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(57) Rezumat:
1 2
Inventia se referda la domeniul chimiei
si medicinei, in particular la sinteza unui
compus nou cu schelet hibrid terpenic si
aromatic, care poate gasi aplicare in medicina
in calitate de preparat antifungic si
antibacterian.

Conform inventiei, se revendicd Reagenti si conditii pentru etapa a: o-
compusul N-(2-aminofenil)-8 a-acetoxi- fenilendiamina, PhsP, EtN, CCls, 80°C, 6 ore,
homodrimacetamida 5, care se obtine conform 49%.
schemei: Compusul  manifestda  proprietati

antifungice si antibacteriene excelente la valori
ale concentratiei minime inhibitorii respectiv
de 0,05 51 0,032 pug/mL.

Revendicari: 2



(54) N-(2-Aminophenyl)-8a-acetoxy-homodrimacetamide with antifungal and

antibacterial properties

(57) Abstract:
1

The invention relates to the field of
chemistry and medicine, in particular to the
synthesis of a new compound with hybrid
terpenic and aromatic skeleton, which may be
used in medicine as an antifungal and
antibacterial agent.

According to the invention, claimed is
the compound N-(2-aminophenyl)-8 a-acetoxy-
homodrimacetamide 5, which is obtainned
according to the scheme:

2

s OH COOH
= 2 etape a
"OH —— > "OAc ——
T4

"3

Reagents and conditions used for stage a: o-
phenylenediamine, PhsP, EtsN, CCls, 80°C, 6h,
49%.

The compound exhibits excellent
antifungal and antibacterial properties with
minimum inhibitory concentration values of
0.05 and 0.032 pg/mL, respectively.

Claims: 2

(54) N-(2-AmuHodennn)-8a-aneToKCH-roMoApuMAaneTaMu1 061210
AHTUTPUOKOBBIMH ¥ AHTH0AKTEPHAJILHBIMHU CBOMCTBAMU

(57) Pedepar:
1

H306peTreHne OTHOCHUTCS K 00JIacTH
XMUMHUH U MEIUIIMHBI, B YACTHOCTH K CHHTE3Y
HOBOTO COCIMHEHUS c THOPUIHBIM
TEPHECHOBBIM M aPOMATHYECKHM CKEJIETOM,
KOTOpOE MOXKET HAWTH TNpHMEHEHHEe B
MEIUIIMHE B Ka4yecTBE aHTHIPHOKOBOTO U
aHTHOAKTepPHAIBHOIO Mpenapara.

CornacHo HW300pETEHHUIO, 3asBISIETCS
coenunenue N-(2-amuHo(eHM)-8 (r-alleTOKCH-
roMoJIpUMaleTaMul 5, KOTOpoe MOJIYYarT MO
cxeme:

PeareHTsl U yCIIOBHS [TPOBEJICHUS CTA/IUU & O-
¢enmnermuamuH, PhsP, EtsN, CCls, 80°C, 64,
49%.

CoeanHeHne TPOSBISET OTIUYHBIE
AHTUTPUOKOBBIC U aHTUOaKTepuaIbHbIE
CBOMCTBA TPU 3HAYEHUSIX MHUHUMAJIbHOUI
UHTHOUPYIOIIEH KOHIIEHTpAIINH,
cootBeTcTBeHHO 0,05 1 0,032 MKI/MmIL.

I1. popmymsr: 2
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Descriere:
(Descrierea se publica in varianta redactati de solicitant)

Inventia se referd la domeniul chimiei si medicinei, in special la sinteza unui compus nou cu
schelet hibrid terpenic si fenilendiaminic, care poate gasi aplicare in medicind in calitate de preparat
antifungic si antibacterian.

