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REZUMATUL TEZEI DE DOCTORAT

e Introducere

Studiile de obtinere de noi medicamente au un rol foarte important atat in
dezvoltarea farmaceutica cat si in cresterea sperantei de viata si a calitatii acesteia. Sinteza
de noi derivati a devenit un proces costisitor, care se intinde pe o perioada mare de timp si
care se realizeaza pe baza unor strategii bine stabilite. Pe baza de studii clinice si noi
strategii de drug — design, se incearca pe o parte obtinerea de noi structuri chimice active
pe agentii patogeni, iar pe de alta parte cresterea eficientei si potentei unor medicamente
cunoscute si testate, dar care prin modularea structurii chimice pot deveni agenti
terapeutici mai activi. Pornind de la aceasta ipotezad, am luat Tn calcul modificarea unei
structuri de bazd de sulfonamida, in vederea obtinerii de noi compusi cu activitate
terapeutica imbunatatita. Interesul nostru s-a indreptat inspre grefarea unui rest de uree,
respectiv a unei grupe de ester carbamic pe o structura de baza sulfonamidica. Am ales
cele doud grupe datoritd informatiilor din literatura de specialitate legate de potentiale

actiuni terapeutice ale acestora.

e Compusi cu structura arilsulfonamidica utilizati in terapeutica sau
experimentati pentru a fi introdusi in terapeutica
Primul compus ce contine o grupa sulfonamidicd, care a fost utilizat in terapia
antimicrobiand a fost Protonsil rubrum®.™ Dupa numeroase cercetari s-a observat ca
agentul antibacterian activ era sulfanilamida, un compus care se obtine in organism in
urma unei reactii de reducere. Astfel, cercetdtorii au trecut la testarea precursorului
sulfanilamidd pentru activitatea antibacteriand i In urma confirmarii efectului
farmacologic au Tnceput studierea unor noi compusi cu structura asemanatoare.?
Sulfonamidele utilizate in prezent in terapeuticd au actiune bacteriostaticd sau
bactericida, hipoglicemianta si diuretica.®] Cercetarile recente atribuie grupei
sulfonamidice actiuni antibacterianal”, inhibitoare a anhidrazelor carbonicel®,
antiglaucomatoasal®, antiepileptical”l, inhibitoare asupra metaloproteazelor matriceale®,

antidiabetica™, inhibitoare asupra colinesterazelort'%.



e Compusi cu structurd ureidosulfonicid experimentati pentru a fi
introdusi in terapeutica

Cei mai cunoscuti compusi derivati de uree utilizati In prezent in terapeutica sunt

compusii cu structurd ureidosulfonica, cu actiune antidiabeticd. La aceastd actiune Se

adauga o serie de noi proprietati farmacologice care au fost descoperite in cercetarile

recente precum: antibacteriana™, antiinflamatoare?, antiagregant plachetara si

[13] [14,15]

antiaterosclerotica™!, antitumoralal™**® inhibitoare asupra anhidrazelor carbonice™,

anticonvulsivanté[17], antidepresivé[m], anti — Alzheimer!*®!,

e Compusi ce contin o grupa ester carbamic

Una dintre cele mai importante proprietati ale esterilor carbamici este capacitatea de
inhibare a acetilcolinesterazei, enzima din clasa hidrolazelor. Rivastigmina este un ester
carbamic cu indicatii terapeutice in tratamentul dementei de tip Alzheimer, sau al celeli
asociate cu boald Parkinson.” Felbamatul este un antiepileptic de rezerva, folosit la
pacientii care nu au raspuns la tratamentul cu alti compusi sau la care riscul de aparitie a
convulsiilor severe este atat de mare, Incat depaseste riscul de aparitie a anemiei aplastice
sau a insuficientei hepatice (principalele reactii adverse).”! Meprobamatul s-a folosit n
tratamentul starilor de anxietate, spasmului muscular sau in tratamentul de scurtd durata al
insomniei.’”? Capecitabina este un carbamat fluoropirimidinic cu actiune antineoplazica

(231 Cecrcetirile recente atribuie esterilor carbamici actiuni antibacteriené[24],

r [25,26], 5[27] [28].

