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I. Stadiul actual al cunoasterii

1. Bazele Schiff — compusi de interes pentru chimia medicamentului

Bazele Schiff se incadreaza in categoria derivatilor functionali ai grupei carbonil,
obtinuti prin substitutia grupei C=0 sub actiunea nucleofililor cu caracter bazic (amoniac si
derivati) [1-3]. In chimia medicamentului, agenti de tip baze Schiff se regisesc in randul
chimioterapicelor si antibioticelor [4].

O strategie economica de design si de dezvoltare de noi agenti terapeutici o reprezinta
modificarea agentilor deja existenti In vederea Imbunatatirii efectului terapeutic si/sau
inducerii de noi actiuni biologice [5] si hibridizarea moleculara, care presupune imbinarea a
doi sau mai multi farmacofori intr-o singura moleculd in vederea imbunatatirii actiunii
farmacologice [6, 7] sau reducerii reactiilor secundare [8, 9].

Tn acest context, cuplarea sulfonamidelor bacteriostatice cu diferite aldehide aromatice
a condus la obtinerea de baze Schiff cu un potential biologic complex: efect antibacterian pe
coci Gram-pozitivi [5, 10-13], antifungic [5, 10-14], antimicobacterian [5] si antibiofilm
[14], introducerea de grupe halogen imbunatatind semnificativ actiunea derivatilor [5, 10—
13]. De asemenea, acestea au prezentat efect anticanceros pe diverse linii celulare atat ca
liganzi [15], cat si in combinatii complexe [16-18], precum si efect inhibitor al anumitor
enzime cu importantd biologica, cea mai importantd fiind anhidraza carbonica (AC)
(izoformele supraexprimate in cancer, AC IX, AC XII) [15, 19, 20].

Totodatd, literatura stiintifici mentioneazd molecule hibride obtinute prin imbinarea
nucleului chinazolin-4(3H)-onic, farmacofor cu importanta in randul compusilor naturali si
de sinteza [21, 22], cu diverse nuclee aromatice substituite, folosind puntea N-acil-
hidrazonica. Bazele Schiff rezultate au prezentat efect in sfera antibacteriana si antibiofilm
[23], antituberculoasd [24], dar mai ales anticanceroasi [25-28]. Tn particular, plecand de la
modelul activatorului de procaspazd PAC-1, s-au obtinut (E)-N'-benziliden-2-(4-
oxochinazolin-3(4H)-il)acetohidrazide cu proprietati anticanceroase superioare, substitutia
nucleului benzenic cu grupe 2-hidroxi-4-metoxi, respectiv 2-hidroxi-3-alil dovedindu-se cea

mai benefica pentru actiune [25, 27, 28].



2. Sinteza organica sub actiunea microundelor

Protocoalele de sinteza pentru obtinerea acestei clase de compusi cuprind atat metode
conventionale, cat si metode moderne, ecologice, cum este cazul sintezei sub actiunea
microundelor [29]. Aceasta din urma se remarca printr-0 serie de avantaje: incalzire rapida
si eficienta (incdlzire dieletricd), marirea vitezei de reactie si cresterea randamentului,
reducerea reactiilor secundare, sugerand un profil cinetic mai curat, monitorizarea facila a
conditiilor de reactie si posibilitatea lucrarii fara solvent (sinteza ecologica) [30-32].
Interesul pentru acest tip particular de sinteza vine in contextul politicilor internationale, care

militeaza pentru o chimie verde, cu un impact cat mai redus asupra mediului inconjurtor [33].

I1. Contributii originale

3. Ipoteza de lucru si obiectivele generale

Luénd toate cele de mai sus in considerare, proiectul doctoral urmareste valorificarea
sulfonamidelor bacteriostatice, medicamente cunoscute cu actiune antibacteriand, respectiv
a  2-(2-metil-4-oxochinazolin-3(4H)-il)acetohidrazidei, = farmacofor cu  potential
antimicrobian si anticanceros, sub formd de baze Schiff in vedere obtinerii de compusi
multifunctionali cu efect farmacologic imbunatatit.

