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Inventia se referd la domeniul chimiei, medicinei si agriculturii, si anume la sinteza (Z/E)-2-(1-((1R,2R,8aS)-2-
hidroxi-2,5,5,8a-tetrametildecahidronaftalen-1-il)propan-2-iliden)-hidrazincarbotioamidei, compus cu schelet hibrid
terpenic si tiosemicarbazonic, care poate gasi aplicare in medicina si agricultura in calitate de preparat antifungic.
Infectiile provocate de fungi sunt foarte raspandite si aduc prejudicii grave sanatatii. Majoritatea preparatelor
antifungice existente nu asigurd un efect curativ stabil si complet. Tratamentele existente, ca reguld, nu conduc la
disparitia definitiva a oricdrui semn de infectie, ci doar amelioreaza temporar starea generald a pacientilor, aceasta
recidivind frecvent cu manifestari clinice mai pronuntate. Deseori, in rezultatul mutatiilor fungii devin rezistenti la
preparatele folosite pentru tratament, fapt ce stimuleaza cercetarile in vederea obtinerii de preparate noi.

Dintre preparatele frecvent utilizate in practica medicala este bine cunoscuta caspofungina, reprezentant al unei
clase noi de antifungice numite echinocandine. Acest preparat inhiba sinteza (1—3)-£-D-glucanului si creste
permiabilitatea celulelor fungice, fapt ce favorizeaza scurgerea continutului citoplasmatic (citoliza) si ca urmare,
moartea acestora [1].

Preparatul mentionat insa are si un sir de dezavantaje, ce constau in:

—potentialul curativ moderat;

— provoaca reactii alergice si iritatii in locul aplicarii;

—provoaca efecte adverse manifestate prin tulburari gastrointestinale, urinare etc.

In literatura de specialitate sunt descrisi unii compusi guanidinici care au fost testati in vitro pe tulpinile de fungi
(Candida albicans). Autorii [2] mentioneaza ca acesti compusi manifesta activitate antifungicd buna, fiind activi la
concentratia inhibitorie minimala (CMI) de 32 pg/mL.

Initial (+)-sclareolida comercial accesibila, a fost transformata in cinci etape in drimenol cu un randament total de
75%. Oxidarea drimenolului cu clorocromat de piridiniu (PCC) a condus la drimenal, iar condensarea acestuia cu
hidroxilamina a generat un amestec de oxime corespunzatoare. Reducerea in situ a acestui amestec cu alumohidrura
de litiu a condus la aminodrimena, urmatd de atasarea grupei guanidinice la atomul de carbon C-11, obtindndu-se
compusul dorit
11-guanidinodrimena cu un randament total de 55%.

In calitate de cea mai apropiati solutie a fost selectati lucrarea in care este descrisi sinteza unor compusi
tetranorlabdanici (sesquiterpenoide homodrimanice) ce contin fragmentul hidrazincarbotioamidic sau 1,2,4-triazolic
N-substituit prin metode clasice si la iradiere cu microunde [3].

Sintezele au fost realizate in baza de (+)-sclareolida 1 care a fost tratatd cu hidrat de hidrazina, obtindndu-se
hidrazida corespunzatoare. Interactiunea acesteia cu izotiocianatii substituiti a condus la hidrazincarbotioamidele
intermediare cu structura asemanatoare cu cea a compusului 3. Testarile antimicrobiene a acestora pe cinci specii de
fungi si doua tulpini de bacterii a confirmat ¢ una dintre hidrazincarbotioamidele mentionate manifesta o activitate
antifungica (CMI=0,125 pg/mL) comparabila cu cea a compusului trinorlabdanic terpeno-heterociclic 3.
Dezavantajul compusilor revendicati in solutia apropiata consta in faptul ca pentru sinteza lor sunt folositi reagenti
mai scumpi si utilaj special in comparatie cu sinteza compusului din prezenta inventie. Toate acestea complica
procedeul de obtinere a hidrazincarbotioamidelor intermediare si mareste costul acestora.

