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REPERELE CONCEPTUALE ALE CERCETARII
Actualitatea temei, descrierea situatiei In domeniu si identificarea problemelor de

cercetare. Chimia compusilor naturali si biologic activi este unul din domeniile de baza ale
stiintei moderne. Terpenoidele, la randul lor, reprezintd una dintre cele mai numeroase si
importante clase de compusi naturali atat din punct de vedere teoretic, cat si practic. Din
multitudinea de compusi terpenici un interes aparte il prezinta diterpenoidele si
sesquiterpenoidele, compusi naturali sau sintetici, care se evidentiaza printr-o vasta aplicare in
diverse domenii: medicina, farmaceutica, cosmetica si agricultura, ceea ce determind valoarea lor
practica. Atentie deosebita se acorda compusilor di- si sesquiterpenici naturali si sintetici bioactivi,
indeosebi celor cu activitate antitumorala, citotoxica, antimicrobiana, antifungica etc. Un interes
aparte revine compusilor organici de origine naturala care pot fi izolati din materie prima locala,
renovabila si cel mai important ieftina, deoarece aceasta este o modalitate speciala de valorificare
a deseurilor provenite din industria agricold. Diterpenoidele labdanice pot servi in calitate de
precursori naturali chirali ale altor diterpenoide naturale biologic active. Structural ele sunt mai
apropiate de sesquiterpenoidele drimanice, fiind obtinute in cantitati mari, din extractele vegetale
ale culturilor autohtone sau din deseurile provenite dupa hidrodistilarea uleiurilor volatile. Cea
mai accesibild materie prima pentru cercetarile noastre este diterpenoida labdanica (-)-sclareol,
care poate fi izolata la scara industriala din deseurile ramase in urma obtinerii uleiului volatil de
Salvie tamaioasa (Salvia sclarea L.).

In ultimii ani, conform datelor din literatura, o atentie aparte se acorda izolarii din sursele
naturale a terpenoidelor ce contin azot, care poseda proprietati biologice deosebite. Este cunoscut
ca prezenta atomului de azot in compusii terpenici amplifica spectrul de activitate al acestora. Mai
mult decat atat, acesti compusi pot fi usor transformati in saruri solubile in apa, ceea ce
favorizeaza studiul activitatii lor biologice. Sinteza derivatilor diterpenici si sesquiterpenici
biciclici cu continut de azot este un domeniu mai putin studiat al chimiei terpenoidelor. Se cunosc
doar cateva publicatii ce vizeaza sinteza compusilor di- si sesquiterpenici biciclici cu continut de
azot. Structura unica a acestor compusi si potentialul sporit de bioactivitate, determina chimistii
specializati in aceastd ramura sa se preocupe de sinteza lor. Reiesind din cele expuse, au fost
mobilizate eforturile chimistilor care au implicat sinteza totala, abordari biomimetice, precum si
semisinteza, in scopul obtinerii compusilor di- si sesquiterpenici biciclici cu continut de azot de
importanta practica.

Scopul lucririi. Teza este dedicata realizarii sintezei dirijate a unor diterpenoide si

sesquiterpenoide biciclice functionalizate ce contin azot, in baza diterpenoidei naturale accesibile

sclareol; elucidarii mecanismelor posibile ale reactiilor si selectarii conditiilor optime de obtinere



a compusilor mentionati si sintezei noilor compusi ce prezinta potential sporit de activitate
biologica.

Obiectivele generale urmarite in cadrul cercetarilor descrise in tezd sunt urmatoarele:

2 sinteza sesquiterpenoidelor drimanice si homodrimanice ce contin ciclurile diazinelor, 1,2,4-
triazolului si carbazolului;

2> cercetarea reactiilor de sintezd a terpenoidelor homodrimanice si 14,15-dinorlabdanice cu
grupa amina si fragmente guanidinice, azinice, hidrazidice si dihidrazidice;

studiul produselor regruparii Beckmann a unor cetoxime;

Yy

determinarea structurii si stereochimiei compusilor noi sintetizati prin metode spectrale
moderne de cercetare: *H, *C si "N RMN, IR, HR-EI-MS si prin metoda difractiei cu raze X
pe monocristal;

> testarea activititii biologice a compusilor noi obtinuti.

Metodologia cercetirii_stiintifice descrisd in prezenta teza de doctorat include o serie

vastd de metode de cercetare si metode fizico-chimice moderne de analiza a diterpenoidelor si
sesquiterpenoidelor biciclice noi functionalizate ce contin atomi de azot: spectroscopia IR, *H,
B¢ N RMN, spectrometria de masa de rezolutie inalta si, in unele cazuri, analiza cu raze X pe
monocristal. Activitatea antimicrobiana a compusilor noi sintetizati a fost testata pe sase tulpini de
diferite bacterii: Gram-pozitive (Staphylococcus aureus ATCC 25923, Sarcina lutea ATCC 9341,
Bacillus cereus ATCC 14579, Bacillus subtilis) si Gram-negative (Escherichia coli ATCC 25922,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853) si opt tulpini fungice (Candida albicans ATCC 10231,
Candida glabrata ATCC MYA 2950, Candida sake ATCC 14478, Aspergillus flavus ATCC
204304, Fusarium ATCC 60289, Penicillium chrysogenum ATCC 10106, Penicillium frequentans
ATCC 10110, Alternaria alternata ATCC 6663). Activitatea antioxidantd a fost testata pe
biomasa de Nostoc linckia; iar efectul antiproliferativ si citotoxic, asupra fibroblastelor pulmonare

umane MRCS5 si celulelor adenocarcinomului de colon.

Noutatea si originalitatea stiintificd. Cercetirile efectuate au contribuit la elaborarea

unor metode originale de preparare a unor diterpenoidelor si sesquiterpenoide biciclice noi
functionalizate ce contin azot si servesc pentru construirea moleculelor chirale naturale, ce
prezinta interes farmaceutic. A fost realizata functionalizarea di- si sesquiterpenoidelor biciclice,
atat in catena laterald, cat si in ciclul B, cu obtinerea derivatilor cu grupe aminice, lactamice;
fragmente azinice, hidrazidice, dihidrazidice, guanidinice, precum si heterociclice.

Problema stiintifica solutionata. Au fost elaborate metode stereoselective de sintezd a

produselor functionalizate ce contin azot, in baza diterpenoidei naturale accesibile sclareol.
Diterpenoidele si sesquiterpenoidele biciclice noi functionalizate ce contin azot reprezinta sintoni

chirali importanti in reactiile de sinteza dirijata si manifesta potential inalt de activitate biologica.
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Semnificatia_teoreticia. Au fost studiate legitatile structurale si sterice ale reactiilor de

obtinere a unor compusi drimanici, homodrimanici, diterpenici noi ce contin azot, cu structurile
acizilor: izodrimenoic, albicanoic, A**3-biciclohomofarnesenoic, A®®-biciclohomofarnesenoic. Au
fost sintetizati compusi homodrimanici noi ce contin azot, cu structura amidelor acidului A®*3-
biciclohomofarnesenoic  si un  compus bis-acilat,  2-bis-A®*"-biciclohomofarnesenoil-
aminopirimidina ce are o structurd neobisnuita, cu doi substituienti voluminosi la grupa amina,
pornind de la materia prima ieftina si accesibild, norambreinolida.

In premieri au fost elaborate metode eficiente de sintezi a terpenoidelor homodrimanice si
14,15-dinorlabdanice cu grupa amina si fragmente guanidinice, azinice, hidrazidice si
dihidrazidice.

Prin reactia de regrupare Beckmann au fost sintetizate lactame drimanice si
homodrimanice noi, derivati ai octahidro-1H-benzo[d]azepinei si octahidro-1H-benzo[c]azepinei
cu potential inalt de activitate biologica, care au importanta atat stiintifica, cat si practica.

Valoarea aplicativa a lucrarii. A fost realizata sinteza unei serii de sesquiterpenoide

drimanice si homodrimanice ce contin cicluri diazinice, fragmente azinice, hidrazidice si
dihidrazidice. Compusii sintetizati au fost testati pe cinci specii de fungi si doud specii de bacterii,
4 dintre care au manifestat activitate antifungica si antibacteriana pronuntata. Rezultatele obtinute
confirma, ca acesti compusi pot fi cercetati in continuare in vederea utilizarii la tratarea bolilor
provocate de fungi si bacterii.

Au fost sintetizati compusi homodrimanici noi — amide ale acidului A%*-
biciclohomofarnesenoic care contin ciclurile 1,2,4-triazolului si carbazolului, ce prezinta interes
pentru biotehnologie in calitate de stimulatori la marirea activitatii antioxidante a biomasei
cianobacteriei Nostoc linckia.

Au fost sintetizati derivati guanidinici noi ai 8a-hidroxi-11-dihomodriman-12-aminei si
14,15-dinorabd-8(9)-en-13-aminei. Evaluarea activitatii anticanceroase a acestor compusi a aratat
ca douad dintre guanidinele testate prezinta un nivel inalt de activitate.

