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INTRODUCERE

Una dintre cele mai importante descoperiri medicale a constituit-o descoperirea
antibioticelor, cirora li se datoreazd o scddere remarcabild a mortalititii si morbidititii
cauzate de bolile infectioase si care joacd un rol esential in medicina modema, ficind
posibile proceduri precum transplantul, chimioterapia oncologica si interventiile chirurgicale
[1, 2]. In prezent insa, numerosi factori au condus la emergenta i diseminarea rezistentei la
antibiotice. Rezistenta la antibiotice apare nu doar in mediul spitalicesc, ci si in cazul
infecgiilor dobdndite in comunitate si ai tulpinilor izolate din mediul natural. Problema
rezistentei la antibiotice este amplificati de biofilmele microbiene, definite ca fiind
comunitdti sesile alcituite din celule microbiene atasate ireversibil la un substrat, interfati
sau intre ele, protejate de o matrice de substante polimerice extracelulare, expriméind un
fenotip modificat cu privire la rata de crestere si transcriere a genelor [3]. Microorganismele
din biofilm sunt protejate de actiunea agentilor antimicrobieni, fiind de pani la de 1000 de
ori mat rezistente decit cele planctonice.

O abordare pasiva a problematicii rezistentei la antibiotice ar putea conduce la un
scenariu sumbru si anume la o cregtere de péna la 10 milioane a deceselor pani in anul 2050
datoratd microorganismelor AR, insotitd de o paguba economica asociatd AR care s-ar putea
ridica in jurul valorii de 100 trilioane USD [4, 5]. Se prevede aparitia unei asa numite ,,ere
post-antibiotice’’, care ar face imposibil tratamentul infectiilor cu tulpini multirezistente.
Multe autoritdti internationale pledeazi pentru identificarea unor stimulente pentru a incuraja
cercetarea §i dezvoltarea de noi antibiotice. Avand in vedere ca dezvoltarea de noi agenti
antimicrobieni este un proces laborios, strategiile menite si imbunititeasci activitatea unor
compusi cu efect antimicrobian reprezinti una dintre perspectivele cele mai promititoare
pentru combaterea si controlul infectiilor persistente [6]. S-a demonstrat ¢ fragmentul
carbamoiloximinic, intélnit si in structura unor compusi cu actiune antiinfectioasa, contribuie
la imbunétatirea proprietatilor farmacocinetice si farmacologice ale acestori noi molecule
[7]. Nanoparticulele metalice, inclusiv magnetita, s-au dovedit a avea proprietii
antimicrobiene [8], fiind active att asupra speciilor bacteriene Gram-pozitive, cit si Gram-
negative. Mai mult, nanofilmele pe bazid de nanostructuri de FesQs si compusii biologic
activi s-au dovedit a fi eficiente fatd de biofilmele bacteriene monospecifice, formate de

diferite tulpini bacteriene si fungice de importanta medicali [9, 10].



in acest context, scopul acestei lucrdri a fost sinteza, caracterizarea structurald si
evaluarea biologicad a unor noi derivati dibenz[b,ejoxepin-oximinici (studiul bioinformatic,
activitatea antimicrobiand, antibiofilm, citotoxicitatea si toxicitatea acutd) si fluoren-
oximinici (activitatea antimicrobiani si elucidarea mecanismelor de actiune cu ajutorul
citometrici in flux, antibiofilm, citotoxicitatea, toxicitatea in vivo si efectul antioxidant),
precum si a unor nanosisteme pe bazd de nanoparticule de magnetitd si derivati fluoren-

oximinici (activitatea antimicrobiani si antibiofilm).

Capitolul 1. DIBENZ[b,e]OXEPINE CU POTENTIAL
TERAPEUTIC

Clasa compugilor heterociclici cu oxigen este a doua clasdi majord de compusgi
heterociclici organici, in principal datoriti abundentei lor in naturd si proprietitilor lor
biologice diverse. Compusii naturali cu acest heterociclu servesc si drept compusi lead in
dezvoltarea de noi medicamente [11].

in acest capitol sunt prezentati compusii care contin heterociclul heptaatomic cu un
atom de oxigen, numit oxepini, mai exact al compusilor care contin acest nucleu heterociclic
ortocondensat cu doud inele benzenice, compusi cu structurd ftriciclicd [6.7.6], cu
evidentierea aplicatiilor lor in terapeutica.

Nucleul dibenz[b,e]oxepinic se regiseste in structura chimica a unor medicamente
consacrate, derivati ai amino-alchiliden-dibenz[b,e]oxepinei {(doxepini, cidoxepind, utilizate
in terapia psihotropd ca antidepresive) sau ai acizilor amino-alchiliden-6,11-dihidro-
dibenz[b,e]oxepin-alcanoici (olopatading, un inhibitor al fosfolipazei A2).