Obiectivul principal al lucrarii 1-a reprezentat design-ul molecular al compusilor printr-
un studiu riguros al literaturii de specialiate si al bazelor de date, respectiv dezvoltarea si
optimizarea unui procedeu original de sinteza cu ajutorul microundelor pentru obtinerea de
baze Schiff originale. Obiectivele specifice au cuprins: caracterizarea fizico-chimica si
spectrald completa, analiza in silico a profilului medicamentos si a descriptorilor moleculari,
testari in vitro pentru explorarea potentialului antimicrobian, antibiofilm, anticanceros si
antioxidant, testarea in vivo a toxicitatii acute pe crustacee, respectiv realizarea de studii de

andocare moleculara pe diverse enzime relevante pentru efectele biologice studiate.
4. Metodologia generala a cercetarii
Sinteza cu ajutorul microundelor s-a realizat folosind reactorul Biotage® Initiator

Classic 2.0. Caracterizarea fizico-chimica a cuprins determinarea punctelor de topire, a

solubilitatii compusilor in solventi organici, a factorilor de retentie si a puritdtii prin



cromatografie in strat subtire de inaltd performanta (HPTLC). Structura compusilor a fost
confirmata prin spectroscopie de rezonantd magnetica nucleara, spectrometrie de masa de
inalta rezolutie, spectroscopie de absorbtie in infrarosu si in ultraviolet-vizibil.

Actiunea antioxidantd a fost determinatd prin capacitatea compusilor de a reduce
radicalul 1,1-difenil-2-picrilhidrazil. Actiunile antimicrobiana si antibiofilm au fost evaluate
pe germeni patogeni reprezentativi: bacterii Gram-negative (Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa), bacterii Gram-pozitive (Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus), specii
de Candida (Candida albicans, Candida parapsilosis, Candida tropicalis, Candida auris) si
doua tulpini de Mycobacterium tuberculosis. Potentialul citotoxic a fost evaluat pe linii
celulare standardizate, canceroase (HT-29, LN229, A431) si non-canceroase (VERO).
Profilul farmacologic a fost evaluat cu ajutorul mai multor programe de predictie online
(SwissADME [34], pkCSM [35], admetSAR2.0 [36] si ADMETIlab [37], SuperPred
database [38], SwissTargetPrediction [39], Super-PRED [38] si PASS Online [40]), iar
evaluarea descriptorilor moleculari si studiul de andocare au fost realizati folosind programe
dedicate (Spartan’20 [41], CLC Drug Discovery Workbench 2.4 (2015) [42], Molegro
Virtual Docker (2019) [43]). Pentru toxicitatea acutd in vivo la 24 si 48 de ore s-a folosit
specia de crustacee Artemia franciscana Kellogg. Evaluarea stabiltatii compusilor in apa s-

a realizat folosind metoda cu ultrasunete [44, 45].

5. Contributii privind sinteza, caracterizarea spectrali, studiul in silico si

evaluarea biologicala a unor baze Schiff ale sulfanilamidei

Prima parte a cercetarii doctorale a cuprins dezvoltarea unei metode de sinteza cu
ajutorul microundelor pentru obtinerea de derivati de tip baze Schiff pornind de la
sulfanilamida si diverse benzaldehide substituite, halogenate si nehalogenate [46], respectiv
salicilaldehide. S-a avut in vedere sinteza de compusi originali, dar si aplicarea procedeului
de incélzire cu microunde nou dezvoltat pentru obtinerea unor derivati cunoscuti, pentru care
s-a pus 1n evidenta un efect biologic.

Toti compusii au fost confirmati spectral si caracterizati fizico-chimic. S-a efectuat un
studiu in silico pentru determinarea caracteristicilor moleculare, a profilului farmacologic.
Potentialul biologic a fost evaluat prin: (i) determinarea capacitatii antioxidante, (ii)
evaluarea actiunii antimicrobiene si antibiofilm pe bacterii Gram-pozitive si Gram-negative,

respectiv pe specii patogene de Candida, (iii) screeningul citotoxicitatii pe linii celulare



canceroase. Pentru cei mai activi derivati s-a evaluat stabilitatea suspensiilor in apa folosind
metoda cu ultrasunete. Studiul de andocare moleculara a avut ca scop corelarea efectelor
biologice observate cu posibile mecanisme de actiune. Cercetarea a cuprins si un studiu
preliminar de toxicitate acuta in vivo pe specia de crustacee Artemia franciscana Kellogg.
In total au fost obtinuti unsprezece derivati (1a-1k), dintre care sase originali (1a, 1c-
1g) (Schema 1). Procedeului de sinteza a plecat de la conditiile de reactie clasice: mediu de
reactie, metanol sau etanol absolut, si catalizator, acidul acetic glacial, operand la

temperaturi de 90-100 °C, timp de 10-40 minute, sub incélzire cu microunde si in sistem

nchis.
(6] H
NH, CH,OH sau CH,CH,0OH = : R
CH,COOH gl N
O\\ + AN MW, 90-100°C, 10-40 min XX
S —FR N (@)
HZN/ \\O _— HZO \\S
H,NT N
2 3a-3k o la-1k

