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Tuberculoza este o boală infecțioasă contagioasă cauzată de Mycobacterium 
tuberculosis, o bacterie patogenă aerobă. Boala evoluează în funcţie de integritatea sistemul 
imun al gazdei către eliminarea imediată a agentului patogen și/sau inducerea unei stări 
latente, sau dezvoltarea unei boli active. În 1993, OMS a declarat tuberculoza o problemă 
urgentă de sănătate publică la nivel mondial.3  

În prezent, tratamentul tuberculozei se bazează pe două grupe de medicamente: 
tuberculostatice majore caracterizate de o eficacitate crescută și toxicitate acceptabilă 
(izoniazida, rifampicina, streptomicina, etambutol și pirazinamida) și tuberculostatice minore 
caracterizate de o eficacitate mai redusă sau o toxicitate mai mare (de ex. kanamicina, 
etionamida, tiacetazona, rifabutin ș.a.). 

Izoniazida (INH), hidrazida acidului izonicotinic, este unul dintre medicamentele cu 
eficacitate crescută împotriva bacteriilor M. tuberculosis cu metabolism activ și/sau aflate în 
faza de multiplicare,5 și este mai puțin activă împotriva bacteriilor dormante.7 Izoniazida 
pătrunde în celula micobacteriană prin difuzie pasivă prin peretele celular. În interiorul 
celulei, ea este activată de către catalaz-peroxidaza micobacteriană (KatG).9 Formele active 
ale izoniazidei manifestă efecte diferite asupra sintezei acizilor micolici care intră în 
componența peretelui bacterian, asupra replicării și transcripției acizilor nucleici și asupra 
metabolismului respirator bacterian. Mecanismul de acțiune al izoniazidei este foarte complex 
și, până în prezent, nu este complet elucidat.13 

Activitatea izoniazidei și toxicitatea ei este influențată de metabolismul ei în 
organismul uman. Calea principală de metabolizare a acestui medicament presupune 
acetilarea de către N-acetiltransferaze (NAT). Metabolitul format, acetilizoniazida (AcINH), 
este metabolizat în continuare în acetilhidrazină și în diacetilhidrazină, ultima fiind 
considerată non-toxică.23 Metabolismul izoniazidei este influențat de polimorfismele genelor 
ce codifică NAT. Prezența diferitelor polimorfisme determină diferențe în activitatea 
enzimatică a NAT-lor și un profil acetilator individual. Astfel, populația umană poate fi 
clasificată în acetilatori lenți, intermediari și rapizi.15 Acetilarea rapidă a izoniazidei 
micșorează concentrația substanței active și afectează eficiența terapiei, în special în cazul 
pacienților cu doze săptămânale unice. La polul opus, în cazul acetilatorilor lenți crește riscul 
apariției efectelor adverse determinate de acumularea metaboliților toxici ai izoniazidei, de 
exemplu hepatotoxicitatea.17 

Conform datelor din literatură, modificarea moleculei izoniazidei prin adiția unei 
grupări funcționale la unitatea hidrazinică ar putea bloca acetilarea acestui medicament de 
către NAT, influențându-i activitatea și toxicitatea.20  

Scopul acestei teze a constat în sinteza și caracterizarea de noi derivați ai izoniazidei 
pentru îmbunătățirea terapiei antituberculoase a acetilatorilor lenți. 

Obiective: 
1. Analiza corelațiilor genotip / fenotip / parametri farmacocinetici privind genele 

implicate în metabolizarea medicamentelor antituberculoase. 
2. Sinteza și bioevaluarea unor noi compuși derivați ai izoniazidei cu potențială activitate 

antimicobacteriană.  
Teza de doctorat este structurată în două părți: partea teoretică care cuprinde datele din 

literatura de specialitate, reprezentative pentru tema abordată, și partea originală care prezintă 
rezultatele cercetării realizate în cadrul temei de doctorat. 
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Partea teoretică este constituită din trei capitole. În capitolul I sunt redate date 
referitoare la tuberculoză, agentul său etiologic, Mycobacterium tuberculosis, și 
particularitățile sale, transmiterea și mecanismul bolii, dar și schemele actuale de tratament, 
medicamentele utilizate și rezistența la acestea. Al doilea capitol este dedicat izoniazidei, 
medicamentul cel mai des utilizat în tratamentul tuberculozei, mecanismul său de acțiune și 
rezistența la acest medicament, dar și metabolismul izoniazidei și implicațiile lui în 
dezvoltarea unor efecte adverse care influențează tratamentul antituberculos administrat, la fel 
ca și factorii determinanți. De asemenea, în acest capitol sunt prezentați diferiți derivați ai 
izoniazidei descriși în literatura de specialitate, metodele de obținere și activitatea lor 
biologică. Cel de-al III-lea capitol este dedicat metabolismului medicamentelor, fiind descrise 
pe scurt reacțiile principale ale celor două faze convenționale ale metabolismului 
xenobioticelor, factorii care influențează metabolismul medicamentelor și rolul 
metabolismului în toxicitatea indusă de medicamente. De asemenea, sunt prezentate metodele 
de studiu a metabolismului medicamentelor și a toxicității induse de acesta.  

În partea a doua a tezei de doctorat sunt prezentate rezultatele originale obținute în 
cadrul tezei de doctorat. Aceasta parte a tezei este constituită din șapte capitole, ultimul 
capitol fiind dedicat materialelor și metodelor utilizate. 

 
Capitolul IV. Polimorfismele NAT și Statutul Acetilator al Pacienților cu 

Tuberculoză 
Acest capitol prezintă în prima parte analiza corelațiilor genotip / fenotip / parametrii 

farmacocinetici privind genele implicate în metabolizarea medicamentelor antituberculoase și 
stabilirea polimorfismelor genelor NAT responsabile de efectele adverse ale izoniazidei în 
populația din România. A doua parte a acestui capitol descrie selectarea unor linii celulare ce 
pot fi utilizate în evaluarea biotransformării și eliminării substanțelor noi sintetizate în cazul 
pacienților cu un profil acetilator responsabil de efectele adverse ale izoniazidei. 

Polimorfismele genetice ale N-acetiltransferazelor influențează puternic timpul de 
înjumătățire al izoniazidei, rata de acetilare având un efect semnificativ asupra concentrației 
de medicament liber în plasmă și asupra timpului de înjumătățire în circulație, dar și asupra 
efectul bactericid timpuriu al izoniazidei asupra M. tuberculosis. De asemenea, tratamentul 
tuberculozei cu izoniazidă poate determina apariția unor efecte adverse cum sunt tulburările 
hepatice și neurotoxicitatea periferică. Astfel, pentru realizarea primului obiectiv am evaluat 
polimorfismele genelor NAT responsabile de efectele adverse induse de izoniazidă la 37 de 
pacienți diagnosticați cu tuberculoză pulmonară, cu sau fără efecte adverse. 

Evaluarea polimorfismelor genei NAT1 a evidențiat prezența a două polimorfisme 
situate în regiunea promotoare, C-344

→T și C-40
→T, a polimorfismelor non-sinonime G445

→A 
(Val149

→Ile), G560
→A (Arg187

→Gln) și G640
→T (Ser214

→Ala) și a polimorfismului sinonim 
G459

→A (Thr153 
→ Thr). Polimorfismele C-344

→T, C-40
→T, G445

→A, G640
→T și G459

→A au 
fost asociate alelei NAT1*11, iar a polimorfismul G560

→A alelei NAT1*14. Astfel, 16,22% 
din pacienții studiați prezintă un genotip heterozigot NAT1*11/*4, iar 2,7% – genotip 
heterozigot NAT1*14/*4, ceilalți pacienți (81,08%) fiind homozigoți NAT1*4. În cazul a doi 
pacienți au fost detectate mutații ale genei NAT1 în pozițiile C309

→T (heterozigot) și C383
→T 

(homozigot). 
În cazul genei NAT2 s-a evidențiat prezența a polimorfismului C282

→T (Ile94
→ Ile)  la 

51,35% din pacienți, a polimorfismelor T341
→C (Ile114

→Thr) și C481
→T (Leu161

→ Leu) în 
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72,97% din cazuri și a polimorfismului G590
→A (Arg197

→ Gln) la 45,95%. Astfel, 27,03% 
din lotul de studiu prezintă genotip NAT2*5 homozigot și 10,81% – genotip NAT2*6 
homozigot, doar 5,4% fiind homozigoți pentru NAT2*4. Ceilalți pacienți au prezentat genotip 
heterozigot pentru NAT2*5/*4 (27,03%), NAT2*6/*4 (10,81%) și NAT2*5/*6 (18,92%). 

Conform datelor din literatură, genotipul NAT2*4, considerat tipul sălbatic, este 
asociat cu un fenotip acetilator rapid. Prezența polimorfismelor NAT2 
(heterozigot/homozigot) modifică acest fenotip în intermediar/lent.  