Literatura de specialitate prezintd o serie de compusi dibenz[b,e]Joxepinici cu diverse
actiuni farmacologice, cum sunt derivafii amino-alchiliden-dibenz[b,c]oxepinei
(pinoxepina), ai amino-aichil-dibenz[b,e]oxepinei (doxaminol), ai acizilor 6,11-dihidro-11-
oxo-dibenz[b,e]oxepin-alcancici (isoxepac, oxepinac) sau spiroderivagi (spiroxepind).
Studiile efectuate pe astfel de compusi au pus in evidentd proprietiti sedative,
simpatomimetice, antiinflamatoare, analgezice, antiflogistice si antidepresive. Derivatii
dibenz[b,e]Joxepinici sunt inhibitori ai 5 alfa-reductazei, ai proteinei p38 kinaza activati de
mitogen, ai poli(ADP-ribozo)polimerazei-1 sau ai histon deacetilazei, antagonisti ai
receptorilor  histaminici H1 sau ai receptorilor mineralocorticoizi. Nucleul
dibenz[b,e]oxepinic a stat de asemenea la baza conceperii unor medicamente oncologice,
activitatea antitumorald datorandu-se hidroxiamidei acidului 8-(11-0x0-6,11-dihidro-

dibenz[b,e]oxepin-2-iloxi)-octanoic, care inhibd histon deacetilaza (HDA), conducind la
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apoptoza celulelor canceroase [12]. De asemenea, acest nucleu se regiseste si in structura
unor produsi naturali cu proprietati antifungice, antimicrobiene si antitumorale. Din aceste
motive, nucleul dibenzoxepinic constituie subiectul unor cercetiri cu privire la obfinerea de
noi compusi cu potentiale actiuni farmacologice.

fn acest capitol sunt prezentate substantele cu nucleu dibenz[b,e]oxepinic utilizate in

practica terapeuticd, precum si cercetiirile recente in seria dibenz[b,e]oxepinelor.

Capitolul 2. DERIVATI AI FLUORENULUI CU
POTENTIAL TERAPEUTIC

Fluorenul este o hidrocarbura aromatica policiclicd, formati din doua inele benzenice
unite printr-o legaturd directd carbon-carbon §i o punte metilenicd adiacenti. Derivatii
fluorenului au atras interesul chimistilor sinteticieni datorita proprietatilor si aplicatiilor lor
biologice si farmaceutice remarcabile. Diferiti derivati sunt studiati sau chiar utilizati pentru
tratamentul unor boli infectioase, metabolice, cardiovasculare, tumorale si imunologice, cu
componentd neuromusculard. Nucleul fluorenic se intdineste in structura lumefantrinei, cu
proprietiti antimalarice, bromurii de hexafluroniu, un relaxant muscular, sau indecainidei,
un agent antiaritmic de clasé Ic [13]. Fragmentul fluorenic se regaseste si in numeroase
produse naturale.

in cadrul acestui capitol sunt prezentate substantele cu nucleu flucrenic utilizate in

terapeuticd i cercetdri recente in seria derivatilor fluorenului si a derivatilor 9-fluorenonei.

Capitolul 3. SINTEZA, CARACTERIZAREA FIZICO-CHIMICA,
EVALUAREA BIOLOGICA SI STUDIUL BIOINFORMATIC AL
UNOR NOI O-ARIL-CARBAMOIL-OXIMINO-
DIBENZ[B,EJOXEPINE

Pe plan mondial existd putine studii intreprinse in scopul obfinerii unor noi agenti
antimicrobieni din clasa derivatilor dibenz[b,e]oxepinei. Ca urmare a studiilor realizate
anterior pe compusi dibenz[b,e]oxepinici [14, 15, 16] coroborate cu studiul informatiilor
oferite de literatura de specialitate, s-a procedat la asocierea grupelor farmacofore cu
activitate antiinfectioasd, carbamoil §i oximino intr-o singurd moleculd. Introducerea
langului lateral arilcarbamoiloximinic a ficut posibild modelarea chimica a pozitiei
Il a nucleulut dibenz[b,e]oxepinic conducdnd la obtinerea de molecule

biofarmacofore noi. Lanful lateral carbamoiloximinic prezintd proprietatea de a chelata
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ionii metalici, compusul putind astfel bloca ionii metalici ai enzimelor bacteriene gi forma
holoenzime, aceasta putind fi o ipoteza teoreticdi care sd demonstreze activitatea
antiinfectioasa [17, 18].

in cadrul acestui capitol al tezei de doctorat, prezentim sinteza unor noi compusi cu
biocompatibilitate  ridicata, din carbamoiloximino-dibenz([b,ejoxepinelor,
caracterizarea fizico-chimicd, evaluarea activitatii antimicrobiene si a toxicititii acestora,

cu ajutorul unor teste experimentale in vitro si in vivo, calitative si cantitative, completate de

clasa

studii in silico.
Schema de sintezi a noilor O-aril-carbamoil-oximino-dibenz[b,e]oxepine, necitate in

literatura de specialitate, este prezentata in figura 3.1.

o
O

{xylene; reflux )

oot

CLI2,

CO0 K*

m IVa (R= H], IVb (R= CH,),

lla (R= H), lIb (R= CH,),
lic (R= C,H,), ld (R=0CH,)

IVe [R= C,H,), IVd(R= OCH,}

s0cCl,
(1,2-dichloreethane,
o reflux; 3h)
QO
AICI,
"~ (4.2-dichloroethane) coc R
- HCI
o R
Via (R= H), Vib (R= CH,), Va {R=H), Vb [Re CH,),
Vic (R C,H,), Vid {R= OCH,) Ve (R= C;Hy), Vd (R= OCH,)
., o
H,N-OH
{Py. reftux} 0
. +0=C=N-R, O O
—_—
Q O (THF; reflux) R
N-O—C-NH""‘R1
N-OH R

Vlla {R= H}, Vllb (R= CH,),

Vlic (R= C_H;), Vild (R= OCH3J)
la: R= H; R,= -C,H,CH,(3)
Ib: R= H; R,= -C,H,F(4)
le: R= H; R;= -CH,CI(3)
Id: Re H; R,x -C,H,Cl(4)
le: R= H; R,= -C,H,C1,(2,4)
If: R= H; R,= -C,H,CF,(3)

Ik: R= H; R,= -C,H,Cl,(3,4)

