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Motto

“The most fruitful basis for the discovery of a new drug is to start with an old drug.”
Sir James Whyte Black,

laureat al premiului Nobel pentru Fiziologie sau Medicina
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Introducere

In ultimii 150 de ani speranta de viati in tarile civilizate aproape s-a dublat. Acest
fapt se datoreaza In mare masurd dezvoltarii industriei farmaceutice, un prim punct de
inflexiune fiind descoperirea vaccinurilor si a antibioticelor [1]. Conform Drugbank,
numarul total de medicamente aprobate se ridica la 3732, dintre care 2538 au moleculd mica
[2]. Desi medicamentele biologice au luat un avant considerabil in ultimii ani,
medicamentele cu moleculd mica prezintd o serie de avantaje: masa moleculard <700 Da,
structurd chimica bine definita, stabilitate fizico-chimica buna, cale de administrare non-
invaziva (orald), permeabilitate mare prin membrane biologice, cost de productie scazut [3].

In aceastd lucrare am urmarit imbinarea diverselor motive structurale (acid 2-
fenoximetilbenzoic cu benzamide, carbamotioil benzamide, adamantan, amine aromatice si
alifatice, aminoacizi) pentru a obtine compusi biologic activi.

Pentru compusii sintetizati am urmarit investigarea urmatoarelor actiuni biologice:

» actiunea antimicrobiand, deoarece in aceasta clasa terapeutica este o mare nevoie de
a descoperi noi molecule [4], iar benzamidele s-au dovedit a fi o clasa promitatoare
pentru aceasta actiune [5];

» actiunea analgezica, datoritda prezentei motivului structural acid = 2-
fenoximetilbenzoic, care a dovedit actiune analgezica prin blocarea receptorilor
nociceptinei [6].

Lucrarea de fata este structuratd in doua parti: stadiul cunoasterii si contributii
personale.

In capitolele dedicate stadiului cunoasterii am prezentat tendintele si principiile
actuale in cercetarea de noi medicamente, o imagine generald a claselor de benzamide si
carbamotioil-benzamide cu diverse actiuni terapeutice si o descriere a metodelor in silico
aplicate in cercetarea farmaceutica.

In partea de contributii personale, am urmdrit realizarea unui proiect complex privind
sinteza, testarea biologica si studiile in silico ale unor noi compusi necitati in literatura de
specialitate:

» sinteza si caracterizarea unor noi amide ale acizilor 2-(4-R-fenoximetil)benzoici

(Fig. 1.);



» evaluarea actiunii biologice prin determinarea:
o actiunii antimicrobiene;
o citotoxicitatii in vitro;
o toxicitatii acute;
o actiunii analgezice in vivo;
» studii in silico:
o studii de docking molecular;

o determinarea profilului ADMET.
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Rs: -H, -CHs
Fig. 1. Compusii obtinuti, folosind ca intermediari de baza clorurile acizilor 2-(4-R-

fenoximetil)benzoici



I. Stadiul cunoasterii

Capitolul 1. Tendinte si principii in descoperirea si dezvoltarea de

medicamente

Descoperirea si dezvoltarea de medicamente este un proces laborios si complex care
se intinde pe o perioada indelungata de timp (aproximativ 12 ani) si implicd costuri si resurse
considerabile (aproximativ 1 miliard de dolari) (Fig. 1.1.). Fazele dezvoltarii unui
medicament implic patru etape principale. In prima etapa, cea de descoperire se identifica
tinta terapeutica. Genomica si proteomica au realizat progrese considerabile in ultimii ani,
numadrul total de posibile tinte terapeutice fiind estimat la peste 3000 [7]. Dupa realizarea
metodologiilor necesare de testare se obtin librarii de compusi pentru a identifica compusi
hit si apoi lead. In a 2-a etapd de cercetare compusii lead sunt optimizati pentru a le
imbunatati profilul ADMET. Astfel, in studii clinice ajung doar un numar mic de candidati,
dintre care eventual unul va reusi sd ajungad in faza de aprobare de catre autoritatile

responsabile [8].

Descoperirea Studii preclinice Studii clinice Aprobarea

5.000-10.000 250 1 medicament
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validarea tintei si in vovo
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metodologiilor de .Studii de - = =
testare H A @ r I
farmacodinamie © ©
-Generarea de compusi o N N
lead L 18 [
3-5 ani 1-2 ani 6-7 ani 1-2 ani

Fig. 1.1. Etapele descoperirii si dezvoltarii unui medicament [8]
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Capitolul 2. Benzamide cu potential terapeutic

Grupa amidica este una dintre cele mai raspandite grupe functionale, fiind prezenta atat
in naturd, in cadrul peptidelor si a proteinelor, dar si in numeroase medicamente si compusi
de sinteza cu potential farmacologic. O analiza profunda a bazelor de date care cuprind
compusi biologic activi, a relevat faptul ca grupa amidica este prezenta in peste 25% dintre
medicamentele cunoscute [9]. Acest lucru nu este neaparat surprinzator, avand in vedere
faptul ca amidele sunt neutre, stabile si au posibilitatea de a forma legaturi de hidrogen cu
proteinele (enzime, receptori) [10].

Benzamidele sunt amidele acizilor benzoici (benzencarboxilici), in care grupa amidica
este legata direct de un nucleu aromatic. Datorita varietatii structurale mari, benzamidele se
regasesc In numeroase clase farmacologice, cu reprezentanti care se folosesc curent in
terapie. Amintim urmatoarele clase de benzamide: antipsihotice (tiaprid, sulpirid,
amisulpirid) [11], antidepresive (moclobemid) [12], antiaritmice (procainamida, encainida,
flecainida) [13], antihipertensive (labetalol, xipamid) [14], gastroprokinetice si antiemetice
(metoclopramid, cisaprid) [15], antiastmatice (pranlukast, zafirlukast) [16], antineoplazice
(procarbazina, imatinib) [17], antimicotice (buclosamid) [18], antiparazitare (niclosamid,
oxiclozanid, closantel) [19].

