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Procedeu de obtinere a unei noi flavonoide sintetice cu proprietiti antibacteriene

Inventia se incadreazi in domeniul tehnic al Biochimiei si const3 intr-un procedeu de
obtinere a unei noi flavonoide sintetice cu activitate bacteriostatici si bactericidd impotriva
bacteriei Staphylococcus aureus rezistentd la meticilina (MRSA).

Rezistenta la antibiotice — o problema grava la nivel global. Evolutia omenirii a fost
marcatd profund de bolile de naturd infectioasi incd de acum 100.000 — 200.000 de ani in urma.
O serie de descoperiri remarcabile din ultimele secole precum descoperirea si introducerea
vaccinurile §i antibioticelor in practica medicald au avut un impact uriag asupra sperantei si
calititii vietii la nivel global. Astfel, descoperirea penicilinei si utilizarea ei in medicind
incepand cu anii 1940 a reprezentat solutia pentru tratarea bolilor de naturd infectioass, fiind
consideratd unul din cele mai importante momente din evolutia medicinei moderne. Utilizarea
antibioticelor a ficut posibilda nu doar tratarea infectiilor bacteriene ci §i realizarea unor
interventii chirurgicale complicate, a transplanturilor de organe, instituirea unor terapii pentru
cancer, precum §i posibilitatea tratirii unor boli autoimune. Cu toate acestea, o buna parte din
agentii patogeni au dezvoltat rezistenti la antibiotice, punand sub semnul intrebarii insisi
utilizarea lor. Renuntarea la antibiotice datorita ineficientei lor in terapiile antimicrobiene ar
avea efecte devastatoare, greu de cuantificat. Margaret Chan, director-general al Organizatiei
Mondiale a Sanatitii (OMS) afirma in 2012: O erd post-antibioticd inseamnd sfdrsitul
medicinei moderne asa cum o cunoastem. Lucruri la fel de comune precum o amigdald
inflamatd sau genunchiul zgdriat al unui copil ar putea ucide din nou.”

Rezistenta la antibiotice a microorganismelor patogene reprezinti o preocupare majora
a omenirii, reprezentdind o ameninfare serioasd pentru séinitatea umanid si dezvoltarea
economicd din intreaga lume. Potrivit OMS, rezistenfa microorganismelor la substante
antimicrobiene este una dintre cele 10 amenintéri globale pentru sinitatea publicd cu care se
confrunti omenirea astdzi, ducand la cresterea mortalititii §i morbiditétii i punand presiune pe
sistemele de sanitate [1]. Rezistenta la antibiotice este definitd de ECDC (European Centre for
Disease Prevention and Control) ca fiind capacitatea microorganismelor (virusuri, bacterii,
ciuperci si parazifi) de a rezista actiunii unuia sau mai multor agenti antimicrobieni [2]. Poate
apdrea atunci cand medicamentele utilizate pentru tratarea infectiilor devin ineficiente din cauza
modificdrilor microorganismelor patogene (in special a bacteriilor). Numeroasc studii
anterioare au estimat consecintele rezistentei la antibiotice in termeni dé j:lecese durata

spitalizdrii i costurile de ingrijire a sanétatii [1-5]. Date noi dintr-un stp@w; dln 2022 arati
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adevarata povari a rezistenfei la antibiotice, cu 4,95 milioane de decese asociate rezistentei
bacteriene in 2019, inclusiv 1,27 milioane de decese ca urmare directd a infectiilor provocate
de bacterii rezistente la antibiotice [6]. Un singur agent patogen - Staphylococcus aureus
rezistent la meticilina (MRSA) - este responsabil pentru mai mult de 100.000 de decese
datorate rezistentei la antibiotice in 2019.

Utilizarea antibioticelor in contextul actual al rezistentei microorganismelor. Cele
mai multe bacterii patogene printre care si MRSA prezinti rezistentd la mai multe antibiotice
(RMA), ceea ce limiteazi foarte mult posibilitatea tratérii eficiente a bolilor infectioase. Din
acest punct de vedere, RMA este considerati in prezent una dintre cele mai mari probleme ale
medicinei contemporane [7]. Cauzele RMA includ utilizarea inadecvati a antibioticelor,
consumul excesiv de medicamente antibacteriene, conditiile sanitare inadecvate, practicile
ineficiente de prevenire si control al infectiilor [8].