Rezultatele stiintifice principale inaintate spre sustinere sunt:

> sinteza sesquiterpenoidelor drimanice si homodrimanice ce contin ciclurile diazinelor, 1,2,4-
triazolului, carbazolului;

> sinteza amidelor acidului izodrimenoic si albicanoic, amidelor acizilor A®°— si A%
biciclohomofarnezenoici pornind de la norambreinolida;

> sinteza terpenoidelor dihomodrimanice si 14,15-dinorlabdanice cu grupa amini si fragmente
guanidinice, azinice, hidrazidice si dihidrazidice, utilizdind materie prima accesibila,

2 sinteza lactamelor drimanice si homodrimanice prin regruparea Beckmann a unor cetoxime;



2 determinarea structurii si stereochimiei compusilor noi sintetizati prin metode spectrale
moderne de cercetare: *H, *C si "N RMN, IR, HR-EI-MS si prin metoda difractiei cu raze X
pe monocristal.

2 analiza activitatii biologice a compusilor diterpenici si sesquiterpenici biciclici noi sintetizati
ce contin azot.

Implementarea rezultatelor stiintifice. Evaluarea activitatii biologice a compusilor noi

sintetizati a dat posibilitatea de a scoate in evidenta substante ce manifesta un efect foarte inalt de
activitate, care au fost brevetate si care pot deveni in continuare obiectul cercetarilor mai profunde
cu scopul de a le implementa in practica.

Aprobarea rezultatelor stiintifice s-a realizat in cadrul sedintelor laboratorului ”Chimia

Compusilor Naturali si Biologic Activi” (Institutul de Chimie). Rezultatele cercetarii au fost
prezentate la 13 conferinte si evenimente stiintifice nationale si internationale. in cadrul
expozitiilor: European Exibition of creativity and innovation Euroinvent, VII-th edition, 2015,
lasi, Romania; 40" International Invention Show, 11™ Invention and prototype show, 2015,
Karlovac, Croatia; EIS ,,Infoinvent” editia a XIV-a, 2015, Chisindu, Moldova unele rezultate,
prezentate in teza au fost premiate cu 0 medalie de aur si doua de argint.

Publicatiile la tema tezei includ 9 articole stiintifice in reviste cu factor de impact, 3

brevete de inventie, 1 cerere de brevet de inventie cu aviz pozitiv si 15 lucrari la conferinte si
evenimente stiintifice. In total 28 de lucriri stiintifice, dintre care 3 sunt semnate de autor (1
articol si 2 rezumate ale comunicarilor la conferinte stiintifice internationale).

Volumul si structura tezei. Lucrarea contine 157 de pagini text, inclusiv 129 pagini text

de baza, 60 de figuri, 24 tabele, 172 de referinte bibliografice, 6 anexe si cuprinde: introducere,
adnotare in 3 limbi, investigatii in literatura de specialitate (primul capitol), 2 capitole de baza,
concluzii generale si recomandari.

Cuvintele-cheie: sinteza dirijata, diterpenoide biciclice, sesquiterpenoide biciclice,
stereoselectivitate, activitate biologica, amide, amine, guanidine, hidrazide, dihidrazide, azine,
lactame.

CONTINUTUL TEZEI
1. SINTEZA SI ACTIVITATEA BIOLOGICA A TERPENOIDELOR CE CONTIN AZOT
Primul capitol contine partea teoretica a lucrarii, in care este analizat stadiul actual al
cunoasterii in domeniul chimiei terpenoidelor ce contin azot. Capitolul este alcatuit din 5
paragrafe ce redau o scurta introducere cu privire la sinteza si bioactivitatea compusilor naturali
din clasa terpenoidelor ce contin azot. De asemenea, au fost efectuate un sir de cercetari in vederea
sintezei chemo-, regio- si stereoselective a compusilor terpenici ce contin azot. La final sunt

expuse concis concluziile ce vizeaza studiul abordat.



2. SINTEZA SESQUITERPENOIDELOR DRIMANICE SI HOMODRIMANICE CE
CONTIN AZOT AVAND CA INTERMEDIARI ACIZII DRIMENOIC SI
HOMODRIMENOICI
Cercetarile moderne teoretice si aplicative sunt indreptate spre elaborarea unor metode noi

de sinteza si semisinteza chemo-, regio- si stereoselectiva a compusilor polifunctionali din materie
prima accesibila. Dupa cum este mentionat in capitolul 1, in literatura de specialitate tot mai
frecvent se atesta faptul ca diterpenoidele si sesquiterpenoidele, in special cele cu schelet
drimanic, sunt compusi naturali sau sintetici ce au o vasta aplicare in medicina, farmaceutica,
cosmetica si agricultura [1]. Pe de alta parte diazinele, in particular cele in baza pirimidinelor,
piridazinelor si ftalazinelor, au demonstrat o activitate biologicd inaltd, asa ca: antivirala, anti-
HIV, anticanceroasa, antituberculoasa, anxiolitica si antidepresanta etc. [2]. N-acilarea amino-
diazinelor a atras atentia datorita importantei farmacologice a acestor produse. Sunt multe date ce
confirma activitatea variata a derivatilor 1,2,4-triazolului, precum si activitatea antimicotica si
anticanceroasa a derivatilor ce contin ciclul carbazolului.

in literatura de specialitate se cunosc putine date cu privire la sinteza compusilor di- si
sesquiterpenici biciclici ce contin fragmente hidrazidice si guanidinice. Se stie ca, guanidinele pot
fi intalnite in natura sub diferite forme, atat in componenta unor vietati sau plante terestre, cat si in
cele marine [3]. Spectrul vast de bioactivitate a compusilor guanidinici cunoscuti, inspira
numerosi chimisti de a se preocupa de cercetarile in domeniul dat.

In acest context, au fost elaborate metode de sintezi a compusilor drimanici si
sesquiterpenoidelor biciclice in calitate de sintoni chirali la obtinerea compusilor de valoare
practicd, inclusiv a substantelor biologic active, care reprezintd interes sporit pentru necesitatile
industriei farmaceutice.

2.1.  Sinteza acidului drimenoic si a amidelor ce contin ciclurile pirimidinice, pirazinice,
1,2,4-triazolului si carbazolului

A fost realizata sinteza compusilor drimanici cu fragment pirimidinic, pirazinic, a derivatilor
ce contin ciclul 1,2,4-triazolului si carbazolului. Pentru sinteza compusilor noi optic activi, in
calitate de materie prima a servit norambreinolida 1 accesibila.

Acidul drimenoic 7 a fost sintetizat in 6 etape, cu un randament total de 55%, conform
metodei elaborate de noi [4]. Etapele cheie 1n aceasta sinteza sunt oxidarea drimenolului 5 cu P,0s
si DMSO in aldehida 6 si oxidarea ulterioara a acesteia cu NaClO, in acidul 7. Drimenolul 5 a fost
obtinut din oxicetona 2, ce a reactionat cu acidul trifluoroperacetic, fiind transformata in 11-
monoacetatul driman-8a-11-diolul 3, ce ulterior a interactionat cu trimetilsililmetansulfonat si a
fost deshidratat selectiv in drimenilacetatul 4, acesta in continuare a fost saponificat pand la

alcoolul 5.



COOH CONHR COCI COOH le

17

9a, 10a R::&N> 18

. N=
9b, 10bR7<4&"\}

5% 1718
9c, 10cR: 19
23 22|\ 21 20
e

16
(53%)

N 15 A%12° 14y 15y = 2:3
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CH,Cl,, 0°C, 10 min, 20°C, 30 min, 98%; c¢) MeSOsSiMe; (5 echiv), CH3;CN, 20°C, 10 min, 98%; d) KOH
(10%)/MeQH, 20°C, 1 h, 95%; €) P,0s, DMSO, CH,Cl,, 20°C, 40 min, Et3N, 20°C, 40 min, 93%; f) NaClO,,
NaH,PO,, t-BuOH, 2-Me-but-2-ena, H,0, 20°C, 2 h, 94%; g) (COCI),, CeHs, 20°C, 1 h, A, 1 h (95%); h) R-NH, (9a-

¢, 12, 13), CH,Cl,, 20°C, 1 h- 48 h; A, 10 h—25 h.

Fig. 2.1. Schema sintezei acidului drimenoic 7 si a amidelor acestuia 10a-c, 14-16

In continuare au fost obtinute amidele acidului izodrimenoic 10a-c, 14 si albicanoic 15, 16
[4-6]. Trebuie de mentionat faptul ca in conditiile reactiei acidului drimenoic 7 cu clorura de oxalil
are loc izomerizarea legaturii duble C-7 — C-8 in pozitia C-8 — C-9, ceea ce duce la o interactiune
ulterioara a cloranhidridei 8 cu 2-aminopirimidina 9a/ 2-aminopirazina 9b/ N-aminocarbazolul 9c,
cu obtinerea amidelor acidului izodrimenoic 10a-c, 14, amidelor acidului albicanoic 15, 16. In
reactia cloranhidridei intermediare cu 4-aminopirimidina 12 s-a format un amestec de amide 14 si
15 in raport de 2 : 3. Analiza datelor spectrale ale amidei acidului albicanoic 16 a aratat ca 3-
amino-1,2,4-triazolul a reactionat in forma tautomerd, iar amida 16 contine grupa amina si
legdtura dubla semiciclica C-8 — C-12.

Structura si configuratia N-(izodrimenoilamino)-carbazolului 10¢ a fost confirmata din
datele analizei cu raze X pe monocristal.

