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Inventia se referd la domeniul chimiei, si anume la (1R,2R,8aS)-1-((5-mercapto-1,3,4-thiadiazol-2-il)metil)-

2,5,5,8a-tetrametildecahidronafthalen-2-ol, compus nou cu schelet hibrid terpenic si tiodiazolic, care poate fi utilizat

in calitate de compus cu proprietati antifungale si antibacteriene.

Infectiile provocate de fungi si bacterii sunt foarte raspandite si aduc prejudicii grave sanatatii. Majoritatea

preparatelor antifungice si antibacteriene existente nu asigurd un efect curativ radical si stabil. Tratamentele

existente, ca reguld, nu conduc la disparitia definitiva a oricarui semn de infectie, ci doar amelioreaza temporar

starea generald a pacientilor, aceasta recidivand frecvent cu manifestari clinice mai pronuntate. Deseori, in rezultatul

mutatiilor la fungi si bacterii apare rezistenta la preparatele folosite pentru tratament, fapt ce stimuleaza cercetarile

in vederea obtinerii de preparate noi.

Dintre preparatele frecvent utilizate in practica medicald este bine cunoscuta Caspofungina, reprezentant al unei

clase noi de antifungice. Acest preparat inhibad sinteza (1—3)-B-D-glucanului si creste permiabilitatea celulelor

fungice, fapt ce favorizeaza scurgerea continutului citoplasmatic (citoliza) si ca urmare, moartea acestora [1].

Este cunoscutd, de asemenea, Kanamicina, un agent antibacterian eficient din grupa aminoglucozidelor, frecvent

utilizat pentru tratarea unei mari varietati de infectii [2].

Preparatele mentionate insa au si un sir de dezavantaje, ce constau in:

- potential curativ moderat;

- provoaca reactii alergice si iritatii in locul aplicarii;

- provoaca efecte adverse manifestate prin tulburdri gastrointestinale, urinare s.a.

In calitate de cea mai apropiati solutie pot servi compusii hibrizi terpeno-piridazonici, care au fost testati ”in vitro”

pe tulpini de bacterii Gram-pozitive (Bacillus polyxyma) si cele Gram-negative (Pseudomonas aeruginosa), dar si pe

tulpinile de fungi (Aspergillus flavus, Fusarium solani, Penicillium chrysogenum, Penicillium frequentans si

Alternaria alternata) . Autorii mentioneaza ca acesti compusi manifesta activitate antibacteriana si antifungica buna

impotriva tuturor speciilor mentionate in comparatie cu preparatele medicamentoase de referinta (Caspofungina si

Kanamicina) [3].

Derivatii piridazinici, care contin in calitate de componenta terpenica o unitate drimanica, au fost obtinuti de autori,

prin mai multe etape.

Initial sclareolida comercial accesibild, care in cinci etape a fost transformata in 11,12-dibromo-drim-5(6),8(9)-dien-

7-ona, cu un randament total de 78%, care in continuare a fost tratata cu p-tolil-piridazona care a condus la formarea

11,12-bis-p-tolil-piridazonil-drim-5(6),8(9)-dien-7-onei, cu un randament de 77%.

Dezavantajul compusului descris constd in faptul ca desi acesta manifestd activitate antibacteriand si antifungica mai

pronuntata decat cel din cea mai apropiatd solutie, se obtine in mai multe etape (6) si ca din reactii rezulta

amestecuri complexe de produse ce trebuie si fie separate cromatografic.

Problema pe care o rezolva prezenta inventie constd in largirea gamei de compusi enantiopuri, cu activitate

antifungica si antibacteriana ridicata, obtinuti prin semisintezd din materii prime de origine vegetald, eftine si

accesibile. Extinderea cercetarilor stiintifice in domeniul elabordrii remediilor antifungice si antibacteriene cu

activitate biologica ridicatd, la preturi competitive cu preparatele de import, adica accesibile pentru populatie, din

materie prima locald. O valoare adaugata inventiei ofera faptul ca materia prima locala este renovabila, accesibila si

poate fi obtinuta din deseurile provenite din industria uleiurilor etero-oleaginoase.

Rezultatul inventiei constd in obtinerea unui compus nou, terpeno-tiodiazolic (1R,2R,8aS)-1-((5-mercapto-1,3,4-

thiadiazol-2-il)metil)-2,5,5,8a-tetrametildecahidronafthalen-2-olul,  care poate fi aplicat pentru tratarea unor

afectiuni de natura fungica si bacteriana.

Avantajele compusului revendicat constau in:

1. activitatea biologicdi mai ridicata a (1R,2R,8aS)-1-((5-mercapto-1,3,4-thiadiazol-2-il)metil)-2,5,5,8a-
tetrametildecahidronafthalen-2-olului in raport cu preparatele cunoscute Caspofungina si Kanamicina;

2. accesibilitatea compusului revendicat sub aspect eficienta/pret;

3. accesibilitatea materiei prime si originea ei locala;

4. eficienta si simplitatea metodei de sintezd a acestuia (2 etape) in comparatie cu metoda de sinteza a celei mai
apropiate solutii (6 etape).

