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REPERELE CONCEPTUALE ALE CERCETARII

Actualitatea si importanta temei abordate

Cercetarile de fatd sunt axate pe completarea si aprofundarea studiilor legate de acidul
dihidroxifumaric, de procesele de sintezd ale derivatilor noi cu caracteristici antioxidante, de cinetica
interactiunii acidului si a derivatilor sdi cu unii radicali liberi. O atentie deosebita le revine utilizarii
metodelor computationale pentru intelegerea datelor empirice obtinute, pentru prezicerea proprietatilor
farmaco-cinetice, toxicitatii si biodisponibilitatii substantelor cercetate, precum si pentru modelarea
computationald a interactiunilor cu proteaza principala a virusului SARS-CoV-2.

Radicalii liberi sunt specii care posedd unul sau mai multi electroni necuplati pe orbitalii
exteriori, fapt ce le confera reactivitate inalta la interactiunea cu alte molecule din necesitatea de a cupla
electronii si a forma un compus mai stabil. Organismele aerobe s-au adaptat pentru utilizarea cu succes
atat a oxigenul molecular, cat si a produselor de reducere ale acestuia si astfel radicalii liberi au un rol
esential in mai multe procese biologice normale in vivo.

Totusi, in cantitati mari, aceste specii devin periculoase. Interactiunea acestor specii cu
membranele lipidelor, acizii nucleici, proteine si enzime sau alte molecule mici conduce inevitabil la
leziuni celulare. Leziunile cauzate celulelor de catre radicalii liberi sunt considerate a fi unul dintre cei
mai importanti factori care duc la imbatranire si boli degenerative, cum ar fi cancerul, bolile
cardiovasculare, cataracta, bolile ficatului, inflamatii, insuficienta renala s.a.

Pe de alta parte, anume speciilor reactive de oxigen li se datoreaza si deteriorarea oxidativa a
alimentelor, care implica oxidarea atat in faza apoasa (de exemplu, proteine), cat si in faza lipidica (de
exemplu, lipide polinesaturate). In acest caz, mai intai are loc formarea radicalilor liberi, care este
deseori asociata cu faza apoasa.

Antioxidantii au capacitatea de a stabiliza sau dezactiva radicalii liberi, fiind prezenti in
cantitafi mult mai mici fata de substrat. Pentru organismele vii, acest proces inseamna prelungirea vietii
celulei, iar pentru alimente - garantarea calitatii adecvate si prelungirea termenului de pastrare.

inca in anii ‘80 ai secolului trecut, de citre echipa Acad. Duca, a fost observat faptul ca DFHs
participa in procesele oxidative ale vinului si restabileste formele oxidate ale polifenolilor, imbunatatind
calitatea vinurilor. Gratie caracterului sau antioxidant, DFHj a fost utilizat in cercetarile ulterioare unde
s-a demonstrat ca acest compus poseda un potential inalt de utilizare in calitate de aditiv in procesul
tehnologic de fabricare a vinurilor, in industria alimentara pentru stoparea deteriorarii oxidative a unor
alimente si prevenirea formdrii N-nitrozaminelor (substante puternic cancerigene), in procesul de
fabricare a tigdrilor. Surse importante de precursori ai N-nitrozaminelor sunt alimentele preparate din
carne, berea, cascavalurile, pestele preparat, pestele uscat si laptele praf, toate aceste produse prezentand
potentiale domenii de utilizare a DFHa.

Dezavantajele utilizarii DFH4 sunt céteva, si acestea deriva din structura acidului: acelasi
fragment enediolic care este responsabil pentru activitatea antioxidantd avansatd, poate tautomeriza in
forma cetonici care decarboxileaza foarte usor. in general, fragmentul enediolic este destul de labil, si
DFHa se distruge foarte usor in solutie, prin autocondensare sau oxidare, in special in prezenta metalelor
de tranzitie. in acest context, sinteza derivatilor DFH, prezintd un interes practic deosebit, scopul

principal fiind obtinerea compusilor stabili prin inlocuirea fragmentului carboxilic.



In ultimii ani, un accent deosebit se pune pe dezvoltarea durabild si asigurarea sanatitii
populatiei, inclusiv prin siguranta medicamentelor si a alimentelor, astfel ca obtinerea substantelor noi
cu caracter antioxidant/antiradicalic pe baza compusilor naturali este o directic de mare interes si
potential aplicativ.

Rezultatele expuse si analizate in teza de doctor au fost obtinute in cadrul laboratorului de
Chimie fizica si cuantica din Institutul de Chimie al Republicii Moldova. Teza este sustinuta in cadrul
proiectului 20.8009.5007.27 “Mecanisme fizico-chimice a proceselor redox cu transfer de electroni
implicate in sisteme vitale, tehnologice si de mediu” (2020-prezent).

Scopul lucrdrii constd in cercetarea activitdtii antiradicalice a acidului dihidroxifumaric si a
derivatilor sdi noi, prin metode empirice si computationale.

Pentru realizarea acestui scop au fost Inaintate urmatoarele sarcini:

— sinteza si caracterizarea unor derivati noi ai DFHy;

— determinarea activitatii antioxidante/antiradicalice a substantelor cercetate cu utilizarea
radicalilor DPPH" si ABTS™;

— studiul legitatilor cinetice ce descriu reactiile dintre DFH4 si derivatii acestuia cu radicalul
stabil DPPH";

— utilizarea metodelor cuanto-chimice pentru cercetarea proceselor de izomerizare si
tautomerizare a DFH4, pentru calculul descriptorilor de reactivitate globala si localda a DFH4 si a
derivatilor sdi in vacuo si solvent; pentru determinarea celui mai probabil mecanism prin care se
manifestd activitatea antioxidanta a DFHy;

— estimarea prin metode computationale a proprietatilor farmaco-cinetice, a toxicitatii si a
biodisponibilitatii derivatilor cercetati;

— utilizarea metodei de andocare moleculara pentru modelarea efectului inhibitor al compusilor
cercetati asupra proteazei principale a virusului SARS-CoV-2.

Noutatea §i originalitatea stiintificd rezida in elaborarea unor metode noi de obtinere a zece
de derivati stabili ai DFH4 (dintre care 9 compusi sunt noi) cu proprietati antiradicalice, cu potential de
utilizare in diferite ramuri ale industriei, precum industria alimentara si farmaceutica. Avand in structura
sa fragmente carboxil-, hidroxil- si olefind, DFH4 poate fi utilizat pentru a crea macrocicli porfirinici
sau pirimidinici. Totusi, in pofida progreselor evidente in aceasta directie, chimia acidului
dihidroxifumaric, ramane a fi un domeniu slab studiat in multe aspecte. Printre lucrdrile ce tin de
modificarea DFH4 exista date limitate cu privire la sinteza derivatilor aminici, inclusiv a celor cu un
sinteza organica: selectarea combinatiilor adecvate de substituenti va permite adaptarea polaritatii in
limite largi, a capacitatii de solvatare, a proprietatilor catalitice §i, prin urmare, poate influenta
profunzimea si selectivitatea reactiei. Din punct de vedere practic, nucleul benzimidazolic, care a fost
unul din fragmentele alese pentru obtinerea derivatilor, s-a bucurat de un interes stiintific considerabil
odata ce s-a constatat ca benzimidazolul inhiba cresterea drojdiilor si anumitor bacterii, iar unii derivatii
benzimidazolici poseda diferite efecte farmacologice (antihistaminic, antiulcer, antihipertensiv) si sunt
pe larg utilizati in tratamentul clinic. Derivatul anilinei pe baza de DFH, ar putea si el prezenta interes,
tinand cont de faptul ca un compus similar, acetaminofenul (comercializat sub marcile Panadol, Tylenol,
paracetamol) este cel mai popular medicament pentru reducerea febrei si a durerilor.



Cinetica reactiilor dintre derivatii obtinuti si radicalul DPPH" a fost studiaté utilizind metoda
stop-flow care a permis monitorizarea spectrofotometrica a reactantilor dupa prima jumatate de secunda
de reactie. Accesul la timpuri atdt de mici de reactie permite determinarea vitezei de reactie,
stoichiometriei si ordinelor de reactie pentru etapa initiald a reactiei, inaccesibila pana acum.

Cercetarile cuanto-chimice au permis identificarea, pentru prima data a celor trei izomeri ai
DFHa, precum si abundenta acestora in diferite medii. S-au determinat orbitalii responsabili pentru
manifestarea activitatii antiradicalice. Pentru prima datid au fost utilizate metodele cuanto-chimice
pentru determinarea indicilor de reactivitate globald si locald a DFH4 si a derivatilor obtinuti. Au fost
utilizate metode computationale de prezicere a proprietitilor farmaco-cinetice, de toxicitate si
biodisponibilitate pentru substantele cercetate, iar la final a fost demonstratd o bund similitudine cu
medicamente ale compusilor cercetati. in premiera a fost utilizatd metoda andocarii moleculare pentru
relevarea interactiunilor dintre substantele cercetate si proteaza principald a virusului SARS-CoV-2, cu
scopul de a determina potentialul de inhibitie a acestui virus de catre compusii vizati in studiu.

Ipoteza de cercetare sc bazeaza pe faptul ca pot fi obtinuti derivati ai acidului
dihidroxifumaric prin metode de sinteza care ar permite stabilizarea structurii chimice fatd de procesele
oxidare, autocondensare, decarboxilare, cu o pastrare concomitenta a activitatii antiradicalice.

A doua ipoteza consta in faptul ca derivatii obtinuti vor demonstra caracteristici similare
medicamentelor in ceea ce priveste biodisponibilitatea, absorbtia, distributia, metabolism celular,
excretie §i toxicitate, datoritd utilizarii in sinteza chimica a fragmentelor cunoscute pentru utilitatea lor
clinica in designul medicamentelor.

Semnificatia teoretici. Rezultatele cercetérii contribuie la fundamentarea cunostintelor in
domeniul cineticii chimice a reactiilor dintre compusii antioxidanti si radicalii DPPH" si ABTS™.
Rezultatele au confirmat posibilitatea obtinerii derivatilor cu caracteristici antiradicalice pe baza DFHa,
largind astfel baza compusilor cu potential aplicativ in ramurile industriei ce au impact direct asupra
sanatatii omului. Rezultatele cercetdrilor computationale demonstreaza potentialul de aplicare al
metodelor teoretice si predictive 1in etapele de design al noilor derivati cu caracter
antioxidant/antiradicalic.

Valoarea aplicativa. Au fost obtinuti de catre autor zece derivati pe baza de DFHa, dintre
care noud compusi sunt noi, iar patru compusi poseda activitate antioxidanta/antiradicalica pronuntata
fata de radicalii DPPH" si ABTS"" demonstrata experimental si argumentata teoretic, avand proprietati
similare medicamentelor, prezise computational, inclusiv proprietiti farmaco-cinetice si de toxicitate,
precum si o buna biodisponibilitate. Toti compusii cercetati au ardtat energii de legare cu proteaza
principala a virusului SARS-CoV-2 similare sau mai bune decat acidul ascorbic, subliniind potentialul
semnificativ de a inhiba acest virus.

Implementarea rezultatelor stiintifice. Cercetarea a servit drept bazd pentru dezvoltarea
directiei de cercetare a reactiilor dintre substantele cu caracter antioxidant/antiradicalic si radicalii
DPPH" si ABTS™" in cadrul Laboratorului de Chimie Fizica si Cuantica. Rezultatele obtinute pot fi
interesante pentru firmele farmaceutice si pentru producatorii aditivilor alimentari. Metodele cuanto-
chimice utilizate in premiera in cadrul Laboratorului de Chimie Fizica si Cuantica vor contribui la
fundamentarea cunostintelor studentilor/masteranzilor/doctoranzilor cu privire la metodele teoretice
disponibile pentru cercetarea si prognozarea reactivitatii substantelor chimice de interes. A fost
elaborata prelegerea Cinetica chimica a sistemelor ecologice pentru studentii an. III a Facultatii de
Chimie si Tehnologie Chimicd a USM, unde au fost utilizate rezultatele obtinute in lucrarea de fata.