1g: Re -CHy; R;= -C,H,C1,(2,4)
Ih: R= -C,H,; R,= -CyH,

li: R= -G H; R, -C,H,F(4)

IJ: R= -CHg; R,= <C,H,C1,(2.4)

Il: R=-OCHy; R;= -C,H,C1,(2,4)

Figura 3.1. Schema de sintezi a noilor O-aril-carbamoil-oximino-dibenz[b,e]oxepine
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Noii compusi din clasa O-aril-carbamoil-oximino-dibenz{b,e]oxepinelor (I), a ciror
structurd reuneste intr-o singurd moleculd mai multe fragmente biologic active, sistemul
heterociclic dibenz[b,e]oxepinic, un sistemn heterociclic condensat, cu oxigen in punte si
grupele farmacofore carbamoil si oximinic4, au formula generala prezentata in figura 3.1.

in Tabelul TIL.1. sunt sintetizate datele referitoare la structura, formula de structuri,
masa moleculara relativa, temperatura de topire si randamentul noilor O-arilcarbamoil-11-

oximino-6, 1 -dihidro-dibenz[b, e]Joxepine.

Tabel [II.1. Rezultatele caracterizirii noilor compusi Ia-1

N-O- c NH- R
Ia-1
Formula de Temperaturd | Randament
R Ri Mr
structuré de topire (°C) (%)
Ia -H Q CnHisN20s | 358,38 | 131,6-132,9 76
CH3
| - | < | CaisPN0y | 36235 | 189,5-193,1 72
cl
Ic -H G C2iHisCIN2Os | 378,81 | 175,3- 1784 67
Id H O"" C2aHisCIN2Os | 378,81 | 165,2- 167,4 64
Ie -H QC' CaHCLN2Os | 413,25 | 181,2-183,3 54
[« ]
CF,
If -H Q CnHisFsN2Os | 412,36 | 164,2- 165,8 79
Ig | -CHs @’“‘ CHigCLN20s | 427,28 | 1504-152,7 59
Cl
Ih | -C:Hs —@ CuHoN:0s | 372,42 | 173,7-175,9 71




Ii -CaHs ‘©—F C23H19FN20;5 3904 178,2- 181 73
Ij | -CoHs §:> “ | CsH1sCLNLOs | 4413 192- 1941 69
[#]
o | C2iH14Cl2N20s
Ik H 41325 | 158.2-161,8 65
cl
a | C22HisChN204
Il |-OCHs 44328 | 179,2- 181,5 69
Cl

Dupa caracterizarea fizico-chimicd a derivatilor O-(arilcarbamoil)oximei 6,11-
dihidro-dibenz[b,e]oxepin-11{6H)onei obtinuti, s-a realizat bioevaluarea acestora, printr-o
abordare combinatd, in silico si experimentald, pentru stabilirea spectrului de activitate
antimicrobiand, antibiofilm, precum si a citotoxicitétii in vitro si a toxicititii acute in vivo a
noilor compusi.
au evidentiat faptul cd cel mai activ compus a fost compusul If, care inhibi cresterea
tulpinilor bacteriene Gram-pozitive, Gram-negative si fungice, urmat de Ia si Ic.

in cazul testirii cantitative a activitatii antimicrobiene cele mai mici valori CMI au fost
evidentiate pentru compusii Ia, Ib si I, cu valori cuprinse intre 4,8 si 78 pg/mL.

Atét screeening-ul calitativ, cat si metoda cantitativi de determinare a valorii CMI
indica faptul ci cel mai activ compus este If, intensitatea efectului antimicrobian si spectrul
larg de activitate corelandu-se cu prezenta substituentutui -CF3.

Compusii testafi au prezentat de asemenea activitate antibiofilm, cel mai puternic efect
inhibitor fiind obtinut pentru derivatii monosubstituiti la radicalul fenil al catenei laterale
(compusii Ic, Ib, Ia si If).

Dintre toti compusii testati, doar If a prezentat valori ridicate ale citotoxicititii fata de
celulele HCTS, la concentratia de 100 pg/mL. Citotoxicitatea scizutd a compusilor testati ar
putea reprezenta un avantaj pentru dezvoltarea medicamentelor antimicrobiene cu efecte
secundare minime asupra celulelor si tesuturilor umane. Mecanismul citotoxicitétii
compusilor testati, evidentiat prin citometrie in flux, este inducerea apoptozei. Cresterea
numirului de atomi de -F in moleculi este corelati cu cresterea rapidi a apoptozei secundare,
sugerdnd potengialul ridicat antitumoral al compusului If.

Evaluarea toxicitatii /n vive a compusilor Ti si Ij dupa administrare per os a condus la

concluzia ci doza letala este mai mare de 2000 mg/kg corp per os.
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Studiul bioinformatic al compusilor Ia-j a confirmat caracterul drug-/ike al compusilor
Ia-j, care au respectat regulile fui Lipinski si Veber, profilul ADME-Tox a indicat un bun
coeficient de absorbtie intestinald si un nivel mediu de permeabilitate la nivelul barierei
hematoencefalice si al SNC.

Potenfialul mutagen prezis prin testul de toxicitate AMES a fost prezent doar la
compusul Ia, insa niciunul dintre compusii testati nu au efect cancerigen.

Conform predictiilor referitoare la hepatotoxicitate, compugsii Ia, Ie, Id si Th nu
interfereazi cu functia normali a ficatului, dar, in schimb, au toxicitate fati de Tetrahymena
pyriformis, iar compusii Ia si Ih prezinti toxicitate Minnow.

Rezultatele analizelor biologice sustin potentialul de utilizare a noilor O-aril-
carbamoil-oximino-dibenz{b,eJoxepine pentru prepararea compozitiilor farmaceutice cu

toxicitate scizuti, destinate tratamentului antimicrobian si antibiofilm.

