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Introducere

Din multitudinea de derivati heterociclici, fenotiazina reprezintd unul dintre
cei mai versatili, din punct de vedere structural. Aceasta molecula heterociclica formata
din doua cicluri benzenice unite prin doi heteroatomi, unul de azot si unul de sulf, este
o structurd condensata ce adoptd o geometrie necoplanara, cunoscuta sub denumirea de
geometrie de tip fluture. Prezenta heteroatomilor confera moleculei un caracter
electronodonor puternic, benefic atat pentru aplicarea in optoelectronica, cat si in
biomedicina.

Prima utilizare a fenotiazinei a fost atestatd in anul 1891, sub forma albastrului
de metilen, folosit pentru tratarea malariei de catre Paul Guttmann si Paul Ehrlich. Cu
toate acestea, fenotiazina si derivatii acesteia sunt cunoscuti in special pentru efectul
antipsihotic, ei constituind ,,generatia veche” de antipsihotice utilizate pentru tratarea
bolilor neurologice. Derivatii de fenotiazind au capacitatea de a trece de bariera
hematoencefalicd si de a inhiba receptorii dopaminici, efect atribuit similitudinii
structurale cu dopamina. Tn prezent, utilizarea fenotiazinelor pentru tratarea bolilor
neurologice s-a redus, din cauza evidentierii unor efecte secundare nedorite, insa
investigarea derivatilor de fenotiazind a luat amploare, in vederea aplicarii in alte
domenii de interes pentru societatea contemporana.

Structura electonodonoare a fenotiazinei este favorabila formarii de sisteme
donor-acceptoare cu conjugare extinsa, utile in obtinerea de materiale pentru constructia
de celule fotovoltaice, capabile sa transforme energia luminoasa in energie electrica. Pe
de alta parte, conformatia spatiala necoplanara a acestei molecule faciliteaza formarea
de structuri tridimensionale cu distante intermoleculare mari, care previn dezexcitarea
non-radiativa si, in consecintd, permite obtinerea de materiale luminescente utile in
constructia de diode organice emitatoare de lumina.

Modificarea structurala a fenotiazinei a condus la dezvoltarea unei game largi
de compusi cu activitate antiinflamatoare, antiviralda, antibacteriana, antifungica,
antihelmintica si antitumorala.

Datorita acestor proprietdti, fenotiazina este o moleculd valoroasa pentru
dezvoltarea de materiale active pentru dispozitive optoelectronice si biomedicale.
Principalul impediment in aplicarea derivatilor de fenotiazina este solubilitatea slaba a
acestora in solventi prietenosi mediului, fapt ce ingreuneaza prelucrarea lor sub forma
de materiale, si le scade biodisponibilitatea din cauza solubilitatii reduse in fluide
biologice.

Tinand cont de avantajele si dezavantajele utilizarii fenotiazinei, obiectivul
general al tezei de doctorat a fost obtinerea de derivati de fenotiazind cu solubilitatea
imbunatatita, utili atat pentru aplicarea in medicina cat si in optoelectronica. Realizarea
acestui deziderat s-a facut la nivelul a trei obiective: O1. Obtinerea de derivati de



fenotiazind N-PEGilati, solubili in solventi organici comuni si chiar in apa, limitand
astfel utilizarea de solventi cu impact nociv asupra mediului, si conducand la
supramoleculara, fotofizica si biologica a derivatilor obtinuti, in vederea identificarii
cailor principale de exploatare in aplicatii; O3. Crearea puntii intre cercetarea
fundamentala si cea aplicativa, prin extinderea studiilor catre obtinerea de materiale si
investigarea acestora pentru aplicarea ca medicamente antitumorale, in dispozitive de
detectie de analiti sau de retinere a metalelor grele din apele uzate.

Astfel, teza de doctorat intitulata ,,Obtinerea de noi derivati solubili in apd pe
bazd de fenotiazina” a fost dezvoltata pe trei directii, si anume: 1) sinteza unor derivati
N-PEGilati de fenotiazina si investigarea proprietatilor anticanceroase ale acestora, 2)
sinteza unor imine hibride pe bazd de fenotiazind modificatd cu unitati
poli(etilenglicol)/tri(etilenglicol) si sulfonamide, investigarea caracterului dinamic, a
sensibilitatii la pH si a proprietatilor anticanceroase, 3) obtinerea de materiale pe baza
de derivati de fenotiazina si chitosan, cu capacitate de absorbtie a mercurului.

Teza este structuratd in doud parti, ce includ cinci capitole: Partea | cuprinde
Capitolul I, unde sunt prezentate date de literatura referitoare la tema studiata si Partea
11 ce include Capitolele 11, 111, 1V in cadrul carora sunt prezentate rezultatele cercetarii
proprii si Capitolul V ce include prezentarea materialelor, metodelor, echipamentelor
si o parte din datele experimentale.

In Capitolul I sunt prezentate date de literatura privind aspecte generale ale
fenotiazinei, incluzand metode de obtinere ale acesteia, proprietati chimice, metode de
solubilizare in apa a derivatilor de fenotiazind, si principii ale aplicarii acestora in
domeniul optoelectronic si biomedical, cu accent pe aplicarea derivatilor de fenotiazina
ca medicamente antitumorale.

Capitolul 1 este structurat pe doua subcapitole, primul dedicat sintezei unor
derivati N-PEGilati de fenotiazind solubili in apa, si al doilea dedicat prezentarii
activitatii anticanceroase a acestora. Sinteza a fost realizata prin conectarea unui lant de
poli(etilenglicol) hidrofil la nucleul fenotiazinic hidrofob, iar compusii rezultati au fost
caracterizati din punct de vedere structural, fotofizic, si al capacitatii de a genera
nanoparticule.

Activitatea antitumorala a derivatilor N-PEGilati de fenotiazina a fost evaluata
atat in vitro, prin determinarea valorii concentratiei medii inhibitorii pe diverse linii
tumorale, cit si in vivo, prin determinarea potentialului de inhibitie al tumorilor induse
la soareci. De asemenea, a fost realizat un studiu de identificare a unui posibil mecanism
de actiune antitumorald, prin investigarea capacitatii acestor compusi de a inhiba
farnesiltransferaza si speciile oxigen reactive.