(sulfanilamida)
Schema 1. Sinteza derivatilor de tip baze Schiff pornind de la sulfanilamidd 1a-1k. Radicalul R reprezintd. 4-
OPh (a), 2-Br (b), 2,6-diCl (c), 3,5-diCl (d), 2,3,5-triCl (e), 2-CI-4-NO- (f), 3,5-diBr (g), 2-OH (h) ,2-OH-4-
OCHjs (i), 2-OH-5-Br (j), H (k).

Pentru compusii mentionati in literatura (1lh-1K), randamentele obtinute prin
protocolul original dezvoltat au fost comparabile cu cele raportate [20, 47], dar ramane
avantajul timpului redus de reactie, de la peste 3-4 ore in variantele clasice la 10-40 de
minute in varianta prezentd. Metoda de sintezd prezentatd in proiectul doctoral pentru
compusul 1b vine cu avantajul inlocuirii mediului de reactie toxic (THF) [48] cu un solvent
cu profil de siguranta ridicat (etanolul).

Analiza in silico a profilului farmacologic a indicat caracterul druglike al bazelor
Schiff la-1k, absorbtie gastrointestinala ridicatd, dar posibil efecte hepatotoxice si
nefrotoxice. Ca tinte biologice se remarca enzimele specifice pentru moleculele de tip
sulfonamida: anhidraza carbonica, ciclooxigenaza-2, respectiv proteina de legare a
amiloidului. Calcularea descriptorilor moleculari a permis observarea efectului substitutiei
pe nucleul benzenic asupra electronegativitatii si a reactivitatii bazelor Schiff, substitutia cu
grupe atragitoare de electroni (atomii de halogen si grupe nitro) crescand
electronegativitatea, in timp ce grupele donoare de electroni (hidroxi, metoxi, fenoxi) au
efecte opuse. De asemenea, a permis identificarea elementelor structurale predispuse la

atacurile chimice, grupa azometinica fiind substrat pentru atacurile nucleofililor.
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Capacitatea antioxidanta totald maxima a fost inregistrata pentru fenoxi-derivatul 1a

si minimd pentru tricloro-derivatul le. Rezultatele evaluarilor biologice au indicat

selectivitate pentru bacteriile Gram-pozitive, (E)-4-{[(2-
bromofenil)metiliden]amino}benzen-1-sulfonamida (1b) si (E)-4-{[(3,5-
diclorofenil)metiliden]amino}benzen-1-sulfonamida (1d) prezentand actiune

antistafilococica pe forma planctonica si sesila (MIC 0,014-0,019 mg/mL), superioara fata
de cea a sulfanilamidei, in timp ce [(E)-4-{[(2,3,5-triclorofenil)metiliden]amino}benzen-1-
sulfonamida (le) a fost activi pe E. faecalis (MIC 0,156 mg/mL). In cazul actiunii
antifungice, se remarca actiunea derivatilor mono- si dihalogenati 1b-1d asupra C.
parapsilosis (MIC 0,7813-0,3906 mg/mL). In ceea ce priveste actiunea anticanceroasa,
compusii 1¢ si 1d au redus semnificativ viabilitatea celulara in concentratii de 5 pg/mL dupa
0 expunere de 24 de ore (1d — HT-29, 1c — LN229), depasind efectul sulfanilamidei.

Toxicitatea in vivo pe Artemia franciscana Kellogg a variat in functie de substituentii
prezenti in structura moleculelor, substitutia cu grupa fenoxi in para, respectiv cu doi atomi
de brom n meta fata de grupa azometinica a condus la cei mai toxici compusi, 1a si 1g (LCso
< 62,5 uM), fiind urmati de 3,5-dicloroderivatul 1d, respectiv 2,3,5-tricloroderivatul 1e, cu
LCso 145 uM, respectiv 566 uM. Substitutia cu clor in pozitiile 2 si 6 (1c) sau cu clor si nitro
in pozitiile 2 si 4 pe nucleul benzenic (1f) a condus la compusi cu toxicitate mai redusa (LCso
> 1000 pM).

