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Introducere 

Dezvoltarea de noi agenți terapeutici, activi nu numai împotriva microorganismelor 

planctonice, dar și pe biofilme, reprezintă una dintre provocările fundamentale în chimia 

medicală [1, 2]. Sinteza facilă a benzamidelor a permis obținerea a numeroși derivați, mulți 

dintre ei fiind evaluați pentru acțiunea antimicrobiană.  

Având în vedere aceste considerente și cu intenția de a continua eforturile în dezvoltarea 

de noi agenți antimicrobieni, prezenta lucrare descrie derularea a două studii de cercetare, care 

au ca punct de plecare comun strategia de a proiecta și sintetiza noi compuși bioactivi, ce conțin 

simultan doi farmacofori, și anume un fragment de N-acil-tiouree și un inel heterociclic (tiazol, 

benzotiazol, piridină sau pirimidină). 

I. Partea generală 

1. Studii privind combaterea fenomenelor de rezistență prin 

dezvoltarea unor molecule noi 

Rezistența crescută, instalată la majoritatea claselor de agenți antimicrobieni, este 

recunoscută ca o confruntare globală în domeniul sănătății [3, 4], fiind o problemă de sănătate 

publică, la nivel mondial [5]. Patogeneza bacteriană concentrată pe infecțiile acute a fost 

dezbătută în numeroase cercetări științifice [6-8]. Alături de acestea, ultimele cercetări supun 

atenției afecțiunile cronice cauzate de bacterii în continuă evoluție, etalate sub formă de agregate 

cu aspect mucilaginos, cunoscute în general ca biofilme [9]. 

În literatura de specialitate au fost raportați derivați ai tioureei pentru multiplele lor 

activități biologice, inclusiv antibacterienă [10], antifungică [11], anticanceroasă [12], 

antioxidantă [13]. Derivații de tiouree sunt, de asemenea, intermediari versatili în sinteza 

compușilor heterociclici, cum ar fi 1,3-tiazoli, pirimidine, 1,2,4-triazine, 1,3-quinazoline [14].  

Numeroase studii au raportat potențialul fragmentului de N-acil-tiouree, ca o componentă 

valoroasă în descoperirea de noi candidați antiinfecțioși [15].  

 

2.  Instrumente de calcul folosite în dezvoltarea noilor compuși chimici 

Studiul de andocare este descris ca o metodă de calcul în care se prezice interacțiunea 

favorabilă între două molecule, dintre care o entitate se numește receptor și conține zonele de 

afinitate, care asigură și creează locuri de legare pentru cea de-a doua specie – ligandul [16]. 
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Întrucât derivații de tiouree fac subiectul acestui proiect doctoral, am susținut cu date din 

literatură afinitățile dovedite in silico ale acestora față de tulpinile microbiene evaluate. Grupele 

N-H și C=S din fragmentul de tiouree acționează ca situsuri active de legare între liganzii nou 

studiați și receptorul proteic de pe suprafața microorganismului [17]. Prezența mai multor locuri 

de legare reactive (C=S, N-H, C=O) potențează activitatea biologică a moleculelor proiectate, 

prin sporirea posibilităților de interacțiune [18, 19]. Aceste aspecte sunt susținute și de faptul că 

situsurile de legare dintre un compus și suprafața receptorilor microorganismelor cresc odată cu 

creșterea numărului de fragmente de tiouree [20]. 

 

3. Ipoteza de lucru şi obiectivele generale 

Lucrarea de cercetare cuprinde studiile in silico, sinteza, evaluarea antimicrobiană, 

antibiofilm și antioxidantă, pentru două serii de derivați ai N-acil-tioureei. Fiecare dintre cele 

două serii de compuși a fost proiectată plecând de la o structură de bază comună seriei.  

În prima serie de compuși, s-au obținut 15 derivați ai 2-((4-etilfenoxi)metil)-N-(heteroaril-

carbamotioil)benzamidei, necitați în literatura de specialitate.  