Problema pe care o rezolva prezenta inventie consta in largirea gamei de compusi, cu activitate antifungica ridicata,
obtinuti prin semisinteze din materii prime de origine vegetala, ieftine si accesibile.

Problema se solutioneazd prin aceea <c¢d se revendica (Z/E)-2-(1-((1R,2R,8aS)-2-hidroxi-2,5,5,8a-
tetrametildecahidronaftalen-1-il)propan-2-iliden)hidrazincarbotioamida cu formula:

pentru utilizare in calitate de remediu antifungic.

Extinderea cercetarilor stiintifice realizate in Republica Moldova in domeniul elaborarii remediilor antifungice cu

activitate biologica ridicatd are puncte forte deoarece oferd preparate la preturi competitive cu cele de import, adica

accesibile pentru populatie, si are la baza materia prima locald. O valoare adaugata inventiei ofera faptul ca materia

prima locald este renovabild, accesibila si poate fi obtinuta din deseurile provenite din industria plantelor etero-

oleaginoase.

Rezultatul inventiei consta in obtinerea unui compus terpeno-tiosemicarbazonic (Z/E)-2-(1-((1R,2R,8aS)-2-hidroxi-

2,5,5,8a-tetrametildecahidronaftalen-1-il)propan-2-iliden)hidrazincarbotioamida, care poate fi utilizat pentru tratarea

unor afectiuni de natura fungica.

Avantajele compusului constau in:

1. Activitatea biologica ridicata a (Z/E)-2-(1-((1R,2R,8aS)-2-hidroxi-2,5,5,8a-tetrametildecahidronaftalen-1-
il)propan-2-iliden)hidrazinecarbotioamidei in raport cu preparatele cunoscute - caspofungina;

2. Accesibilitatea compusului sub aspect eficienta/pret;
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3. Accesibilitatea materiei prime si originea ei locala;

4. Eficienta si simplitatea metodei de sinteza a acestuia (2 etape).

Compusul (Z/E)-2-(1-((1R,2R,8aS)-2-hidroxi-2,5,5,8a-tetrametildecahidronaftalen-1-il)propan-2-
iliden)hidrazincarbotioamida, ce poseda un schelet hibrid terpenic si tiosemicarbazonic poate fi utilizat in calitate de
compus cu proprietati antifungice pronuntate, fapt confirmat de testarile biologice a acestuia in vitro pe speciile de
fungi Aspergillus niger, Fusarium solani, Penicillium chrysogenum, Penicillium frequentans si Alternaria alternata.
De mentionat, ca obtinerea (Z/E)-2-(1-((1R,2R,8aS)-2-hidroxi-2,5,5,8a-tetrametildecahidronaftalen-1-il)propan-2-
iliden)hidrazincarbotioamidei a fost descrisd in sursa: Blaja S. Sinteza compusilor trinorlabdanici cu fragment
tiosemicarbazonic si 1,3-tiazolic cu potentiala activitate biologica. Materialele conferintei stiintifice a doctoranzilor
»Tendinte contemporane ale dezvoltdrii stiintei: Viziuni ale tinerilor cercetitori”, Editia a V1Il-a, vol. I, Chiginau,
Moldova, 10 iunie 2019, p. 34-37.