Un interes deosebit pentru cercetdrile prezentate in lucrarea de fata, il prezinta
benzamidele cu proprietdti antimicrobiene. Desi momentan niciun compus nu a fost introdus
in terapie pentru aceastd actiune, exista numerosi candidati cu potential foarte bun pentru
combaterea unor germeni precum Staphylococcus aureus [20], Clostridium difficile [21],
Mycobacterium tuberculosis [22].

In cadrul benzamidelor cu actiune analgezici sau antineoplazici sunt reprezentanti care

au fost deja introdusi in terapie sau care au fost aprobati pentru studii clinice [23,24].

11



Capitolul 3. Carbamotioil-benzamide cu potential terapeutic

Carbamotioil-benzamidele sunt o clasa de compusi cu structura privilegiata (Fig. 3.1.),
care le conferd un spectru larg de proprietati farmacologice. Compusii din aceasta clasa au
dovedit actiuni biologice precum: antimicrobiana [25], antifungica [26], antiparazitara [27],
amoebicida [28], antitumorald [29], antivirala [30], antioxidanta [31], analgezica [32],
antiinflamatoare [33]. Acestia poseda si actiuni biologice utile in agricultura: insecticida

[34], ierbicida [35], pesticida [36] si fungicida [37].

Datorita structurii versatile, carbamotioil-benzamidele si-au gasit locul si in aplicatii

precum: chemosenzori [38], organocatalizatori [39], materiale adsorbante [40], surfactanti

[41].

Totodatd, aceasta clasd de compusi este o resursa importantd pentru cercetatori,
deorece ofera acces catre noi cai de sinteza prin formarea de complecsi cu ionii metalici [42]

sau prin reactiile de ciclizare [43].

R4, R, : alchil, aril, aralchil, heterociclil, (ne)substituiti

Fig. 3.1. Formula generala a carbamotioil-benzamidelor
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II. Contributii personale

Capitolul 5. Ipoteza de lucru si obiectivele generale

Descoperirea si dezvoltarea de noi entitati moleculare cu actiune terapeutica a
cunoscut un avant extraordinar in ultimele decenii. La nivelul anului 2019 numarul total de
medicamente aprobate se ridica la 3732, dintre care 2538 au molecula mica, conform
Drugbank [2]. Medicamentele cu structurd benzamidica ocupa un loc important, cuprinzand
reprezentanti ai unor clase terapeutice semnificative precum: antipsihotice (tiaprid, sulpirid,
amisulpirid) [11], antidepresive (moclobemid) [12], antiaritmice (procainamida, encainida,
flecainida) [13], antihipertensive (labetalol, xipamid) [14], gastroprokinetice si antiemetice
(metoclopramid, cisaprid) [15], antiastmatice (pranlukast, zafirlukast) [16], antineoplazice
(procarbazina, imatinib) [17], antimicotice (buclosamid) [18], antiparazitare (niclosamid,
oxiclozanid, closantel) [19].

Amidele acizilor 2-(4-R-fenoximetil)benzoici sunt o clasa de compusi cu potentiala
actiune farmacologicd. Deoarece, in timp, numeroase microorganisme au devenit rezistente
la antibioticele clasice, tratamentul in cazul anumitor infectii este foarte dificil. De aceea este
necesard explorarea si dezvoltarea unor noi clase terapeutice pentru combaterea bolilor
infectioase [44].

Pe baza cercetarilor anterioare, derivatii acizilor 2-(4-R-fenoximetil)benzoici
sintetizati de colectivul disciplinei de Chimie Farmaceutica au dovedit actiune
antimicrobianda buna pe diverse tulpini de patogeni precum: Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Candida albicans [45].

Datorita similaritatii structurale cu antagonisti ai receptorilor nociceptinei, noile
benzamide au un potential bun pentru actiune analgezica [6].

Astfel, plecand de la aceste ipoteze, ne propunem sa aprofundam explorarea acestei
clase de compusi prin sinteza de noi reprezentanti si testarea actiunii acestora.

Obiectivele generale propuse pentru realizarea tezei au fost:
sinteza si purificarea unor noi amide ale acizilor 2-(4-R-fenoximetil)benzoici;
confirmarea structurii acestora;

determinarea actiunii antimicrobiene;

.....

o &~ w0 D

testari farmacologice:
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a) studii de toxicitate acuta;
b) evaluarea actiunii analgezice:
i.  metoda placii fierbinti (hot plate);
ii.  metoda stimulului chimic (testul contorsionarii);
6. studii in silico:
a) studii de docking molecular;
b) determinarea profilului ADMET.

Capitolul 6. Sinteza si caracterizarea unor noi amide ale acizilor 2-(4-R-
fenoxi-metil)benzoici

Grupa amidicd este una dintre cele mai raspandite grupe din structura
medicamentelor, iar reactiile de obtinere a amidelor sunt unele dintre cele mai studiate si
frecvent utilizate reactii. Intr-un studiu analitic al metodelor de sintezid in chimia
farmaceutica, s-a observat ca la nivelul anului 2014 reactia de obtinere a amidelor a fost
mentionata in aproximativ 50% dintre toate manuscrisele analizate [46].

Astfel, in acesta lucrare, sinteza noilor amide ale acizilor 2-(4-R-fenoxi-
metil)benzoici a decurs in mai multe etape, folosind ca intermediari cheie clorurile acizilor
2-(4-R-fenoxi-metil)benzoici.

Pentru obtinerea clorhidratilor  N-[2-(dimetilamino)etil]-N-3-R-fenil-2-(4-R-
fenoximetil)benzamidelor (9a-d) am urmat o sinteza eficienta in 5 etape, descrisa in Schema
6.5. [47]:

» sinteza acizilor 2-(4-R-fenoximetil)benzoici,
sinteza clorurilor acizilor corespunzatori,
sinteza N-(2-dimetilaminoetil)-3-R-anilinelor,

sinteza amidelor originale,

YV V VYV V

sinteza clorhidratilor corespunzatori.