Cea de-a doua serie conține 7 compuși, necitați în literatura de specialitate, care au în 

comun scheletul molecular 2-((4-metoxifenoxi)metil)-N-(heteroaril-carbamotioil)benzamidă. 

În ansamblu, obiectivul este reprezentat de abordarea unor direcții de cercetare de 

actualitate, plecând de la dezvoltarea analogilor noi ai unor structuri care și-au demonstrat 

eficiența. 

4. Metodologia generală a cercetării 

Pentru fiecare serie de compuși, studiile in silico s-au desfășurat prin utilizarea a două 

instrumente computaționale: programele software (I) Spartan 14 și (II) CLC Drug Discovery 

Workbench 2.4. 

Pentru evaluarea cantitativă a activității antimicrobiene a compușilor testați, s-a aplicat 

metoda standard de microdiluție în bulion, folosind următoarele microorganisme de testare: 

Staphylococcus aureus ATCC 25923, Enterococcus faecalis ATCC 29212, Escherichia coli 

ATCC 25922 și Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853. Concentrațiile minime inhibitorii 

(CMI) s-au determinat prin cultivarea diferitelor diluții de bulion, pe plăci de agar Muller-

Hinton.  
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Activitatea antibiofilm a compușilor a fost evaluată folosind metoda microtitrării, cu 

cristal violet.  

Activitatea antioxidantă (AAT) totală a fost evaluată cu ajutorul testului DPPH. În acest 

scop, s-a utilizat un spectrofotometru UV-Vis UVD-3500.  

 Pentru realizarea testelor de citotoxicitate, am utilizat celule de adenocarcinom colorectal 

ileocecal HCT-8 (ATCC CCL-244), celule de adenocarcinom colorectal HT29 (ATCC HTB-

38), celule de carcinom hepatocelular HepG2 (ATCC HB-8065) și celule de carcinom cervical 

HeLa (ATCC CCL-2). Viabilitatea celulelor după tratare cu noii derivați ai N-acil-tioureei a fost 

evaluată cu ajutorul colorantului diacetat de fluoresceină (FDA). 

 Caspaza-1 activată de noii derivați ai N-acil-tioureei a putut fi decelată prin testul Caspase-

Glo® 1 Inflammasome Assay (Promega, Madison, WI, SUA). 

 Testul de hemoliză a fost efectuat în conformitate cu Lourenço et al. [21].  

 Evaluarea ciclului celular prin citometrie în flux s-a realizat după tratarea celulelor HCT 

8 cu derivații N-acil-tioureei, prin reacția cu iodura de propidiu.  

Pentru determinarea cantitativă și separarea compușilor care s-au evidențiat din fiecare 

serie, au fost dezvoltate și optimizate două metode analitice, prin tehnica cromatografiei de 

lichide de înaltă performanță. Pentru determinare, s-a utilizat sistemul HPLC Waters Alliance, 

compus din următoarele module: Modul de separare 2695 + 2998, detector 998 PDA, PC echipat 

cu Software Empower PDA. 

 Patru compușii reprezentativi ai primei serii au fost încărcați în trei tipuri de matrici 

(silicea mezoporoasă MCM-41, silicea mezoporoasă FDU-12 și magnetita). Nanomaterialele 

rezultate au fost analizate prin analiza Brunauer-Emmett-Teller, spectroscopie FT-IR, analiza 

termogravimetrică și calorimetria diferențială de scanare și difracție cu raze X. 

 

5. Contribuție la proiectarea, sinteza, caracterizarea, separarea și 

cuantificarea unor noi derivați ai 2-((4-etilfenoxi)metil)-N-(heteroaril-

carbamotioil)benzamidei cu potențial antimicrobian și antioxidant 

 

Studiul a avut ca scop proiectarea, sintetizarea, caracterizarea și dezvoltarea unei metode 

de separare și cuantificare a unor noi derivați ai ai 2-((4-etilfenoxi)metil)-N-(heteroaril-

carbamotioil)benzamidei, care încorporează un nucleu tiazolic sau piridinic.  
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În acest capitol au fost evaluați 15 compuși, prin determinarea unui cumul de descriptori 

moleculari (de exemplu aria, volumul, polarizabilitatea, log P, aria suprafeței polare), interconectați, 

