MD 2831 B1 2005.08.31

D0 OO O A A O
MD 2831 B1 2005.08.31

REPUBLICA MOLDOVA

19) Agengia de Stat § an 28313 B1
pentru Proprietatea Intelectuald o, ¢ C1:007¢ 311/16 (2006.01); CO7C 251/02 (2006.01);
CO7D 307/71 (2006.01),CO7F 1/04 (2006.01);
CO7D 1/06 (2006.01); A6IK 31/18, 31/345 (2006.01);
AGIP 31/04 (2006.01)

12) BREVET DE INVENTIE

Hotararea de acordare a brevetului de inventie poate fi
revocatd in termen de 6 luni de la data publicirii

(21) Nr. depozit: a 2004 0001 (45) Data publicérii hotdrarii de
(22) Data depozit: 2003.12.17 acordare a brevetului:
2005.08.31, BOPI nr. 8/2005

(71) Solicitant: UNIVERSITATEA DE STAT DE MEDICINA SI FARMACIE "NICOLAE TESTEMITANU"
DIN REPUBLICA MOLDOVA, MD

(72) Inventatori: PRISACARI Viorel, MD; TAPCOV Victor, MD; BURACEVA Svetlana, MD; SAMUSI
Nina, MD; GULEA Aurelian, MD

(73) Titular: UNIVERSITATEA DE STAT DE MEDICINA SI FARMACIE "NICOLAE TESTEMITANU"
DIN REPUBLICA MOLDOVA, MD

(74) Reprezentant: VOZIANU Maria, MD

(54) Saruri de sodiu si de potasiu ale N-4-[(5-nitro-furan-2-il-metilen)-amino]-
benzensulfonamidelor

(57) Rezumat:

1 2

Inventia se referd la chimie, medicind si I-1X,
medicina veterinard, si anume la un grup nou de unde M = Na (I, 11T, V, VI, K (IL, IV, VI, VIII,
compusi organici, biologic activi, din clasa 5 IX); S
sulfanilamidelor, care sunt bine solubili in api, au o S
toxicitate joasd, manifestd activitate bacteriostaticé R-—< @.m, ‘« \// dm, W)»« ?/VCZHS (V, VI,
si bactericidd inaltd fatd de un spectru larg de CHs N— N(;CI\II_I
microorganisme gram-pozitive i gram-negative si — :
pot fi aplicati in calitate de preparate antimicro- 10 @OCHs (VIL, VIII), UN (IX).
biene. NN NJ

Esenta inventiei constd in obtinerea sérurilor de OCH,
sodiu §i potasiu ale N-4-[(5-nitro-furan-2-il- Revendicari: 2
metilen)-amino]-benzensulfonamidelor cu formula
generald :

15

o o M
7
OZNWHC:N SN - 2HP
l'o) R



10

15

20

25

30

35

MD 2831 B1 2005.08.31

Descriere:

Inventia se referd la chimie, medicind i medicina veterinard, si anume la un grup nou de compusi
organici, biologic activi, din clasa sulfanilamidelor, care sunt bine solubili 1n apd, au toxicitate joasd,
manifestd activitate bacteriostatica si bactericidd inaltd fatd de un spectru larg de microorganisme
gram-pozitive si gram-negative si pot fi aplicati in calitate de preparate antimicrobiene.

Compusii revendicati, proprietitile lor si procedeul de obtinere nu sunt descrise in literatura.

Sarurile revendicate se aseamdnd dupd structurd cu N-4-[(5-nitro-furan-2-il-metilen)-aminol]-
benzensulfonamidele [1] (cea mai apropiata solutie i analogul structural), cu formula:

N © (IS? N/]—I
02 Il g
O 2

unde R sunt diferiti radicali alifatici sau aromatici.