Din cei 37 de pacienți cu tuberculoză luați în studiu, 24 au prezentat reacții 
hepatotoxice după administrarea medicației antituberculoase. Analiza genetică a constatat 
modificări față de gena de referință NAT2 care încadrează 21 de pacienți în genotipul 
acetilator lent, în timp ce doi pacienți au prezentat genotip acetilator intermediar, unul 
prezentând genotip acetilator rapid. În ceea ce privește genotipul NAT1, doar 18,92% din 
pacienții genotipați au prezentat polimorfisme heterogene, înregistrându-se, de asemenea, și 
două cazuri de mutații ale genei NAT1, în pozițiile 309 și 383, prezența acestor polimorfisme 
nefiind corelate cu efectele adverse induse de tratamentul antituberculos administrat. 

Deși majoritatea pacienților care au prezentat efecte adverse hepatotoxice prezintă și 
un genotip acetilator lent, în unele cazuri hepatotoxicitatea pare a fi determinată de alți factori. 
Analiza modificărilor genetice la nivelul altor gene implicate în metabolizarea 
medicamentelor antituberculoase ar putea releva posibilele cauze de modificare a vitezei de 
metabolizare a izoniazidei în cazul celor trei pacienți ce nu prezintă un genotip acetilator lent, 
însă prezintă reacții hepatotoxice. De asemenea, hepatotoxicitatea indusă de izoniazidă poate 
fi amplificată și de terapiile asociate.104 Pe de altă parte, fenotipul este rezultatul 
interacțiunilor dintre structura genetică și mediu, astfel, acesta nu este întotdeauna în 
concordanță cu genotipul.523 

În scopul selectării unui model de studiu pentru evaluarea biotransformării și 
eliminării substanțelor noi sintetizate în cazul unor profile acetilatoare responsabile de 
efectele adverse ale izoniazidei am determinat polimorfismele genelor NAT1 și NAT2 în trei 
linii celulare derivate din țesut intestinal, Caco-2, HCT-8 și HT-29, și o cultură celulară nou-
inițiată, 1002_TACI. 

Cele patru linii celulare analizate conțin alele de tip sălbatic pentru NAT1. În cazul 
genei NAT2, au fost detectate diferite polimorfisme. În liniile celulare HT-29 și 1002_TACI 
au fost detectate 2 polimorfisme homozigote T341

→C și C481
→T, caracteristice pentru alela 

NAT2*5, în timp ce în liniile celulare Caco-2 și HCT-8 au fost detectate polimorfismele 
homozigote C282

→T și G590
→A, caracteristice pentru alela NAT2*6. Astfel, cele patru linii 

celulare analizate au un genotip acetilator lent, două dintre ele conținând alele NAT2*5, iar 
celelalte două – alele NAT2*6. Aceleași alele au fost detectate în cazul pacienților din 
România cu tuberculoză ce prezintă efecte adverse hepatotoxice la administrarea 
tratamentului antituberculos. Deoarece cele patru linii celulare analizate prezintă două 
variante alelice diferite, NAT2*5 și NAT2*6, pentru studierea potențialelor căi metabolice a 
noilor derivați ai izoniazidei au fost selectate doar două linii celulare. Linia celulară 
inițializată, 1002_TACI, nefiind o linie stabilă, prezintă o populație celulară eterogenă cu un 
timp mare de dublare a populației. Linia celulară Caco-2, deși este mai des utilizată în cadrul 
studiilor de metabolism, are o perioadă de dublare a populației de aproximativ 62 de ore, spre 
deosebire de liniile HCT-8 și HT-29 care sunt caracterizate de un timp de dublare a populației 
de 18 ore și, respectiv, de 19 ore. Astfel, s-a considerat că utilizarea liniilor celulare HCT-8, 
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homozigotă pentru alela NAT2*6, și HT-29, homozigotă pentru alela NAT2*5, reduce 
numărul variabilelor în realizarea experimentelor ce urmează.  

 

Capitolul V. Sinteza unor Noi Compuși cu Potențială Activitate Antituberculoasă 
și Caracterizarea lor Structurală 

Majoritatea derivaților izoniazidei raportați în literatură manifestă activitate 
antituberculoasă, inclusiv împotriva tulpinilor de M. tuberculosis rezistente la izoniazidă, 
după hidroliza acestora și eliberarea principiului activ în micromediul bacterian.557,558 
Deoarece, în majoritatea cazurilor aceștia sunt evaluați doar din punct de vedere al activității 
lor antimicobacteriene sau antimicrobiene, fără a se analiza impactul lor asupra celulelor 
eucariote, unul dintre obiectivele propuse în această teză este sinteza de noi compuși, derivați 
ai izoniazidei, cu potențială activitate antimicobacteriană, și bioevaluarea lor. Pentru 
realizarea acestui obiectiv au fost sintetizați 19 noi derivați ai izoniazidei (schema 35) care au 
fost evaluați din punct de vedere al activității antibacteriene (M. tuberculosis și alte tulpini 
non-tuberculoase), a posibilelor căi de metabolizare, a citotoxicității (prin evaluarea 
capacității de inducere a apoptozei) și a influenței asupra ciclului celular. 

 

 
Schema 35. Derivați ai izoniazidei noi sintetizați 

 
Derivații N′-[1-amino-1-mercapto-3-(fenil-p-substituit)-alil]-hidrazidici (INH-TCA ) 

ai acidului izonicotinic au fost obținuți printr-o reacție simplă de cuplare a izoniazidei cu 
tioamide α,β-nesaturate (obținute conform metodei descrise de Pappalardo560). Structura 
chimică a derivaților INH-TCA 1-5  a fost confirmată prin spectroscopie de rezonanță 
magnetică nucleară și prin analiza elementală. Spectrele protonice ale N′-[1-amino-1-
mercapto-3-(fenil-p-substituit)-al-1-il]-hidrazidelor acidului izonicotinic INH-TCA 1-5 
prezintă semnale caracteristice protonilor hidrazidici (NH-NH) sub formă de doi singleți la δ 
= 10,06 – 10,10 ppm și δ = 9,52 – 9,56 ppm, respectiv. Acești protoni sunt deuterabili. Pe 
lângă aceste semnale, se disting, de asemenea, singleții protonului grupării tiolice (SH) la δ = 
9,23 – 9,30 ppm și a grupării amino (NH2) la δ = 4,52 – 4,57 ppm.  
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Izonicotinoilhidrazidele acizilor 2-(fenoximetil-4-substituit)-benzoici (INH-AC ) au 
fost obținute ca rezultat al tratării izoniazidei cu cloruri acide brute la temperatura camerei în 
diclorometan. Produșii de reacție au fost separați și purificați pe coloane cromatografice cu 
silica gel, utilizând un amestec de diclorometan și acetat de etil în gradient de concentrație. 
Structura compușilor formați a fost determinată prin spectroscopie de rezonanță magnetică 
nucleară, spectroscopie în infraroșu și prin analiza elementală. Spectrele 1H RMN ale 
compușilor INH-AC 1 – INH-AC  3 prezintă semnale caracteristice protonilor hidrazidici 
(NH-NH) sub formă de doi singleți la δ = 10,11 – 10,96 ppm și respectiv δ = 9,72 – 10,55 
ppm, în timp ce în cazul compușilor INH AC  4 – INH-AC 6  se observă un singur semnal 
corespunzător protonului din gruparea hidrazidică (NH-N), δ = 8,53 – 11,97 ppm. Astfel, 
compusul majoritar format în cadrul fiecărei reacții este o hidrazidă N-substituită a acizilor 2-
(fenoximetil-4-substituit)-benzoici, în timp ce produsul secundar este o hidrazidă N,N’-
disubstituită. Pentru confirmarea structurii derivaților N,N’-disubstituiți, compusul INH-AC 6  
a fost analizat și prin spectroscopie de masă, fiind observată apariția unui pic corespunzător 
ionului molecular 614,1 [M+H], ceea ce confirmă masa moleculară a acestui compus. 

Derivatul izoniazidei N-(1,5-dimetil-3-oxo-2-fenil-2,3-dihidro-1H-pirazol-4-il)-3,5-
dinitro-4-[N-(piridin-4-carbonil)hidrazino]-benzamida (INH-AP ) a fost obținut în urma unei 
reacții de cuplare a 4-cloro-N-(1,5-dimetil-3-oxo-2-fenil-2,3-dihidro-1H-pirazol-4-il)-3,5-
dinitro-benzamidei cu izoniazida. Structura acestui compus a fost confirmată prin 
spectroscopie de rezonanță magnetică nucleară, spectroscopie în infraroșu și prin analiza 
elementală.  

Hidrazidele 2-hidroxi-triciclo[7.3.1.02.7]tridec-13-ilidenice ale acidului izonicotinic au 
fost obținute prin condensarea unor 2-hidroxi-triciclo[7.3.1.02.7]tridecan-13-one (obținute prin 
reacția Michael591) cu izoniazida prin refluxare în metanol. Structura chimică a noilor derivați 
ai izoniazidei a fost confirmată prin spectroscopie de rezonanță magnetică nucleară și 
spectroscopie în infraroșu. Spectrele 1H-RMN ale tuturor compușilor au prezentat câte un 
singlet la δ = 10,25 - 10,47 ppm, care corespunde protonului hidrazidic NH și un singlet la δ = 
4,09 – 4,45 ppm ce corespunde protonului din gruparea hidroxilică.  