Inventia solutioneaza problema prin aceea ca (1R,2R,8aS)-1-((5-mercapto-1,3,4-thiadiazol-2-il)metil)-2,5,5,8a-

tetrametildecahidronafthalen-2-olul, ce poseda un schelet hibrid terpenic si tiodiazolic poate fi utilizat in calitate de

compus cu proprietiti antifungice si antibacteriene pronuntate, fapt confirmat de testarile biologice a acestuia in

vitro pe speciile de fungi (Aspergillus flavus, Aspergillus niger, Penicillium chrysogenum, Penicillium frequentans

si Alternaria alternata) si tuplinile de bacterii gram-positive (Bacillus polymyxa) si gram-negative (Pseudomonas

aeruginosa).

De mentionat, ca obtinerea (1R,2R,8aS)-1-((5-mercapto-1,3,4-thiadiazol-2-il)metil)-2,5,5,8a-

tetrametildecahidronafthalen-2-olului, dar si rezultatele testarilor biologice ale acestui compus nu au fost descrise

anterior 1n literatura de specialitate.

In calitate de materie prima pentru obtinerea compusului revendicat a fost utilizata sclareolida comercial accesibila,

care la  tratare cu  hidrazin hidrat in  etanol formeazd (2-((1R,2R,8aS)-2-hidroxi-2,5,5,8a-

tetrametildecahidronafthalen-1-il) acetohidrazida) 1, cu un randament de 85%, in conformitate cu metoda descrisa

de autorii (Styngach E. P., Malinovskii S.T., Bets L.P., Vlad L.A., Gdanets M., Makaev F.Z. Crystal and Molecular

Structure of (1s,2s,4as,8as)-N-(N-allyldiaminomethanethione)-1-(2-Hydroxy-2,5,5,8a-

tetramethyldecahydronaphtha-lenyl) acetamide. J. Struct. Chem., Vol. 46, No 4, 2005, p. 765-769).
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In continuare, interactiunea hidrazidei 1 cu disulfit de tetrametiltiuram (TMTD), in N,N-dimetilformamida (DMF) si
apa (10 mol%) conform metodei descrise anterior de autorii (Rusu, G.G.; Gutu, E.E.; Barba, N.A. Russ. J. Org.
Chem., Vol. 31, 1995, p. 1721-1722), a condus la (1R,2R,8aS)-1-((5-mercapto-1,3,4-thiadiazol-2-il)metil)-2,5,5,8a-
tetrametildecahidronafthalen-2-olul 2 revendicat, intr-o singura etapa cu un randament de 60% (Schema 1).
Structura compusului revendicat a fost confirmata prin metode de analiza obligatorii, spectroscopie in infrarosu (IR),
rezonanti magneticd nucleard mono- si bidimensionald (*H, **C RMN si 2D), spectrometrie de masid (HRMS).
&
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S

Reagenti si conditii: a. TMTD, DMF, H20 (10 mol%) 90 °C, 1,5h, 60%;

Schema 1. Sinteza (1R,2R,8aS)-1-((5-mercapto-1,3,4-thiadiazol-2-il)metil)-2,5,5,8a-
tetrametildecahidronafthalen-2-olului 3 din sclareolida

In rezultatul testirilor biologice s-a demonstrat ci (1R,2R,8aS)-1-((5-mercapto-1,3,4-thiadiazol-2-il)metil)-2,5,5,8a-
tetrametildecahidronafthalen-2-olul manifesta proprietati antifungice si antibacteriene excelente la valori ale
concentratiei minime inhibitorie (MIC, pg/ml) de 0,032 si 0,094, respectiv, care sunt net superioare celor
caracteristice compusilor de referinta Caspofungin si Kanamicin (Tabel).

Compusul revendicat este stabil la contact cu aerul, partial solubil in alcooli si apa, solubil in dimetilsulfoxid
(DMSO0), clorura de metilen, acetat de etil si acetona.

Exemplu de realizare a inventiei

Sinteza (1R,2R,8aS)-1-((5-mercapto-1,3,4-thiadiazol-2-il)metil)-2,5,5,8a-tetrametildecahidronafthalen-2-olului 3

La solutia formatd din hidrazida 1 (1 mmol) in DMF (3 mL) si apd (10 mol%) se adaugd TMTD (1.5 mmol).
Amestecul de reactie se agita la temperatura de 90°C timp de 1.5 h, apoi dupa racire amestecul de reactie se toarnd in
solutie apoasa de KOH (15 mL). Precipitatul format se filtreaza, iar solutia se aciduleaza cu HCI conc. pana la
mediu slab acid. Amestecul format se extrage cu clorurd de metilen (3 x 10 mL), iar extractul organic se usucé pe
sulfat de sodiu anhidru. Produsul de reactie obtinut dupa filtrarea extractului si distilarea solventului la presiune
redusa, se purifica prin cromatografie pe coloana cu SiOy, folosind in calitate de eluent un amestec format din
MeOH/CHCI; luati intr-un raport de 0.4:9.6 (v/v). In rezultat se obtine (1R,2R,8aS)-1-((5-mercapto-1,3,4-thiadiazol-
2-il)metil)-2,5,5,8a-tetrametildecahidronafthalen-2-olului 2 (randament 60%), compus cristalin p.t. =139-140°C,

[(I] %D: -29.1° (c¢=0.5, CHCI5). Structura compusului 2 a fost confirmata de datele analizelor:

Spectroscopie in IR (v, cm): 3385, 3091, 2924, 1665, 1578, 1459, 1387, 1265, 1161, 1054, 938 cm™.

