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NEW ANTI-HIV AGENTS BASED ON ISATINE, SCLAREOL AND LEUCIN

Summary. Synthesis of optic active hybrid compounds derivatives of oxindole has been performed via condensa-
tion of isatin with photosensible p-acetoazobenzene and transformational products of sclareol and leucine. It has been
demonstrated that cytotoxicity of the sesquiterpenoide derivatives based on (+)-sclareol diminishes at change from
the fife-membered lactamic ring to diole, as wellas at at the chage of nature of the bicyclic fragment, while increases at
the change from the multisubstituted derivative of oxindole with a pyrrole fragment. The lowest cytotxicity has been
detected for acetoacetate 11, which is comparable to that of the azoderivative 4a with values CC,, (cytotoxicity concen-
tration 50 %) 0.0315 and CC,,=0.0301 mM, respectively, while the hybrid compound based on leucine has a twice lower
toxicity (CC50 0.0116 mM). It has been established that the compound 5a has affected the human immunodeficiency
virus (HIV) replication at 24 times lower concentrations IC,, (inhibitory concentration 50 %) 0.0031 mM than the antiret-
roviral agent didanosine (ICSO 0.075 mM), a reverstranscriptase inhibitor used in the HIV therapy.

Keywords: isatin, diterpenoide sclareol, leucine, citotoxicity, anti-HIV.

Rezumat. A fost efectuatd sinteza compusilor hibrizi optici din randul oxindolilor prin condensarea isatinei cu
p-acetoazobenzena fotosensibila si produse de transformare a diterpenoidului sclareol si leucind. S-a demonstrat ca
citotoxicitatea derivatilor sesquiterpenelor pe baza de (+)-sclareol se reduce la trecerea de la pentaciclu lactamic la diol,
se diminueazd la modificarea naturii fragmentului biciclic si creste la trecerea spre derivatul polifunctionalizat al oxindo-
lului cu fragment de pirol. Cea mai mica citotoxicititate o poseda acetoacetatul 11 si aceasta este comparabila cu cea a
azoderivatului 4a cu valorile CC,,=0,03155i CC,, 0,0301 mM, respectiv, in timp ce compusul hibrid pe baza de leucina
are o toxicitate de doua ori mai mica (valorile CC,, 00116 mM). Dupa cum s-a stabilit, compusul 5a a afectat replicarea
virusului HIV la concentratii de 24 de ori mai mici (IC50 0,0031 mM) decat remediul antiretroviral didanozina (IC50 0.075
mM) din grupul inhibitorilor reverstranscriptazei utilizat in terapia HIV.

Cuvinte-cheie: isating, diterpenoida sclareol, leucina, citotoxicitate, anti-HIV.

INTRODUCERE

Actualmente chimia compusilor organici de ori-
gine naturala devine o stiin{d integrald. Obiectivele
ei coincid cu cele ale medicinei contemporane in
domeniul identificarii noilor substante cu activitate
anti-HIV [1]. Aceastd abordare, cu traditii in elabo-
rarea medicamentelor noi, este una actuald, servind
drept bazd pentru obtinerea analogilor sintetici ai
substantelor naturale cu o activitate superioara.

Desi un progres evident se atestd, chimia substan-
telor organice naturale cu activitate anti-HIV raméne
un domeniu putin studiat [2]. Diterpenoid labdanic
sclareolul, izolat din deseurile ramase in urma obti-
nerii uleiului volatil de salvie taméioasa Salvia sclarea
L., molecula céruia include multe centre optic active,
oferd posibilitati vaste de sintezd a compusilor biologic
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activi noi [3]. Din multitudinea compusilor terpenici,
sesquiterpenoidele prezintd un interes deosebit datori-
ta unui spectru larg de activitate biologica.

In ultimele decenii chimia medicinald a acumulat
un sir de exemple de elaborare a hibrizilor compusilor
naturali cu fragmente heterociclice care au permis
amplificarea activitatii lor biologice intrinsece [4-6].
Concomitent, dezvoltarea cu succes a chimiei oxin-
dolelor a fost determinatd de numeroase cercetari pri-
vind extragerea acestora din sursele naturale, sinteza
compusilor noi si cautarea noilor compusi fiziologic
activi. Studiul caracteristicilor chimice si stereochi-
mice ale oxindolelor polifunctionalizate, proprietati-
lor lor fizico-chimice si legitatilor de formare necesitd
elaborarea unor metode simple si eficiente de sinte-
za a izomerilor si izomerilor geometrici ai compusi-
lor acestia. Una dintre cele mai accesibile si univer-
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sale strategii de sinteza a oxindolilor functionalizati
se bazeaza pe aplicarea reactiilor de transformare
a isatinelor in derivatii heterociclici oxindolici [7].
Principalele avantaje de utilizare a isatinelor sunt ac-
cesibilitatea lor, unicitatea structurii i in multe cazuri -
activitatea biologicd pronuntata.

Este important de mentionat cd un loc aparte in
randul heterociclurilor azotati apartine pirolilor, inte-
resul fata de care este legat de rolul lor unic in organis-
mele vii. Pirolii naturali si sintetici, la fel ca si analogii
lor hetero si carboxi, manifesta un spectru larg de ac-
tivitate biologica.

