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Inventia se referd la chimie si medicina, in special la un compus cu schelet hibrid terpenic si guanidinic si poate fi
utilizat pentru tramentul cancerului.

In practica mondiala designul moleculelor cu proprietati anticancer s-a dezvoltat preponderent in directia sintezei
combinatiilor cis-platinice [1]. Utilizarea compusilor platinici in tratarea cancerului se confruntd in prezent cu
multiple efecte adverse. Problema de asamblare a unor agenti noi de inhibare a proliferarii celulelor canceroase,
eficienti si putin toxici, raméne in continuare una actuala.

Majoritatea preparatelor antiproliferative si citotoxice existente nu asigura un efect curativ radical si stabil.
Tratamentele existente, ca reguld, nu conduc la disparitia definitivd a oricarui semn de boald, ci doar amelioreaza
temporar starea generala a pacientilor, aceasta recidivand frecvent cu manifestari clinice mai pronuntate.

Din seria de preparate frecvent utilizate In practica medicald este bine cunoscutd Cisplatina, care este un
medicament chimioterapic utilizat pentru a trata un numar mare de cancere [2]. Aceasta include cancerul testicular,
cancerul ovarian, cancerul de col uterin, cancerul de sin, cancerul vezicii urinare, cancerul capului si gitului,
cancerul esofagian, cancerul pulmonar, mezoteliomul, tumorile cerebrale si neuroblastomul. Se utilizeazd prin
injectare intravenoasa. Cisplatina este din familia de medicamente antineoplazice bazate pe platina. Functioneaza in
parte prin legarea si inhibarea replicarii ADN.

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

- supresia maduvei osoase;

- problemele auditive;

- problemele de rinichi;

- amorieala;

- tulburari de mers pe jos,

reactii alergice;

- utilizarea 1n timpul sarcinii dduneaza asupra dezvoltarii copilului;

- probleme de electroliza si boli de inima s.a.

Extinderea cercetarilor stiintifice in domeniul elaborarii remediilor anticancer cu activitate biologica ridicata, la

preturi competitive cu preparatele de import, adica accesibile pentru populatie, din materie prima locala, constituie o

problema de importanta primordiala pentru Republica Moldova.

Problema pe care o rezolva inventia consta in largirea gamei de compusi enantiopuri, cu activitate anticanceroasa

ridicatd obtinuti prin semisinteza din materii prime de origine vegetala, ieftine si accesibile. Extinderea cercetarilor

stiintifice in domeniul elaborarii remediilor anticancer cu activitate biologicd ridicata, la preturi competitive cu

preparatele de import, adicd accesibile pentru populatie, din materie prima locald, constituie o problemd de

importanta primordialad pentru Republica Moldova. O valoare adaugata inventiei oferd faptul ca materia prima locala

este renovabila, accesibila si poate fi obtinuta din deseurile provenite din industria uleiurilor etero-oleaginoase.

Esenta inventiei consta in aceea ca se revendica compusul 1-(4-((4aS,8aS)-2,5,5,8a-tetrametil-3,4,4a,5,6,7,8,8a-

octahidronaftalen-1-il)butan-2-il)guanidina pentru utilizare in calitate de compus cu activitate antiproliferativa si

citotoxica.

Rezultatul inventiei consta in obtinerea a unui compus nou, terpeno-guanidinic, care poate fi utilizat pentru tratarea

unor afectiuni de natura canceroasa.

Avantajele compusului revendicat constau in:

1. activitatea biologica mai ridicata a 1-(4-((4aS,8aS)-2,5,5,8a-tetrametil-3,4,4a,5,6,7,8,8a-octahidronaftalen-1-
il)butan-2-il)guanidind 1in raport cu preparatele cunoscute;

2. accesibilitatea compusului revendicat sub aspect eficienta/pret;

3. accesibilitatea materiei prime si originea ei locala;

4. eficienta si simplitatea metodei de sinteza a acestuia.

Inventia  solutioneaza  problema prin aceea cda  1-(4-((4aS,8aS)-2,5,5,8a-tetrametil-3,4,4a,5,6,7,8,8a-
octahidronaftalen-1-il)butan-2-il)guanidina, ce poseda un schelet hibrid terpenic si guanidinic poate fi utilizatd in
calitate de compus cu proprietati anticancer pronuntate, fapt confirmat de testarile activitatii biologice a acestuia in
vitro utilizand teste antiproliferative si de citotoxicitate pentru liniile celulare Colo 205 sensibile la doxorubicing si
liniile celulare Colo 320 de adenocarcinom de colon uman, multidrog-rezistente si doxorubicina-rezistente.

