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Inventia se refet la domeniul chimiegi medicinei,si anume la sinteza unui compus nou cu scheletchtbrpenicsi
azaheterociclic, care poatgsgaplicare in medicihin calitate de preparat antifungicantibacterian.

Infectile provocate de fungki bacterii sunt foarte aspanditesi aduc prejudicii grave apatatii. Majoritatea
preparatelor antifungicgi antibacteriene existente nu asigwin efect curativ radicaji stabil. Tratamentele
existente, ca regiyl nu conduc la dispaia definitiva a oricirui semn de infgge, ci doar amelioreaztemporar
starea generala pacietilor, aceasta recidivand frecvent cu manidstlinice mai pronutate. Deseori, ca rezultat
al mutaiilor, la fungi si bacterii apare rezistghla preparatele folosite pentru tratament, faptstenuleaz
cercetrile in vederea ginerii de preparate noi.

Din seria de preparate frecvent utilizate Tn pcactnedical este bine cunoscutaspofungina, reprezentant al unei
clase noi de antifungice, numitchinocandine. Acest preparat irthibinteza (1. 3)-3-D-glucanuluisi creste
permeabilitatea celulelor fungice, fapt ce favaaiziescurgerea caimutului citoplasmatic (citolizagi, ca urmare,
moartea acestora [1].

Este cunoscit de asemenea, kanamicina, un agent antibactefigiané din grupa aminoglucozidelor, frecvent
utilizata pentru tratarea unei mari vaggtde infegii [2].

Preparatele mgionate au insunsir de dezavantaje, ce constau in:

- potenialul curativ moderat;

- provoad reagii alergicesi iritatii Tn locul aplicirii;

- provoaé efecte adverse manifestate prin tutbugastrointestinale, urinare etc.

Tn calitate de cea mai apropiaoluie pot servi compii hibrizi terpeno-diazaheterociclici monekdiacilati, care
au fost test@in vitro pe tulpini de bacterii Gram-pozitive gpthylococcus aureus, Sarcina lutea, Bacillus cejieus
Bacillus subtilis)si cele Gram-negative (Escherichia coli, Pseudomagsiginosa), dagi pe tulpini de fungi
(Candida albicans, Candida glabrata&Candida sake). Autorii mgioneaz ca aceti compui manifesti activitate
antibacteriaa buri impotriva speciilor Staphylococcus aureisBacillus cereus Tn compgra cu preparatele
medicamentoase de refetinampicilini, cloramfenicolsi nistatirg) [3]. Derivaii amino-diazinici, care cam in
calitate de componenterpeni@ o unitate homodrimanic au fost okinuti de autori prin doi metode diferite, dar
ntr-o singut etapd, aceatia stabilindsi mecanismele regdor chimice.

La tratarea acidulud®®- biciclohomofarnezenic cu clorura de oxalil a fasttinuta cloranhidrida acidului
biciclohomofarnezenic, care a fost supusagiei in situ cu diazinele coresputinare. In reaga cloranhidridei
acidului biciclohomofarnezenic cu 4-aminopirimidire fost preparat N-(pirimidin-4-iljamida acidului A***
biciclohomofarnezenic cu un randament de 69%. Oodietlternativi de ohinere a N-(pirimidin-4-il)amidei
acidului A®*biciclohomofarnezenic este rgmc direch a acidului A**biciclohomofarnezenic cu 4-
aminopirimidina in prezea diciclocarbodiimideisi 4-dimetilaminopiridinei. In acest caz, pe laingompusul
scontat au fost amuti si doi produi noi N-A®*'% biciclohomofarnezenoil-N,Ndiciclohexilurea si N,N'-
diciclohexilurea, acgia constituind produsele secundare aletieac

Dezavantajul compiilor descrii const in faptul & ei manifest doar activitate antibacteriarpronunati, nu si
antifungia, si doar pe do#éi specii de bacterii din set. Un dezavantaj gsfaptul ci din readii rezulta amestecuri
complexe de produse, ce trebuiefis separate cromatografic, iar randamentele éooldinere variaz puternic, de
la cele joase (~15%) paia cele acceptabile (~60%).