Aprobarea rezultatelor. Rezultatele obtinute la tema tezei sunt reflectate in 18 lucrari stiintifice:
6 articole in reviste internationale cotate ISI si Scopus (dintre care doua fara coautori); 2 articole in
reviste internationale recunoscute si 1 articol in revistd nationald de categoria B, precum si 9 rezumate
la diferite manifestari stiintifice nationale si internationale.

Sinteza metodologiei de cercetare si justificarea metodelor de cercetare alese. La elaborarea
tezei de doctor, metodologia de cercetare s-a bazat pe principiile chimiei organice, in ceea ce priveste
sinteza derivatilor, precum si pe principiile fundamentale ale chimiei fizice, pentru studiul vitezelor de
reactie, a constantelor de viteza, stoichiometriei si ordinelor de reactie. Luand in consideratie viteza
fulgeratoare a reactiilor dintre radicalii liberi si substantele antioxidante, aparatul stop-flow a permis
urmdrirea spectrofotometrica a reactiei dupa prima jumitate de secunda. in cadrul cercetarii au fost de
asemenea utilizate metode analitice, de analiza calitativa si cantitativa; metode generale de cercetare
stiintifica (logica, analiza, sinteza, planificarea experimentului chimic); metode computationale pentru
cercetarile cuanto-chimice (orbitali de frontierd, reactivitate globala si locala, potential electrostatic,

etc.), metode moderne de modelare a proprietatilor farmacocinetice si metoda andocarii moleculare.

1. ACIDUL DIHIDROXIFUMARIC: TRANSFORMARI CHIMICE,
PARTICULARITATI, IMPORTANTA iN ORGANISMELE VII SI PROCESE
TEHNOLOGICE

Ultimele decenii se caracterizeaza printr-un interes sporit fatd de cercetdrile ce se referd la
descoperirea posibilitatilor de prevenire a bolilor, in special in ceea ce priveste rolul radicalilor liberi [1].
O cantitate marita de radicali liberi copleseste capacitatea organismului de a-i regla, si ca rezultat apare
afectiunea cunoscutd sub numele de stres oxidativ [2], corelata cu o incidenta marita a bolilor
degenerative, cum ar fi cancerul, bolile cardiovasculare, cataracta, bolile ficatului, inflamatii,
insuficienta renala s.a. [3]. O alta directie semnificativ influentatd de formarea radicalilor liberi, la fel de
importanta si strans legatd de sandtatea omului, este industria alimentard, cele mai susceptibile produse
fiind carnea, mezelurile, uleiurile vegetal, lactatele si produsele de panificatie [4].

In acest context, trebuie subliniati importanta cercetirilor referitor la obtinerea derivatilor cu
caracteristici antioxidante/antiradicalice pe bazd de DFHs, largind astfel baza compusilor cu potential
aplicativ in ramurile industriei ce au impact direct asupra sanatatii omului si a calitatii vietii.

Acidul dihidroxifumaric, numit acidul (£)-2,3—dihidroxibut-2—enedioic conform IUPAC [5],
este un trans-dihidroxiacid dicarboxilic, care se obtine din acid tartric prin dehidrogenare lenta sau
procese de oxidare. In solutie, DFH; existd in doua forme tautomerice aflate in echilibru dinamic, iar
concentratia formelor tautomerice depinde de pH-ul solutiei [6,7].

in sisteme naturale, in mod similar cu alti hidroxiacizi, precum acizii malic, lactic, glicolic,
citric, tartric, DFH4 are un rol important in natura vie, fiind un cunoscut intermediar in ciclurile acizilor
di- si tricarboxilici [6]. Acidul poseda unele similitudini structurale cu acidul ascorbic si, prin urmare, in
oxidarea biologica acesta poate juca un rol similar cu cel al ascorbatului, si anume de transportor
intermediar al hidrogenului de la substraturi la oxigen [7] .

Cercetarile privind originea vietii pe Pamant efectuate in cardul chimiei prebiotice din ultimii
decenii, sustin ideea asa-numitului ,,scenariului glioxalic” postulat de Eschenmoser [8], conform caruia

glioxalul si dimerul acestuia, DFH4, sunt priviti ca molecule centrale de la care a pornit sinteza
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moleculelor biogene in ,,bulionul primordial” din care a apdrut viata. Astfel, interesul fata de acidul
dihidroxifumaric a sporit semnificativ in ultimii ani, in incercarea cercetitorilor de a examina mai
detaliat aceastd ipotezd prin confirmarea unor secvente mecanistice presupuse teoretic, cum ar fi de
exemplu reactiile in solutii apoase dintre dihidroxifumarat si cateva aldehide cu lant scurt, unde s-a
aratat cd produsele de reactie (dihidroxiacetona, tetruloza si doud pentuloze) s-au format cu o conversie
cantitativd practic completd, ceea ce confirma faptul ca reactiile dintre DFH4 si aldehide ar putea
constitui o cale de formare a carbohidratilor [9].

In sinteza organicd, pe langa aplicatii la sinteza de molecule mici, autorii [10] atestd
posibilitatea implementarii DFH4 in sinteza totald. De exemplu, scheletul dimerului liniar al DFH4 se
regaseste in produse naturale complexe, cum ar fi acizii zaragozici (squalestatine). Acestia sunt
inhibitori puternici ai squalen sintetazei, enzima care catalizeaza prima etapa in mecanismul de
biosintezd a colesterolului, inhibd cresterea limfomului transformat cu virusul Rauscher si a
carcinomului pulmonar Lewis in vivo [11].

Pe langa importanta DFH4 in metabolismul organismelor vii si sinteza organica, interesul din
perspectiva chimiei prebiotice, trebuie mentionata si importanta acestui acid in industria alimentara [12],
in special in oenologie, contribuind semnificativ la formarea calitatii vinurilor [13].

Sub actiunea DFH4 are loc micsorarea continutului agentilor de nitrozare, ceea ce duce la
reducerea continutului N-nitrozaminelor, substante puternic cancerigene, ce se pot forma in prezenta
aminelor 1n timpul fermentarii diferitelor alimente si tutunului de tigari, precum si prin reactia in vivo a
nitritilor (utilizati in calitate de conservanti in alimente) cu amine, in conditiile acide din tractul gastro-
intestinal [14].

2. MATERIALE, ECHIPAMENT, METODE SI SINTEZA ORGANICA

In Capitolul 2 este expusi metodologia de cercetare pentru realizarea scopului si obiectivelor
propuse, dupa cum urmeazd: descrierea echipamentului si a reactivilor, a metodelor de determinare a
activitatii antioxidante cu utilizarea radicalilor DPPH" si ABTS""; prezentarea tehnicilor de sinteza
utilizate pentru obtinerea celor zece derivati ai DFH4, descrierea softului computational utilizat pentru
efectuarea calculelor cuanto-chimice.

Metoda cu radicalul DPPH" este recunoscutd pe larg si poate fi cu succes aplicatd pentru a
determina activitatea antioxidanta a multor compusi de interes, deoarece reactiile de transfer de
hidrogen sunt monitorizate prin inregistrarea schimbdrii benzii de absorbtie vizibile DPPH" (Amax = 520
nm in 70% metanol la pH 4,0), care reflecta transformarea radicalului DPPH' in hidrazina
corespunzatoare (DPPH-H) de catre compusul antioxidant. Astfel, la interactiunea radicalului DPPH" cu
un antioxidant, se produce o decolorare a solutiei de la violet la galben.

Activitatea de scindare a radicalului ABTS™" a compusilor studiati a fost determinatd
utilizdnd procedura clasica cu unele modificari. Pentru a determina capacitatea scindare a radicalului
ABTS'" a compusilor studiati in raport cu standardul Trolox, a fost trasatid curba de etalonare al acestuia,
permitand determinarea capacitatii antioxidante in echivalenti Trolox (TEAC).

Metoda stopped-flow (sau stop-flow) este o tehnica importanta utilizatd in studiul reactiilor

rapide in solutie, care au loc cu formare de produsi in timpuri foarte scurte, de la 0,005 secunde pana la



1 minut. Sistemul de detectie se amplaseazad intr-un punct fix aproape de camera de amestec pentru a
avea posibilitatea de a urmari reactia in timp real dupa oprirea bruscd a seringilor de propulsare a
reagentilor (Figura 2.1). Intr-un timp foarte scurt, celula spectroscopica este umplutd gratic miscarii
unui piston, conectat de un comutator care declanseaza dispozitivul de masurare a absorbtiei si fluxul
este oprit brusc [15].

Aparatul utilizat In aceastd
lucrare este marca KinTek Corp. (SUA),
modelul SF E-100, cu timpul de detectie
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de 0.1 s. In cadrul experimentelor, seringa Seringi

[ oeeoer e——] k— 3K

Celula de
observare

I continea solutie de DPPH" iar seringa II

continea solutie de compus cercetat de

Clama de
declansare

Stop seninga B

Fig. 2.1. Reprezentarea grafici a principiului de

diferite concentratii. Disparitia radicalului
a fost urmarita prin inregistrarea absorbtiei
la 520 nm, la temperatura camerei. Cel
putin trei determinari independente au fost
efectuate pentru fiecare din concentratiile lucru al aparatului stopped-flow
studiate ale compusilor cercetati, ludndu-se in calcule ulterioare media matematica a lor.

Studiile teoretice au fost efectuate cu ajutorul programului ORCA [16], care este un soft de
determinare a structurii electronice de uz general. Statistica disponibild a citarilor indica faptul ca
ORCA a devenit unul dintre cele mai utilizate programe din comunitatea chimicd computationala.
Avantajele fata de alte programe similare constau in faptul ca acest soft este gratuit pentru cercetatorii
universitari, include o gama largd de metode teoretice implementate, este robust, eficient si ofera
posibilitate de a studia, pe langa altele, si metalele de tranzitie si proprietatile spectroscopice [16].
Posibilitatea de a studia influenta solventului utilizdind modelul universal de solvatare SMD (Solvation

Model based on Density) implementat in soft.

3. STUDIUL EXPERIMENTAL AL ACTIVITATII ANTIOXIDANTE A DFH; SI A
DERIVATILOR SAI CU RADICALII DPPH' SI ABTS™

Capitolul 3 descrie obtinerea si caracterizarea derivatilor sintetizati din DFH4, determinarea
activitafii antioxidante a DFH4 si a derivatilor sai prin utilizarea radicalilor DPPH" si ABTS""; precum si
studiul legitatilor cinetice ce descriu reactiile dintre acidul dihidroxifumaric si derivatii acestuia cu
radicalul DPPH": viteze de reactii, constante de viteza, stoichiometria reactiilor, ordine de reactie. Ca
substantd de referinta a fost studiat acidul ascorbic. Derivatii obtinuti sunt prezentati in Tabelul 3.1.

Avand in structura sa fragmente carboxil-, hidroxil- si olefind, DFH4 poate fi utilizat pentru a
crea macrocicluri porfirinici sau pirimidinici [17,18]. Totusi, in pofida progreselor evidente in aceasta

directie, chimia acidului dihidroxifumaric 1, ramane a fi un domeniu slab studiat in multe aspecte.



Tabelul 3.1. Structurile compusilor sintetizati din DFH4
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il)-2,3-dihidroxiacrilic
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2-il)etene-1,2-diol

Printre lucrarile ce tin de modificarea acidului 1 existd date limitate cu privire la sinteza

derivatilor aminici, inclusiv a celor cu un fragment heterociclic [7,19].