antiinflamatoare si anti — Alzheime antidepresiva“ ", antiparkinsoniana

o Sinteza intermediarilor necesari obtinerii noilor compusi

Pentru obtinerea acidului 4-[(fenilsulfonil)amino]benzoic (I11) am preparat intr-un
pahar Berzelius o solutie 8% de carbonat de potasiu dizolvand 40 g (0,2 moli) carbonat de
potasiu in 450 mL apa. In solutie se dizolva 25 g (0,182 moli) acid para-aminobenzoic. Se
picura pe parcursul unei ore si jumitate, sub agitare continud, la 10 — 15 °C, 35 mL (0,265
moli) clorurd a acidului benzensulfonic. Se verificd pH-ul solutiei pentru a se mentine la
valoarea de aproximativ 9. Dupa adaugarea solutiei de clorura a acidului, se mai agita timp
de o ora si jumatate. Se incalzeste solutia la fierbere, agitand continuu timp de 15 minute.
Dupa racire, se aciduleaza cu acid clorhidric concentrat pana la pH 2-3 si se lasa in repaus
24 de ore. Se filtreaza precipitatul si se purifica prin dizolvare in hidroxid de sodiu 10% si
reprecipitare in mediu acid, cu acid clorhidric concentrat. Se obtine un precipitat alb,

granulos, cu un randament de 80% si temperaturi de topire de 204 °C (ap3).



Compusul 1V, 4-[(fenilsulfonil)amino]benzoatului de etil, s-a obtinut prin
introducerea intr-un balon prevazut cu refrigerent ascendent 2,77 g (0,01 moli) acid III si
33 mL (0,553 moli) etanol absolut. Treptat am adaugat 1,22 mL (0,023 moli) acid sulfuric,
in final obtinand o solutie slab galbena, usor opalescentd. Am refluxat aproximativ 3 ore;
dupa primele doud ore solutia se limpezeste. Dupa racire, am turnat conginutul balonului
peste o solutie de carbonat de sodiu 10% rece (4-5 °C) si am observat aparitia unui
precipitat alb abundent. Am filtrat si spalat precipitatul pana cand apele de spélare au avut
un pH de aproximativ 7. Am obtinut 2,83g ester (IV), cu un randament al reactiei de
aproximativ 92 % si temperatura de topire 184 — 185 °C.

Pentru sinteza intermediarului V (4-[(fenilsulfonil)amino]benzoilhidrazida) am
dizolvat 1,22 g (0,004 moli) din esterul obfinut anterior in 8 mL (0,1646 moli) hidrat de
hidrazina*H;0. Am refluxat solutia Intr-un balon cu fund rotund timp de cinci ore. Dupa
concentrare la sec, la vid, reziduul obtinut a fost recristalizat din etanol; am obtinut 0,788
g (randament 67,9%) microcristale albe cu temperatura de topire 236-237 °C.

Azida (4-[(fenilsulfonil)amino]benzoilazida), intermediarul principal, I-am obtinut
prin dizolvarea a 0,584g (0,002 moli) hidrazida (V) in 10 mL acid acetic glacial, la usoara
incilzire. Solutia a fost ricitid pe gheatd pani la o temperaturd de 5-8 °C. Separat, am
dizolvat 0,1567g (0,00227 moli) azotit de sodiu in 4 mL apa si am racit solutia pe gheata
pani la 0 °C. Am adiugat solutia de azotit de sodiu folosind o palnie de picurare, treptat,
sub agitare peste solutia de hidrazida. Am obtinut un lichid gédlbui pe care 1-am mentinut 5
minute pe gheatd, agitind usor cu o baghetd. Am adaugat in pahar aproximativ 89 de
gheatd maruntita, cand am observat aparitia unui precipitat galbui foarte fin. Am mentinut
amestecul pe gheatd inca 15 minute, dupa care aproximativ o ord la temperatura camerei,
agitand constant. Am separat precipitatul si 1-am spalat cu apa pana cand pH-ul apelor de
spalare a fost 6,5. Am obtinut un precipitat alb, cristalin cu microcristale in rozeta, care a
fost uscat in exsicator. Am obtinut 0,546 g azida (VI) cu temperatura de topire 142-143 °C

si un randament de 90,1%.