Unul din cele mai importante dezavantaje determinate de rezistenta dezvoltatd de
microorganisme este dat de faptul cd din ce in ce mai multi pacienti cu infectii provocate de
bacterii rezistente la mai multe antibiotice nu mai rispund la tratamentele disponibile. In acest
context, OMS plaseazi In 2017 bacteria Staphylococcus aureus (meticilin-rezistenta,
vancomicin-rezistentd) pe o listd de agenti patogeni prioritari la nivel mondial, cu rezistentd
ridicati la antibiotice. Astfel de microorganisme prezinta un risc crescut pentru sinitatea umand,
fiind rezistente la majoritatea solutiilor terapeutice existente in prezent.

fnca de la descoperire si prima utilizare in 1941, penicilina, un antibiotic cu un nucleu
B-lactamic, a manifestat o eficacitate excelentd fatd de bacteriile Gram pozitive, in particular
fatd de stafilococi [9]. Cu toate acestea, la scurt timp de la prima utilizare pe pacienti umani, in
anul 1942 este descoperitd prima tulpind de Staphylococcus aureus rezistentd la penicilina.
Cauza rezistentei a fost pusd pe seama capacitifii bacteriilor de a produce penicilinaza (j3-
lactamaza) ~ enzima care degradeaza penicilina. Solutia problemei a venit in 1959 prin
descoperirea meticilinei, un antibiotic B-lactamic din clasa penicilinelor rezistent la penicilinaze.
Doar noud ani mai tirziu, intr-un spital din Boston (USA) este mentionatid prima epidemie
determinati de stafilococul auriu meticilino-rezistent [10]. Pani in acest moment, MRSA sunt
responsabili de producerea de infectii bacteriene la om care sunt extrem de dificil de tratat,
inclusiv de infectiile nosocomiale, generand importante probleme sociale [11].

Desi OMS a incurajat comunitatea stiintificd sd dezvolte tratamente inovatoare pentru
bacteriile rezistente, identificarea de noi antibiotice eficiente constituie un proces: foaqf1
anevoios. Astfel, in prezent, ne aflam in situatia in care din 1987 nu a fost de,scopenta mc‘m

clasd noud de antibiotice. Acest lucru se explicd in parte prin faptul ci multe cgmpami’.,
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farmaceutice au abandonat in ultimele decenii cercetarea si dezvoltarea antibioticelor noi,
datoritd scaderii profitabilitatii pietei antibioticelor. Cercetitorii au modificat antibioticele
existente, insd aceasta strategie este inutila in fata capacititii bacteriilor de a dezvolta rezistenta.
In plus, atunci cand noi antibiotice ajung pe piatd, microorganismele devin rapid rezistente la
acestea.

Prin urmare gésirea de noi solutii inovatoare si eficiente pentru a tine pasul cu rezistenta
la antibiotice dezvoltati de agentii patogeni este deosebit de dificila si reprezintd un obiectiv
crucial al cercetarii biomedicale actuale [12]. Un rol important ar trebui sa il joace moleculele
noi, pentru care microorganismele patogene, printre care si MRSA, nu au dezvoltat inca
rezistenti.

Flavonoidele, un grup de compusi heterociclici naturali, sunt potential buni candidati
pentru dezvoltarea de noi agenti impotriva MRSA. In mod traditional, flavonoidele au fost
folosite de secole pentru a trata bolile umane datoritid activitifilor lor antimicrobiene,
antialergice, antiinflamatorii i antioxidante [13]. Exista solutii patentate pe bazi de flavonoide
naturale destinate terapiei infectiilor provocate de stafilococi rezistenti la meticilina. O astfel
de solutie se bazeazi pe flavonoide de tipul 6,7-dihidroxiflavona, 7,8-dihidroxiflavona, 3',4'-
dihidroxiflavond, fisetind i kaempferidd (patent US-2006229262-A1). Activitatea anti —
MRSA a acestor flavonoide poate fi apreciati prin valori ale concentrafiei minime inhibitorii
variind intre 31,3 si 250 pg/ml.