Crearea a noi compusi pe baza de acid dihidroxifumaric, cautarea a noi sintoni pentru sinteza
dirijata si studiul relatiei "structura-proprietate" este o sarcind actuald, de mare interes practic, cdrei i
este dedicatd o parte din acest capitol.

in cadrul lucririi este descrisa o esterificare noud a DFH, cu metanol sub actiunea clorurii de
trimetilsilan, cu obtinerea esterului dimetilic 2. Incilzirea esterului 2 in solutia de anilina timp de dou
ore duce la formarea unui singur produs, a derivatului 5. Un rezultat interesant in reactia de amidare a
esterului 2 a fost obtinut la inlocuirea anilinei cu analogul ei ce contine azot - 2-aminopiridina. In urma
reactiei, a fost separat compusul 6. In cazul in care amidarea are loc la temperatura camerei cu utilizarea
esterului 2 si a monoetanolaminei, produsul de reactie este bis-amidoalcoolul 7. in cadrul lucrarii, a fost
cercetatd influenta naturii omologilor monoetanolaminei asupra vitezei de reactie si a proprietatilor
fizico-chimice ale amidelor acidului DFHs. A fost sintetizat si caracterizat spectral omologul 8, precum
si derivatii 9, 10 si 11. Monobenzimidazolul a fost sintetizat prin condensarea catalizatd de acid
clorhidric a o-fenilenediaminei cu acidul 1 in baia de ulei la 135 °C in atmosferd de N,. Aceeasi
procedura poate fi utilizatd pentru prepararea bis-benzimidazolului prin refluxarea a doi moli de
diamina cu un mol de acid 1 in acid clorhidric de 4 N [20].

Urmatoarea etapa de cercetare a constat In determinarea activitdtii antioxidante a compusilor
sintetizati in etapa precedentd, precum si a acizilor ascorbic si dihidroxifumaric, utilizind doua metode
foarte raspandite in cercetarile de acest fel: metoda cu radical cationul ABTS™" si radicalul DPPH".

Curbele cinetice de consum a DPPH" la interactiunea cu substantele studiate demonstreaza
existenta a trei tipuri de comportamente cinetice: rapid, mixt (etapa rapida este urmata de o etapa mai
lentd, ce poate fi vizual observatd) si comportament cinetic lent. Legitatea cinetica este determinata atat
de structura moleculara a compusului studiat, cat si de stabilitatea radicalului de antioxidant format in
urma reactiei cu DPPH".

Trebuie subliniat faptul ca

100 @
forma curbei cinetice nu indica X
direct asupra activitdtii antioxidante E 40 ; © DFH4l
. . = (o) Co
a compusului. Activitatea = o EDM 2
L. e 2 0 o0
antioxidanta/antiradicalica este s 60 =
] ) ) — o O o MBDI2
definita ca fiind cantitatea de ‘g &
.. < g
antioxidant ~ necesard  pentru E 40 BED 13
diminuarea concentratiei initiale de & . 5
{ { ) e 2 o o} O Anilida5s
DPPH* cu 50%, numita & -
. ) . =) o Fumaramida 6
concentratia eficientd la  50%
0 °
(ECso). Pentru simplitate, deseori se 0 0.5 1 15
utilizeaza valoarea 1/ECso, numita Raportul molar

putere antiradicalica (PAR). Astfel,
Fig. 3.1. Metoda graficid de determinare a constantelor

stoichiometrice pentru reactia dintre DPPH" si derivatii
antioxidantul este mai eficient. cercetati

cu cat PAR este mai mare, cu atat



Pentru a determina activitatea antiradicalicd a compusilor studiati, au fost testate o serie de
rapoarte molare, exprimate ca moli de antioxidant per mol de DPPH", in diapazonul de la 0,1 pana la 10
(Figura 3.1.). Pentru fiecare raport molar, concentratia remanentd de DPPH' la echilibru a fost
determinata si reprezentatd grafic, permitand determinarea ulterioara din grafic a raportului molar care
reduce jumatate din concentratia initiala de DPPH" (ECso).

O serie de compusi sintetizati au demonstrat activitate foarte redusa in testul DPPHe, scindand
mai putin de 10% de radical la o concentratie initiala a reagentului de pana la 5 ori mai mare decét a
radicalului DPPH", in decurs de o ora. Aceasta se datoreaza probabil atat alterarii structurii electronice
initiale a fragmentului enediolic, respectiv a indicilor de reactivitate globald si locala, datoritd atasarii
anumitor fragmente structurale, cat si structurii geometrice ramificate a compusilor. Derivatii cu
activitate antioxidantd nesemnificativd in acest test sunt fumaramidele 7, 8, 9, 10, 11. Rezultatele

obtinute sunt prezentate in Tabelul 3.2.

Tabelul 3.2. Clasificarea compusilor testati in dependent: de legitatea cinetica in reactia
cu DPPH’, cu valorile respective ale PAR, ECso si ale constantei stoichiometrice

o, numarul de moli Timpul de reactie

Compusul ECso PAR dg ;)1P§113i Z(;ITSU pind la echilibru
Legitate AAs 0.25 4 2 < 10-15 sec
cineticd rapida
Legitate DFH4 1 0.25 4 2 <2 min
cinetica mixtd Acidul MBD 12 0.25 4 2 < 10 min
(rapida+lentd)  Diolul BBD 13 0.5 2 1 <10 min
EMD 2 0.5 2 1 =~ 20-30 min
Legitate Anilida 5 0.7 1.4 0.7 ~45-60 min
cineticd lenta Fumaramida 6 2 0.5 0.25 = 45-60 min
MEAD 7 25 0.04 0.02 -
Activitate MPAD 8 10 0.1 0.05 -
antioxidanta Fumaramida 9 16.6 0.06 0.03 -
neglijabild ~ Fymaramida 10 83 0.12 0.06 -
Fumaramida 11 55.5 0.018 0.009 -

Legitatile cinetice care descriu reactiile dintre compusii cercetati si radicalul DPPH" au fost
studiate utilizind metoda spectrofotometrica clasicd si metoda stop-flow, in dependentd de timpul de
reactie, in fiecare caz in parte.

Pentru DFH4 a fost posibila determinarea constantelor stoichiometrice pentru cele doua etape
mecanistice. Figura 3.2 prezintd curba de micsorare a concentratieci DPPH" la reducerea acestuia cu
DFH,, atunci cand initial se iau concentratiile [DFHa]o = [DPPHJo/c. Datele obtinute au permis
determinarea constantelor stoichiometrice pentru etapa rapida si cea lentd, obtinandu-se valorile Grapia~1

§i Glent~1.



Acest fapt sugereaza cd in etapa
rapidd tot acidul dihidroxifumaric s fl
reactioneaza in raport de 1:1 cu DPPH’,
dupd care radicalul format de DFH4 se

transforma intr-un intermediar activ care

Absorbanta DPPH’

interactioneazd cu radicalul rdmas de
DPPH' in raport de 1:1, insa mult mai
lent. Trebuie mentionat faptul cd desi T ‘

> imp, s

pentru DFH, 1, constanta stoichiometricd Fig. 3.2. Micsorarea concentratiei de DPPH’ la

6 corespunde cu numarul grupdrilor OH, reducerea acestuia cu DFH,, atunci cind initial
. [DFH4]o = ((DPPH’]0/6), unde 6 =2

cercetarile  RMN nu au confirmat
mecanismul propus anterior [20], dat de schema de mai jos (Figura 3.3), deoarece in urma reactiei

rapide molecula este scindata intr-un sir de substante ce urmeaza a fi determinate in studiile viitoare.

HOOC-C—OH  *DPPH’ HOOC-C-0 —- Hooc-C=0 —- HOOC-C=0 +DPPH’ HOOC-C=0
HO*‘(‘}COOH -DPPH-H HO-C-COOH O'*S*COOH HO-C'-COOH -DPPH-H O=C-COOH

Fig. 3.3. Mecanismul ipotetic al reactiei dintre DFH, si DPPH care nu a fost confirmat prin
cercetiri RMN

in cazul esterului 2, a acidului MBD 12 si a diolului BBD 13, reactia cirora cu DPPH" de
asemenea prezintd doud etape ce pot fi vizual deosebite pe grafic, valoarea constantei stoichiometrice ¢
pentru etapa rapida este mai mica decat 1, ceea ce sugereazd o mai mare complexitate a mecanismelor
de reactie.

Determinarea ordinelor de reactie fata de reactanti si a constantelor de viteza

in reactia antioxidantilor cu radicalul DPPH', viteza (v) reactiei complete dintre ¢ moli de
DPPH' si un mol de antioxidant (AH), in functie de timp, poate fi definitd conform ecuatiei:

_ =4 Corru
oxdt

v =k x[DPPH]y* x[AH]y”

(ER))

unde k este constanta de viteza a reactiei; [DPPHo si [AH]o sunt concentratiile initiale a
radicalului si, respectiv, a antioxidantului; ¢ este constanta stoichiometrica totala a reactiei; x si y sunt
ordinele de reactie fatda de DPPH' si AH, respectiv.

In cazul antioxidantilor ce prezinti un mecanism secvential, etapele pot fi delimitate:

_ =4 Cppru
oxdt

v

= ki x[DPPH-]y™ *x[AH]o"" +J;x[DPPH 1,2 x[AH]y”2
(3.2)

unde ki este constanta de viteza a reactiei rapide; ka este constanta de viteza a reactiei mai lente;
[DPPH']o si [AH]o sunt concentratiile initiale a radicalului sau antioxidantului, respectiv; ¢ este
constanta stoichiometrica totald a reactiei; x;, y; §i x2, y2 sunt ordinele de reactie fatdi de DPPH" si AH,
respectiv pentru etapele rapida si lentd. Trebuie mentionat faptul ca stoichiometria, molecularitatea

si ordinul de reactie coincid in mod necesar numai in reactii elementare, adica, acele reactii care au loc
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intr-o singurd etapa, deoarece ecuatia reactiei pentru reactii elementare coincide cu procesul la nivel
molecular. in cazul mecanismelor de reactie mai complexe, indicii mentionati pot si de regula au valori
diferite.

Luand in consideratie complexitatea mecanismului de reactie In cazul compusilor ce prezintd
cineticd mixtd, In cadrul cercetarilor de fatd, pentru acesti compusi a fost investigatd doar etapa rapida a
reactiei, care corespunde transferului primului atom de hidrogen de la antioxidant catre radical.

Pentru determinarea ordinelor partiale de reactie a fost utilizatd metoda vitezelor initiale. Astfel,
pentru determinarea ordinului de reactie pentru DPPH", a fost calculatd viteza initiald pentru cateva
concentratii initiale ale DPPH’", mentinand constantd concentratia antioxidantului. Desi aplicarea acestei
metode este limitata in cazul reactiilor rapide, in cadrul studiilor de fata a fost posibila datorita utilizarii
metodei stop-flow, care a permis inregistrarea absorbtiei solutiei de DPPH" din primele secunde ale
reactiei.

Ecuatia (3.2) in forma logaritmica permite reprezentarea grafica a dependentei log(v) in functie
de log([DPPH")o), iar ordinul partial de reactie x poate fi determinat din panta dreptei. in mod analogic
poate fi determinat ordinul partial de reactie y pentru antioxidant, mentinand constantd concentratia
initiala de DPPH", si variind concentratia initiala de antioxidant. Din ecuatia dreptei, poate fi calculatd
valoarea constantei observate de viteza, care este produsul dintre constanta reald si concentratia
substantei mentinutd neschimbatd. O altd metodd de determinare a ordinului de reactie fata de
antioxidant devine posibila prin utilizarea ecuatiei (3.2) cu conditia initiala [AH]o = [DPPH]Jo/c, iar prin

conversia logaritmica ulterioara se ajunge la forma:
log(v) = log(k—y) + (x+y)xlog([DPPH"],) (3.3)
o

Astfel, y poate fi determinat din panta dreptei, deoarece x a fost determinat anterior.