De mentionat, ca obtinerea 1-(4-((4aS,8aS)-2,5,5,8a-tetrametil-3,4,4a,5,6,7,8,8a-octahidronaftalen-1-il)butan-2-
il)guanidind cat si rezultatele testarilor biologice ale acestui compus nu au fost descrise anterior in literatura de
specialitate.

Compusii care contin guanidina pot fi sintetizati direct pornind de la amine. In cererea revendicati se descrie
prepararea derivatilor de guanidina ai 13-amino-14,15- bis-norlabd-8-enei.

Amina (2) se sintetizeaza din sclareolul (1) conform metodei descrise anterior ( Kuchkova K. 1., Aricu A. N., Secara
E. S., Barba A. N,, Dragalin I. P,, Vlad P. F., Ungur N. D. Synthesis of 13-amino-14,15-dinorlabd-8(9)-ene from
sclareol. Russ. Chem. Bull., International Edition, 2014, 63, p. 1-3). Reactia aminei (2) cu hidrogenadianamida de
sodiu in solutie etanol-apa (5:1), care a fost neutralizata cu acid acetic, a dat derivatul guanidinei (3) (Schema 1).
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(a) NH(Na)CN, AcOH; EtOH - H;0 (5:1), 20°C, 24 h, A, 20 h.

Structura compusului revendicat a fost confirmata prin metode de analiza obligatorii, spectroscopie in infrarosu (IR),
rezonanti magnetica nucleard mono- si bidimensionala ('H, 1*C RMN si 2D), spectromerie de masi (HRMS).

In rezultatul testarilor biologice s-a demonstrat, ci compusul (3) are o activitate citotoxica puternica pe liniile
celulare sensibile si rezistente la adenocarcinom de colon (IC50 intre 4 si 8 uM). Interesant: compusul (3) are
activitate citotoxica mai scazutd asupra celulelor fibroblaste pulmonare normale, implicand toxicitatea selectiva a
compusilor. Comparand activitatea citotoxica a compusilor cu cisplatina, compusul (3) a prezentat o activitate
citotoxicd mai puternica, cu selectivitate fata de celulele tumorale.

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

Exemplu de realizare a inventiei

Prepararea 1-(4-((4aS,8aS)-2,5,5,8a-tetrametil-3,4,4a,5,6,7,8,8a-octahidronaftalen-1-il)butan-2-il)guanidina (3).
Solutia de cianamida de sodiu (209 mg, 4,97 mmoli) de NaNHCN in 4,5 ml apa se neutralizeaza cu 0,22 ml AcOH
gheata si se adauga prin picurare la o solutie de amina (2) (230 mg, 0,87 mmoli) in amestec EtOH-H,0 (5:1) (11 ml)
la agitare. Amestecul de reactie se agita la temperatura camerei timp de 24 ore, apoi se refluxeaza timp de 20 ore, se
neutralizeaza cu NaHCOs si se extrage cu EtOAc (3x50 ml). Extractul se usucd si se concentreaza in vid, obtinandu-
se un reziduu brut (350mg), care se cromatografiaza rapid pe silicagel (10,5 g, eluent: CHCI3-CH3OH, 4:1) pentru a
se obtine derivatul guanidinei (3) (79 mg).

1-(4-((4aS,8aS)-2,5,5,8a-tetrametil-3,4,4a,5,6,7,8,8a-octahidronaftalen-1-il)butan-2-il)guanidina (3).

(Randament 60%) sub forma de ulei (amestec inseparabil de diasterecizomeri in raport 1:1 conform datelor 1H
RMN), [a]o? + 41,8 (c 2,8, CHCI3); IR (CHCI3) 3431, 3339, 3254, 2928, 2867, 1677, 1619, 1591, 1461, 1403,
1338, 1151, 1046, 1006, 788 cm™; 1H RMN (CDCls, 400 MHz): 5= 6,2-5,13 (8H, m, 2x (2NH si NHy)), 3,08 (2H,
m, H-13) (6H, s, H-15), 1,26 (6H, m, H-14), 0,92 (6H), 0,86 (6H, s, H-16), 0,82 (6H, s, H-17); 13C RMN (CDCls,
100 MHz): 6 = 167,1 (C = NH), 139,6, 139,5 (C, C9), 126.4, 126.3 (C, C- (CH, C-13), 41,8, 41,0 (CH>, C-3), 39,3,
39,0 (CH,, C-1) (CHs, C-17), 21,4 (CHs, C-7), 33,4, 33,3, C-14), 20,2 (CHs, C-18), 19,6, 19,5 (CHs, C-15), 19,1
(CHy, C-2), 19,0 (CH2, C-6); HRESIMS m/z (pos): 305,2904. CigH3sNs (calculat 305,5056); Anal. Calc. pentru
CioH3sNs: C, 74,70; H, 11,55; N, 13,75. Gasit: C, 74,50; H, 11,35; N, 13,58.

