR3. Spectrele au fost 

înregistrate la o concentrație de 100 μM de 

compus în tampon fosfat de 50 mM în prezența a 

0,5% DMSO, individual sau în prezența a 100 μM 

de fibrile AcR3 preformate. Lungimea de undă de 

excitație corespunde absorbanței maxime a 

acestora (valoarea dintre paranteze). Pentru a 

compara profilul de fluorescență al colorantului 

ThT (100 μM) în prezența ACR3, acesta fiind 

reprezentat cu roșu 

  

Figura 7.28. (a) Spectre CD obținute după o incubare de 24 de ore la 37°C a AcR3 la concentrația 

de 100 µM, individual (roșu) sau în prezența a 100 µM de Iz1-f și Iz-Py1-3 (verde, albastru, gri și roz). 

Heparina 10 µM a fost utilizată ca inductor de fibrilație. (b) Emisia de fluorescență a seriei Iz1-f și Iz-

Py1-3 (100 µM) pentru fiecare compus în parte (linii punctate) și în prezența a 100 µM de fibrile 

AcPHF6 preformate (linii continue). Lungimea de undă de excitație corespunde cu absorbanța 

maximă a acestora (valoarea menționată în paranteze); Pentru comparație s-a utilizat 10 µM ThT în 

prezența fibrilelor (linia continuă roșie) 
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CAPITOLUL 8. Analiza unor compuși sintetizați prin studii in silico 

(modelare moleculară) 

8.2. Obiective științifice specifice 

Obiectivul științific specific al cercetărilor prezentate în acest capitol a fost de a evalua in 

silico compuși N-heterociclici împotriva maladiei Alzheimer prin determinarea interacțiunilor 

intra-moleculare precum și a afinității de legare de molecula țintă. Pentru a îndeplini acest 

obiectiv, au fost efectuate studii de andocare cu cele mai relevante molecule pentru a înțelege 

factorii implicați în inhibarea colinesterazei, precum și influența structurilor chimice asupra 

modurilor de legare de molecule cheie implicate în AD. 

8.5. Rezultate și discuții 
S-a determinat un set de descriptori ADMET pentru moleculele hibride iar datele 

obținute sunt colectate în Tabelul 8.1.  

Tabelul 8.1. Descriptori moleculari ADMET calculați pentru o serie de molecule hibride 

Compusul 

analizat 

Numărul de 

situsuri 

acceptoare de 

legături de H 

Masa moleculară 

(g/mol) 

LogP 

(LogD) PSA (Å2) 
Trecerea 

BBB 

Iz-1-f 5 370,4 
3,78 

(3,77) 
60,6 da 

Iz-Py-1 4 385,4 
-0,16 

(-0,16) 
51,6 da 

Iz-Py-2 9 430,4 
-0,22 

(-0,22) 
94,8 nu  

Iz-Py-3 6 415,4 
-0,32 

(-0,32) 
60,9 da 

Iz2-f 7 414,4 
4,15 

(3,96) 
69,9 da 

Iz2-g 5 338,3 
2,86 

(3,14) 
69,9 da 

Iz-Py-4 6 429,5 
0,21 

(0,21) 
60,9 da 

Iz-Py-5 10 565,6 
1,62 

(1,62) 
79,3 nu 

Iz-Py-6 8 473,5 
-0,42 

(-0,42) 
81,1 nu 

Iz-Py-7 4 353,4 -1,09 60,9 da 

Iz3-a 7 428,5 
4,60 

(4,36) 
69,9 da 

Iz3-b 5 352,4 
3,30 

(3,53) 
69,9 da 

Iz-Py-8 6 443,5 
0,65 

(0,65) 
60,9 da 

Iz-Py-9 10 579,6 
2,06 

(2,06) 
79,3 nu 

Iz-Py-10 4 367,4 
-0,64 

(-0,64) 
60,9 da 

Iz-Py-11 8 503,5 
0,77 

(0,77) 
79,3 nu 
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Pentru a realiza un studiu comparativ între compușii hibrizi din tabelul 8.1 și alți compuși 

sintetizați, s-au calculat și descriptorii pentru unele săruri simetrice de bis-piridiniu și bis-

indolizine (S1a-c, S2a-c și, respectiv, Iz1a-c și Iz2a-c). Toate calculele au fost realizate folosind 

software-ul Marvin și colectate în Tabelul 8.2.  