14



R
1) KOH, xilen, /©/
reflux e SOCl,
—
) HCI COOH 1,2-dicloroetan, Cl
reflux

O
1 2b: R= -CH, 3b: R=-CHjy 4b: R=-CHj;
2e: R= -OCHj 3e: R=-OCHj3; 4e: R=-OCHj3
I
NH, HN >N
| cr Na,CO,
@ L A
R, toluen R4
6 trietilamina,
5a: Ry=-H 7a: R4=-H toluen
5b: R4=-Cl 7b: R4= -Cl
Sc: Ry=-CF3 7c: R4= -CF4
R R

9a: R= -CHj3 , Ry= -H
o)
9b: R= -CHj , R4= -Cl 0 _ HCI O |
Cl - N
9¢: R= -OCH3 , Ry= -H NN NS

N dietileter
9d: R= -OCHj , Ry= -CF3 @\ @\
R R

Schema 6.5. Obtinerea clorhidratilor N-[2-(dimetilamino)etil]-N-3-R1-fenil-2-(4-R-
fenoximetil)benzamidelor (9)

Acizii 2-(4-R-fenoximetil)benzoici (3b, 3e) au fost obtinuti in urma refluxarii ftalidei
(1) cu fenoli substituiti (2b, 2e), in mediu alcalin. Acizii sunt transformati in clorurile
corespunzatoare (4b, 4e) prin tratare cu clorura de tionil, folosind ca mediu de reactie 1,2-
dicloretan anhidru. Dupa indepartarea excesului de clorura de tionil si a solventului, clorurile
acizilor se folosesc ca atare. N-(2-dimetilaminoetil)-3-Rz-anilinele (7a-c) se obtin prin
alchilarea anilinei sau a anilinei substituite (5a-c) cu clorhidrat de N-(2-cloroetil)-N,N-
dimetilamina (6), in toluen anhidru si in prezenta carbonatului de sodiu, ca baza. Prin
cuplarea clorurilor acizilor 2-(4-R-fenoximetil)benzoici (4b, 4e) cu N-(2-dimetilaminoetil)-
3-Rz-aniline (7a-c), in toluen anhidru, in prezenta de trietilamina, se obtin amidele originale
(8a-d). Pentru transformarea amidelor originale in clorhidrati (9a-d), acestea se trateaza cu
solutie suprasaturata de acid clorhidric in eter etilic. Compusii finali (9a-d) se purifica prin

recristalizare din acetat de etil.
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A doua serie de compusi este cea reprezentata de clorhidratii N-[2-di-R2-amino)etil]-

2-(4-R-fenoximetil)benzamidelor (11a-e), care se obtin folosind o metoda similara, descrisa

in Schema 6.6.

R
1) KOH, xilen, /©/
reflux 1) SOCl,
—_—
. Cl
2) HCI COOH 1,2-dicloroetan,

reflux o)

. 2a- R=-H 3a: R=-H 4a: R=-H
2b: R= -CHj4 3b: R= -CH,4 4b: R= -CH3
2c¢: R= -CH,CH, 3c: R=-CH,CH3 4c: R=-CH,CH3
2d: R= -F 3d: R= -F 4d: R= -F
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11d: R= -F , R,=-CH,

11e: R= -F , R,=-CH,CHj

Schema 6.6. Obtinerea clorhidratilor N-[2-di-R2-amino)etil]-2-(4-R-
fenoximetil)benzamidelor

Clorurile acizilor 2-(4-R-fenoximetil)benzoici (4a-d) sunt cuplati cu N,N-di-R»-
etilendiamina, folosind toluenul anhidru ca mediu de reactie, in prezenta trietilaminei. N-[2-
di-R2-amino)etil]-2-(4-R-fenoximetil)benzamidele (10a-e) astfel obtinute sunt transformate
in clorhidrati (11a-e) prin tratare cu solutie suprasaturata de acid clorhidric in eter etilic.
Compusii 11a-€ rezultati sunt purificati prin recristalizare din acetat de etil.

N-(1-Adamantilcarbamotioil)-2-((4-R-fenoxi)metil)benzamidele (13a-e), acizii 2-
(3-(2-((4-R-fenoxi)metil)benzoil)tioureido)benzoici (14a-e), N-((2-(di-R2-
amino)etil)carbamotioil)-2-((4-R-fenoxi)metil)benzamidele (15a-d), ((2-((4-

etilfenoxi)metil)benzoil)carbamotioil)glicina  (16a),  ((2-((4-R-fenoxi)metil)benzoil)-
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carbamotioil)alaninele (16b-d) au fost sintetizate printr-o metoda eficienta in 4 etape
(Schema 6.7.) [48]:

» sinteza acizilor 2-(4-R-fenoximetil)benzoici,

» sinteza clorurilor acizilor corespunzatori,

» sinteza izotiocianatilor de 2-(4-R-fenoximetil)benzoil,

» sinteza carbamotioil-benzamidelor originale.