Rezonanti magneticd *H RMN (DMSO-dg, 400 MHz, ppm): & 14.14 (1H, s, SH), 4.42 (1H, s, OH), 2.89-2.72 (2H,
m, H-11), 1.48 (1H, t, J 4.88 H-9), 0.89 (1H, d, J 11.96 H-5), 1.04 (3H, s, H-13), 0.83 (3H, s, H-15), 0.80 (3H, s,
H-16); 0.76 (3H, s, H-14);

Rezonanyd magneticd **C RMN (DMSO-ds, 100 MHz, ppm): 6 188.91 (C-S), 168.06 (C-12), 72.09 (C-8), 61.79 (C-
9), 55.94 (C-5), 43.89 (C-7), 41.77 (C-3), 39.66 (C-1), 39.25 (C-10), 33.65 (C-14), 33.31 (C-4), 23.16 (C-13), 27.11
(C-11), 21.75 (C-15), 20.37 (C-6), 18.32 (C-2), 15.43 (C-16).

HR-EI-MS: gasit 341.17175 C17H2sN20S,. Calculat 340.16430.

Testarea activitatii biologice a (1R,2R,8aS)-1-((5-mercapto-1,3,4-thiadiazol-2-il)metil)-2,5,5,8a-
tetrametildecahidronafthalen-2-olului 2

Activitatea biologica a compusului revendicat a fost testata in vitro pe 5 specii de fungi (Aspergillus flavus ATCC
20046, Fusarium ATCC 20327, Penicillium chrysogenum ATCC 20044, P. frequentans ATCC 10110 si Alternaria
alternata ATCC 8741) provenite din culturi pure si 2 specii de bacterii: gram-positive (Bacillus sp. ATCC 15970) si
gram-negative (Pseudomonas aeruginosa ATCC 27813) sunt raportate in tabel.

Rezultatele testarii activitatii biologice a (1R,2R,8aS)-1-((5-mercapto-1,3,4-thiadiazol-2-il)metil)-2,5,5,8a-
tetrametildecahidronafthalen-2-olului 3

Tabel
Concentratie minima inhibitorie (MIC, png/mL)
Penici- Peni-
Asper- llium cillium Alter- Baci-llus Pseudo-
Compusul gillus Fusa-rium chryso- f naria monas
requen- sp. .
flavus genum alter-nata aerugi-nosa
tans
Compus 0,032 0,032 0,032 0,032 0,032 0,094 0,094
revendicat
Compusul celei
mai apropiate 0,005 0,005 0,005 0,005 0,005 0,032 0,032
solutii
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Caspofun- gina

0,25

0,25

0,25

0,25

0,25

Kanamicina

3,0

3,0

Microorganismele au fost furnizate de American Type Culture Collection (ATCC), USA.

Se pregateste solutia compusului revendicat in DMSO cu o concentratie de 0.5%. Pentru aceste determinari se
utilizeaza placi Petri cu mediul de cultura de tip agar-Sabouraud cu 4% dextrozd (SDA) pentru fungi si mediu agar
nutritiv-standard | pentru bacterii de la firma Merck (Germania).

Conform procedurilor standard de cultivare (SR-EN 1275:2006 si NCCLS guidelines) [National Committee on
Clinical Laboratory Standards (NCCLS) Antimicrobial Susceptibility Standards (ATS) 2003, for M7 (CMI) and
M100] se aplicd metoda dilutiilor succesive pentru pregatirea suspensiei de microorganisme (Carrillo, R., Martin, V.
S., Lopez, M., Martin, T. Tetrahedron Vol. 61, No. 34, 2005, p. 8177-8191).

Caspofungin (strip test) se utilizeaza ca un compus standard pentru activitatea antifungica si Kanamicina (strip test)
se utilizeaza pentru activitate antibacteriana. Compusii standard sunt furnizati de firma Liofilchem (ltalia).
Incarcitura finala a inoculului-stoc astfel pregitit este de 1x10™pg/mL. Plicile inoculate se incubeaza la temperatura
de 30°C, timp de 7 zile.

Primele observatii se fac dupa 48 de ore, iar analiza finald dupa 7 zile, stabilindu-se concentratia minima inhibitorie
(MIC) si densitatea viabild a microorganismelor prezente. Valorile MIC se citesc direct pe banda standard in punctul
in care marginea elipsei de inhibitie intersecteaza banda pentru fiecare tip de microorganisme.

Rezultatul inventiei este conditionat de utilizarea, pentru prima dati, a (1R,2R,8aS)-1-((5-mercapto-1,3,4-thiadiazol-
2-il)metil)-2,5,5,8a-tetrametildecahidro-nafthalen-2-olului in calitate de compus ce poseda proprietati antifungice si
antibacteriene pronuntate.