în vederea elucidării și prezicerii comportamentului în organismul uman, pe baza structurii lor 

chimice. Întrucât tema centrală este reprezentată de obținerea unor derivați cu activitate 

antimicrobiană, am parcurs inițial studiile de andocare moleculară, pentru prezicerea potențialului 

antimicrobian față de proteinele țintă selectate. Privind rezultatele andocării, corelate cu grupul de 

interacțiune al co-cristalizaților tulpinilor Staphylococcus aureus și Escherichia coli, ligandul a luat 

conformații adecvate în situsul activ al receptorului proteic, formând legături de hidrogen cu restul 

aminoacizilor din proteina selectată. Conformația stabilită a fost apoi cuantificată într-un scor de 

andocare, descriind cea mai mare potrivire a moleculei studiate în situsul activ al receptorului. 

Rezultatele obținute in silico au încurajat inițiativa sintezei derivaților 2-((4-

etilfenoxi)metil)-N-(heteroaril-carbamotioil)benzamidei. Astfel, noii compuși au rezultat prin 

tratarea izotiocianatului de 2-((4-etilfenoxi)metil)benzoil cu o amină heterociclică. 

Izotiocianatul a fost obținut in situ prin reacția clorurii acidului 2-((4-etilfenoxi)metil)benzoic 

cu tiocianat de amoniu. Clorura acidului a fost preparată prin refluxarea acidului 2-((4-

etilfenoxi)metil)benzoic cu clorură de tionil în mediu de 1,2-dicloretan anhidru. Acidul 

menționat a rezultat prin tratarea cu un acid mineral al sării de potasiu corespunzătoare, care la 

rândul ei a fost obținută din ftalidă și p-etilfenol. 

 Compușii rezultați au fost caracterizați prin determinarea temperaturilor de topire și evaluarea 

solubilității în diferiți solvenți, iar structura acestora a fost confirmată prin spectrometrie 1H-RMN, 

13C-RMN, spectroscopie în infraroșu și spectrometrie de masă (APCI+). 

 Activitatea antimicrobiană in vitro a noilor molecule a fost evaluată pe tulpini bacteriene, care au 

dezvoltat rezistență față de antibioticele disponibile în prezent și au o capacitate ridicată de dezvoltare a 

biofilmului [22]. În mod specific, patru dintre compuși, 2-((4-etilfenoxi)metil)-N-(tiazol-2-il-

carbamotioil)benzamidă (1a), 2-((4-etilfenoxi)metil)-N-((5-cloropiridin-2-il)carbamotioil)benzamidă 

(1g), 2-((4-etilfenoxi)metil)-N-((2-cloropiridin-3-il)carbamotioil)benzamidă (1h) și 2-((4-

etilfenoxi)metil)-N-((3,5-dibromopiridin-2-il)carbamotioil)benzamidă (1o) au fost cei mai potenți 

inhibitori ai tulpinilor Staphylococcus aureus ATCC 25923 și Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, 

la concentrații minime inhibitorii de 625 µg/ mL. În urma testului împotriva aderenței bacteriene, 

compusul 1e s-a remarcat prin concentrația cea mai mică de eradicare a biofilmului format de 

Escherichia coli ATCC 25922 (CMEB = 312 µg/ mL).   
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Supuși testului DPPH, 13 compuși ai seriei I au înregistrat activitate antioxidantă. Din serie, 

compusul 2-((4-etilfenoxi)metil)-N-((2-cloropiridin-4-il)carbamotioil)benzamidă (1i) a avut cea 

mai mare capacitate de captare a radicalului liber, într-un procent de 87 % față de acidul ascorbic, 

utilizat ca antioxidant de referință, urmat de 1a (44 %). 

Compușii au fost supuși testului de citotoxicitate, efectuat pe celule de adenocarcinom 

HCT-8. Rezultatele analizei prin citometrie în flux ridică probabilitatea blocării fazei G0/G1 

după un timp de contact prelungit cu derivații N-acil-tioureei.  