Clorurile acizilor 2-(4-R-fenoximetil)benzoici (4) se obtin conform metodelor descrise
anterior. Prin refluxare timp de o ora cu tiocianat de amoniu, In acetona anhidra, acestea sunt
transformate in izotiocianti de 2-(4-R-fenoximetil)benzoil (12), care nu se izoleaza. Se
adaugd apoi componenta aminicd: 1-aminoadamantan, acid antranilic, N,N-di-R>-
etilendiamina, DL-alanina sau glicocol si se refluxeaza timp de 8 ore. Compusii 13a-e, 14a-

e, 15a-d, 16a-d astfel rezultati sunt purificati prin recristalizare.
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Schema 6.7. Obtinerea carbamotioil-benzamidelor 13a-e, 14a-e, 15a-d, 16a-d
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Capitolul 7. Dovedirea structurii chimice si a purititii compusilor

sintetizati

Dovedirea structurii chimice si a puritatii noilor amide ale acizilor 2-(4-R-
fenoximetil) benzoici a fost determinatd prin diferite metode spectrale: spectrometria in
infrarosu (IR), spectrometria de rezonantd magenticid nucleard 'H-RMN, ¥C-RMN si
spectrometria de masa de inaltd rezolutie (HRMS = High Resolution Mass Spectromety).
Inregistrarea si interpretarea spectrelor de infrarosu si RMN au fost realizate in colaborare
cu Centrul de Chimie Organicd al Academiei Romane “C.D. Nenitescu”, Bucuresti.
Inregistrarea spectrelor HRMS au fost realizate la Institut fiir Organische Chemie,

Technische Universitit Berlin.

Capitolul 8. Determinarea activitatii antimicrobiene a noilor compusi

Actiunea antimicrobiana a noilor amide a fost determinata prin 3 metode: metoda
difuzimetrica pe mediu agarizat, metoda microdilutiilor seriale in bulion prin utilizarea a
doud protocoale diferite (protocol A, protocol B) si metoda microtitratii biofilmului
microbian.

Testele s-au realizat utilizand 8 tulpini microbiene Gram-pozitive: Staphylococcus
aureus ATCC 25923, Staphylococcus aureus ATCC 6538, Staphylococcus saprophyticus
ATCC 15305, Enterococcus faecalis ATCC VA-R17, Enterococcus faecalis ATCC 29212,
Bacillus subtilis ATCC 6633, Bacillus subtilis DSM10, Micrococcus luteus DSM1790, 7
tulpini microbiene Gram-negative: Escherichia coli ATCC 29252, Escherichia coli
BW25113, Escherichia coli DSM1116, Klebsiella pneumoniae ATCC 40, Acinetobacter
baumannii ATCC 230, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Salmonella typhimurium
TA100 si 2 tulpini fungice: Cryptococcus neoformans ATCC 204092 si Candida albicans
ATCC 10231.

Compusii din seria clorhidratilor N-[2-(dimetilamino)etil]-N-3-R1-fenil-2-(4-R-
fenoximetil)benzamidelor (9a-d) au avut o activitate antimicrobina redusa, cel mai activ din
aceasta serie fiind 9b, fata de tulpinile bacteriene Gram-pozitive de Staphylococcus aureus,

Bacillus subtilis, Staphylococcus saprophyticussi fungice (Cryptococcus neoformans).
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Reprezentantul cel mai activ din seria clorhidratilor N-[2-di-R2-amino)etil]-2-(4-R-
fenoximetil)benzamidelor (1la-e) a fost 1lc, fata de tulpinile de Escherichia coli,
Enterococcus faecalis si Candida albicans.

Compusii din seria N-(1-Adamantilcarbamotioil)-2-((4-R-fenoxi)metil)benzamidele
(13a-e) nu au prezentat actiune antimicrobiand fatd de microorganismele testate, probabil
din cauza hidrofobicitdtii accentuate conferite de restul de adamantan.

In schimb, compusii din seria acizilor 2-(3-(2-((4-R-fenoxi)metil)benzoil)tioureido)
benzoici (14a-e) au prezentat o buna actiune antimicrobiana, remarcandu-se compusii 144,
14b, 14c, 14d si 14e, cu valori CMI foarte mici de 9-19 pg/mL fata de tulpina de
Staphylococcus aureus, si de 64 -128 pg/mL fata de cele de Micrococcus luteus si Bacillus
subtilis (Tabel VIII.11.). Acesti compusi au prezentat de asemenea un efect inhibitor
semnificativ fatd de biofilmul stafilococic, cu CMEB de 9-19 pg/mL.

Tabel VI111.11. Valorile CMI (ug/mL) pentru compusii 14a-e

R
/©/ 14a: R=-H
o) 14b: R= -F

., COOH 14c: R= -OCH,4
N N 14d: R=-CHj4
o \[s]/ 14e: R= -CH,CH3
S. aureus E. faecalis E. coli ) C. albicans
Compus aeruginosa
ATCC 25923 = ATCC 29212  ATCC 25922 ATCC 10231
ATCC 27853
14a 19 625 1250 1250 625
14b 19 5000 1250 1250 625
14c 9 1250 1250 1250 625
14d 19 1250 1250 1250 1250
14e 9 1250 1250 1250 625

Desi in screening-ul calitativ prin metoda difuzimetrica compusii din seria N-((2-(di-
R2-amino)etil)carbamotioil)-2-((4-R-fenoxi)metil)benzamidelor (15a-d) au avut o activitate
antimicrobiana redusa, la testele cantitative, compusul 15c a prezentat valori CMI de 19
ug/mL fata de tulpina de Staphylococcus aureus, de 64 pg/mL in cazul tulpinii de
Micrococcus luteus si de 128 pg/mL fata de cea de Salmonella typhimurium, iar 15d a
prezentat o valoare CMI de 39ug/mL pentru tulpina de Staphylococcus aureus si de 64

ng/mL in cazul Micrococcus luteus. Cei doi compusi au prezentat de asemenea cea mai buna
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activitate antifungica, cu o valoare CMI de 79 pg/mL fata de tulpina de Candida albicans si
anti-biofilm stafilococic cu valori CMEB de 9-19 pg/mL (Tabel VI11.12.).