Compusii dati manifestd activitate bacteriostaticd si bactericidd fatd de microorganismele gram-
pozitive si gram-negative in limitele concentratiilor 9,35...4000 pg/ml (de 1,1...428,0 ori mai inaltd
decét a sulfonamidelor, folosite in medicini si in medicina veterinard). insi ei nu gisesc aplicare in
practicd din cauza solubilitdtii mici in apa i activitdtii antimicrobiene relativ joase.

Problema pe care o rezolva prezenta inventie constd in largirea arsenalului de compusi noi cu
activitate antimicrobiand inaltd care sunt solubili in apa.

Esenta inventiei constd in obtinerea sirurilor de sodiu si potasiu cu N-4-[(5-nitro-furan-2-il-
metilen)-amino]-benzensulfonamide cu formula generala:

o M
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unde M = Na (L, IIL, V, VII), K (IL, IV, VL, VIIL, IX);
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In afard de aceasta, acesti compusi manifestd activitate antimicrobiana.

Rezultatul inventiei constd in sinteza compusilor I-IX, care de 5...126 ori sunt mai solubili in apa
decat cea mai apropiatd solutie si in acelasi timp majoritatea din ei manifestd activitate bacteriostatica,
precum si bactericidd de 2...9 ori mai inaltd sau se gisesc la nivelul activititii analogului lor
structural.

Analiza comparativd a compusilor revendicati cu cea mai apropiata solutie demonstreazi (tabelul
1) ca ei se deosebesc numai prin aceea ci in analogul structural atomul de hidrogen amidic este
inlocuit cu ionii de sodiu si potasiu. Datoritd acestor particularitdti, in sarurile I-IX se realizeazi o
combinare noud de legaturi chimice deja cunoscute.

Compusii revendicati se obtin prin reactia de condensare a 5-nitro-2-furaldehidei cu sérurile
sodiului si potasiului cu sulfanilamide corespunzatoare, luate in raport molar 1 : 1 timp de 45...60 min
conform urmétoarei scheme a reactiei :
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unde M = Na (I, IIL, V, VII), K (IL, IV, VL, VIIL, IX);
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Procedeul de obtinere a compusilor I-IX este simplu in executare, substantele initiale sunt
accesibile, randamentul constituie 51...65 % de la cel teoretic calculat. Ei sunt stabili in contact cu
aerul, bine solubili in apd, alcooli alifatici, dimetilformamida si dimetilsulfoxid, putin solubili in eter.

Exemplu de obtinere a N-acetil-N-sodium-4-[(5-nitro-furan-2-il-metilen)-amino]-benzensul-
fonamidei(I)

La solutia etanolicd fierbinte (50...55°C) de 10 mmol 4-aminobenzensulfacetamid-sodium
monohidrat (albucid-natrium) in cantitate minimd de alcool se adaugi solutia, care contine 10 mmol
de 5-nitro-2-furaldehida in 15 ml C;HsOH. Amestecul reactant obtinut, fiind agitat in permanenta cu
ajutorul agitatorului magnetic, se incélzeste timp de 45 min. Dupd aceasta solutia compusului I se
lasd pentru cristalizare la temperatura camerei. Peste o zi din amestecul reactant se depune o substanta
de culoare rosu intunecat, care se filtreaza prin filtru de sticld, se spald cu o cantitate mica de etanol,
eter si se usuca in aer pand la masd constanta.

Dupa o metoda analoagd, folosind in calitate de substante initiale hidratii sarurilor de sodiu si
potasiu cu sulfanilamidele corespunzétoare (in cazul II — sulfacil, III-IV - norsulfazol, V — VI - etazol,
VII - VIII - sulfapiridazin, IX — sulfadimetoxin) i 5-nitro-2-furaldehida, luate in raport molar 1 : 1 se
sintetizeazd compusii II — IX. Randamentul lor, denumirile chimice si unele caracteristici fizico-
chimice sunt prezentate in tabelele 2-5.