Studiul de andocare pe dihidropteroat sintaza a ardtat o preferinta de legare a bazelor
Schiff 1a-1e pentru enzima din S. aureus comparativ cu cea din E. coli. Pe langa grupa
sulfonamidica, principalul element structural implicat in legaturi cu aminoacizii, natura si
pozitia substituentilor de pe al doilea nucleu benzenic influenteaza interactiunea cu enzima.
Grupa azometinica poate fi la randul ei responsabild de legéturi de hidrogen cu aminoacizii
din situsul activ (Fig. 1).

Legaturi de hidrogen
cu ARG52:A (S. aureus
DHPTS) PhO — actiune antioxidantd medie
Cl, — exential pentru actiunea antibacteriand, actiunea

S antifungica si citotoxica pe linii celulare canceroase
7:,;{ 2,6-Cl;, 2-Cl-4-NO, — toxicitate redusa pe Artemia
franciscana

N
e T
Esentiald pentru interactiunea cu D\\ /J P 3,5-Cl,, 2,3,5-Cl; — toxicitate medie pe Artemia franciscana
aminocacizii din situsul activ al 5. S Br,, PhO — toxicitate ridicata pe Artemia franciscana

N
aureus DHPTS FNT Y

3,5-Cl, = Interactiuni sterice cu LYS207:A
(S. aureus DHPTS)

la-1k
R: 4-PhO (a); 2-Br (b); 2,6-diCl (¢); 3,5-diCl (d); 2,3,5-triCl (e);
2-Cl-4-NO, (f); 3,5-diBr (g), 2-OH (h), 2-OH-4-OCHj (i),
2-0OH-5-Br (j), H (k)

Figura 1. Relatiile structurd chimicd — actiune biologica pentru bazele Schiff 1a-1k ale sulfanilamidei.
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Celor mai active baze Schiff (1b, 1d, 1e) li s-a determinat stabilitatea suspensiilor
apoase folosind metoda cu ultrasunete. Acestea au prezentat o stabilitate ridicata, similara
cu a sulfanilamidei folosita ca referinta; compusii substituiti cu atomi de clor (1d, 1e) au fost
mai stabili decat bromo-derivatul (1b), ceea ce sustine incorporarea acestora in
nanomateriale.

In baza acestor informatii, seria de baze Schiff ale sulfanilamidei constituie un punct
de plecare pentru dezvoltari si optimizari ulterioare, respectiv pentru directionarea cercetarii
catre o ramurd neexplorata in acest studiu, anume obtinerea de complecsi metalici si testarea
lor biologica, precum si pentru obtinerea de materiale functionalizate pentru terapia

antimicrobiana.

6. Contributii privind studiul de dezvoltarea moleculara si evaluare
biologica a unor baze Schiff de tip N-acil-hidrazona ale 2-(2-metil-4-

oxochinazolin-3(4H)-il)acetohidrazidei

Al doilea studiu din cadrul cercetarii doctorale si-a propus designul de baze Schiff de
tip N-acil-hidrazona ale 2-(2-metil-4-oxochinazolin-3(4H)-il)acetohidrazidei.
Rationamentul de dezvoltare moleculara s-a bazat pe studiul literaturii de specialitate si a
avut in vedere urmadtoarele aspecte: (i) pastrarea farmacoforului (E)-N'-benziliden-2—(4-
oxochinazolin-3(4H)-il)acetohidrazida; (ii) pastrarea unei grupe lipofile de volum mic
(metil) in pozitia 2 a nucleului chinazolinonic; (iii) varierea substituentilor de pe nucleul
benzenic pentru a modula profilul biologic [49].

Pentru obtinerea noilor compusi s-a aplicat procedeul sintezei cu ajutorul microundelor
dezvoltat in cazul seriei anterioare de baze Schiff, care a fost adaptat. Caracterizarea
spectrala si fizico-chimica a fost completata cu o metoda de separare prin cromatografie in
strat subtire de inalta performanta pentru verificarea puritatii compusilor. A urmat evaluarea
in silico a descriptorilor moleculari si a profilului farmacologic. Ulterior s-au explorat
actiunile antibacteriene pe bacterii Gram-pozitive, Gram-negative si pe Mycobacterium
tuberculosis, antifungice pe specii patogene de Candida si citotoxice pe linii celulare
tumorale si non-tumorale. Capacitatea antioxidantd a fost inclusd datorita prezentei grupei
hidroxilfenilimino, care poate sa imprime proprietati redox [50]. Pentru explorarea unui

eventual mecanism de actiune s-a recurs la un studiu de andocare moleculara pe tinte
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biologice importante pentru actiunile studiate. In final, cercetarea s-a incheiat cu evaluarea
toxicitatii acute in vivo pe specia de crustacee Artemia franciscana Kellogg.