Tabel VI111.12. Valorile CMI (ug/mL) pentru compusii 15a-d

R 15a: R= -F, R,= -CHj
O/©/ 15b: R= -CH3, R2: -CH3

15¢c: R= -CH2CH3, R2= -CH3

H H
15d: R= -CH,CH3, Ry=-CH,CH
N\H/N\/\N,Rz 2&H3, Ko 2&H3
O S R,
. . P. )
S. aureus E. faecalis E. coli ) C. albicans
Compus aeruginosa
ATCC 25923 = ATCC 29212  ATCC 25922 ATCC 10231
ATCC 27853
15a 1250 5000 1250 1250 312
15b 78 5000 1250 625 312
15¢ 19 5000 1250 1250 78
15d 39 5000 1250 625 78

Compusii din seria ((2-((4-etilfenoxi)metil)benzoil)carbamotioil)glicinei (16a) si
((2-((4-R-fenoxi)metil)benzoil)-carbamotioil)alaninei  (16b-d) au prezentat actiune
antimicrobiana redusa, cu diametre de inhibitie sub 10 mm, iar valorile CMI cuprinse intre
135 si 312 pg/mL, doar in cazul tulpinii de Staphylococcus aureus.

Putem concluzia ca in urma screening-ului antimicrobian am identificat 6 compusi
cu actiune antistafilococica buna si foarte buna, respectiv 14c, 14e, 14a, 14b, 14d, si 15c cu
valori CMI si CMEB de 9-19 pg/mL. Astfel, modularile structurale ale acizilor 2-(4-R-
fenoxi-metil)benzoici au condus la obtinerea unor derivati cu actiune antimicrobiana buna

in vitro, ceea ce-i recomanda pentru testarea in modele de infectie in vivo.
Capitolul 9. Determinarea citotoxicitatii in vitro
Determinarea citotoxicitatii reprezintd o etapd importantd in dezvoltarea unui
medicament, fiind abordata in studiul nostru prin teste in vitro, pe o linie celulara

standardizatd, respectiv linia Hep-2 (carcinom laringian uman), recomandatd pentru

realizarea acestor determinari.
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Testele de citotoxicitate s-au realizat pentru un numar de 18 compusi originali, la
patru concentratii (12,5 pg/mL, 25ug/mL, 50pg/mL si 100pg/mL).

Rezultatele obtinute indica faptul cad noile amide au prezentat citotoxicitate redusa
sau moderata la concentratiile analizate. Dintre compusii testati, N-((2-(di-R2-
amino)etil)carbamotioil)-2-((4-R-fenoxi)metil)benzamidele (15a-d), ((2-((4-
etilfenoxi)metil)benzoil)carbamotioil)glicina (16a) si ((2-((4-R-fenoxi)metil)benzoil)-
carbamotioil)alaninele (16b-d) au avut citotxicitatea cea mai redusa.

Compusii cu actiune antimicrobiand buna identificati anterior, respectiv 14c¢ si 15¢
nu au fost citotoxici la concentratiile la care au fost activi, prezentand asadar un profil sigur,
care 1i recomandd pentru cercetdri viitoare, in vederea dezvoltdrii de noi agenti

antimicrobieni (Tabel 1X.5.).

Tabel 1X.5. Profilul citotoxic al compusilor cu activitate antimicrobiana pe tulpina de

Staphylococcus aureus ATCC 25923

Cod compus CMI (pg/mL) Viabiliate ceulari (%)
25 pg/mL 12,5 pg/mL

ta 19 95,32 100

14b 19 7735 5

l4c 9 100 100

14d 19 82,2 100

14e 9 73,72 33

15c 19 100 =

Capitolul 10. Cercetari farmacologice asupra noilor amide ale acizilor 2-

(4-R-fenoxi-metil)benzoici

Compusii analizati in studiul farmacologic au fost alesi pe baza diversitatii lor
structurale, fiecare apartinand unei clase diferite de compusi sintetizati: 11c, 15a, 16¢, 14b

si 13c (Tabel X.1.).
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Tabel X.1. Formula de structurd a compusilor analizati in studiul farmacologic

Cod

compus

1lc 13c 14b 15a 16¢

F

Formula o o©/ o/©/ o/©/

o’:
de cll COOH o
structurd ~N N__N ~ SN
= |ty lacihetanihe t oo
s

Determinarea toxicitatii acute s-a realizat prin metoda up-and-down, in conformitate
cu Ghidurile Europene actuale care tin cont de principiile de etica in cercetarea pe animale
vertebrate vii. Valoarea DLso a fost estimata in intervalul 500-2000 mg/kg corp, iar in
acest sens cei cinci noi compusi pot fi incadrati in categoria 4 de toxicitate — “periculos daca
este inghitit”, conform Sistemului Global Armonizat de clasificare a substantelor cu potential
de toxicitate [49].

Pentru cercetarile ulterioare, dozele au fost alese din intervalul 1/20-1/10 DLsyo,
respectiv 25-50 mg/kg corp.

Potentialul analgezic al noilor compusi a fost evaluat in doud modele de durere:
nociceptiva si viscerala. Sensibilitatea dureroasa termica a fost determinata prin testul hot
plate (53°C) si sensibilitatea dureroasi indusi a fost determinati printr-un stimul chimic
(acid acetic 0,6% 1.p.). Ca referinte au fost alese un analgezic cu mecanism mixt opioid si
monoaminergic spinal (tramadol, 30 mg/kg corp) si un antiinflamator nesteroidian
(diclofenac, 10 mg/kg corp).
obtinut urmatoarele rezultate:

» Pentru loturile tratatate cu tramadol (30 mg/kg corp), 11c (50 mg/kg corp), 15a (50
mg/kg corp) si 14b (50 mg/kg corp) se inregistreaza efect analgezic vs. pre-tratament

prin cresterea latentei aparitieil primului semn de durere dupa 30, 60, respectiv 120

de minute dupa doza unica (Fig. 10.3.).
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Efect analgezic % vs pre-tratament

m15min =30 min
60 min =120 min

500 - T 11c  15a c 14b P13c

Lot

Fig. 10.3. Efectul analgezic maxim posibil (%) al primului semn de durere vs. pre-

tratament in testul hot plate pentru loturile M, D, T, 11c, 15a, 16c, 14b si 13c

» Tramadolul 30 mg/kg corp prezinta efect analgezic maxim 24,53% vs. lot martor (p <
0,005), dupa 30 de minute de la administrarea per os. Efect analgezic se observa si

dupa 60 min. (17,95% vs. lot M, ns) si 120 min (13,26 % vs. lot M, ns), dar este mai
redus (Fig. 10.4.).