Capitolul 4. SINTEZA, CARACTERIZAREA FIZICO-CHIMICA SI
EVALUAREA BIOLOGICA A UNOR DERIVATI Al
O-ARIL-CARBAMOIL-OXIMINO-FLUORENULUI

Cercetdrile intreprinse pe compusii cu nucleu fluorenic pot contribui la dezvoltarea de
noi chimioterapice antimicrobiene cu eficacitate maxima si toxicitate scizuti, care si
reprezinte solutii terapeutice eficiente in cazul infectiilor cu microorganisme rezistente, care,
in acelasi timp, si prevind riscul permanent de emergenti a noi mecanisme de rezistenti.
Faptul cd grupele farmacofore carbamoil §i oximinica sunt prezentate in literatura de
specialitate, ca avind certe calitii farmacologice, ne-au determinat si reunim aceste
fragmente biologic active intr-o singuri moleculi originala. Astfel, scopul acestui studiu a
fost sintetiza unor noi compusi din clasa O-aril-carbamoil-oximino-fluorenului (Fig. 4.1.) cu
potential efect bactericid, fungicid si antibiofilm, in care sunt asociate intr-o singuri
moleculd mai multe fragmente farmacofore (sistemul triciclic fluorenic, grupele carbamoil
si oximinicd).

Compusii au fost sintetizati prin metoda refluxarii fluoren-9-on-oximei cu

arilizocianati, in mediul de reactie reprezentat de tetrahidrofuranul anhidru.
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Schema de sintezi, structura compugsilor si rezultatele caracterizérii acestora sunt

prezentate in Fig. 4.1. si Tabelul IV.1.

N—OH N o c NH—R
1a-d o
CH, cl Ci
O Ly D D
1a b 1c 1d

1a (R= -C¢Hs): 9-(fenilcarbamoiloximino)fluoren

1b (R= -CsH4(CH3)(3)): 9-((3-metil-fenil)carbamoiloximino)fluoren

1¢ (R=-CHs(CI)(3)): 9-((3-cloro-fenil)carbamoiloximino)fluoren

1d (R= -CsHa(C1)2(3,4)): 9-((3,4-dicloro-fenil)carbamoiloximino)fluoren

Figura 4.1. Schema de sinteza si formula generald a unor noi compusi din clasa O-aril-

carbamoil-oximino-fluorenului
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Tabel 1V.1. Rezultatele caracterizarii noilor compusi 1a-d

O.Q R= fenil mono- sau disubstituit

I
N—O0—C—NH—R
I

] 1a-d
R Formula de structuri Mr Temp. de Randament
topire fatd de
9-fluorenoni
Sluoren-9-on-oxima S 195,22 194,3 - 88,5%
(N-fluoren-9-iliden 195,2°C
hidroxilamina)
I
N—OH
la -CeH; 314,33 156,9 - 63,2%
9-(fenilcarbamoil 0.0 159 °C
oximino) fluoren I
N—O—C—NH
b -CsHa(CH:3)(3) 328,36 | 171,2- 56,4%
9-((3-metil-fenil) 174,3 °C
carbamoiloximina)
fheoren NI o—c—NH
||
e -CsHis(CH(3) 348,77 155,7 - 66,4%
9-((3-cloro-fenil) 158,3 °C
carbamoiloximino)
fluoren . C NH
1d -CeHa(C1)(3,4) 383,23 1579 - 64,8%
9-((3,4-dicloro-fenil) l61,2°C
carbamoil
oximino)fluoren N—-—O C NH
0

A




Pentru evaluarea compusilor sintetizati au fost propuse urmétoarele activititi:

e cvaluarea cantitativi a activititii antimcrobiene;

e determinarea influentei compusilor chimici nou sintetizai asupra dezvoltirii
biofilmelor microbiene la substrat inert;

» studiul unor potentiale mecanisme moleculare antimicrobiene ale compusilor chimici
nou sintetizati;

e evaluarea toxicititii noilor derivati asupra crustaceului Artemia franciscana Kellog;

o studiul efectului antioxidant prin capacitatea de scavenger a radicalilor DPPH si
ABTS".

Investigarea activititii antimicrobiene a ardtat faptul ca acesti compusi au prezentat o
buni activitate antimicrobiand cu valori ale CMI cuprinse intre 0,156 si 10 mg/mL, cele mai
sensibile tulpini la actiunea antimicrobiana fiind tulpina de S. aureus, urmatd de cea de P.
aeruginosa. Compusul 1d a manifestat o bund activitate antimicrobiani fati de tulpina
bacteriand Gram-pozitiva S. gureus (CMI 0,156 mg/mL).

Testérile privind activitatea microbicidd a compugilor chimici nou sintetizati au indicat
valori ale concentratiei minime microbicide cuprinse intre 0,312 si 10 mg/ml., acestea fiind
similare sau de doua ori mai mari decét valorile CMI.

Investigarea influentei compusilor chimici nou sintetizati asupra capacitdtii de formare
a biofilmelor microbiene la substratul inert de citre tulpinile testate a pus in evidentd faptul
cd toti compusii testati au inhibat dezvoltarea biofilmelor, valorile CMEB fiind cuprinse intre
0,009 si 1,25 mg/mL.

Analizele de citometrie in flux au aritat ci, la concentratii subinhibitorii, compusii
chimici nou sintetizati, derivati ai O-aril-carbamoil-oximino-fluorenului, determinid o
depolarizare a membranei plasmatice microbiene, sugerdnd taptul ca membrana plasmatica
constituie una dintre tintele activititii antimicrobiene a acestor compusi.

