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(54) 5-(Homodrim-6,8-dien-11-il)-1,3,4-tiadiazol-2(3H)-imina cu proprietaiti
antifungice

(57) Rezumat:
1

Inventia se referd la domeniul chimiei si
medicinei, i anume la un compus nou cu
schelet hibrid terpenic si 1,3,4-tiadiazolic, care
poate gasi aplicare in medicind in calitate de
preparat antifungic.

Conform inventiei, se revendica
compusul  5-(homodrim-6,8-dien-11-il)-1,3,4-
tiadiazol-2(3H)-imina cu formula:

care  manifestda  proprietati  antifungice
pronuntate si intr-un grad mai mic proprietati
antibacteriene.
Revendicari: 2



(54) 5-(Homodrim-6,8-diene-11-yl)-1,3,4-thiadiazol-2(3H)-imine with antifungal

properties

(57) Abstract:
1

The invention relates to the field of
chemistry and medicine, namely to a new
compound with hybrid terpene and 1,3,4-
thiadiazole skeleton, which can be used in
medicine as an antifungal drug.

According to the invention, claimed is
5-(homodrim-6,8-diene-11-yl)-1,3,4-
thiadiazol-2(3H)-imine compound of the
formula:

which  exhibits  pronounced  antifungal
properties and to a lesser extent antibacterial
properties.
Claims: 2

(54) 5-(T'omoapum-6,8-nuen-11-un)-1,3,4-rnaanazon-2(3H)-umuH ¢

aHTHFpI/IﬁKOBbIMI/I CBOMCTBAMH

(57) Pedepar:

N3obperenne otHocUTCs K oOmacTu
XMUMUH U MEIUIMHBI, @ MMEHHO K HOBOMY
COEJIMHEHUIO C THOPUIHBIM TEPIECHOBBIM U
1,3,4-Tnaina3ompHBIM  CKEJIETOM,  KOTOpOE
MOXET HAWTH NpUMEHEHHE B MEIUIMHE B
Ka4yeCTBe aHTUTPUOKOBOIO Mpernapara.

CorylacHO H300pETEHUI0, 3asBISIETCS
coequHeHue  5-(romonpum-6,8-muen-11-mn)-
1,3,4-tuaana3zon-2(3H)-umun ¢ hopmyoii:

2
N—NH
/ NH
S
KOTOpoe MIPOSBIISIET BBIPaXKCHHBIE

AHTUTPUOKOBBIE CBOWCTBA M B MEHBIICH
CTENEeHH aHTHOAKTEPHUAIIbHBIC CBOHCTBA.
I1. popmymsr: 2
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Descriere:
(Descrierea se publici in varianta redactata de solicitant)

Inventia se referd la domeniul chimiei si medicinei, si anume la sinteza unui compus nou cu
schelet hibrid terpenic si 1,3,4-tiadiazolic, care poate gasi aplicare in medicind in calitate de
preparat antifungic.

Infectiile provocate de fungi si bacterii sunt foarte raspandite si aduc prejudicii grave
sanatatii. Majoritatea preparatelor antifungice si antibacteriene existente nu asigurda un efect
curativ stabil si complet. Tratamentele existente, ca reguld, nu conduc la disparitia definitiva a
oricarui semn de infectie, ci doar amelioreazd temporar starea generala 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 medicala este bine cunoscuta Caspofungina,
reprezentant al unei clase noi de antifungice numit echinocandine. Acest preparat inhiba sinteza
(1>3)-p-D-glucanului si creste permeabilitatea celulelor fungice, fapt ce favorizeazd scurgerea
continutului citoplasmatic (citoliza) si ca urmare, moartea acestora [1].

Este cunoscuta, de asemenea, Kanamicina, un agent antibacterian eficient din grupa
aminoglicozidelor, frecvent utilizat pentru tratarea unei mari varietati de infectii [2].

Preparatele mentionate insd au 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.

Din stadiul tehnicii este cunoscut compusul cu schelet hibrid terpenic si tiadiazolic,
(1R,2R,8aS)-1-((5-mercapto-1,3,4-tiadiazol-2-il)metil)-2,5,5,8a-tetrametildecahidronaftalen-2-ol,
care manifestd proprietati antifungice si antibacteriene la valori MIC = 0,032 mg/mL si 0,094
mg/mL, respectiv [3]. Acesta este obtinut in cateva etape din (+)-sclareolidd, un produs de
degradare oxidativa a diterpenoidei labdanice naturale (-)-sclareol, izolat industrial din concretul
de Salvie tdmaioasa (Salvia sclarea L.). Procedeul de obtinere include si etapa de heterociclizare a
hidrazidei intermediare ca urmare a interactiunii cu disulfura de tetrametiltiuram (TMTD), care
conduce la formarea inelului tiadiazolic, substituit in pozitia 2- prin grupa sulfhidril (-SH).