Efect analgezic % vs lot M

w
(85

*x*x

m15min =30 min

w
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o
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Fig. 10.4. Efectul analgezic (%) al diclofenacului, tramadolului si al substantelor nou

sintetizate 11c, 15a, 16c, 14b, 13c vs. lotul martor in testul hot plate
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» Pentru tratamentul cu diclofenac (10 mg/kg corp) se obseva un efect analgezic vs.
lotul martor de 13,17% (ns) dupa 120 de minute (Fig. 10.4.).

» Compusul 15a in doza unica (50 mg/kg corp) prezinta efect analgezic vs. lotul martor
dupa 15 minute (14,81%, ns), 30 minute (26,75%, p < 0,005 ), 60 minute (14,95 %,
ns) si 120 minute (31,78%, p < 0,001) (Fig. 10.4.). Evolutia si intensitatea efectului
analgezic sunt superioare tramadolului.

» Compusul 14b prezinta efect analgezic fata de lotul martor in special dupa 30 minute
(19,09%, ns) si 120 minute (16,51%, ns) (Fig. 10.4.).

» Compusul 11c prezintd efect analgezic redus vs. lotul martor dupa 15 minute
(11,79%, ns), 30 minute (10,38%, ns), si 120 minute (10,90%, ns) (Fig. 10.4.).

» Compusul 16c¢ prezinta efect analgezic redus dupa 120 minute (11,76%, ns) (Fig.
10.4.).

» Compusul 13c prezinta efect analgezic redus dupa 30 minute (7,87%, ns) si dupa
120 minute (7,77%, ns) (Fig. 10.4.).

I.p.) S-au obtinut urmatoarele rezultate:

» Pentru lotul martor a fost inregistrata o valoare medie de 57 + 11,03, numarul cel mai
mare de contorsiuni.

» Tratamentul cu tramadol (30 mg/kg corp) a redus semnificativ statistic numarul de
contorsiuni, efectul analgezic fiind de 84,39% (p < 0,0001) (Fig. 10.6.).

Efect anagezic - Testul stimului chimic
90,00

80,00
70,00
5 60,00
= 50,00
c
8 40,00

T 30,00

20,00
10,00 l

0,00

Lot D LotT Lotllc Lotl5a Lotl6c Lotl1l4b Lot13c

Fig. 10.6. Efectul analgezic fata de lotul martor exprimat prin reducerea procentuala a
numarului de contorsiuni pentru loturile tratate cu tramadol (T), diclofenac (D) si

substantele nou sintetizate, evidentiat in testul stimulului chimic.
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» Tratamentul cu diclofenac (10 mg/kg corp) a redus semnificativ statistic numarul de
contorsiuni, efectul analgezic fiind de 60,00% (p < 0,0001) (Fig. 10.6.).

» Compusii 11c si 15a au redus numarul de contorsiuni comparativ cu lotul martor,
efectul analgezic inregistrat este nesemnificativ statistic 28,07 % (ns), respectiv
17,72 (ns) (Fig. 10.6.).

» Pentru compusii 16¢, 14b si 13c se inregistreaza efect analgezic prin reducerea
numarului de contorsiuni fata de lotul martor cu 34,5% (p < 0,005); 32,11% (p <
0,005); respectiv 30,00% (p < 0,005) (Fig. 10.6.), insa efectul este inferior celui indus

de tramadol si diclofenac.
Capitolul 11. Studii de docking molecular

Rezultatele studiului de docking molecular indica o corelatie pozitiva intre structura
noilor compusi sintetizati si afinitatea pentru receptorul nociceptinei, asemanarea structurala

cu compusul JTC-801 fiind benefica (Fig. 11.4.).

Afinitatea pentru receptor
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0
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N
Fig. 11.4. Energiile libere de legare (AG, kcal/mol) pentru compusii analizati in studiul de
docking
Prin modulari structurale, introducerea unui nucleu de adamantan, am obtinut o serie
de compusi 13a-e cu afinitate fatd de receptorul nociceptinei superioard substantelor de

referinta.
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Legarea de receptorul nociceptinei este favorizatd de un numar mai mare de
interactiuni (JTC-801, 13e, 13c), principalele tipuri de interactiuni fiind de tip legaturi de
hidrogen si legaturi hidrofobe (pi-sigma, alchil si pi-alchil). Principalii aminoacizi implicati

in crearea legaturilor sunt: TYR131, VAL283, ILE219 si PHE215 (Fig. 11.7., 11.8.).

GLN
A:280
ASEZ3
VAL G
PHE A:279 MET
A:215 ILE A:134
A:219
\ VAL IS
VAL N
A:181 ‘,..,j\/sl:\Jil\/uH
" B 1 [l
MET,
A:188 : : ‘ TYR
\// A:131
L AS
A:202 ILE 3
A:204 L 4
GLN
SR Aose
Interactions
[] van der waals [ Al
[] Pi-Donor Hydrogen Bond [ Pialkyl
I Fi-sigma

Fig. 11.8. Interactiuni intermoleculare prezise pentru 13e

Astfel este confirmat potentialul acestor noi compusi pentru actiunea analgezica,

studii biologice suplimentare fiind insa necesare.
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Capitolul 12. Determinarea profilului ADMET prin metode in silico

Evaluarea profilului ADMET s-a realizat cu ajutorul metodelor in silico, folosind
software-ul ADMET Predictor™ , versiunea 8.0.4.6. (Simulation Plus Inc., Lancaster,
California, SUA).