 
Capitolul VI. Studiul Activit ății Antibacteriene 
Activitatea antimicobacteriană a noilor compuși sintetizați a fost testată pe o tulpină 

clinică de M. tuberculosis conform metodei raportate de către Franzblau și colaboratorii.574  
La testarea activității antimicobacteriene a N′-[1-amino-1-mercapto-3-(fenil-p-

substituit)-alil]-hidrazidelor acidului izonicotinic (INH-TCA ) s-a evidențiat compusul INH-
TCA 1 care a prezentat cea mai bună activitate anti-Mycobacterium tuberculosis (concentrația 
minimă inhibitorie (CMI) fiind de 0,391 µg/mL), urmat de compușii INH-TCA 3  și INH-
TCA 5 (CMI = 0,0781 µg/mL). Din această serie de compuși, INH-TCA 2  a prezentat cea 
mai slabă activitate (CMI = 6,25 µg/mL). Peretele celular al micobacteriilor prezintă un 
gradient de fluiditate orientat opus în comparație cu alte bacterii gram-negative, stratul 
interior fiind caracterizat de o fluiditate scăzută determinată de modul de împachetare și de 
structura acizilor micolici, iar stratul exterior – de o fluiditate mai mare datorită prezenței 
glicolipidelor,40 ceea ce asigură permeabilitatea scăzută a peretelui celular micobacterian. 
Astfel, deoarece atomul de clor determină creșterea lipofilicității moleculei, inducând o 
partiție mai mare a compusului clorurat în faza lipofilă a membranei celulare, activitatea 
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antimicobacteriană scăzută a compusului INH-TCA 2  poate fi explicată parțial prin 
lipofilicitatea acestuia.  

În cazul derivaților izoniazidici ai acizilor 2-(fenoximetil-4-substituit)-benzoici (INH-
AC), nici unul dintre compușii testați nu a prezentat activitate antimicobacteriană la 
concentrațiile testate, cu excepția compusul INH-AC 6  care a inhibat dezvoltarea M. 
tuberculosis la o concentrație de 6,25 µg/mL. N-(1,5-dimetil-3-oxo-2-fenil-2,3-dihidro-1H-
pirazol-4-il)-3,5-dinitro-4-[N-(piridin-4-carbonil)hidrazino]-benzamida (INH-AP ) a prezentat, 
de asemenea, o activitate antimicobacteriană moderată (CMI = 6,25 µg/mL), fapt ce poate fi 
explicat prin volumul mare al radicalul din poziția para a inelului benzenic și prin prezența a 
două grupări nitro (acceptoare de electroni).  

Hidrazidele 2-hidroxi-triciclo[7.3.1.02.7]tridec-13-ilidenice ale acidului izonicotinic 
INH-TCT  au prezentat cea mai bună activitate antimicobacterială dintre derivații noi 
sintetizați în cadrul studiului nostru. Din această serie de compuși, cea mai bună activitate a 
fost observată în cazul compușilor INH-TCT  2, INH-TCT 3 , INH-TCT 4 și INH-TCT 5 
(CMI = 0,195 µg/mL), urmați de compusul INH-TCT 7  (CMI = 0,391 µg/mL), cei mai puțin 
activi fiind compușii INH-TCT 1 și INH-TCT 6  (CMI = 0,781 µg/mL). Majoritatea 
derivaților de izoniazidă sunt activați înainte de a ajunge în mediul intracelular micobacterian, 
activarea lor implicând formarea unor specii intermediare electrofile, care se transformă în 
radicali acil și acționează similar formelor active ale izoniazidei.557,584 Prezența legăturii duble 
în hidrazone crește eficiența antituberculoasă datorită hidrolizei ușoare a acesteia și eliberarea 
izoniazidei în celulă, fapt ce poate explica activitatea mai mare a derivaților 2-hidroxi-
triciclo[7.3.1.02.7]tridecan-13-onici (INH-TCT ) în comparație cu ceilalți derivați ai 
izoniazidei sintetizați și evaluați în cadrul studiului nostru. 

Astfel, compușii noi sintetizați prezintă o activitate anti-Mycobacterium tuberculosis 
bună, comparabilă cu cea a altor derivați ai izoniazidei prezentați în literatură, majoritatea 
inhibând dezvoltarea micobacteriilor la concentrații mai mici de 6,25 µg/mL, concentrație 
care este considerată de către Programul Global pentru Descoperirea de Noi Medicamente 
AntiTuberculoase (Global Program for the Discovery of New Anti-Tuberculosis Drugs) drept 
pragul superior pentru evaluarea noilor agenți anti-M. tuberculosis.256  

Pentru a stabili dacă compușii noi sintetizați acționează și asupra altor specii de 
bacterii decât cele ce cauzează tuberculoză aceștia au fost testați pe alte tulpini de bacterii, 
non-tuberculoase, Gram-pozitive și Gram-negative, izolate din specimene clinice. 

Dintre derivații tiocinamamidici, compusul cu activitatea antibacteriană cea mai mare 
a fost INH-TCA 2 , substituit cu un atom de clor în poziția para (activ împotriva tuturor 
tulpinilor bacteriene testate), urmat de INH-TCA 1  și INH-TCA 4 . Toți compușii din această 
serie, INH-TCA , au eficacitate crescută comparativ cu izoniazida și tioamidele din care au 
derivat, cu excepția compusului INH-TCA 5 .  

Compusul INH-AC 6  a fost cel mai eficient dintre derivații acizilor 2-
fenoximetilbenzoici 4-substituiți, inhibând dezvoltarea majorității tulpinilor testate. 
Activitatea antibacteriană a scăzut în sensul INH-AC 6  > INH-AC 3 > INH-AC 4 > INH-
AC 5 > INH-AC 2 > INH-AC 1 . Hidrazidele N,N’-disubstituite ale acizilor 2-(4-substituit-
fenoximetil)-benzoici INH-AC 4  – INH-AC 6  au prezentat o activitate antibacteriană mai 
bună decât hidrazidele INH-AC 1  – INH-AC 3  N-monosubstituite corespunzătoare.  
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N-(1,5-dimetil-3-oxo-2-fenil-2,3-dihidro-1H-pirazol-4-il)-3,5-dinitro-4-[N-(piridin-4-
carbonil)hidrazino]-benzamida (INH-AP ) nu a prezentat activitate antibacteriană pe tulpinile 
testate.  

Dintre derivații 2-hidroxi-triciclo[7.3.1.02,7]tridecan-13-onici, INH-TCT , cea mai 
bună activitate antibacteriană a fost demonstrată de către compusul INH-TCT 6 , urmat de 
compușii INH-TCT 3 , INH-TCT 4  și INH-TCT 5 . Activitate antibacterială mai slabă au 
avut compușii INH-TCT 1  și INH-TCT 7 . 

În concluzie, compusul INH-AC 6 a prezentat cea mai bună activitate antibacterială 
dintre noii derivați ai izoniazidei sintetizați în cadrul studiului nostru. 

 

Capitolul VII. Studii asupra Mecanismului de Metabolizare a Noilor Derivați ai 
Izoniazidei 

Analiza influenței unui compus asupra nivelului de expresie al enzimelor 
metabolizatoare permite evaluarea primară a căilor de metabolizare a acestuia. Astfel, pentru 
identificarea modurilor posibile de degradare și eliminare a noilor compuși sintetizați, am 
evaluat efectul acestora asupra nivelului de expresie al unor gene implicate în metabolismul 
substanțelor farmacologice în cele două modele de studiu selectate, HCT-8 și HT-29.  

Noii compuși au influențat în mod diferit nivelul de expresie al genelor NAT1 și NAT2 
în liniile celulare HT-29 și HCT-8. INH-TCA 1 , INH-TCA 2  și INH-TCA 3  au determinat 
creșterea nivelului de expresie al genelor NAT1 și NAT2 în ambele linii celulare, în timp ce  
INH-TCA 4  a crescut expresia genelor NAT în celulele HT-29, iar INH-TCA 5  a determinat 
creșterea nivelului de expresie al genei NAT2 în celulele HCT-8. Expresia genei NAT1 a fost 
crescută de majoritatea derivaților acizilor 2-fenoximetilbenzoici, INH-AC , în linia celulară 
HCT-8 (excepție făcând INH-AC 1 ) și de compușii INH-AC 2 , INH-AC 3  și INH-AC 6  în 
linia celulară HT-29. Expresia NAT2 a fost crescută de către toți compușii, cu excepția INH-
AC 2 în celulele HCT-8 și INH-AC 1  în ambele linii testate. În general, expresia genei NAT2 
a fost mai puternic influențată de către derivații acizilor 2-fenoximetilbenzoici 4-substituiți în 
linia celulară HCT-8, NAT2*6 homozigotă, decât în linia celulară HT-29, NAT2*5 
homozigotă, cu excepția compusului INH-AC 6 . În cazul derivatului antipirinic (INH-AP ) s-
a remarcat creșterea semnificativă a nivelul de expresie NAT2 în linia HCT-8 comparativ cu 
HT-29. Derivații triciclo[7.3.1.02.7]tridecan-13-onici au crescut nivelul de expresie al genelor 
NAT1 și NAT2 în linia celulară HT-29, nivelul NAT2 fiind foarte puțin afectat de compusul 
INH-TCT 4 . În linia celulară HCT-8, expresia NAT1 a fost crescută de către compușii INH-
TCT 2, INH-TCT 3 , INH-TCT 4  și INH-TCT 6 , în timp ce nivelul de expresie al genei 
NAT2 a fost crescut de către INH-TCT 4 , INH-TCT 5  și INH-TCT 6 .  