Sinteza a decurs sub actiunea microundelor, folosind etanolul absolut drept solvent si
acidul acetic glacial drept catalizator, incélzirea facandu-se la 100 °C, timp de 40 min, cu o
preagitare de 5 min, nivelul de absorbtie fiind setat la ,,high”. Astfel s-au obtinut o serie de

16 derivati originali (1a-1p) (Schema 2).

o CH,CH,OH o

| NH. CH,COOH gl. | N
©f‘\’\‘/\|( NH, 0%\© - MW, 100 °C, 40 min, high N/Y WNF |
/)\ o + ~ 7 H,0 /k ) B
N~ CH, N cH, \
2 3a-3p la-1p

Schema 2. Metoda generala de obtinere a N-acil-hidrazonelor 1a-1p. Radicalul R reprezinta: 4-F (a); 4-Br (b); 2-
Br (c); 2,4-diCl (d); 2,6-diCl (e); 3,5-diCl (f); 2,3,5-triCl (g); 2-CI-4-NO; (h); 2-OH-5-Br (i); 2-OH-3,5-diBr (j);
2-OH-3-OCHjs (K); 2-OH-4-OCHs (l); 2-OH-5-OCHjs (m); 3,4-diOCHa (n); 3-OCH3-4-OH-5-NO> (0); 4-OPh (p).

Analiza de rezonanta magnetica nucleara a relevat prezenta izomerilor datoritd grupei
N-acil-hidrazonice. Spectrele 'H-RMN fnregistrate Tn DMSO-ds ale compusilor analizati
indica prezenta unui singur semnal la 64 8 ppm corespunzator grupei azometinice,
caracteristica izomerului E. Totodata, dublarea semnalelor pentru grupa azometinica (5H 8,0-
8,6 ppm, oc 141,9-147,5 ppm), metilen (on 4,8-5,3 ppm, dc 45,2-46,2 ppm), metil (61 2,50-
2,55 ppm, oc 22,8-23,5 ppm) si NH grupei amidice (o1 11,6-12,0 ppm) au pus in evidentd
prezenta celor doi izomeri conformationali, Sin-E si anti-E. Analiza HPTLC a confirmat
puritatea compusilor obtinuti prin prezenta unui singur pic cromatografic, iar sistemul de
developare folosit (cloroform:metanol 9:1 v/v) a permis separarea derivatilor de
salicilaldehida de cei polihalogenati cu cateva exceptii (1a, 1h, 1f, 1k).

Analiza in silico a profilului farmacodinamic a confirmat actiunile in sfera oncologiei
st a bolilor infectioase, evidentiind totodatd posibile intrebuintari in tratamentul bolilor
metabolice si neurodegenerative.

In privinta evaluarilor biologice, N-[(E)-(3,5-bromo-2-hidroxifenil)metiliden]-2-(2-
metil-4-oxochinazolin-3(4H)-il)aceto-hidrazida (1j) a prezentat efect calitativ si cantitativ
asupra speciei de S. aureus (DI1Z 12,33 £ 0,58 mm; CMI 0,3125 mg/mL; 1Cso 0,0857
mg/mL), subliniind importanta substitutiei cu halogen pe nucleul de salicilaldehidd. De
asemenea, derivatii 1b, 1c, 1k, 1l si 1m au manifestat actiune antituberculoasa ridicata la 0
concentratie de 1-2 mg/mL atat pe tulpina sensibild, cat si pe cea rezistenta la rifampicina si

izoniazida de Mycobacterium tuberculosis.
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In urma analizei de citotoxicitate, trei dintre derivatii halogenati s-au remarcat prin
potenta si selectivitate pe liniile celulare tumorale. N'-[(E)-(4-bromofenil)metiliden]-2-(2-
metil-4-oxochinazolin-3(4H)-il)acetohidrazida (1b) a manifestat potenta pe ambele linii
celulare (ICso 3,125-12 uM), in timp ce N'-[(E)-(4-fluorofenil)metiliden]-2-(2-metil-4-
oxochinazolin-3(4H)-il)acetohidrazida (1a) si N'-[(E)-(2,4-diclorofenil)metiliden]-2-(2-
metil-4-oxochinazolin-3(4H)-il)acetohidrazida (1d) au prezentat actiune in mod special pe
A431 (ICsp 6,25-12 uM). De asemenea, capacitatea antioxidanta a derivatilor cu grupe nitro
(1h, 10), hidroxi (1i, 1j, 1k, 1o0) si fenoxi (1p) a fost dubla fata de cea a 2-(2-metil-4-
oxochinazolin-3(4H)-il)acetohidrazidei. Totodata, toxicitatea acuta in vitro pe specia de
crustacee Artemia franciscana Kellogg a derivatilor a fost inferioara fatd de cea a materiei

prime (Fig. 2), confirmand beneficiul derivatizarii sub forma de baze Schiff.