Tabelul 8.2. Descriptori moleculari ADMET pentru săruri simetrice de bis-piridiniu și bis-indolizine 

Compusul analizat 

Numărul de 

acceptori de 

legături de H 

Masa 

moleculară 

(MW)* 

LogP  

(=LogD) 

S1a 4 394,4 -4,24 

S1b 14 484,4 -4,36 

S1c 8 454,5 -4,55 

S2a 4 422,5 -3,35 

S2b 14 512,5 -3,47 

S2c 8 482,5 -3,66 

Iz1a 8 584,6 6,37 

Iz1b 18 674,6 6,25 

Iz1c 12 644,6 6,06 

Iz2a 8 612,6 7,26 

Iz2b 18 702,6 7,14 

Iz2c 12 672,7 6,95 

Piridil-indolizinele (Iz1-f, Iz2-f, Iz2-g, Iz3-a și Iz3-b) nu sunt protonate sau sunt doar 

parțial protonate la pH 7,4 (pKa calculat de 4,6 pentru Iz1-f și 5,6 pentru ceilalți compuși), ceea 

ce duce la o creștere mare a lipofilității reflectată de valorile mari LogP. Alchilarea inelului 

piridinic duce la generarea de molecule monocationice într-un interval mare de pH, conferind 

astfel valori ale descriptorilor ADMET compatibile cu potențialele medicamente ale SNC [596].  

În seriile de molecule hibride derivate de la 1,2-di(4-piridil)etan și 1,3-bis(4-

piridil)propan, s-a constatat că schimbarea grupării mai hidrofobe p-metoxibenzoil de pe 

nucleul indolizinic de către gruparea metiloxicarbonil nu are niciun efect asupra PSA, dar scade 

în mod semnificativ valorile LogP (de la 0,65 pentru Iz-Py-8 la -0,64 pentru Iz-Py-10, sau de la 

2,06 pentru Iz-Py-9 la 0,77 pentru Iz-Py-11). Creșterea lungimii catenei dintre cele două nuclee 

piridinice nu are niciun efect asupra PSA, dar duce la o creștere a lipofilității (LogP fiind cuprins 

între - 0,32 pentru Iz-Py-3 și 0,65 pentru Iz-Py-8).  

Capacitatea de penetrare a BBB a fost estimată folosind serviciul web Swiss ADME. 

Rezultatele au prezis că unele molecule prezintă PSA și/sau LogP cu valori ridicate (Iz-Py-5, 

Iz-Py-6, Iz-Py-9, Iz-Py-11), adică acei compuși care conțin substituenți lipofili mari nu sunt 

favorabile penetrării BBB. Dicationii simetrici de bis-piridiniu (S1a-c, S2a-c) sunt prea polari 

(logP puternic negativ). De asemenea, s-a observat că bis-indolizinele (Iz1a-c, Iz2a-c) sunt 

prea lipofile (LogP > 6), cu valori ridicate ale PSA. Lipofilitatea lor ridicată calculată este 

corelată experimental cu o solubilitate scăzută în apă și formarea de agregate. Cu toate 

acestea, nu poate fi exclusă implicarea unui mecanism activ de penetrare a BBB. 