e Sinteza noilor compusi cu structura ureidosulfonica (Seria A)

Azida, 0,2237g (0,00074 moli), am dizolvat-o, la reflux, in 20 mL dioxan. Solutia
obtinuta am turnat-0 treptat, folosind o pélnie de picurare, intr-un balon cu doua gaturi,
incélzit in prealabil pe o baie electrica. Solutia a fost adaugata in etape, deoarece la fiecare
adaugare apare o spumificare datoritd degajarii de N,. Am refluxat continutul balonului

timp de aproximativ o ord, dupa care, folosind aceeasi palnie de picurare, am adaugat



treptat solutia de amina (in cantitate echimoleculard cu azida) in dioxan. Dupa aproximativ
5-10 minute de la refluxarea amestecului apar primele cristale, care 1si maresc volumul in
timp. Am mai refluxat amestecul aproximativ o ord. Am lasat amestecul la temperatura
camerei pand a doua zi pentru perfectarea reactiei, dupa care am filtrat precipitatul i am
recristalizat din etanol sau amestec etanol:apa 2:1.

Am sintetizat astfel o serie de 33 de compusi dintre care 4 (A1, A4, A7 si A28) sunt
descrisi in literatura de specialitate consultatd, dar obtinuti prin altd metoda de sinteza.
Compusii seriei A sunt usor solubili la rece in acetona, solubili la rece in alcooli inferiori
(C1-Cy) cu catena normala sau ramificata, solubili la cald in alcooli superiori (Cs-Cig) si
acetat de etil, greu solubili la cald in cloroform, benzen, toluen si xilen si insolubili in apa.

In tabelul numarul |. sunt notate semnificatia radicalului R, formula moleculara a

compusilor, masele lor relative si temperatura de topire.

Tabel I. Derivati ureidosulfonamidici (Seria A)

. Formula Masa Temperatura
FEEL R moleculari relativi de topire (°C)
1 \ / C19H17N303S 367,42 163-164
HLC
2 o C20H19N303S 381,43 194-195
.
CH5
3 o Ca0H19N303S 381,43 196-197
.
4 \\ / CHy CooH19N303S 381,43 223-224
H.C—O
5 o C20H19N304S 397,43 169-170
N
O—CH,
6 o C20H19N304S 397,43 182-183
W
Q -
7 \ / \_\CH Con19N304S 397,43 210-211
3




H E-CE_O
8 T C21H21N304S 411,46 184-185
9 o C21H21N304S 411,46 177-178
O -
10 \ / \ C21H21N304S 411,46 213-214
C,He
Cl
o C19H16N303SCl 401,86 196-197
11 \ /
I
o C19H16N303SCl 401,86 185-186
12 \ /
13 \ / Cl C19H16N303SCl 401,86 224-225
Cl
14 \_/ - C19H15N303SCl, 436,31 216-217
Cl
15 —Q C19H15N303SCl, 436,31 191-193
cl
cl
16 \ / C19H15N303SCl, 436,31 208-209
cl
Cl
17 Q C19H15N303SCl, 436,31 201-203
c




Cl
18 QC C19H14N303SCl3 470,75 235-236
Cl
Cl
o C19H15N303SCl; 436,31 209-210
19 \ / Cl
Cl Cl
o C19H14N303SCl3 470,75 228-230
20 \ / Cl
Br
T C19H16N30388I' 446,32 197-198
21 \ /
Br
T C19H16N30388r 446,32 195-196
22 \ /
23 \\ / Br C19H16N3O3SBr 446,32 228-229
I
T C19H16N305SI 493,32 203-204
I
o C19H16N303SI 493,32 205-206
25 \ /
26 \ / I C19H16N305SI 493,32 232-233
NO,
o C19H16N4O05S 412,41 178-179
NO,
28 o C19H16N405S 412,41 201-202