la-1p
(0]

Capacitatea antioxidanta totala:

NH
N/ﬁ( D R = 2-OH-3-OCH,, 2-OH-5-Br, NO,, 4-OPh - favorabile
/)\ o ) "'\ R=2-0H-4-OCH,, 2-OH-5-OCH,, 3,5-(OCH,),, X -

N CHs3 nefavorabile

/\Actiunea antimicrobiana:

Actiune citotoxica: R = 4-Br, 2-OH-3,5-Br, - favorabile pentru actiunea
R = 4-Br, 4-F, 2,4-Cl, - actiune potenté si selectiva antibacteriana si antibiofilm

R = 2-OH-4-OCH,, 2-OH-3,5-Br, - actiune moderata R =4-Br, 2-Br, 2-OH-3-OCH;, 2-OH-4-OCH;,

si selectiva 3-OH-5-OCH, - actiune ridicata antituberculoasa

R =2,3,5-Cl,, 2-Cl-4-NO,, 2-OH-5-OCH, - N-acil-hidrazonele - actiune antifungica redusa

nefavorabile, absenta selectivitatii tumorale
Figura 2. Corelatia intre structura chimica si diversele proprietdti biologice observate in cazul seriei de N-
acil-hidrazone la-1p. Radicalul R reprezinta: 4-F (a); 4-Br (b); 2-Br (c); 2,4-diCl (d); 2,6-diCl (e); 3,5-diCl
(f); 2,3,5-triCl (9); 2-Cl-4-NO; (h); 2-OH-5-Br (i); 2-OH-3,5-diBr (j); 2-OH-3-OCHjs (k); 2-OH-4-OCHjs (1);
2-OH-5-OCHz (m); 3,4-diOCH3 (n); 3-OCHz-4-OH-5-NO; (0); 4-OPh (p).

In corelatie cu rezultatele in vivo, studiul de andocare moleculari sustine efectele
observate. Astfel, modul de legare al derivatului 1j n situsul activ al girazei B din S. aureus
respecti orientirile deduse pentru alti inhibitori de tip chinazolone. In ceea ce priveste EGFR
kinaza, substitutia de pe radicalul fenil influenteaza orientarea in buzunarul de legare. In
cazul derivatilor 2,3- si 2,4-disubstituiti (1K si 1l), nucleul chinazolinonic ocupéd buzunarul
pentru adenina, in timp ce radicalul fenil este situat in buzunarul K. Privitor 1a enoil-
reductaza din M. tuberculosis, cu exceptia derivatilor 1m-1p, toate N-acil-hidrazonele se
orienteaza in buzunarul de legare intr-o maniera similara ligandului co-cristalizat.

Potentialul farmacologic al noilor derivati trebuie completat cu studii aprofundate ale

mecanismului de actiune si ale actiunii antituberculoase. Totodata, compusii se preteaza
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optimizarilor ulterioare, urmarind derivatizarea nucleului chinazolinonic si generarea de

baze Schiff cu o plaja mai larga de compusi carbonilici.

7. Concluzii si contributii personale

Obiectivul principal al tezei de doctorat I-a reprezentat dezvoltarea unui procedeu
original de sinteza sub actiunea microundelor pentru obtinerea de baze Schiff pornind de la
sulfanilamida, respectiv 2-(2-metil-4-oxochinazolin-3(4H)-il)acetohidrazida. Acest punct a
fost atins prin adaptarea protocoalelor de sintezd conventionald si optimizarea metodei.
Astfel s-au obtinut 27 de derivati, 22 originali, al caror design molecular a fost conceput in
baza cercetarii literaturii de specialitate.