Au fost efectuate calcule de andocare pentru a compara posibilele moduri de legare 

ale compuşilor Iz-Py-8 şi Iz-Py-10 (Figura 8.3) în situsurile active ale celor două colinesteraze 

umane, hAChE și hBChE. În timp ce ambii compuși s-au dovedit a fi activi ca inhibitori ai AChE 

(din pește sau umană), aceștia au prezentat un comportament diferit asupra BChE (cabalină 

sau umană). Este dificil să se proiecteze un inhibitor bun care să fie activ atât pe hAChE, cât 

și pe hBChE, deoarece aceste două enzime diferă considerabil în mărime (situsul de legare al 

hAChE este mult mai mic decât cel al hBChE) și compoziție (reziduuri W286, V294, Y124, 

Y337, F297 pentru hAChE și respectiv A277, P285, Q119, A328 și V288 pentru hBChE).  
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Compușii Iz-Py-8 și Iz-Py-10 au prezentat scoruri de andocare Glide de -11,3 și 

respectiv -9,3 kcal/mol în hAChE și -9,1 kcal/mol și respectiv -8,5 kcal/mol în hBChE. Aceste 

modele teoretice de afinitate sunt în concordanță cu valorile IC50 experimentale prezentate în 

Capitolul 7, compusul Iz-Py-8 fiind mai activ decât Iz-Py-10 pe ambele enzime. În situsul activ 

hAChE (Figura 8.4), orientarea spațială optimizată a compusului Iz-Py-8 s-a identificat cu 

fragmentul de piridiniu orientat spre partea inferioară a situsului catalitic, în imediata apropiere 

de E202 și de serina catalitică S203 ( Figura 8.4.b). 

Acest mod de legare a fost pe deplin conservat printre cele mai bune 20 de poziții ale 

compusului Iz-Py-8, determinat probabil de interacțiunea stabilizatoare cu E202 cu sarcină 

negativă. Compusul Iz-Py-8 nu s-a aflat într-o poziție adecvată pentru hidroliza enzimatică cu 

hAChE. Compusul Iz-Py-10 cu o grupare metil-esterică a fost orientat cu fragmentul de piridiniu 

spre intrarea în cutia grid (x, y, z), iar gruparea metil-esterică din poziția 3 în zona proceselor 

catalitice din partea inferioară, permițând o posibilă hidroliză (Figura 8.4.b). Fragmentul 

indolizinic este înconjurat de reziduurile W86, Y337, F338 iar fragmentul de piridiniu stabilește 

interacțiuni de tip  cu W286. Datorită dimensiunii sale mai mici, compusul Iz-Py-10 a arătat 

mai multă eterogenitate între pozițiile de legare. Aceste date sunt în concordanță cu activitatea 

similară observată atât pentru Iz-Py-8, cât și pentru Iz-Py-10 asupra hAChE. 

În situsul de legare al hBChE, compusul Iz-Py-8 a adoptat o conformație optimizată 

orientată cu fragmentul de piridiniu inserat în partea de jos a situsului catalitic, aproape de 

subunitatea catalitică H438. Sarcina este stabilizată de grupările hidroxil din tirozina Y332, 

tirozina Y440 și de trei grupări carbonil ale reziduurilor A328, G78 și H438 (Figura 8.4.d). 

Reziduul W82 asigură o interacțiune favorabilă  cu fragmentul de piridiniu.  

Esterul metilic este situat la mai puțin de 5 Å față de S198 catalitic și se presupune că 

acest compus poate adopta un mod de legare strâns de butirilcolină (substratul natural). Acest 

mod de legare a fost foarte conservat printre cele mai bune douăzeci de poziții ale compusului 

Iz-Py-8. Conformația optimizată a compusului Iz-Py-10 a arătat fragmentul său de piridiniu 

orientat spre intrarea în cutia grid, unde este stabilizat de oxigenul din gruparea carbonil al 

reziduului A328 (Figura 8.4.c). Esterul metilic din poziția 1 se află într-o poziție foarte bună 

pentru hidroliza de către subunitatea S198. Compușii Iz-Py-8 și Iz-Py-10 au adoptat o orientare 

protejată a fragmentelor lor de piridiniu în situsul activ al hBChE, dar o poziționare inversă în 

hAChE, Iz-Py-8 apare cu fragmentul de piridiniu spre situsul activ, în timp ce Iz-Py-10 are 

același fragment orientat spre intrarea în cutia grid. 