Conform celor mentionate mai sus, pentru DFH4, ecuatiile dreptelor din Figura 3.4 permit
determinarea ordinelor de reactie partiale si a constantei de viteza. Astfel, conform rezultatelor obtinute,
ordinul de reactie fatd de DPPH" este x = 1, si ordinul de reactie fatd de DFH,4 1 este y = 0.5. Luand in
consideratie [DFHsJo = 2:10° M si log(kons) = -0.5181, se gaseste valoarea constantei de vitezd k =
15.2-10° mol-L-'-s.

logC(DPPH) logC(DPPH)
4 =3
58 53 4.8 43 38 -4.8 -4.6 44 -4.2 -4 . s—3.8

y=1.0043x - 0.5181 ..4.5 ﬁ y= 1;5jx+1.9822 - U.%—
3 B i ’.‘ o R2=10.9929 ..'_._,.“_4 =

. ..... o =

=55 - 5

o’
-6 =55

Fig. 3.4. Determinarea ordinului de reactie x fati de DPPH' (a), si a ordinului total de reactie x+y
(b) in reactia radicalului DPPH" cu DFH;4 1, unde [DFH4]o = 2-10° M (a) si
[DFH4]o = [DPPH’|o/c (b), la timpul de reactie t=0.3 s

14



in concluzie, se poate spune ci reactia dintre DPPH" si acidul 1 este o reactie de ordinul 1,5
descrisa de relatia v= 15.2-10° x [DPPH -y x[DFH, 4]00‘5 unde [DPPH]o si [DFH4]o sunt concentratiile

initiale ale reactantilor respectivi.

in mod analogic au fost efectuate calcule cinetice pentru ceilalti compusi de interes. Pentru
antioxidantii care prezinta legitate cinetica lenta, a fost studiata in cadrul acestei cercetari doar anilida 5,
deoarece derivatii MEAD 7, MPAD 8, precum si fumaramidele 9, 10, 11 au demonstrat activitate
antioxidanta foarte scdzutd, practic nesemnificativa.

in scopuri comparative a fost studiata reactia dintre DPPH" si acidul ascorbic, care este pe larg
utilizat ca substanta de referinta in studii similare.

Rezultatele sumarizate ale calculelor cinetice sunt prezentate in Tabelul 3.3.

Tabelul 3.3. Ordinele de reactie partiale si constantele de viteza ale compusilor studiati

. Ordinul de Constanta
. Ordinul de . Constanta o .
Legitate . reactie . stoichiometrica
. Compusul reactie fata de de reactie, .
cinetica . fata de (nr. de moli de
antioxidant mol-L'-s! o
DPPH' DPPH" scindati)
rapida AAs 0.5 1 45.6:10° 2
DFH4 1 0.5 1 15.2:10° 2
mixtd
5 MBD 12 1 1 29.3-10° 2
(rapida+
. BBD 13 1 1 16.7-10° 1
lentd)
EMD 2 1 1 3.7-10° 1
lenta Anilida 5 1 1 26.5 0.7

Conform rezultatelor obtinute, doar in cazul a trei compusi, un mol de antioxidant scindeaza
doi moli de radical DPPH" (acidul ascorbic, acidul dihidroxifumaric 1 si acidul MBD 12). Un mol de
ester dimetilic 2 si diol BBD 13 scindeaza cate un singur mol de radical, iar anilida 5 - 0.7 moli de
DPPH'. Reactiile antioxidantilor cu radicalul DPPH" decurg cu viteze diferite, si dupa mecanisme
diferite, fiind reactii de ordinul 1.5 doar pentru acidul ascorbic si dihidroxifumaric, si de ordinul 2
pentru ceilalti antioxidanti. Cea mai mare constantd de vitezd este caracteristica acidului ascorbic
(45.6:10%), dupa care urmeazi MBD 12 (29.3-10%), DFH4 si BBD 13 (15,2:103 si respectiv 16.7-10°),
fiind urmati de esterul EMD 2 (3.7-10%) si anilida 5 (26.5).

Activitatea de captare a radicalilor ABTS™ a compusilor studiati a fost determinatd prin
procedura clasica cu unele modificari. Curba de etalonare a fost trasatd fatd de standardul Trolox
(concentratiile au variat Intre 0-15 mM si au fost diluate in etanol 95%), absorbanta a fost masurata la
734 nm exact la 1 min si 6 min dupi amestecare. In Figura 3.5 este reprezentati sciderea absorbantei
solutiei de ABTS"" in prezenta antioxidantilor de aceeasi concentratie (25 pM) [21,22]. Din datele
obtinute (Figura 3.6), putem constata cé la concentratia maxima testatd, 25 uM, eficienta antioxidantilor
scade in girul: DFH4 1 > EMD 2 = anilida 5 > acidul MBD 12 > diolul BBD 13 > fumaramida 9 >
MPAD 8 = MEAD 7 > fumaramida 11 = fumaramida 6 ~ fumaramida 10.

15



=—@—DFH4 1
=—@—EMD 2
e==@=== Anilida 5

Bis-anilida 6

|4l

=—@— MEAD 7

—@®— MPAD 8
=—@— Fumaramida 9
=@ Fumaramida 10
emfp===Fumaramida 11
@@= MBD 12
e=—@—BBD 13

Absorbanta la 734 nm

—
6

Timp, min
Fig. 3.5. Descresterea absorbantei solutiilor de ABTS™* in functie de natura
reducitorilor, pentru [Red]o= 25 pM

Rezultatele demonstreazd cd cea mai mare activitate antioxidantd o posedd acidul
dihidroxifumaric 1, fiind urmat de catre esterul sau dimetilic 2 si anilida 5, care poseda activitate
antioxidantd echivalenta. Derivatii mono- 12 si bis- 13 benzimidazolici ai acidului DHF4 urmeaza in
acest sir, situdndu-se inaintea amidelor 7, 8 si 9. Cea mai mica activitate antioxidanta in acest test o

poseda compusii 6, 10 si 11.

0,6
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Fig. 3.6. Dependenta AAT de natura si concentratia reducatorilor

in general, rezultatele obtinute in testele cu DPPH" si ABTS™ au o corelatic bund, in sensul ci
au fost identificati compusii cu cea mai puternica activitate antiradicalica: 1, 2, 5, 12 si 13. Totusi,
existd si cateva diferente, cum ar fi de exemplu, faptul ca derivatul 6 are activitate nesemnificativa in
testul cu ABTS™" iar derivatii 7, 8 si 9, poseda dimpotriva, o activitate semnificativ mai mare decat in
testul cu DPPH". Acest lucru demonstreaza inca o data specificitatea metodelor utilizate si necesitatea

utilizarii metodelor cat mai diverse pentru obtinerea rezultatelor exhaustive.
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4. STUDII COMPUTATIONALE ALE DFH4 SI A DERIVATILOR SAI

in capitolele anterioare a fost descrisd sinteza unui sir de derivati prin modificarea acidului
dihidroxifumaric si a esterului sdu dimetilic, in cdutarea de noi sintoni pentru sinteza tintitd, cat si
pentru a studia relatia ,,structura-proprietate”. Activitatea antioxidanta/antiradicala a compusilor a fost
cercetatd utilizdnd testele cu radicalul DPPH" si cationul radical ABTS™™ si s-a constatat ca unele
substante sintetizate au prezentat o activitate antioxidantd/antiradicalda scazutd, desi structura
fragmentului ene—diolic a fost pastrata [7,21,22].

Metodele computationale ce permit modelarea moleculara prezintd o aplicabilitate extinsd in
domeniul sistemelor chimice, fizice, biologice, intrucdt acestea sunt capabile sa prezicd nu numai
proprietatile substantelor in procesul de reactie, dar sunt foarte utile si pentru studiul transportorilor de
medicamente, precum si in interactiunile dintre aceste substante si molecule biologice [23].

In pofida interesului de care se bucurd recent DFH, si a potentialului sdu de utilitate practica in
diverse domenii, pana in prezent nu au existat investigatii teoretice publicate cu privire la izomeria
conformationala a DFHa4. Gratie structurii sale, in cazul DFH4, sunt posibile diferite conformatii pentru
cele doua forme tautomerice, datorita rotatiilor intramoleculare de-a lungul legaturilor simple C—C si
datorita posibilei orientari sin— si anti— periplanare a hidroxil hidrogenului fatd de ceto-oxigen.

Structurile geometrice ale tuturor tautomerilor-rotamerilor posibili ai DFHs si starile de
tranzitie (TS) corespunzatoare au fost optimizate fara constrangeri de simetrie la nivelul teoriei B3LYP,
separat. Toate calculele au fost efectuate folosind pachetul de chimie cuantici ORCA.

Frecventele vibrationale armonice calculate au aratat existenta a 22 de structuri enediolice si 23
de structuri cetonice ale DFH,4 in punctele stationare in faza gazoasa. Izomerii enediolici au fost notati
prin E1-E22 iar formele cetonice prin K1-K23.

Energia electronica (E), entalpia (H) si energia Gibbs (G) ale fiecarui conformer au fost
calculate la 298.15 K in vacuo si in apd. Rezultatele aratd ca formele enediolice ale DFH4 sunt mai
stabile decat formele cetonice. Structura enediolului E1 a DFH4 este cea mai stabild forma si aceasta
stabilitate poate fi atribuita prezentei efectului legéaturii de hidrogen intramoleculare, prezentd in
structura E1 mai mult decat in altele, precum si stabilizarii interactiunilor orbitalilor datoritd orientarii
anti-periplanare a hidroxil hidrogenului fata de ceto-oxigen. In apa, cel mai stabil izomer este E2.

Rezultatele calculelor utilizand ecuatia Boltzmann arata ca in faza gazoasa, 99.78% din DFH,4
sunt reprezentate de trei structuri enediolice (Figura 4.1), dupa urmatoarea distributie: izomerul cel mai
stabil E1 reprezinta 87.4%, urmat de izomerul E2 cu o abundenta relativa de 10.98%, apoi izomerul E3
cu un indice de abundenti relativa de 1.4%. in apa, distributia izomerilor este diferita, si anume: E1 -
31.%; E2 - 38.4% si E3 - 27%, cu un total de 97.2%.

Atat in vacuo, cét si 1n apa, structurile enediolice ale DFHa sunt preponderent complet plane, cu
exceptia structurilor E20 si E22, care suferd de repulsie atom-atom. Aceastd planaritate a structurilor
enediolului este probabil o consecintd a interactiunilor intramoleculare dintre gruparile ~OH enolice si
C=0 sau —OH ale gruparilor carboxilice care conduc la delocalizarea electronilor in molecula.

in continuare s-au cercetat procesele de izomerizare si tautomerizare ceto-enolic a celor mai
stabile trei structuri enediolice.

Mai intai, au fost identificate toate structurile de tranzitie caracteristice pentru interconversiile

ceto-ceto si enediol-enediol. Interconversiile dintre formele de enediol si dintre formele cetonice au loc
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atat prin transferul de proton, cét si prin rotatie internd (rotatie C—C si O—H. in transformarile enediol-
enediol, energiile de activare ale transferului de proton sunt in intervalul 135-160 kJ-mol™! iar pentru
calea de rotatie sunt in intervalul 5-75 kJ-mol!. Pentru interconversiile dintre formele cetonice,
energiile de activare sunt in intervalul 139-153 kJ-mol™! pentru calea de transfer al protonului si de

0.15-52 kJ-mol™! pentru rotatia interna.
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Fig. 4.1. Structurile geometrice optimizate ale celor mai stabile

trei structuri enediolice, in vacuo

in cazul izomerilor enediolici si cetonici care poarta cel putin o grupare carboxilica cu hidrogen
orientat sin- periplanar, exista o serie de transformari care au loc pe ambele cai, transfer de protoni si
rotatie internd, iar aceste interconversii pot fi considerate ca fiind reactii competitive. Cu toate acestea,
energiile de activare pentru procesele de transfer de H sunt semnificativ mai mari decat pentru calea de
rotatie internd. Astfel, pe baza ecuatiei constantei de viteza Arrhenius, dacd se considera aceeasi valoare
a lui 4 pentru ambele cii, valorile obtinute pentru rapoartele ky/k: (k, si kr sunt constantele de viteza ale
transferului de protoni si, respectiv, ale céilor de rotatie) sunt aproape de zero la 298.15 K.