Determinarea activitatii antimicrobiene a compusilor revendicati I-IX a fost efectuatd in mediu
nutritiv lichid [bulion peptonat ( pH 7,0 ) de 2 %] prin metoda dilutiilor succesive. In calitate de
culturd de referintd in experimentul in vitro au fost folosite tulpinile standard de Staphylococcus
aureus (Wood-46, Smith, 209-P), Staphylococcus saprophyticus, Streptococcus grupelor A si G,
Enterococcus faecalis, Escherichia coli (M-17), Salmonella typhimurium, Klebsiella pneumoniae,
Pseudomonas aeruginosa si Proteus vulgaris. Dizolvarea substantelor studiate in apa, cultivarea
microorganismelor, obtinerea solutiei, determinarea dozei minime de inhibare (DMI) si concentratiei
minime bactericide (CMB) au fost efectuate dupd metoda, descrisa in literaturd.

Studierea toxicitatii compusilor I, III si VI s-a efectuat in vivo pe sobolani albi prin introducerea
in stomac a solutiei substantelor in apa fiarta.

Rezultatele experimentale, obtinute la studierea activitdtii antimicrobiene a compusilor I — IX,
sunt prezentate in tabelele 6 si 7, din care se vede cd ei posedd activitate bacteriostaticd si bactericida
in limitele concentratiilor 0,98 ...4000 pg/ml fatd de bacteriile atit gram-pozitive, cat si gram-
negative. Pentru comparatic in aceleasi tabele sunt prezentate datele antimicrobiene caracteristice
analogilor lor structurali corespunzitori. Aceste date demonstreaza cd compusii declarati, fiind de
5...126 ori mai solubili in apa decit cea mai apropiatd solutie, in acelasi timp au DMI si CMB de
2...9 ori mai joase sau se gisesc la nivelul analogilor lor structurali. Din tabelele 6 si 7 se vede cd
natura substituentului R in sirurile de sodiu si potasiu cu N-4-[(5-nitro-furan-2-il-metilen)-amino]-
benzensulfonamide influenteazi asupra activitdtii antimicrobiene a substantei: ea in majoritatea
cazurilor creste la inlocuirea radicalului alifatic (I) prin cel aromatic (II-IX). Cea mai inaltd activitate
fatd de microorganismele studiate manifestd compusii [ si III (ale lor DMI si CBM constituie
0,98...62,5 ng/ml fatd de bacteriile de genul Staphylococcus si Streptococcus si 250...4000 fata de
microorganismele gram-negative). Toxicitatea (LDsp) a acestor compusi constituie >2000 mg/kg (fac
parte din clasa compusilor cu toxicitate micd). Proprietitile depistate ale acestor compusi prezinta
interes pentru practica medicald si veterinard din punct de vedere al extinderii arsenalului de remedii
antimicrobiene.
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Tabelul 1
Analiza comparativd a compusilor I-IX cu cea mai apropiatd solutie si analogii lor structurali
corespunzatori
Compusii revendicati de formula : Cea mai apropiatd solutie si analogul
o o M ei structural de formula :
O,N HGN@»SfN/ - 2HO 9 H
R ‘\(J (\) \R 2 02N~&0 Hc:N*@—%fNi
0 R
M Desem- | Denumirea Denumirea
narea
N-Acetil-N-sodium-4-[(5-nitro-
Na I furan-2-il-metilen)-amino]-
(§) benzensulfonamid dihidrat
_( N-Acetil-N-potasium-4-[(5-nitro- N-Acetil-4-[(5-nitro-furan-2-il-
K I furan-2-il-metilen)-amino]- metilen)-amino]-benzensulfonamid
CH3 benzensulfonamid dihidrat
4-[(5-Nitro-furan-2-il-metilen)-
Na I amino]-N-tiazol-2-il-N-sodium-
benzensulfonamid dihidrat
S 4-[(5-Nitro-furan-2-il-metilen)- 4-[(5-Nitro-furan-2-il-metilen)-ami-
_\(J/ K v amino]-N-tiazol-2-il-N-potasium- noJ-N-tiazol-2-il-benzensulfonamid