Astfel, compușii INH-TCA 1 , INH-TCA 2 , INH-TCA 3 , INH-AC 3 , INH-AC 4 , 
INH-AC 5 , INH-AC 6 , INH-AP , INH-TCT 5  și INH-TCT 6  ar putea fi utilizați pentru 
îmbunătățirea metabolizării izoniazidei la acetilatorii lenți, în special derivații INH-TCA 3 , 
INH-AC 5  și INH-AP  care au indus o creștere mai mare a expresiei genei NAT2. Dintre 
derivații ce au prezentat o activitate antimicobacteriană bună, compușii INH-TCT 4 , INH-
TCT 5 și INH-TCA 1  au indus o ușoară creștere a expresiei genelor NAT1 și NAT2, sugerând 
o rată mai bună de metabolizare decât izoniazida și, prin urmare, poate fi asociat cu un risc 
mai scăzut de apariție a efectelor secundare ce ar putea fi induse de acumularea metaboliților 
formați. Un comportament similar a fost observat și în cazul compușilor INH-TCA 3  și INH-
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TCT 6, care prezintă, de asemenea, o valoare CMI bună contra M. tuberculosis. Aceste 
rezultate sugerează că acești compuși ar putea fi mai bine tolerați decât izoniazida. 

Pentru a determina alte căi posibile de metabolizare a noilor compuși sintetizați, 
diferite de cele ale izoniazidei, am evaluat expresia și a altor gene implicate metabolismul 
medicamentelor. 

Enzimele citocromului P450 sunt responsabile de metabolismul a două treimi din 
medicamente.608 Ele joacă un rol important atât în reglarea duratei și a intensității acțiunii 
medicamentelor, cât și în detoxifierea sau activarea lor. În organismul uman, izoniazida inhibă 
mai multe enzime ale complexului CYP450 de tip 1A, 2A, 2C, 2E și 3A, crescând 
concentrația plasmatică a altor medicamente potențial hepatotoxice. Izoniazida inhibă 
reversibil activitatea CYP2C19 și CYP3A4 la concentrații relevante clinic (picul concentrației 
plasmatice al izoniazidei plasându-se în jur de 30 – 50 µM) și inactivează mecanic CYP1A2, 
CYP2A6, CYP2C19 și CYP3A4 în microsomii umani (metaboliții formați de către aceste 
enzime se leagă direct și inhibă ireversibil enzima, blocând situsul catalitic).624 Astfel, 
izoniazida interferă în metabolismul a numeroase medicamente cum sunt fenitoina, warfarina, 
carbamazepina, primidonul, tolbutamida, benzodiazepinele, etc., inhibând activitatea 
enzimelor CYP1A1,180 CYP1A2, CYP2A6, CYP2C9, CYP2C19, CYP2E1 și CYP3A4.630 
Analiza efectului izoniazidei asupra nivelului de expresie al izoformelor CYP în liniile 
celulare HT-29 și HCT-8 a evidențiat o scădere a nivelului de expresie al genelor CYP1A1 și 
CYP2C19 în ambele linii celulare utilizate și o creștere a nivelului de expresie a CYP3A4 în 
linia celulară HCT-8 în urma unui tratament cu 50 µg/mL izoniazidă timp de 24 de ore. 

În ceea ce privește acțiunea compușilor evaluați în cadrul studiului nostru, cel mai 
puternic a fost influențată expresia genei CYP1A1. Expresia acestei izoforme a fost indusă de 
majoritatea compușilor în ambele linii celulare analizate, CYP1A1 fiind implicată în 
biotransformarea moleculelor aromatice, cu excepția INH-TCA 5 , care a determinat o scădere 
a expresiei genice a CYP1A1 în ambele linii celulare similar izoniazidei, și a INH-TCA 1  care 
a indus o scădere a expresiei acestei gene doar în celulele HT-29.  

În ceea ce privește nivelul de expresie al izoformei CYP2C19, implicată, de asemenea, 
în metabolismul compușilor aromatici, acesta a fost influențat în mod diferit în cele două linii 
celulare. Derivații tioamidici au determinat o creștere a nivelului de expresie al genei ce 
codifică CYP2C19 în ambele linii analizate, cu excepția compusului INH-TCA 5  care a 
determinat o ușoară scădere a expreisiei CYP2C19 în celulele HT-29. Totuși, expresia acestei 
gene a fost mai puternic indusă în celulele HCT-8, decât în celulele HT-29. INH-AC 1  a 
determinat o creștere a expresiei CYP2C19 în linia celulară HT-29, iar INH-AP  și INH-TCT 
1 au indus scăderea acesteia în linia celulară HCT-8. Ceilalți derivați izoniazidici analizați au 
indus creșterea expresiei genice a CYP2C19 în celulele HCT-8 și scăderea acesteia în celulele 
HT-29. Influența diferită asupra expresiei genice a CYP2C19 în cele două linii celulare 
utilizate poate fi cauzată de prezența unor locusuri polimorfice diferite. 

Deși celulele HCT-8 netratate nu exprimă CYP3A4, compușii INH-TCA 2 , INH-TCA 
4, INH-TCA 5 , INH-AC 6 , INH-TCT 1 , INH-TCT 6 , INH-TCT 7 , inclusiv izoniazida, au 
determinat o creștere a nivelului de expresie al acestei gene. În cazul celulelor HT-29, care 
exprimă izoforma CYP3A4, nivelul de expresie al acestei gene a fost crescut de către INH-
TCA 3, INH-TCA 4 , INH-TCA 5 , INH-AC 1  și INH-AC 6 , și scăzut de compușii INH-AC  
2 și INH-AC 5 , derivații INH-TCT  neinfluențând expresia acestei gene. 
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Creșterea expresiei genice a enzimelor CYP determinată de noii derivați analizați 
indică o posibilă implicare a acestor izoforme în metabolismul respectivilor compuși. 
Enzimele citocromului P450 sunt responsabile de majoritatea reacțiilor ce au loc în I fază a 
metabolismului medicamentelor și au drept scop introducerea în molecula compusului a unor 
grupări funcționale noi care ar facilita eliminarea acestuia.633 Astfel, una din căile posibile de 
metabolizare a noilor derivați ai izoniazidei implică oxidarea sau reducerea acestora de către 
enzimele citocromului P450. 

Dintre enzimele implicate în faza a II a metabolismului, s-a analizat nivelul de 
expresie al glutation S-transferazei 3 (GSTA3), glutation S-transferazele (GST) fiind 
responsabile de conjugarea medicamentelor cu glutationul, reacție ce reprezintă una din căile 
majore de metabolizare a medicamentelor, metabolitul rezultat caracterizându-se printr-o 
hidrofilicitate mărită și o eliminare rapidă din organism.371 În ambele tipuri de culturi celulare 
expresia GSTA3 a fost indusă de derivații tioamidici, cu excepția compușilor INH-TCA 4  și 
INH-TCA 5  în linia celulară HT-29. Dintre ceilalți compuși studiați, expresia GSTA3 a fost 
crescută de către INH-AC 5  și INH-TCT 3  în HT-29 și de către INH-AC 6 , INH-TCT 4  și 
INH-TCT 6  în HCT-8. Efectul derivaților tioamidici asupra expresiei GST poate fi explicat 
prin faptul că aceste enzime catalizează reacții de izomerizare,643 derivații INH-TCA  fiind 
obținuți și analizați sub forma unor amestecuri E/Z. Enzimele GST sunt implicate, de 
asemenea, și în reacții de conjugare a substanțelor cu glutation, facilitând eliminarea acestora 
din organism, inclusiv a derivaților acidului cinamic.651 Pe de altă parte, enzimele GST sunt 
implicate și în alte procese non-enzimatice, printre care sunt și proliferarea celulară și 
apoptoza.652 

 
Capitolul VIII. Studiul Activit ății Citotoxice a Noilor Compuși Sintetizați 
Citotoxicitatea noilor derivați ai izoniazidei a fost analizată prin evaluarea capacității 

de inducere a apoptozei, discriminarea dintre celule intacte și cele apoptotice fiind realizată 
prin citometrie de flux utilizându-se marcarea cu anexină V-FITC și iodură de propidiu.  