Problema pe care o rezalprezenta inveie consi in largirea gamei de compuenantiopuri, cu activitate
antifungia si antibacteriaf ridicati, olginuti prin semisintez din materii prime de origine vegeialieftine si
accesibile.

Problema se sofioneaz prin aceea i se revendit compusul 11,12-bis-p-tolil-piridazonil-drim-5(6§3-dien-7-
ona cu formula:

care manifestproprietiti antifungicesi antibacteriene.

Extinderea cercetilor stiintifice 1n domeniul elabarii remediilor antifungicesi antibacteriene cu activitate
biologica ridicati, la preuri competitive cu preparatele de import, adaccesibile pentru popula, din materie
prima locak, constituie o problemde importats primordiak pentru Republica Moldova. O valoareaadat
invertiei ofera faptul G materia prind locak este renovahil accesibil si poate fi oinuta din deeurile provenite
din industria uleiurilor etero-oleaginoase.

Rezultatul invetiei consd in oltinerea unui compus nou, terpeno-azaheterociclid 2t 1bis-p-tolil-piridazonil-
drim-5(6),8(9)-dien-7-ofy care poate fi utilizat pentru tratamentul un@afini de natui fungici si bacteria.
Avantajele compusului revendicat constau in:

1. Activitatea biologi@ mai ridicah a 11,12-bis-p-tolil-piridazonil-drim-5(6),8(9)-die7-onei in raport cu
preparatele cunoscute;
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2. Accesibilitatea compusului revendicat sub aspécterta/pre;

3. Accesibilitatea materiei pring originea ei local;

4. Eficienasi simplitatea metodei de sintea acestuia.

Compusul revendicat poate fi utilizat Tn calitate abmpus cu proprigi antifungicesi antibacteriene pronuate,
fapt confirmat de testile biologice ale acestuia in vitro pe speciilefdagi (Aspergillus flavus, Aspergillus niger,
Penicillium chrysogenum, Penicillium frequentagisAlternaria alternata)i tuplinile de bacterii Gram-pozitive
(Bacillus polymyxaki Gram-negative (Pseudomonas aeruginosa).

De menionat & okiinerea a 11,12-bis-p-tolil-piridazonil-drim-5(6)®¢dien-7-onei, dasi rezultatele testilor
biologice ale acestui compus nu au fost descritgrianin literatura de specialitate.

Tn calitate de materie prirpentru okinerea compusului revendicat a fost utilizatlareolida comercial accesiil
care 1n cateva etape a fost transfoamat 11,12-dibromo-drim-5(6),8(9)-dien-7-®rl, cu un randament total de
78%, in conformitate cu metoda destiis literatug (Koltsa M., Mironov G., Malinovskii S., Vlad P.Bynthesis
of drim-8(9)-en-7-one, drim-5,8(9)-dien-7-one, ahdir 11,12-dibromo derivatives from norambreineliRussian
Chemical Bulletin, 1996, vol. 45, nr. 1, p. 208-214

Tn continuare intergiunea dibromurii 1 cu p-tolil-piridazona 2, tiuts si descrig anterior n literatur (Mantu D.,
Moldoveanu C., Nicolescu A., Deleanu C., Mangalalgi®\ facile synthesis of pyridazinone derivativesder
ultrasonic irradiation. Ultrasonics Sonochemisg09, vol. 16, nr. 4, p. 45254), in soltie de dimetilacetamid
(DMAA) anhidra si in prezeima K,CO;, a condus la gmerea 11,12-bis-p-tolil-piridazonil-drim-5(6),8(8jen-7-
onei 3 revendicate, Tntr-o singuetag cu un randament de 77% (Schema 1).

Structura compusului revendicat a fost confirimain metode de analizobligatorii, spectroscopie in infrau (IR),
rezonami magnetié nucleas mono-si bidimensionai (*H, *C RMN si 2D), spectrometrie de magHRMS).