N benzensulfonamid dihidrat
N-(5-etil-[1,3,4]-tiadiazol-2-il)-N-
Na \% sodium-4-[(5-nitro-furan-2-il-me-
tilen)-amino]-benzensulfonamid
S dihidrat
‘\( W'CZHS N-(5-etil-[1,3,4]-tiadiazol-2-i1)-N- N-(5-etil-[1,3,4]-tiadiazol-2-il)-4-
N—N K VI potasium-4-[(5-nitro-furan-2-il-meti- | [(5-nitro-furan-2-il-metilen)-amino]-
len)-amino]-benzensulfonamid benzensulfonamid
dihidrat
N-(6-Metoxi-piridazin-3-il)-N-
Na VII sodium-4-[(5-nitro-furan-2-il-
metilen)-amino]-benzensulfonamid
dihidrat N-(6-Metoxi-piridazin-3-il)-4-[(5-
@OCHJ N-(6-Metoxi-piridazin-3-il)-N- nitro-furan-2-il-metilen)-amino]-
N-N K VIII potasium-4-[(5-nitro-furan-2-il- benzensulfonamid
metilen)-amino]-benzensul fonamid
dihidrat
OCH; N-(2,6-Dimetoxi-pirimidin-4-il)-N- N-(2,6-Dimetoxi-pirimidin-4-il)-4-
K X potasium-4-[(5-nitro-furan-2-il-meti- | [(5-nitro-furan-2-il-metilen)-amino]-
O N len)-amino]-benzensulfonamid benzensulfonamid
N={ dihidrat
OCH;
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Tabelul 2
Randamentul si rezultatele analizei elementale a compusilor I-IX
Com- Randa- Rezultatele analizei elementelor
pusul Formula bruta mentul, % | (determinat / calculat), %
C H N S
I CuHN;NaOgS | 51 3921/39,49 | 3,35/3,54 | 10,60/ 10,63 | 8,00/8,10
il CsH,2N-KOgS 55 37,81/37,96 | 3,30/3,41 | 996/1022 | 7,54/7,79
I CHsNyNaO;S, | 59 38,69/38,53 [ 3,11/298 12,65/ 12,84 14,45 /14,68
v CisHi3N4KO7S,» 54 36,95/37,17 | 3,01/2,88 12,11/ 12,39 13,93 /14,16
\Y% CisHigNsNaO;S, | 59 38,48/38,71 | 3,18/3,44 14,80/ 15,05 13,49 /13,76
VI CisHiN:KO5S, | 64 37,18/37,42 | 3,51/3,33 | 14,43/ 14,55 | 13,15/ 13,31
VI CisHisNsNaOgS | 63 41,51/41,65 | 3,59/3,47 | 1541/15,18 | 6,75/ 6,94
VII | CieHisNsKOgS 66 3997/40,25 | 3,29/3,35 | 14,50/14,68 | 6,85/6,71
IX Ci7H1sNsKOoS 65 40,31/40,24 | 3,74/3,55 13,63/13,81 6,08/6,31
5 Tabelul 3
Frecventele caracteristice (cm™) din spectrele IR ale compusilor FIX
Compu- v(C=N) Vas(NO2) | vas(SO,) | v(COC) O(C-N) | v(C- v(S-N) [ 8(SO,)
sul v(SO,) | furan. N)
I 1630 1525 1340 1245 1180 965 865 565
1325 1140 1210 1110 940
II 1625 1520 1335 1245 1180 960 860 560
1325 1145 1215 1110 940
I 1625 1522 1342 1245 1180 960 862 560
1615 1320 1142 1210 1110 940
v 1620 1520 1340 1240 1180 964 860 560
1610 1325 1141 1210 1110 940
v 1624 1525 1345 1242 1182 961 864 563
1610 1320 1145 1210 1110 942
VI 1620 1520 1341 1242 1180 960 861 561
1608 1322 1140 1210 1110 940
VII 1627 1525 1338 1240 1181 962 862 562
1610 1320 1140 1215 1110 940
VIIL 1625 1522 1335 1240 1180 960 860 560
1605 1320 1140 1210 1110 940
IX 1615 1520 1335 1238 1180 965 863 560
1605 1318 1140 1210 1110 940
Tabelul 4
10 Datele analizei termice a compusilor declarati
Com- Temperatura Scaderea in masa Parametrii Temperatura de
pusul primului  efect cinetici” topire (cu inceputul
endotermic  pe | determinatd/ corespun-de | E, lgZ descompunerii), °C
curba DTA, °C calculatd, % elimindrii kJ/mol
i 70 9,0/92 2,0 29,9 3.4 212 .215
il 70 8,5/8.,8 20,0 34,1 3.6 218 ... 220
T 95 8,3/8,5 20,0 45,6 5.2 225 .. 228
I\ 80 8,2/8,0 2H,0 40,1 4,8 235..237
\% 85 8,0/77 2H,0 42,3 5,0 209 ...212
VI 75 737175 2H,0 35.2 3,7 221...223
VII 90 7.7717.8 2H,0 44,1 5.1 215 ... 218
VII 85 7.277,5 2H,0 42,5 5,0 227 ... 230
X 80 7,0/ 7,1 20,0 40,5 4.8 333... 335
Noti : a) E' - energia de activare a procesului topochimic de deshidratare, Z — factorul preexponential