Evaluarea toxicittii asupra crustaceului Artemia franciscana Kellog a evidentiat
faptul ci dintre cei patru compusi testati, doar compusul 1d a prezentat toxicitate moderati,
similar ciclofosfamidei.

Compugii testafi prezintd capacitate de scavenger a radicalului liber ABTS™ la
concentratiile testate. Cele mai mari valori ale inhibitiei radicalului liber s-au obtinut pentru
compusul 1b, in strAnsa corelatic cu valorile echivalentilor de acid ascorbic. Activitatea
antioxidanti creste in ordinea 1¢ < 1a < 1b. Rezultatele obtinute nu au evidentiat diferente

semnificative statistic intre compusii analizaii.
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Capitolul 5. NOI DERIVATI AI O-ARIL-CARBAMOIL-OXIMINO-
FLUORENULUI CU ACTIVITATE MICROBICIDA SI
ANTIBIOFILM fMBUNATATITA PRIN ASOCIERE CU

NANOPARTICULE DE OXID DE FIER

Abordairile nanotehnologice sunt din ce in ce mai prezente in oricare dintre domeniile
activititii umane, oferind mari asteptdri pentru controlul infectiilor, prin crearea de noi
strategii antimicrobiene, eficiente atdt impotriva microorganismelor planctonice, cit si
aderate, sub forma biofilmelor microbiene, sau prin imbunititirea celor deja existente [19].
Dintre nanostructuri, nanomaterialele pe bazi de oxid de metal (de exemplu oxidul de zinc,
oxidul de cupru, magnetita) au atras o atentie deosebiti, datoriti activititii lor antimicrobiene
intrinseci [20, 21], dar si datoritd capacititii lor de a fi utilizate ca sisteme de transport s
eliberare controlatd a compusilor antimicrobieni.

in acest capitol, derivatii O-aril-carbamoil-oximino-fluorenului care combini mai
multe fragmente farmacofore, precum sistemul fluorenic triciclic, grupele carbamoil si
oximinicd au fost obtinuti prin refluxarea oximei 9H-fluoren-9-onei cu arilizocianati, fiind
mai departe caracteriza(i pe baza constantelor fizice si a datelor spectroscopice, conform
rezultatelor prezentate in capitolul 4.

Ulterior, a fost investigat potentialul nanostructurilor de tip miez-coaji pe bazi de
magnetiti@citrat pentru a Imbunititi proprietifile antimicrobiene ale fluorenonelor nou
sintetizate. Aceste nanoparticule prezintd multiple avantaje pentru aplicatiile biomedicale,
cum ar fi biocompatibilitatea crescutd si capacitatea de a incorpora si elibera diversi compusi
terapeutici, reducind astfel concentratia activa necesari si efectele toxice potentiale [22, 23,
24, 25]. Aceste nanostructuri magnetice ar trebui exploatate, deoarece dimensiunile reduse
ale acestor sisteme pot asigura si un grad mai mare de internalizare celulara [26].

Activitatea antimicrobiani a nanosistemelor obtinute a fost evaluati faga de tulpini
bacteriene si fungice, in fazi de crestere planctonici si de biofilm, utilizind teste cantitative,
pentru a determina concentratia minimd inhibitorie (CMI) si de eradicare a biofilmului
(CMEB).

Bioactivitatea unor derivati ai O-aril-carbamoil-oximino-fluorenului sintetizati
utilizand drept compus tintd oxima 9F-fluoren-9-onei fatd de celule planctonice a fost

imbunitatitd semnificativ prin incorporarea compusilor sintetizati in magnetiti@citrat. S-a



dovedit faptul ci aceste sisteme au imbunatitit valorile CMI, valorile CMEB fiind insa mai
mari fatd de compusii activi puri.

Efectul inductiv respingitor de electroni al atomilor de clor a imbunitatit activitatea
inhibitorie fati de cresterea planctonici si sub forma de biofilm a celulelor de Staphylococcus
aureus, in timp ce efectul + al grupérii metil a imbunatitit activitatea antifungica fati de
tulpina de Candida albicans.

Nanoparticulele de magnetitd au imbunatitit considerabil activitatea antimicrobiana a
noilor compusi impotriva microorganismelor planctonice.

Compusii obtinuti, precum §i nanostructurile magnetice incircate cu acesti compusi

prezintd un potential promititor pentru dezvoltarea de noi strategii antimicrobiene.

Capitolul 6. CONCLUZII GENERALE

» Aceastd teza igi propune si rispunda unei urgente de sinitate publica si de mediu la
nivel global, reprezentati de fenomenul rezistentei la antibiotice, prin dezvoltarea de noi

substante de sintezd cu activitate antimicrobiana.

» Abordarea metodologica utilizatd a avut la bazi urmitoarele aspecte: proiectarea
unor noi compusi §i efectuarea unor modulari structurale pe nucleele dibenz[b,eJoxepinic si
fluorenic care fac parte din structura unor substante cu activitate farmacologici dovediti, in
scopul obtinerii §i caracterizirii fizico-chimice a 12 noi derivati ai O-aril-carbamoil-
oximino-dibenz[b,eJoxepinei si 4 noi derivati ai O-aril-carbamoil-oximino-fluorenului, cu
potentiald activitate antimicrobiand de spectru larg; extinderea evaludrii biologice dincolo
de testele antimicrobiene clasice, in scopul stabilirii activititii antibiofilm a acestor compusi;
pentru derivatii dibenz[b,e]oxepinei: determinarea citotoxicitétii in vitro, a toxicititii acute
in vivo gi efectuarea unui studiu bioinformatic in sifico; pentru derivatii fluorenului: stabilirea
mecanismelor de actiune, investigate prin citometrie in flux, determinarea toxicititii pe
Artemia franciscana Kellog, studierea efectului antioxidant, utilizarea nanobiotehnologiilor
pentru imbunétitirea proprietitilor antimicrobiene si antibiofilm, prin obtinerea unor

nanosisteme pe baza de nanoparticule de magnetiti@ecitrat si compusi fluorenici.