Intr-o prima etapa a fost determinat caracterul drug-like al derivatilor de acizi 2-(4-
R-fenoxi-metil)benzoic. Cei 6 descriptori moleculari analizati Mr, MlogP, HBD, HBA,
TPSA si RNB se incadreaza in limitele impuse de regulile Lipinski si Veber, compusii avand

astfel un caracter drug-like optim (Tabel XII.1.).

Tabel XI1.1. Proprietatile drug-like ale compusilor 11a-e

R
/©/ 11a: R=-H , Ry= -CH,
0 11b: R= -CHj , Rp= -CH3

11c: R= -CH2CH3 y R2= -CH3

H\/\H/Rz 11d: R=-F , Rp=-CHj
o F|<2+ Cl 11e:R=-F, R;=-CH,CH,
Compus  Mr (g/mol) MLogP HBD HBA -I-(Zif RBN
11a 33484 2718 2 4 4271 7
11b 34887 2951 2 4 42771 7
11c 362,9 3,178 2 4 42,77 8
11d 352,83 3,103 2 4 4271 7
116 380,89 3,558 2 4 4277 9

Profilul farmacocinetic al compusilor 11a-e este caracterizat printr-o solubilitate
bund in apd si permeabilitate mare prin membranele biologice. Din punct de vedere
farmacotoxicologic, compusii au un potential toxic redus, cu o probabilitate micd de a
produce reactii adverse.

Compusii 13a-€ au un caracter lipofil accentuat, fapt care se reflectd in proprietatile
farmacocinetice. Solubilitatea Tn apa a acestor compusi este redusd, permeabilitatea prin
membranele biologice este mare, iar legarea de proteinele plasmatice se realizeaza in
proportie mare. Din punct de vedere farmacotoxicologic, acesti compusi poseda o toxicitate
acuta mare.

Compusii 14a-e au un profil farmacocinetic caracterizat printr-o solubilitate buna in

apd, cu o permeabilitate buna prin anumite membrane biologice, dar redusa prin bariera
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hematoencefalica si o legarea in proportie mare de proteinele plasmatice. Din punct de
vedere farmacotoxicologic existd un risc de toxicitate acutd mare si o hepatotoxicitate
accentuata.

Pentru compusii 15a-d profilul farmacocinetic este optim, cu o solubilitate buna in
apa si permeabilitate mare prin membranele biologice. Acesti compusi posedad din punct de
vedere farmacotoxicologic o potentiala cardiotoxicitate si hepatotoxicitate (Tabel XI1.10.,

Tabel XI1.18., Tabel X11.19).

Tabel XI11.10. Proprietati farmacocinetice ale compusilor 15a-d

Compus Sw  Peff MDCK LogBB BBB Vd RBP Fuw  Pgp_Substr

15a 0,355 1,668 326,811 0,431 Mare 1,927 0,713 15,834 Da (79%)
15b 0,287 1,772 282,555 0,235 Mare 1,87 0,704 15267 Da (73%)
15¢ 0,207 1,793 278,508 0,279 Mare 1,958 0,692 11,977 Da (79%)
15d 0,159 1,348 260,84 0,234 Mare 1,953 0,687 11,331 Da (91%)

Legenda: valorile marcate cu rosu reprezinta depasiri ale limitelor parametrilor Sw (mg/mL)
> 0,010 ; Peff (cm/s x 10%) >0,5 ; MDCK (cm/s x 107) >30 ; LogBB > -0,1 ; Vd (L/kg) <3,7
; RBP <1,0 ; Fup(%) >10 % [198].

Tabel XI1.18. Proprietati farmacotoxicologice ale compusilor 15a-d

Compus MaxRTD @ Rat_Acute Rat TD50 hERG Filter

15a  >3,16(72%) 575723 15565 Da (63%)

15b  >3,16(79%) 636,777 7,38 Da (65%)
15c  >3,16 (74%) 671,677 7,447 Da (76%)
15d  >3,16(72%) 726,655 8,376 Da (79%)

Legenda: valorile marcate cu rosu reprezintd depasiri ale limitelor parametrilor MaxRTD

>3,16 mg/ kg corp/ zi; Rat_Acute >500 mg/kg corp; Rat_TD50 >10 mg/kg corp/zi [202].
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Tabel XI11.19. Parametri hepatotoxici ai compusilor 15a-d
Compus = Ser_AlkPhos Ser_GGT Ser_LDH Ser_AST Ser_ALT

15a Normal (67%) Ridicat (59%) Normal Normal (78%) Ridicat (55%0)
15b Normal (70%) Ridicat (57%) Normal  Normal (89%) Ridicat (53%)
15c Normal (70%) Ridicat (53%) Normal  Normal (89%) Ridicat (53%)
15d Normal (63%) Normal (64%) Normal Normal (73%) Ridicat (51%0)

Legenda: valorile marcate cu rosu reprezintd depasiri ale limitelor parametrilor

Derivatii 16a-d sunt caracterizati printr-o solubilitate buna 1in apa, dar
permeabilitatea prin membranele biologice este redusa si legarea de proteinele plasmatice se
realizeazd in proportie mare. Profilul farmacotoxicologic evidentiazd un potential

hepatotoxic pentru acesti compusi.

Capitolul 13. Concluzii generale

Studiile de cercetare efectuate au adus contributii importante in clasa amidelor
acizilor 2-(4-R-fenoximetil)benzoici, compusii obtinuti dovedind un bun potential
farmacologic.

Obiectivele generale propuse pentru realizarea tezei au fost indeplinite.