al procesului.
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Tabelul 5

Solubilitatea (S) comparativa in apd a compusilor I-IX si analogilor lor structurali (AS)

Compusul Masa (g) maximi de substantd | S - 107, mol/l

ce se poate dizolva in 100 g de

apd la 20°C
I 29,1 740
I 25,4 610
AS™ 6,3 16
111 23,4 530
v 20,5 440
ASTY 2,4 4,8
)\ 16,4 344
VI 15,1 312
ASVV! 1,9 3,6
VII 13,4 291
VI 12,6 264
AQVIFVIT 0.9 2.1
IX 9,8 190
AST 0,7 1,5

Tabelul 6
Doza minima de inhibare (DMI) si concentratia bactericidd minima (CBM) ale compusilor I-IX si
analogilor lor structurali (AS)” fatd de test-microorganisme, pig/ml

Com- Tipul | Staphylococcus Streptococcus Entero- | Escheri- | Pseudo- | Proteus
pusul activi- | aureus grupei coccus chia coli | monas vulgaris
tatii Wood- 209-P | A G faecalis | (M-17) aerugi-
46 nosa
I DMI | 31,2 31,2 0,98 0,98 1000 250 2000 500
CBM | 62,5 62,5 1,95 125 4000 2000 4000 1000
II DMI | 250 500 a a 1000 1000 >4000 | a
CBM | 500 500 a a >4000 | >4000 | >4000 |[a
AS™ DMI | 300 75 a a a 1000 1000 1000
CBM | 300 150 a a a 1000 1000 1000
il DMI | 15,6 31,2 3,9 a 250 250 500 250
CBM | 16,6 62,5 7,8 a 2000 > 4000 | 1000 500
IV DMI | 250 500 a a 2000 2000 >4000 | a
CBM | 500 500 a a 4000 >4000 | >4000 [a
ASTYV T DMI [ 187 75 a a a 800 1000 1000
CBM | 18,7 150 a a a 1400 1000 1000
Y% DMI | 1000 1000 | 500 500 a a a 2000
CBM | 4000 2000 | 4000 |[4000 [a a a 2000
VI DMI | 250 250 125 125 2000 2000 >4000 | a
CBM | 500 500 125 125 > 4000 | >4000 | >4000 |[a
ASYVT | DMI | 18,7 75 a a a 800 1000 1000
CBM | 37,5 150 a a a 1000 1000 1000
VII DMI | 1000 1000 | 250 250 a a a 4000
CBM | >4000 [ >4000] >4000 | >4000 | a a a > 4000
VIII DMI | 500 1000 | 250 250 a a a 2000
CBM | >4000 [ >4000][ 4000 | 4000 [a a a 4000
AS'TF DMI | 18,7 18,7 a a a 2000 2000 1000
Vi CBM | 18,7 37,5 a a a 2000 2000 1000
X DMI | 250 500 250 250 a a a 2000
CBM | 4000 > 4000 | 4000 [ 1000 [a a a 2000
AST DMI | 37,5 37,5 a a a 2000 2000 1000
CBM | 75 75 a a a 2000 4000 1000