Dintre N′-[1-amino-1-mercapto-3-(fenil-p-substituit)-alil]-hidrazidele acidului 
izonicotinic (INH-TCA ), compusul cel mai toxic a fost INH-TCA 2 , care a indus necroza în 
23,7% celule și apoptoza în 20,93% la concentrația de 25 µg/mL, urmat de compusul INH-
TCA 5 (necroza – 28,3%; apoptoza – 24,41%) și compusul INH-TCA 3  (necroza – 28,5%; 
apoptoza – 17,16%), ambele fiind testate la o concentrație de 50 µg/mL. Cel mai puțin toxic a 
fost compusul INH-TCA 4 . Toxicitatea compușilor derivaților izoniazidici ai acizilor 2-
(fenoximetil-4-substituit)-benzoici (INH-AC ) a fost evaluată la 24, 48 și 72 de ore. Cel mai 
toxic a fost compusul INH-AC  4, urmat de compușii INH-AC  6 și INH-AC  5. Tratamentul 
celulelor HT-29 cu INH-AC 4  timp de 24 de ore nu a evidențiat un efect toxic. Totuși, la 48 
de ore, numai 70,6% dintre celule erau viabile, iar la 72 de ore viabilitatea celulelor a scăzut 
până la 43%. Tratamentul celulelor cu 100 µg/mL N-(1,5-dimetil-3-oxo-2-fenil-2,3-dihidro-
1H-pirazol-4-il)-3,5-dinitro-4-[N-(piridin-4-carbonil)hidrazino]-benzamida (INH-AP)  timp de 
24 ore a indus necroza în 88,0% și apoptoza în 10,04% din celule tratate, fiind mult mai toxic 
decât precursorii săi. Dintre hidrazidele 2-hidroxi-triciclo[7.3.1.02.7]tridec-13-ilidenice ale 
acidului izonicotinic (INH-TCT ) cel mai toxic a fost compusul INH-TCT 6 , care a indus 
apoptoza în 35% din celulele tratate, urmat de compușii INH-TCT 4  (induce apoptoză în 
12,41% celule) și INH-TCT 2  (induce necroza în 13,6% celule). Cel mai puțin toxic este 
compusul INH-TCT 3 .  
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Citotoxicitatea acestor compuși a fost evaluată și la nivel molecular prin analiza 
nivelului de expresie al caspazelor 3, 7, 8 și 9, implicate în inițierea și propagarea apoptozei, 
și a proteinelor Bax, Bcl-2 și Mcl-1, implicate în procesul de reglare a acesteia. Activarea 
caspazei efectoare 3 poate fi indusă pe calea extrinsecă prin intermediul familiei de receptori 
TNF, FADD și caspaza 8, sau pe calea intrinsecă prin intermediul caspazei 9 activată de către 
citocromul c, eliberat din mitocondrii, și APAF-1.  

În cadrul studiului nostru, influența izoniazidei asupra nivelului de expresie al 
caspazelor analizate este minoră ceea ce se corelează cu toxicitatea ei scăzută. Pe de altă 
parte, creșterea nivelului caspazei 9 de către toți derivații tioamidici indică o activare a 
apoptozei pe calea intrinsecă. Toxicitatea compusului INH-TCA 2  poate fi explicată prin 
creșterea nivelului de expresie al caspazelor 3 și 7, acest compus determinând și cel mai mare 
nivel de expresie al caspazei 9 ca rezultat al tratamentului cu 25 µg/mL de compus timp de 24 
de ore, spre deosebire de ceilalți derivați izoniazidici testați la o concentrație de 50 µg/mL. 

Dintre derivații acizilor carboxilici, compusul INH-AC 4  a determinat expresia 
crescută a caspazei 9 care poate fi asociată cu activarea apoptozei pe calea intrinsecă. Deși 
tratamentul celulelor cu compusul INH-AC  4 timp de 24 de ore induce modificări fenotipice 
minore, expresia cresută a nivelului de ARNm a caspazelor 3 și 7 prezice fenomenul de 
apoptoză observat la 48 și 72 de ore.  

În cazul compusului INH-AP  nivelul crescut al caspazei 3 indus de tratamentul cu 50 
µg/mL compus poate explica parțial efectul toxic (apoptoza târzie) al acestui compus observat 
prin citometrie în flux. Totuși, tratamentul cu 100 µg/ml INH-AP  a determinat necroza a 88% 
din celule, acest proces fiind mediat prin alte căi de semnalizare decât cele analizate.  

Derivații triciclotridecanonici au determinat o creștere a nivelului de expresie al 
caspazelor 3 și 9, cu excepția compusului INH-TCT 3  care a determinat scăderea nivelului de 
expresie al caspazei 3. Creșterea nivelului caspazei 9 determinată de acești compuși indică, de 
asemenea, o posibilă activarea a apoptozei pe calea intrinsecă. Compusul INH-TCT-6 , care a 
prezentat cea mai mare citotoxicitate din această serie, a determinat creșterea nivelului de 
expresie al tuturor caspazelor analizate, inclusiv a caspazei 8 ceea ce indică o posibilă activare 
a apoptozei pe cale extrinsecă. Citotoxicitatea scăzută a compusului INH-TCT 3  poate fi 
explicată prin nivelul scăzut de expresie al caspazei 3, unul dintre efectorii principali ai 
apoptozei. 

Mecanismul de acțiune al proteinelor Bax implică capacitatea lor de a forma pori sau 
canale la nivelul membranei mitocondriale. Mitocondriile sunt implicate în procesele 
biochimice ale apoptozei și au capacitatea de a elibera citocromul c în cursul apoptozei. În 
citoplasmă, citocromul c, împreună cu APAF-1, formează apoptozomul care activează 
caspaza-9, aceasta din urmă determinând declanșarea cascadei caspazice. Spre deosebire de 
Bax, proteinele Bcl-2 acționează asupra membranelor mitocondriale blocând formarea porilor 
și eliminarea citocromului c în citoplasma. Mcl-1 blochează apoptoza prin prevenirea 
disfuncției mitocondriale determinate de activarea Bax și Bak.  

În ceea ce privește influența izoniazidei asupra proteinelor reglatoare ale apoptozei, 
acest medicament a determinat o scădere a nivelului de expresie al genei Bax și Mcl-1 și o 
ușoară creștere a nivelului de expresie al genei anti-apoptotice Bcl-2, dar raportul dintre 
genele Bax și Bcl-2, implicate în permeabilizarea membranei mitocondriale, indică lipsa 
inițierii unui proces apoptotic.  
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În schimb, toți derivații tioamidici au determinat scăderea nivelului de expresie al 
genelor Bax și Bcl-2, iar raportul Bax/Bcl-2 indică o inducere a programului apoptotic, gena 
Bcl-2 prezentând un nivel de expresie mai mic decât Bax. Toxicitatea mai mare a compusului 
INH-TCA 5  decât cea a INH-TCA 3  poate fi explicată prin nivelul de expresie al genei Mcl-
1, implicate în prevenirea disfuncției mitocondriale. Nivelul crescut de expresie al Mcl-1, 
împreună cu raportul Bax/Bcl-2, poate explica, de asemenea, și citotoxicitatea mică a 
compusului INH-TCA 4 , deși acest compus induce o creștere a expresiei caspazei 9. 

Similar derivaților tioamidici, și derivații acizilor carboxilici au determinat scăderea 
nivelului de expresiei genelor Bax și Bcl-2, iar raportul Bax/Bcl-2 indică o inducere a 
programului apoptotic. Nivelul crescut de expresie al genei Mcl-1 în cazul compusului INH-
AC-4 indică o activare a mecanismului de protecție anti-apoptotică a celulei și poate fi cauza 
lipsei unui efect apoptotic după 24 de ore. Totuși acest compus determină o creștere a 
nivelului de expresie al caspazelor analizate, iar nivelul de expresie al genei Bax este superior 
nivelului de expresie al genei Bcl-2 și indică inițierea procesului apoptotic. 

În cazul compusului INH-AP , acesta a influențat puțin nivelul de expresie al 
proteinelor implicate în reglarea procesului de apoptoză.  

Influența derivaților triciclotridecanonici, INH-TCT , asupra nivelului de expresie al 
genei Bax și Mcl-1 este diferită, toți compușii din această serie determinând o scădere a 
nivelului de expresiei al genei Bcl-2. Totuși, acest tip de compuși au determinat o scădere mai 
mare a nivelului de expresie al genei Bcl-2 decât a genei Bax, ceea ce indică o inducere a 
apoptozei pe cale intrinsecă.  

Citotoxicitatea și capacitatea de inducere a apoptozei de către noii derivați sintetizați a 
fost evaluată și prin analiza cantității de citocrom c din fracția citosolică raportată la cea 
mitocondrială. Eliberarea citocromului c din mitocondrii poate fi realizată de către Bid sau 
Bax. Eliberat în citosol, citocromul c se leagă de APAF-1 și formează apoptosomul care 
activează caspaza 9 (caspază inițiatoare). Eliberarea citocromului c poate amplifica cascada 
caspazică în timpul apoptozei.  