În urma monitorizării celulare cu ajutorul sistemului automatizat Incucyte,  nu s-a observat 

nicio diferență în ceea ce privește nivelurile de toxicitate pe liniile celulare testate pentru seria 

I. Prin determinarea nivelului de hemoliză indus la tratarea eritrocitelor cu derivați ai N-acil-tioureei 

din seria I, compușii testați s-au dovedit a fi non-hemolitici.    

Pentru compușii clorurați izomeri, am dezvoltat o metodă de separare, prin intermediul 

cromatografiei de lichide de înaltă performanță, în fază inversă (RP-HPLC). Prin parcurgerea 

parametrilor de validare, în conformitate cu ghidurile ICH [23], metoda s-a dovedit a fi adecvată 

scopului propus, și anume separarea și cuantificarea izomerilor analizați.   

6.  Contribuție la proiectarea, sinteza, caracterizarea și cuantificarea 

unor noi derivați de 2-((4-metoxifenoxi)metil)-N-(heteroaril-

carbamotioil)benzamidă cu potențial antimicrobian și antioxidant 

Asemănător etapelor parcurse la evaluarea primei serii, am recurs la caracterizarea noilor 

compuși din seria 2-((4-metoxifenoxi)metil)-N-(heteroaril-carbamotioil)benzamidei, prin 

abordări in silico. Descriptorii moleculari au descris natura compușilor și capacitatea acestora 

de a exercita un efect bioactiv. Prin studiile de andocare moleculară a fost posibilă prezicerea 

afinităților de legare între moleculele studiate și receptorii tulpinilor bacteriene Staphylococcus 

aureus și Escherichia coli. În consecință, datele in silico au furnizat mijloace pentru a explora 

afinitatea in vitro a moleculelor proiectate față de proteinele selectate. 

Sinteza derivațiilor N-acil-tioureei din această serie, care conțin în structură fragmentul tiazol, 

benzo[d]tiazol, piridină sau pirimidină, s-a realizat asemănător studiului seriei I, anume condensarea 

clorurii acidului 2-(4-metoxifenoximetil)benzoic cu tiocianatul de amoniu în acetonă anhidră, urmată de 

reacția izotiocianatului rezultat cu o amină heterociclică. Deoarece randamentul de sinteză al compusului 

N-(benzo[d]tiazol-2-il-carbamotioil)-2-((4-metoxifenoxi)metil)benzamidă (1b) a fost scăzut, am 
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efectuat un studiu pentru a optimiza sinteza acestuia. În acest scop, am utilizat un catalizator cu transfer 

de fază, bromura de tetra-n-butilamoniu (TBAB). Astfel, randamentul s-a îmbunătățit la 76 %, 

comparativ cu randamentul de 41 % al reacției efectuate fără catalizator. 

Structurile compușilor sintetizați au fost dovedite prin spectrometrie în infraroșu cu 

transformată Fourier (FT-IR), rezonanță magnetică nucleară (RMN) și spectrometrie de masă 

de înaltă rezoluție FT-ICR. 

Compușii au fost cercetați in vitro din punct de vedere biologic, prin testarea capacității 

antimicrobiene, antibiofilm și antioxidante.  

Activitatea antimicrobiană a compușilor din seria II a fost examinată pe tulpinile 

bacteriene standard selectate. Compușii testați au prezentat o activitate antimicrobiană scăzută 

împotriva celulelor planctonice, cu valori CMI de > 5000 – 1250 µg/ mL, în comparație cu 

martorul (ciprofloxacina). În ceea ce privește efectele antibiofilm, rezultatele au indicat valori 

ale CMEB între > 5000 și 625 µg/ mL. Compușii 1b și 2-((4-metoxifenoxi)metil)-N-((6-

metilpiridin-2-il)carbamotioil)benzamidă (1d) au prezentat cea mai bună activitate antibiofilm 

împotriva tulpinii Escherichia coli ATCC 25922, la valori CMEB de 625 µg/ mL. 