0 )R
O -N
HNN | k,coypmaa i
N _K,COs/DMAA | N \
|
1 2 R=CgH,-CH
CeHarCHg 3(77%) R

Schema 1. Sinteza 11,12-bis-p-tolil-piridazonilrcih(6),8(9)-dien-7-onei 3 din 11,12-dibromo-drin6h8(9)-
dien-7-ona 1

Ca rezultat al testilor biologice s-a demonstrat d 1,12-bis-p-tolil-piridazonil-drim-5(6),8(9)-dief-ona manifest
proprietiti antifungicesi antibacteriene excelente la valori ale conceigraninime inhibitorii (CMI, pg/ml) de
0,005si 0,032, respectiv, care sunt net superioare cetwacteristice compilor de referind caspofungia si
kanamicira (tabel).

Compusul revendicat este stabil Tn contact cu agratial solubil Tn alcoolisi apa, solubil in dimetilsulfoxid
(DMSO), clorua de metilen, acetat de efilacetora.

Exemplu de realizare a invigei

Sinteza 11,12-bis-p-tolil-piridazonil-drim-5(6),9¢dien-7-onei 3.

La soldia format din p-tolil-piridazona 2 (2 mmol) in DMAA anhigl(2 mL) se adaugK,COs; (3 mmol), apoi cu
picatura solgia formati din dibromura 1 (1 mmol) in DMAA anhiélr(2 mL). Amestecul de retie se agi la
temperatura camerei timp de 24 ore, apoi se difueaz40 (10 mL)si se extrage cu clorarde metilen (3 x 10
mL), iar extractul organic se usupe sulfat de sodiu anhidru. Produsul de tieaattinut dugd filtrarea extractulugi
distilarea solventului la presiune reduse purifié prin cromatografie pe coloana cu $i@olosind in calitate de
eluent un amestec format din MeOH/CH@lati Intr-un raport de 0,5:9,5 (v/v). Ca rezultat dgiree 11,12-bis-p-
tolil-piridazonil-drim-5(6),8(9)-dien-7-ona 3 (raathent 77%), compus cristalin, p.t. = 21818°C (MeOH); f]p
+ 54.04° (c = 0.1, CHG). Structura compusului 3 a fost confirthde datele analizelor:

Spectroscopie in IR/( cmit): 2969, 2912, 1652, 1587, 1519, 1394, 1279, 11689, 902, 813.

Rezonami magnetia 'H (CDCk, 8, ppm, J, Hz): 7.57 (1H, d, J 9.72 Hz, H-4"), 7(28, d, J 8.0 Hz, H-24i H-6"),
7.42 (1H, d, J 9.72 Hz, H-4"), 7.41 (2H, d, J 889 H-2"si H-6"), 7.13 (2H, d, J 13.32 Hz, H-3I'H-5"), 7.11 (2H,
d, J 13.32 Hz, H-3%i H-5"), 6.95 (1H, d, J 9.72 Hz, H-5"), 6.81 (1H,H9.72 Hz, H-5'), 6.44 (1H, s, C-6), 5.48
(1H, d, J 14.32 Hz, H-12), 5.44 (1H, d, J 14.96 HZ2), 5.28 (1H, d, J 14.16 Hz, H-11), 5.24 (1H,)d4.76 Hz,
H-11), 2.36 (3H, s, H-7"), 2.31 (3H, s, H-7"), 1.8BH, s, H-15), 1.31 (3H, s, H-14), 1.24 (3H, s]1B) Rezonafi
magnetié *C RMN (CDCE, 8, ppm): 185.47 (C-7), 173.35 (C-5), 159.98 (C-$9.81si 159.34 (C-3'), 144.36i
143.56 (C-67), 139.6% 139.08 (C-4"), 135.01 (C-8), 131.9B131.35 (C-1"), 129.73 (C-4"), 129.68 (C-5'), 12D.
(C-3"si 5"), 129.34 (C-3'%i 5"), 129.14 (C-4"), 125.45 (C-21 6"), 125.43 (C-2'%i 6"), 124.13 (C-6), 46.78 (C-11),
45.83 (C-12), 44.65 (C-10), 39.96 (C-3), 37.35 (C38.69 (C-1), 32.45 (C-13), 29.13 (C-14), 27.0616), 21.19
s 21.17 (C-7"), 17.97 (C-2)°N NMR (CDC}, 8, ppm): 210.9i 209.2 (N-1), 330.3i 327.4 (N-2).