» Sinteza derivatilor O-aril-carbamoil-oximino-dibenz[b,e]oxepinici s-a realizat prin
metode conventionale, parcurgind urmitoarele etape: i) obtinerea acizilor 2-
fenoximetilbenzoic, 2-(4-metil-fenoximetil)benzoic, 2-(4-etilfenoximetil)benzoic si 2-(4-
metoxifenoximetil)benzoic, ii) obtinerea clorurilor acestor acizi, iii) obtinerea 6,1 1-dihidro-
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dibenz{b,e]oxepin-i1{6H)onei, a 2-metil-6,11-dihidro-dibenz{b,e)oxepin-11(6H)onei, a 2-
etil-6,1 1-dihidro-dibenz[b,e]oxepin-11(6 H)onei si a 2-metoxi-6,1 1-dihidro-
dibenz[b,e]oxepin-11(6H)onei, iv) obtinerea 1 1-hidroximino-6, 1 1-dihidro-
dibenz[b.eJoxepinei, a 11-hidroximino-2-metil-6,1 l-dihidro-dibenz[b,e]oxepinei, a 11-
hidroximino-2-etil-6, | 1-dihidro-dibenz[b,e] oxepinei si a 11-hidroximino-2-metoxi-6,11-
dihidro-dibenz[b,e]oxepinei, v) prepararea noilor O-aril-carbamoil-oximino-dibenz[b,e]
oxepine prin refluxarea oximelor corespunzitoare cu arilizecianati, mediul de reactie fiind

tetrahidrofuranul anhidru. Sintezele au decurs cu randamente bune.

»  Noii compusi au fost caracterizati fizico-chimic, pe baza formulei de structurd, masei
moleculare relative, a temperaturii de topire si a solubilititii in diferiti solventi, precum si cu
ajutorul spectrometriei in infrarosu, spectroscopiei de rezonantd magneticd nucleara ('H-
RMN, *C-RMN, Gcosy, Ghmqc si Ghmbe) si al analizei elementale. Aceste metode au

confirmat structura si puritatea noilor compusi si a intermediarilor, deci sintezele efectuate.

» Dintre  derivatii  O-(arilcarbamoil)oximei 6,1 1-dihidro-dibenz[b,e]Joxepin-
11(6H)onei, testati pentru activitatea antimicrobiana, cel mai activ s-a dovedit a fi compusul
If, respectiv O-(3-trifluorometilfenil-carbamoil)oxima 6,1 1-dihidro-dibenz[b,ejoxepin-
11(6H)onei, care a avut cel mai intens efect antimicrobian si spectrul de activitate cel mai

larg, corelat cu prezenta substituentului -CFs.

» [n aceeasi clasa de compusi, cea mai intensa activitate antibiofilm a fost observati

pentru derivatii monosubstituiti la radicalul fenil al catenei laterale.

» Derivatii O-(arilcarbamoil)oximei 6,1 1-dihidro-dibenz{b,eJoxepin-11(6H)onei au
prezentat toxicitate scizutd, dupi administrarea orali la soareci, ceea ce reprezinti un avantaj
pentru dezvoltarea medicamentelor antimicrobiene cu efecte secundare minime asupra
celulelor si tesuturilor umane, corelat cu rezultatele studiilor bioinformatice care au
confirmat caracterul drug-like al compusilor sintetizati, un bun coeficient de absorbtie
intestinala si un nivel mediu de permeabilitate la nivelul barierei hematoencefalice si al SNC,

absenta potentialului mutagen si a hepatotoxicititii la majoritatea compusilor,

» Sinteza noilor derivati ai O-aril-carbamoil-oximino-fluorenului s-a realizat prin
metode conventionale, in urmitoarele etape: i) prepararea fluoren-9-on-oximei, ii)
prepararea noilor derivafi prin refluxarea fluoren-9-on-oximei cu arilizocianati, mediul de
reactie fiind tetrahidrofuranul anhidru. Au fost stabilite conditiile optime de reactie in scopul

obtinerii unor compusi cu puritate ridicati si cu randamente bune.
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» Noii derivati ai fluorenului au fost caracterizati prin constantele lor fizice,
temperaturd de topire, solubilitate, iar structurile compusilor intermediari st ale compusilor

originali au fost stabilite prin analize spectrale IR, 'H-RMN si 3C-RMN.

» Noii derivati ai O-aril-carbamoil-oximino-fluorenei au prezentat activitate
antimicrobian, valorile CMI fiind cuprinse intre 0,156 si 10 mg/mL, cele mai sensibile
tulpini fiind tulpina de S. aureus, urmati de cea de P. aeruginosa. Compusul 1d a avut o

eficienta crescuta fatd de tulpina de S. eureus (CMI=0,156 mg/mL).

» Testarile privind activitatea microbicidd a compusilor chimici nou sintetizati au
indicat valori ale CMB cuprinse intre 0,312 si 10 mg/mL, acestea fiind similare sau de dou#

ori mai mari decéat valorile CMI.