Capitolul 111 prezinta o serie de derivati iminici obtinuti prin condensarea
acida a unor derivati formilati de fenotiazind N-PEGilata sau N-TEGilatd cu amine ce



contin o unitate sulfonamidicad. Sinteza a fost realizatd prin iradiere cu microunde,
metoda ce a favorizat conversia totala a reactantilor in produsi, si a diminuat timpul de
lucru si consumul de energie. Compusii sintetizati au fost caracterizati din punct de
vedere structural, si investigarea proprietatilor a fost realizata in corelatie cu structura
lor chimica. Astfel, a fost studiatad capacitatea lor de autoasamblare, datoritd prezentei
PEG-ului, caracterul dinamic indus de prezenta legaturii imina, si proprietatile optice
induse de prezenta unitatii cromofore de fenotiazina. Studiile au fost aprofundate prin
determinarea randamentului cuantic si a diagramelor de cromaticitate, atat pe solutii, in
solventi diferiti, cat si in filme, si capacitatea de a rispunde la stimulii externi, un
exemplu fiind pH-ul. De asemenea, a fost investigatd activitatea anticanceroasa a
compusilor sintetizati, prin evaluarea citotoxicitatii in vitro pe mai multe linii
canceroase si a capacitdtii de inhibare a speciilor oxigen reactive.

Capitolul 1V cuprinde obtinerea si caracterizarea de materiale de tip
hidrogel/xerogel, pe baza de chitosan si aldehida unui derivat N-TEGilat de fenotiazina
descris 1n capitolul anterior, cu scopul utilizarii acestora pentru absorbtia mercurului din
apd. Materialele au fost obtinute prin reactia de iminare a chitosanului cu aldehida
folosita, urmata de autoasamblarea hidrofil/hidrofoba a derivatilor obtinuti. Acestea au
fost caracterizate din punct de vedere structural, supramolecular si morfologic, etapa
urmatd de efectuarea testelor de absorbtie a ionilor de mercur din solutii apoase.

In Capitolul V este redata partea experimentald ce cuprinde materialele si
echipamentele utilizate pentru efectuarea studiilor. De asemenea, sunt redate metodele
de sinteza si protocoalele de lucru care au condus la obtinerea rezultatelor prezentate in
tezd, precum si o serie de spectre si diagrame care nu au fost prezentate in capitolele
anterioare.

In ultimele paragrafe ale tezei, este prezentati activitatea de diseminare a
rezultatelor obtinute pe perioada doctoratului, proiectele care au sustinut financiar
studiile efectuate in cadrul doctoratului si bibliografia consultata pentru intreaga
activitate de cercetare.
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Structurarea schematica a pasilor spre elaborarea tezei de doctorat Obtinerea de noi derivati solubili in apa
pe bazd de fenotiazina




CAPITOLUL Il
DERIVATI N-PEGilati DE FENOTIAZINA

I1.1 Sinteza si caracterizarea derivatilor N-PEGilati de fenotiazina

11.1.1 Introducere

Fenotiazina a demonstrat activitate biologica versatila, fiind utilizata in sinteza
multor clase de medicamente precum cele bactericide, fungicide, antitumorale,
antivirale, antiinflamatorii, antimalarice, anticonvulsive, analgezice, tranchilizante si
agenti imunosupresivi [1]. Studiile de literaturd au aratat ca o problema majora in
aplicarea derivatilor de fenotiazind este solubilitatea scazuta in solventi prietenosi
mediului sau in biodispersanti aposi [2]. Pentru rezolvarea acestei probleme, in cadrul
studiului a fost sintetizatd o serie de trei derivati de fenotiazind N-PEGilati prin
conectarea de lanturi de poli(etilenglicol) la atomul de azot al fenotiazinei, prin unitati
de legatura de tip eter, ester si amida. La alegerea unitatilor de legatura au fost luate in
considerare proprietatile potentiale pe care le pot genera acestea, cu scopul de a produce
blocuri structurale valoroase pentru bioaplicatii si materiale optoelectronice ecologice.

11.1.2 Sinteza

Sinteza a trei derivati de fenotiazind N-PEGilati a fost realizata prin adaptarea
metodelor sintetice cunoscute, pentru a obtine randamente de reactie cat mai mari.
Reactiile de obtinere, conditiile de reactie, structurd si codurile compusilor sunt
prezentate in Schema 11.1.
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Schema 11.1. Sinteza derivatilor N-PEGilati de fenotiazina



I1.1.4 Stabilitatea hidrolitica si solubilitatea compusilor

Derivatii N-PEGilati obtinuti sunt lichide vascoase, complet solubile in apa si
in solventi organici uzuali precum etanol, DCM, DMSO, hexan, pentru concentratii mai
mici de 0,1 M (Figura 11.4). Deoarece stabilitatea hidrolitici a acestor compusi
reprezintd un aspect important pentru acest studiu, stabilitatea in apa a fost investigata
prin inregistrarea spectrelor 'H-RMN a compusilor dizolvati in apd deuteratd, la
momente diferite, Tn decurs de 7 zile (Figura 11.5). Analizele efectuate au demonstrat
ca acestia sunt stabili in apa si nu prezinta degradari.
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11.1.5 Investigatii fotofizice

Spectrele UV-Vis ale derivatilor N-PEGilati de fenotiazind au prezentat o
deplasare batocroma a benzii caracteristice tranzitiilor n-n*, de la 279 nm la 306 nm,
fenomen caracteristic aparitiei agregarii (Figura 11.6).

o
>

@
<3
3

—PTZ .l
5 —PP 10
—FP10 < 600 —ppn10l
2 —pro 10l
o
<
= 400
(23
]
E
200
——} 0
250 300 350 400 350 400 . 450 50'0 550 600
Lungime de unda (nm) Lungime de unda (nm) d)
a)
Figura 11.6. Spectrul de absorbtie ~ Figura I1.8. Spectrele de emisie reprezentative ale solutiilor apoase
UV-vis al compusilor la 102 mM la concentratia de 10" mM. Imaginile solutiilor compusilor studiati

¢) la lumina zilei si d) la iluminare cu o lampa UV (de la stanga la
dreapta: PPO, PPN, PP)



Odata cu scaderea concentratiei solutiei, s-a observat largirea benzii de
absorbtie si scdderea intensitatii, iar conform acestor rezultate, se poate afirma ca la
concentratii mai mici de 10*mM nu se mai formeazi agregate stabile. Pentru a evidentia
acest lucru, absorbantele compusilor au fost reprezentate grafic in functie de
concentratia solutiei, interceptul reprezentdnd concentratia critica micelard (CMC), cu
valorile de 7,06x10* mM, 8,7x10* mM si 9,47x10* mM pentru PPN, PP si respectiv
PPO.