Fig. 2.2. Structura compusului 10c redata prin moleculele A si B, ce difera prin conformatie



Astfel, in premiera au fost sintetizate amidele acidului izodrimenoic 10a-c, 14 si albicanoic
15, 16 care contin ciclurile pirimidinei, pirazinei, 1,2,4-triazolului si carbazolului, prezinta
interes drept compusi cu potential inalt de activitate biologica.

2.2. Sinteza acidului A*"*-biciclohomofarnesenoic, a amidelor ce contin ciclurile
pirimidinice, pirazinice, 1,2,4-triazolului, carbazolului si compusilor cu fragment hidrazinic

Ca parte a cercetdrilor In curs de desfiasurare in domeniul sesquiterpenoidelor biologic
active si diazinelor, s-a decis de a efectua sinteza unor noi sesquiterpenoide homodrimanice
continand cicluri diazinice.

Acidul A*"-biciclohomofarnesenoic 25 a fost obtinut din norambreinolida 1 in 6 etape cu
randamentul total de 60% (Figura 2.3) [7, 8].

COOH

e

4 24 25
Reagenti si conditii de reactie: a) LiAlHy, Et,0, A, 2 h (98%); b) Ac,0, Py, 20°C, 2 h
(100%); ¢) POCls, Py, 0°C, 2 h, 24°C, 3 h, (96%); d) MPFA, Et,0, 0°C, 5 h, (65%); e) KOH,
MeOH, 20°C, 2 h (98%); f) reagentul Jones, (CH5),CO, 20°C, 3 h (98%).

Fig. 2.3. Schema reactiei de obtinere a acidului A*>**-biciclohomofarnesenoic 25

Norambreinolida 1 a fost transformatd in monoacetatul biciclohomofarnesan-8a,12-
diolului 18 in doua etape prin diolul intermediar 17. Apoi a urmat deshidratarea monoacetatului 18
cu POCI; cu obtinerea unui amestec de izomeri nesaturati 19-21, care au fost epoxidati cu acid
monoperftalic (MPFA), fiind sintetizat amestecul 21-23. Acetatul 21 a fost separat din acest
amestec cu ajutorul cromatografiei pe coloana. La saponificarea compusului 21 s-a format AR
biciclohomofarnesen-12-olul 24. Acesta s-a supus oxidarii cu reagentul Jones fiind obtinut acidul
25 (Figura 2.3).

Pentru sinteza amidelor acidului biciclohomofarnesenoic 27-30 au fost abordate doud
strategii. Folosind metoda | de sinteza, cloranhidrida acidului biciclohomofarnesenoic 26, obtinuta
in situ din acidul 25, a fost tratatd cu aminele corespunzitoare 9a-b (2-aminopirimidina,
2-aminopirazina) si 12 (4-aminopirimidina), ceea ce a condus la formarea produsilor noi cu
grupare amidica 27-30 (Figura 2.4) [7, 8].

in cazul 4-aminopirimidinei 12 si aminopirazinei 9b au fost obtinute numai monoacil
amidele 27 si 28, iar in cazul 2-aminopirimidinei de rand cu monoacilamida 29 s-a format bis-

acilamida 30 [9 - 11].
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Reagenti si conditii de reactie: a) (COCI),, CgHg, 20°C, 1 h, A, 1 h (95%); h) R-NH, (9a,b, 12), CH,Cl,, A, 15 h
Fig. 2.4. Metoda |. Schema reactiei de obtinere a sesquiterpenoidelor homodrimanice cu ciclul
diazinic 27-30
Structura moleculara a bis-acilamidei 30 a fost dovedita fara echivoc, inclusiv stereochimia

ei a fost confirmata in baza studiului cu raze X pe monocristal (Figura 2.5).

Fig. 2.5. Structura moleculara ce include numerotarea atomilor pentru amida 30
Cu scopul de a stabili daca reactia de bis-acilare a cloranhidridei acidului
biciclohomofarnesenoic 26 cu 2-aminopirimidina ar putea avea loc in orice conditii si pentru a

mari randamentul acesteia, a fost ulitizata o alta cale de sinteza (metoda II, Figura 2.6).

a 27 sau 28
/
(53%)  (52%)

\29 s

(33%) (20%)

N N -
HZN%;\‘} HZN—Q} Hsz{l:/N 15 31
0a ob 1 (22%)
Reagenti si conditii de reactie: a) R-NH,, DCC, DMAP, CH,Cl,, 20°C, 5 h, A, 15 h

Fig. 2.6. Metoda Il. Schema de obtinere a sesquiterpenoidelor homodrimanice cu ciclul diazinic 27-31

Acidul 25 a fost tratat direct cu aminele corespunzatoare 9a-b, 12 in prezenta

diciclocarbodiimidei (DCC) si 4-dimetilaminopiridinei (DMAP). Pe aceastd cale sintetica, pe
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langd amidele 27, 28, 29 si 30 scontate, a fost obtinut un alt compus nou N-A%%-

biciclohomofarnesenoil-N, N -diciclohexilureea 31 (Figura 2.6).

Obtinerea compusului 31 poate fi explicatd prin urmatorul mecanism: dupa protonarea
initiala a atomului de azot cu DCC, atacul nucleofilic al ionului carboxil genereaza intermediarul
32. Ureea substituita 31 a fost generata in urma procesului de regrupare a acestui compus, in timp
ce N,N -diciclohexilureea 33 a fost obtinuta ca produs secundar al interactiunii intermediarului 32

cu aminele 9a-b, 12 (Figura 2.7).

B CgHyy B HN - Cor
)\\NchHll
CeHyy
32 B
regrupare
N—
HoN—¢
N 2 LN
H2N4{N;j> 12 sau 9b
N
9a N\
HoN— 3
T MY
29 + 30 33 27 sau 28
Fig. 2.7. Mecanismul reactiei propus pentru sinteza sesquiterpenoidelor drimanice cu ciclul diazinic

prin metoda 1l
Astfel, s-a stabilit ca, reactiile efectuate prin metoda I, dau randamente semnificativ mai

bune, comparativ cu metoda I, in care se observa formarea mai multor produse de reactie, ceea ce
reduce eficacitatea acesteia. Asadar, procesul de bis-acilare are loc numai in cazul 2-
aminopirimidinei. Fara indoiala, acest fenomen se datoreaza amplasarii grupei aminice intre cei
doi atomi de azot ai inelului pirimidinic, care are un efect electronic inductiv, in urma caruia se

activeaza grupa amina (Figura 2.7).

COOCH

(61%)
Reagenti si conditii de reactie: a) (COCI),, CsHg, 20°C, 1 h, A, 1 h; b) Amina 13, CH,Cl,,
20°C, 3 h; ¢) Amina 9c, CH,CI,, 20°C, 10 h, A, 5 h.
Fig. 2.8. Sinteza amidelor acidului A%.piciclohomofarnesenoic ce contin ciclurile 1,2,4-triazolului 34
si carbazolului 35
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In continuarea cercetirilor noastre a fost realizatd sinteza amidelor 34 si 35 ale acidului
A%%.piciclohomofarnesenoic 25, ce includ ciclurile 1,2,4-triazolului si carbazolului [12 - 14].

La interactiunea acidului 25 cu (COCI), s-a obtinut in situ cloranhidrida 26, in rezultatul
reactiei careia cu 3-amino-1,2,4-triazolul 13 si N-aminocarbazolul 9c s-au format amidele 34 si 35
cu randamente de 58% si 61%, corespunzator (Figura 2.8).

Structurile si configuratiile amidelor 34 si 35 au fost determinate in baza datelor spectrale,
analizei elementale si a difractiei cu raze X pe monocristal (Figura 2.9, 2.10).

Fig. 2.9. Structura spatiala a moleculei 2-(A%**-biciclohomofarnesenoil)-3-amino-1,2,4-triazolului
(34°CH3CN) si formarea dimerului in structura cristalind in baza legaturilor de hidrogen

Anume analiza prin difractie cu raze X pe monocristal a demonstrat, ca 3-amino-1,2,4-
triazolul 13 a reactionat in formd tautomerd cu cloranhidrida acidului A®™-

biciclohomofarnesenoic 26 (Figura 2.9) [7].

B
Fig. 2.10. Structura spatiali a N-(A®***-biciclohomofarnesenoilamino)-carbazolului (35), redata de
moleculele A si B simetric independente si de conformatii diferite

Asadar, in premiera a fost raportatd o metoda generald si eficientd de sinteza a
sesquiterpenoidelor homodrimanice noi cu unitati structurale diazinice, 1,2,4-triazolului si
carbazolului, care include reactiile de cuplare cu aminele ce contin ciclurile pirimidinei, pirazinei,
1,2,4-triazolului si carbazolului [7, 8]. Mecanismul de reactie include N-acilarea diazinelor cu
clorura de acil a sesquiterpenoidelor homodrimanice sau tratarea directd a acizilor cu aminele
corespunzatoare in prezenta diciclocarbodiimidei. Compusii noi sintetizati ce contin azot prezinta
interes stiintific, fiind produsi functionalizati cu potential inalt de activitate biologica.

In prezent sunt cunoscute putine date referitoare la sinteza si studiul compusilor terpenici

cu fragmente hidrazidice, iar dintre cele existente se contureaza importanta lor practica, datorata
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spectrului vast de activitate biologica manifestat. Astfel, am decis sa unim grupa functionald
hidrazidica cu fragmentul terpenic, anume cel al acidului A®**-biciclohomofarnesenoic, pentru a

obtine compusi cu activitate biologica.