Compușii interacționează cu aminoacidul vecin AlaW286 din hAChE datorită 

interacțiunii electrostatice de natură pi-cation dintre substituentul benzoil din structura 

compusului Iz-Py-8 și fragmentul de piridiniu din structura compusului Iz-Py-10. În ceea ce 

privește cele două grupări esterice din structura compusului Iz-Py-10, s-a remarcat faptul că 

în cazul ambelor enzime, un ester metilic se află în poziție favorabilă pentru hidroliză. 
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Figura 8.4. În a) și b) sunt ilustrate situsurile de legare ale hAChE cu compușii andocați Iz-Py-10 și 
respectiv Iz-Py-8. În c) și, respectiv, d) sunt reprezentate pozițiile optimizate de andocare ale 
compușilor Iz-Py-10 și Iz-Py-8 în situsul activ al hBChE. Reziduurile catalitice sunt reprezentate cu 
galben 

CAPITOLUL 9. Concluzii generale și elemente de originalitate 

9.1. Concluzii generale și elemente de originalitate 

Diverse proceduri au fost prezentate în literatura de specialitate pentru sinteza 

indolizinelor care includ o singură etapă sau mai multe etape de reacție. Principalele căi de 

sinteză a compușilor indolizinici includ reacția Tschitschibabin, reacțiile de cicloadiție, ciclizări 

intramoleculare, cicloizomerizarea din derivați de 2-piridină și cicloadiția piridotriazolilor cu 

alchine. Metode mai noi și mai prietenoase cu mediul înconjurător, cum ar fi reacțiile asistate 

de microunde, ultrasunete, reacțiile pe suport solid, fără solvenți, fără catalizatori metalici și 

reacțiile în mediu apos au fost propuse mai ales în ultimii ani de literatura de specialitate prin 

sinteze „verzi” de săruri cuaternare de piridiniu și compuși indolizinici.  

În această teză de doctorat, sinteza compușilor N-heterociclici (sărurile cuaternare de 

piridiniu, derivații indolizinici, hibrizi indolizinil-piridiniu, complex metalic) a fost realizată prin 

metode de obținere convenționale pornind de la trei compuși bipiridinici (4,4’-bipiridil, 1,2-di(4-

piridil)etan și 1,3-bis(4-piridil)propan). Sărurile cuaternare de piridiniu obținute (S1a-e și S2a-

q) prin sinteză convențională au prezentat randamente ridicate (85-95% ± 1%) și au fost 

caracterizate prin analiză elementală și metode spectrale, IR, 1H RMN și 13C RMN. Prin 

procedee clasice de sinteză s-au obținut bisindolizine (Iz1a-e, Iz2a-e) și mono-indolizine cu 

randamente variabile (12-85%) caracterizate prin analiză elementală, IR, 1H RMN și 13C RMN. 

O serie de noi hibrizi N-indolizinil-piridinici (Iz-Py) cu diversitate structurală s-a obținut 

prin varierea bipiridinelor inițiale și substituenții N-alchilici cu randamente bune (50-100%). Au 

fost concepute două strategii de sinteză bazate pe formarea nucleului de indolizină prin 

cicloadiția 1,3-dipolară a alchinelor cu ilide formate in situ din săruri de piridiniu substituite 

corespunzător. Compușii au prezentat o puritate ridicată și s-au caracterizat prin analize 

spectrofotometrice, cromatografice și elementale.  