Infectiile provocate de fungi si bacterii sunt foarte raspandite si aduc prejudicii grave sanatatii.
Majoritatea preparatelor antifungice si antibacteriene existente nu asigurd un efect curativ stabil si
complet. Tratamentele existente, ca reguld, nu conduc la disparitia definitiva a oricarui semn de infectie,
ci doar amelioreaza temporar starea generald a pacientilor, aceasta recidivand frecvent cu manifestari
clinice mai pronuntate. Deseori, in rezultatul mutatiilor la fungi si bacterii apare rezistentd la preparatele
folosite pentru tratament, fapt ce stimuleaza cercetarile in vederea obtinerii unor preparate noi.

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

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

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

- reactii alergice si iritatii provocate in locul aplicarii;

- potential curativ moderat;

- efecte adverse manifestate prin tulburari gastrointestinale, urinare etc.

Din stadiul tehnicii sunt cunoscuti compusi hibrizi cu proprietafi biologice din sirul
tetranorlabdanic 1 si 2, obtinut din materie prima (+)-sclareolida, care contin scheletul homodrimanic si
suplimentar unitatea structurald diazinica [3]. De mentionat ca, acesti compusi au fost testati in vitro atat
pe tulpini de bacterii Gram-pozitive (Staphylococcus aureus, Sarcina lutea, Bacillus cereus, B. subtilis),
Gram-negative (Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa) cat si pe tulpinile de fungi (Candida
albicans, C. glabrata, C. sake). Autorii mentioneaza cd compusii 1 si 2, manifestd doar activitate
antibacteriana bund Tmpotriva speciilor Staphylococcus aureus si Bacillus cereus in comparatie cu
preparatele medicamentoase de referintd (ampicilina, cloramfenicol si nistatind).

H

1 2

Reiesind din proprietatile biologice si structura sa hibrida constituitd din unitati structurale relativ
apropiate, compusii 1 sau 2 in mod egal pot fi selectati in calitate de analog proxim. Compusul revendicat
5 se deosebeste de analogul proxim 1 prin faptul ca in unitatea sa structurala terpenica este prezenta grupa
OAc in pozitia Cg, in loc de grupa metina, iar de gruparea acetamidd este legat fragmentul
aminobenzenic, versus fragmentul diazinic.

Dezavatanjul analogului proxim constd in faptul ci el manifestd doar o activitate antibacteriana
buna, nu si antifungica, si doar pe doua specii de bacterii din setul sus-mentionat. Un alt dezavantaj este si
faptul ca el se obtine in mai multe etape (opt la numar) si ca din reactii rezulta amestecuri complexe de
produse ce trebuie sé fie separate cromatografic.

Problema pe care o rezolva prezenta invenfie constd in largirea gamei de compusi hibrizi
enantiomeric puri, cu activitate antifungica si antibacteriana ridicata, obtinuti prin semisinteze din materii
prime autohtone, de origine vegetala, ieftine si accesibile, reprezentdnd deseuri din industria uleiurilor
eterice.

Problema se solutioneaza prin aceea ci s-a obtinut un compus nou N-(2-aminofenil)-8 a-acetoxi-
homodrimacetamida 5 cu formula:
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K

NH,

Iz

“'0Ac

care manifesta proprietdti antifungice si antibacteriene.

Rezultatul inventiei constd in obtinerea unui compus nou, terpeno-aromatic 5 N-(2-aminofenil)-
8a-acetoxi-homodrimacetamida, care poate fi utilizat pentru tratarea unor afectiuni de natura fungica si
bacteriana.

Extinderea cercetarilor stiintifice 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
locala. O valoare adaugata inventiei oferd faptul cd materia prima locald este renovabila, accesibild si
poate fi obtinuta din deseurile provenite din industria uleiurilor etero-oleaginoase.