Problema tehnici identificata se referd la rezistenta stafilococilor aurii (Staphylococcus
aureus) la mai multe antibiotice utilizate in terapia bolilor infectioase (ex. penicilind si
meticilind). Stafilococii aurii rezistenfi la meticilinda (MRSA) reprezintid cauza principala a
infectiilor cutanate i ale tesuturilor moi la pacientii care se prezintd in unitifile de primire
urgente si unitifile de terapie intensiva si una din bacteriile incriminate de dobandirea infectiilor
nosocomiale [14]. Cele mai frecvent citate afectiuni invazive legate de MRSA includ socul
septic (56%), pneumonia (32%), endocardita (19%), bacteriemia (10%) si celulita (6%) [15].
Tulpinile de stafilococ auriu rezistente la meticilind sunt rezistente si la alte clase de antibiotice
(prin diferite mecanisme) limitdnd optiunile de tratament, cu importante implicatii medicale,
economice si sociale [16,17]. Dupd ultimele studii publicate in anul 2022, MRSA este
responsabil pentru mai mult de 100.000 de decese datorate rezistentei la antibiotice in 2019 [6].
Rezistenta MRSA la mai multe antibiotice constituie o probleméa globald de sanitate publica

[17], acest lucru conducénd la necesitatea identificérii de noi compusi activi 1mpotnva acestor

A
tulpini. In plus, introducerea unor noi antibiotice in terapia infectiilor stafilococme constltuie'\'} E

un proces lent si mai ales costisitor. Dezvoltarea unui antibiotic nou 1mp11ci igpsuni.;gnase,’ .
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timpul necesar identificérii, testérii, producerii si utilizérii in terapie fiind estimat la 20 de ani.
Astfel, pentru cele cinci antibiotice dezvoltate in perioada 2009-2018 (eravaciclina,
oritavancini, fidaxomicind, omadaciclind si ceftolozan-tazobactam), costurile medii doar
pentru aprobare au fost de aproximativ 1,297 miliarde USD [18]. La aceste costuri se mai
adaugi in primii cinci ani de la introducerea pe piata intre 250 si 500 de milioane USD pentru
dezvoltarea retelelor de distributie si asigurarea angajamentelor post-aprobare.

in acest context, solutia tehnici propusi de prezenta inventie constdi in obtinerea si
utilizarea unei noi flavonoide sintetice triciclice cu sulf si Br ca substituent halogenat impotriva
stafilococilor aurii rezistenti la mai multe antibiotice. Elementul original al inventiei il
constituie sinteza unei flavonoide cu o structurad noui triciclicd. Aceasta contine un ciclu 1,3-
ditiolilic condensat la nucleul clasic benzopiranic al flavonoidelor. Pozifia 2 a ciclului 1,3-
ditiolilic, deficitara in sarcini, este susceptibila la atacuri din partea unor specii nucleofile ce se
gisesc din abundenti in membrana celulard a bacteriilor. Astfel, este de asteptat ca introducerea
unei astfel de substructuri pe ansamblul molecular al flavonoidelor clasice si aiba ca rezultat
cresterea interactiunii dintre noua structuri triciclic3 si structuri moleculare bacteriene, implicit
a activitifii antibacteriene, imprimand moleculei proprietdti bacteriostatice si bactericide
importante.

Scopul inventiei este de a propune 0 metoda de obtinere a unei noi flavonoide sintetice
triciclice cu sulf si Br ca substituent halogenat si utilizarea noii molecule impotriva unor bacterii
patogene de origine umana in contextul ineficientei folosirii antibioticelor clasice in terapiile
antibacteriene datorita rezistentei dezvoltati de microorganisme.

Problema tehnica identificatd este reprezentatd de cresterea alarmantd a rezistentei la
mai multe antibiotice a stafilococilor aurii si de aici imposibilitatea utilizirii antibioticelor
cunoscute in terapia infectiilor stafilococice, cu un impact medical, social §i economic major.

Solutia pentru aceasti problema se bazeaza pe:

1. obtinerea unei noi molecule reprezentati de o flavonoida sintetica triciclica cu sulf si Br
ca substituent halogenat.
2. utilizarea flavonoidei sintetice impotriva unei tulpini MRSA rezistente la mai multe

antibiotice utilizate in practica medicala curenta.

Flavonoida propusi are o structurd triciclicd nous — Figura 1. Aceasta contine un ciclu

1,3-ditiolilic condensat la nucleul clasic benzopiranic. Sinteza unui astfel de ciclu 1,3 -ditiolilic
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necesitd un precursor ditiocarbamic care in cataliza acida sufera heterociclocondensare cu¢’r,
. » . st ’ (‘ i ;

grupare carbonil situatd in pozitia a. Astfel, sinteza unei flavonoide 3-ditiocarb;m'ﬁce care in. -

.\l

I/I.



RO 138171 A2

catalizi acida sd conduca la inchiderea ciclului 1,3-ditiolilic reprezintd calea de obtinere a noii
structuri de flavonoida triciclica cu sulf.