Dezavantajul principal al procedeului de sintezd a acestui compus consta in faptul ca el
prezinta dificultati in cazul aplicarii la scard industriald. Reactia de heterociclizare este foarte
sensibila la raportul substrat:reagent (hidrazida:TMTD) utilizat, iar in cazul nerespectarii
conditiilor optime din ea rezultd un amestec de produse de reactie, 5-(8a-hidroxidriman-11-il)-
1,3,4-oxadiazol-2(3H)-tiona si  (1R,2R,8aS)-1-((5-mercapto-1,3,4-tiadiazol-2-il)metil)-2,5,5,8a-
tetrametildecahidronaftalen-2-olul dorit, care necesita suplimentar separare cromatografica.

Un alt dezavantaj al acestui procedeu constd in faptul ca, disulfura de tetrametiltiuram
(TMTD) este un reagent utilizat in cantitati mici preponderent in sintezele de laborator. Conform
prevederilor europene (EU Regulation (EC) No 1272/2008) acest reagent prezinta probleme de
sigurantd pentru persoanele implicate in procesul de sinteza si pentru mediu, pericol sporit pentru
sdndtatea acestora (iritarea pielii, ochilor, toxicitate la inhalare s.a.) si pericol ecologic in special
pentru mediile acvatice, atat el cat si produsele secundare derivate din el pe durata reactiei. De
asemenea, autorii mentioneaza ca (1R,2R,8aS)-1-((5-mercapto-1,3,4-tiadiazol-2-il)metil)-2,5,5,8a-
tetrametildecahidronaftalen-2-olul se caracterizeaza printr-o solubilitate scazuta in apa, ceea ce
prezinta un dezavantaj pentru un preparat farmaceutic.

Din stadiul tehnicii sunt cunoscuti compusii hibrizi cu proprietdti biologice din sirul
tetranorlabdanic, obtinuti din materie prima (+)-sclareolida, si care contin suplimentar unitatea
structurald 2-amino-1,3,4-tiadiazolica, substituita cu radicali alil, fenil sau 4-metil-fenil [4].
Compusii au fost testati in vitro atat pe tulpini de fungi (Aspergillus flavus, Aspergillus niger,
Penicillium chrysogenum, Penicillium frequentans si Alternaria alternata) cat si pe tulpinile de
bacterii Gram-pozitive (Bacillus sp.) si Gram-negative (Pseudomonas aeruginosa). Autorii au
stabilit ca doar unul dintre compusii sintetizati, (1R,2R,8aS)-1-((5-(alilamino)-1,3,4-tiadiazol-2-
il)metil)-2,5,5,8a-tetra- metildecahidro-naftalen-2-olul 1, cu formula:
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manifestd o activitate antifungicd §i antibacterianda ridicatd in raport cu preparatele
medicamentoase de referintd caspofungina si kanamicina. Reiesind din proprietatile biologice si
structura sa hibrida constituita din unitéti structurale relativ apropiate, compusul 1 poate fi selectat
in calitate de analog proxim.

Dezavantajul compusilor descrisi, inclusiv si al analogului proxim, constd in activitatea
antifungica mai redusa a acestora in comparatie cu compusul revendicat.

Problema pe care o rezolva prezenta inventie constd in largirea gamei de compusi
enantiomeric puri, cu activitate antifungica ridicata, obtinuti prin semisinteze din (+)-sclareolida, o
materie prima de origine vegetald, ieftind si accesibila si care contin nucleul tiadiazolic fara
grupare functionala tiolica in pozitia 5-.

Problema se solutioneazd prin aceea c¢d din materia prima vegetald (+)-sclareolida a fost
sintetizat un nou compus hibrid 4 5-(homodrim-6,8-dien-11-il)-1,3,4-tiadiazol-2(3H)-imina cu
formula:

>
~

4

care manifestd proprietdti antifungice pronuntate. Compusul 4 in raport cu analogul proxim 1
contine 1n calitate de unitati structurale gruparea homodrimandienica in loc de unitatea structurala
tetranorlabdanicd, hidroxilata in pozitia 8, iar in calitate de unitate structurala tiadiazolica - 1,3,4-
tiadiazol-2-imina nesubstituitd la atomul de azot lateral.

Extinderea cercetarilor stiintifico-aplicative realizate in Republica Moldova in domeniul
elaborarii remediilor antifungice si antibacteriene cu activitate biologica ridicata are puncte forte
deoarece oferd preparate la preturi competitive cu cele de import, adica accesibile pentru populatie,
si are la bazd materia prima locald. O valoare adaugatd inventiei oferd faptul ca materia prima
locala este renovabila, accesibild si poate fi obtinutd din deseurile provenite din industria uleiurilor
etero-oleaginoase.