Un nou complex mixt de lantanide(III) La-Nd-DPY a fost preparat prin reacția sulfaților 

de La(III) și Nd(III) cu sarea bis-cuaternară de bipiridiniu. Caracterizarea structurii posibile 

pentru noul complex mixt de Ln s-a realizat prin mai multe tehnici moderne de analiză (MS, 

SEM, PXRD). O metodă electrochimică modernă, voltametria ciclică, a fost utilizată în studiul 

potențialului redox al complexului La-Nd-DPY, care s-a dovedit a fi în interval relevant din punct 

de vedere biologic. Procesele de sinteză prin metodele verzi (MW și US) au decurs cu 

randamente foarte bune (77-98%) și într-un timp mult mai scurt (5-15 min) față de metoda 

clasică.  

Structura compușilor sintetizați a fost confirmată prin determinarea punctelor de topire, 

analize IR, RMN și elementale și compararea datelor obținute cu cele ale compușilor martor 
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obținuți prin sinteza clasică. O serie de săruri cuaternare de piridiniu, care au la bază structura 

de 1,2-di(4-piridil) etan, au fost obținute utilizând pentru prima dată două metode verzi diferite, 

cum ar fi iradierea cu microunde (MW) și ultrasunete (US). Prin utilizarea metodelor 

neconvenționale în procesele de sinteză a unor compuși organici cu proprietăți biologice 

importante s-a redus considerabil consumul de reactivi. 

Deși studii cu sinteze mai puțin toxice ale compușilor indolizinici sau fără catalizatori 

metalici sunt prezentate în literatura de specialitate, sinteza prin biocataliză cu enzime vegetale 

în soluție tampon apoasă nu a fost raportată până în prezent în alte studii.  

Procese într-o singură etapă care au dus la generarea de compuși simetrici bis-

indolizinici au fost dezvoltate pentru prima dată, prin noi abordări de biocataliză enzimatică. 

Sinteza neconvențională de bis-indolizine cu randamente moderate până la excelente (40-

86%) s-a realizat prin reacții multicomponent, pornind de la compuși heterociclici bipiridinici, 

derivați halogenați reactivi și alchine activate. Un set de plante locale a fost evaluat pentru 

activitatea enzimatică în biocataliza „one pot” a compușilor indolizinici fluorescenți. Majoritatea 

plantelor evaluate au demonstrat un conținut bogat în enzime din clasa oxidoreductazelor 

(POD: 0,56-1,08 mmol purpurogalină∙g-1 masă vegetală proaspătă∙min-1, PPO: 27,19-48,95 

unități PPO/mg țesut vegetal, CAT: 3,27-21,71 µmol O2∙g-1 masă vegetală proaspătă∙min-1). 

Rădăcina de hrean (Armoracia rusticana) a fost selectată drept cea mai promițătoare sursă de 

biocatalizatori dintre plantele evaluate, iar randamentele obținute au fost mai mari decât în 

metoda convențională de sinteză.  

Compușii indolizinici au putut fi obținuți și prin reacții catalizate cu ajutorul sistemului I2 

/ H2O2, aceasta fiind o metodă neconvențională nouă de sinteză utilizată pentru prima dată în 

sinteza bis-indolizinelor. Structurile derivaților bis-indolizinici au fost confirmate prin 

spectrometrie RMN, analiză elementală, precum și prin spectrometrie FT-IR. 

S-a constatat că ScPy testate nu prezintă acțiune toxică asupra plantelor, activitate 

evaluată prin efectul asupra germinării semințelor de grâu. Utilizarea unor teste simple de 

germinare a semințelor a permis demonstrarea absenței efectelor toxice ale ScPy (S1a-e și 

S2a-e) și ale indolizinelor (Iz1a-e și Iz2a-e) asupra germinării plantelor și, implicit, asupra 

mediului înconjurător. Expunerea semințelor de grâu la diverse concentrații de ScPy (10 -5M; 

10-6M) sau compuși indolizinici (10-3M; 10-4M) nu a prezentat efecte nocive asupra procesului 

de germinare și de creștere a tulpinițelor. Cei mai sensibili parametri fiziologici au demonstrat 

că compușii indolizinici, la concentrațiile evaluate, nu au prezentat efecte nocive asupra 

germinării și creșterii germenilor de grâu, fapt confirmat și de analizele microscopice cu 

scanare laser confocală.  