Procedeul de obtinere a flavonoidei triciclice este descris in cele ce urmeazi. O metoda
facila de sintezi a unor flavanone ce contin un rest de acid ditiocarbamic in pozitia 3 a fost
descrisd anterior de cétre noi [19]. Astfel, reactia w,5-dibromo-2-hidroxiacetofenonei cu N,N-
dietilditiocarbamatul de sodiu conduce la N,N-dietilamino-1-carboditioatul de 1-(5-bromo-2-
hidroxifenil)-1-oxaetan-2-il (1) - Figura 2. Acesta, in reactie cu aminalul 4-bromobenzaldehidei
(2), in metanol la reflux timp de 4 ore, conduce la obtinerea flavanonei f{inti, N,N-
dietilditiocarbamatul de 6-bromo-2-(4-bromofenil)-4-oxocroman-3-il (3), cu randament de
78%. Tratarea flavanonei 3-ditiocarbamice (3) cu un amestec de acid metansulfonic - acid acetic
(1:1 v/v), la o temperatura de 40°C, timp de 30 minute are ca rezultat inchiderea ciclului 1,3-
ditiolilic. Adaugarea de solutie apoasd de NaBF4 conduce la tetrafluoroboratul de 2-N,N-
dietilamino-8-bromo-4-(4-clorofenil)-4 H-1,3-ditiol[4,5-c|cromen-2-ilium (4) - flavonoida
BrBr, cu randament de 88% (Figura 2).

Produsul obtinut prezinti o excelentd activitate antibacteriani impotriva stafilococilor
aurii — tulpini de referinta (Staphylococcus aureus ATCC 25923) si MRSA-biol (cu rezistenta
la meticilind, eritromicind, moxifloxacin, cefoxitin, penicilind, tetraciclind si clindamicind).
Activitatea antibacteriand se traduce atdt printr-un efect bacteriostatic, cu valori ale
concentratiei minime inhibitorii (CMI) de 0,24, respectiv 0,97 pg/ml, cat si printr-un efect
bactericid, cu valori ale concentratiei minime bactericide (CMB) de 0,97, respectiv 1,95 pg/ml.
Efectul bacteriostatic impotriva tulpinii patogene testate se inregistreazi pe parcursul a 24 de
ore de incubare in prezenta flavonoidei sintetice. Raportul CMB/CMI denotd o puternicd
activitate bactericida a flavonoidei BrBr. Dupd sase, respectiv noud ore de incubare la
concentratii echivalente cu CMB, flavonoida sinteticd determina moartea tuturor celulelor de S.
aureus ATCC 25923 si MRSA-biol.

Avantajele solutiei prezentate sunt urmétoarele:

1. timpul scurt necesar reactiei, precum si simplitatea metodelor de sintezi a flavanonei
3-ditiocarbamice (3) si a flavonoidei triciclice (4) (BrBr) — Figura 2; flavanona este
obtinuta direct, fard a fi necesarda obtinerea unei calcone intermediare; totodata,
produsul de reactie este relativ greu solubil in metanol, ceea ce usureaza prelucrarea
reactiei; toate aceste avantaje fac flavonoida sinteticad mai usor de obtinut, intr-un

timp mai scurt §i cu costuri semnificativ mai reduse.

2. flavonoida sinteticd propusi ca agent anti-stafilococic reprezinti o moleculd noua; . ™

din acest punct de vedere nu a existat un contact anterior al microorgaftii‘sﬂielo‘f;t_in;ﬁ
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(MRSA-biol) cu flavonoida sintetici propusi, prin urmare nu existd posibilitatea
existentei fenomenului de rezistentd, ceea ce asigurd eficienfa utilizérii sale in
context clinic.

3. tulpina MRSA-biol testatd prezinti o sensibilitate deosebiti la flavonoida sintetica
(CMI = 0,97 pg/ml, CMB = 1,95 pg/ml); tulpina este rezistenti la mai multe
antibiotice utilizate ca standard in terapia bolilor infectioase (meticilina,
eritromicind, moxifloxacin, cefoxitin, penicilind, tetraciclin si clindamicind), ceea
ce face imposibila utilizarea lor; aceeasi tulpind este sensibild la cloramfenicol, dar
la o valoare a CMB de 16 de ori mai mare (31,25 pg/ml) comparativ cu flavonoida
sintetici (1,95 pg/ml).