La excitare cu lungimea de unda specificd formarii de agregate (305 nm), cea
mai intensd emisie a fost inregistratd pentru solutiile de concentratie 10" mM. Alterarea
intensitatii emisiei odatd cu schimbarea concentratiei sugereaza o stransa legatura cu
parametrii ce definesc agregarea (precum diametrul agregatelor sau polidispersitatea),
o0 posibild conexiune fiind puterea fortelor intermoleculare dezvoltate in proximitatea
nucleului fenotiazinic sub presiunea auto-asamblarii. Considerdnd cd moleculele
sintetizate nu au grupari fluorofore (fenotiazina martor nu emite lumind), luminescenta
a fost atribuitd fenomenului de emisie indusd de agregare, declansatd de auto-
asamblarea moleculelor hidrofob-hidrofil (amfifile) de fenotiazind N-PEGilata [3,4].

I1.1.6 Investigarea proprietitilor de auto-asamblare

Deoarece investigarea fotofizicad a compusilor a indicat un comportament de
auto-asamblare amfifila, o analizd mai exacta a acestui fenomen a fost realizatd prin
masuratori DLS, AFM, SEM, UV-CSM si POM. Datele obtinute prin analiza DLS au
confirmat formarea de agregate submicrometrice, in apd, cu o populatie majoritara cu
diametru hidrodinamic mai mic de 322 nm pentru solutiile avind concentratia in
domeniul 10 — 10"t mM (Figura 11.9a). Pentru compusul PP s-a inregistrat o scidere
de 1a 289 la 106 nm, la o scidere a concentratiei de la 10 la 10X mM. Compusul PPN a
aratat o variatie mai micd a diametrului hidrodinamic, odata cu scaderea concentratiei,
de la 264 la 176 nm pentru solutiile proaspete. In cazul compusului PPO,
comportamentul agregatelor este diferit, diametrul acestora scdzand drastic de la 322 la
63 nm odatd cu scdderea concentratiei pentru solutiile proaspete, iar dupa 6 zile
diametrul hidrodinamic aproape se dubleaza.
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Tendinta de agregare a acestor trei compusi a fost confirmata si prin tehnicile
AFM, SEM, UV-CSM si POM (Figura 11.10), aceste metode punand in evidenta
tendinta de a forma agregate sferice, si nu dimensiunea acestora.

I1.2 Activitatea anticanceroasa a derivatilor N-PEGilati de fenotiazina
11.2.1 Introducere

Derivatii N-PEGilati de fenotiazind caracterizati anterior au fost supusi unei
investigatii ample, in vitro si in vivo, pentru a stabili potentialul de inhibare a tumorilor.

I1.2.2 Studii preliminare de biocompatibilitate si citotoxicitate

Pentru a studia activitatea anticanceroasd a derivatilor N-PEGilati de
fenotiazina, a fost realizat mai Intdi un studiu preliminar de testare a citotoxicitatii
acestora in vitro pe fibroblaste dermice umane normale (NHDF) si pe celule de cancer
cervical (HeLa) ca model de celule tumorale. Masuratorile au fost efectuate pe opt
solutii de diferite concentratii, de la 10 la 10 mM, pentru fiecare compus, care a permis
stabilirea unei relatii intre concentratia solutiei si biocompatibilitate (Figura 11.11).
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Figura 11.11. Viabilitatea celulara pe a) celule fibroblaste dermice umane normale (NHDF) si b) celule umane
de cancer cervical (HelLa)

Toti compusii au prezentat viabilitate de peste 80 % pentru concentratii mai
mici de 10" mM, viabilitatea celulari cea mai buni fiind inregistrati pentru compusul
PPN. Testele de viabilitate celulara efectuate pe HeLa au aratat o scadere semnificativa
a viabilititii pentru compusii PP si PPO la concentratia de 10 mM, sugerand
necesitatea unei investigatii mai aprofundata a acestor doi compusi.

11.2.3 Studii de citotoxicitate in vitro

Activitatea antitumorald a derivatilor PP si PPO a fost evaluatd prin
determinarea efectului citotoxic pe cinci linii de celule canceroase: cancer cervical
(HeLa), cancer epitelial (MeWo), osteosarcom (HOS), cancer mamar (MCF7) si cancer



hepatic (HepG2) prin comparatie cu o linie de celule normale (NHDF). Tn vederea

testarii in vivo pe animale experimentale (soareci), in studiul in vitro a fost inclusa si

linia celulard de cancer de colon (CT26) specifici soarecilor. In urma evaludrii

rezultatelor, a fost determinata concentratia medie inhibitorie (ICso) a acestora, iar
rezultatele au fost reprezentate grafic (Figura 11.12 m).
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11.2.4 Studii de toxicitate in vivo

Intrucat compusii PP si PPO au prezentat activitate anticanceroasa in vitro
incurajatoare, studiul a fost extins pentru testiri in vivo, pe soareci. in urma determindrii
dozei toxicitatii acute, valorile LDso au fost stabilite la 952,38 mg/kg pentru fenotiazina
(PTZ), 1450 mg/kg pentru PP si 1300 mg/kg pentru PPO. Concentratiile au fost
exprimata in echivalenti de fenotiazina, aceste valori indicand clar faptul ca PEGilarea
reduce toxicitatea fenotiazinei cu mai mult de 50 %.

I1.2.5 Investigarea activititii antitumorale in vivo

Urmatorul pas a fost monitorizarea efectului inhibitor al derivatilor de
fenotiazind asupra vitezei de crestere a tumorii in soareci experimentali. Testele au fost
efectuate prin administrarea intraperitoniald a solutiilor compusilor PP si PPO in PBS
comparativ cu PTZ - martor pozitiv si PBS — martor negativ.



Rezultatele obtinute nu au
prezentat  diferente  semnificativ
statistice Tntre grupurile tratate cu PP
si cele cu PPO, iar inhibitia tumorii
(Ti) 1inregistratd pentru compusii
studiati a fost de 47 % comparativ cu
martorul pozitiv (PTZ) si 92 %

NI NP RPN ) ]
Ziva comparativ cu martorul negativ (PBS)
(Figura 11.14).

Figura I1.14. Reprezentarea graficdi a volumului
tumorii (mm?®) in timpul tratamentului si imaginile
reprezentative ale tumorilor dupa 10 zile de tratament
(***p < 0.0001)

11.2.6 Mecanismul antitumoral ipotetic

Dat fiind faptul ca derivatul PPO este un ester, acesta poate fi ugor hidrolizat
sub actiunea enzimelor, rezultdnd precursorul acid (PAcOH) din care a fost sintetizat
esterul.