10

MD 2831 B1 2005.08.31

8

e Nota : DMI si CBM analogilor structurali sunt luate din lucrarea [1]; a” — activitatea
antimicrobiand fatd de aceste tulpini de microorganisme nu a fost studiata.
Tabelul 7

Doza minimd de inhibare (DMI, pg/ml), concentratia bactericidd minima (CBM, pg/ml) si
toxicitatea (LDsq , mg/kg) celor mai activi compusi revendicati fatd de un spectru mai larg de

microorganisme
Tulpina microorganismului Tipul Compusul
activititii | I AS' |1 “AST [ I "ASY
Wood-46 DMI 31,2 300 15,6 18,7 250 18,7
CBM 62,5 300 15,6 18,7 500 37,5
Staphylococcus | Smith DMI a 37,5 39 18,7 125 18,7
aureus CBM a 75 7.8 18,7 250 18,7
209-P DMI 31,2 75 31,2 75 250 75
CBM 62,5 150 62,5 150 500 150
Staphylococcus saprophyticus DMI 31,2 300 31,2 18,7 250 18,7
CBM 31,2 300 500 37,5 400 37,5
Streptococcus grupei A DMI 0,98 a 3,9 a 125 a
CBM 1,95 a 7,8 a 125 a
G DMI 0,98 a a a 125 a
CBM 125 a a a 125 a
Enterococcus faecalis DMI 1000 a 250 800 2000 a
CBM 4000 a 2000 1400 >4000 [ a
Escherichia coli M-17 | DMI 250 1000 | 250 1000 2000 800
CBM 2000 1000 | >4000 1000 >4000 | 1000
Salmonella typhimurium DMI a a 250 1000 2000 800
CBM a a 4000 1000 >4000 | 800
Klebsiella pneumoniae DMI 500 1000 | a 1000 1000 800
CBM 2000 1000 | a 1000 2000 800
Pseudomonas aeruginosa DMI 2000 1000 500 1000 >4000 | 800
CBM 4000 1000 1000 1000 >4000 | 800
Proteus vulgaris DMI 500 1000 250 1000 a 800
CBM 1000 1000 500 1000 a 800
LDs,’ >2000 >2000 >1500

* Noti : DMI si CBM analogilor structurali sunt luate din lucrarea [1]; a) activitatea antimicrobiand
fatd de aceste tulpini de microorganisme nu a fost studiatd; c) stabilirea mai exacta a toxicititii este
imposibild din cauza suprasaturirii solutiei ce face imposibild trecerea ei prin acul seringii.
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(57) Revendiciri:

1. Séruri de sodiu si de potasiu ale N-4-[(5-nitro-furan-2-il-metilen)-amino]-benzensulfonamidelor
cu formula generala:

0O ™M
S

0 N/
ON HC=N —N - 2HO
[ -
R
I

(0]

- D(,
unde M = Na (I, I1L, V, VID), K (II, IV, VL, VIIL, IX);

0] S S
R= (1, 1n), LTV, GHs (v v,
_<m3 —\gj (I, TV) —\g _Zf 2Hs (v, v1)

OCH;

—(_>—OCH3 (VIL, vm),‘(_Q N (IX).
Qe mons

N—-N
OCH;
10 2. Compusii I-IX conform revendicarii 1, caracterizati prin aceea ci manifestd activitate
antimicrobiana.
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