Rezultatul inventiei consta in obtinerea unui compus nou, terpeno-tiadiazolic 5-(homodrim-
6,8-dien-11-il)-1,3,4-tiadiazol-2(3H)-imina (4), care poate fi utilizat pentru tratarea unor afectiuni
de natura fungica.

Rezultatul inventiei a fost confirmat de testérile biologice a acestuia in vitro pe speciile de
fungi (Aspergillus niger, Fusarium solani, Penicillium chrysogenum, Penicillium frequentans si
Alternaria alternata). Totodatd compusul revendicat pentru comparatie a fost testat si pe tulpinile
de bacterii Gram-pozitive (Bacillus polymyxa) si Gram-negative (Pseudomonas aeruginosa).

Avantajul compusului revendicat consta in faptul ca el poseda o activitate antifungica net
superioard in raport cu preparatul cunoscut caspofungina, iar in raport cu analogul proxim 1 - o
activitate mai ridicata. Totodatd pentru compusul revendicat materia prima este de origine locala si
accesibila.

Este necesar de mentionat cd activitatea biologicd a compusului 4 este relativ selectiva,
deoarece activitatea sa antibacteriand este mai inferioara fatd de analogul proxim 1, dar mai
ridicata comparativ cu preparatul antibacterian cunoscut kanamicina. De asemenea de mentionat,
ca obtinerea 5-(homodrim-6,8-dien-11-il)-1,3,4-tiadiazol-2(3H)-iminei, dar si rezultatele testarilor
biologice ale acestui compus nu au fost descrise anterior in literatura de specialitate.

in calitate de materie primd pentru obtinerea compusului revendicat a fost utilizata (+)-
sclareolida accesibila comercial, care in cateva etape a fost transformata in acidul 11-homodrim-
6,8-dien-12-oic 2, cu un randament total de 53%, in conformitate cu metoda descrisi in literatura
(Ciocarlan A., Aricu A., Lungu L., Edu C., Barba A., Shova S., Mangalagiu I.1., D’Ambrosio M.,
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Nicolescu A., Deleanu C., Vornicu N. Synthesis of novel tetranorlabdane derivatives with
unprecedented carbon skeleton. Synlett, 2017, vol. 28, nr. 5, p. 565-571).

in continuare, interactiunea acidului 2 cu tiosemicarbazida in prezenta de 1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil)carbodiimidd (EDC) in clorura de metilen a condus la obtinerea compusului
hibrid cu fragment homodrimanic si tiosemicarbazidic 3 intermediar. Aciltiosemicarbazida 3 a fost
supusd reactiei de ciclizare in prezenta trietilaminei (EtsN) in mediu apos, conform metodei
descrise anterior (Aryanasab F., Halimehjani A.Z., Saidi M.R. Dithiocarbamate as an efficient
intermediate for the synthesis of 2-amino-1,3,4-thiadiazoles in water. Tetrahedron Letters. 2010,
vol. 51, nr. 3, p. 790-792), cu formarea 5-(homodrim-6,8-dien-11-il)-1,3,4-tiadiazol-2(3H)-iminei
4 revendicate, cu un randament total de 75% (Schema 1).

Structura compusului revendicat a fost confirmatd prin metode de analizd obligatorii,
spectroscopie in infrarosu (IR), rezonanti magnetici nucleard monodimensionald (*H, *3C si N
RMN) si bidimensionala (2D).

0]

N

NH

S NH

NH,
NH,NHC(S)NH, Et;N, H,0
EDC, CH,CI,, A, 16h,75%
t.c., 24h, 85% T
4
Schema 1. Sinteza 5-(homodrim-6,8-dien-11-il)-1,3,4-tiadiazol-2(3H)-iminei 4.

in rezultatul testarilor biologice s-a demonstrat ca 5-(homodrim-6,8-dien-11-il)-1,3,4-
tiadiazol-2(3H)-imina manifesta proprietai antifungice excelente si intr-un grad mai mic
antibacteriene la valori ale concentratiei minime inhibitorie (CMI, pg/mL) de 0,125 si 2,5 pg/mL,
respective, dar care sunt superioare celor caracteristice compusilor de referintd caspofungina,
kanamicina si compusul 1 (vezi tabelul).