Testarea activitatii biologice a 1-(4-((4aS,8aS)-2,5,5,8a-tetrametil-3,4,4a,5,6,7,8,8a-octahidronaftalen-1-il)butan-2-
il)guanidina (3).

Activitatea biologicd a compusului revendicat a fost testatd in vitro cu utilizarea testelor antiproliferative si de
citotoxicitate pentru liniile celulare Colo 205 Sensibile la doxorubicina si liniile celulare Colo 320 de
adenocarcinom colon uman, multidrog-rezistente si doxorubicina-rezistente.

Rezistenta celulelor Colo 320 este mediata in primul rand prin supraexpresia ABCB1 (glicoproteina P), membru al
xenohioticelor de extractie a casetei de legare ATP (ABC) din celule. Relatia dintre nivelul de expresie al
proteinelor transportoare MDR, cum ar fi transportatorii ABC si sensibilitatea la medicamente sau posibili candidati
la medicamente, are o importanta deosebita in ceea ce priveste chimioterapia clinica si experimentald si dezvoltarea
de medicamente.

Pentru a determina activitatea compusilor asupra proliferirii celulare, a fost ales un numir scizut de celule (6x103
celule/godeu). Perioada de incubare a testului MTT a fost de 72 ore. Cisplatina a fost utilizata ca un control pozitiv.
Compusul (3) a exercitat o activitate antiproliferativa puternica asupra ambelor linii celulare de adenocarcinom de
colon (IC50 intre 3 si 8 uM). Rezultatele testarilor sunt raportate in tabelul 1.
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Activitatea antiproliferativa si citotoxica

Tabelul 1

[ 1 Efectul antiproliferativ, | I fectul citotoxic, ]
Compusul (M) (uUM)

| " Colo205 | Colo320 | Colo205 | Colo320 | MRCS

. sensibil rezistent | sensibil | rezistent fibroblastele ;

\ ' pulmonare umane |

|— - , - - ]l

3 3.36+£0,69 | 3,45£1,10 | 4,12=1.18 7.02+1.92 15.34+4.8 !

Cisplatina | 53 547 95 | 974311 | 66.77+4.62 12.17+1.01 44,1241.28

In testul citotoxicitatii, a fost utilizat un numar mare de celule (2x10* celule/godeu) si inhibarea cresterii celulare a
fost determinata dupa 24 de ore prin testul MTT pentru a investiga toxicitatea compusilor. Cisplatina a fost utilizata
ca un control pozitiv, iar citotoxicitatea a fost masuratd si in celule fibroblaste pulmonare embrionare umane
normale (MRC-5). Solventul DMSO nu a afectat viabilitatea celulelor. Compusul (3) are o activitate citotoxica
puterpicd pe liniile celulare sensibile si rezistent la adenocarcinom de colon (IC50 intre 4 si 8 pM). Interesant:
compusul (3) are activitate citotoxica mai scdzutd asupra celulelor fibroblaste pulmonare normale, implicind
toxicitatea selectivdi a compusilor. Comparand activitatea citotoxicd a compusilor cu cisplatina, compusul a
prezentat o activitate citotoxicd mai puternica cu selectivitate fata de celulele tumorale.

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

Liniile celulare de adenocarcinom de colon Colon 205 sensibil la doxorubicina (ATCC-CCL-222) si Colo 320
multidrog-rezistente/ MDR-LRP care au supraexprimat ABCB1 (MDR1) -LRP (ATCC-CCL-220.1) au fost
achizitionate de la LGC Promochem, Teddington, UK. Celulele au fost cultivate in mediu RPMI 1640 suplimentat
cu 10% ser fetal bovin inactivat termic, 2 mM L-glutamina, 1 mM Napiruvat si 100 mM Hepes. Liniile celulare au
fost incubate la 37°C, intr-un amestec de 5% CO; si 95% aer. Celulele semi-aderente de cancer de colon uman au
fost detasate cu solutia Trypsin-Versene (EDTA) timp de 5 min la 37°C.