Azobenzenele au atras o atentie deosebita prin
faptul cd ele sunt supuse transformarilor chimice fo-
toreversibile ale configuratiei trans in configuratia cis
dezavantajata din punct de vedere termodinamic [8].
Reactia opusa poate fi initiatd cu o altd lungime de
undi. In contextul biologic, fotocromismul respectiv
a fost valorificat pentru obtinerea inhibitorilor en-
zimelor si a canalelor ionice. in legatura cu aceasta,
identificarea metodelor sintetice de obtinere a mate-
rialelor hibride optic active cu fragmente de isatina 1a
comportd un interes practic, cum ar fi terapia fotodi-
namica bazatd pe aplicarea substantelor fotosensibile
din grupul azobenzenelor, precum si a luminii de o
anumitd lungime de unda.

MATERIALE SI METODE DE CERCETARE

Au fost utilizate o serie de metode fizico-chimice
de cercetare si de caracterizare structurald a compu-
silor noi sintetizati. Temperaturile de topire au fost
determinate la aparatul “Boetius”, unghiurile de ro-
tatie specifica [a], - la polarimetrul Jasco P-2000 in
CHCI3. Spectrele IR s-au inregistrat la spectrofoto-
metrul “Perkin Elmer Spectrum100 FT-IR”. Spectrele
'H si C RMN au fost inregistrate la spectrometrul
“Avance III Bruker 400” (400, 100 si 40 MHz). Moni-
torizarea procesului reactiilor s-a realizat cu ajutorul
cromatografierii in strat subtire (CSS) pe placi de Si-
lufol, developate in vapori de I2. Pentru cromatogra-
fiere pe coloana s-a utilizat silicagel L 100/400 pm sau
silicagel 60 Fluka. Extractele au fost uscate cu MgSO4
anhidru. Solventii din extracte si amestecurile reac-
tante au fost distilate la presiune joasd. Substantele si
reagentii chimici sunt comercial accesibili §i au fost
utilizati fard purificare suplimentard. Toti solventii au
fost purificati prin tehnici standard si uscati inainte de
utilizare. Spectrele s-au inregistrat la spectrofotome-
trul Specord UV-VIS in cuva din cuarf cu grosimea
stratului de absorbtie 1,97 mm la dilutiile 1:20, 1:50,
1:80, 1:110 si 1:130 cu indicarea proportiei de dilutie.
Datele analizei elementelor tuturor compusilor cores-
pund celor calculate.

Metoda generala de alchilare a isatinelor

Isatina (0,01 mol) a fost solubilizata in 7,5 ml dime-
tilformamida (DMF), s-a adaugat K,CO, (0,025 mol)
si amestecul a fost supus agitdrii timp de 5 minute,
dupa care s-a addugat halogenura de alchil respectiva
(0,0105 mol). Agitarea a continuat la 50 °C timp de
cateva ore (control prin CSS). La sfarsitul reactiei (lip-
sa compusului initial) amestecul reactant a fost turnat
in apd cu gheatd si la o agitare intensa s-a adaugat so-
lutia acidului sulfuric sau clorhidric (pana la pH=3).
Precipitatul format a fost filtrat, spélat pe filtru de
3 ori cu apa si uscat. Dacd randamentul este insufici-
ent, se efectueaza extractia addugatoare cu etilacetat,
dupa care extractul se spala cu apd, se usucd de asupra
sulfatului de sodiu anhidru, iar solventul se evapora.
Daca produsul confine impuritati, acesta poate fi re-
cristalizat din etanol.

N-Butilindolin-2,3-diond 1b. Cristale de culoare
oranjinchis. Punctul de topire (P.t.) 38 °C. Randamentul
94 %. Agentulalchilant: C,H Br. SpectruinIR, (v/cm™):
2939,6 (aromatic), 2877,4 (CH,), 717,8 (aromatic),
705,8 (aromatic). RMN 'H (400 MHz , CDC13, S, ppm,
J/Hz):1,28t(3H,H-10,/=7,6 Hz),3,75q (2H,H-9),6,89
d (1H, H-3, J=7,8 Hz), 7,08 t (1H, H-5, J=7.5 Hz), 7,55
d (2H, H-4, H-6, J=7,3 Hz). Spectru RMN *C (100,6
MHz, CDCIS, , ppm): 183,7 (C8), 158,1 (Cl1), 151,0
(C2), 138,3(C7), 125,4 (C5), 123,6 (C4), 117,5 (C3),
110,2 (C6), 40,0 (N-CH), 29,2 (N-CH,-CH), 20,1
(CH,-CH,), 13,6 (CH,-CH,). S-a calculat, %: C, 70,92;
H, 6,45 N, 6,89; O, 15,74. C H ,NO,. S-a depistat, %:
C, 70,62; H, 6,21; N, 6,96.