4. fata de alte solutii patentate, asa cum este cea bazatd pe flavonoide de tipul 6,7-
dihidroxiflavond, 7,8-dihidroxiflavond, 3',4'-dihidroxiflavons, fisetind si
kaempferidi (care face obiectul patentului patent US-2006229262-A1), flavonoida
sintetica prezinti o activitate anti-MRSA mult mai importanta, cu valori ale CMI de

32 péna la 257 ori mai mici.

Exemplul 1 - Sinteza flavonoidei triciclice (Figura 2-4)

La o solutie de acid metansulfonic : acid acetic glacial (3 ml, 1:1 v/v) se adauga in
cantitifi mici N,N-dietilditiocarbamatul de 6-bromo-2-(4-bromofenil)-4-oxocroman-3-il
(Figura 2-3, 0,53 g, 1 mmol). Amestecul de reactie se pastreazi la 40°C timp de 30 minute.
Solutia omogena obtinutd se toarnd intr-o solutie apoasd de NaBF4 (0,5 g in 50 mL apa).
Precipitatul obfinut este filtrat, uscat si recristalizat din etanol. Tetrafluoroboratul de 2-N,N-
dietilamino-8-bromo-4-(4-clorofenil)-4 H-1,3-ditiol[4,5-c]cromen-2-ilium (Figura 2-4) se
obtine sub forma unui solid alb (0,52 g, 88%) cu p.t. 211-212°C.

Exemplu 2 — Activitatea anti-stafilococica a flavonoidei triciclice sintetice

Ca bacterii test s-au utilizat doua tulpini de Staphylococcus aureus: una de referinti - S.
aureus ATCC 25923 si una izolati clinic - MRSA-biol. Tulpina izolati clinic prezinti

sensibilitate la cloramfenicol (CMI = 31,25 pug/ml) si este rezistenta la meticilind, eritromicina,

moxifloxacin, cefoxitin, penicilind, tetraciclini i clindamicina. Ambele tulpini au fost pﬁstr&tc_‘. .

la -80°C. Pentru cultivare s-a utilizat mediu LB agarizat (peptonid — 10 g, extract de dI'OJdu—- 5 a
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g, cloruri de sodiu — 10 g, agar — 18 g, apd distilati - 1000 ml, sterilizare 20 minute, 121°C).
Incubarea s-a realizat la temperatura de 37°C timp de 24 ore. Dupa dezvoltare, o colonie
reprezentativi a fost folosita ca sursd de inocul pentru toate experimentele.

Ca agent antibacterian s-a utilizat o flavonoida sintetic triciclicd cu Br ca substituent
halogenat la nucleul benzopiranic (Figura 1). Diferite concentratii de lucru ale flavonoidei s-au
obtinut folosind dimetil sulfoxid (DMSO, 99,5%) ca solvent.

Metoda de testare presupune parcurgerea mai multor pasi.

O colonie reprezentativi din fiecare tulpini testati a fost inoculati in 10 ml mediu bulion
Mueller Hinton (MHB: extract de carne - 2 g, hidrolizat de cazeind -17,5 g, amidon - 1,50 g,
apa distilata 1000 ml, sterilizare prin autoclavare, 20 minute, 121°C) pentru infiintarea unei
preculturi, incubati pe un agitator orbital la 190 rpm timp de 18 ore la 37°C. Precultura a fost
utilizatd pentru prepararea unui inocul reprezentat de o suspensie bacteriand avand densitatea
de 2 x 10 UFC/ml (UFC = unititi formatoare de colonii).