Avantajul principal al sintezei sub actiunea micorundelor 1-a reprezentat reducerea
considerabild a timpului de reactie, de la cel putin 3-4 ore, cum se specificd in cazul
metodelor conventionale, la 10-40 de minute. Totodata, se lucreaza in sistem inchis, fapt ce
reduce expunerea la vaporii de solvent, iar atingerea de temperaturi ridicate (90-100 °C)
permite un profil cinetic mai curat, produsii fiind obtinuti cu puritate avansata, in special in
seria de N-acil-hidrazone. Ca dezavantaje se poate mentiona limitarea cantitatii de produs
obtinut, deoarece se lucreaza in fiole de reactie de 2-5 mL. Se poate recurge la folosirea de
fiole cu capacitatea maxima de 10-20 mL pentru procesele optimizate.

Obiectivele specifice au vizat caracterizarea fizico-chimica si spectrala a compusilor
obtinuti, realizata printr-un cumul de tehnici specifice, respectiv explorarea profilului
biologic si a toxicitatii acute in vivo. Tn acest ultim caz s-au constatat diferente intre actiunile
derivatilor si cele ale materiilor prime de la care s-au obtinut seriile de baze Schiff.

in cazul derivatilor de sulfanilamida, (E)-4-{[(2-bromofenil)metiliden]Jamino}benzen-
1-sulfonamida (1b) si (E)-4-{[(3,5-diclorofenil)metiliden]amino}benzen-1-sulfonamida
(1d) au prezentat actiune antistafilococica si antibiofilm superioara fatd de sulfanilamida
(MIC 0,014 mg/mL si 0,019 mg/mL, comparativ cu 0,39 mg/mL), in timp ce (E)-4-{[(2,3,5-
triclorofenil)metiliden]amino}benzen-1-sulfonamida (1e) a fost activa pe E. faecalis (MIC
0,156 mg/mL fata de 1,25 mg/mL pentru sulfanilamidd). De asemenea, (E)-4-{[(3,5-
diclorofenil)metiliden]amino}benzen-1-sulfonamida (1d) si (E)-4-{[(2,6-diclorofenil)-
metiliden]Jamino}benzen-1-sulfonamida (1c) au redus viabilitatea celulelor tumorale de
adenocarcinom colorectal HT-29, respectiv de glioblastom LN229 in mod semnificativ (5

pg/mL la 24 de ore si 1,6 pg/mL la 48 de ore) la concentratii de peste opt ori mai mici decét
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cele necesare sulfanilamidei. Se remarca astfel importanta substitutiei cu halogen pentru
efectele biologice, doi atomi de clor fiind ideali. Pe de altd parte, aceasta poate creste
toxicitatea acuta pe specia de crustacee Artemia franciscana Kelloggg, fiind de evitat
substitutia cu doi atomi de brom, cu trei atomi de clor sau cu o grupa fenoxi.

In privinta bazelor Schiff de tip N-acil-hidrazone 1a-1p, efectul citotoxic selectiv pe
liniile celulare canceroase (HT-29, A431) a fost principala caracteristica a seriei. N'-[(E)-(4-
bromofenil)metiliden]-2-(2-metil-4-oxochinazolin-3(4H)-il)acetohidrazida (1b) a
manifestat potentd pe ambele linii celulare (ICso 3,125-12 uM), in timp ce N'-[(E)-(4-
fluorofenil)metiliden]-2-(2-metil-4-oxochinazolin-3(4H)-il)acetohidrazida (1a) si N'-[(E)-
(2,4-diclorofenil)metiliden]-2-(2-metil-4-oxochinazolin-3(4H)-il)acetohidrazida (1d) au
prezentat actiune in mod special pe A431 (ICsp 6,25-12 uM), depasind 5-FU (ICso > 50 uM).
Efectul citotoxic a variat in mod semnificativ in functie de substituentii prezenti pe nucleul
benzenic, grupele precum 2,3,5-triclor, 2-clor-4-nitro, respectiv 2-hidroxi-5-metoxi
inducand o citotoxicitate neselectiva.