In urma investigérii capacitatii ‘
de inhibitie a farnesiltransferazei, s-a "’d oa®)
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ionilor metalici (Zn?* si Mg?) din
situsurile active ale acesteia. Acest =
lucru a fost pus in evidentd atat prin ¢
dlfr.ac:ua de raze X pe monocristalul Figura 11.19. Structura complexului obtinut prin
obtinut coordinarea PACOH cu Mg?*  coordinarea PACOH cu Mg?* (difractie de raze X pe
(Figura 11.19), cat si prin metode  monocristal)

spectroscopice (FTIR si RMN) si spectrofotometrice (UV-vis).

Investigarea derivatilor de fenotiazina studiati a ardtat ca prezenta PEG-ului
faciliteaza auto-asamblarea sub forma de agregate in solutii apoase [5-7]. Pentru a
evidentia daca auto-asamblarea se produce n medii biologice, au fost preparate solutii
ale compusilor PPO si PP 1n mediul de cultura, fara celule, iar solutiile preparate au
fost analizate cu ajutorul microscopiei optice in lumina polarizata. Dupa cum se poate
observain Figura 11.20, PPO prezinta agregate birefringente cu tendintad de aglomerare
in mediul de cultura, fara influenta celulelor.
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Figura 11.20. Imaginile de microscopie optica in ~ Figura 11.23. Reprezentarea grafica a viabilitatii
lumind polarizata a compusilor PPO in mediul de  relative a celulelor NHDF si HeLa in urma tratarii
cultura (scald — 100 pm) cu diferite concentratii de PACOH (p < 0.05)

Pentru a verifica posibila activitate antitumorala a PACOH, exprimata prin
inhibarea farnesitransferazei, acesta a fost supus testelor de citotoxicitate in vitro pe
linia celulara canceroasd HeLa. A fost observat faptul ca, pentru un domeniu larg de
concentratie (10 - 10 mM), viabilitatea celulelor normale NHDF nu a fost afectata, in
timp ce viabilitatea celulelor canceroase a fost de 70 % (Figura 11.23). Acest fapt
demonstreaza cd, in cazul unei eliberari lente a compusului PAcOH prin degradare
enzimaticd, moartea celulelor apare chiar pentru o concentratie foarte micd a acestuia.

Un posibil mecanism antitumoral al derivatilor de fenotiazina si implicit al
PACOH rezultat este redat in Figura 11.24.
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Figura 11.24. Reprezentarea schematica a mecanismului antitumoral ipotetic



CAPITOLUL Il
IMINE PE BAZA DE DERIVATI N-PEGilati DE FENOTIAZINA

111.1 Introducere

Obiectivul acestui studiu a fost obtinerea unei serii de imine pe baza de derivati
de fenotiazina N-PEGilata, analiza comportamentului fotofizic si raspunsul la actiunea
unor stimuli externi. Pentru dezvoltarea acestui design, au fost obtinuti derivati formilati
ai fenotiazinelor N-PEGilate, care au fost reactionati ulterior cu sulfonamide. In
alegerea sulfonamidelor, s-a tinut cont de proprietitile antimicrobiene, diuretice,
hipoglicemice, antitiroidiene [8] si de potentialul lor de a inhiba cresterea tumorilor, cel
mai probabil prin capacitatea de a inhiba anhidraza carbonicd [9-12] si polimeraza
tubulinica [13-15].

I11.2 Sinteza si caracterizarea structurala

in vederea obtinerii derivatilor iminici de fenotiazini, mai intdi au fost
sintetizati doi derivati formilati de fenotiazina prin intermediul reactiei Vilsmeir-Haack.
Derivatii iminici au fost obtinuti prin reactia celor doi derivati sintetizati cu doua amine
legate de o unitate sulfonamidica (Schema I11.2). Cele doud fenotiazine modificate
contin o unitate de poli(etilenglicol) (PEG) sau tri(etilenglicol) (TEG) la atomul de azot.
Sinteza a fost realizata utilizand un reactor cu microunde, obtinandu-se conversia totala
a reactiei dupd doar o ora.

Structurile propuse pentru compusii obtinuti au fost confirmate prin
intermediul spectroscopiei de rezonanti magneticd nucleard (*H-RMN), prin aparitia in
spectru a semnalelor caracteristice protonului formilic la 9,8 ppm si respectiv a
protonilor iminici la 8.41 si 8.16 ppm, precum si de prezenta celorlalte semnale
caracteristice protonilor compusilor obtinuti. Complementar, structura compusilor a
fost confirmata si prin spectroscopia in infrarosu, prin aparitia in spectre a vibratiilor
caracteristice legiturii C=0 la 1680 cm™ si respectiv a legaturii C=N la 1640 cm™,
precum si de prezenta celorlalte benzi caracteristice.
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Schema 111.2. Sinteza derivatilor formilati si a iminelor pe baza de fenotiazina N-PEGilata

I11.4 Proprietatile fotofizice

Proprietatile fotofizice ale compusilor studiati au fost investigate prin
spectroscopia de absorbtic UV-Vis si cea de fotoluminescenta, atat in solutie, utilizand
drept solventi THF, DMSO si EtOH, cat si in stare solida, pe filme.

Spectrele UV-vis ale precursorilor formilati (PTF si PPF) au prezentat o banda
larga rezultatd din suprapunerea mai multor benzi de absorbtie pana la 300 nm, atribuita
tranzitiilor electronice din heterociclul de fenotiazina in diferite conformatii, si o banda
de absorbtie mai putin intensd, dar bine definitd, cu maximul la 380 nm, atribuita
sistemului format prin conjugarea electronicd a fenotiazinei cu unitatea formil. Derivatii
iminici (PTMA, PTEA, PPMA, PPEA) au prezentat in principal aceleasi benzi, dar
deplasate hipsocromic cu aproximativ 20 nm (Figura I11.5 b). In filme subtiri, profilul
de absorbtie a fost deplasat spre lungimi de undé mai mici, datorita efectului de agregare
al compusilor.

Abilitatea de emisie a compusilor a fost investigata prin excitarea cu lumina
de lungimi de unda corespunzatoare maximelor de absorbtie. Culoarea emisiei depinde
de structura compusilor si de solventul utilizat pentru solvatare. Maximele de emisie au
variat intre 510 la 570 nm pentru aldehide si 475 la 500 nm pentru imine
(Figura Il11.5¢).