Toți compușii testați au prezentat o concentrație mai mare de citocrom c în fracția 
mitocondrială, comparativ cu fracția citosolică, cu excepția compușilor INH-TCA 2  și INH-
TCA 3. Compusul INH-TCA 2  a determinat eliberarea unei cantități mult mai mari de 
citocrom c în fracția citosolică comparativ cu cea mitocondrială, ceea ce indică toxicitatea 
mărită a acestui compus. Analiza prin citometrie în flux indică că acest compus induce 
moartea celulară a mai mult de 60% din celule la o concentrație de 50 µg/mL timp de 24 de 
ore. Aceste rezultate se corelează cu creșterea nivelului de expresie al caspazelor 9 și 3 
observate în urma tratării celulelor cu 25 µg/mL INH-TCA 2  timp de 24 de ore. 

Toxicitatea derivaților izoniazidici sintetizați și analizați în cadrul studiului nostru 
poate fi explicată prin activitatea posibililor metaboliți. Astfel, în cazul compusului INH-
TCA 2, acesta conține un atom de clor în poziția para al inelului benzenic. Activitatea 
compușilor clorurați este determinată de reactivitatea electrofilă a centrului carbonic adiacent 
atomului de clor. Acesta facilitează înlocuirea atomului de clor cu biomolecule nucleofile, 
reacție ce determină atașarea ireversibilă a moleculei compusului clorurat de bazele ADN sau 
de proteine, determinând apariția mutațiilor sau dereglarea funcțiilor.  

De asemenea, atomul de clor determină creșterea lipofilicității moleculei ceea ce 
cauzează o partiție mai mare a compusului clorurat în faza lipofilă a membranei celulare sau 
în domeniul lipofil al unei proteine și o concentrație mai mare a compusului clorurat în 
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celule.582 Pe de altă parte, proprietățile atomului de clor, cum sunt electronegativitatea 
nucleului, prezența a 3 perechi de electroni neimplicate în legături chimice și dimensiunea 
geometrică a atomului, determină efecte sterice și/sau electronice care induc atracții sau 
repulsii electronice locale sau interferențe sterice cu resturile de aminoacizi care înconjoară 
atomul de clor în buzunarul de legare al proteinei. Aceasta poate determina o interacțiune 
strânsă sau o relaxare a legăturilor dintre aminoacizii în apropierea atomului de clor sau în alte 
zone ale moleculei active. Oricare din aceste situații poate afecta funcția proteinei țintă și 
poate duce la o creștere sau scădere a activității biologice. În alte cazuri, însă, prezența atomul 
de clor poate să nu afecteze în nici un mod proprietățile biologice primare ale moleculei de 
care acesta este atașat prin forțe electrostatice.582 

În cazul derivatului antipirinic, INH-AP , toxicitatea acestuia poate fi determinată de 
radicalii intermediari care se formează în rezultatul reducerii grupărilor nitro la metaboliții 
anilinici corespunzători. Acești radicali pot deteriora moleculele de ADN prin ruperea lanțului 
dublucatenar. Deteriorări suplimentare ale ADN-ului pot fi cauzate și de formarea unor 
legături covalente cu unii metaboliți activați, cum sunt N-hidroxilamina și derivatul O-
esterificat care rezultă din sulfatarea enzimatică a hidroxilaminei. Calea de detoxifiere a 
metaboliților formați implică N-acetilarea azotului anilinic la amida corespunzătoare.654 
Deoarece linia celulară utilizată în evaluarea efectului citotoxic, HCT-8, prezintă un genotip 
acetilator lent, procesul de detoxifiere pe acestă cale are loc mai încet, ceea ce determină o 
acumulare a metaboliților toxici în celule. 

Compușii ce conțin substituenți benzenici prezintă toxicitate variabilă. Cea mai mare 
toxicitate este prezentată de derivații ce conțin o grupare metil în poziția para a inelului 
benzenic, INH-TCA 3  și INH-AC 4 . Gruparea tolil este oxidată la alcoolul și acidul 
carboxilic corespunzători și la o-cresil.669 Prezența grupării hidroxilice în poziția orto a 
inelului benzenic joacă un rol important în citotoxicitatea și activitatea antitumorală a 
derivaților izoniazidici, fiind un ligand bun pentru metale. Astfel, mecanismul de acțiune al 
acestui tip de compuși se poate baza pe formarea compușilor complecși care par a inactiva 
enzimele din celule.761 Derivatul ce conține o grupare etil în poziția para a inelului benzenic 
(INH-AC 5 ) este mai puțin toxic. Metabolismul acestui compus presupune, de asemenea, 
oxidarea grupării alchil și/sau introducerea unei grupări hidroxilice în poziția orto, însă rata de 
formare a acestor compuși poate fi mai mică. Derivații ce conțin grupări p-metoxi/etil-fenil 
(INH-TCA 4 , INH-TCA 5  și INH-AC 6 ) sunt mai puțin toxici, biotransformarea acestor 
compuși implicând O-dealchilarea și formarea grupării p-hidroxifenil. Aceste rezultate sunt în 
acord cu studiile realizate în cazul altor derivați ai izoniazidei care au fost evaluați în vederea 
stabilirii citotoxicității lor.761,762 Totuși, derivații INH-AC  sunt mai puțin toxici decât INH-
TCA . Acest fapt poate fi explicat prin posibilitatea O-dealchilării INH-AC , fiind eliminate 
grupările fenoxi, în timp ce în cazul derivaților INH-TCA , aceștia conțin grupări tiolice care 
au capacitatea de a modifica covalent proteinele prin interacțiunea cu legăturile cistenil-
disulfidice.654 

În cazul derivatului INH-TCT 6 , cel mai toxic dintre derivații triciclotridecanonici, 
acesta conține un inel benzenic care poate fi oxidat enzimatic la oxizi arenici intermediari, 
biotransformați în continuare în metaboliți fenolici stabili. Oxizii arenici formați sunt 
considerați a fi responsabili de formarea unor legături covalente cu macromoleculele celulare 
și, respectiv, de toxicitatea indusă de acest tip de compuși.654 
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În cadrul studiului nostru, deși mai mulți compuși analizați au indus apoptoza, doar 
compusul INH-TCA 2  a determinat o creștere substanțială a citocromului c în fracția 
citosolică, și o scădere a acestuia în fracția mitocondrială, ceea ce indică toxicitatea mare a 
acestui compus și ireversibilitatea procesului apoptotic indus. 

 
Capitolul IX. Influen ța Noilor Derivați ai Izoniazidei asupra Ciclului Celular 
Ciclul celular reprezintă suma de evenimente care guvernează tranziția celulei din 

starea de repaos spre proliferare și asigură fidelitatea transcriptului genetic. Analiza ciclului 
celular prin citometrie în flux presupune cuantificarea cantităţii de ADN conţinut în nucleu și 
repartizarea celulelor în fazele ciclului celular în funcție de aceasta.  

Tratamentul celulelor cu INH-TCA 3 a determinat creșterea numărului de celule 
aflate în faza G0/G1, de la 46,43% în martor la 72,35%, și micșorarea numărului de celule în 
faza S, de la 39,43% în martor la 13,1%. Precursorul INH-AP, 4-cloro-N-(1,5-dimetil-3-oxo-
2-fenil-2,3-dihidro-1H-pirazol-4-il)-3,5-dinitro-benzamida, determină o acumulare a celulelor 
în faza G2/M după un tratament cu 10 µg/mL timp de 24 de ore. Totuși, deși unii derivați 
antipirinici determină blocarea ciclului celular, inclusiv 4-cloro-N-(1,5-dimetil-3-oxo-2-fenil-
2,3-dihidro-1H-pirazol-4-il)-3,5-dinitro-benzamida utilizată în sinteza noului derivat 
izoniazidic, influența INH-AP  asupra ciclului celular este minoră. Hidrazidele INH-AC 4  – 
INH-AC  6 N,N’-disubstituite ale acizilor 2-(fenoximetil-4-substituit)-benzoici au indus o 
creștere a numărului de celule aflate în faza G0/G1 și o micșorare a celor aflate în faza S, în 
timp ce derivații INH-AC  1 – INH-AC  3 au crescut puțin numărul de celule aflate în faza 
G2/M. În cazul derivaților triciclotridecanonici nou sintetizați, INH-TCT 3 , INH-TCT 4  și 
INH-TCT 6  au determinat o creștere a procentului de celule în faza G0/G1 și o micșorare a 
acestuia în fazele S și G2/M.  

În consecință, compușii INH-AC  4, INH-AC 5 , INH-AC  6, INH-TCT 3  și INH-
TCT 6 au determinat o blocare a celulelor în faza G0/G1 a ciclului celular ceea ce poate fi 
asociat cu o potențială activitate antiumorală. 

La nivel molecular, ciclul celular este controlat de o serie de căi de semnalizare intra- 
și extracelulare interconectate bazate pe activitatea unor kinaze dependente de cicline 
(Cdk).782 Studiul la nivel molecular al influenței noilor derivați sintetizați asupra progresiei 
ciclului celular a cuprins analiza nivelului de expresie al genelor: ciclina A (implicată în 
progresia prin faza S), ciclina B (mediază trecerea prin G2 și M), CDK1 (interacționează cu 
ciclina B1 și formează “factorul promotor mitotic”, care determină momentul mitozei în ciclul 
celular) și Cdc20 (în combinație cu complexul de promovare al anafazei/ciclosom (APC/C), 
este implicată în tranziția metafază-anafază).  