2 @NG 5 CigH1eN4OsS 412,41 212-213

CH
g 3
)]
30 — Cy1H,1N305S 427,47 189-190
N 44
CHy
CH
/ 3
)]
a1 Q Ca1H1N30sS 427,47 177-178
0—CH,
0—CH,
o C21H21N305S 427 47 176-177
32 \ / D\"
CH,
0—CH,
23 Q Cy1H,1N305S 427,47 172-174
0—CH,

e Sinteza noilor compusi cu structura sulfonamidica care confin o grupa
ester carbamic (Seria B)

Pentru obtinerea noilor derivati am grefat o grupa ester carbamic pe o structura de
baza sulfonamidica. Am plecat de la azida sintetizata anterior pe care am dizolvat-0 in
diferiti alcooli in exces, folositi atdt ca solvent, cat si ca reactant. S-a refluxat amestecul
timp de o ord — o ord s§i jumatate, dupa care am adus solutia obtinuta la sec, la vid.
Reziduul a fost recristalizat din amestec alcool:apa 2:1 sau 2:2.

Folosind aceasta tehnica de lucru, am sintetizat o serie de 15 compusi, dintre care trei
(B1, B2, B8) sunt descrisi in literatura de specialitate. Compusii obtinuti sunt usor solubili
in acetona si cloroform la rece, solubili in alcooli si acetat de etil 1a rece, solubili la cald in
benzen, toluen si xilen si insolubili in apa.

Formulele moleculare, masa relativa si temperaturile de topire ale derivatilor sunt

prezentate 1n tabelul numarul II.



Tabel I1. Derivatii carbamati sintetizati (Seria B)

. Formula Masa Temperatura
Radicalul R -
moleculara  relativi  de topire ("C)
1 _EHE Cl4H14N204S 306.33 127-128
) _CHECHE C15H16N204S 320.36 154-155
3 —CH;CH5CH; C1sH15N204S 334.38 119-120
fCHE'
-HC C1sH1sN2O4S 334.38 141-142
4 \CH
3
5 —CH3CH;CHZCH, C17H50N,0O,S 348.41 130-131
—CH-CH,CHs
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e Consideratii generale referitoare la dovedirea structurii intermediarilor
si a noilor compusi sintetizati
Compusii nou sintetizati au fost caracterizati prin analiza elementald, spectroscopie
in infrarosu, spectroscopie de rezonantd magneticd nucleara de proton (1H-RMN) si de

carbon (**C-RMN). Datele au fost comparate cu literatura de specialitate 1% 30 31 32, 33.34]

si
s-a observat ca analizele au confirmat structurile chimice ale compusilor sintetizati in
totalitate.

e Cercetarea citotoxicitatii in vitro a noilor compusi

Scopul determinarii a fost sa se observe o corelatie intre structura chimicd a
compusilor nou sintetizati si efectul pe care acestia il au asupra alungirii radiculare sau
asupra filmului cariochinetic.® Cercetirile au fost efectuate pe radicini embrionare de
grau (Triticum aestivum Mill, Gramineae, cultura certificatd organic, provenite de la
Bioforce AG, Germania).

Am ales dintre compusii sintetizati 10 reprezentanti: 7 derivati de uree (Al, A4, A7,
Al13, A23, A26, A29) si 3 carbamati (B1, B5, B7). Cariopsele de grau au fost selectionate
si mbibate cu apa distilatd timp de 24 de ore la temperatura camerei (18 — 25°C), dupa
care au fost puse la germinat 1n vase Linhart pe substrat de hartie de filtru umectata cu apa
distilati. In momentul in care lungimea radicinilor principale a ajuns la 1 cm, cate 10
cariopse au fost mutate in cutii Petri cu diametrul de 90 mm care contineau 15 mL solutie
de analizat. Vasele au fost acoperite, iar cariopsele au avut contact cu solutiile de analizat
timp de 3 zile. Pentru a determina citotoxicitatea compusilor am ales patru concentratii:
10%, 6,610, 3,3*10", 6,6*10",

Am determinat alungirea radacinii principale la interval de 24, 48 si 72 de ore (3 zile
consecutive) prin tehnica masurdtorii liniare. Am ales aceastd perioada pentru ca
reprezintd faza cea mai activa de crestere. Rezultatele au fost interpretate prin compararea
cu martorul. La 24 de ore de la introducerea cariopselor in cutiile Petri in care se gasesc
solutiile de analizat, se cerceteaza daca exista eventuale modificari ale filmului mitotic la
nivelul radacinii principale. Rezultatele se interpreteaza tot comparativ cu martorul.