in calitate de materie prima pentru obtinerea compusilor revendicati a fost utilizata (+)-sclareolida 1 comercial
accesibila, care intr-o etapa a fost transformata in 8 a-hidroxi-14,15,16-trinorlabd-12-ona 2, cu un randament de
65%, in conformitate cu metoda descrisa in literatura (Cucicova C., Aricu A., Secara E., Vlad P., Ungur N. Procedeu
de obtinere a 14,15-bisnorlabdan-8(9)-en-13-onei, MD 4248). In continuare interactiunea cetonei 2 cu
tiosemicarbazida in etanol, conform metodei descrise anterior de autorii (Mohareb R.M., Wardakhan W.W.,
Elmegeed G.A., Ashour R.M.S. Heterocyclizations of pregnenolone: Novel synthesis of thiosemicarbazone,
thiophene, thiazole, thieno [2,3-b] pyridine derivatives and their cytotoxicity evaluations. Steroids, vol. 77, No 14,
2012, p. 1560-1569) a condus la obtinerea compusului hibrid cu fragment dihomodrimanic si tiosemicarbazonic 3,
cu un randament de 76% (Schema 1). Tiosemicarbazonele au fost obtinute sub forma de amestec a doi
stereoizomeri.

Structura compusului a fost confirmata prin metode de analiza obligatorii, spectroscopie in infrarosu (IR), rezonanta
magnetici nucleard monodimensionali (*H, *C si >N RMN) si bidimensional (2D).

4
Reagenti si conditii: a. CHsLi, Et,0, 20°C, 15 min, 65%; b. NH,NHCSNH,, EtOH, 8 ore, 80°C, 76%.
Schema 1. Sinteza (Z/E)-2-(1-((1R,2R,8aS)-2-hidroxi-2,5,5,8a-tetrametildecahidronaftalen-1-il)propan-2-

iliden)hidrazincarbotioamidei 3 din (+)-sclareolida 1.

In  rezultatul  testdrilor  biologice s-a  demonstrat ci  (Z/E)-2-(1-((1R,2R,8aS)-2-hidroxi-2,5,5,8a-
tetrametildecahidronaftalen-1-il)propan-2-iliden)hidrazincarbotioamida 3 manifestd proprietati  antifungice
pronuntate la valori ale concentratiei minime inhibitorie (CMI) de 0,19 pg/mL, care sunt superioare celor
caracteristice compusilor de referintd caspofungina si comparabila cu cea a compusului din cea mai apropiata solutie
(vezi tabelul).

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

Exemplu de realizare a inventiei

Sinteza (Z/E)-2-(1-((1R,2R,8aS)-2-hidroxi-2,5,5,8a-tetrametildecahidronafthalen-1-il)propan-2-
iliden)hidrazincarbotioamidei 3.

La solutia formata din hidroxicetona 2 (I mmol) in etanol (5 mL) se adauga tiosemicarbazida (1,2 mmol).
Amestecul de reactie se agita la temperatura de 80°C timp de 8 ore, dupa care solventul se distileaza la presiune
redusd. Reziduul obtinut se purifica pe coloana cromatografica impregnata cu SiO, eluent MeOH, obtinandu-se

produsul 3 (randament 76%). Formula moleculard C1gH33N30S. Compus cristalin, p.t. = 97-99°C (MeOH), [ﬂ'] %D -
126.08° (c 1.5, CHCIs). Structura compusului 3 a fost confirmata de datele analizelor:

Spectroscopie in IR (v, cmt): 3426, 3260, 2923, 1589, 1506, 1456, 1443, 1387, 1259, 1082, 936, 733.

Izomerul cis-: (Z2)-2-(1-((1R,2R,8aS)-2-hidroxi-2,5,5,8a-tetrametildecahidronaftalen-1-il)propan-2-
iliden)hidrazincarbotioamida.

Rezonantd magnetici 'H RMN (CDCls, 400 MHz, ppm): §0.75 (3H, s, H-18), 0.79 (3H, s, H-19), 1.14 (3H, s, H-
17), 2.00 (3H, s, H-13), 3.12 (s, OH), 6.67 si 7.21 (ambele s, NH>), 8.58 (s, NH).

Rezonantd magnetici *C RMN (CDCls, 100 MHz, ppm): 6 15.3 (C-20), 16.2 (C-13), 18.4 (C-2), 20.3 (C-6), 21.5
(C-18), 23.9 (C-17), 33.2 (C-4), 33.3 (C-19), 34.7 (C-11), 38.9 (C-10), 40.0 (C-1), 41.6 (C-3), 44.3 (C-7), 56.0 (C-
5), 57.2 (C-9), 73.7 (C-8), 156.9 (C-12), 178.3 (C=S).