Derivații tiocinamamidici au determinat o reducere a nivelurilor de expresie ale 
ciclinei A, ciclinei B, CDK1 și Cdc20, implicate în reglarea fazelor S și G2/M. Derivatul 
antipirinic, INH-AP , a demonstrat o influența slabă asupra nivelurilor de expresie a genelor 
implicate în reglarea ciclului celular, fapt ce se corelează cu efectul acestui compus observat 
prin citometrie în flux.  

În cazul INH-AC 1  și INH-AC 2  s-a observat reducerea minoră a nivelul de expresie 
al ciclinei A, CDK1 și Cdc20 și creșterea slabă a expresiei ciclinei B. Compusul INH-AC  3 a 
influențat slab expresia genelor implicate în ciclul celular prin creșterea ușoară a nivelului de 
expresie al ciclinei A, ciclinei B și CDK1 și prin scădere ușoară a nivelului de expresie al 
Cdc20. Hidrazidele N,N’-disubstituite ale acizilor 2-fenoximetilbenzoici, INH-AC  4 – INH-
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AC 6, au redus nivelul de expresie al ciclinei A, ciclinei B, CDK1 și Cdc20 indicând o 
inhibare a progresiei ciclului celular, ceea ce este în concordanță cu micșorarea procentului de 
celule aflate în fazele S și G2/M observate prin citometrie în flux.  

Dintre derivații triciclotridecanonici, compușii INH-TCT 3 , INH-TCT 4  și INH-
TCT 6 determină o scădere a nivelului de expresie al genelor analizate. INH-TCT 3  
afectează cel mai puternic nivelul de expresie a ciclinei A, ceea ce este în concordanță cu 
reducerea puternică a numărului de celule aflate în faza S observată prin citometrie în flux. 
Compusul INH-TCT 6  a indus o scădere a nivelului de expresie a ciclinei A și CDK1, fapt ce 
se corelează cu micșorarea numărului de celule în faza G2 observată prin citometrie în flux în 
cazul acestui compus. Astfel, compușii INH-TCT 3  și INH-TCT 6  determină blocarea 
ciclului celular în faza G1.  

În consecință, INH-AC 4 , INH-AC 5 , INH-AC 6 , INH-TCT 3  și INH-TCT 6  au 
determinat scăderea nivelului de expresie al celor două cicline analizate, ciclina A și ciclina 
B, și a genelor Cdk1 și Cdc20, fapt ce se corelează cu blocarea celulelor în faza G0/G1 
observată prin citometrie în flux. 

Majoritatea mutațiilor care determină apariția tumorilor sunt în gene ce codifică 
proteinele implicate în faza G1 a ciclului celular.771 În cazul studiului nostru, unii din derivații 
de izoniazidă noi sintetizați determină blocarea progresiei ciclului celular, determinând 
acumularea celulelor în faza G0/G1. De asemenea, unii dintre compușii analizați au efect 
citotoxic prin inducerea apoptozei. Toxicitatea acestor compuși poate fi explicată parțial de 
formarea unor metaboliți toxici, dar care în același timp pot fi eliminați din organism, 
evitându-se acumularea lor. Totuși, elucidarea potențialului antitumoral al acestor compuși 
necesită studii mai aprofundate în ceea ce privește mecanismul lor de acțiune.  

În scopul evaluării modificărilor induse de noile substanţe sintetizate, asupra nivelului 
energetic în celule, am analizat nivelul de expresie al genelor ce codifică subunitatea alfa a 
AMPK, PRKAA1 și PRKAA2, în celulele tratate timp de 24 de ore cu noii derivați. AMPK 
protejează celula de stresul care determină depleția ATP prin deconectarea căilor biosintetice 
consumatoare de energie, activează căile de producere a energiei și inhibă procesele 
consumatoare în răspuns la micșorarea nivelului de ATP intracelular, reglează polaritatea 
celulară prin remodelarea citoscheletului actinic și, posibil, prin activarea indirectă a miozei. 
Această proteină acționează prin fosforilarea directă a enzimelor metabolizatoare și, printr-un 
efect de durată mai mare, prin fosforilarea reglatorilor de transcripție.  

Toți derivații tiocinamamidici au determinat o creștere a nivelului de expresie al genei 
PRKAA2, și o scădere ușoară a nivelului de expresie al genei PRKAA1. Raportul 
PRKAA1/PRKAA2 indică o creștere a nivelului de expresie al subunității alfa a proteinei 
AMPK indusă de compușii INH-TCA , cu excepția INH-TCA 5  care determină o scădere a 
nivelului de expresie al acestei subunități. În cazul derivaților acilați ai izoniazidei, s-a 
observat o creștere semnificativă a nivelului de expresie al genei PRKAA2 de către compușii 
INH-AC 4  , INH-AC 5  și INH-AC 6 . Raportul PRKAA1/PRKAA2 în cazul acestor compuși 
indică o creștere a nivelului de expresie al subunității alfa a proteinei AMPK. Derivatul 
antipirinic INH-AP  nu a influențat seminificativ nivelul de expresie al genelor PRKAA1 și 
PRKAA2, fapt ce se corelează cu influența slabă a acestui compus asupra progresiei ciclului 
celular observată prin citometria în flux. În cazul derivaților triciclotridecanonici, nivelul de 
expresie al genei PRKAA2 a fost crescut în urma tratamentului celulelor cu compușii INH-
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TCT 2, INH-TCT 3  și INH-TCT 6 . Raportul PRKAA1/PRKAA2 indică o creștere a nivelului 
de expresie al subunității alfa a proteinei AMPK indusă de acești compuși.  

Creșterea nivelului de expresie al subunității alfa a AMPK induse de compușii INH-
AC 4, INH-AC 5 , INH-AC 6 , INH-TCT 3  și INH-TCT 6  poate fi corelată cu blocarea 
ciclului celular în faza G0/G1, și anume în punctul de control metabolic, creșterea nivelului de 
expresie al genelor PRKAA1 și/sau PRKAA2 indicând activarea AMPK care determină 
inhibarea mTOR și blocarea ciclului celular.842 Pe de altă parte, modularea apoptozei prin p53 
de către AMPK846 poate explica creșterea nivelului de expresie indus de compușii INH-TCA 
1, INH-TCA 2 , INH-TCA 3 , INH-TCA 4 , INH-AC 4 , INH-AC 5 , INH-AC6  și INH-TCT 
6. De asemenea, creșterea expresiei genice a PRKAA induse de compușii INH-TCA  poate fi 
determinată de creșterea nivelului de expresie al GSTA3, condiție în care formarea 
complexului GST/AMPK determină activarea enzimatică a AMPK in vitro.844 

CONCLUZII 

Obiectiv 1. Analiza corelațiilor genotip / fenotip / parametrii farmacocinetici privind 
genele implicate în metabolizarea medicamentelor antituberculoase 
 
1. Rezultatele obținute în urma determinării genotipului NAT1 și NAT2 la pacienți 

cu tuberculoză, cu sau fără efecte adverse, au evidențiat: 
- 16,22% prezintă un genotip heterozigot NAT1*11/*4 și 2,7% – genotip 

heterozigot NAT1*14/*4, ceilalți pacienți (81,08%) fiind homozigoți NAT1*4; 
- nu s-a stabilit nici o corelație între polimorfismele genei NAT1 și efectele 

hepatotoxice induse de tratamentul antituberculos; 
- 27,03% prezintă un genotip NAT2*5 homozigot și 10,81% – genotip homozigot 

NAT2*6, și doar 5,4% fiind homozigoți pentru NAT2*4. Ceilalți pacienți sunt 
heterozigoți pentru NAT2*5/*4 (27,03%), NAT2*6/*4 (10,81%) și NAT2*5/*6 
(18,92%); 

- genotipul acetilator lent determinat de polimorfismele genei NAT2 este 
responsabil de efectele adverse hepatotoxice induse de tratamentul tuberculozei.  

Hepatotoxicitatea poate fi determinată și de alți factori, de exemplu prezența unor 
polimorfisme în alte gene implicate în metabolismul altor medicamente antituberculoase sau 
de terapiile concurente (rifampicina induce amidaza). 

 
 
Obiectiv 2. Sinteza și bioevaluarea unor noi compuși derivați ai izoniazidei cu 
potențială activitate antimicobacteriană  
 
2. Au fost sintetizați 19 noi derivați ai izoniazidei: 5 N′-[1-amino-1-mercapto-3-

(fenil-p-substituit)-alil]-hidrazide ale acidului izonicotinic, 6 hidrazide N-substituite și N,N’-
disubstituite ale acizilor 2-(fenoximetil-4-substituit)-benzoici, N-(1,5-dimetil-3-oxo-2-fenil-
2,3-dihidro-1H-pirazol-4-il)-3,5-dinitro-4-[N-(piridin-4-carbonil)hidrazino]-benzamida și 7 
(2-hidroxi-8-substituit-triciclo[7.3.1.02.7]tridec-13-iliden)-hidrazide ale acidului izonicotinic, 
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iar structura lor a fost confirmată prin analize fizico-chimice. În privința studiilor biologice, 
rezultatele obținute au sugerat că noii derivați ai izoniazidei prezintă diferite activități 
biologice în funcție de structura lor.  

