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Inventia se refera la compusii organici cu schelet hibrid terpenic si benzimidazolic, si anume la 2-amino-1-
(A8,9-biciclohomofarnesenoil)-benzimidazol, care poate fi utilizat in calitate de compus cu proprietati antifungice si
antibacteriene.

Bolile infectioase cauzate de fungi si bacterii au cunoscut o raspandire vertiginoasa in ultimii ani, devenind una
dintre preocuparile de maxima importanta in majoritatea tarilor din lumea intreaga. Majoritatea preparatelor
antimicrobiene existente nu asigura vindecarea stabila si completa a afectiunilor. Tratamentele existente, ca regula,
nu conduc la disparitia definitiva a infectiei, ci doar amelioreaza temporar starea generald a pacientilor, aceasta
recidivand frecvent cu manifestari clinice mai pronuntate.

Dintre preparatele frecvent utilizate in practica medicala este bine cunoscutd Caspofungina, un antifungic din clasa
echinocandinelor, fiind utilizat in tratamentul urmatoarelor infectii fungice: candidemie sau alte infectii candidozice
invazive si aspergilozd invaziva. Acest preparat inhiba sinteza (1—3)-B-D-glucanului si creste permeabilitatea
membranelor celulare ale fungilor patogeni, fapt ce favorizeaza citoliza si ca urmare, moartea acestora [1].
Kanamicina este un antibiotic cu actiune bactericida din clasa aminoglicozidelor, fiind utilizat in tratamentul unor
infectii bacteriene. Printre acestea se numara infectiile produse de Escherichia coli, Proteus sp., Klebsiella
pneumoniae si Acinetobacter baumannii [2].

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

- eficienta redusi a preparatului;

- provoaca reactii alergice si iritatii in locul aplicérii;

- tulburdri renale si ale cdilor urinare;

- intoleranta gastro-intestinala, etc.

Prin urmare, exista 0 necesitate stringenta de a proiecta noi structuri moleculare cu proprietati antimicrobiene, care
ar putea servi pentru obtinerea unor preparate medicinale noi si eficiente in tratamentul infectiilor provocate de fungi
si bacterii. Produsele naturale reprezinta 0 sursa importanta de compusi noi biologic activi. Originea naturald a
acestora presupune biocompatibilitate, activitate biologica selectiva si toxicitate redusa. Terpenoidele sunt tocmai
astfel de compusi naturali sau obtinuti prin sinteza, cu o aplicare largd in medicina, farmaceutica, cosmetica si
agriculturd. Un loc aparte le revine compusilor cu schelet combinat terpenic si heterociclic care manifesta
bioactivitate superioara fata de medicamentele cunoscute.

in calitate de cea mai apropiatd solutie este cunoscut compusul hibrid 1 cu proprietiti biologice, care contine
scheletul homodrimdienic si suplimentar unitatea structurala 2-imino-1,3,4-tiadiazolicad nesubstituitd la atomul de
azot lateral [3].

Acest compus a fost testat in vitro atat pe tulpinile de fungi (Aspergillus flavus, Aspergillus niger, Penicillium
chrysogenum, Penicillium frequentans si Alternaria alternata) cat si pe speciile de bacterii Gram-pozitive (Bacillus
sp.) si Gram-negative (Pseudomonas aeruginosa). Autorii au stabilit ca compusul sintetizat, 5-(homodrim-6,8-dien-
11-il)-1,3,4-tiadiazol-2(3H)-imina 1, cu formula:

1
manifestd 0 activitate antifungicd si antibacteriana ridicatd in raport cu preparatele medicamentoase de referinta
Caspofungina si Kanamicina. Reiesind din proprietatile biologice si structura sa hibridd constituitd din unitati
structurale relativ apropiate, compusul 1 poate fi selectat in calitate de analog proxim. Compusul revendicat 4 se
deosebeste de analogul proxim 1 prin faptul ca unitatea sa structurald terpenica nu este homodrimandienica, ci
bishomodrimenicd cu grupa cetonica in pozitia C12, iar fragmentul structural heterociclic este un 2-amino-
benzimidazol substituit la atomul de azot N1, versus 1,3,4-tiadiazol-2-imina nesubstituitad la atomul de azot lateral.
Dezavantajul analogului proxim, constd in activitatea antifungica si antibacteriand mai redusa in comparatie cu
compusul revendicat.
Problema pe care o rezolva inventia constd in largirea gamei de compusi enantiopuri cu schelet hibrid terpeno-
benzimidazolic, cu activitate antifungica si antibacteriana inalta. De 0 importanta primordiala separata este faptul ca
materia prima de baza este autohtond, renovabild si usor accesibila, reprezentdnd deseurile din industria uleiurilor
eterice.
Esenta inventiei constd in obtinerea unui compus nou, terpeno-benzimidazolic  2-amino-1-
(A8,9—biciclohomofarnesenoil)-benzimidazolul (4), care poate fi utilizat pentru tratarea unor afectiuni de natura
fungica si bacteriana.
Avantajele compusului revendicat constau in:
1. Activitatea antimicrobiand mai ridicatd a 2-amino-1-(A8,9—biciclohomofarnesenoil)-benzimidazolului in raport
cu preparatele comerciale Caspofungina si Kanamicina;
2. Accesibilitatea compusului revendicat sub aspect eficienta/pret;
3. Accesibilitatea materiei prime si originea ei locala;
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4. Componenta heterociclica folosita in reactia de cuplare cu componenta terpenicé, 2-aminobenzimidazolul, este
un reagent comercial, accesibil si ieftin.
Inventia solutioneaza problema prin aceea ca 2-amino-1-(A8,9—biciclohomofarnesenoil)-benzimidazol (4), ce
poseda un schelet hibrid terpenic si benzimidazolic poate fi utilizat in calitate de compus cu proprietati antifungice si
antibacteriene pronuntate, fapt confirmat de testarile biologice a acestuia in vitro pe tulpinile de fungi (Aspergillus
niger, Fusarium solani, Penicillium chrysogenum, Penicillium frequentans si Alternaria alternata). Totodata
compusul revendicat a fost testat si pe ambele tipuri de specii de bacterii Gram-positive (Bacillus sp.) si Gram-
negative (Pseudomonas aeruginosa).
Avantajul compusului revendicat consta in faptul ca el poseda o activitate antifungica si antibacteriana superioara in
raport cu preparatul cunoscut Caspofungina si Kanamicina, si in raport cu analogul proxim 1.
Este necesar de mentionat, ca compusul 2-amino-1-(A8,9—-biciclohomofarnesenoil)-benzimidazolul (4) revendicat,
dar si rezultatele testarilor biologice ale acestui compus nu au fost descrise anterior in literatura de specialitate.
in calitate de materie prima pentru obtinerea compusului revendicat a fost utilizata (+)-sclareolida accesibila
comercial, care in sase etape a fost transformat in acidul A8,9—biciclohomofarnesenic 2, cu un randament total de 62
%, in conformitate cu metoda descrisa in literatura (Aricu A.N., Kuchkova K.l., Barba A.N., Dragalin I.P., Shova
S.G., Vornicu N., Gorincioi E.K., Secara E.S., Lungu L.V., Niculaua M., Ungur N.D., Vlad P.F. Synthesis from
norambreinolide, structure, and antimicrobial activity of dihomodrimane sesquiterpenoids with azine, hydrazide, and
dihydrazide fragments. Chem. Nat. Compd., 2016, vol. 52, nr. 6, p. 1029-1036).
In continuare, acidul 2 a fost tratat in situ cu clorura de oxalil in benzen anhidru ce a condus la cloranhidrida
acidului  A8,9-biciclonomofarnesenic 3, care 1in continuare a fost supusa reactiei de cuplare cu 2-
aminobenzimidazolul, in clorura de metilen la agitare, cu formarea 2-amino-1-(A8,9—biciclohomofarnesenoil)-
benzimidazolului 4 revendicat, cu un randament de 85% (Schema 1).
Structura compusului revendicat a fost confirmata prin metode de analiza obligatorii, spectroscopie in infrarosu (IR),
rezonantda magneticd nucleard (1H, 13C si 15N RMN).

CO,H cocl 7]
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Reagenti si conditii: a. (COCI)2, C6H6, 20°C, o0 ord, A, 0 ora; b. 2-Aminobenzimidazol, CH2CI2, 20°C, 3 ore, A, 4
ore, 85%.
Schema 1. Sinteza 2-amino-1-(A8,9-biciclohomofarnesenoil)-benzimidazolului (4).

In rezultatul testarilor biologice s-a demonstrat ca 2-amino-1-(A8,9-biciclohomofarnesenoil)-benzimidazolul (4)
manifesta proprietati antifungice si antibacteriene excelente la valori ale concentratiei minime inhibitorie (CMI,
ng/mL) de 0,064 si 0,5, respectiv, care sunt net superioare celor caracteristice compusilor de referinta Caspofungina
si Kanamicina (vezi tabelul).

Compusul revendicat 4 este stabil in contact cu aerul, partial solubil in alcooli, solubil in dimetilsulfoxid (DMSO),
clorura de metilen, acetat de etil si acetona.

Exemplu de realizare a inventiei

Sinteza 2-amino-1-(A8,9—biciclohomofarnesenoil)-benzimidazolului (4).