CONHNH,

= 37
(19%)

Reagenti si conditii de reactie: a) (COCI),, CgHg, 20°C, 1 h, A, 1 h; b) N,H4-H,0, CH,Cl,, 20°C,
10 h, A, 10 h.

Fig. 2.11. Obtinerea hidrazidelor 36-38 a acidului A***-biciclohomofarnesenoic 25
Pornind de la acidul 25, s-a obtinut cloranhidrida acidului A**3-biciclohomofarnesenoic 26
care la interactiunea cu monohidratul de hidrazina in CH,Cl,, concomitent cu hidrazida 36, a
rezultat hidrazida 37 cu legitura dubld redusa si N,N’-di-(A®***-biciclohomofarnesenoil)-hidrazida
38 (Figura 2.11) [15].
Astfel, pentru prima data a fost realizata sinteza hidrazidelor 36-38 pornind de la acidul
A%._piciclohomofarnesenoic 25, pentru studierea activitatii biologice a acestora.

2.3.  Sinteza acidului A*°-biciclohomofarnesenoic si a derivatilor acestuia cu fragmente
hidrazidice si guanidinice

In continuare, a fost elaborati o metoddi noui de sintezi a acidului INGE
biciclohomofarnesenoic 43 din norambreinolida 1 (6 etape) cu un randament total de 62% [15].
Etapele cheie in aceastd sinteza sunt oxidarea A%-biciclohomofarnesen-12-olului 41 cu P,Os si

DMSO in aldehida 42 si oxidarea in continuare a acestei aldehide cu NaClO; pana la acidul 43.

40, R=Ac
bl 41, Rt
\

Reagenti si conditii de reactie: a) MeSO3SiMe;, CH3CN, 20°C, 5 h, 72%; b) KOH, MeOH, 20°C, 2 h, 99%;
¢) DMSO, P,0s, CH,Cl,, 0°C, 10 min, 20°C, 45 min; Et;N, 0°C, 10 min, 20°C, 45 min, 95 %; d) NaClO,,
NaH,PO42H,0, 2-Me-but-2-ena, t-BuOH, 20°C, 2 h, 94 %, e) reagentul Jones, (CHs),CO, 0°C, 48 h, 42 %.

Fig. 2.12. Schema sintezei acidului A*°-biciclohomofarnesenoic 43
Trebuie remarcat faptul ca la oxidarea directa a alcoolului 41 cu reagentul Jones s-a format

acidul 43 cu un randament de doar 42%. Alcoolul 41 a fost obtinut la deshidratarea
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monoacetatului sclaradiolului 39 cu MeSO3SiMe;s in acetonitril cu formarea acetatului 40, care
ulterior a hidrolizat.

La tratarea cloranhidridei acidului A®*°-biciclohomofarnesenoic 44 cu NjHs-HO in
clorurda de metilen s-a format hidrazida 45, un compus nou cu un potential de bioactivitate
promitator [15 - 17]. Realizand aceasta reactie in etanol, in calitate de produs principal s-a obtinut
esterul etilic al acidului A*®-biciclohomofarnesenoic 46 (Figura 2.13).

Conform datelor din literatura de specialitate, se cunosc 2 metode de obtinere a compusilor
guanidinici: din amine si din acizi. Ulterior, s-a realizat sinteza derivatilor cu fragment
guanidinic ai acidului A*®-biciclohomofarnesenoic 43 [16, 17]. Acidul 43 a fost activat cu
carbonildiimidazol (CDI) in DMF, apoi s-a adaugat solutia de guanidina in DMF la temperatura

camerei. Ca rezultat, au fost obtinute N-(A*°-biciclohomofarnesenoil)-guanidina 47 si N,N'-di-

(A%*-biciclohomofarnesenoil)-guanidina 48 (Figura 2.13).

+
(32%) NH

(65%)

12 17 & 11 CO,CH,CH
11__CO—HN NH—CO._ ;- . 16 i

48 \TS 15' 14 46
(9%) 14 (55%)

Reagenti si conditii de reactie: a) (COCI),, CgHg, 20°C, 1 h, A, 1 h; b) N,H,4-H,0, CH,Cl,, 20°C, 2
h, A, 7 h; ¢) N,H4-H,0, C,Hs0H, 20°C, 7 h, 55%; d) CDI, 20°C, 1 h, apoi adaugare la solutia de
guanidind in DMF — dioxan (1:1), agitare, 20°C, 28 h, sub Ar.

Fig. 2.13. Schema de sinteza a hidrazidei 45 acidului A**—biciclohomofarnesenoic si a compusilor cu
fragmente guanidinice 47 si 48

Astfel, pentru prima data pornind de la acidul A**-biciclohomofarnesenoic 43 s-a efectuat
sinteza a doi derivati guanidinici, compusi cu un nivel inalt de activitate anticanceroasa.

2.4. Metode de sinteza si cercetare a sesquiterpenoidelor drimanice si homodrimanice ce
contin azot avand ca intermediari acizii drimenoic si homodrimenoici
Acest subcapitol cuprinde descrierea procedeelor experimentale si tehnicilor de lucru,

referitoare la sinteza si studiul noilor sequiterpenoide drimanice si homodrimanice functionalizate
ce contin azot, precum si caracteristicile spectrale individuale ale compusilor.

2.5. Analiza activitatii biologice a sesquiterpenoidelor drimanice si homodrimanice ce

contin azot
Conform datelor din literatura de specialitate, tot mai des se acorda atentie izolarii din

sursele naturale a terpenoidelor ce contin azot, care poseda activitate biologica semnificativa.
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Printre alte numeroase activitati biologice, sesquiterpenoidele naturale, semisintetice sau sintetice
s-au dovedit a avea activitate antimicrobiana.

Tabelul 2.1. Activitatea antimicrobiand a compusilor 27-31

Produsul si Diametrul zonei de inhibare (mm)
medicamentul S. S. B. B. E. P. C. C. C.
de referinta aureus lutea cereus subtilis coli | aeruginosa | albicans glabrata sake
27 15 18 10 7 12 0 0 0 0
28 15 0 10 0 0 0 0 0 0
29 14 19 12 7 10 0 0 0 0
30 10 0 0 0 0 10 0 0 0
31 19 0 11 0 0 0 0 0
Ampicilina
. 25 30 0 25 20 0 - - -
(25 pg/disc)
Cloramfenicol
(30 pg/disc) 25 30 28 31 29 19 - - -
Nistatina 29 26 31
(100 pg/disc)

Cinci dintre amidele noi sintetizate, derivati ai acidului A***-biciclohomofarnesenoic 25,
au fost examinate privind activitatea antimicrobiana in vitro pe sase tulpini de diferite bacterii:
Gram-pozitive (Staphylococcus aureus, Sarcina lutea, Bacillus cereus, Bacillus subtilis) si Gram-
negative (Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa), respectiv pe trei tulpini fungice (Candida
albicans, Candida glabrata, Candida sake) (tabelul 2.1) [7].

Tabelul 2.1 rezuma activitatea antimicrobiand a compusilor obtinuti in cercetarile efectuate
in comparatie cu medicamentele de referinta. S-a constatat, ca acesti compusi nu manifesta
activitate fata de fungii Candida, dar au activitate antibacteriand moderata.

In continuare sunt descrise rezultatele originale ale studiului ce tine de posibilitatea
modificarii proprietatii antioxidante a biomasei de Nostoc linckia prin actiunea compusilor chimici
obtinuti.

Tabelul 2.2. Activitatea antioxidanta a extractului etanolic de 70% (1 ug / mL) din
biomasa Nostoc linckia obtinuta din stimularea chimica

Compusul Concentratia Activitatea antioxidanta, %
chimic compusului g/L inhibitie DPPH

Proba de control - 28.03 +0.72
0.050 60.14 £ 1.09

34 0.060 67.44£1.15

0.100 59.16 +£2.04

0.050 64.35+£0.98

35 0.060 76.41 £ 1.69

0.100 71.24 £1.48
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Proprietatile amidelor noi obtinute 34, 35 cu schelet hibrid terpenic si azaheterociclic
prezintd interes pentru biotehnologie 1n calitate de stimulatori ai activitatii antioxidante a biomasei
cianobacteriei Nostoc linckia. Aceste rezultate au stat la baza elaborarii si obtinerii a doua brevete
de inventie, realizate in colaborare cu colegii de la Institutul de Microbiologie si Biotehnologie
care au realizat testarea activitatii antioxidante (Brevet MD 4326, Brevet MD 4327) [18, 19].

Acesti compusi, 34 si 35, in cantitate de 50-100 mg/L, asigura sporirea activitatii
antioxidante a extractelor etanolice de 70% cu 23-42% fata de martor. Rezultatele obtinute sunt
prezentate in tabelul 2.2 [14].

In tabelul dat este evidenta cresterea activitatii antioxidante a extractului etanolic de 70%
alcool etilic cu concentratia 1 ug/mL de substantd activa, obtinut in baza biomasei de Nostoc
linckia care depaseste de 2,11-2,73 ori varianta martor. Asadar, odatd cu cresterea activitatii
antioxidante a extractului etanolic creste si valoarea biomasei de Nostoc linckia in calitate de
producator de substante antioxidante.