Alte avantaje ale compusului revendicat constau in:

1. Activitatea biologicd mai ridicatd a N-(2-aminofenil)-8 a-acetoxi-homodrimacetamidei in raport cu
preparatele cunoscute Caspofungina si Kanamicina;

2. Accesibilitatea materiei prime si originea ei locala;

3. Accesibilitatea compusului revendicat sub aspect eficienta/pret;

4. Eficienta si simplitatea metodei de sinteza a acestuia (3 etape).

Compusul revendicat, N-(2-aminofenil)-8 a-acetoxi-homodrimacetamida, ce posedd un schelet
hibrid terpenic si aromatic, poate fi utilizat in calitate de compus cu proprietati antifungice si
antibacteriene pronuntate, fapt confirmat de testérile biologice a acestuia in vitro pe speciile de fungi
(Aspergillus niger, Fusarium solani, Penicillium chrysogenum, Penicillium frequentans si Alternaria
alternata) si tuplinile de bacterii Gram-pozitive (Bacillus species) si Gram-negative (Pseudomonas
aeruginosa).

De mentionat, cd obtinerea N-(2-aminofenil)-8 a-acetoxi-homodrimacetamidei, 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 utilizat (-)-sclareolul
(3), care in doua etape a fost transformat in acidul 8a-acetoxi-homodriman-12-oic 4, cu un randament
total de 75%, in conformitate cu metoda descrisd in literaturd (Barrero A.F., Alvarez-Manzaneda E.J.,
Chahboun R., Gonzalez Diaz C. New routes toward drimanes and nor-drimanes from (-)-sclareol. Synlett,
2000, vol. 11, p. 1561-1564).

in continuare interactiunea acidului 4 cu o-fenilendiamina in prezentd de trifenilfosfina (PhsP) si
trietilamina (Et3N) in tetraclorurd de carbon, conform metodei descrise anterior de autorii - Charton J.,
Girault-Mizzi S., Sergheraert C. Conversion of sterically hindered diacylated 1,2-phenylenediamines into
2-substituted benzimidazoles. Chemistry Pharmaceutical Bulletin, 2005, vol. 53, nr. 5, p. 492-497), a
condus la formarea N-(2-aminofenil)-8 a-acetoxi-homodrimacetamidei 5 revendicate, cu un randament de
49% (schema).

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).

Schema: Sinteza N-(2-aminofenil)-8 ¢-acetoxi-homodrimacetamidei 5

Reagenti si conditii pentru etapa a: o-fenilendiamina, PhsP, EtsN, CCls, 80°C, 6 ore, 49%.

In rezultatul testirilor biologice s-a demonstrat ci N-(2-aminofenil)-8 a-acetoxi-
homodrimacetamida manifesta proprietdti antifungice si antibacteriene excelente la valori ale
concentratiei minime inhibitorii (CMI, pg/mL) de 0,05 si 0,032 pg/mL, respectiv, care sunt net superioare
celor caracteristice compusilor de referintd Caspofungina si Kanamicina (vezi tabelul).
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Compusul revendicat este stabil in contact cu aerul, partial solubil in alcooli si apa, solubil in
dimetilsulfoxid (DMSO), acetat de etil, clorura de metilen si acetona.

Exemplu de realizare a inventiei

Sinteza N-(2-aminofenil)-8 a-acetoxi-homodrimacetamidei 5

La solutia formata din PhsP (3 mmol) si EtsN (1,2 mmol) in CCls (7 mL), racita la baia de gheata,
s-a adaugat acetoacidul 4 (1 mmol), amestecul format a fost agitat timp de 10 min, dupa care s-a adaugat
o-fenilendiamina (1,2 mmol). Amestecul final de reactie a fost refluxat la agitare timp de 6 ore. Dupd
finisarea reactiei, solventul a fost distilat la presiune redusa, produsul brut obtinut a fost purificat pe
cromatografie pe coloand cu SiO», folosind in calitate de eluent un amestec format din MeOH/CHCly,
luati intr-un raport de 0,1:9,9 (v/v). Ca rezultat s-a obtinut N-(2-aminofenil)-8a-acetoxi-

homodrimacetamida 5 (randament 49%), compus cristalin p.t. = 188...189°C; [a,]%n =11,09° (¢ = 2,4,
CHCIs). Structura compusului 5 a fost confirmata de datele analizelor spectrale:

Spectroscopie in IR (v, cm™): 3310, 3261, 2942, 1720, 1654, 1526, 1459, 1366, 1248, 1127, 1025,
746.