Analiza de mas(m/z): 402 [(M -186, 35)], 319 (3), 278 (2), 261 (3), 217 (2)518), 173 (9), 128 (17), 97 (7), 91
(11), 77 (12), 64 (8), 51 (11); HRMS (Eljagit 402.23141. H3305N, calculat 586.70642.
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Testarea activitii biologice a 11,12-bis-p-tolil-piridazonil-drim¢6),8(9)-dien-7-onei

Activitatea biologi@ a compusului revendicat a fost testat vitro pe 5 specii de fungi (Aspergillus flava§ CC
20046, Aspergillus niger ATCC 53346, Penicilliumryggogenum ATCC 20044, Penicillium frequentans ATCC
10110si Alternaria alternata ATCC 8741) provenite dintoul puresi 2 specii de bacterii: Gram-pozitive (Bacillus
polymyxa ATCC 15970} Gram-negative (Pseudomonas aeruginosa ATCC 278E8)ompusului din cea mai
apropiat soluie N-(pyrimidin-4-iljamida aciduluiA®***biciclohomofarnezenic 4 pe dbuspecii de bacterii.
Rezultatele testilor exprimate in valori CMI (concentia minima inhibitorie) sunt date in tabel.

Tabel

Rezultatele testii activitatii biologice a 11,12-bis-p-tolil-piridazonil-drim¢{6),8(9)-dien-7-onei

Concentrgie minima inhibitorie (CMI, pg/mL)
Compusul A§per- Agper- Penicillium Penicillium Altgrna- Bacil- Pseudomo-
gillus gillus chrysogenum ria nas
. frequentans lus sp. )
flavus niger alternata aeruginosa
Compust 0,005 0,005 0,005 0,005 0,005 0,032 0,032
revendicat
CompustL
conform celei
. ) - - - - - 7 0
mai apropiate
soluii
Caspofuiging 0,2% 0,2t 0,2% 0,2t 0,2t - -
Kanamicin: - - - - - 3,C 3,C

Microorganismele au fost furnizate de American T¢udture Collection (ATCC), USA.

Se pregteste soldia compusului revendicat in DMSO cu o concefgrae 0,5%. Pentru aceste deterdriirse
utilizeaz placi Petri cu mediul de cultarde tip agar-Sabouraud cu 4% dexir¢3DA) pentru fungsi mediu agar
nutritiv-standard | pentru bacterii de la firma Mk(Germania).

Conform procedurilor standard de cultivare (SR-ERV3:2006si NCCLS guidelines) [National Committee on
Clinical Laboratory Standards (NCCLS) Antimicrobialusceptibility Standards (ATS) 2003, for M7 (CMiid
M100] se aplid metoda diltiilor succesive pentru prétirea suspensiei de microorganisme [Carrillo R.rtviaV.
S., Lépez M., Martin T. Tetrahedron, 2995, vol. 64,34, p. 8177-8191].

Caspofungina (strip test) se utilizéaza un compus standard pentru activitatea antidrngikanamicina (strip test)
se utilizeaz pentru activitate antibacterianCompuyii standard sunt furnizede firma Liofilchem (ltalia).

Incarcitura finaki a inoculului-stoc astfel prétit este de 1x18ug/mL. Pkcile inoculate se incubeaia temperatura
de 30°C timp de 7 zile. Primele obsgivae fac dup 48 de ore, iar analiza firaldupg 7 zile, stabilindu-se
concentrga minima inhibitorie (CMI) si densitatea viahil a microorganismelor prezente. Valorile CMI se site
direct pe banda standard Tn punctul in care maagalipsei de inhiljie intersecteazbanda pentru fiecare tip de
microorganisme.

Rezultatul invetiei este condionat de utilizarea, pentru prima daa 11,12-bis-p-tolil-piridazonil-drim-5(6),8(9)-
dien-7-onei Tn calitate de compus ce pasaprietiti antifungicesi antibacteriene prongate.