» Toti compusii testati au inhibat dezvoltarea biofilmelor bacteriene si fungice testate,
cu valori ale CMEB cuprinse intre 0,009 si 1,25 mg/mL, de pana la sute de ori mai mici decit
valorile CMI si CMB corespunzitoare. Se remarci sensibilitatea foarte ridicati a biofilmului
de E. faecalis la compusul ¢, de S. aureus la compusul 1d, de P. aeruginosa la 1a si 1b si

de C. albicans 1a toti compusii testati, dar mai ales la 1b.

» Pentru elucidarea potentialelor mecanisme de actiune ale compusilor fluorenici,
studiul realizat pentru determinarea efectelor compusilor asupra potentialului membranar al
tulpinilor microbiene testate a aritat faptul ca depolarizarea membranci plasmatice constituic

unul dintre mecanismele de actiune ale acestora.

» n ceea ce priveste toxicitatea asupra crustaceului Artemia franciscana Kellog, dintre
cei patru derivati ai O-aril-carbamoil-oximino-fluorenei care au fost testati, trei (1a, 1b si
1¢) nu au prezentat toxicitate la concentratiile evaluate, de péni la 100 pg/mL. Toxicitatea
acutd a compusului 1d (Clso 14,63 pug/mL) este moderatd, apropiatd ca valoare de cea a
ciclofosfamidei (16,3 pg/mL).

»  Activitatea antioxidanta a derivatilor fluorenului 1a, 1b si 1¢ a cuprins determinarea
capacitatii de scavenger a radicalilor DPPH si ABTS™. Capacitatea de scavenger a
radicalului DPPH este scizutd (sub 30%). pentru concentratiile testate. Cele mai mari valori
ale inhibitiei, la concentratia maxima de 1000 pM, s-au inregistrat pentru compusii 1a i 1c.
Rezultatele privind capacitatea de scavenger a radicalului ABTS™ au aritat faptul ci aceasta
activitate creste odatd cu concentrafia, independent de compusul analizat. fn acest caz,

activitatea antioxidantd a compusilor creste in ordinea: le < la < 1b. In comparatic cu



metoda DPPH, valorile inhibitiei au fost mai mari in cazul metodei ABTS, pentru compusii

1a si 1b, comparativ cu le.

» Nanosistemele pe bazd de nanoparticule de magnetitd functionalizate cu citrat
trisodic au imbundtatit activitatea derivatilor O-aril-carbamoil-oximino-fluorenului fati de
celulele planctonice, dar au diminuat efectul lor antibiofilm. Astfel, a fost evaluati activitatea
antimicrobiani a acestora fati de trei tulpini microbiene, E. coli ATCC 25922, S. aureus
ATCC 1026 si C. albicans ATCC 10231, in suspensie si aderate ca biofilme dezvoltate pe
un substrat inert. Compusii testati incorporati in nanoparticule au aritat o imbunatitire a
activita{ii antibacteriene si antifungice in majoritatea cazurilor, valorile CMI variind intre
0,156 si 4 mg/mL in cazul compusilor puri si intre 0,0625 si 2 mg/mL pentru cei incorporati
in nanoparticule. Toate complexele cu nanoparticule au dovedit aceeasi eficientd impotriva
tulpinii de C. albicans, in timp ce impotriva tulpinii de S. aureus cel mai activ a fost
Fe:Os@citrat@|d, cu cea mai micd valoare a CMI, de 0,0625 mg/mL. in schimb,
nanosistemele au prezentat, in general, o eficientd antibiofilm scizut3, cu exceptia celor care

con{in compusii 1a, 1b si lc fati de Staphylococcus aureus si 1e fatd de Escherichia coli.

» Rezultatele obtinute demonstreaza potentialul compusilor nou sintetizati si al
nanostructurilor magnetice incdrcate cu acesti compusi pentru dezvoltarea de noi strategii
antimicrobiene, cu diverse aplicatii, atat in combaterea infectiilor, cit si a biofilmelor

nedorite in diferite sectoare de activitate.

Capitolul 7. ELEMENTE DE ORIGINALITATE SI
PERSPECTIVE DE CERCETARE

Originalitatea acestei teze de doctorat consta in proiectarea si sinteza unor compugi
necitati in literatura de specialitate, derivati ai  O-aril-carbamoil-oximino-
dibenz[b,ejoxepinei si ai O-aril-carbamoil-oximino-fluorenului. Prin moduldri structurale
aduse nucleelor dibenz[b,eJoxepinic si fluorenic, s-au introdus catene laterale in pozitiile 11,
respectiv 9 ale nucleelor mentionate, catene care confin grupele farmacofore oximinici si
carbamoil, grupe cu certe calitdti biologice si cu un rol important in imbunititirea
proprietétilor farmacologice si farmacocinetice.

Aceste activitdti au implicat realizarea unor modele conceptuale pentru proiectarea
moleculelor originale ce apartin celor doud serii de compusi, completati de un studiu

teoretic, dupd o documentatie de specialitate, precum si pregitirea unei baze de date.
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De asemenea, procedeele de sintezd organica au elemente de originalitate. Ele implica
un numir mare de etape de sintezi, sunt laborioase, sigure si reproductibile.

Modelarile chimice efectuate prin introducerea catenei laterale carbamoiloximinice
substituitd cu radicali aril si asocierea intr-o singurd moleculd a mai multor fragmente
biologic active, reprezinti aspecte de originalitate, iar noii compusi, si activitatile lor
biologice au fiacut obiectul a doui cereri de brevet de inventie.

Pentru dovedirea structurii i purititii noilor compusi, precum si pentru caracterizarea
lor, s-au dezvoltat metode fizico-chimice performante, modeme, caracterizate prin precizie,
acuratete, fiabilitate si reproductibilitate.