Rezonanti magneticd *H RMN (CDCls, 6, ppm, J, Hz): 7,56 (1H, s, NH), 7,17 (1H, dd, J 8,2, 1,3
Hz, H-Ar), 7,03 (1H, td, J 7,6; 1,1 H-Ar), 6,77 (2H, , J 7,8 Hz, H-Ar), 3,88 (2H, br.s., NH2), 2,71 (1H, dt,
J 12,4; 3,1 Hz, H-7), 2,53 (1H, dd, J 18,3, 6,8 Hz, H-11), 2,36 (1H, dd, J 18,3, 6,7 Hz, H-11), 2,34 (H, s,
H-9), 1,92 (3H, s, 8-OCOCHg), 1,55-1,76 (4H, m, 2CHy), 1,51 (3H, s, 8-CHs), 1,41-1,44 (1H, m, CHy),
1,07-1,39 (5H, m, H-5, 2CH,), 0,86 (6H, s, 4-CH3 and 4-CHjs), 0,79 (3H, s, 10-CHj).

Rezonanti magnetici *C RMN (CDCls, 6, ppm): 172,5 (8-OCOCHj3), 170,3 (C-12), 140,5, 126,8,
124,8, 124,6, 119,4, 118,2 (Ar), 87,4 (C-8), 56,0 (C-9), 55,5 (C-5), 41,6 (C-3), 39,2 (C-1 si C-10), 38,7
(C-7), 33,6 (C-11), 33,2 (C-19), 33,1 (C-4), 23,0 (C-17), 21,4 (8-OCOCHs3), 19,9 (C-18 si C-6), 18,2 (C-
2), 15,6 (C-20).

Rezonantd magneticd >N RMN (CDCls, &, ppm): 125, 53.

Testarea activitatii biologice a N-(2-aminofenil)-8 a-acetoxi-homodrimacetamidei 5

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 raportate in tabel.

Tabel

Rezultatele testarii in vitro a activitatii biologice a N-(2-aminofenil)-8 a-acetoxi-homodrimacetamidei 5

Concentratie minima inhibitorie (CMI, pg/mL)

Compusul  Aspergillus [Fusarium Penicillium [Penicillium |Alternaria |Bacillus | Pseudomona

niger solani chrysogenum|frequentans [alternata |polymyxa |s aeruginosa
Compusul 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,032 0,032
revendicat 5
Caspofungina| 0,32 0,32 0,32 0,32 0,32 - -
Kanamicina |- - - - - 2,0 2,0
Analogul - - - - - 7 -
proxim 1

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 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 aplicd metoda dilutiilor succesive pentru pregatirea suspensiei de
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microorganisme [Carrillo R., Martin V. S., Loépez M., Martin T. Tetrahedron, 2005, vol. 61, nr. 34, p.
8177-8191].

Caspofungina (strip test) se utilizeaza in calitate de compus de referintd pentru determinarea
activitatii antifungice, iar Kanamicina (strip test) pentru determinarea activitatii antibacteriane. Compusii
de referinta mentionati sunt furnizati de firma Liofilchem (Italia).

Incarcitura finald a inoculului-stoc astfel pregatit 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 minimad 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 utilizarea, pentru prima data, a N-(2-aminofenil)-8a-
acetoxi-homodrimacetamidei 5 in calitate de compus ce posedd proprietati antifungice si antibacteriene
pronuntate.
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(57) Revendicari:

1. Compusul N-(2-aminofenil)-8 a-acetoxi-homodrimacetamida cu formula:

i Q
N
H

NH,
“'OAc

2. Compus, conform revendicdrii 1, caracterizat prin aceea ca manifestd proprietati antifungice
si antibacteriene.

Agentia de Stat pentru Proprietatea Intelectuala
str. Andrei Doga, nr. 24, bloc 1, MD-2024, Chisiniu, Republica Moldova
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