Rezultatele obtinute in urma evaluarii lungimii radiculare a cariopselor de grau aflate

in contact cu solutiile compusilor testati la 24, 48 si 72 de ore sunt prezentate in figura 2.
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Figura 2 - Rezultate obtinute in urma testarii compusilor

In concluzie, substantele A4, A7, A13 si A23 au un efect usor stimulator (dar
semnificativ statistic) asupra cresterii radiculelor de T. aestivum L., iar substantele A29,
B1, B5 si B7 au un efect inhibitor limitat asupra cresterii radiculare, cel mai pronuntat
efect fiind observat pentru B7; efectele substantelor A1 si A27 nu au fost semnificativ
diferite de cele ale martorului.

Efectele genotoxice sunt in corelatie cu rezultatele obtinute la analiza macroscopica
si statisticd. Un efect mitoinhibitor limitat a fost observat in cazul compusilor de tip
carbamati si pentru compusul A29.

Astfel, putem afirma ca derivatii sintetizati reprezintd o baza bund din punct de
vedere al toxicitatii asupra celulelor vegetale, aceasta fiind redusd si existdnd un risc
scazut de genotoxicitate.

e Testarea farmacologica a noilor derivati

Pentru testarea farmacologica a noilor derivati, am luat in lucru 3 derivati de uree:
A7, A13 si A23 si 3 esteri carbamici: B1, B5 si B7.

Compusul A7 reduce cel mai intens activitatea motorie orizontala a soarecilor dupa
administrare acutd, insa nesemnificativ statistic conform testului ANOVA. Influenta
compusilor asupra AMO (activitdtii motorii orizontale) este mica dupa 7 zile de

administrare, cu rezultate nesemnificative statistic conform ANOVA. Toti compusii testati
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au crescut AMV (activitatea motorie verticald) fatd de lotul martor, cu procente cuprinse
intre 16,23-44,49%. Compusul A7 a determinat cresterea cea mai intensa a AMV,
comparabila cu cea produsda de imipramina. Nici un rezultat nu este Tnsa semnificativ
statistic conform ANOVA. Toti compusii testati au crescut AMO si AMV fata de martor,
dupa 14 zile de administrare. Cele mai mari efecte le-a produs compusul Al3, care a
crescut AMO cu 28,68%, iar asupra AMV a avut un efect de 110,32%. Rezultatele sunt in
concordantd cu cele ale imipraminei, care a produs o crestere a AMO cu 30,51% si a
AMYV cu 91,06% fata de martor.
Rezultatele sunt prezentate n figura 3.
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Figura 3 - Rezultatele testarii compusilor asupra activititii motorii

In ceea ce priveste efectul antidepresiv evaluat dupa administrare acuti, compusii
A23, A13 si B7 au determinat scdderile cele mai intense ale timpului de imobilizare in
testul Tnotului fotat. Tindnd cont ca dupa administrare acutd s-a Inregistrat si o reducere
usoara a activitatii motorii a animalelor, scaderea timpului de imobilizare ar putea fi pusa
si pe seama influentei negative a compusilor asupra componentei psihomotorii, deci un
posibil fals efect antidepresiv. Compusul A23 a produs cel mai intens efect antidepresiv
dupd 7 zile de administrare, cuantificat prin scaderea timpului de imobilizare cu 24,31%

(p<0,01 — ANOVA + posttest Bonferroni) in raport cu lotul martor. Acest efect s-a
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apropiat cel mai mult de efectul imipraminei (26,06%, p<0,05). Alti doi compusi, B5 si

B7, au redus timpul de imobilizare cu 18,58%, respectiv 20,32% fatd de martor, efecte

semnificative statistic - p<0,05. Compusii din seria B au scazut cel mai mult timpul de

imobilizare in testul suspendarii de coada dupa doud sdptamani de administrare, cu