La solutia formata din acidul 2 (100 mg, 0,4 mmol) in benzen anhidru (2 mL) se adduga (COCI)2 (0,4 mL) in
benzen anhidru (1 mL). Amestecul de reactie se agita 0 ora la 20°C, dupa care se refluxeaza timp de o ora. Benzenul
si excesul de clorurd de oxalil se distileaza la presiune redusd. La reziduul format se adauga solugia 2-
aminobenzimidazolului (109 mg, 0,8 mmol) in diclorometan anhidru (10 mL). Amestecul de reactie se agita la 20°C,
timp de 3 ore, dupa care se refluxeaza timp de 4 ore. Sedimentul format se filtreaza si se spala cu CH2CI2. Filtratul
se distileaza pana la uscat, iar reziduul obtinut se recristalizeaza din hexan cu formarea aminei 4 (124 mg, randament
85%), compus cristalin, p.t. 91-92°C; [@]3°= 67.98° (c=2.7, CHCI3).

Structura compusului 4 a fost confirmata de datele analizelor spectrale:

Spectroscopie in IR (v, cm-1): 688, 719, 739, 753, 805, 894, 1056, 1064, 1076, 1110, 1164, 1262, 1298, 1336, 1394,
1461, 1540, 1599, 1656, 1709, 2922, 2960, 3431, 3676.

Rezonanta magnetica 1H RMN (CDCI3, 400 MHz, ppm, J/Hz): 8 0.85 (3H, s, H-15), 0.92 (3H, s, H-14), 1.01 (3H,
s, H-16), 1.33 (1H, dd, J 12.5, J 1.3, H-5), 1.54 (3H, s, H-13), 3.67 (1H, d, J 12.2, H-11a), 3.72 (1H, d, J 19.2, H-
11B), 7.0 (2H, s.I., NH2), 7.11 (1H, t, J 8.1, H-19), 7.26 (1H, t, J 7.5, H-20), 7.37 (1H, d, J 7.7, H-21), 7.48 (1H, d, J
8.2, H-18).
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Rezonanta magneticd 13C RMN (CDCI3, 100 MHz, ppm): 6 18.79 (C-2), 18.88 (C-6), 20.04 (C-16), 20.14 (C-13),
21.60 (C-15), 33.06 (C-14), 33.27 (C-4), 33.4 (C-7), 36.0 (C-1), 37.40 (C-11), 38.35 (C-10), 41.42 (C-3), 51.43 (C-
5), 113.25 (C-18), 117.0 (C-21), 120.58 (C-19), 124.86 (C-20), 129.82 (C-17), 131.71 (C-8), 132.35 (C-9), 142.99
(C-22), 154.90 (C-23), 173.25 (C=0).

Rezonanta magnetica 15N RMN (CDCI3, 40.54 MHz, ppm): 8 191 (>C=N-).

Testarea activitatii biologice a 2-amino-1-(A8,9—biciclohomofarnesenoil)-benzimidazolului (4).

Activitatea biologicd 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
sp. ATCC 15970) si Gram-negative (Pseudomonas aeruginosa ATCC 27813). Rezultatele testarii activitatii
biologice exprimate in valori CMI (concentratia minima inhibitorie) sunt prezentate in tabelul de mai jos.

Tabel.

Rezultatele testdrii activitatii antimicrobiene a 2-amino-1- (A8,9—biciclohomofarnesenoil)-benzimidazolului (4)

Concentratie minima inhibitorie (CMI, pg/mL
Aspergillus | Fusarium Penicillium Penicillium | Alternaria | Bacillus Pseudomonas
Compusul : . chrysogenum :
niger solani frequentans alternata sp. aeruginosa
Compusul 0,064 0,064 0,064 0,064 0,064 05 05
revendicat 4
Caspofungina
0.25 pg/mL 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
Kanamicina
4,0 ug/mL ) i i - - 2,0 2,0
Analog 0,125 0,125 0,125 0,125 0,125 25 2,5
proxim 1

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

Se pregiateste solugia 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% dextroza (SDA) pentru fungi si mediu agar
nutritiv Standard | pentru bacterii de la firma Merck (Schwalbach Hesse, 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 dilugiilor succesive pentru pregatirea suspensiei de microorganisme [Carrillo R., Martin
V.S., Lopez M., Martin T. Synthesis and cation complexation properties of new macrolides. Tetrahedron, 2005, vol.
61, nr. 34, p. 8177-8191].

Caspofungina (strip test) se utilizeazd ca un compus standard de referinta pentru activitatea antifungicad si
Kanamicina (strip test) se utilizeaza pentru activitate antibacteriana. Compusii standard sunt furnizati de firma
Liofilchem (Roseto degli Abruzzi, Italia).

Incarcitura finald a inoculului-stoc astfel pregatit este de 1x10-4 pg/mL. Plicile inoculate se incubeazi la
temperatura de 30°C timp de 7 zile. Primele observatii se fac dupa 48 de ore, iar analiza finald dupi 7 zile,
stabilindu-se concentratia minima inhibitorie (CMI) si densitatea viabild 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 2-amino-1- (A8,9—-biciclohomofarnesenoil)-
benzimidazolul (4), ce poseda proprietati antifungice si antibacteriene pronuntate.
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