Cercetand activitatea biologica in vitro a amidelor 27-31 ce contin ciclurile pirimidinei si
pirazinei, pornind de la acidul A®***-biciclohomofarnesenoic 25, s-a demonstrat ci acesti compusi
manifesta activitate antibacteriana pronuntata [7].

Din datele testelor activitatii antioxidante, s-a constatat ci amidele acidului A%'-
biciclohomofarnesenoic care contin ciclurile 1,2,4-triazolului 34 si carbazolului 35 prezinta interes
pentru biotehnologie 1n calitate de stimulatori ai activitdtii antioxidante a biomasei cianobacteriei
Nostoc linckia [14, 18, 19].

3.  SINTEZA TERPENOIDELOR DRIMANICE S1 NORLABDANICE CU GRUPA
AMINICA, LACTAMICA S| FRAGMENTE GUANIDINICE, AZINICE, HIDRAZIDICE,
DIHIDRAZIDICE, AVAND CA INTERMEDIARI CETONELE

Continuand cercetarile 1n domeniul sintezei sesquiterpenoidelor drimanice — si
homodrimanice cu continut de azot, a fost obtinut un sir de sesquiterpenoide ce contin grupa
amina, care sunt atdt compusi cu activitate biologica, cat si intermediari importanti pentru
obtinerea compusilor noi ce contin doi si mai multi atomi de azot.

Se stie, ca numeroase guanidine naturale si sintetice, inclusiv guanidinele terpenice,
manifestd un spectru larg de activitate biologica, precum: antiinflamatoare, anti-HIV,
chemoterapeutica, antitumorald, antidiabetica, antifungica si antimicrobiana [20, 21].

Unele labdanoide functionalizate in ciclul B au fost separate din extracte ale plantelor cu
proprietati sedative si uterotonice, fapt care permite utilizarea lor in medicina traditionala in cazul
dereglarilor cardiovasculare. Este foarte interesanta aplicarea transpozitiei Beckmann, pentru

obtinerea lactamelor biologic active in baza drimanilor si homodrimanilor functionalizati in ciclul
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B. Din acest motiv, sinteza si studiul lor reprezinta un interes deosebit, iar in toate aceste sinteze in
calitate de intermediari au servit cetonele.

3.1. Sinteza sesquiterpenoidelor dihomodrimanice cu gruparea amina si obtinerea
produsului guanidinic al 8a-hidroxi-11-dihomodriman-12-aminei din norambreinolida

Pornind de la norambreinolida 1 a fost obtinuta 8a-hidroxi-11-dihomodriman-12-ona 2 si
produsele deshidratarii acesteia cu legatura dubla in pozitia C-7 — C-8 52, si C-8 — C-9 51 [22,
23]. Oximele acestor cetone 53 si 54 au fost reduse cu LiAIH,4 la aminele corespunzatoare (Figura
3.1). Conform datelor spectrelor 'H, *C si *°N— RMN, oximele 49, 53 si 54 reprezinti amestecuri
de Z- si E- izomeri, iar in reactia de reducere s-au utilizat in forma de ambii izomeri, deoarece este
cunoscut ca izomerul Z- in solutie usor se transformd in izomerul E- [24]. Dupa cum s-a
determinat din datele spectrelor *H si **C RMN, aminele 50, 55, si 56 au fost obtinute sub forma

de amestec a doi epimeri la C-12.

(32%)

55
(53%)

Reagenti si conditii de reactie: a) CHsLi, Et,0, 20°C, 15 min, 65%; b) NH,OH - HCI, EtOH-Py (1:1),
20°C, 24 h, 97-99%; c) LiAlH,, THF, 65°C, 10 h; d) Amberlist-15, CH,Cl,, 20°C, 20 h, 95%; €)
NH(Na)CN, AcOH; EtOH — H,0 (5:1), 20°C, 48 h.
Fig. 3.1. Sinteza sesquiterpenoidelor 11-dihomodriman-12-aminice 50, 55-57 pornind de la
norambreinolida 1
in cazul hidroxiaminei 50 amestecul epimerilor nu a fost posibil de separat, iar epimerii

(58%)

aminelor 55 si 56 au fost izolati din amestecuri in forma individuala cu ajutorul cromatografiei pe
coloana.

Astfel, au fost sintetizate sesquiterpenoidele 11-dihomodriman-12-aminice pornind de la
norambreinolida accesibila. Aminele noi obtinute 50, 55 si 56 sunt precursori importanti in
sintezele cu participarea grupei aminice, ce permite obtinerea compusilor functionalizati cu doi si

mai multi atomi de azot.
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Am relatat anterior ca guanidinele pot fi obtinute nu doar din acizi, ci si din amine [20]. In
continuare, in calitate de materie primad pentru sinteza derivatilor guanidinici a servit amina 50
(Figura 3.1) [25]. Ca rezultat al reactiei aminei 50 cu hidrogencianamida de sodiu in solutie de
etanol : apa (5 : 1), care apoi a fost neutralizatd cu acid acetic, s-a obtinut compusul guanidinic 57
cu un randament de 32%.

Astfel, in urma transformarilor realizate, pentru prima data a fost sintetizat derivatul
guanidinic al 8a-hidroxi-11-dihomodriman-12-aminei 57.

3.2. Sinteza 14,15-dinorlabd-8(9)-en-13-aminei din sclareol si obtinerea produselor
acesteia cu grupare guanidinica

Pentru obtinerea unor noi derivati guanidinici, s-a decis de a sintetiza amina dinorlabdanica
64 pornind de la sclareol. A fost realizata sinteza in patru etape a 14,15-dinorlabd-8(9)-en-13-
aminei 64 din sclareol 58 (Figura 3.2) [26, 27]. S-a eclaborat o metoda selectiva de deshidratare a
hidroxicetonei 59 cu trimetilsililmetansulfonat CH3SO3Si(CH3); in acetonitril. Avantajul acestei

metode este gradul inalt de selectivitate, reactia fiind realizata la temperatura camerei [27].

6 66 (32%) 16

Reagenti si conditii de reactie: a) KMnO,, CH3;COCHa3, 20°C, 5 h, 80%; b) CH3SO3Si(CHs)s, CH3CN, 18°C,
10 min, 96%; ¢) NH,OH-HCI, EtOH-Py (1 : 1), 20°C, 20 h, 99%; d) LiAlH,4, THF, A, 5 h, 62%; ¢) NH(Na)CN,
AcOH; EtOH - H,0 (5: 1), 20°C, 24 h, A, 20 h.

Fig. 3.2. Schema reactiei de sinteza a aminei dinorlabdanice 64 din sclareol 58
Trebuie remarcat faptul ca, componenta produsilor de reactie depinde in mare masura de
temperatura reactiei si de durata acesteia, astfel la efectuarea reactiei in baie de gheata timp de 10
min produsul principal este sclareoloxidul 62. Dacé incélzim la 60°C timp de 10 min, pe langa

cetonele nesaturate 60 si 61 se obtine si sclareoloxidul 62.

Etapa cheie in sinteza aminei 64 din sclareol 58 (Figura 3.2) este reactia de reducere a
oximei 63, obtinuta din cetona 60, cu LiAlH, in THF. Dupa cum rezulta din datele spectrelor 'H si

B3C- RMN, amina 64 a fost obtinuta sub forma de doi epimeri, care nu s-au separat cromatografic.
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In continuare, a fost realizati reactia de obtinere a derivatilor guanidinici ai
14,15-dinorlabd-8(9)-en-13-aminei 64, conform aceleiasi metode mentionate mai sus pentru
guanidina dihomodrimanica 57. In urma reactiei s-au sintetizat derivatii guanidinici 65 si 66
(Figura 3.2) [25]. Structura derivatilor guanidinici 65 si 66 obtinuti a fost determinata din datele

spectrelor *H, 3C RMN, spectrului IR, si spectrelor de masa cu rezolutie inaltd (HR-EI-MS).
Astfel, s-au obtinut derivatii guanidinici noi ai 14,15-dinorabd-8(9)-en-13-aminei, compusi
cu un nivel inalt de activitate anticanceroasa (Tabelul 3.1).

3.3. Sinteza compusilor dihomodrimanici cu fragmente azinice si dihidrazidice

Este cunoscut faptul ca unele azine si hidrazide ale izosteviolului manifestd activitate
biologica inaltd si diversa, inclusiv antituberculoasd si antibacteriana [28]. Noi am presupus ca
introducerea fragmentelor azinice si hidrazidice in alte terpenoide ar putea intensifica potentialul
biologic al compusului initial.

Precursorul in sinteza azinei 67 si dihidrazidei 68 este hidroxicetona 2, care la interactiunea
cu hidrat de hidrazina in metanol a condus la formarea azinei 67, iar la refluxarea cetonei 2 cu
dihidrazida acidului adipic in metanol s-a obtinut compusul 68, in care doua molecule ale cetonei
sunt unite intre ele la grupele carbonil cu fragmentul dihidrazidic al acidului adipic (Figura 3.3)
[15].

(31%)
Reagenti si conditii de reactie: a) N,H,-H,0O, CH30H, A, 10 h; b) NH,NHCO(CH,),CONHNH,, CH;0H, 20°C, 48
h, A, 20 h.