Linia de celule fibroblastice pulmonare embrionare umane MRC-5 (ATCC CCL-171) a fost achizitionata de la LGC
Promochem, Tecdinwon, UK. Linia celulara a fost cultivatid in mediul minimal esential Eagle (EMEM, continand
4,5 g/L glucoza) suplimentat cu un amestec de aminoacizi neesentiali, selectie de vitamine si ser de fetal bovin
inactivat termic de 10%. Liniile celulare au fost incubate la 37°C, intr-un amestec de 5% CO- si 95% aer.

Analiza pentru efect citotoxic

in studiul MRC-5, fibroblastele pulmonare embrionare umane necanceroase si liniile celulare de adenocarcinom
colonic uman (celule Colo 205 sensibile la doxorubicina si celule de adenocarcinom de colon Colo 320 multidrog-
rezistente) au fost utilizate pentru a determina efectul compusilor asupra cresterii ( Efectele concentratiilor crescande
de compusi asupra cresterii celulare au fost testate pe placi de microtitrare cu fund plat cu 96 de godeuri. Compusii
au fost diluati intr-un volum de 100 pL de mediu.

Celulele fibroblaste pulmonare embrionare umane aderente au fost cultivate pe placi de microtitrare cu fund plat cu
96 de godeuri, utilizind EMEM suplimentat cu ser fetal bovin inactivat termic de 10%. Densitatea celulelor a fost
ajustatd la 2x10* celule in 100 uL per godeu, celulele au fost insimantate timp de 24 ore la 37°C, 5% CO, apoi
mediul a fost indepdrtat din placile care contin celulele si dilutiile compusilor anterior pregatite intr-o placa separata
au fost adaugate celule lor in 200 pL.

in cazul celulelor adenocarcinomului de colon, dublele dilutii in serie ale compusilor au fost preparate in 100 pL de
RPMI 1640, orizontal. Celulele de adenocarcinom colorectal semi-aderent au fost tratate cu solutie Tripsin-Versene
(EDTA). Acestea au fost ajustate la o densitate de 2x10* celule in 100 pL de mediu RPMI 1640 si au fost adiugate
in fiecare godeu, cu exceptia godeurilor de control al mediului. Volumul final al godeurilor a fost de 200 pL
contindnd compusi si celule.

Placile de culturd au fost incubate la 37°C, timp de 24 ore, iar la sfarsitul perioadei de incubare s-au adiugat in
fiecare godeu 20 plL de solutie MTT (albastru de tiazolil bromurad de tetrazoliu, Sigma) (dintr-0 solutie stoc de 5
mg/ml). Dupa incubare la 37°C, timp de 4 ore s-au addugat 100 pL de solutie de dodecil sulfat de sodiu (SDS)
(Sigma) (10% in 0,01 M HCI) la fiecare godeu si plécle au fost incubate suplimentar la 37°C pe noapte. Cresterea
celulelor a fost determinata prin masurarea densitatii optice (OD) la 540/630 nm cu Multiscan EX ELISA (Thermo
Labsystems, Cheshire, WA, SUA). Inhibarea cresterii celulare a fost determinata conform formulei de mai jos:
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1C50 = 100 -| - 0D proba—0D controlul medindui 100

| OD controlul celular — OD controlul medinlii |

Rezultatele sunt exprimate in termeni de IC50, definit doza inhibitoare care reduce cresterea celulelor expuse la
compusii testati cu 50%.

Analiza pentru efect antiproliferativ

Metoda este similard celei descrise in testul pentru efectul citotoxic. In testul de testare a inhibarii proliferarii
celulare s-au distribuit 6x10° celule de adenocarcinom de colon in 100 puL mediu, cu exceptia godeurilor de control
al mediului. Placile de cultura au fost incubate la 37°C, timp de 72 ore si dupa perioada de incubare placile au fost
colorate cu MTT conform protocolului experimental anterior descris pentru testul citotoxicitatii.

Rezultatul inventiei este conditionat de utilizarea pentru prima data a 1-(4-((4aS,8aS)-2,5,58a-tetrametil-
3,4,4a,5,6,7,8,8a-octahidronaftalen-1-il)butan-2-il)guanidina ~ in calitate de compus ce posedd proprietati
antiproliferative si anticancer pronuntate.