1. Sinteza si purificarea noilor compusi

Modularile structurale ale acizilor 2-(4-R-fenoxi-metil)benzoici au dus la sinteza a 9
benzamide si 18 carbamotioil-benzamide, compusi originali, necitati in literatura de
specialitate:

» clorhidratii N-[2-(dimetilamino)etil]-N-3-R:-fenil-2-(4-R-fenoximetil)benzamidelor
(9a-d)
clorhidratii N-[2-di-R2-amino)etil]-2-(4-R-fenoximetil)benzamidelor (11a-e)
N-(1-adamantilcarbamotioil)-2-((4-R-fenoxi)metil)benzamide (13a-e)
acizii 2-(3-(2-((4-R-fenoxi)metil)benzoil)tioureido)benzoici (14a-e)
N-((2-(di-R2-amino)etil)carbamotioil)-2-((4-R-fenoxi)metil)benzamide (15a-d)
((2-((4-etilfenoxi)metil)benzoil)carbamotioil)glicina (16a) si (2-((4-R-
fenoxi)metil)benzoil)-carbamotioil)alanine (16b-d).

vV V V V V
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Sinteza acestor compusi s-a realizat prin metode simple si eficiente, cu consum
minim de solventi si randamente bune.

Caracterizarea din punct de vedere fizico-chimic a noilor benzamide si carbamotioil-
benzamide s-a realizat prin determinarea masei moleculare, temperaturii de topire,
aspectului si randamentului de reactie.

2. Dovedirea structurii chimice a compusilor sintetizati

Structura chimica a celor 27 de compusi sintetizati, intermediarii utilizati si sintezele
efectuate au fost confirmate cu ajutorul rezultatelor obtinute in urma analizelor realizate:
spectrometria in infrarosu, spectroscopia de rezonanti magneticd nuclearid (*H-RMN, ¥*C-
RMN), spectrometria de masa de inalta rezolutie si analiza elementala.

3. Determinarea activitatii antimicrobiene

Actiunea antimicrobiana a noilor amide a fost determinata prin 3 metode: metoda
difuzimetrica pe mediu agarizat, metoda microdilutiilor seriale in bulion prin utilizarea a
doud protocoale diferite (protocol A, protocol B) si metoda microtitrarii biofilmului
microbian.

In urma screening-ului antimicrobian am identificat 6 compusi cu actiune
antistafilococica buna si foarte buna, respectiv 14c, 14e, 14a, 14b, 14d, si 15c cu valori CMI
si CMEB de 9-19 ug/mL. Astfel, modularile structurale ale acizilor 2-(4-R-fenoxi-
metil)benzoici au condus la obtinerea unor derivati cu actiune antimicrobiana buna in vitro,
ceea ce-i recomanda pentru testarea in modele de infectie in vivo.

4. Determinarea citotoxicitatii in vitro

Rezultatele obtinute in urma testelor efectuate pe 18 dintre compusi, indica faptul ca
noile amide au prezentat citotoxicitate redusa sau moderatd la concentratiile analizate. Dintre
compusii testati 15a-d, 16a si 16b-d au avut citotoxicitatea cea mai redusa.

Compusii cu actiune antimicrobiana buna identificati anterior, respectiv 14c si 15¢
nu au fost citotoxici la concentratiile la care au fost activi, prezentand asadar un profil sigur,
care 11 recomandd pentru cercetari viitoare, in vederea dezvoltdrii de noi agenti
antimicrobieni.

5. Cercetari farmacologice

In urma determinirii toxicititii acute a fost stabilit intervalul 500-2000 mg/kg corp,
in care se situeaza DLso, dupa administrarea orala la soareci a celor cinci compusi.

Potentialul terapeutic al compusilor 11c, 15a, 16¢, 14b, 13c a fost evaluat in durerea
nociceptiva si viscerald, cu ajutorul a doui teste: hot plate (53 °C) si stimulul chimic (acid

acetic 0,6%). Efectul analgezic a fost determinat dupa doza unica, dupa administrarea p.o.
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Compusul 15a a prezentat cel mai intens efect analgezic in testul hot plate dupa 120
minute de la administrarea per o0s, dar nu a prezentat efect analgezic in testul stimulului
chimic, la o doza de 50 mg/kg corp.

Compusii 16¢, 14b si 13c, la o doza de 50 mg/kg corp, au prezentat efect analgezic
semnificativ statistic (p < 0,005) in testul stimulului chimic, dar acesta este mai redus decat
al tramadolului si diclofenacului.

Aceste rezultate sugereaza posibilitatea unor mecanisme de actiune diferite pentru
compusii testati. Astfel pentru compusul 15a este posibil un mecanism central, iar pentru
compusii 16¢, 14b si 13c este posibil un mecanism mixt, central si periferic.

Noii derivati de acid 2-(4-R-fenoxi-metil)benzoic 15a, 16¢, 14b si 13c au potential
analgezic 1n reducerea durerii nociceptive si viscerale.

6. Studii de docking molecular

Rezultatele studiului de docking molecular indica o corelatie pozitiva intre structura
noilor compusi sintetizati si afinitatea pentru receptorul nociceptinei, fapt confirmat si de
studiul efectuat pe compusul JTC-801 [50], care are fragmentul structural de acid 2-(4-
etilfenoxi-metil)benzoic.

Prin modulari structurale, care au constat si in introducerea unui nucleu de
adamantan, am obtinut o serie de compusi 13a-€ cu afinitate fata de receptorul nociceptinei
superioard substantelor de referinta.

Astfel este confirmat potentialul acestor noi compusi pentru actiunea analgezica,
studii biologice suplimentare fiind insa necesare.

7. Determinarea profilului ADMET prin metode in silico

Intr-o prima etapi a fost determinat caracterul drug-like al derivatilor de acizi 2-(4-
R-fenoximetil)benzoic. Cei 6 descriptori moleculari analizati Mr, MlogP, HBD, HBA,
TPSA si RNB se incadreaza in limitele impuse de regulile Lipinski si Veber, compusii avand
astfel un caracter drug-like optim.

In continuare a fost determinat profilul farmacocinetic si farmacotoxicologic al
derivatilor de acizi 2-(4-R-fenoximetil)benzoic.

Profilul farmacocinetic cel mai bun l-au avut compusii 11a-e si 15a-d.

Profilul farmacotoxicologic cel mai adecvat I-au avut compusii 11a-e, 13a-e, 16a si
16b-d.
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