Fig. 3.3. Schema reactiei de formare a azinei 67 si dihidrazidei dihomodrimanice 68

La inregistrarea spectrelor RMN ale azinei 67 in CDCl; au fost depistati ambii
conformeri cis- si trans-, in raport de 2 : 1, iar prin metoda analizei cu raze X pe monocristal a fost

gasit cd molecula azinei 67 in monocristal este in configuratie trans- (Figura 3.4).
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Fig. 3.4. Structura spatiald a moleculei izomerului trans- a compusului 67

Asadar, in premierd au fost sintetizate sesquiterpenoidele dihomodrimanice ce contin
fragmente azinice si dihidrazidice. Acesti compusi prezinta interes deosebit in calitate de produsi
Cu potentiala activitate biologica.

3.4.  Sinteza lactamelor prin regruparea Beckmann a cetoximelor

In vederea obtinerii compusilor noi bioactivi si in continuarea investigatiilor noastre cu
privire la obtinerea sesquiterpenoidelor ce contin azot, s-a efectuat sinteza noilor lactame
drimanice si homodrimanice prin intermediul regruparii Beckmann a oximelor corespunzatoare.
Aceste cercetari au pornit de la compusi ce contin grupa cetonica in pozitia 7 a ciclului B [29].
Este cunoscut faptul ca regruparea Beckmann decurge stereospecific, ca urmare a migrarii anti- a
radicalului mai voluminos. La tratarea cetoximei 70, obtinuta din drim-8-en-7-ona 69, cu clorura
de tionil in dioxan anhidru conform procedeului cunoscut din literatura, a rezultat un amestec de

lactame 71 si 73.

[29]

£5 73
(4%) (53%)
Reagenti si conditii de reactie: a) SOCI,, dioxan, 50-60°C, 9 h.
Fig. 3.5. Regruparea Beckmann a oximei 70 drim-8(9)-en-7-onei
In afard de lactamele formate, s-a obtinut si tiofenolactama 73. E foarte probabil ca

71

tiofenolactama 73 este rezultatul interactiunii lactamei intermediare 72 cu clorura de tionil.
Prezenta grupei carbonil o,f—nesaturate in molecula lactamei 72 activeazad gruparea metil, astfel
provocand reactia lactamei 72 cu clorura de tionil si obtinerea lactamei noi 73 ce contine sulf.

Din literatura de specialitate se cunosc reactii analogice, in care de asemenea se obtine un
compus ce contine sulful in inel, al 2-aminotoluenului (o-toluidinei) 74 cu obtinerea 2,1-
benzisotiazolului 75 (Figura 3.6) [30].

CHs

a -
~ /S
NH, N

74 75
Reageti si conditii de reactie: a) SOCly/xilen, reflux.
Fig. 3.6. Sinteza 2,1-benzizotiazolului 75 din o-toluidina
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Ulterior oxima 77, obtinuta din 7-oxo-homodrim-8(9)-en-12-carboxilatul de metil 76, fiind
supusa reactiei cu regrupare Beckmann a rezultat amestecul de lactame 78 si 79 (Figura 3.7) [29,
31].

(37%)
Reagenti si conditii de reactie: a) SOCl,, dioxan, 60-65°C, 17 h.
Fig. 3.7. Schema de obtinere a lactamelor homodrimanice 78 si 79

(19%)

Prin urmare, in urma investigatiilor efectuate, s-au obtinut in premiera lactamele oximei
drim-8(9)-en-7-onei 70 si ale oximei 7-oxo-homodrim-8(9)-en-12-carboxilatului de metil 77, ca
rezultat al reactiei cu regrupare Beckmann.

3.5. Metode de sinteza si cercetare a terpenoidelor dihomodrimanice si 14,15-
dinorlabdanice cu grupa aminicd si fragmente guanidinice, azinice, hidrazidice si
dihidrazidice

Acest subcapitol cuprinde descrierea procedeelor experimentale si tehnicilor de lucru,
referitoare la sinteza si studiul noilor diterpenoide si sequiterpenoide biciclice cu grupa aminica si
fragmente guanidinice, azinice, hidrazidice, dihidrazidice si lactame, precum si caracteristicile
spectrale individuale ale compusilor.

3.6.  Analiza activitatii biologice a terpenoidelor drimanice si norlabdanice functionalizate
ce contin azot

A fost evaluata activitatea anticanceroasa in vitro a unor guanidine noi sintetizate.
Compusii 47, 65 si 66 au fost testati privind efectul antiproliferativ si citotoxic asupra
fibroblastelor pulmonare umane MRCS5 si celulelor adenocarcinomului de colon. In calitate de
medicament de referinta a fost utilizata Cisplatina.

Tabelul 3.1. Efectul antiproliferativ si citotoxic al compusilor 47, 65 si 66 asupra
fibroblastelor pulmonare umane MRCS5 si celulelor adenocarcinomului de colon

Efectul antiproliferativ (uM) Efectul citotoxic (uM)
Compusii | Colo 205 Colo 320 Colo 205 Colo 320 MRCS5 fibroblastele
sensibil rezistent sensibil rezistent pulmonare umane
47 7.86 £2.41 421+1.15 5.61+£1.40 5.09+1.21 20.28 £7.42
65 3.36 £ 0.69 3.45+1.10 412+1.18 7.02+1.92 1534 £4.8
66 10.64 £2.64 37.02 £5.67 31.57+£5.13 24.52 + 6.85 44,18+ 8.1
Cisplatina 232+295 9.74 £3.11 66.77 £4.62 12.17£1.01 44,12 +1.28

21



Compusii 47 si 65 au manifestat un efect excelent antiproliferativ si citotoxic in toate
testele. Aceste guanidine sunt in mod semnificativ mai active comparativ cu Cisplatina si
guanidina 66 (tabelul 3.1).

Cei sase compusi azinici si hidrazidici noi sintetizati 36-38, 45, 67, 68 au fost testati in
vitro la activitatea antifungica si antibacteriana pe cinci culturi pure de fungi (Aspergillus flavus,
Fusarium, Penicillium chrysogenum, Penicillium frequentans, Alternaria alternata), la fel pe
bacteriile Gram-negative (Pseudomonas aeruginosa) si Gram-pozitive (Bacillus sp) [15, 32].

Rezultatele acestor cercetari sunt prezentate in tabelul 3.2.

Dupa cum vedem 1in tabelul 3.2, doar compusul 68 manifestd activitate antifungica
semnificativd cu concentratic minima de inhibitie (CMI) de 0.50 pg/mL, in comparatie cu
compusul cunoscut Caspofungina (0.25 pg/mL) si activitate antibacteriana semnificativa (24
ng/mL), in comparatie cu Kanamicina (3 pug/mL).

Tabelul 3.2. Activitatea antimicrobiana a compusilor testati 36-38, 45, 67, 68

CMI
Compusii (ug/mL)
Aspergillus Fusarium Penicillium | Penicillium | Alternaria | Bacillus Pseud_omonas
flavus chrysogenum | frequentans | alternata | sp. aeruginosa
36 > 32 > 32 > 32 > 32 > 32 <256 <256
37 > 32 > 32 > 32 > 32 > 32 <256 <256
38 > 32 > 32 > 32 > 32 > 32 <256 <256
45 > 24 > 24 > 24 > 24 > 24 <192 <192
67 > 24 > 24 > 24 > 24 > 24 <192 <192
68 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 24 24
Caspofungina | 0.25 0.25 0.25 0.25 0.25 - -
Kanamicina - - - - - 3 3

Astfel, conform studiului realizat a fost investigata activitatea biologica a terpenoidelor
drimanice si norlabdanice noi 36-38, 45, 47, 65-68 sintetizate, ce contin fragmente guanidinice,
azinice si hidrazidice. S-a stabilit ca doua dintre guanidinele testate 47 si 65 au demonstrat un
excelent efect antiproliferativ si citotoxic asupra fibroblastelor pulmonare umane MRCS5 si asupra
celulelor adenocarcinomului de colon, iar dihidrazida obtinuta 68 manifesta activitate antifungica

si antibacteriana semnificativa.

22




CONCLUZII GENERALE SI RECOMANDARI
1.  Totalizand rezultatele obtinute in acest studiu, putem concluziona ca introducerea

in molecula terpenica a fragmentelor farmacofore: aminice, amidice, azinice, hidrazidice,
dihidrazidice, guanidinice, lactamice a facut posibila obtinerea di- si sesquiterpenoidelor
biciclice functionalizate, de interes atat stiintific cat si practic.

2. Au fost elaborate metode eficiente de sinteza ale acizilor: drimenoic 7 [4] si
biciclohomofarnesenoici 25 si 43 [7, 8, 15] care ulterior au fost supusi reactiilor de cuplare cu
aminele ce contin ciclurile pirimidinei, pirazinei, 1,2,4-triazolului si carbazolului. Amidele
obtinute 10a-c, 14-16, 27-30, 34 si 35 prezinta interes atat stiintific, cat si practic fiind compusi
Cu potentiald activitate biologica [4, 6-8, 15].

3. A fost realizatda in premiera o metoda eficienta de sintezd a sesquiterpenoidelor
homodrimanice noi cu fragment diazinic 27-30 [7, 8]. Pentru sinteza acestora au fost abordate
doua strategii, prima cale implica N-acilarea diazinelor cu cloranhidrida acidului homodrimenoic
26, cea de-a doua presupunand tratarea directd a aminelor diazinice cu acidul corespunzator. S-a
constatat, ca acilarea amino-diazinelor cu clorura de acil este mai eficienta.