De asemenea, a fost evaluată citotoxicitatea unor compuși indolizinici asupra 

creșterii microorganismului model de drojdie Saccharomyces cerevisiae MIUG 3.6. Prin 

adăugarea compușilor indolizinici în mediul de fermentare al tulpinii de drojdie S. cerevisiae 

MIUG 3.6, s-a constatat o stimulare a fermentației alcoolice pentru toate probele analizate prin 

suplimentarea mediilor fermentative cu compuși indolizinici comparativ cu proba control de 

fermentare a celulelor de drojdie (în absența compușilor testați). Diferiți parametri (numărul de 

generații, rata de creștere, timpul de generare, randamentul de substanță uscată, gradul 

celulelor de drojdie în devenire și gradul de autoliză a drojdiei, intensitatea fermentației), care 

descriu creșterea drojdiei, sugerează că mediul de cultură suplimentat cu diferite concentrații 

de compuși bis-indolizinici (10 µM și 1 µM) nu au exercitat efecte toxice asupra creșterii tulpinii 

de drojdie, în condiții de cultivare aerobe submerse și cu agitare. În această teză s-a realizat 

pentru prima dată evaluarea toxicității sărurilor cuaternare de dipiridiniu și a compușilor 

indolizinici asupra germinării plantelor, precum și asupra creșterii microorganismului model de 

drojdie Saccharomyces cerevisiae în procesele de multiplicare și fermentare.  
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Evaluarea activității antimicrobiene a demonstrat că cele mai multe ScPy din seria 

S2a-c și S2f-q au avut activitate bună împotriva microorganismului patogen E. coli. Cele mai 

active ScPy împotriva E. coli au fost S2c, S2g și S2q, cu o valoare a CMI de 0,312 mg/mL. 

Dintre cele nouă bacterii și fungi testate, Alternaria spp. a prezentat cea mai mare sensibilitate 

față de compușii simetrici evaluați la concentrația de 5 mg/mL (diametrul zonei de inhibiție a 

fost de maxim 27 mm), în timp ce Penicillium expansum a prezentat o sensibilitate medie (zona 

de inhibiție cu diametrul de maxim 12 mm).  

Activitatea citotoxică a La-Nd-DPY pe liniile de celule canceroase de origine ovariană 

(A2780), mamară (MCF7) și prostatică (PC3) și asupra sferoizilor tumorali multicelulari derivați 

din celule PC3 a fost evaluată prin metodele cu 3-(4,5-dimetiltiazol), MTT și fosfatază acidă 

(APH). În comparație cu cisplatina, acest nou complex a arătat o toxicitate îmbunătățită, cu 

valori IC50 de cel puțin 10 ori mai mari, chiar și la 24 de ore de expunere. Efectele citotoxice 

par să fie mediate de generarea de specii reactive de oxigen (ROS), dar nu de apoptoză, 

confirmată de o activare a caspazei-3/7 și de testele de colorare cu Hoechst a nucleelor. 

Mecanismul morții celulare observat în testele de citotoxicitate se datorează probabil altor căi 

de liză celulară, care pot fi investigate în cercetările viitoare. 