N-octilindolin-2,3-diond Ic. Cristale rosii. P.t. 37-
38 °C. Randamentul 76 %. Agentul alchilant: C.H 1.
Spectru in IR(v/cm™): 2913,2 (aromatic), 2847,6
(CH,), 1465,0 (CH,), 1350,6 (CH,), 721,8 (aromatic),
703,0 (aromatic). RMN 'H (400 MHz, CDCl,, 8, ppm,
J/Hz):7,62 - 7,54 suprapun. (2H), 7,10td (1H, H-5,] =
7,6, 1,0), 6,89 dt (1H, H-7, J = 8,0, 1,0), 3,70 t (2H,
N-CH, ] = 7,4), 1,74 - 1,16 suprapun, CH, grup,
(12H), 0,91 - 0,81 m (3H, CH3), Spectru NMR "C
(100,6 MHz, CDCI,, 8, ppm): 183,8 (C8), 158,3 (Cl),
151,3 (C2), 138,4(C7), 125,5 (C5), 123,7 (C4), 117,8
(C3), 110,3 (C6), 40,4 (N-CH,), CH, grup: 31,9, 29,3,
292, 27.4, 27,0, 22,7, 14,2 (C_H3). S-a calculat, %:
C, 74,10; H, 8,16; N, 5,40; O, 12,34, C _H, NO,, S-a

167 721

depistat, %: C, 74,08; H, 8,20; N, 5,37.

Metoda de obtinere a p-acetobenzenei 3

La 6,75 g (0,05 mol) p-aminoacetofenond s-a
adaugat 13,5 ml acid clorhidric concentrat si 100
ml apa. Amestecul a fost introdus in baia de apd. La
amestecul rdcit s-a adaugat solutia de nitrit de sodiu
(3,5 g (0,05 mol) NaNO, in 15 ml apd) prin pica-
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turi, cu mentinerea temperaturii in limitele 0-5 °C.
In continuare, amestecul se mentine in baie timp de
15 min, apoi se adauga picurat solutia de fenol (4,7 g
(0,05 mol) in 30 ml metanol). Reactia se menfine
timp de 30 min. Amestecul reactant a fost neutra-
lizat cu acetat de sodiu, lasat la temperatura came-
rei timp de o ora, dupa care i s-a addugat un volum
triplu de solutie saturata de sare. Amestecul a fost
lasat peste noapte pentru acumularea precipitatu-
lui. Precipitatul format a fost supus filtrarii, spélarii
cu apa distilata si uscarii. Au fost obfinute 11,5 g
(96%) de produs. Acesta reprezintd un compus so-
lid de culoare oranj fara miros, care are un P.t.=192-
196 °C. Spectru in IR(v/em™): 3267,8 (OH), 2988,8
(aromatic), 1659,7 (CO), 1467,2 (CH,), 1356,6 (CO-
CH,), 1467,2 (CH,), 1382,5 (CH,). Spectru RMN 'H
(400 MHz, DMSO-d,, 8, ppm, J/Hz): 8,09 d (2H,
(CO-C-CH, ] = 84), 7,87 d (2H, CO-C-CH-CH,
J=38,4),7,83d (2H, HO-C-CH-CH, ] = 8,8), 6,95 d
(2H, HO-C-CH, J = 8,8), 2,60 s (3H, CO-CH.,). Spec-
tru *C RMN (101 MHz, DMSO) 8 197,90 (C=0),
161,92 (C-OH), 154,83 (CO-C-CH-CH-C), 145,65
(HO-C-CH-CH-C), 137,77 (CO-Q), 129,81 (CO-C-
CH), 125,67 (HO-C-CH-CH), 122,47 (CO-C-CH-
CH), 116,39 (HO-C-CH), 27,13 (CO—QH3). Spectru
RMN C (101 MHz, DMSO) § 197,90 (C=0), 161,92
(C-OH), 154,83 (CO-C-CH-CH-C), 145,65 (HO-
C-CH-CH-Q), 137,77 (CO-C), 129,81 (CO-C-CH),
125,67 (HO-C-CH-CH), 122,47 (CO-C-CH-CH),
116,39 (HO-C-CH), 27,13 (CO-CH,). S-a calculat,
%: C, 69,99; H, 5,03; N, 11,66; O, 13,32, C H N O

1477127 2720

S-a depistat, %: C, 71,05; H, 5,51; N, 10,89.

Metoda generala de condensare aldolica a isati-
nelor cu p-acetoazobenzen

Isatina (0,01 mol) se dizolvé la amestecarea si in-
calzirea usoara in etanol (la 1 g isatina 10 ml etanol), se
adaugd catalizatorul dietil- sau trietilamina (0,001 mol)
si se amestecd timp de 5 min, preventiv deconectand
incilzirea. In amestecul reactant se adaugd o cantitate
echimolard de p-acetoazobenzen (0,01 mol) si se agi-
td la temperatura camerei timp de 12 ore. La sfarsitul
reactiei (control dupd CSS) continutul balonului se
toarnd in solutia de sare saturata. Precipitatul format
se filtreaza, se spald cu apa si se usuca.

Metoda generala de dehidratare a alcoolilor

La alcoolul respectiv se adauga acidul acetic gla-
cial si se incilzeste. Dacé substanta nu s-a dizolvat, se
mai adaugd acidul acetic pand la solubilizarea totala.
Incilzirea se deconecteazi si se adauga 2-3 picituri
de acid clorhidric (densitatea 1,18 g/cm?) la agitare.
Amestecul se lasd la temperatura camerei pana la raci-
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re, se toarnd peste gheata si se neutralizeaza mai intai
cu solutia alcalind, iar ulterior cu hidrocarbonat de so-
diu pana la pH neutru. Precipitatul format se filtreaza,
se spala de patru ori cu apa si se usuca.