Pentru determinarea concentratiei minime inhibitorii (CMI) si a concentratiei minime
bactericide (CMB) s-a utilizat metoda micro-dilutiilor seriate [20] modificata, folosind plici cu
96 de godeuri. In fiecare godeu al placii se adaugi 100 pl MHB. Flavonoida (100 pl) a fost
diluata in acelasi volum de MHB folosind DMSO (99,5%) astfel incét si se obtina in godeurile
unei linii o serie de dilutii %2 cu concentratii finale de la 0,12 la 250 pg/ml. Ulterior se adauga
in fiecare godeu inoculul (100 pl). Controlul a fost reprezentat de 100 pl MHB suplimentat cu
DMSO in concentratii echivalente, peste care s-au addugat 100 pl inocul. Controlul de sterilitate
a fost reprezentat de 200 pl MHB. Tulpina S. aureus ATCC 43300 a fost utilizati ca referinta.
Ca antibiotic de referinta s-a utilizat cloramfenicolul. Incubarea s-a realizat in conditii stationare,
timp de 24 ore la 37°C. Evaluarea cresterii bacteriene consecutiv incubarii s-a realizat prin
addugarea a 20 pl resazurind 0,01% 1in fiecare godeu al plicii, urmati de termostatare la 37°C,
timp de o ord in condifii stationare. Aparifia culorii albastru dupé adiugarea resazurinei a fost
considerati echivalentd absentei cresterii bacteriene; aparitia culorii roz consecutiv addugérii
resazurinei a fost considerati echivalenta dezvoltirii bacteriene. Cea mai micad concentratie care
a inhibat dezvoltarea bacteriei test dupa 24 ore la 37°C (culoare albastrd in godeu) a fost
considerati CMI. Pentru determinarea CMB, a fost preluat un volum de 15 pl din fiecare godeu
in care nu a fost vizualizati cresterea (culoare albastrd) si inoculat prin descriere de striuri pe

placi Petri confindnd 15 ml mediu Mueller Hinton agar - MHA (extract de carne - 2 g, hidrolizat

de cazeini -17,5 g, amidon - 1,50 g, agar - 18 g, apa distilati - 1000 ml, sterilizare 20 minijte,

121°C). Placile Petri au fost incubate 24 ore la 37°C in conditii stationare:- Cea"n‘laih mlcﬁ

/
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concentratiec de BrBr pentru care nu s-a observat aparitia coloniilor pe mediu MHA dupa
incubare a fost consideratda CMB. Toate testirile au fost efectuate in triplicat, iar rezultatele sunt
prezentate in Tabelul 1 ca valori medii. Asa cum se poate observa, flavonoida a avut o
importanta activitate anti-stafilococicd impotriva ambelor tulpini testate, inhiband cresterea
stafilococilor aurii la concentratii de 0,24 ng/ml (tulpina S. aureus ATCC 25923) si 0,97 pg/ml
(tulpina MRSA-biol).

Tabel 1 — Activitatea antibacteriana a flavonoidei triciclice sintetice (ug/ml)

Tulpina bacteriani CMi CMB
S. aureus ATCC 25923 0,24 0,97
S. aureus (MRS A-biol) 0,97 1,95

CMI - concentratie minim# inhibitorie

CMB - concentratie minim bactericidi
Exemplu 3 — Utilizarea flavonoidei triciclice sintetice ca agent bacteriostatic

Pentru realizarea experimentelor s-au folosit aceleasi microorganisme test si aceleasi
medii de culturd ca cele prezentate anterior. Efectul BrBr asupra cresterii bacteriene a fost
evaluat folosind metoda descrisd de noi [21], cu urmitoarele modificdri. Un volum de 250 pl
dintr-o preculturd de 18 ore a fost addugat intr-un flacon cu 25 ml mediu MHB astfel incét sa
se atingd o densitate celulari finald de aproximativ 10° UFC/ml. Mediul de culturd a fost
suplimentat cu flavonoida sintetica astfel incat si se atingd concentratii finale echivalente cu %2
CMI, CMI si 2 x CMI. Ca martor a fost utilizat un volum de 25 ml mediu MHB inoculat si
suplimentat cu DMSO la concentratii echivalente. Toate flacoanele au fost incubate la 37°C
timp de 24 de ore in conditii de agitare (190 rpm). Cresterea a fost monitorizati prin mésurarea
spectrofotometricd a densitétii optice la 600 nm a probelor prelevate din ora in ord pani la 12
ore (perioadd corespunzitoare fazei de crestere exponentiald — faza in care bacteriile sunt cel
mai sensibile la actiunea antibioticelor). Pentru tulpina MRSA-biol s-au analizat probe
recoltate si la 24 de ore dupd inoculare. Pe baza rezultatelor obtinute s-au construit grafice
(Figura 3 si Figura 4) care reprezintd curbe de crestere - variatia densitatii optice (dezvoltarea

culturii) in timp. Toate experimentele au fost realizate in triplicat, valorile prezentate fiind

Ny
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Asa cum se poate observa in Figura 3, flavonoida sintetici a determinat un efect
bacteriostatic (absenta dezvoltirii) asupra tulpinii S. aureus ATCC 25923 pénd la 12 ore la
concentratii echivalente cu %2 CMI (0,12 pg/ml). Pentru concentratii echivalente cu CMI si 2 x
CMI masuritorile spectrofotometrice nu au evidentiat cresterea bacteriand pe toatid durata
desfasurdrii experimentelor.