Prin urmare, putem concluziona ca interconversiile mentionate mai sus au loc in faza gazoasa
prin cdile de rotatie internd, iar procesele de transfer de proton nu pot avea loc simultan.

Conform agteptirilor, rotatia internd C—C are frecventa minima (aproximativ —40 cm™... =100
cm), fiind aproape o vibratie rotationald purd. Frecventa imaginard a reactiei de transfer de proton este
in jur de —1900 cm™!, o frecventa de vibratie de intindere. in cazul rotatici O—H, valorile frecventei
imaginare sunt intre rotatia purd si vibratiile pure de intindere, de obicei in intervalul —200 cm™ ...-600
cm!, putin mai mari in cazul rotatiilor carboxilice O—H. Acest lucru se datoreazd probabil faptului ca
existd o multime de legaturi/interactiuni de hidrogen si locuri de delocalizare a electronilor in izomerii
DFHa, iar rotatia unui atom de hidrogen poate rupe o legatura de hidrogen si poate incepe formarea unei
alte legaturi de hidrogen. Prin urmare, rotatia O-H are loc in tandem cu o vibratie de iIntindere, ca
rezultat avand o frecventd mai mare decat cea pentru vibratia de rotatie C—C. Rezultatele calculelor
pentru mediul apos arata ca frecventele imaginare pentru rotatiile O-H si C-C sunt mai mici in apa decat
in gaz, in timp ce pentru reactiile de transfer H, frecventele imaginare sunt mai mari in apa decat in gaz,
atdt pentru interconversiile enediol-endiol, cat si pentru ceto-ceto izomerizare. De asemenea, energiile
de activare (E,) ale reactiilor de transfer de hidrogen sunt mai mari in apa, decat in vid, probabil datorita
stabilizarii structurilor prin legaturi suplimentare de hidrogen cu moleculele de apa din mediul de

solvent implicit.
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Tautomerizarea ceto-enolica a fost cercetatd pentru cele mai stabile trei structuri enediolice ale
DFHjs care reprezinta 99.78% in faza gazoasa si 97.3% in mediu apos. Structurile de tranzitie optimizate
in faza gazoasa sunt prezentate In Figura 4.2.

Barierele energetice ale procesului de tautomerizare ceto-enolicd au fost calculate folosind
diferentele de energie dintre structurile minime locale si stérile de tranzitie. Singura cale prin care poate
avea loc tautomerismul ceto-enolic este transferul de proton. Conform asteptarilor, barierele pentru
conversiile enediol — cetona le depasesc pe cele pentru tranzitii inverse cetona — enediol, in gaz si in

apd, cu aproximativ 50 kJ-mol-'.

E1— K5 E2 = K7 E2 = K14 E3 = K13
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Fig. 4.2. Structurile geometrice optimizate ale stirilor de tranzitie in tautomeria ceto-

enolica a celor mai stabili trei izomeri ai DFH4, in vid.

Energiile de activare pentru tautomeria ceto-enolica sunt de pana la 20 de ori mai mari decat
cele pentru interconversiile formelor enediol-enediol sau cetoni-cetona, ceea ce poate fi explicat printr-
0 mai mare complexitate a mecanismului tautomeriei ceto-enolice, care implica un numar mai mare de
atomi, precum si o rearanjare geometrici a moleculei. De mentionat aici ci E, si AG* (energia liberi de
activare Gibbs) sunt mai mici cu 50-80 kJ-mol! in apa, decat in gaz, ceea ce indica faptul ca apa
participa in procesul de transfer de H, usurandu-l. Structurile ST arata ca oxigenul carboxilic care
formeaza legatura de hidrogen in structura enediolului este implicat in mecanismul transferului de
protoni (Figura 4.2).

Constantele de viteza au fost calculate dupa teoria canonica a ST, utilizdnd ecuatia Eyring:

o=t g-aotr (.1,

unde AG* este energia liberd de activare Gibbs , kp este constanta lui Boltzmann, si h este
constanta lui Planck. Astfel, constanta de viteza a reactiei directe (ki) a fost calculata utilizdnd valoarea
AG*; = Grs - Greactants 1ar constanta de vitezad a reactiei inverse (kz) a fost calculatd utilizind valoarea
AG*> = Grs - Gprodus.
Constanta de echilibru K, a fost calculatd dupa ecuatia:
K., = exp (—AG/RT) (4.2),

eq
Unde AG = G%gdu‘ﬂ - G;ggcmnﬁ si parametrii termodinamici individuali sunt G953 = Hpgg —
TSZ‘)S > H298 = Eel + Evib + Erot + Etrans +ZPE + kBT Sl 5298 = Sel + Svib + Srot + Strans . Toate

calculele au fost efectuate la 298.15K si 1.0 atm.
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Tabelul 4.1 rezuma datele cinetice si termodinamice pentru stérile de tranzitie ale reactiilor de
izomerizare si tautomerizare ale celor mai stabile trei forme enediolice, in fazi gazoasa si in apa. in faza
gazoasd, El este specia cea mai stabild, iar reactiile de izomerizare E1 < E2 si E2 < E3 sunt
caracterizate prin constante de echilibru de 0.13. In apa, izomerul cel mai stabil este E2, iar reactiile de
izomerizare E1 < E2 si E2 <> E3 sunt caracterizate prin constante de echilibru de 1.21 si, respectiv,
0.61.

Tabelul 4.1. Datele cinetice si termodinamice pentru starile de tranzitie in procesele de
izomerizare si tautomerizare a celor mai stabile trei structuri enediolice, in vid si in apa. Energiile

sunt prezentate in kJ mol! iar constantele de viteza in s

Izomerie Tautomerie ceto-enolica
El »E2  E2oE3 El K5 E2 & K7 B2 & K14 E3 o K13
In , In - In . In " In L In o
vacuo Apa vacuo Apa vacuo Apa vacuo Apa vacuo Apa vacuo Apa
AE | 518 -059 524 -001| 6067 3561 57.66 3997 6528 3584 61.54 39.78
AH | 526 -053 527 058 | 5955 4044 5650 4257 6370 3538 5977 42.12
AG | 507 -048 498 124 | 5484 3907 5130 3742 5829 3564 5299 3652
246 141 1029+ 273 061 561 521 393
Keg [ 013 121 013 o6l | Z0q  Lalt 10ar 28 0ol S0l s 3
AGY | 47.50 39.90 47.01 40.19 | 275.13 26120 27236 26072 28943 27023 287.50 2627'2
AGY | 4243 4038 42.03 38.96 | 22029 22213 22099 22329 231.14 23459 23451 238'7
L 296+ 629 361 5598( 391 L0L- L19- 123- 122 266 266 8.9
Dot 105 104 104 | 10 10% 105 10% 10% 1055 10%% 10
2290 518 2600 910-| 159- 7185- 119 449 199 470 511 226
> 1108 100 10 10° | 1020 102 10% 107 102 10®  10® 102

Rezultatele arata ca prezenta solventului (apa) influenteaza atat parametrii termodinamici, cat
si cinetici. In solutie apoasd, AE, AH, AG, AG¥ ; AG% scad cu aproximativ 2-7 kJ-mol™ in reactiile de
izomerizare si cu aproximativ 10-30 kJ-mol™ in reactiile de tautomerism. in faza gazoasa, constantele
de echilibru ale transformdrilor ceto-enol E1 «» K5, E2 < K7, E2 < K14 si E3 < K13 sunt egale cu
2.46-107'°,10.29-10'°, 0.61-1019si 5.21-10°'°, respectiv. in apa, aceste valori sunt de 1.41-107, 2.73-10-
7, 5.61:107, 3.93-107, respectiv, ceea ce demonstreaza o crestere semnificativa a vitezelor reactiilor
directe.

Teoria DFT ofera instrumente extraordinare ce permit de a explica calitativ si de a prezice
cantitativ reactivitatea chimica globala si locala a moleculelor. Pentru DFHy si toti derivatii acestuia au
fost calculati descriptorii globali, care masoara susceptibilitatea totald a unui sistem la diferite tipuri de
reactii, de exemplu, atacuri electrofile sau nucleofile, si atribuie o singura valoare intregii molecule. Au
fost calculati primul potential de ionizare /; afinitatea fatd de electroni, A; potentialul chimic (u);
electronegativitatea (y); electrorigiditatea globala (i) si electrofilicitatea ().

Pentru a valida utilizarea energiilor orbitalilor moleculari Kohn-Sham de frontierda pentru a
calcula descriptorii de reactivitate calculati conform teoriei DFT conceptuale (,,teorema lui Koopman in

cadrul DFT” [24]), descriptorii globali au fost calculati folosind ambele tehnici, potentialele de ionizare
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1 si afinitatile electronice 4 (in eV), precum si energiile HOMO si LUMO, in fazd gazoasa si in solvent
(apa si metanol), folosind modelul de solvatare SMD. Rezultatele sugereazd ca Procedura KID este
valabila si poate fi utilizatd in studii ulterioare ale compusilor inruditi in solvent (apd, metanol).
Calculele demonstreaza ca acidul DFH4 1 posedd cele mai mari valori ale electrofilicitatii si
electronegativitatii, in toate mediile cercetate. Electrofilicitatea scade in sirul acidul 1 > esterul 2 =
anilida 5 > fumaramida 6 > MBD 12 > BBD 13 > fumaramida 9 = fumaramida 10 > MEAD 7 >
fumaramida 11 > MPAD 8. Electronegativitatea scade in sirul acidul 1 > esterul 2 = anilida 5 >
fumaramida 6 > fumaramida 9 ~ fumaramida 10 ~ MBD 12 > MEAD 7 > MPAD 8 ~ fumaramida 11 =
BBD 13.

Pe langa descriptorii de reactivitate globala, DFT permite calcularea descriptorilor locali, care
atribuie o valoare fiecarui punct din spatiu, oferind o perspectivd asupra reactivitdtii moleculei in
punctul » din spatiu, fiind astfel indicatori de regioselectivitate.

Pentru DFH4 si toti derivatii acestuia au fost calculate functiile Fukui, descriptorul dual,
functiile Parr, descriptorul diferentei de reactivitate locala, potentialul electrostatic. Analiza rezultatelor
a aratat ca cele mai reactive situsuri sunt atomii de oxigen hidroxilici si atomii de carbon din legatura
dubld a fragmentului enediolic, care s-au dovedit a fi in aproape in toate cazurile situsuri cu
comportament ambifil (in apa si metanol). Compusii cercetati pentru care atomii de oxigen hidroxilici
sunt situsurile cele mai reactive au aratat cea mai puternica activitate antiradicalica in experimentele
efectuate, iar compusii pentru care atomii de carbon sunt situsurile cele mai reactive, nu au demonstrat

activitate antiradicalica in testul cu DPPH-, cu exceptia compusului BBD 13.
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(Figura 4.3).

Rezultatele demonstreaza ca pentru formele anionice ale DFHa, situsurile atomice ambifile

hidrogenul din pozitia syn- disociat (dreapta)

08 51 010 se afla pe nivelele HOMO si LUMO (Figura 4.3), iar energia orbitalilor sugereaza ca cea mai

activa specie in transferul de electroni va fi anionul avand hidrogenul din pozitia anti- disociat, cu
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energia orbitalilor HOMO de -2.16 eV, fatd de -6.50 eV pentru acidul nedisociat si -9.12 eV pentru
celalalt anion. Pentru calculele efectuate in metanol s-a utilizat geometria izomerului E3, care este cel
mai abundent izomer in acest solvent. Se observa ca anionul izomerului E3 are energetica orbitalilor
HOMO mai joasa decat izomerul protonat, -5.67 eV fatd de -6.32 eV, respectiv, sugerand ca anionul
poate dona mai usor electroni.

in cadrul lucririi au fost calculatd energia orbitalilor moleculari de frontierai HOMO si LUMO,

precum si unii orbitali responsabili pentru nucleofilicitatea si electrofilicitatea situsurilor O8 si O10

pentru toti derivatii cercetati, in apd si metanol.