3-(2-Oxo0-2-feniletiliden)indolin-2-ond 12

Cristale rosii. Pt. 196-197 °C. Randamentul
96 %. Spectru in IR, (v/cm™): 779, 3440 (C=C), 1682,
3085 (amidd), 1708 (C=0), 1604 (aromatic). Spectru
RMN 'H (400 MHz, DMSO-d,, 8, ppm, J/Hz ): 6,90 d
(1H, H-3,J=7,8 Hz), 6,95t (1H, H-5, J=7,7 Hz ), 7,34 t
(1H,H-4,J=7,7Hz), 7,60t (2H, H-13, H-15,J=7,8 Hz ),
7,70 t (2H, H-9, H-14, J=3,7 Hz ), 7,96 d (1H, H-6,
J=7.5 Hz ), 8,05 d (2H, H-12, H-16, J=7,7 Hz ), 10,83
s (1H, NH). Spectru RMN *"C (100,6 MHz, DMSO-
d,, 8 ppm): 110,9 (C3), 120,3 (C7), 122,4 (C5), 126,7
(C9), 127,0 (Cs6), 129,0 (C12, C16), 129,7 (C13, C15),
133,5(C4), 134,7 (C14), 136,7 (C8), 137,4 (C11), 145,0
(C2), 169,0 (C1), 192,0 (C10).

(Z)-3-(2-(4-((E)-(4-Hidroxifenil )diazenil )feni-
1)-2-oxoetilidene)indolin-2-one 5a

Cristale rosii. Pt.=290 °C. Randamentul: 75 %
dupd recristalizare din etanol. Spectru in IR, (v/cm™):
3400,7 (NHCO), 3283,6 (OH), 2972,6, 2901,7 (aro-
matic), 1706,7 (Ar-NH-CO), 1658,9 (CO), 782,5,
748.9, 724,9 (aromatic). Spectru RMN 'H (400 MHz,
CDC13, , ppm, J/Hz): 10,85 s (1H, NH), 10,61 s (1H,
OH), 8,24 m (2H, CO-C-CH), 8,07 d (1H, NH-C-C-
CH, J=7,77 It1), 7,96 m (2H, CO-C-CH-CH), 7,87 m
(2H, HO-C-CH-CH), 7,76 s (1H, CO-CH-C), 7,36 t
(1H, NH-C-CH-CH, J=7,8), 6,98 (3H, HO-C-CH u
NH-C-C-CH-CH), 6,91 d (1H, NH-C-CH, J=7,74).
Spectru RMN "*C (100,6 MHz, CDCIS, S, ppm): 191,0
(C=0), 168,7 (NH-CO), 162,3 (C-OH), 155,4 (CO-C-
CH-CH-C), 145,9 (HO-C-CH-CH-C), 145,4 (NH-C),
138,2 (CO-C), 137,1 (NH-CO-C), 133,6 (NH-C-CH-
CH), 130,5 (CO-C-CH), 127,3 (NH-C-C-CH), 126,2
(CO—QHZ), 126,0 (HO-C-CH-CH), 123,1 (CO-C-
CH-CH), 122,3 (NH-C-C-CH-CH), 120,4 (NH-C-Q),
116,6 (HO-C-CH), 110,9 (NH-C-CH). S-a calculat, %:
C, 71,54; H, 4,09; N, 11,38; O, 12,99, C_H N,O,. S-a
depistat, %: C, 72,02; H, 4,31; N, 11,9.7

(Z)-1-Butil-3-(2-(4-((E)-(4-hidroxifenil)diaze-
nil)fenil)-2-oxoetilidene)indolin-2-one 5b

Cristale portocalii. P.t.=223 °C. Randamentul:
80% dupad recristalizare din etanol. Spectru in IR,
(v/em™):3303,0 (OH), 2935,3 (aromatic), 1692,1 (Ar-
NH-CO), 1652,9 (CO), 1463,2 (CHZ), 1374,4 (CHZ),
778,7, 750,8, 725,8 (aromatic). Spectru RMN 'H
(400 MHz, CDC13, o, ppm, J/Hz): 8,25 d (2H, CO-C-
CH,J=38,5),8,06d (1H, NH-C-C-CH, J=7,9), 7,97 d
(2H, CO-C-CH-CH, ] = 8,5), 7,87 m (2H, HO-C-
CH-CH), 7,84 s (1H, CO-CH-C), 7,44 t (1H, NH-
C-CH-CH, J=7,8), 7,12 d (1H, HO-C-CH, ] = 7,8),
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7,03 t (1H, NH-C-C-CH-CH, ] = 7,6), 6,97 d (2H,
HO-C-CH-CH, J = 8,9), 3,75 t (2H, CH,-CH,-CH -
CH2, ] = 7,1), 1,60 p (2H, CH-CH-CH , ] = 7,2),
1,33 h (2H, CH,-CH,, ] = 7,3), 0,91 t (3H, CH,, ] =
7,3). Spectru RMN "*C (100,6 MHz, CDCIl,, §, ppm):
190,6 (C=0), 166,74 (N-CO), 162,0 (C-OH), 155,0
(CO-C-CH-CH-Q), 145,4 (HO-C-CH-CH-Q), 145,3
(N-O), 137,6 (CO-QC), 135,4 (N-CO-C), 133,0 (N-C-
CH-CH), 130,1 (CO-C-CH), 127,7 (N-C-C-CH),
126,5 (CO-CH)), 1256 (HO-C-CH-CH), 122,6
(CO-C-CH-CH), 122,3 (N-C-C-CH-CH), 1194
(N-C-C), 116,2 (HO-C-CH), 110,4 (N-C-CH), 39,19
(CH,-CH,-CH,-CH), 29,06 (CH,-CH,-CH ), 19,54
(CH,-CH)), 13,62 (CH3). S-a calculat, %: C, 73,39; H,