18,75% - 25% fata de martor, fard a fi insd semnificative statistic conform posttestului

Bonferroni. Rezultatele sunt prezentate in figura 4.
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Figura 4 - Rezultatele testirii compusilor asupra activititii antidepresive
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In testul rotarod, numai compusul A23 reduce mai mult timpul de cadere a soarecilor

de pe axul in rotatie, comparativ cu soarecii netratati, ceea ce ar putea semnifica un posibil

efect de relaxare la nivelul muschilor striati. Ceilalti compusi influenteaza nesemnificativ

acest parametru.
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Figura 5 - Rezultatele testarii compusilor asupra tonusului muscular
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Doi dintre compusii testati, B7 si A7 au crescut timpul primei reactii la durere in
testul placii fierbinti. Efectele analgezice au fost de 30,92%, respectiv 24,28% fata de
martor. Rezultatele nu sunt semnificative statistic conform testului ANOVA. Cele doua

efecte sunt asemanatoare cu cel al imipraminei — 29,19%. Ceilalti patru compusi cercetati

T
£ o
é@ 6.‘\(\ A7 A13 A23 B1 B5 B7
@
&
«

au un efect analgezic mai redus.

IS
1

Timp (sec.)
»

0-

Lot

Figura 6 - Rezultatele testarii compusilor asupra actiunii analgezice
Tn urma testelor farmacologice efectuate, se poate trage concluzia ci substantele
cercetate au un potential farmacologic destul de ridicat, ceea ce le-ar putea face subiectul
unor cercetari ulterioare mai aprofundate.
e Testarea actiunii antimicrobiene a noilor compusi
Din seria de substante sintetizate am ales cafiva reprezentanti care au fost supusi
unor teste pentru a se determina activitatea antimicrobiana a acestora. Obiectivul principal
a fost evaluarea activitatii prin determinarea in vitro a unor parametri specifici cantitativi,
respectiv concentratia minima inhibitorie (CMI) si de eradicare a biofilmului (CMEB).
S-au testat 12 derivati de uree (Al, A4, A7, A10, Al13, Al4, Al16, Al8, A23, A26, A29,
A32) si 3 esteri carbamici (B1l, B5, B7). A18 si A23 s-au incorporat in sisteme de
nanoarticule de magnetita, determinandu-se activitatea antibacteriana a acestora prin
aceleasi metode. Studiul potentialei activitati antimicrobiene s-a realizat utilizand
urmatoarele tulpini microbiene:
e Staphylococcus aureus ATCC 25923 (bacterie Gram — pozitiva);
e Enterococcus faecalis ATCC 29212 (bacterie Gram — pozitiva);
e Escherichia coli ATCC 25922 (bacterie Gram — negativa);
e Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 (bacterie Gram — negativa);
e Candida albicans ATCC 10231 (tulpina fungica).

Rezultatele sunt prezentate in figurile 7, respectiv 8.
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Concentratii minime inhibitorii pentru derivatii de uree testati
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Figura 7 - CMI obtinute pentru compusii testati
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Figura 8 - CMEB obtinute pentru compusii testati

Tn urma studiilor in vitro, de evaluare cantitativ a activitatii antimicrobiene fata de

celule in faza de crestere planctonica si aderata realizate, am observat ca:
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e cea mai bund activitate antimicrobiana fatd de celulele planctonice a fost
evidentiata pentru compusul A18 asupra tulpinilor bacteriene Gram - negative
(Escherichia coli si Pseudomonas aeruginosa); concentratia minima inhibitorie la care
derivatul de uree cu radical fenil triclorurat a prezentat activitate fiind de 0,61 mg/ml.

e compusul A23, care contine in moleculd un radical fenil bromurat, a inhibat
dezvoltarea bacteriilor Gram — negative la o concentratie minima inhibitorie de 1,25
mg/ml.

e compusii A16, A23 si A26 au prezentat activitate inhibitoare asupra cresterii
planctonice a tulpinii bacteriene Gram — pozitive de Staphylococcus aureus, toti fiind
substituiti pe nucleul benzenic cu halogeni (A16 cu clor, A23 cu brom si A26 cu iod).