—PTF
2500001 —— PTEA
3 ——PTMA
2 200000 PPF
P — PPEA
IS —— PPMA
2 150000
c
]
£ 100000
50000
300 350 400 450 500 450 500 550 600 650
Lungime de unda (nm) Lungime de unda (nm)
b) e)

Figura I11.5. Comportamentul fotofizic al compusilor studiati in DMSO b) spectrul de absorbtie, ¢)
spectrul de emisie, obtinute la excitarea cu lumind de lungime de unda corespunzitoare maximului de
absorbtie de energie mica

Derivatii formilati de fenotiazina au aratat o scddere a randamentului cuantic
odata cu cresterea polaritatii solventului (de la 51 % in THF la 1 % in etanol pentru
PTF). Pe de alta parte, derivatii iminici au prezentat un randament cuantic mai mare in
solventul mai polar (DMSO) (42,25 % pentru PTEA si 42,41 % pentru PTMA).

In stare solida, comportamentul fotofizic este similar celui observat in solutia
de THF (Figura I11.6 a, b). Toti compusii au prezentat randamente cuantice mari,
ajungénd la 44 % pentru PTF si 30 % pentru PPMA.
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Figura [111.5. Comportamentul fotofizic al Figura 111.6. Comportamentul fotofizic al
compusilor studiati in solutii de THF, DMSO si  compusilor studiati dispersati in filme de
EtOH: j,k,1) Imaginile solutiilor sub lampa UV  polimetilmetacrilat (PMMA): d) Imaginile
(365 nm) probelor sub lampa UV

111.5 Investigarea caracterului dinamic

Este cunoscut faptul cd reactia de iminare este una reversibild, al carei
echilibru poate fi influentat de stimuli externi [16-19]. Reversibilitatea legaturii iminice
din compusii studiati a fost evaluatd prin monitorizarea raportului integralelor



semnalelor specifice protonilor imini/aldehid din spectrele *H-NMR, Tnregistrate in
diferite medii, la anumite intervale de timp (Figura I111.7).
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Figura I11.7. Investigarea reversibilititii legiturii iminice prin spectroscopie RMN. Spectrul *H-RMN al
compusului PTEA in solventi deuterati diferiti, inregistrate dupa 24 de ore de la prepararea solutiilor
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Toti compusii, cu exceptia PTMA, au prezentat stabilitate buna in solventi
organici cu polaritate diferitd, observandu-se aparitia semnalului protonului aldehidic
de intensitate foarte micé
monitorizarea comportamentulul iminei in mediu acid sau bazic. La adaugarea de solupl
acide, ex. TFA, echilibrul de iminare a fost deplasat complet catre reactanti, in mai putin
de 6 ore. Daca se adauga TEA peste solutia acida, echilibrul chimic se deplaseaza spre
produsi, cu formarea aproape completd a iminei (Figura 111.8 a). Modificarea
echilibrului de reactie a fost acompaniat si de schimbarea culorii luminii emise a
solutiei, de la verde la galben la adaugarea de acid, si revenirea la verde la addugarea
bazei (Figura 111.8 ). In lumina normala, dupa adaugarea acidului, are loc schimbarea
culorii solutiei de la incolor la portocaliu intens (Figura 111.8 d).
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Figura I11.8. Reversibilitatea legaturii iminice: a) Spectrul *H-NMR al compusului PTEA finregistrat in
DMSO, DMSO/TFA, si DMSO/TEA; ¢,d) Imaginile solutiilor de PTEA Tn DMSO sub lampa UV la 365
nm in lumind normala, inainte si dupa adaugare de TFA, si respectiv TEA

I11.6 Investigarea activitatii anticanceroase

Activitatea antitumorala a celor patru imine (PPMA, PPEA, PTMA, PTEA)
si a precursorilor lor (PPF, PTF si fenotiazina) a fost investigatd prin determinarea
citotoxicitatii pe sapte linii canceroase umane: carcinom cervical (HeLa); melanom
malign (MeWo), osteosarcom (HOS), cancer mamar (MCF7), cancer hepatic (HepG2),
glioblastom (LN229) si glioblastom grad IV (U18MG), In comparatie cu o linie de
celule normale, fibroblasti (NHDF). Similar studiului precedent, testele au fost efectuate
si pe linia celulard caracteristica soarecilor, si anume carcinom de colon (CT-26), Th
vederea evaludrii compusilor in vivo pe tumori induse soarecilor.

Testele de citotoxicitate au ardtat o dependentd a citotoxicitatii de structura
compusului, de solubilitatea acestuia si de distanta dintre nucleul fenotiazinic si unitatea
sulfonamida.
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Figura [111.12. Graficele reprezentative ale Figura [111.14. Activitatea antioxidanta a

valorilor ICs calculate pentru compusii PPMA si  derivatilor de fenotiazind fatdi de DPPH,
PPEA comparativ cu fenotiazina martor



Cele mai bune rezultate obtinute Tn urma testelor de citotoxicitate in vitro au
fost pentru compusii PPMA (ICso CT26 = 40 uM , HepG2 = 54 uM) si PPEA (ICso
CT26 =29 uM , HepG2 = 40 uM) (Figura V.12).

Pe baza rezultatelor obtinute Tn urma evaludrii activititii oxidante, doar
compusii imind N-PEGilati (PPMA si PPEA) au prezentat activitate antioxidanta
(Figura 111.14). S-a remarcat faptul ca derivatii cu activitate antioxidanta prezinta
activitatea antitumorald cea mai mare, sugerand ideea cd activitatea antitumorala este
influentata de activitatea antioxidanta.

CAPITOLUL IV
MATERIALE PE BAZA DE DERIVATI N-TEGilati DE FENOTIAZINA SI
CHITOSAN

1V.1 Introducere

Obiectivul acestui studiu a fost obtinerea materialelor ecologice poroase,
capabile sa detecteze si sa retind metale grele, in special mercurul. S-a propus obtinerea
de materiale poroase pe baza de chitosan si un derivat de fenotiazind prezentat in
Capitolul III, conectate prin intermediul legéturilor imind. Design-ul propus a avut in
vedere faptul cd grupdrile amino si hidroxil ale chitosanului pot coordina metalele grele,
iar aceastd capacitate de coordinare se imbundtateste prin prezenta legdturilor imina
[20]. Fenotiazina, prin prezenta atomului de sulf, prezinta posibilitatea de legare a
ionilor de mercur prin legaturi coordinative, dar si prin legaturi fizice.

Studii anterioare au demonstrat faptul ca in conditii specifice, monoaldehidele
pot juca rol de agent de reticulare a chitosanului [21]. in acest context, este de asteptat
ca reactia de iminare a chitosanului cu aldehida pe baza de fenotiazind sd fie insotitd de
gelifierea sistemului, care prin liofilizare sa produca materiale solide poroase, capabile
sa retina si sa detecteze ionii de mercur.