3 =72
4,45; N, 9,88; O, 11,28, C, H . N.O,. S-a depistat, %:

C, 74,12; H, 4,55; N, 10,2()2.6 ”
(Z)-3-(2-(4-((E)-(4-hydroxyphenyl)diazenyl)
phenyl)-2-oxoethylidene)-1-octylindolin-2-one 5c
Cristale brune. P.t.=205-206 °C. Randamentul:
90% dupa recristalizare din etanol. Spectru in IR,
(v/em™): 3295,0 (OH), 2953,0, 2921,1 (aromatic),
2852,2 (CHz)’ 1698,3 (Ar-NH-CO), 1654,8 (CO),
1465,8 (CHZ), 1372,6 (CHZ), 779,3, 747,7, 725,1 (aro-
matic). Spectru RMN 'H (400 MHz, CDCI,, §, ppm,
J/Hz): 10,56 s (1H, OH), 8,24 d (2H, CO-C-CH, ] =
8,3),8,06d (1H,NH-C-C-CH, J=7,6),7,96 d (2H, CO-
C-CH-CH, ] = 8,3), 7,87 d (2H, HO-C-CH-CH, ] =
8,5), 7,83 s (1H, CO-CH-C), 7,43 t (1H, NH-C-CH-
CH,J=7,7),7,10d (1H, HO-C-CH, J=7,8), 7,02 (1H,
NH-C-C-CH-CH, ] = 7,6), 6,97 d (2H, HO-C-CH-
CH, ] = 8,6), 3,73 t (2H, CH,-CH -CH -CH2, ] = 6,9),
1,60 m (2H, CHS-CHZ-QHZ), 1,37 - 1,16 suprapun.
CH, grupari (12H), 0,83 t (3H, CH,, ] = 6,3). Spectru
RMN BC (100,6 MHz, CDC13, 8, ppm,): 190,5 (C=0),
166,7 (N-CO), 161,9 (C-OH), 155,0 (CO-C-CH-
CH-Q), 145,5 (HO-C-CH-CH-C), 145,2 (N-C), 137,6
(CO-C), 1354 (N-CO-C), 132,9 (N-C-CH-CH),
130,0 (CO-C-CH), 126,6 (N-C-C-CH), 126,4(CO-
CH-C), 1254 (HO-C-CH-CH), 122,5 (CO-C-CH-
CH), 122,2 (N-C-C-CH-CH), 119,3(N-C-C), 116,1
(HO-C-CH), 109,3 (N-C-CH), 40,0 (CO-N-CH,),
CH2 grupari: 31,1, 28,5, 28,5, 26,8, 26,2, 22,0, 13,8
(CHS). S-a calculat, %: C, 74,82; H, 6,49; N, 8,73; O,
9,97. C,;H, N,O,. S-a depistat, %: C, 74,32; H, 7,00;
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N, 9,24.

Metoda de obtinere a pirolindolinonelor

In etanol in raport egal se amesteca enona 12, ace-
tilacetat 11, acetat de amoniu si 10 mol % de catali-
zator (clorura de 3-(carboximetil)-1-metil-1H-imida-
zol-3-iu). Solutia se supune refluxului timp de 10-12
ore, controland sfarsitul reactiei prin CSS. Precipitatul
format se trece pe filtru si se spala cu etanol.

2-(1,2,5,5-Tetrametil-1,2,3,4,5,6,7,8-octahidro-
naftalen-1-il)etil 2-metil-4-(2-oxoindolin-3-il)-5-fe-
nil-1H-pirol-3-carboxilat 13

Substantd amorfa. P.t.>260 °C C. Randamentul 67 %.
[a],'*+3,96 (c 0,0059, MeOH). Spectru in IR (v/cm™):
3048,8 (NH-CO), 2962,5, 2923,3, 2876,6 (aromatic),
1623,2 (NH-CO), 1199,9 (ester), 785,4, 762,7, 746,6,
732,3 (aromatic). Spectru RMN 'H (400 MHz, CDC13,
S, ppm, J/Hz): 11,62 s (1H, CH.-C-NH), 10,35 s (1H,
NH-CO), 7,52 d (2H, fenil. 1a C2, ] = 7,0), 7,46 t (2H, fe-
nil.1a C3,J=7,7),7,35t (1H, fenil. laC4, = 7,2), 7,11 m
(1H), 6,87 - 6,81 m (2H), 6,79d (1H, J =7,5), 4,56 s (1H,
NH-CO-CH), 3,65 - 3,44 m (2H), 2,43 s (3H), 1,97 -
1,81 m (3H), 1,57 s (2H), 1,49-1,16 suprapun. CH, gru-
pari (8H), 0,92 suprapun CH, grupari (6H), 0,78 d (3H,
J =5,7), 0,71 s (3H). Spectru RMN **C (100,6 MHz,
CDCL): 17823 (NH-CO), 164,10 (O-CO), 142,72
(C7 fr. indolic), 136,44, 136,06, 131,76 (C4’ fr. indolic),
131,71, 128,73 (fenil. C3), 127,77 (fenil. C2), 127,29 (fe-
nil. C4), 126,71, 122,26, 120,77, 113,45, 109,67, 108,69,
59,19, 44,81 (NH-CO-CH), 34,00, 33,84, 33,73, 28,82,
27,53, 26,60, 25,07, 24,23, 20,81, 20,76, 19,37, 16,14,
16,03, 13,07. S-a calculat, %: C, 78,51; H, 7,69; N, 5,09;
0,8,72.C,HNO, S-a depistat, %: C, 77,98; H, 7,82;
N, 5,11.