e dintre esterii carbamici, compusul Bl a prezentat cea mai buna activitate asupra
bacteriilor Gram — pozitive, iar B7 asupra bacteriilor Gram — negative.

e compusii A18, A23, A26 si A32 au fost activi la concentratii mici de 0,61 mg/ml
fata de biofilmele microbiene monospecifice experimentale. Astfel, se observa ca derivatii
substituiti cu halogeni au avut o activitate ridicatd anti — biofilm. Compusii mono- si
disubstituiti cu atomi de clor au inhibat biofilmele fungice, la concentratii de 0,31 mg/ml
similar cu compusul A10.

e dintre esterii carbamici, cei mai eficienti au fost B1 si B7 care au eradicat biofilmul
tulpinii de Pseudomonas aeruginosa si respectiv B5 pentru tulpina de Enterococcus
faecalis. Biofilmele de Candida albicans s-au dovedit rezistente la actiunea carbamatilor.

e A18 testat sub forma de nanoparticule a prezentat concentratii minime inhibitorii
de eradicare a biofilmelor mai mici fatd de compusul testat anterior.

In urma studiului realizat putem afirma ca atat derivatii de uree, cit si esterii
carbamici sintetizati prezintd un potential farmacologic antimicrobian §i merita studierea
lor in continuare pentru a se determina dacd pot fi folositi cu succes in tratamentul
diferitelor afectiuni induse de o serie de agenti infectiosi, bacterieni si fungici, in stare de
crestere planctonicad sau sub forma de biofilme, cunocute pentru rezistenta lor crescuta la
actiunea diferitelor substante antimicrobiene.

e Studii computationale de andocare moleculara
Andocarea studiaza formarea complecsilor proteina — ligand, cunoscand structurile
chimice ale celor doud componente. Metoda se bazeazd pe orientarea preferatd a unei
molecule fatd de cealalta pentru a forma un complex stabil. B fntre cele doua componente

pot apdrea interactiuni necovalente de tipul legituri de hidrogen, hidrofobe sau van der
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Walls.®! Fiind vorba de o modelare matematica, aceastd orientare se caracterizeaza printr-
0 serie de scoruri de docare care pot fi folosite pentru a obtine informatii legate de profilul
energetic si stabilitatea complexului, precum si de afinitatea receptorului fata de ligand.[38]

Studiile de andocare moleculara au fost realizate cu ajutorul programului CLC Drug
Discovery Workbench 2.4 pentru a identifica §i vizualiza modul ligandului de a
interactiona cu receptorul. Proteina receptor a fost selectatd din Protein Data Bank: ADN
giraza B a bacteriei Escherichia coli, PDB ID: 4DUH.B”!

S-au realizat studii de andocare moleculara pe 28 compusi derivati de uree si 11
compusi carbamati. Din clasa derivatilor de uree cel mai mare scor de andocare s-a
observat pentru compusul Al4 (N;-(2,4-diclorofenil)-N,-[4-(benzensulfonamido)
fenil]uree): -64,88 (RMSD 0,15), compus ce formeazd 4 legaturi de hidrogen cu
urmitoarele resturi de aminoacizi: ASN 46 (2,527 A), VAL 120 (3,067 A), ALA 100
(2.685 A) si GLU 50 (3.142 A).
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-70

Scor de docare

-80

Figura 9 - Scorul de docare pentru derivatii de uree A1-A29 comparativ cu scorul de docare pentru
co-cristalizat

Din clasa carbamatilor s-a observat ca cel mai mare scor de andocare 1-a prezentat
compusul B7: -58.69 (RMSD 0,09), compus ce formeaza 6 legaturi de hidrogen cu
urmitoarele resturi de aminoacizi: ARG 136 (3.035 A), 2 legituri cu ARG 76 (3.212 A
respectiv 3.170 A), LYS 103 (3.200 A) si 2 legaturi cu ASN 46 (3.030 A si 3.170 A).
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Figura 10 - Scorul de docare pentru carbamatii B1 — B11 comparativ cu scorul de docare pentru co-
cristalizat