Rezonantd magnetici >N RMN (CDCls, 40.54 MHz, ppm.): §103, 164 si 302.

Izomerul trans-: (E)-2-(1-((1R,2R,8aS)-2-hidroxi-2,5,5,8a-tetrametildecahidronaftalen-1-il)propan-2-
iliden)hidrazincarbotioamida.
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Rezonantd magnetici ‘H RMN (CDCls, 400 MHz, ppm): §0.75 (3H, s, H-18), 0.79 (3H, s, H-19), 0.83 (3H, s, H-
20), 1.19 (3H, s, H-17), 1.91 (3H, s, H-13), 3.12 (s, OH), 6.39 i 7.13 (ambele s, NHy), 11.45 (s, NH).

Rezonantd magneticd **C RMN (CDCls, 100 MHz, ppm.): § 15.1 (C-20), 18.2 (C-2), 20.3 (C-6), 21.3 (C-18), 24.3
(C-17), 25.7 (C-13), 28.2 (C-11), 33.1 (C-4), 33.3 (C-19), 38.7 (C-10), 40.2 (C-1), 41.4 (C-3), 43.8 (C-7), 55.6 (C-
5), 57.9 (C-9), 75.1 (C-8), 155.2 (C-12), 177.9 (C=S).

Rezonantd magnetica >N RMN (CDCls, 40.54 MHz, ppm.): 5101, 164 si 298.

Testarea activitatii biologice a (Z/E)-2-(1-((1R,2R,8aS)-2-hidroxi-2,5,5,8a-tetrametildecahidronaftalen-1-il)propan-
2-iliden)hidrazincarbotioamidei 3.

Activitatea biologica a compusului a fost testatd in vitro pe 5 specii de fungi, Aspergillus niger ATCC 53346,
Fusarium solani ATCC 20327, Penicillium chrysogenum ATCC 20044, Penicillium frequentans ATCC 10110 si
Alternaria alternata ATCC 8741, provenite din culturi pure. Rezultatele testarii activitatii biologice exprimate in
valori CMI (concentratia minima inhibitorie) sunt raportate in tabel.

Tabel

Rezultatele testarii activitatii biologice a (Z/E)-2-(1-((1R,2R,8aS)-2-hidroxi-2,5,5,8a-tetrametildecahidronaftalen-1-
il)propan-2-iliden)hidrazincarbotioamidei

Concentratie minima inhibitorie (CMI, pg/mL)
C Aspergillus Fusarium Penicillium Penicillium Alternaria
ompusul . .

niger solani chrysogenum frequentans alternata
Compusul 3 0,19 0,19 0,19 0,19 0,19
Compusul din cea 0,125 0,125 0,125 0,125 0,125

mai apropiata solutie

Caspofungina 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25

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 cesti Petri cu mediul de cultura de tip agar-Sabouraud cu 4% dextroza (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 aplica 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].

Caspofungina (strip test) se utilizeaza ca un compus standard pentru activitatea antifungicd. Compusul standard a
fost furnizat de firma Liofilchem (Italia).

Incarcatura finaldi 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 minimé inhibitorie (CMI) si densitatea viabila a microorganismelor prezente. Valorile
CMI se citesc direct pe banda standard in punctul in care marginea elipsei de inhibitie intersecteazd banda pentru
fiecare tip de microorganisme.

Rezultatul inventiei este conditionat de utilizarea, pentru prima data, a (Z/E)-2-(1-((1R,2R,8aS)-2-hidroxi-2,5,5,8a-
tetrametildecahidronaftalen-1-il)propan-2-iliden)- hidrazincarbotioamidei in calitate de compus ce poseda proprietéti
antifungice.