Etil 1-(1-(ciclopentiloxi)-3-metil-1-oxobutan-2-
il)-2-metil-4-(2-oxoindolin-3-il)-5-fenil-1H-pirol-3-
carboxilat 15

Compus amorf de culoare albd. Spectru RMN 'H
(400 MHz, CDCL,, 8, ppm, J/Hz): 7,96 sl (1H, NH), 7,57 d
(2H, C-CH-CH-CH, J=7,36), 7,41-7,39 m (2H, C-CH-
CH-CH),7,37-7,34m (1H, C-CH-CH-CH),7,17,-7,12m
(1H, NH-C-CH-CH), 6,94 suprapun. (1H, NH-C-C-
CH-CH), 6,92 suprapun. (1H, NH-C-CH), 6,84 d (1H,
NH-C-C-CH-CH, J=7,7), 5,21 m (1H, CO-O-CH), 4,34
s (1H, NH-CO-CH), 4,2 d (1H, N-CH-CO, J=11,1),
3,97-3,84 m (2H, CO—O—CHZ—CH3), 2,66-2,55 supra-
pun. (1H, CHS-QH-CH3), 2,59 s (3H, Cﬂ3-C), 1,94-
1,48 suprapun. (8H, protonii a 4 grupuri metilenice din
ciclul ciclopentanilic), 0,93 suprapun (6H, CH,-CH,
si CH,-CH-CH,), 0,68 d (3H, CH,-CH-CH,, J=6,7).
Spectru RMN "C (100,6 MHz, CDCIl,, 6, ppm): 179,17
(NH-CO-CH), 169,24 (O-CO-CH), 164,77 (O-CO-C),
141,41 (NH-C), 137,66 (QHS-C), 132,94 (C-CH-CH-
CH), 131,88 (NH-C-C), 131,35 (C-CH-CH-CH), 128,88
(C-CH-CH-CH), 12846 (C-CH-CH-CH), 127,21
(NH-C-CH-CH), 122,91(NH-C-CH), 121,91(NH-C-
C-CH-CH), 110,8 (O-CO-C), 108,83 (NH-C-C-CH-
CH), 78,79 (CO-O-CH), 65,33 (N-CH-CO), 58,97
(CO-O-CH -CH,), 45,78(NH-CO-CH), 32,66 (O-CH-
CH,), 32,58 (O-CH-CH,), 29,28 (CH,-CH-CH, , 23,55
(O-CH-CH,-CH,), 21,21(CH,-CH-CH,), 18,89 (CH-

2 =72

CH-CH,), 14,11(CH,-CH,), 12,80 (CH,-C).
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ANALIZA REZULTATELOR OBTINUTE

In cadrul prezentului studiu s-a stabilit ca diazota-
rea 4-aminoacetofenonei 2 cu prelucrarea ulterioara a
amestecului de reactie cu fenol a dus la formarea deri-
vatului 3 conform schemei.

3-Hidroxiindolul este un fragment structural che-
ie in multitudinea de compusi naturali si sintetici cu
un spectru larg de activitate biologicd, care depinde de
configuratia si natura substituentilor la nivelul atomu-
lui de carbon C-3.

S-a demonstrat recent cd mentinerea la tempera-
tura camerei a cantitdtilor echimolare de isatind 1a cu
p-acetoazobenzen 3 in prezenta a 0,1 echivalent molar
(echiv.) de dietilamind (Et,NH) in etanol de 96 %, con-
tribuie la formarea aldolului 4 (figura 1). In spectrul
IR al compusului 4a se observa benzile de absorbtie a
grupdrilor ceto (1680 cm™), amide (1688 cm™) si hi-
droxil (3278 cm™).

Fierberea alcoolului 4a in amestec HCI/AcOH are
loc cu dehidratarea moleculei si formarea enonei 5a
(figura 1), al cédrei spectru '"H RMN contine semnale
caracteristice ale gruparii amide la 10,83 ppm si ale
protonului vinilic la 7,75 ppm.

In spectrul *C in domeniul cAmpurilor slabe si
medii se observa 18 semnale de carbon, patru dintre
care din zona aromaticd sunt dublate, un semnal la
191 ppm corespunde grupdrii ceto si la 168,7 - grupa-
rii amide din fragmentul isatinic.

Adaugator a fost realizata alchilarea isatinei 1a cu
bromura de butil si iodura de octil in sistemul K,CO,/
DME. Produsele reactiei 1b si 1c separate cu randa-
mentele 75 % si 76 % respectiv, au fost supuse reactiei
cu metilcetona 3. Aductele 4b, 4c dupa dehidratare
s-au transformat in compusi respectivi 5b-c. Cu sco-
pul determinarii lungimii de unda la care p-acetoazo-
benzena 3 (figura 2-a) manifestd fotosensibilitate ma-

o 2
OH
SV Lo Ae
HN
0 (@]

4aR=H (94%)
4b R= butil (90%)
4c R=octil (99%)

NH; pN%NO
\n/©/ 96%
0 3

xima au fost inregistrate spectrele UV/VIS in DMF in
domeniul 260-800 nm.