Cea mai mare capacitate antioxidantă a fost înregistrată pentru compusul 1d (~43%), în 

raport cu ascorbatul de sodiu, folosit ca antioxidant de referință.   

Compușii au fost testați în ceea ce privește citotoxicitatea, iar determinarea s-a realizat pe 

celule de adenocarcinom HCT-8. După 48 de ore de tratament, celulele HCT-8 au fost recoltate 

pentru a examina efectele asupra fazelor ciclului celular, prin citometrie în flux. Rezultatele au 

indicat faptul că derivații de N-acil-tiouree au indus blocarea în faza G0/G1 a celulelor testate 

și au provocat o scădere comparabilă în faza S. Rezultatele sunt consecvente și semnificative 

din punct de vedere statistic. 

În urma rezultatelor analizelor experimentale și evidențierea celui mai promițător compus 

al seriei, am dezvoltat o metodă de analiză cantitativă, prin tehnica RP-HPLC. Validarea 

procedurii analitice a fost efectuată și în acest caz în conformitate cu ghidul ICH Q2 (R1). Datele 

statistice calculate pe baza înregistrărilor cromatografice au demonstrat că metoda analitică este 

adecvată pentru determinarea cantitativă a compusului 1d și poate fi utilizată în analizele de 

rutină. 
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7. Concluzii și contribuții personale 

Cele două studii de cercetare au ca teme centrale proiectarea, sinteza, caracterizarea, 

separarea și cuantificarea unor noi derivați ai 2-((4-etilfenoxi)metil)-N-(heteroaril-

carbamotioil)benzamidei și 2-((4-metoxifenoxi)metil)-N-(heteroaril-carbamotioil)benzamidei, 

necitați în literatura de specialitate, cu potențial antimicrobian și antioxidant. 

 Metodologia cercetării a avut ca punct de plecare evaluarea noilor structuri chimice prin 

abordări in silico. Obținerea celor două serii de compuși include mai multe faze de sinteză 

optimizare și reproductibile. Compușii rezultați au fost caracterizați prin determinarea 

temperaturilor de topire și evaluarea solubilității în diferiți solvenți, iar structura acestora a fost 

confirmată prin spectrometrie 1H-RMN, 13C-RMN, spectroscopie în infraroșu și spectrometrie 

de masă. 

În urma testării in vitro a acțiunii biologice, compușii au prezentat activitate 

antimicrobiană, antibiofilm, antioxidantă.  

 Caracteriul de originalitate al lucrării îl consitituie prezența în aceeași moleculă a doi 

farmacofori biologic activi și anume fragmentul de N-acil tiouree și nucleul heterociclic. 

Proiectarea (in silico), procedeul de sinteză și metoda de optimizare a randamentului prezintă 

aspecte de originalitate.  

Contribuțiile personale cuprind și caracterizarea noilor compuși, analiza spectrală și 

cromatografia de lichide de înaltă performanță. Metodele de separare și cuantificare validate au 

caracter de originalitate și fac subiectul contribuției proprii în domeniul dezvoltărilor prin 

tehnica HPLC.  

Încărcarea matricilor de silice mezoporoasă MCM-41, silice mezoporoasă FDU-12 și 

magnetită cu derivați ai N-acil-tioureei și caracterizarea nanomaterialelor rezultate reprezintă, 

de asemenea, contribuția proprie la demersurile privind cercetarea acestui tip de nanostructuri 

și potențiala utilitate în îmbunătățirea activității antimicrobiene.  

Aprofundarea relațiilor dintre structura chimică și activitatea biologică a noilor compuși, 

analizarea mecanismelor de acțiune pentru derivații care s-au evidențiat prin activitățile 

antimicrobiană, antibiofilm și antioxidantă, completarea profilului bioactiv al noilor derivați ai 

N-acil-tioureei, precum și evaluarea activității antimicrobiene și antibiofilm a nanoparticolelor 

încărcate cu derivații studiați, deschid noi perspective și pot reprezenta subiectul unor cercetări 

viitoare. 
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