Am realizat aceste studii de andocare molecularda pentru a pune in evidenta
activitatea antimicrobiand a compusilor. Simularea de andocare computerizatd a fost
facuta pentru a determina afinitatea si orientarea compusilor, precum si modul de legare al
acestora de un fragment proteic din ADN giraza bacteriei de Escherichia coli. S-a observat
ca majoritatea compusilor a prezentat scoruri de andocare bune, care confirma activitatea
antimicrobiand determinatd in capitolul anterior prin metoda microdilutiilor. Studiul arata
importanta andocarii moleculare in strategia de sinteza a noilor medicamente, observandu-
se ca acesti parametri pot oferi informatii relevante si folositoare legate de modul de legare
dintre un ligand si o proteina. Aceste studii computationale pot inlesni procesul de

obtinere a unor noi compusi activi, mai potenti si cu eficacitate mai buna.
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e Concluzii si originalitatea lucrarii
v' Am sintetizat:
° 33 de compusi cu structura sulfonamidica, derivati de uree, din care 4 au
fost descrisi in literatura de specialitate consultata;
. 0 serie de 15 compusi cu structurd sulfonamidica, ce contin si o structura

de ester carbamic, din care 3 au fost descrisi in literatura de specialitate consultata.

v' Pentru compusii sintetizati s-au determinat principalele proprietati fizico —
chimice:

e aspect,

e culoare,

e temperatura de topire.

v" Structurile chimice ale compusilor sintetizati au fost confirmate prin:
e analiza elementala,
e analiza spectrofotometrica in infra — rosu si

e analiza spectrald de rezonantd magnetica nucleard de proton (*H-RMN) si

carbon (*C-RMN).

V' Prin studiile realizate pe celula vegetala (testul Triticum) s-a determinat ca:
e derivatii AS, A8, Al4 si A24 au avut un efect stimulator asupra cresterii
radiculare;
e A27,A30,Bl, B5 si B7 au avut un efect inhibitor, de dimensiuni mici.
e efectul nu a fost dependent de concentratie, ci de identitatea substantei.

e riscul de genotoxicitate este redus la toti compusii.

v Testele farmacologice au aratat prezenta unui potential efect terapeutic la nivelul
sistemului nervos central. Astfel:

. AT a redus activitatea motorie orizontala a soarccilor dupa administrare

acuta. Tofi compusii au crescut activitatea motorie pe verticala dupa 7 zile de

administrare. Dupa 14 zile, compusul A13 a determinat o crestere a efectului de 110,32%

fatd de martor.
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e compusul A23 a produs cel mai intens efect antidepresiv dupa 7 zile de la
administrare, prin scdderea timpului de imobilizare in testul inotului fortat, urmat de BS5 si
B7.

e A23 a redus timpul de ciadere a soarecilor de pe axul de rotatie,
influentand tonusul muscular al animalelor de laborator.

e  B7si A7 au prezentat efecte analgezice in testul placii fierbinti.

v" Tn urma testirii activititii antimicrobiene s-a observat ci:

e  derivatul A18 a avut un efect bun asupra tulpinilor de bacterii Gram —
negative.

. Al6, A23 si A26 au prezentat activitate bund asupra tulpinii de
Staphylococcus aureus.

. compusul Bl a prezentat activitate mai bund aupra bacteriilor Gram —
pozitive, iar B7 asupra bacteriilor Gram — negative.

e  in cazul eradicarii biofilmelor fungice, cei mai activi compusi au fost A13,
Al4, A16, Al8. B5 a actionat bine asupra tulpinii de Enterococcus faecalis si BI,
respectiv B7 asupra tulpinii de Pseudomonas aeruginosa.

e AIl8 incorporat in nanosisteme de magnetitd a avut o activitate

antibacteriand mai buna comparativ cu rezultatele obtinute anterior.

v' Studiile computationale de andocare moleculari realizate au confirmat existenta
unei corelatii intre structura chimicd a compusilor si activitatea antimicrobiana. S-a pus n
evidenta faptul ca responsabile de activitate sunt cele trei grupe active: sulfonamidica si

ureica, respectiv esterul carbamic.
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