Din rezultatele prezentate in figura 2 constatdm ca
maximul benzii de absorbtie s-a deplasat in directia
regiunii cu lungimi de undd mari dupéd deshidratarea
moleculelor 5a-c (figura 2b). Radicalul alchil la ato-
mul de azot nu influenteaza asupra amplasérii maxi-
mului de absorbtie, insa la marirea lungimii lantului
radicalului alchil intensitatea absorbtiei scade.

La inceputul studiilor efectuate lipseau da-
tele privind sinteza sesquiterpenelor functiona-
lizate cu  2,3-dihidro-1H-3-indolil-5-aril-1H-3-
pirolcarboxilatele. Metoda sintetica de construire a
oxindolilor aseménatori poate include condensarea
enonelor 5a-c, a acetatului de amoniu si acetoaceta-
tului optic activ cu fragmentul decalinic cis-orientat.
Ultimul intra in componenta unor compusi naturali
de origine marina, cum ar fi aureolul [9]. Aureolul
demonstreaza o citotoxicitate selectivd fata de celule-
le tumorale umane, inclusiv fatd de celulele de cancer
pulmonar A549 si adenocarcinomul intestinal HT-29
[10]. De asemenea, acesti compusi s-au dovedit a ma-
nifesta o activitate antivirala contra gripei A [11].

Sinteza acetoacetatului optic activ a fost realizata
prin reducerea compusului 6 cu tetrahidruroalumi-
nat de litiu (LAH) pana la diol 7, care in continuare
a fost supus actiunii anhidridei acetice (AcO,) cu
N,N-dimetilaminopiridind (DMAP) in piridina (Py)
cu formarea eterului 8. Interactiunea produsului 8 cu
eteratul fluorurii de bor are loc cu o transgrupare ste-
reospecifica si formarea produsului 9. La prelucrarea
eterului 9 cu solutie KOH in metanol (MeOH) are loc
hidroliza cu formarea alcoolului 10 [9]. S-a stabilit ca
la temperatura camerei solutia de benzen a amestecu-
lui echimolar al alcoolului 10 cu dicetena in prezenta
cantitdtilor catalitice de trietilamina contribuie la for-
marea acetilacetatului 11 (randamentul 92%).

" b

1 a-c

OO

5aR=H (75%)
5b R= butll( 0%)
5¢ R= octil (90%)

Figura 1. Schema de sinteza a substantelor Sa-c.
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Figura 2. a) — spectrul de absorbtie a compusului 3 la diferite dilutii;
b) - spectre de absorbtie a substantelor 4b, 5a-c.

A fost propus ca formarea pirolcarboxilatului
sa includa interactiunea initiala a enonelor cu ca-
talizator printr-o substanti intermediard [12]. In
continuare aceasta va intra in interactiune cu forma
enolicd a esterului acetoacetic si formarea unui com-
plex intermediar, interactiunea cdruia cu amoniac se
va solda cu formarea tetrahidropirolului. La ultima
etapa tetrahidropirolul va interactiona cu gruparea
carboxil a catalizatorului, ceea ce va duce la elimina-
rea a doud molecule de apd si formarea pirolcarboxi-
latului.

A fost stabilit ci la interactiunea enonelor 5a-c si
a acetatului de amoniu cu acetilacetatul 11 in prezenta
lichidului ionic nu se formeaza pirolele tintd. Substitu-
ireaenonelor 5a-c cuenona 12 a dusla formarea produ-
sului 13 (figura 3), in spectrul IR al caruia sunt prezen-
te benzile de absorbtie ale esterului, amidei si pirolului.
In spectrul '"H RMN al compusului 13 toate varfurile
sunt dublate, ceea ce dovedeste cd produsul reprezinta
un amestec din doi compusi anomerici. Asadar, sunt

0]

LAH

Sclareol

BF; OEt,
11

KOH

MeOH

9 R=AC (67%)
(Uo R=H (80%)

—-0K11 R=CO-CH,COMe (92%)

prezente semnalele a 82 de protoni: singletii caracte-
ristici triprotonici, singletii a patru grupéri metilice
(8,0,72ppm., 80,73 ppm,d 0,91 ppm, 50,93 ppm,§
0,940 ppm, §,, 0,944 ppm, § , 2,440 ppm, § , 2,444 ppm),
dubletii grupdrii metilice CH-CH, in domeniul
8, 0,77-0,81 ppm, protonul aminic este reprezentat
de un varf spectral 6, 11,63 ppm, semnalele proto-
nilor ai atomului de nitrogen amidic sunt separate si
au valorile de 6,, 11,36 ppm, §,, 11,40 ppm, dupa care
raportul intre anomeri se determind a fi de 1:1. Sin-
gletii hidrogenului metinic din fragmentul oxindolic
au valorile de 8, 4,57 ppm, semnalele protonilor aro-
matici si metilenici se suprapun. Totodata, in spectrul
BC RMN este prezent doar un singur set de semnale,
ceea ce se explica prin faptul ca fragmentele optic ac-
tive ale moleculei sunt pozitionate departe una de alta
si interactiunea intre ele este slabd, iar rezolutia spec-
trului de carbon este redusi. In spectrul *C RMN sunt
detectabili 34 de atomi de carbon din care doua sem-
nale 6_128,3 ppm si §.129,3 ppm sunt dublate, ceea ce