IV.2 Obtinerea de hidrogeluri si xerogeluri

Pentru prepararea hidrogelurilor pe baza de chitosan, a fost utilizat derivatul
formilat de fenotiazina (PTF) ca agent de reticulare. Acest compus ar trebui sa faciliteze
o dubla reticulare a lanturilor de chitosan, chimica prin legéturi de tip imina si fizica
prin legaturi de hidrogen. Au fost preparate hidrogeluri cu diferite grade de reticulare,
variind raportul molar intre gruparea amina din chitosan si cea aldehida din PTF (Tabel
1V.1).

Tabel 1V.1. Compozitia si codurile hidrogelurilor/xerogelurilor

Cod proba 2h (2x) 4h (4x) 6h (6x) Mh (Mx)
Raport NH2/CHO 2/1 4/1 6/1 -

Mchitosan (Q) 0,06 0,06 0,06 0,06

Maidehiaa () 0,054 0,027 0,18 -




Deoarece analiza RMN a ardtat un grad mic de iminare, hidrogelurile obtinute
au fost liofilizate pentru a deplasa echilibrul de iminare catre formarea produsului de
reactie (Schema 1V.2).
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Schema 1V.2. Reactia de iminare care sti la baza obtinerii hidrogelurilor

Formarea legaturii imina a fost confirmatad cu ajutorul spectroscopiei in
infrarosu, prin aparitia in spectru a benzii caracteristice gruparii imini la 1648 cm™ sub
forma unei benzi ascutite, diferit de umarul specific vibratiei legaturii amidd din
chitosan.

Pentru a investiga schimbarile supramoleculare puse in evidentd de
spectroscopia in infrarosu prin deplasarea benzilor de absorbtie specifice legaturilor de
hidrogen, xerogeluri au fost analizate prin tehnica difractiei de raze X la unghi larg.
Dupa cum se poate observa in Figura 1V.3, chitosanul semicristalin a fost transformat
prin reactia de iminare intr-un material mai ordonat, iar distantele intermoleculare cresc
odata cu cresterea gradului de reticulare. Distantele intermoleculare calculate pentru
proba 2x (29 A), au pus in evidenti modul de reticulare al lanturilor de chitosan grefate
cu derivatul de fenotiazind prin intermediul unitatilor de tri(etilen glicol).
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Figura 1V.3. a) Difractogramele de raze X ale xerogelurilor si a chitosanului martor; b) Simularea
ordonarii derivatului iminic de chitosan, prin modelare moleculard cu programul HyperChem
Professsional 8.0



1.5 Morfologie

Analiza xerogelurilor cu ajutorul microscopiei electronice de baleiaj a
evidentiat o morfologie spongioasd, cu pori interconectati, cu diametru porilor variind
intre 2-35 pm.

In comparatic cu datele de
literatura, care indicd cresterea dimensiunii
porilor hidrogelurilor pe masura ce gradul de
reticulare scade, pentru hidrogelurile studiate
nu s-a observat un astfel de trend.

Macroscopic, se poate observa
faptul ca xerogelurile obtinute pentru proba
2x (Figura 1V.5) sunt moi si flexibile, fapt
ce se coreleaza bine atit cu densitatea mai
mare de reticulare, cat si cu prezenta unei
cantitati mai mari de unitati TEG flexibile.

Figura 1V.5. Imagine SEM reprezentativa
pentru xerogelul obtinut, i insertul cu
histogramele dimensiunilor porilor

1.6 Comportarea xerogelurilor Tn mediu apos

Au fost evaluate stabilitatea si gradul de umflare a xerogelurilor obtinute,
comparativ cu martorul obtinut din chitosan in solutie apoasa de acid acetic cu pH=3,7
(egal cu pH-ul unei solutii de acetat de Hg 5 g/L). Xerogelul 2x se rehidrateaza, in timp
ce probele 4x si 6x si martorul incep sé se dezintegreze in bucati mici. Acest lucru a pus
in evidenta faptul cd un grad mare de reticulare confera hidrogelurilor stabilitate mare
n medii acide.

Comportamentul probelor a fost evaluat in mediu cu continut de ioni de
mercur, imersand probele intr-o solutie 5 g/L de acetat de mercur, cu pH=3,7. Tn mod
surprinzator, nici una dintre probe nu se dezintegreaza, ramanand intacte pe parcursul
experimentului (72 h) (Figura I1V.7 a). Gradul de umflare masicd la echilibru al

xerogelurilor a crescut odata cu descresterea gradului de reticulare (Figura 1V.7 b).
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Figura IV.7. a) Imagini ale probelor dupd imersarea timp de 72 ore in solutie 5 g/L de
(CH3COOH), Hg; b) reprezentarea graficd a gradului de umflare masica la echilibru

6x Mx



IV.8 Capacitatea de retinere a mercurului

In vederea realizarii acestui studiu, xerogelurile obtinute si proba martor au
fost imersate in doud solutii de concentratie diferitd de Hg(CH3COOH), (5 respectiv 10
g/L). Determinarea cantitatii de ioni de mercur obtinuta a fost realizatd gravimetric. S-
a observat ca toate probele retin mercur ionic intr-o maniera dependenti de concentratia
solutiei si de gradul de reticulare (Figura 1V.10 b). Astfel, cantitatea de mercur ionic
retinutd este net superioara pentru xerogelurile de chitosan/fenotiazind fatd de cea a
chitosanului martor, indicand cresterea capacitatii materialelor studiate de legare a
mercurului ionic. Pe de alta parte, cantitatea de mercur ionic retinutd creste invers
proportional fatd de cresterea continutului de fenotiazind, indicdnd capacitatea de
umflare a xerogelurilor ca un factor important Tn acest proces.

1.0 H 2xHg
W 4xHg
0.8 M 6xHg
= H MxHg
o 0.69
=)
< 041
o
0.2
0.0-
5g/L 10giL i
Concentratia solutiei de Hg(CH3COO0), P Joons 0 5 4zmm 1003x 127 m 03004 30048 S2Anm 00"

Figura 1V.10. b) cantitatea de mercur ionic absorbita ~ Figura 1V.11. Evidentierea absorbtiei de

(g/g) de cele trei xerogeluri testate, in functie de  mercur ionic Tn xerogeluri: a) imaginea SEM

concentratia solutiei reprezentativa a probei 6X, incarcate cu mercur
ionic

Eficienta incapsuldrii mercurului ionic in xerogeluri a fost pusa in evidenta si
prin microscopie electronicd de baleiaj, masuritorile SEM-EDAX pe zone diferite

1.0+

indicand o distributie neuniforma a

05 mercurului ionic pe suprafata
materialului (Figura I1V.11 a).
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Figura IV.14. Spectrele FTIR suprapuse ale xerogelului 6x ~ cdtre legaturile imina. Pentru
inainte si dupd incarcarea cu mercur ionioc confirmarea acestei ipoteze, au

fost inregistrate si analizate spectrele FTIR ale probelor 6x si 6xHg (Figura 1V.14),



unde se observa clar modificari de pozitie si forma ale benzilor de vibratie. Un prim
indiciu care sugereaza legarea coordinativa a ionului de mercur de azotul implicat Tn
legitura iminica este disparitia benzii specifice vibratiei C=N (1640 cm™) [22,23]. Un
alt indiciu este aparitia unei benzi noi la 1324 cmspecifici vibratiilor de intindere a
legéturilor C-S-C [24].