Rezultate aseméinitoare s-au obtinut si pentru tulpina MRS A-biol cu mentiunea ci toate
concentratiile testate au determinat o inhibare a cresterii pana la 12 ore de incubare, cu exceptia
concentratiei echivalente cu 2 x CMI pentru care nu s-a evidentiat crestere pand la 24 de ore de

la inoculare, ceea ce demonstreaza un efect bacteriostatic semnificativ — Figura 4.
Exemplu 4 — Utilizarea flavonoidei triciclice sintetice ca agent bactericid

Pentru realizarea experimentelor s-au folosit aceleasi microorganisme test si aceleasi
medii de culturi ca cele prezentate anterior. In plus s-a utilizat un tampon fosfat salin (PBS -
137 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 8 mM Na;HPOs, 2 mM KH2POs, pH = 7,2, sterilizare prin
autoclavare, 20 minute, 121°C). '

Efectul bactericid al flavonoidei sintetice a fost cuantificat prin aprecierea reducerii
numarului de UFC/ml, urménd o metod# prezentatd de Agqil si colab. [22], cu urméitoarele
modificiri. Dupd dezvoltare in MHB, celulele bacteriene au fost recoltate prin centrifugare
(4.000 rpm, 20 minute) si spélate de doud ori cu PBS. Densitatea celulara a fost ajustata pentru
a obtine o suspensie bacteriand de aproximativ 0,5 McFarland la 600 nm. Un volum de 100 pul
din aceasti suspensie celulard a servit ca inocul si a fost addugat in 10 ml PBS suplimentat cu
o concentratie de flavonoidid sinteticd echivalentd cu valoarea CMB (densitatea finald a
celulelor fiind de aproximativ 10® UFC/ml). Controlul a fost preparat in mod similar utilizind
DMSO la concentratia corespunzitoare. Toate flacoanele au fost incubate la 37°C timp de 24
de ore in conditii de agitare (190 rpm). Probele au fost prelevate din jumaitate in jumaétate de ord
pana la 2 ore, apoi la fiecare ori sau din doud in doui ore pana la 12 ore, diluate in PBS (10 pl
probd la 990 ul PBS), inoculate pe mediu MHA si incubate la 37°C timp de 24 ore in conditii
stationare. Ulterior, s-au numdrat coloniile dezvoltate pe suprafata mediului de cultura si s-a
calculat numérul de UFC/ml [23]. Valoarea obtinuti a fost transformati in log10. S-a considerat

activitate bactericida atunci cind s-a constatat o reducere mai mare de 3 logl 0 a numarului total

de UFC/ml fati de inoculul initial. Pe baza valorilor obtinute s-au construit curbe de distrugé{c o

a celulelor bacteriene (Figura 5 si Figura 6). Experimentele s-au efectuat in tnphcat fimd

reprezentate grafic valorile medii obtinute.
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Flavonoida sintetica testati determind asupra tulpinii de referintd un efect bactericid
total la doar sase ore de expunere la concentratii echivalente cu CMB - Figura 5. In cazul tulpinii
MRSA-biol, flavonoida BrBr a determinat moartea tuturor celulelor la 9 ore de expunere —
Figura 6. De remarcat faptul ci pand la finele experimentului nu s-au evidentiat celule

bacteriene viabile pentru nici una din tulpinile testate.
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Procedeu de obtinere a unei noi flavonoide sintetice cu proprietiti antibacteriene

1.

Revendicari

Procedeu de obtinere a unei noi flavonoide sintetice cu proprietiti antibacteriene
caracterizat prin aceea cii flavonoida sintetica triciclica cu sulf si brom ca substituent,
tetrafluoroboratul de 2-N,N-dietilamino-8-bromo-4-(4-clorofenil)-4H-1,3-ditiol[4,5-
c¢]cromen-2-ilium este formatd dintr-un ciclu 1,3-ditiolilic condensat la nucleul clasic
benzopiranic si se obtine utilizind un precursor ditiocarbamic care 1in cataliza acida
sufera heterociclocondensare cu o grupare carbonil situatd in pozitia a.