@

Fig. 4.4. Geometria optimizati a DPPH" (a), orbitalii moleculari f-LUMO +3 responsabili pentru
acceptul electronului de la antioxidant (b) si harta potentialului molecular electrostatic (c)

Figura 4.4 prezinta orbitalii moleculari f-LUMO +3 ai DPPH" responsabili pentru acceptul
electronului de la antioxidant, cu energia de -3.65 eV (stanga) si harta potentialului molecular
electrostatic (dreapta). Radicalul DPPH" este un radical stabil din cauzd ca electronul liber este
delocalizat deasupra moleculei, si astfel este evitatd formarea dimerului. Din Figura 4.4 se observa ca
situsul N9, desi se afla intr-o regiune neutrd, nu este usor accesibil, fiind ecranat de inelele fenilice si
inelul picril, astfel ca derivatii cu structuri geometrice voluminoase vor intampina greutati in procesul
de apropiere pentru a reactiona.

Cercetarea a continuat cu calculul valorilor BDE, IP, PDE, PA si ETE intr-un efort de a elucida
cel mai probabil mecanism prin care DFH4 isi manifesta activitatea antioxidanta fata de radicali liberi.
Cu acest scop, au fost utilizate valorile entalpiilor calculate la 298.15 K la nivelul de teorie B3LYP/6—
311+G(d,p), si au fost studiate prin metode computationale cele trei mecanisme de actiune prin care
antioxidantii si pot manifesta rolul protector, si anume: mecanismul de transfer al atomului de hidrogen
(HAT), mecanismul de transfer al unui electron, urmat de transferul de protoni (SET-PT) si mecanismul
de transfer initial al protonului, urmat de transferul electronului (SPLET) [25].

Analiza datelor obtinute releva faptul ca in vacuo mecanismul transferului direct de hidrogen
(HAT) este cel mai probabil, valoarea BDE a izomerului E1 (347.13 kJ mol!") fiind mult mai mica decat
valorile obtinute pentru primele etape ale mecanismelor SET-PT (IP = 864.81 kJ mol™') si SPLET (PA =
1357.21 kJ mol). In solvent, situatia este diferitd. Mecanismul HAT, desi este caracterizat de valori
mai mici ale energiei necesare decat in vacuo, este totusi putin probabil, deoarece valorile PA in solutie
sunt de 80 - 100 kJ mol™, in timp ce valorile pentru IP sunt in jur de 500 kJ mol’'. Astfel, cel mai
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probabil mecanism prin care se manifestd activitatea antioxidanta in solutie este mecanismul SPLET, iar
cea mai activa specie este izomerul E1 (PA = 81.41 kJ mol™"), urmat indeaproape de izomerul E2 (PA =
84.75 kJ mol™"). Trebuie mentionat aici ¢a datoritd faptului ca izomerul E2 are doud grupéri carboxilice
orientate diferit (una syn- si una anti-), hidrogenii gruparilor hidroxilice nu sunt echivalenti. Astfel, in
urma interactiunii cu radicalul DPPH" izomerul E2 poate ceda unul din cei doi hidrogeni de la gruparile
hidroxil, iar calculele arata ca anume structura prezentata in Figura 4.17(5) va fi cea mai probabila, cu
PA = 84.75 kJ mol, fatd de structura din Figura 4.17(6), cu PA = 96.39 kJ mol"'. Astfel, cel mai usor
este cedat radicalului anume hidrogenul din gruparea OH legatd de carbonul adiacent gruparii
carboxilice cu orientare syn-.

in continuare au fost estimate proprietitile de absorbtie, distributie, metabolism, excretie si
toxicitate a compusilor cercetati, utilizand serverele SwissADME [26] si pkCSM [27] care oferd modele
computerizate ce permit evaluarea proprietatilor farmacocinetice fara a recurge la studii experimentale
costisitoare si de duratd, determinand astfel probabilitatea ca derivatii cercetati sa devina potentiali
candidati pentru dezvoltarea medicamentelor.

S-a constatat ca majoritatea structurilor cercetate indeplinesc regula de cinci a lui Lipinski, si
satisfac filtrele Ghose, Veber si Egan, atingand un scor bun de biodisponibilitate, de 0.56, identic
acidului ascorbic. Conform rezultatelor, se poate observa ca majoritatea compusilor sunt foarte solubili
in apa si au o penetrabilitate buna a pielii. Toti compusii, inclusiv acidul ascorbic, au valori mici de
permeabilitate pentru Caco-2 (valori log Papp < 0,90 cm/s), absorbtie intestinala buna (in afard de
DFH4), nu traverseaza bariera sanguina a creierului, sau sistemul nervos central.

Au fost de asemenea evaluate izoformele citocromului uman P450 (CYP), care participa in
metabolismul medicamentelor din interiorul ficatului. Toti compusii cercetati sunt non-
inhibitori/substraturi ale izoenzimelor, in afard de compusul BBD 13, care este posibil inhibitor al
catorva izoenzime. De asemenea, majoritatea derivatilor nu au fost gasiti ca inhibitor/substrat al P-gp.

Rezultatele au ardtat ca toti compusii au o valoare pozitiva a clearance-ului total si pot fi pur si
simplu excretati din organism. Toxicitatea AMES, hepatotoxicitatea, inhibarea canalului de potasiu
hERG si parametrii de sensibilizare a pielii au fost prezise pentru a afla profilul de toxicitate al
derivatilor. Rezultatele obtinute releva ca doar BBD 13 poseda toxicitate AMES, 1n rest toti compusii
cercetati nu poseda toxicitate AMES, hepatotoxicitate, nu inhiba canalul de potasiu hERG si nu
sensibilizeaza pielea.

Pentru a obtine informatii suplimentare despre biodisponibilitatea si asemanarea cu
medicamentele ale substantelor cercetate, au fost estimate rezultatele radarului de biodisponibilitate
(Figura 4.5), care au demonstrat proprietati semnificativ asemanatoare medicamentelor.

Zona colorata a radarului reprezintd suprafata fizico-chimicd potrivita pentru
biodisponibilitatea orald. Notatiile pe figuri se descifreaza dupa cum urmeaza: LIPO (lipofilicitate): -0.7
< XLOGP3 < +5.0; SIZE (dimensiune): 150g/mol < greutate moleculara < 500g/mol; POLAR
(polaritate): 20A2 < TPSA < 130A2; INSOLU (insolubilitate): -6 < log S (ESOL) < 0; INSATU
(nesaturatie): 0.25 < fractiunea de atomi de C in hibridizarea sp3 < 1; FLEX (flexibilitate): 0 < nr. de

legaturi ce pot fi rotite < 9.
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Fig. 4.5. Radarele de biodisponibilitate pentru substantele cercetate: (a) acidul DFHy 1, (b) esterul
EDM 2, (c) anilida 5, (d) fumaramida 6, (¢) MEAD 7, (f) MPAD 8, (g) fumaramida 9, (h)
fumaramida 10, (i) fumaramida 11, (j) MBD 12, (k) BBD 13, (1) acidul ascorbic

Se observa din Figura 4.5 ca majoritatea substantelor se inscriu in totalitate in zona colorata a

radarului, iar cele care nu se inscriu, o depasesc de reguld intr-un singur criteriu, demonstrand

proprietati semnificativ asemanatoare medicamentelor.

Luand in consideratie materialul expus anterior, in special rezultate legate de utilitatea DFH4

si a derivatilor lui pentru aplicatii in vinificatie, industria alimentara, de producere a tutunului, precum

si rezultatele pozitive ale modelarii ADMET, in etapa urmatoare a fost efectuata simularea prin metoda

molecular docking a interactiunii dintre compusii mentionati si proteaza principald Mpro a virusului

SARS-CoV-2.

24



In cadrul cercetarii de fata a fost utilizat programul CB-Dock2, elaborat in cadrul Academiei de
Stiinte Chineze [28]. Procedeul utilizat de acest program consta in identificarea automata a locurilor de
legare, calculul centrului si dimensiunii, personalizarea dimensiunii casetei de andocare in functie de
liganzii cercetati si apoi realizarea andocérii moleculare cu ajutorul softului AutoDock Vina [29].

Una dintre cele mai interesante tinte ale virusului SARS-CoV-2 este proteaza principald a
acestuia (MP), care este esentiald in ciclul de viatd a virusului, inclusiv in replicarea si asamblarea
acestuia [30]. Astfel, inhibarea sau dezactivarea acestei proteaze va duce la moartea virusului.

In cercetarea de fa@ a fost utilizatd Tabelul 4.2. Rezultatele andocarii

structura cristalind a MP™ cu codul PDB: 6LU7 [31], moleculare a compusilor cercetati la
iar aceastd structurd cristalografica este codificata in proteaza principali a virusului
genomul viral In combinatie cu inhibitorul N3. SARS-COV-2

Pe baza valorilor energiei de legare

(Tabelul 4.2), s-a constatat ca DFH4 1 are aceeasi Compusul Afinitatea de legare,

) o ) cercetat kJ-mol!
afinitate de legare ca si acidul ascorbic (-22.18 DFH4 1 2218
kJ'mol'). Cea mai micd afinitate de legare la Esterul 2 -20.92
- g 1 Anilida 5 -26.36

proteaza virala o are esterul EDM 2 (-20.92 kJmol™) Fumaramida 6 2929
iar cea mai mare afinitate - acidul BBD 13 (-30.12 MEAD 7 222.59
kJ-mol™"), urmat de fumaramida 6 (-29.29 kJ-mol™"). MPAD 8 -23.01
Conform rezultatelor simularii mputational Fumaramida 9 -28.03
onto czuitatelor - stmu computationa’e, Fumaramida 10 -25.10
conformatiile cu cele mai mari afinitati de legare Fumaramida 11 27.61
pentru toti compusii cercetati se plaseaza in acelasi MBD 12 -28.03
b | teazei MP© \ inhibitorul N3 BBD 13 -30.12
uzunar al proteazei ca si inhibitoru Acidul ascorbic 2218

(Figura 4.6).
Pentru toti compusii cercetati au fost reprezentate structurile tridimensionale si bidimensionale
ale acestor interactiuni, au fost identificate numarul si tipurile legaturilor formate. Figura 4.7. prezinta

interactiunile dintre compusul BBD 13, care a prezentat cea mai inalta valoare a afinitatii de legare.

Fig. 4.6. Pozitia celei mai bune conformatii pentru toti compusii studiati in buzunarul de

legare al MP™ al SARS-CoV-2 (ligandul co-cristalizat N3 este prezentat cu galben)
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Astfel, se observa prezenta a unei singure legaturi de hidrogen conventionale, cu aminoacidul
GLNI189, a unei legaturi de hidrogen n-donor cu aminoacidul CYS145, a unei legaturi de hidrogen n-
sulf cu META49, si trei legaturi m-alchil, cu aminoacizii LEU27 si MET165.
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Fig. 4.7. Reprezentarea interactiunii cu cel mai mare scor de andocare intre compusul
cercetat si proteaza principala a virusului SARS-CoV-2
(imagine 3D - pe stinga si 2D - pe dreapta), pentru BBD 13

Cercetarile computationale au aratat ca atat acidul dihidroxifumaric cat si toti derivatii
sintetizati se leaga in acelasi buzunar de proteine si interactioneaza cu diada catalitica Cys-His, formand
legaturi de diferite tipuri cu multi dintre aminoacizii hidrofobi (LEU27, PHE140, GLY 143, MET165,
PRO168) si cu majoritatea aminoacizilor polari (THR26, ASN142, HIS163, GLN189) care stabilizeaza

complexul proteina-ligand.

CONCLUZII GENERALE

Concluziile generale, formulate in baza rezultatelor obtinute, se bazeazd in totalitate pe
contributia proprie a autorului si demonstreazd realizarea obiectivului si sarcinilor, expuse in
Introducere.

1. Au fost obtinuti zece derivati stabili ai acidului dihidroxifumaric, care au fost caracterizati
prin analiza elementald si urmitoarele metode spectroscopice: UV/Vis, FT-IR, RMN 'H si 3C
(capitolul 2, pp. 48-50 si capitolul 3, pp. 51-60, [28,94,103,105]).