Studiul activitdtii antimicrobiene a fost completat cu cel al evaluérii influentet noilor
compusi asupra capacititii de aderentd la substratul inert al tulpinilor microbiene, intr-o
abordare metodologicd care urmireste dezvoltarea unei strategii antiinfecticase noi, numita
anti-patogenici, in care nu se {inteste distrugerea celulelor microbiene sau stoparea cresterii
acestora, ci inhibarea specificd a expresiei unor proprietiti implicate in patogenitatea tulpinii
respective (de exemplu, producerea adezinelor, formarea biofilmelor, producerea toxinelor
sau a altor factori de virulentd solubili, reglarea coordonati a expresiei factorilor de
virulentd). O astfel de strategie prezintd un risc mai redus de selectare a rezistentei la
antibiotice §i de producere a disbiozelor, actionidnd specific asupra microorganismelor
patogene, fard a afecta echilibrul microbiotei normale.

De asemenea, in aceastd lucrare este utilizati o metodd noud de determinare a
potentialelor mecanisme de actiune a substantelor antimicrobiene nou sintetizate sau a
sistemelor hibride nanostructurate, pe bazi de magnetitd, care le contin §i care utilizeaza
citometria in flux.

Studiile de citotoxicitate in vitro, de evaluare a toxicitétii asupra crustaceului Artemia
Jranciscana Kellog, a toxicitdtit acute in vivo, studiile in silico ale derivatilor
dibenzoxepinonici, precum si cele de elucidare a potentialelor mecanisme de actiune, de
evaluare a efectului antioxidant si cel privind contribufia nanotehnologiei la dezvoltarea de
noi biomateriale cu proprietiti antimicrobiene si antibiofilm, pentru derivatii fluorenonici,
efectuate pentru prima dati pe acesti compusi, intregesc descrierea proprietitilor biologice
ale noilor compusi sintetizati si aduc elemente de originalitate prezentei lucréri.

Domeniile stiintifice abordate reprezintd domenii priotitare de top in cercetare, care se
aliniazi la prioritatile europene de cercetare i constau in descoperirea unor noi compugi cu

eficacitate terapeutica.
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Rezultatele obtinute sunt promitatoare, iar studiile pot fi continuate si aprofundate, fie
la nivel de sintezd, in scopul obtinerii unor noi derivati, in scopul descoperirii unor noi
sisteme de transport si eliberare a substantelor nou-sintetizate, fie pentru determinarea foarte
precisd a tintelor de actiune ale compusilor obtinuti.

Astfel, in perspectiva, se poate studia posibilitatea desfaguritii reactiilor chimice in
cdmp de microunde, in scopul reducerii timpului de reactie, cresterii randamentului de
reactie i a puritdtii produsilor finali, prin diminuarea reactiilor secundare nedorite, in
comparatie cu metodele conventionale de incilzire. Aceasti metodi se incadreazi in
principiile ,.chimiei verzi”, concept introdus in ultimii ani, reprezentind proicctarea,
dezvoltarea si implementarea de procese chimice, cu scopul de a reduce sau elimina folosirea
$i generarea de substante periculoase atat pentru sinatatea umani cit si pentru mediu.

Dovedirea structurii chimice si a puritatii noilor compusi sintetizati, riman scopuri
majore ale viitoarelor cercetdri, care pune un deosebit accent pe proiectarea si obtinerea de
molecule prototip cu structuri originala, ce contin cele doud nuclee de bazi, pe caracterizarea
fizico-chimici si pe determinarea activititilor biologice, in special a actiunii antimicrobiene,
in scopul identificarii unor noi compusi cu potential de aplicare in tratarea bolilor infectioase
de etiologie bacteriand si fungica, activi pe tuipini de referintd, precum si pe tulpini
microbiene recent izolate din clinici, care prezinti fenomene de rezistentd san
multirezistenti la principalele clase de agenti antimicrobieni cunoscuti.

Totodatd, cunoscute fiind unele tinte comune in celula microbiani si cea tumoral3,
compusii vor fi evaluati si pentru activitatea lor antiproliferativd, precum si pentru cea
antivirald, aceastd ultima directie fiind de foarte mare actualitate, in contextul pandemiei
COVID-19 si al schimbirilor climatice globale care cresc riscul emergentei si reemergentei
de noi gi vechi agenti infectiosi cu potential epidemic si chiar pandemic, coroborat cu
expansiunea atitudinii anti-vacciniste a populatiei.

Cunoscéindu-se actiunea antidepresivi a dibenzoxepinelor, va fi investigati si aceasti
actiune pentru compusii ce fac obiectul acestei lucrari.

Vor continua, de asemenea, studiile privind contributia nanotehnologiei la stabilizarea
st eliberarea controlatii a compusilor cu activitate antimicrobiana sau antipatogenic3, precum
$i la dezvoltarea de noi biomateriale cu proprietati antibiofilm, folosind nanomateriale pe
baza de magnetit functionalizatii cu alti agenti de acoperire, asociati cu noii compusi.

Prin aceste studii complexe pot fi identificate noi entitati moleculare, cu un profil

biologic adecvat, ca molecule Jead cu potential antiinfectios ridicat, care vor fi utilizate
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pentru obfinerea unor materiale inovative, cu eliberarea prelungitd a noilor agenti
antimicrobieni de pe un suport nanostructurat.

Pe de alti parte, aceste nanosisteme pot depési granita aplicatiilor biomedicale, putind
fi utilizate pentru combaterea cresterii microbiene planctonice si sub formi de biofilme, in
industria farmaceuticd, cosmeticd, alimentari sau in diferite ecosisteme naturale sau

antropizate.
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