Procedeu de obtinere a unei noi flavonoide sintetice cu proprietifi antibacteriene
conform revendicarii 1, caracterizat prin aceea cii reactia de obtinere are loc intre w,5-
dibromo-2-hidroxiacetofenond cu N,N-dietilditiocarbamatul de sodiu; rezultd N,N-
dietilamino-1-carboditioatul de  1-(5-bromo-2-hidroxifenil)-1-oxaetan-2-il  care
reactioneazid cu aminalul 4-bromobenzaldehidei, in metanol la reflux timp de 4 ore;
reactia conduce la obtinerea flavanonei {intd, N,N-dietilditiocarbamatul de 6-bromo-2-
(4-bromofenil)-4-oxocroman-3-il, cu randament de 78%. Tratarea flavanonei 3-
ditiocarbamice cu un amestec de acid metansulfonic - acid acetic (1:1 v/v), la 40°C,
timp de 30 min are ca rezultat inchiderea ciclului 1,3-ditiolilic. Addugarea de solutie
apoasd de NaBF4 (0,5 g in 50 mL apd) conduce la tetrafluoroboratul de 2-N,N-
dietilamino-8-bromo-4-(4-clorofenil)-4H-1,3-ditiol[4,5-c]cromen-2-ilium, flavonoida
BrBr, cu p.t. 211-212°C (randament de 88%).

Procedeu de obtinere a unei noi flavonoide sintetice cu activitate bacteriostatica
caracterizat prin aceea ci la un volum de 25 ml de mediu de cultura MHB contindnd
celule de Staphylococcus aureus (S. aureus ATCC 25923 si MRSA-biol - tulpinid
rezistentd la mai multe antibiotice) cu o densitatea bacteriani de aproximativ 10°
UFC/ml, se adaugd flavonoida sintetica cu efect bacteriostatic astfel incit si se atinga
concentratii finale echivalente cu %2 CMI, CMI si 2 x CML, si se incubeaza la 37°C timp
de 24 de ore in conditii de agitare la 190 rpm; evaluarea cresterii se realizeaza prin
prelevarea de probe din ord in ord pana la 12 ore, masurdndu-se densitatea optica la 600
nm.

Procedeu de obfinere a unei noi flavonoide sintetice cu activitate bactericida

caracterizat prin aceea ci la un volum de 10 ml PBS suplimentat ¢ /u ffavonotda

sinteticd la o concentrafie finald echivalentd cu valoarea CMB se a(}é);gé, TOO ul de S

~ 7

suspensie celulari cu densitate de aproximativ 108 UFC/ml, obtinuti {)ﬁn ad@garea in -
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mediul de culturda MHB a unor celule de Staphylococcus aureus (S. aureus ATCC 25923
si MRSA-biol - tulpina rezistentd la mai multe antibiotice), recoltate prin centrifugare
(4.000 rpm, 20 minute) si spélate de doua ori cu PBS (densitatea finala a celulelor fiind
de aproximativ 10% UFC/ml), urmati de incubarea la 37°C timp de 24 de ore in conditii
de agitare la 190 rpm. Probele au fost preluate la fiecare ord sau din 2 1n 2 ore pana la
12 ore, diluate in PBS (10 ul proba la 990 ul PBS), inoculate pe mediu MHA si incubate
la 37°C timp de 24 ore in conditii stationare; ulterior, s-a apreciat viabilitatea celulara
prin numdrarea coloniile dezvoltate pe suprafata mediului de culturd si calcularea

numdrului de unitéti formatoare de colonii (UFC)/ml.
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Procedeu de obtinere a unei noi flavonoide sintetice cu proprietiti antibacteriene

Desene si figuri
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Figura 1. Structura flavonoidei sintetice triciclice cu sulf si Br ca substituent halogenat.
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Figura 2. Sinteza flavanonei triciclice 4. 1) MeOH, reflux 4 h; ii) CH3SO3H/CH3COOH (1:1
v/v), 40°C, 30 min; ii1) NaBF4 aq.
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Figura 3. Dinamica cresterii tulpinii S. aureus ATCC 25923 in prezenta flavonoidei BrBr

(CMI = 0,24 pg/ml)
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Figura 4. Dinamica cresterii tulpinii MRSA-biol in prezenta flavonoidei BrBr (CMI = 0,97
png/ml)
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Figura 5. Efectul expunerii la flavonoida BrBr asupra viabilitatii celulelor de S. aureus

ATCC 25923 (CMB = 0,97 pg/ml)
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Figura 6. Efectul expunerii la flavonoida BrBr asupra viabilitatii celulelor tulpinii MRSA-

biol (CMB = 1,95 pg/ml)
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