În această teză de doctorat, s-au sintetizat și evaluat o serie de săruri de bis-piridiniu 

și hibrizi de indolizinil-piridiniu. Moleculele au fost testate împotriva proceselor distinctive 

pentru AD, adică proprietățile antioxidante, inhibarea AChE și BChE și interferența cu fibrilarea 

amiloidului folosind modele de peptide tau (). Nici un compus indolizinic hibrid nu a prezentat 

activitate semnificativă asupra celor trei ținte simultan, adică activitate antioxidantă (inhibarea 

DPPH %>50 la 48 µg/mL), inhibarea hChE (IC50 < 10 µM) și inhibarea formării fibrilei 

amiloidice. Seriile Iz-Py-4, 5, 6, 7 și Iz-Py-8, 9, 10,11 au demonstrat activitate antioxidantă 

redusă și o inhibare moderată a formării fibrilelor amiloidice. Cu toate acestea, majoritatea 

moleculelor cationice din aceste două serii au fost active atât pe eeAchE, cât și pe hChE într-

un interval micromolar de concentrații.  

Câteva molecule au inhibat de asemenea eqBChE, dar nu au inhibat enzima umană 

hBChE. Seria Iz-Py-1, Iz-Py-2 și Iz-Py-3 a arătat un comportament semnificativ diferit față de 

celelalte două serii de compuși. Atât limitarea solubilității (moleculele sunt predispuse la 

agregare în soluție apoasă), cât și proprietățile spectrale nu au permis studiul lor nici ca 

inhibitori ai colinesterazei, nici ca inhibitori ai fibrilelor. Cu toate acestea, în contextul fibrilei 

amiloidice, experimentele de fluorescență și CD au arătat că, dacă aceste molecule nu 

interferează în procesul de fibrilare, compușii Iz-Py-1, Iz-Py-2 și Iz-Py-3 încărcați cu sarcină 

pozitivă, și în special derivatul substituit cu gruparea nitro, pot fi noi coloranți fluorescenți în 

formarea fibrilei amiloidice. Prin metoda de inhibare a denaturării termice a albuminei umane 

s-a observat un potențial antiinflamator promițător al ScPy S1a-c și S2a-c, apropiat de al 

diclofenacului sodic, un antiinflamator cunoscut. Alchilarea inelului piridinic duce la generarea 

de molecule monocationice într-un interval mare de pH, generând valori ale descriptorilor 

ADMET compatibile cu potențialele medicamente ale SNC.  

Creșterea lungimii catenei dintre cele două nuclee piridinice nu influențează valorile 

PSA, dar duce la o creștere a lipofilității. Compușii care conțin substituenți lipofili mari nu sunt 

favorabili pentru penetrarea barierei hematoencefalice. Simularea prin modelare moleculară 

comparativă a compușilor andocați Iz-Py-8 și Iz-Py-10 în hAChE și hBChE, a evidențiat în 

mecanismul de legare importanța substituentului la C-3 (p-metoxibenzoil sau, respectiv, 

metiloxicarbonil) din structura indolizinei. S-a constatat că hibridul Iz-Py-8 cu o moleculă mai 

mare se potrivește mai bine în situsul activ al celor două enzime, comparativ cu compusul Iz-

Py-10 care a prezentat un grad mai mare de libertate.  

Datele prezentate pun în evidență rolul pe care îl au compușii obținuți prin procese de 

sinteză ale „chimiei verzi” în cercetarea unor proprietăți biologice.  
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Compușii organici de sinteză reprezintă un domeniu fructuos de cercetare pentru a 

detecta molecule necunoscute, cu structuri noi și proprietăți pe care evoluția în cercetare le-a 

rafinat pentru roluri biologice țintite. 

Această teză a condus, de asemenea, la identificarea și caracterizarea structurală a 

unor molecule noi, care ar putea contribui la procesul complex de descoperire a unor potențiale 

medicamente pentru tratarea unei game largi de afecțiuni. Aceste rezultate au demonstrat 

importanța compușilor N-heterociclici și constituie premiza pentru cercetarea de noi compuși, 

raportați în această teză de doctorat, care ar putea fi agenți promițători în cercetările viitoare 

ca agenți antiinflamatori, antimicrobieni și anticancer cu toxicitate redusă sau lipsiți de 

toxicitate. 
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