 
3. Studiul activității biologice a N′-[1-amino-1-mercapto-3-(fenil-p-substituit)-

alil]-hidrazidelor acidului izonicotinic a evidențiat: 
- cel mai activ compus în ceea ce privește efectul anti-Mycobacterium tuberculosis, 

a fost N’-(1-amino-1-mercapto-3-fenil-alil)-hidrazida acidului izonicotinic (INH-
TCA 1). Acest compus a crescut și expresia genelor NAT1 si NAT2, implicate în 
metabolismul izoniazidei, demonstrând că poate fi ușor metabolizat și astfel bine 
tolerat de gazda umană; 

- spectrul cel mai larg de activitate antibacteriană a fost observat în cazul N’-(1-
amino-1-mercapto-3-(4-clor-fenil)-alil)-hidrazidei acidului izonicotinic (INH-
TCA 2); 

- derivații tioamidici au determinat o creștere a nivelului de expresie al genelor 
CYP1A1, CYP2C19, CYP3A4 și GSTA3 analizate în ambele linii celulare indicând 
posibila implicare a acestora în metabolizarea noilor compuși; 

- N′-[1-amino-1-mercapto-3-(fenil-p-substituit)-alil]-hidrazidele acidului 
izonicotinic induc apoptoza pe cale intrinsecă, cel mai toxic compus fiind N’-(1-
amino-1-mercapto-3-(4-clor-fenil)-alil)-hidrazidei acidului izonicotinic (INH-
TCA 2), iar cel mai puțin toxic compus este N’-(1-amino-1-mercapto-3-(4-
metoxi-fenil)-alil)-hidrazida acidului izonicotinic (INH-TCA 4 ). 

 
4. Studiul activității biologice a hidrazidelor N-substituite și N,N’-disubstituite ale 

acizilor 2-(fenoximetil-4-substituit)-benzoici a evidențiat: 
- cea mai bună activitate antibacteriană (inclusiv efect anti-Mycobacterium 

tuberculosis) a fost prezentată de către compusul N-[2-(4-etil-fenoximetil)-
benzoil]-N’-(piridin-4-carbonil)-hidrazida acidului 2-(4-etil-fenoximetil)-benzoic 
(INH-AC  6); 

- toți compușii induc expresia genelor NAT2, CYP1A1 și CYP2C19 în celulele 
HCT-8 indicând faptul că noii compuși ar putea fi metabolizați pe alte căi decât 
izoniazida; 

- N-[2-(4-metil-fenoximetil)-benzoil]-N’-(piridin-4-carbonil)-hidrazida acidului 2-
(4-metil-fenoximetil)-benzoic (INH-AC  4) este cel mai toxic din această serie de 
compuși și induce apoptoza în 54% din celule după 72 de ore, efect care poate fi 
prezis de creșterea expresiei genelor caspaza 3 și 7 după un tratament de 24 de 
ore; 

- N-[2-(4-metil-fenoximetil)-benzoil]-N’-(piridin-4-carbonil)-hidrazida acidului 2-
(4-metil-fenoximetil)-benzoic (INH-AC 4 ), N-[2-(4-metoxi-fenoximetil)-
benzoil]-N’-(piridin-4-carbonil)-hidrazida acidului 2-(4-metoxi-fenoximetil)-
benzoic (INH-AC 5 ) și N-[2-(4-etil-fenoximetil)-benzoil]-N’-(piridin-4-carbonil)-
hidrazida acidului 2-(4-etil-fenoximetil)-benzoic (INH-AC 6 ) determină o blocare 
a ciclului celular în faza G1, ceea ce ar putea indica posibila lor utilizare ca 
citostatice. 
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5. Studiul activității biologice a N-(1,5-dimetil-3-oxo-2-fenil-2,3-dihidro-1H-
pirazol-4-il)-3,5-dinitro-4-[N-(piridin-4-carbonil)hidrazino]-benzamidei a evidențiat:  

- acest compus are o activitate antimicobacteriană moderată și nu prezintă nici o 
activitate antibacteriană împotriva altor tulpini non-tuberculoase testate; 

- INH-AP  determină o creștere a nivelului de expresie al genelor NAT1 și NAT2 în 
ambele linii studiate, o creștere a nivelului de expresie al genei CYP1A1 și o 
scădere a nivelului de expresie al izoformei CYP2C19 în ambele linii celulare 
utilizate; 

- INH-AP  este mai toxic decât precursorii săi, izoniazida și 4-aminoantipirina, fără 
să afecteze semnificativ fazele ciclului celular. 

 
6. Studiul activității biologice a (2-hidroxi-8-substituit-triciclo[7.3.1.02.7]tridec-

13-iliden)-hidrazidele acidului izonicotinic a evidențiat: 
- cea mai bună activitate antimicobacteriană a fost prezentată de către compușii 

conțin grupările etil (INH-TCT 2 ), propil (INH-TCT 3 ), butil (INH-TCT 4 ) și 
izobutil (INH-TCT 5 ) în poziția 8 a restului 2-hidroxi-triciclo[7.3.1.02.7]tridec-13-
ilidenic;  

- (8-fenil-2-hidroxi-triciclo[7.3.1.02.7]tridec-13-iliden)-hidrazida acidului 
izonicotinic (INH-TCT 6 ) este cel mai eficient compus antibacterian, dar are o 
activitate slabă contra tulpinii M. tuberculosis utilizate; 

- această serie de compuși induc expresia genelor CYP1A1 în liniile celulare HT-29 
și HCT-8, și a genei CYP2C19 în linia celulară HCT-8; 

- cel mai toxic compus din această serie este (8-fenil-2-hidroxi-
triciclo[7.3.1.02.7]tridec-13-iliden)-hidrazida acidului izonicotinic (INH-TCT 6 ) 
care induce apoptoza pe cale extrinsecă și determină blocarea celulelor în faza G1 
a ciclului celular; 

- cel mai puțin toxic este compusul (2-hidroxi-8-propil-triciclo[7.3.1.02.7]tridec-13-
iliden)-hidrazida acidului izonicotinic (INH-TCT 3 ) care are o activitate 
antibacteriană bună, atât contra M. tuberculosis, cât și contra tulpinilor non-
tuberculoase, dar care, de asemenea, afectează progresia ciclului celular în 
celulele eucariote prin blocarea acestora în faza G1.  

 
7. Astfel, dintre cei 19 derivați ai izoniazidei sintetizați: 
- cea mai bună activitate anti-M. tuberculosis a fost prezentată de (2-hidroxi-8-

substituit-triciclo[7.3.1.02.7]tridec-13-iliden)-hidrazidele acidului izonicotinic 
(INH-TCT ); 

- Cel mai activ compus antibacterian este derivatul N-[2-(4-etil-fenoximetil)-
benzoil]-N’-(piridin-4-carbonil)-hidrazida acidului 2-(4-etil-fenoximetil)-benzoic 
(INH-AC 6 ) care a inhibat creșterea majorității tulpinilor bacteriene non-
tuberculoase testate; 

- Majoritatea derivaților de izoniazidă nou sintetizați au determinat o creștere atât a 
nivelului de expresie al genelor NAT în cele două linii celulare utilizate, HT-29 și 
HCT-8, cât și a altor gene implicate în metabolism, sugerând faptul că noii 
compuși ar putea fi metabolizați pe alte căi decât izoniazida, ceea ce indică 
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posibilitatea utilizării lor în combinație cu izoniazida cu scopul de îmbunătăți rata 
de metabolizare a acesteia în acetilatorii lenți, evitând efectele adverse.  

-  N-[2-(4-metil-fenoximetil)-benzoil]-N’-(piridin-4-carbonil)-hidrazida acidului 2-
(4-metil-fenoximetil)-benzoic (INH-AC 4 ), N-[2-(4-metoxi-fenoximetil)-
benzoil]-N’-(piridin-4-carbonil)-hidrazida acidului 2-(4-metoxi-fenoximetil)-
benzoic (INH-AC 5 ), N-[2-(4-etil-fenoximetil)-benzoil]-N’-(piridin-4-carbonil)-
hidrazida acidului 2-(4-etil-fenoximetil)-benzoic (INH-AC 6 ), (2-hidroxi-8-
propil-triciclo[7.3.1.02.7]tridec-13-iliden)-hidrazida acidului izonicotinic (INH-
TCT 3) și (8-fenil-2-hidroxi-triciclo[7.3.1.02.7]tridec-13-iliden)-hidrazida acidului 
izonicotinic (INH-TCT 6 ) determină o blocare a ciclului celular în faza G1 și au 
potențial anti-tumoral.  

- Deși unii compuși cu activitate antibacterială sau antitumorală prezintă toxicitate 
crescută, aceasta poate fi explicată parțial de formarea unor metaboliți toxici, dar 
care, în același timp, pot fi eliminați din organism, evitându-se acumularea lor. 

 
8. O parte din rezultatele cuprinse în teză au făcut obiectul a trei articole publicate și 

a șapte comunicări științifice. 
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