2.in premiera pentru Republica Moldova au fost aplicate metodele computationale pentru
calculul indicilor de reactivitate globald a moleculelor studiate, pentru demonstrarea validitatii
procedurii KID in apa si metanol, pentru calculul comparativ al indicilor de reactivitate locala a
moleculelor studiate pe baza functiilor Fukui, descriptorului dual, functiilor Parr si indicelui local al
diferentei de reactivitate in vid, in apa si metanol (capitolul 4, pp. 92-115, [124]).

3. Pentru DFHy si derivatii obtinuti a fost cercetatd activitatea antiradicalica cu DPPH" si s-au
determinat constantele stoichiometrice, timpul de reactie pana la echilibru, valorile PAR si ECso precum

si ordinele de reactie fatd de reactanti si constantele de viteza, fapt care a permis descrierea legitatilor
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vitezei de reactie pentru interactiunea dintre DPPH" cu DFHy si derivatii acestuia (capitolul 3, pp. 60-75,
[88,99,100,102,103]).

4. In testul cu ABTS™ au fost identificati patru derivati din sirul substantelor sintetizate, care
au demonstrat o buna activitate antiradicalica si prezinta interes pentru cercetari ulterioare: esterul EDM
2, anilida S, acidul MBD 12 si diolul BBD 13 (capitolul 3, pp. 75-79, [104,105]).

5. Pentru prima datd au fost identificati prin metode de calcul, 45 de izomeri ai acidului
dihidroxifumaric, inclusiv 23 de forme cetonice si 22 enediolice, s-a aratat existenta a trei cei mai stabili
izomeri enediolici, a fost determinatd abundenta relativa a lor in gaz, apa si metanol. De asemenea, a
fost studiat procesul de izomerizare si tautomerizare a celor mai stabili trei izomeri ai DFHq4, s-au
determinat parametrii cinetici si termodinamici, a fost calculata energia orbitalilor responsabili pentru
nucleofilicitatea si electrofilicitatea atomilor de oxigen hidroxilici din fragmentul enediolic pentru
derivatii cercetati, in apa si metanol (capitolul 4, pp. 80-92 si 115-122, [109,110,111]).

6. A fost efectuata in premiera analiza predictiva prin metode de calcul a proprietatilor de
absorbtie, distributie, metabolism, excretie si toxicitate a derivatilor cercetati, care au demonstrat
proprietati similare medicamentului. Au fost construite radarele de biodisponibilitate a substantelor
cercetate, demonstrand proprietati semnificativ aseméanatoare medicamentelor (capitolul 4, pp. 123-127,
[137]).

7. Pentru prima data, utilizind metoda andocarii moleculare, a fost demonstrat potentialul
semnificativ de inhibitie a proteazei principale a virusului SARS-CoV-2 de catre toti compusii supusi
studiului (capitolul 4, pp. 127-135).

RECOMANDARI

1. Se recomanda laboratoarelor de sinteza aplicarea metodelor computationale de andocare
moleculara, determinare a profilului ADMET si a biodisponibilitatii, in procesul de design si obtinere a
noilor derivati cu proprietati dirijate (de ex. cu caracter antioxidant, antiradicalic, antifungic,
antimicrobian).

2.Se recomanda industriilor alimentard, viti-vinicola si farmaceutica utilizarea acidului
dihidroxifumaric si a derivatilor sai pentru formularea produselor si mentinerea calitatii acestora.

3.Se recomanda institutiilor de sanatate publicd folosirea modelelor cu participarea
antioxidantilor studiati in lucrare pentru diminuarea impactului virusului SARS-CoV-2 asupra sanatatii
omului.

4.Se recomanda complementarea cursurilor de licenta/masterat/doctorat cu privire la
cercetarea reactivitatii substantelor chimice de interes prin metode cuanto-chimice cu utilizarea

functiilor Fukui si Parr, a descriptorului dual, precum si a indicelui local al diferentei de reactivitate.
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ADNOTARE
Bolocan Natalia ,,Cercetarea proprietitilor antiradicalice ale acidului dihidroxifumaric si
a unor derivati ai sdi cu aplicarea metodelor cinetice si computationale”,
teza de doctor in stiinte chimice, mun. Chisinau, Republica Moldova, 2022

Structura tezei: Teza consta din introducere, patru capitole, concluzii generale si recomandari, 155
referinte bibliografice, 127 pagini cu text de baza, 77 figuri, 28 tabele. Rezultatele obtinute sunt
publicate in 18 lucrari stiintifice, dintre care 9 articole.
Cuvinte-cheie: acid dihidroxifumaric, antioxidant, sinteza organica, derivati noi, activitate
antiradicalica, DPPH radical, ABTS"" cation radical, stop-flow, calcule computationale, reactivitate
globald/locala, orbitali HOMO/LUMO, modelare ADMET, andocare moleculara.
Scopul tezei: constd in cercetarea prin metode cinetice si cuanto-chimice a activitatii antiradicalice a
acidului dihidroxifumaric si a zece derivati ai sai, obtinuti in cadrul acestei lucrari.
Obiectivele cercetarii: obtinerea si caracterizarea derivatilor noi ai DFH4; determinarea activitatii
antioxidante/antiradicalice prin utilizarea radicalilor DPPH" si ABTS™"; studiul legitatilor cinetice ce
descriu reactiile dintre DFH4 si derivatii acestuia cu radicalul DPPH", cercetari cuanto-chimice a
izomerizarii si tautomerizarii DFHy in diferite medii; calculul descriptorilor de reactivitate globala si
locald a DFHy si derivatilor sdi; estimarea prin metode computationale a proprietatilor farmaco-cinetice
si de toxicitate a derivatilor cercetati, modelarea efectului inhibitor asupra virusului SARS-CoV-2
utilizand metoda andocarii moleculare.
Noutatea si originalitatea stiintifici: consta in obtinerea a zece derivati ai DFH4 (dintre care 9 sunt
derivati noi) cu propritetati antiradicalice, cu potential de utilizare in diferite ramuri ale industriei,
precum industria alimentara, viti-vinicola si farmaceuticd. Cercetarile cuanto-chimice au permis
identificarea, pentru prima data a celor trei izomeri ai DFHj4 si abundenta lor in diferite medii. Au fost
utilizate metode computationale de prezicere a proprietatilor farmaco-cinetice, de toxicitate si
biodisponibilitate pentru substantele cercetate, a fost demonstrat computational efectul inhibitor al
compusilor cercetati asupra virusului SARS-CoV-2.
Rezultatele obtinute care contribuie la solutionarea unei probleme stiintifice importante: constau
in sinteza a zece derivati ai DFH4 cu propritetati antioxidante/antiradicalice, si stabilirea experimentald a
legitatilor cinetice de interactiune a acestor compusi cu radicalul DPPH’, precum si studiul cuanto-
chimic a structurii electronice si proprietitilor acestor compusi. in plan practic, aceste rezultate se
inscriu in directia de obtinere a derivatilor cu proprietati antioxidante/antiradicalice din produsele
secundare vinicole, cu potential de utilizare in industria alimentara, viti-vinicola si farmaceutica.
Semnificatia teoreticii: Rezultatele cercetarii contribuie la fundamentarea cunostintelor in domeniul
cineticii chimice a reactiilor dintre antioxidanti si radicalii DPPH" si ABTS™". S-a confirmat posibilitatea
obtinerii derivatilor cu caracteristici antioxidante pe bazd de DFH,, largind astfel baza compusilor cu
potential aplicativ in diferite industrii. Cercetarile computationale demonstreaza potentialul de aplicare
al metodelor teoretice si predictive in etapele de design si obtinere a noilor derivati cu proprietati dirijate.
Valoarea aplicativa: in ultimii ani, un accent deosebit se pune pe dezvoltarea durabila si asigurarea
sanatatii populatiei, inclusiv prin siguranta medicamentelor si a alimentelor, astfel ca obtinerea
substantelor noi cu caracter antioxidant/antiradicalic pe baza compusilor naturali este o directie de mare
interes si potential aplicativ. in cadrul cercetirii au fost obtinuti noud derivati noi pe baza de DFHa,
dintre care patru compusi poseda activitate antioxidantd/antiradicalicd pronuntatd fatd de radicalii
DPPH" si ABTS"* demonstratd experimental, si proprietati similare medicamentelor (inclusiv farmaco-
cinetice, de biodisponibilitate si toxicitate) prezise prin metode computationale. Toti compusii cercetati
au demonstrat o buna afinitate de legare cu proteaza principald a virusului SARS-CoV-2, subliniind
posibilitatea de utilizare a lor pentru combaterea acestui virus.
Implementarea rezultatelor stiintifice: Lucrarea a servit drept baza pentru dezvoltarea directiei de
cercetare a reactiilor dintre substante cu caracter antioxidant/antiradicalic cu DPPH" si ABTS™ in
cadrul Laboratorului de Chimie Fizica si Cuantica. Rezultatele obtinute pot fi interesante pentru firmele
farmaceutice, pentru producdtorii aditivilor alimentari. Metodele computationale moderne utilizate in
premiera in cadrul Laboratorului de Chimie Fizica si Cuanticad vor contribui la fundamentarea
cunostintelor studentilor/masteranzilor/doctoranzilor cu privire la modelele teoretice disponibile pentru
cercetarea si prognozarea reactivitatii substantelor chimice de interes.
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ANNOTATION
Bolocan Natalia “Research of the antiradical properties of dihydroxyfumaric acid and some of its
derivatives with the application of kinetic and computational methods”,
doctoral thesis in chemical sciences, mun. Chisinau, Republic of Moldova, 2022

Thesis structure: The thesis consists of an introduction, four chapters, general conclusions and
recommendations, 155 bibliographic references, 127 pages with basic text, 77 figures, 28 tables. The
results are published in 18 scientific papers, of which 9 are articles.

Keywords: dihydroxyfumaric acid, antioxidant, organic synthesis, new derivatives, antiradical activity,
DPPH", ABTS™*, stop-flow, computational calculations, global/local reactivity, HOMO/LUMO orbitals,
ADMET profiling, molecular docking.

The aim of the thesis: consists in the research by kinetics and quanto-chemical methods of the
antiradical activity of dihydroxyfumaric acid and its derivatives, obtained by the author herein.
Research objectives: obtaining and characterizing new derivatives of DFHi; determination of
antioxidant/antiradical activity using the radicals DPPH' and ABTS'; study of the kinetic laws
describing the reactions between DFH4 and its derivatives with DPPH"; quantum-chemical research of
the isomerization and tautomerization processes of DFH4 in different media; calculation of the global
and local reactivity descriptors of DFH4 and its derivatives; estimation by computational methods of the
pharmaco-kinetic and toxicity properties of the researched derivatives, modeling of the inhibitory effect
on the SARS-CoV-2 main protease using the molecular docking method.

Scientific novelty and originality: lies in the synthesis of ten new DFH4 derivatives with antiradical
properties, with potential for use in the food, wine-making and pharmaceutical industries. Quantum
chemical research has identified, for the first time, the most stable three isomers of DFH4 and their
abundance in different environments. Computational methods were used to predict the pharmaco-
kinetic, toxicity and bioavailability properties of the investigated substances, the inhibitory effect of the
investigated compounds on the SARS-CoV-2 main protease was demonstrated computationally.

The obtained results that contribute to the solution of an important scientific problem: consist in
the synthesis of ten DFH,4 derivatives (of which 9 are new) with antioxidant/antiradical properties, and
the experimental establishment of the kinetic laws of interaction of these compounds with the radical
DPPH", as well as the quantum chemical study of the electronic structure and properties of these
compounds. In practical terms, these results are in strong connection with the direction for obtaining
derivatives with antioxidant properties from wine by-products, with potential for use in pharmaceutical
and food industries.