CONCLUZII GENERALE

Teza de doctorat intitulata ,,Obtinerea de noi derivati solubili in apd pe bazd
de fenotiazina” are 264 de pagini impartite in cinci capitole care includ 19 tabele, 96
figuri, 19 scheme si 305 note bibliografice. Teza a fost structurata pe doud parti, in
Partea | (Capitolul I) fiind prezentat un studiu de literaturd, iar in Partea II (Capitolele
[1-V) sunt prezentate contributiile proprii. Teza se incheie cu o serie de concluzii
generale.

Rezultatele originale din Partea II a tezei sunt prezentate in patru capitole si
vizeaza urmatoarele directii:

e Sinteza de derivati N-PEGilati de fenotiazind si investigarea proprietatilor
anticanceroase ale acestora.

e Sinteza de imine hibride pe baza de fenotiazind modificata cu poli(etilenglicol)
sau cu tri(etilenglicol) si doua sullfonamide, si investigarea proprietatilor
optice, a caracterului dinamic si a proprietatilor anicanceroase.

e Obtinerea de materiale pe bazd de derivati de fenotiazind si chitosan cu
capacitate de absorbtie a mercurului ionic.

Din studiile efectuate se pot desprinde urmatoarele concluzii:

1. Urmarind obtinerea de noi derivati de fenotiazina cu solubilitate ridicata in apa,

au fost sintetizati trei derivati N-PEGilati de fenotiazind conectand un lant de

poli(etilenglicol) la nucleul fenotiazinic prin intermediul a trei grupari de legatura
diferite, si anume eter (PP), ester (PPO) si amida (PPN).

e  Structura celor trei derivati N-PEGilati a fost confirmata prin spectroscopie in
infrarosu, aceastd metoda punand in evidenta vibratiile legaturilor chimice nou
create Intre nucleul fenotiazinic si vibratiile specifice legaturilor chimice din
poli(etilenglicol) si fenotiazina.

e Spectrele de rezonantd magnetici nucleard, 'H-RMN si BC-RMN, au
confirmat atét structura compusilor, cat si puritatea acestora, forma si integrala
semnalelor corespunzéand structurilor propuse.

e Prin analiza de rezonantd magnetica nucleara s-a demonstrat stabilitatea
hidroliticd a celor trei derivati. Inregistrarea spectrelor la momente diferite
timp de sapte zile, nu a scos in evidenta aparitia de semnale noi care sa indice
modificari structurale sau degradari, confirmand stabilitatea compusilor.

e Compusii sintetizati au prezentat solubilitate buna in solventi organici
obisnuiti si in apd, pana la o concentratie de 0,1M.



2.

Studiile fotofizice efectuate pe solutiile apoase ale compusilor au indicat faptul
ca PEGilarea a avut ca efect sciderea energiei luminii absorbtiei, fenomen
atribuit agregarii. La excitare cu maximul lungimii de unda al luminii
absorbite, solutiile au emis lumina albastra, atribuitd fenomenului de emisie
indusa de agregare.

Capacitatea de agregare a compusilor a fost confirmata prin studii de difuzie a
luminii 1n regim dinamic. Mai mult, aceastd metodd a demonstrat dependenta
stabilitatii agregatelor in functie de natura legaturii chimice dintre fenotiazina
si poli(etilenglicol).

Studiul morfologic a fost extins pentru vizualizarea formei si gradului de
ordonare al agregatelor prin microscopie electronica de baleiaj, microscopie
opticd in lumind polarizata, microscopie de fortd atomicd si microscopie
confocal conica.

Activitatea biologica a derivatilor N-PEGilati sintetizati a fost studiatd prin

investigarea citotoxicitatii atat in vitro cat si in vivo, cu scopul de a determina
activitatea anticanceroasd a acestora si de a intelege un mecanism posibil de
actiune.

Studiile preliminare de biocompatibilitate au indicat faptul cé la o concentratie
de 100 uM, compusii sunt citotoxici pentru celulele canceroase HeLa dar nu
si pe celule normale NHDF.

Un studiu extins de determinare a activitatii anticanceroase pe cinci linii
canceroase umane, a indicat faptul cd derivatul cu unitate de legatura ester
(PPO) a avut activitatea cea mai bund, el demonstrand un indice de selectivitate
bun pe linia celulara MCF7 specifica cancerului mamar (SI = 2) si concentratii
medii inhibitorii bune pentru linia celulara HepG2 specifica cancerului hepatic
(161,3 uM) si pentru linia celulara MCF7 specifica cancerului mamar (131,7
uM).

Testele de citotoxicitate efectuate pe linia celulara CT26 specificd cancerului
de colon la soareci au indicat o concentratie medie inhibitorie foarte mica atat
pentru compusul cu unitate de legdtura ester, PPO, (24,2 pM) cét si pentru cel
cu legatura eter, PP, (47,9 uM), valorile obtinute fiind comparabile cu cele ale
medicamentelor antitumorale 5-fluorouracil si doxorubicina.

Testele de biocompatibilitate pe soareci au aratat o crestere semnificativa a
dozei letale medie, de 1a 952,38 mg/kg pentru fenotiazind, pana la 1450 mg/kg
si 1300 mg/kg (in echivalenti de fenotiazind) pentru derivatii N-PEGilati,
Testele in vivo pe soareci au demonstrat faptul ¢ ambii compusi, PPO si PP,
au inhibat cresterea tumorilor, atingdnd valori ale inhibitiei de Ti = 92 % 1n
comparatie cu valoarea de 60 % raportatd pentru alti compusi pe baza de
fenotiazina cu o structurd mult mai complexa.