OAcC

NH,AC
cat 0.2 echiv.
EtOH, reflux

Figura 3. Schema de sintezd a substantei 13.
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Figura 4. Schema de sintezd a substantei 15.

dovedeste prezenta fragmentului fenolic. In domeniul
campurilor slabe sunt prezente semnalele de carbon
ale grupdrilor carboxilice si amidice §_164,6 ppm si
178,8 ppm, corespunzitor, iar gruparea carbonilica a
acetilacetatului initial lipseste. O banda de intensitate
medie in spectrul IR 1a 1606,1 cm™ si benzile inguste la
762,7 cm’, 746,6 cm™, 732,3 cm™ se refera la grupare
aromatica; o banda de absorbtie de intensitate inaltd
1664,5cm™ indica prezentalegaturilor alifatice, iarben-
zile ale vibratiilor de valentd 2962,5 cm™, 2923,3 cm’/,
2876,6 cm™ indica prezenta legéturilor alifatice si aro-
matice. O banda intensiva la 1696,8 cm™ apartine gru-
parii esterice.

Ulterior a fost realizata sinteza compusului analog
15 prin condensarea enonei 12, esterului acetoacetic si
esterului ciclopentilic al leucinei 14 (figura 4).

Compusii sintetizati au fost testati in cadrul labo-
ratorului prof. Christophe Pannecouque de la Rega
Institute, Katholieke Universiteit Leuven, Belgia,
pentru capacitatea lor de a inhiba replicarea HIV-
1 (tulpina IIIB) si HIV-2 (tulpina ROD) in celulele
MT-4 acut infectate. Concomitent a fost determi-
natd citotoxicitatea compusilor pentru acelasi tip
de celule. Aldol 4a si produsul dehidratéirii 5a ma-
nifesta diferite niveluri de citotoxicitate cu valorile
CC,, 0,0301 si 0,0031 mM, respectiv. Azoderivatul
3 manifesta cel mai inalt nivel al citotoxicitatii dintre
toti azocompusii cercetafi cu valoare CC,=0,1878
mM. Citotoxicitatea terpenoidelor sesquiterpenice
se reduce in comparatie cu compusul initial. Astfel,
substitutia lactonei 6 cu diol 7 reduce citotoxicitatea
aproximativ de 2,7 ori.

Reducerea ulterioard a citotoxicitdtii este legata
de modificarea scheletului carbonic. Astfel, la alcoolul
10 CC,; acesta constituie 0,0404 mM, in timp ce la
diolul 7 valoarea CC,_ = 0,0996 mM. O citotoxicitate
comparabild cu cea a compusului 10 manifestd com-
pusul 11, fiind derivatul primului. Construirea deriva-
tului polifunctionalizat al oxindolului cu fragmentul
de pirol in calitate de substituent duce la manifestarea
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citotoxicitatii la nivelul valorilor CC50=0,1602 mM.
Asadar, citotoxicitatea derivatilor sesquiterpenici pe
baza de (+)-sclareol se diminueazi la trecerea de la
pentaciclu lactamic la diol, se reduce la modificarea
naturii fragmentului biciclic si creste la trecerea spre
derivatul polifunctionalizat al oxindolului cu fragment
de pirol. Cea mai mica citotoxocititate o poseda ace-
toacetatul 11 care este comparabild cu cea a azoderiva-
tului 4a cu valorile CC_ = 0.0315 si CC, 0,0301 mM,
respectiv, in timp ce compusul hibrid pe baza
de leucind are o toxicitate de doud ori mai micd
(IC,, 0,0116 mM).

Este important de mentionat ca compusul 5a a
afectat replicarea virusului HIV la concentratiile de 24
de ori mai mici (IC, 0,0031 mM) decat remediul anti-
retroviral didanozina (IC,  0.075 mM) din grupul in-
hibitorilor reverstranscriptazei utilizat in terapia HIV.

Asadar, a fost realizata sinteza si au fost cercetate
proprietatile materialelor hibride optic active cu frag-
mentul de oxindol care prezinta un interes practic, e.g.
pentru terapia fotodinamica bazata pe aplicarea com-
pusilor fotosensibili din grupul azobenzenelor. S-a de-
monstrat fezabilitatea utilizarii derivatilor sclareolului
pentru construirea derivatului polifunctionalizat si
optic activ al oxindolului cu fragment de pirol.

CONCLUZII

A fost realizatd sinteza si au fost studiate propri-
etatile materialelor hibride optice cu fragmente de
oxindol, care reprezintd un interes practic pentru te-
rapia fotodinamicd bazatd pe aplicarea substantelor
fotosensibile din grupul azobenzenelor.

S-a demonstrat schema de transformare a sclare-
olului si leucinei pentru construirea derivatului optic
activ polifunctionalizat al oxindolului cu fragmentul
de pirol. Pe baza cercetarii dependentei dintre struc-
tura, citotoxicitata si actiunea anti-HIV au fost deter-
minate moleculele hibride pentru cercetdri mai ample
in scopul obtinerii medicamentelor antivirale.
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