Theoretical significance: the research results contribute to the substantiation of knowledge in the field
of chemical kinetics of the reactions between antioxidant compounds and DPPH® and ABTS"* radicals.
The results confirmed the possibility of obtaining derivatives with antioxidant/antiradical characteristics
based on DFH4, thus broadening the base of compounds with potential applications in industry. The
results of computational research demonstrated the potential for the application of theoretical and
predictive methods in the design stages of new compounds with useful properties.

Applicability: in recent years, a special emphasis is placed on sustainable development and ensuring
the health of the population, including through the safety of medicines and food, so obtaining new
substances with an antioxidant/antiradical character based on natural compounds is a direction of great
interest and application potential. In this research, nine new DFH4 based derivatives were obtained, of
which four compounds have experimentally demonstrated pronounced antioxidant/antiradical activity in
DPPH" and ABTS™" tests, and significant computationally predicted drug-like properties, including
pharmacokinetic and toxicity properties, as well as good bioavailability. All investigated compounds
demonstrated a good binding affinity with the main protease of the SARS-CoV-2 virus, underlining the
possibility of their use to combat this virus.

Implementation of scientific results: This research served as the basis of the research direction
regarding the reactions between antioxidant/antiradical substances with DPPH" and ABTS"" radicals
within the Laboratory of Physical and Quantum Chemistry. The results obtained can be interesting for
pharmaceutical companies, for food additive manufacturers. The quantum chemical methods used for
the first time in the Physical and Quantum Chemistry Laboratory will contribute to the substantiation of
students knowledge on the theoretical models available for the research and design of the reactivity of
chemicals of interest.
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AHHOTALUAA

Boaokan Haranesa «HMcciie10BaHle aHTHPAAUKAJIbHBIX CBOICTB IUOKCH(YMAPOBOIi KUCIOTHI H

HEKOTOPLIX €€ NPOU3BOAHBIX C IPUMEHEHHEM KHHETHYECKHX H BbIYHCIUTEIbLHBIX METO10BY,
JIOKTOPCKAas M CCePTALUS 0 XMMUYeCKUM HaykaMm, MyH.Kumnnes, Peciydinka MoJiiosa, 2022
Crpykrypa aucceprammm: JlUccepTaiust COCTOMT U3 BBEICHHSA, YETBIPEX TIJaB, OOIIMX BBIBOJAOB H
pexoMmeHanuii, 155 6ubnuorpaduuecknx cchUIOK, 127 cTpaHUI OCHOBHOTO TEKCTa, 77 PUCYHKOB, 28 TabmwmI.
Pe3ynbratsl omyOaMKoBaHbI B 18 Hay4HBIX paboTax, U3 KOTOPHIX 9 craTeil.
KiroueBble cj10Ba: auruapoxcudyMapoBas KHUCIIOTa, AHTHOKCHAAHT, OPraHMYECKUM CHHTE3, HOBBIC
IPOU3BOAHBIC, AHTHPAJUKalbHAs AaKTUBHOCTh, pamukan DPPH', ABTS™ karuoH-pamukain, stop-flow,
pacyéTHble MeTOAblI, TI0o0aNbHAs/JIOKaNbHAs peakiuoHHas crocobrocts, HOMO/LUMO  opOuranm,
MOJICKYJIAPHBIH JJOKUHT.
Heap auccepTamMu: 3aKIOYACTCS B HMCCICAOBAHUM KMHETHMYCCKMMH M KBAHTOXMMHYECKHMMHU METOIAMHU
aHTHpauKanbHOH akTHBHOCTH DFH4 1 1ecaTn ee npon3BoIHBIX, MOJYYEHHBIX aBTOPOM.
3ajaun  McCleI0BAHMA: TOJIyYeHME M XapaKTepUCTHKAa HOBHIX Ipou3BojHbIX DFHa; onpenenenne
AHTUOKCHIAHTHOH aKTHBHOCTH C HCMOJb30BaHMeM paaukanoB DPPH' u ABTS''; u3ydeHue KMHETHYECKUX
3aKOHOMepHoCTeH, onuchiBatomux peakiuu DFHs4 u ero mpousBoaubix ¢ paaukaiom DPPH'; kBanTOBO-
XMMUYECKUE MCCIIeI0BaHUs MPOLIECCOB U30MepU3aLuu U Tayromepusauu DFH, B pasnuunbIx cpenax; pacyér
rI00aNbHbIX M JIOKAIBHBIX JECKPUITOPOB peakTMBHOCTH DFH4 M ero mpow3BOAHBIX; OLEHKA Pacu&THBIMU
MeTolaMM  (papMaKO-KHHETHYECKHX M TOKCHYECKHX CBOMCTB HCCIIEyeMbIX NPOM3BOJHBIX, MOJEINPOBAHUE
uHrubupyoero aeiicteus Ha Bupyc SARS-CoV-2 MeTo0M MOJEKYJISIPHOTO TOKHUHTA.
Hay4Hasi HOBU3HA M OPUIHMHAJIBHOCTb: 3aKIIOYACTCS B IIONYYCHUH NECSATH HOBBIX mpousBoaHbix DFHs ¢
AHTUPAJUKAIbHBIME CBOMCTBAMH, NEPCIEKTUBHBIX JUIS MCIOIb30BAHUSA B PAa3iIMYHBIX OTPACIiX TAKMX Kak
NHUIIeBast, BUHOAEIbYECKas M (hapMaLeBTUYCCKas MPOMBIILICHHOCTh. KBaHTOBO-XMMHYECKHE HCCIICIOBAHUS
BIICPBBIC BBISIBHIIM TPU CaMbIX CTaOMIbHBIX M30Mepa DFH4 1 MX pacHpoCTpaHEHHOCTb B PasiU4HBIX Cpelax.
Hcnonb30BaHbl BBIYACIUTENbHBIE METOIBI IIPOTHO3UPOBAHUS (papMaKO-KHHETUYECKUX, TOKCHYECKUX CBOMCTB
1 GUOJOCTYITHOCTH HCCIEAYeMbIX BEIIECTB, OBLIO MPOAEMOHCTPUPOBAHO PACUETHBIM ITyTE€M MHIHOMpYOIIee
JIeWiCTBUE UCCIIeyeMBIX coeuHeHui Ha BUpyc SARS-CoV-2.
[osydyeHHble pe3yJbTaThl, CHOCOOCTBYIOINME PEHICHHI0 BAaKHOI HAY4HOH 3aJa4M: 3aKII0YAIOTCS B
CHHTE3€ JEBATH HOBBIX IIpOM3BOJHBIX DFHa4, oOnajarommx aHTMOKCHIAHTHBIMU/AaHTUPAIUKAIbHBIMH
CBOMCTBAMH, B YKCIIEPUMEHTAILHOM YCTAHOBJICHUH KMHETHYECKHX 3aKOHOMEPHOCTEH B3aMMOJIEHCTBHS THX
coequHenuii ¢ pagukaiom DPPH', a taike B KBAaHTOBO-XMMHYECKOM HU3YyYEHHMHU HIIEKTPOHHOW CTPYKTYpHI U
CBOWMCTB 3TUX COEJMHEHMH. B NpPaKTHYECKOM IUIAHE 3TU PE3yJbTaThl TECHO CBS3aHBI C HANpaBICHHEM
HOJTy4€HH s TIPOU3BOIHBIX C AHTHOKCHIAHTHBIMU/aHTUPAIMKATbHBIMHI CBOMCTBAMHU M3 OCTATOYHBIX MPOJYKTOB
BHHO/ICJIHS, C OTEHLMAJIOM HCIIOIb30BAHNs B IHILEBOH M (apMaleBTUYECKOH IPOMBIIITIEHHOCTH.
Teopernyeckasi 3HAYMMOCTh: PE3YJIbTAaThl UCCIENOBAHUH CIIOCOOCTBYIOT 0OOCHOBAHHIO 3HAHUH B 00NACTH
XUMHYECKOH KHHETHKM pEaKUMid AHTHOKCHAAHTHBIX coemuHeHuil ¢ pagukamamu DPPH' u ABTS™.
IMony4eHHBIE PE3YIbTAaThl MOATBEPAMIH BO3SMOXHOCTh MOJYYCHHS HPOU3BOAHBIX C AHTUPAAUKAIbHBIMH
cpoiicTBamMn Ha ocHoBe DFH4, 4TO paclIMpuio Kpyr COEIMHEHHMH C MOTCHLIMAIOM HPUMCHEHUS B
HPOMBIIUICHHOCTH.  Pe3ynbTaThl  BBIYHCIMTENBHBIX — HCCICIOBAHMH  JIEMOHCTPHPYIOT — BO3MOXKHOCTH
HPUMCHEHHUS TEOPETHIECKHX METOJOB IPOrHO3UPOBAHMUS Ha 3Talax KOHCTPYHPOBAHHS HOBBIX NPOM3BOIHBIX C
JKEeJTaeMbIMHU CBOMCTBAMHU.
Ipumenumoctsb: B nocieauue rojsl 0cod00e BHUMAHKE yIEIAETCS YCTONYMBOMY Pa3BUTHIO U 00ECHIEUEHHIO
370pOBbsl HACENICHUS, B TOM YHCIIE 3a CYeT OE30MACHOCTH JIEKAPCTBEHHBIX CPEJCTB M MPOSYKTOB MHUTAHHS,
M0ITOMY TI0JIyYEHHE HOBbIX BEILECTB C AHTHOKCU/IAHTHBIMH CBOMCTBAMHMA Ha OCHOBE IPUPOIHBIX COEIMHEHU
SBIIAETCA HANpPABJIEHUEM, IPEACTABISAIOMMM OOJbLIONH HMHTEPEC M NPUKIAJHOW IOTeHIHuan. ABTOPOM
NOJTy4eHO 9 HOBBIX MNPOU3BOAHBIX Ha ocHoBe DFHa4, M3 KOTOpHIX 4 COEIMHEHHs 3KCIEPHMEHTAIbHO
NPOJIEMOHCTPHPOBANIM BBIPAKEHHYIO AHTHPAJIMKANbHYIO aKTMBHOCTb M IPEICKA3aHHBIE PACUETHBIM IyTEM
JIEKapCTBEHHBIE CBOKCTBA, BKIIOYAs (papMaKO-KMHETHYECKHE M TOKCHYECKHE CBOICTBA, a TAKXKE XOPOLIYIO
6HO0CTYNHOCTh. Bee ucclie1oBaHHbIE COEIMHEHUS TIPOJIEMOHCTPUPOBAJIN XOPOIIEE CBA3bIBAHUE C OCHOBHOI
npoteasoif Bupyca SARS-CoV-2, 4To momdyepkHBaeT BO3MOMKHOCTh MX HCIHONIB30BaHUS ISl GOPHOBI € 3TUM
BHPYCOM.
BHespeHne Hay4HBIX pe3yJbTaToB: lccnenoBaHus NpHBEIM K IIMPOKOMY Pa3BUTHIO HAIpPaBICHUS
UCCIIeOBAaHHIl PeaKlnii aHTHOKCHAAHTOB ¢ paxukanamu DPPH' u ABTS™ B JlaGopatopun ¢usnueckoit u
KBAHTOBOM XMMHH. IlONydeHHbIE pe3yabTaThl MOTYT ObITh MHTEPECHBI (DAapMAlEBTHYECKUM KOMIIAHHSM,
NPOU3BOAUTENISAM IHIUEBBIX J00aBOK. KBaHTOBO-XMMHYECKHE METOIbI, BIEPBbIE HCIOIb3yeMble B
JlaGoparopun  (u3M4eckOl M KBAaHTOBOM XHMHH, OyAyT CIIOCOOCTBOBaTh OOOCHOBAHHIO 3HAHHI
CTY/ICHTOB/MAarkCTPOB/aCIIUPAHTOB O TEOPETUYECKUX MOJENAX, JOCTYNHBIX JUI HCCICIOBAHUA U
NPOrHO3UPOBAHHS PEAKIIMOHHOK CIIOCOOHOCTH MHTEPECYIOIINX XMMUYECKHX BEIECTB.
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