O testare complexd a unui posibil mecanism de inhibare al tumorilor a
evidentiat mai multe efecte ce pot avea o actiune sinergica. Astfel, toti
compusii au dovedit capacitate de inhibare a speciilor oxigen reactive,



sugerand existenta potentialului antioxidant si, deci, posibilitatea implicarii
acestuia in apoptoza celulard. Investigatii spectrometrice si teste in vitro
efectuate pentru compusii N-PEGilati, au sugerat faptul ca legarea PEG-ului
de nucleul fenotiazinic prin intermediul unei legaturi esterice favorizeaza (i)
formarea de agregate cu rol de protectie al unitatilor fenotiazinice si (ii)
clivarea enzimatica, cu eliberarea ulterioara a speciilor de acid fenotiazinic.
Speciile de acid fenotiazinic au dovedit capacitate de inhibare a
farnesiltransferazei, o enzima cu rol major in multiplicarea celulelor
canceroase, prin legarea la centrii metalici ai acesteia, Mg si Zn.

Cu scopul de a potenta atdt proprietatile biologice cat si cele optice, au fost
sintetizate doud aldehide ale fenotiazinei substituite cu poli(etilenglicol), si a
fenotiazinei substituite cu tri(etilenglicol), care au servit drept precursori
pentru sinteza a patru derivati iminici prin condensarea cu doud amine cu
grupari sulfonamidice.

Sinteza derivatilor iminici studiati a fost efectuata prin reactia de condensare
asistatd de microunde, care a favorizat conversia totala a reactantilor in
produsi, fata de reactia solvotermicd care a decurs cu o conversie de
aproximativ 42 %.

Structurile propuse pentru derivatii formilati si iminici au fost confirmate prin
spectroscopie  RMN, in spectrele obtinute fiind prezente semnalele
caracteristice protonilor specifici gruparilor formil, si respectiv imind, in
raportul corect al integralelor cu protonii din nucleul fenotiazinic si cei din
restul sulfonamidic.

Prezenta legaturilor aldehida, respectiv imind, a fost confirmatd prin
spectroscopia in infrarosu, prin aparitia in spectru a benzilor de vibratie
caracteristice, in special a benzilor de vibratie a grupdrii formil la 1680 cm™,
si respectiv a legiturii imini la 1640 cm™.

Derivatii iminici sintetizati au prezentat capacitate de auto-asamblare in etanol,
formand agregate cu diametru cuprins intre 500 nm si 2 pm.

Investigarea proprietatilor optice ale compusilor sintetizati a indicat emisie de
lumina verde cu un randament cuantic de pana la 42 % in solutie si pana la 30
% in stare solida pentru compusii iminici, si emisie de lumina galbena cu
randament cuantic de pana la 51 % in solutie si 41 % in stare solida pentru
compusii aldehidici.

Valoarea randamentului cuantic a variat in functie de polaritatea solventului,
sugerand o relatie de dependenta intre polaritatea solventului si delocalizarea
electronica a compusilor, cu posibilitatea de control a eficientei cuantice prin
stabilizarea starii excitate.

Prezenta lantului de PEG pe nucleul fenotiazinic a condus la imbunatatirea
eficientei cuantice, cel mai probabil printr-un efect de izolare al unitatii
cromofore, limitand astfel dezexcitarea nonradiativd prin formarea de
excimeri.

Studii RMN au evidentiat stabilitatea bund a iminelor in solventi organici, o
deplasare lenta a echilibrului de iminare spre reactanti in prezenta apei si o



deplasare mai rapida in prezenta acizilor. Pe de alta parte, echilibrul de reactie
a putut fi deplasat din nou cétre produsi adaugand solutii bazice, subliniind
caracterul dinamic al iminelor.

e Deplasarea echilibrului de reactie intre produsi si reactanti a fost Insotita de un
efect optic, constand in modificarea culorii luminii emise intre verde si galben,
creand astfel premisele obtinerii de senzori de pH. In stare solida, luminescenta
a fost stinsa cand filmele au fost expuse la vapori de acid.

e Testele de citotoxicitate efectuate pe fibroblasti si pe sapte linii de celule
canceroase umane si una specificd soarecilor au evidentiat o dependenta a
citotoxicitatii de structura chimica si de solubilitatea compusilor.

e Cele mai bune rezultate au fost obtinute pentru compusul iminic obtinut din
fenotiazina N-PEGilata, pe linia celulara HepG2 specifica cancerului hepatic
(ICs0 =40 puM) si linia celulara CT-26 specifica cancerului de colon la soareci
(|C50 =29 HM)

e Testele de inhibare a radicalilor liberi au sugerat posibilitatea influentei
caracterului antioxidant asupra citotoxicitatii celulare, compusii care au
prezentat un caracter antioxidant fiind si compusii cu citotoxicitate mai
ridicata.

4. A fost obtinutd o serie de hidrogeluri/xerogeluri poroase pe baza de chitosan
si aldehida fenotiazinei N-TEGilate descrisa in Capitolul I, utilizata ca agent
de reticulare, in trei rapoarte diferite ale gruparilor functionale amina/aldehida.

e Hidrogelurile si xerogelurile obtinute au fost caracterizate din punct de vedere
structural prin analiza RMN si FTIR, care au evidentiat unitatea imina formata
intre chitosan si derivatul fenotiazinic.

e  Prinanaliza spectrelor FTIR si a difractogramelor de raze X s-a confirmat auto-
asamblarea unitatilor imind in clusteri ordonati, ca proces de bazd in
producerea hidrogelarii, si producerea de legaturi de hidrogen intre unitatile de
tri(etilenglicol) si chitosan, cu rol de ranforsare a reticularii.

e Microscopia electronica de baleiaj a indicat o morfologie poroasa a
xerogelurilor, cu dimensiuni ale porilor intre 2-35 um.

e Hidrogelurile au fost solubile in solutii acide, si au fost stabile in solutii acide
de saruri de mercur, fapt atribuit capacitatii legaturilor imind si a
heterociclurilor de fenotiazina de a coordina ionii de mercur, rezultand intr-o
reticulare suplimentara.

e Hidrogelurile au prezentat un grad mare de absorbtie a ionilor de mercur, care
variazd in functie de gradul de reticulare al xerogelului si in functie de
concentratia solutiei utilizate, atingadnd un maxim de 0,9 g/g.

e Analizele efectuate pe xerogelurile incarcate cu ioni de mercur au pus in
evidenta legarea chimicad a mercurului ionic prin legaturi coordinative datorita
gruparii iminice si a sulfului din nucleul fenotiazinic.

Rezultatele originale prezentate in teza au fost publicate sub forma de articole
stiintifice In reviste internationale si nationale cotate ISI.
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