Compusul revendicat 4 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 5-(homodrim-6,8-dien-11-il)-1,3,4-tiadiazol-2(3H)-iminei 4

Solutia formatd din tiosemicarbazida 3 (1 mmol) in EtsN (0,4 mL) si apa (3 mL) se agita la
reflux timp de 16 ore, iar dupa racire amestecul de reactie se toarnd in solutie apoasd de KOH (15
mL). Dupa finisarea reactiei, in amestec se adauga apa (10 mL) si acesta se extrage cu clorurad de
metilen (3 x 10 mL). Extractul organic combinat se spald cu apa (15 mL) si se usuca 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 SiO;, folosind in calitate de eluent un
amestec format din MeOH/CH,Cly, luati intr-un raport de 0,2:9,8 (v/v). Ca rezultat se obtine 5-
(homodrim-6,8-dien-11-il)-1,3,4-tiadiazol-2(3H)-imina 4 (randament 75%), compus cristalin p.t. =

210.. 2112¢: [ = 5,997 (€=2,2, CHCIs). Structura compusului 4 a fost confirmati de datele
analizelor spectrale:

Spectroscopie in IR (v, cm™): 3083, 2915, 1578, 1498, 1451, 1385, 1208, 1090, 994, 759.

Rezonantd magnetici 'H RMN (DMSO-dg, &, ppm, J, Hz): 13.20 si 13.08 (ambele singlete
monoprotonice, NH), 5.89 (1H, dd, J 9.6, 2.9 Hz, H-7), 5.80 (1H, dd, J 9.6, 2.3 Hz, H-6), 3.36 (1H,
d, J 16.2 Hz, H-11), 3.25 (1H, d, J 16.6 Hz, H-11), 1.95 (1H, t, J 2.70 Hz, H-5), 1.69 (3H, s, H-13),
0.89 (3H, s, H-14), 0.91 (3H, s, H-15), 0.74 (3H, s, H-16).

Rezonantd magneticd *C RMN (DMSO-ds, &, ppm): 166.20 (C=N), 152.17 (C-12), 137.10
(C-9), 129.72 (C-7), 128.37 (C-8), 128.08 (C-6), 52.57 (C-5), 40.85 (C-3), 38.74 (C-10), 34.87 (C-
1), 33.08 (C-4), 32.61 (C-14), 23.51 (C-11), 23.21 (C-15), 18.50 (C-13), 18.80 (C-2), 15.38 (C-
16).

Rezonantd magneticd >N RMN (DMSO-ds, 6, ppm): 277.8, 208.0, 177.2.
Testarea activititii biologice a 5-(homodrim-6,8-dien-11-il)-1,3,4-tiadiazol-2(3H)-iminei 4

Activitatea biologica a compusului revendicat a fost testata 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 si 2 specii de bacterii: Gram-pozitive (Bacillus polymyxa ATCC 15970) si Gram-
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negative (Pseudomonas aeruginosa ATCC 27813). Rezultatele restdrii activitdtii biologice
exprimate in valori CMI (concentratia minima inhibitorie) sunt prezentate in tabelul de mai jos.

Tabel
Rezultatele testarii activitatii biologice
5 a 5-(homodrim-6,8-dien-11-il)-1,3,4-tiadiazol-2(3H)-iminei 4
Concentratie minima inhibitorie (CMI, ng/mL)
Compusul Aspergillus  [Fusarium  |Penicillium Penicillium  |Alternaria  |Bacillus |Pseudomonas
niger . chrysogenum frequentans |alternata aeruginosa
solani polymyxa
Compusul 0,125 0,125 0,125 0,125 0,125 2,5 2,5
revendicat 4
Caspofungina |0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 - -
Kanamicina - - - - - 4,0 4,0
Analogul 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,5 0,5
proxim 1

10

15

20

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 determindri se utilizeaza placi Petri cu mediul de culturd 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
pregétirea suspensiei de microorganisme [Carrillo R., Martin V. S., Lopez M., Martin T.
Tetrahedron, 2005, vol. 61, nr. 34, p. 8177-8191].

Caspofungina (strip test) se utilizeaza ca un compus standard de referintd pentru activitatea
antifungica si kanamicina (strip test) se utilizeazad pentru activitatea antibacteriana. Compusii
standard sunt furnizati de firma Liofilchem (Italia).

Incarcatura finald 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 finala dupa 7 zile, stabilindu-se concentratia minima inhibitorie (CMI) si densitatea viabila
a microorganismelor prezente. Valorile CMI 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 sinteza unui compus hibrid nou 5-(homodrim-6,8-
dien-11-il)-1,3,4-tiadiazol-2(3H)-imina 4, ce poseda proprietati antifungice pronuntate comparativ
cu compusii cunoscuti din stadiul tehnicii. Totodatd compusul 4 posedd intr-un grad mai mic si
proprietati antibacteriene, dar care sunt mai superioare comparativ cu preparatul cunoscut
kanamicina.
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(57) Revendicari:

1. Compus 5-(homodrim-6,8-dien-11-il)-1,3,4-tiadiazol-2(3H)-imina cu formula:
N—NH

2. Compus, conform revendicdrii 1, caracterizat prin aceea cd manifestd proprietati
antifungice.
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