4. A fost testata activitatea biologica in vitro a diterpenoidelor cu ciclul diazinelor
obtinute 27-31 pe sase tulpini de diferite bacterii Gram-pozitive si Gram-negative si trei tulpini
fungice, s-a dovedit ca acesti compusi manifesta activitate antibacteriand pronuntata [7, 8]. De
asemenea s-a determinat ca compusii 34 si 35 ce contin ciclurile 1,2,4-triazolului si carbazolului
pot fi utilizati in calitate de stimulatori la marirea activitatii antioxidante a biomasei
cianobacteriei Nostoc linckia [18, 19].

5. Pentru prima datd au fost sintetizate sesquiterpenoidele dihomodrimanice 50, 55, 56
[22] si dinorlabdanica 64 [27] cu grupa amina, care prezintd interes atat in calitate de substante
cu potentiald activitate biologica, cat si ca intermediari in sintezele cu participarea grupei
aminice, ceea ce permite obtinerea noilor compusi cu doi si mai multi atomi de azot.

6. Au fost sintetizati in premiera derivatii guanidinici: 47, 48 ai acidului
biciclohomofarnesenoic, 57 al 8a-hidroxi-11-dihomodriman-12-aminei si 65, 66 ai 14,15-
dinorabd-8(9)-en-13-aminei. Evaluarea activitatii antiproliferative si citotoxice a acestor compusi
a demonstrat ca, doud dintre guanidinele testate: 47 si 65 prezintd un nivel inalt de activitate
asupra fibroblastelor pulmonare umane MRCS5 si asupra celulelor adenocarcinomului de colon
[22, 23, 25-27].

7.  Introducerea in structura terpenica a fragmentelor azinice, hidrazidice si
dihidrazidice a facut posibili obtinerea sesquiterpenoidelor dihomodrimanice noi. In urma

testarii activitatii antimicrobiene s-a stabilit ca N  N°-bis-(8a-hidroxi-11-dihomodrim-12-iliden)-
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adipohidrazida 68 manifesta activitate antifungica si antibacteriana semnificativa impotriva a
cinci culturi de fungi, la fel impotriva bacteriilor Gram-negative si Gram-pozitive [15].

8.  Prin intermediul reactiilor de regrupare Beckmann pentru prima datd au fost
sintetizate noi lactame drimanice 71, 73 si homodrimanice 78, 79, derivati ai octahidro-1H-
benzo[d]azepinei si octahidro-1H-benzo[c]azepinei, compusi cu potential de activitate biologica
care au importanta atat stiintifica, cat si practica [29, 31].

9.  Metodele fizico-chimice moderne de analiza ne-au oferit posibilitatea de a confirma
originalitatea si unicitatea structurii compusilor noi. Structura acestora a fost demonstrata fara
echivoc prin intermediul analizei elementale, spectroscopiei IR, spectroscopiei *H, **C si ©°N
RMN si a spectrometriei de masa de rezolutie inalta. Pentru cinci dintre compusii noi obtinuti
structurile au fost confirmate din datele analizei cu raze X pe monocristal.

10. Au fost obtinuti peste 69 de compusi terpenici biciclici cu structuri complexe,
dintre care 48 sunt substante noi caracterizate spectral, iar pentru 16 dintre acestia a fost testata
activitatea biologica.

In baza concluziilor prezentate putem recomanda urmdtoarele:

Sesquiterpenoidele drimanice si homodrimanice ce contin ciclurile diazinice, fragmentele
azinice, hidrazidice si dihidrazidice au fost testate pe cinci specii de fungi si doua specii de
bacterii si au manifestat activitate antifungica si antibacteriana pronuntata. Rezultatele obtinute
confirma ca acesti compusi pot fi cercetati in continuare in vederea utilizarii in tratamentul bolilor
provocate de fungi si bacterii.

Evaluarea activitatii antitumorale si citotoxice a derivatilor guanidinici noi ai 8a-hidroxi-
11-dihomodriman-12-aminei si 14,15-dinorabd-8(9)-en-13-aminei a aratat ca doua dintre
guanidinele testate prezinta un nivel inalt de activitate antiproliferativa si citotoxica. Astfel, putem
afirma ca acesti compusi pot fi cercetati in continuare in vederea utilizarii lor in industria