Analiza microbiologica a relevat selectivitatea N-acil-hidrazonelor la-1p pentru
bacteriile Gram-pozitive, manifestata atat prin inhibarea cresterii bacteriene (S. aureus, E.
faecalis, C. albicans), cat si prin exercitarea unui posibil efect microbicid, 2-(2-metil-4-
oxochinazolin-3(4H)-il)acetohidrazida fiind inactiva in acest context. N'-[(E)-(3,5-bromo-2-
hidroxifenil)metiliden]-2-(2-metil-4-oxochinazolin-3(4H)-il)acetohidrazida (1j) a prezen-
tat efect calitativ si cantitativ asupra speciei S. aureus (DI1Z 12,33 + 0,58 mm; MIC 0,3125
mg/mL; 1Cso 0,0857 mg/mL), subliniind importanta substitutiei cu halogen pe nucleul de
salicilaldehida, derivatii fara grupe hidroxil (1a-1h) sau metoxi/fenoxi-substituiti (1k-1p)
avand efect redus sau nesemnificativ. Totusi, efectul antifungic al 2-(2-metil-4-
oxochinazolin-3(4H)-il)acetohidrazidei I-a depasit pe cel al derivatilor sai, indicand faptul
ca transformarea in baze Schiff de tip N-acil-hidrazona este nefavorabila actiunii pe C.
albicans. Actiunea antituberculoasa este remarcabila in cazul a cinci derivati (1b, 1c, 1k, 1l
si 1m) care au prezentat efect atat pe tulpina sensibild, cat si pe cea rezistenta de M.
tuberculosis.

Capacitatea antioxidanta a N-acil-hidrazonelor cu grupe nitro (1h, 10), hidroxi (1i, 1j,
1k, 10) si fenoxi (1p) a fost dubld fatd de cea a 2-(2-metil-4-oxochinazolin-3(4H)-
il)acetohidrazidei, iar toxicitatea in vitro acuta pe specia de crustacee Artemia franciscana
Kellogg a derivatilor a fost inferioara fata de cea a materiei prime.

Totodata, deoarece cinci derivati (1a-1e) din seria de baze Schiff ale sulfanilamidei,

respectiv cinci compusi (1c-1g, 1p) din seria de N-acil-hidrazone provin din reactia cu
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aceeasi aldehida, se poate face o comparatie Intre proprietatile acestor derivati pentru a stabili
influenta farmacoforului asupra efectelor biologice. Actiunea antioxidanta este mai uniforma
in cazul derivatilor de sulfanilamida (TAC 35-43%) comparativ cu cei ai 2-(2-metil-4-
oxochinazolin-3(4H)-il)acetohidrazidei (TAC 16,6-19,7%, respectiv 42,3%). De asemenea,
se observa actiunea mai buna a bazelor Schiff ale sulfanilamidei pe S. aureus (MIC 0,014-
0,059 mg/mL), fiind de zece chiar o suta de ori mai potente decat analogii lor de tip N-acil-
hidrazona (MIC 0,625-5 mg/mL). Actiunea citotoxica pe linia celulara HT29 este greu de
apreciat,  intrucat  valorile  sunt  exprimate  diferit, insa  (E)-4-{[(3,5-
diclorofenil)metiliden]amino}benzen-1-sulfonamida are o prima doza cu efect semnificativ
la 15 uM (5 pg/mL), iar N'-[(E)-(3,5-diclorofenil)metiliden]-2-(2-metil-4-oxochinazolin-
3(4H)-il)acetohidrazida prezinta un ICso de 25 pM (9,7-9,95 ug/mL). In schimb, derivatii de
chinazolin-4(3H)-ona prezinta o toxicitatea acutd in vivo pe Artemia franciscana Kellogg
mai redusa decat analogii lor de sulfanilamida.

Printre problemele ramase nerezolvate se numara estimarea corecta a LCso Tn analiza
de toxicitate acuta in vivo, deoarece intervalul de concentratie de 62,5-1000 uM folosit si
fenomenele mecanice nu au permis calcularea acesteia, respectiv elucidarea mecanismului
de actiune citotoxic pentru cele doua serii (studii de inhibitie enzimaticd pe enzime
reprezentative — anhidraza carbonica pentru seria sulfonamidelor, respectiv caspaza 3 si
EGFR kinaza pentru chinazolone).

Ca directii de dezvoltare a prezentei cercetiri se au in vedere aprofundarea
mecanismelor de actiune, analize microbiologice aprofundate pentru seria de N-acil-
hidrazone cu structurd chinazolin-4(3H)-onica 1in sfera tuberculozei, determinarea
experimentala a solubilitdtii si a lipofiliei compusilor celor mai activi In vederea incadrarii
in Clasele Biofarmaceutice, dezvoltarea unei tehnici de sinteza sub actiunea microundelor
pentru obtinerea de complecsi metalici si evaluarea profilului biologic al acestora prin
raportare la liganzii originali, optimizarea structurala a derivatilor celor mai potenti luand in
considerare substitutia pe nucleul chianzolonic, testari in vivo pe modele animale,

incorporarea Tn nanomateriale.
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