farmaceutica.
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ADNOTARE
Numele, prenumele autorului: Secara Elena.
Titlul tezei: Sinteza unor di- si sesquiterpenoide biciclice functionalizate ce contin azot si studiul
activitatii biologice.
Gradul stiintific solicitat: doctor 1in stiinte chimice. Localitatea: Chisindu, Moldova.
Anul perfectarii tezei: 2019.
Structura tezei: introducere, 3 capitole, concluzii generale si recomandari, bibliografie ce include
172 titluri, 8 anexe, 129 pagini text de baza, 24 tabele si 60 figuri. Numarul de publicatii la
tema: rezultatele cercetarilor efectuate sunt expuse in: 9 articole, 15 rezumate, 4 brevete de
inventie nationale.
Cuvinte-cheie: sinteza, diterpenoide biciclice, sesquiterpenoide biciclice, stereoselectivitate,
activitate biologica, amide, amine, guanidine, hidrazide, dihidrazide, azine, lactame.
Domeniul de studiu: 143.04. — Chimie bioorganica, chimia compusilor naturali si fiziologic activi
Scopul. Teza este dedicata realizarii sintezei dirijate a unor diterpenoide si sesquiterpenoide
biciclice functionalizate ce contin azot, in baza diterpenoidei naturale accesibile sclareol;
elucidarii mecanismelor posibile ale reactiilor si selectdrii conditiilor optime de obtinere a
compusilor mentionati si sintezei noilor compusi ce prezinta potential sporit de activitate
biologica.
Obiective: sinteza sesquiterpenoidelor drimanice si homodrimanice ce contin ciclurile diazinice,
1,2,4-triazolului si carbazolului; cercetarea reactiilor de sinteza a terpenoidelor homodrimanice si
14,15-dinorlabdanice cu grupa amina si fragmente guanidinice, azinice, hidrazidice si
dihidrazidice; studiul produselor regruparii Beckmann a unor cetoxime; determinarea structurii si
stereochimiei compusilor noi sintetizati precum si testarea activitatii biologice.
Noutatea si originalitatea stiintifica. Cercetarile efectuate au contribuit la elaborarea unor
metode originale de preparare a unor diterpenoide si sesquiterpenoide biciclice noi functionalizate
ce contin azot si servesc pentru construirea moleculelor chirale naturale, ce prezinta interes
farmaceutic. A fost realizatd functionalizarea di- si sesquiterpenoidelor biciclice, atat in catena
laterald, cat si in ciclul B, cu obtinerea derivatilor cu grupe aminice, lactamice; fragmente azinice,
hidrazidice, dihidrazidice, guanidinice, precum si heterociclice.
Problema stiintifica solutionata. Au fost elaborate metode stereoselective de sinteza a produselor
functionalizate ce contin azot, in baza diterpenoidei naturale accesibile sclareol. Diterpenoidele si
sesquiterpenoidele biciclice noi functionalizate ce contin azot reprezinta sintoni chirali importanti
in reactiile de sinteza dirijata si manifesta potential nalt de activitate biologica.
Semnificatia teoretica. Au fost studiate legitatile structurale si sterice in reactiile de obtinere a
unor compusi drimanici si homodrimanici, diterpenici noi ce contin azot si manifesta potential
sporit de activitate biologica, cu importanta atat stiintifica cat si practica.
Valoarea aplicativa a lucririi. A fost realizatd sinteza unei serii de derivati ai di- si
sesquiterpenoidelor biciclice ce contin azot. Pentru 16 dintre compusii obtinuti a fost studiata
activitatea biologicd, cinci dintre care au manifestat activitate antifungica si antibacteriana
pronuntata, doua amide noi au demonstrat activitate antioxidantd excelenta, iar doi derivati cu
fragmente guanidinice - activitate anticanceroasa inalta.
Implementarea rezultatelor stiintifice. Evaluarea activitatii biologice a compusilor noi
sintetizati a dat posibilitatea de a scoate in evidenta substante ce manifestd un efect foarte inalt de
activitate, care au fost brevetate si care pot deveni in continuare obiectul cercetarilor mai profunde
cu scopul de a le implementa in practica.
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AHHOTALIUA
damuius, ums apropa: Cekapa Enena.
Ha3panue quccepramuu: CHHTE3 HEKOTOPHIX (YHKIIMOHATH3UPOBAHHBIX OUITUKINYECCKUX TU- U
CECKBUTEPIICHOUOB, COAEpXAllUX a30T, U HCCIEIOBAaHUE HX OHOJOTHYECKOW AaKTHUBHOCTH.
ConckaHue cTeNneHH: JOKTOp XUMHUIECKUX HAYK.
Mecto 3amuthl: Kumunsy, Monnosa. I'ox mpeacraBaenus nuccepramuu: 2019.
CTpykTypa auMccepTalMM: BBEJCHHE, TPH TJaBbl, OOIIME BBIBOJALI M PEKOMEHJAINH,
oubnuorpadus - 172 ucrounuka, 8 npunoxenuit, 129 ctpanui; ocHoBHOTO TekcTa, 60 pHCYHKOB M
24 tabmuupl. KoaudvecTBo mnyOJukaunmii mo TeMe. pE3yNbTaThl HCCICIOBAHHA OBUIH
omyOnuKoBaHbI B 9 crarhsix, 15 Te3ucax, 4 maTeHTax.
KiaroueBbie cJaoBa: CUHTE3, OUIIUKIINYECKUE JTUTEPIICHOWIBI, OMIIMKIINYECKUE
CECKBUTEPIICHOUbI, CTEPEOCEICKTUBHOCTb, OHOJOrMYecKas aKTHUBHOCTb, AaMHJIbl, aMHUHBI,
TYaHUIWHBI, THIPA3UIbl, TUTHAPA3UIbI, a3WHBI, JakTaMbl. O0aacTh ucciaeaoBanus: 143.04. —
buooprannueckas XuMusi, XUMHS IPUPOJHBIX U (PU3MOJOTHUECKH aKTUBHBIX COSIMHEHUH.
Heas padorsl. J{uccepranus NOCBsIIeHa OCYIIECTBICHUIO HAMPABJICHHOTO CHHTE3a HEKOTOPBIX
OMLIMKJINYECKUX JUTEPICHOUJOB M CECKBUTEPIEHOUIOB, COAEpXkAIIUX a30T, Ha OCHOBE
JOCTYITHOTO HATYyPaJIbHOTO JUTEPIIEHOUIA — CKJIApeosa, BBIICHEHHWIO BO3MOXHBIX MEXaHHU3MOB
peakuuii U Moa0O0py ONTHUMATBHBIX YCIOBUH JUIsl MOJYYEHUS BBIIICHA3BAHHBIX COCAMHEHUU,
00J1a/1al0IUX MMOBBIMIEHHBIM ITOTCHIIMAIOM OMOAKTHBHOCTH.
3agauyu: CHHTE3 JIPUMAHOBBIX U TOMOJPUMAHOBBIX CECKBUTEPIICHOMIOB, COACPIKAIIUX IIUKIIBI
nua3uHoB, 1,2,4-Tpra3ona u kapba3oiia; CHHTE3 TUTOMOJAPUMAHOBBIX U 14,15-mnHOpIadIaHOBBIX
TEPIEHOUIOB C aMUHO— TPYNION U TYaHHUJAUHOBBIM, a3MHOBBIM, TUAPA3UIHBIM U TUTHIPAZUABIM
(dbparMeHTaMH; MCCIEAOBaHUE MPOAYKTOB MEPErpynnupoBKH bekMaHa HEKOTOPHIX KETOKCHMOB;
OlpesieNieHue CTPYKTYpbl M CTEPEOXMMHHM HOBBIX CHHTE3UPOBAHHBIX COCIWHEHUH, a Takxke
TECTUPOBAHUE UX OMOJOTUYECKON aKTHBHOCTH.
Hayunasi HOBH3HA M OPMTHHAJBHOCTD. [IpoBeneHHbIE HcCIeNOBaHUSI NPUBENTU K pa3paboTke
OPUTHHAIILHBIX ~ METOJIOB  IOJIYYCHUS  HEKOTOPBIX  HOBBIX  (DYHKIMOHAIU3HPOBAHHBIX
OMIIMKINYECKUX JUTEPIICHONJOB U CECKBUTEPIICHOWIOB, COJEPKAlIMX a30T, ISl CO3JaHHs
MPUPOJHBIX XHPAIBHBIX MOJICKYJ, TIPEACTABISIIONIMX WHTEpeC JUIs  (hapMareBTHUSCKON
MPOMBIIITIEHHOCTH. DyHKIIMOHANTM3aIUsl OUIMKINYECKUX JU- U CECKBUTEPICHOUAOB Oblia
BBHITIOJTHEHA KaK B OOKOBOH IIENH, TaK W B B-IUKIe ¢ MOJIydeHHUEM JIAKTaMOB M TIPOU3BOJIHBIX C
aMHUHO — TpPYNIOW, a TakkKe COAEpXKAllUX Aa3WHOBBIA, THAPA3UTHBIA, TUTHUIPA3UIHBIN,
T'YaHUWHOBBIN M TEeTEPOIMKIMYECKUE ()parMeHTHI.
Peménnasi nayuynas 3anava. Pa3paOoTaHbl cTepeoceNeKTHBHBIE METOJbI CHHTE3a Ha OCHOBE
MPUPOJTHOTO  JUTEPIIEHOWAA  CKJIapeosia  a30TCOACpKalUuX  OWIUKIWYECKHX  JAU- U
CECKBUTEPIICHOUIOB,  MPEACTABIAIOMIUX  CO000M  BaKHBIE  XHUpAJIbHbIE  CHHTOHBI  JUIA
I[EJICHANIPABICHHOTO CHHTE3a HOBBIX MTOTCHIIMATHFHO OMOJIOTUIECKH AKTUBHBIX COCIMHCHHIA.
TeopeTnueckoe 3HaueHHe. BTy H3ydeHBI CTPYKTYpHBIE U CTEPUUYECKHE 3aKOHOMEPHOCTH B
peaKnusAX TMOJYYCHHUS HEKOTOPBIX HOBBIX JPUMAHOBBIX, TOMOJIPUMAHOBBIX, JTUTEPIICHOBBIX
a30TCOJEpKAIIUX COSAMHEHUN, MOTEHIMAIBHO O0NadaroluX OWOJIOTHMYECKON aKTUBHOCTBHIO KaK
HAy4YHOTO, TaK U MIPAKTHYECKOTO 3HAYCHHSI.
IIpakTnyeckoe 3HaYeHHe NaHHOW PadOThI. BB OCYIIECTBIEH CHHTE3 CEpUU Pa3HOOOPA3ZHBIX
a30TCcoJepKaIIUX OULMKINYECKUX ITU- U cecKBUTepneHouAoB. [l 16 moiydyeHHBIX BEIIECTB
ObUta  HWccleoBaHa  OWOAKTUBHOCTh, TSATh W3  KOTOPBIX  TPOSBUIM  BBIPAKCHHYIO
MIPOTUBOTPHUOKOBYI0O M aHTHOAKTEPHATbHYIO aKTHBHOCTH, JBa aMHUJa IMOKA3aJd BBIPAKECHHYIO
AHTHOKCHJIaHTHYIO aKTHBHOCTB, a JIBa COCIMHEHUS C T'YaHHJIWHOBBIM (DPAarMEHTOM — BBICOKYIO
MIPOTHUBOOITYXOJICBYIO aKTHBHOCTb.
Buenpenue HaydyHbIX pe3yjabTaToB. OlleHKa OHMONOTHMYECKOH  aKTUBHOCTH  HOBBIX
CHUHTE3UPOBAHHBIX COCAMHCHHWI TO3BOJIMJIA BBIIBUTH BEIIECTBA C OYCHb BBICOKOH CTEIEHBIO
AKTUBHOCTH, KOTOPBIE MOTYT CTaTh OOBEKTOM NaJbHEUIINX Ooyiee TITyOOKHX HCCIEIOBaHUN C
IEJTbI0 UX TMTPAKTHYECKOTO BHEAPCHUS.
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The aim: the thesis is devoted to the realization of the directed synthesis of some bicyclic
nitrogen-containing diterpenoids and sesquiterpenoids based on available natural diterpenoid -
sclareol, to the elucidation of the possible reactions mechanisms and to the selection of the optimal
conditions for the preparation of the above-named compounds possessing high bioactivity
potential.
Objectives: synthesis of drimane and homodrimane sesquiterpenoids containing diazines, 1,2,4-
triazole and carbazole cycles; the investigation of the Beckmann rearrangement of the some
ketoximes; synthesis of dihomodrimane and 14,15-dinorlabdane terpenoids with the amino- group
and the guanidine, azine, hydrazide and dihydrazide fragments; the determination of the structure
and stereochemistry of the synthesized new compounds, as well as the testing of their biological
activity.
Scientific novelty and originality. The conducted research led to the development of the original
methods of the obtaining of new functionalized bicyclic diterpenoids and sesquiterpenoids
containing nitrogen, for the creation of natural chiral molecules of interest for the pharmaceutical
industry. The functionalization of bicyclic di- and sesquiterpenoids was carried out both in the
side chain and in the B-cycle, producing lactams and the derivatives with an amino group, as well
as containing the azine, hydrazide, dihydrazide, guanidine and heterocyclic fragments.
Solved scientific problem. The stereoselective methods of synthesis of some nitrogen-containing
compounds, starting from the natural diterpenoid sclareol, were developed. New nitrogen-
functionalized bicyclic di- and sesquiterpenoids are the important chiral synthons for the
controlled synthesis of new compounds with the potential biological activity.
Theoretical value. The structural and steric regularities in the reactions of obtaining the new
drimane, homodrimane and diterpene nitrogen-containing compounds that have the high potential
of biological activity, of both scientific and practical importance, were studied.
The practical significance of this work. A series of various nitrogen-containing bicyclic di- and
sesquiterpenoids was synthesized. The bioactivity of the obtained 16 substances was investigated.
Five compounds showed the pronounced antifungal and antibacterial activity, two new amides
showed the pronounced antioxidant activity, and two derivatives with guanidine fragment showed
high antitumor activity.
The implementation of scientific results. Evaluation of the biological activity of the newly
synthesized compounds made it possible to identify substances with a very high degree of activity,
which may be the subject of the further deeper studies with a view to their practical
implementation.
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