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

Terpenoidele la ora actuald constituie una dintre cele mai numeroase si importante clase de
compusi naturali. Compusii terpenici manifestd activitate biologicd pronuntatd si regleaza
diferite procese vitale ale lumii animale si vegetale, inclusiv cele ale organismului uman, precum
si ale unor specii inferioare. Terpenoidele si-au gasit vaste aplicatii practice, fiind folosite n
industria farmaceutica si alimentara, aplicarea lor clasica fiind domeniul parfumeric si cosmetic.

Din diversitatea compusilor terpenici, compusii drimanici si homodrimanici, ce contin
sistemul biciclic al trans-decalinei, prezintd un interes deosebit, multi dintre ei fiind produse
naturale sau sintetice de importantd practicd. Unii reprezentanti ai acestora, datoritd
particularitatilor structurale si stereochimice, constituie in prezent obiectul numeroaselor
investigatii teoretice si practice, fiind utilizati ca modele de studiu prin metode chimice si fizico-
chimice avansate sau in calitate de intermediari valorosi la obtinerea unor terpenoide cu schelet
hibrid terpenic si heterociclic ce manifesta activitate biologica.

Compusii, ce contin in moleculele lor fragmente heterociclice, deseori manifesta activitate
biologicd pronuntata. Diazinele, precum si compusii cu fragment 1,2,4-triazolic, 1,3,4-
oxadiazolic, 1,3,4-tiadiazolic si 1,3-tiazolic au demonstrat diverse activititi biologice:
antibacteriana, antifungica, antivirala, anticonvulsiva, antiinflamatorie, anticanceroasa etc.

In literatura de specialitate sunt putine exemple ce tin de izolarea sau sinteza compusilor
terpenici cu fragmente heterociclice, prezenta carora In molecula ar spori activitatea biologica a
acestora. In acest context, obtinerea compusilor cu schelet hibrid terpeno-heterociclic si studierea
activitatii lor biologice reprezinta o directie de cercetare de perspectiva. Problema obtinerii unor
compusi noi biologic activi este actuald atat pe plan national, cat si pe cel international. Deoarece
fungicidele si bactericidele utilizate Tn prezent manifesta efecte secundare serioase, obtinerea de
produse noi cu potential biotic crescut, dar cu toxicitate redusa, biodegradabile i necumulative
reprezinta 0 prioritate. Tema tezei propune dezvoltarea domeniului produselor cu actiune
antimicrobiana prin sinteza de noi compusi cu unitati structurale drimanice sau homodrimanice
si azaheterociclice, testarea lor pe tulpini de markeri fungici si bacterieni.

Actualitatea cercetirilor este determinata de necesitatea utilizarii deseurilor de la
productia uleiului de salvie in scopul obtinerii substantelor utile pentru economia nationald,
precum si de identificarea unor remedii antifungice si antibacteriene noi cu activitate biologica
ridicata la preturi competitive cu preparatele de import, din materie prima locald, ceea ce

constituie o problema de importanta primordiald pentru Republica Moldova.
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Scopul lucrarii consta in elaborarea unor metode de sinteza a compusilor noi biologic activi
cu unitati structurale drimanice/homodrimanice si heterociclice, stabilirea structurii si cercetarea
chirali la obtinerea compusilor cu valoare practica, inclusiv a substantelor biologic active.

Obiective
e Sinteza compusilor drimanici/homodrimanici cu continut de halogen din diterpenoida

labdanica accesibila sclareol si cuplarea ulterioard a acestora cu compusi azaheterociclici
continand grupare amina si metoda alternativa, Sinteza compusilor drimanici/homodrimanici
cu continut de azot din diterpenoida labdanicd accesibila sclareol si cuplarea ulterioara a
acestora cu compusi azaheterociclici halogenati.

e Obtinerea compusilor homodrimanici cu fragment pirimidinic si pirazinic, folosind in calitate
de compus initial acidul 11-homodrim-6,8-dien-16-oic.

e Sinteza compusilor homodrimanici ce contin fragment carbotioamidic, heterociclizarea
ulterioara a acestora cu formarea compusilor homodrimanici cu fragment 1,2,4-triazolic.

e Obtinerea compusilor homodrimanici cu fragment 1,3,4-oxadiazolic si 1,3,4-tiadiazolic,
folosind n calitate de compus initial hidrazida acidului 8a-hidroxi-11-homodrimanic.

e Sinteza compusilor drimanici si homodrimanici ce contin fragment tiosemicarbazonic,
heterociclizarea ulterioara a acestora cu formarea compusilor drimanici si homodrimanici cu
fragment 1,3-tiazolic.

e Determinarea structurii compusilor obtinuti prin metode moderne fizico-chimice de analiza.

e Testarea activitatii antimicrobiene a compusilor noi obtinuti.

Metodologia cercetdrii stiintifice. Pentru realizarea obiectivelor au fost utilizate atat
metode de sinteza clasice, cat si iradierea cu microunde, precum si metodele fizico-chimice
moderne de analizd a compusilor noi sintetizati. Dintre acestea mentiondm spectroscopia de
rezonantd magnetica nucleara (*H, **C si >N RMN), in infrarosu, spectrometria de masi si
metoda difractiei cu raze X. Activitatea biologica a compusilor noi obtinuti a fost testatd pe cinci
tulpini de fungi (Aspergillus niger ATCC 53346, Fusarium solani ATCC 20327, Penicillium
chrysogenum ATCC 20044, Penicillium frequentans ATCC 10110, Alternaria alternata ATCC
8741) si doua specii de bacterii: gram-negativa (Pseudomonas aeroginosa ATCC 27813) si
gram-positiva (Bacillus sp. ATCC 15970) prin metoda dilutiilor consecutive in mediu agarizat.

Noutatea stiintifica. Elaborarea unor metode noi, eficiente, originale si ecologice de
sinteza a compusilor cu schelet combinat drimanic/homodrimanic si azaheterociclic pornind de
la sclareol — diterpenoida labdanica accesibild obtinuta din deseurile de la extragerea uleiului
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eteric din Salvie taimaioasa (Salvia sclarea L.). Originea naturald a componentelor terpenice
presupune biocompatibilitate, o activitate biologica selectiva si o toxicitate joasda. Realizarea
acestor cercetari va contribui la dezvoltarea unor conceptii noi in sinteza chimica organica fina si
chimia medicinala, bazate pe utilizarea derivatilor heterociclici ai terpenoidelor in constructia
moleculelor chirale naturale, pentru necesitatile industriei farmaceutice.
Problema stiintifica importantd solutionatd constd n sinteza dirijatd a unei serii de
compusi optic activi noi cu unitati structurale drimanice/homodrimanice si heterociclice, in baza
diterpenoidei labdanice accesibile sclareol. Acesti compusi constituie sintoni chirali importanti
pentru obtinerea preparatelor de valoare practica, inclusiv a substantelor biologic active, ce
prezinta interes sporit pentru aplicatii in industria farmaceutica.
Semnificatia teoretica si valoarea aplicativi a lucrarii. (i) Au fost elaborate metode de
cuplare a compusilor terpenici cu compusi azaheterociclici, folosind 2 strategii: cuplarea
compusilor terpenici halogenati cu compusi azaheterociclici continand grupari amine si, calea de
alternativa, cuplarea compusilor terpenici ce congin grupari cu azot cu compusi azaheterociclici
halogenati. (ii) A fost obtinutd o serie de compusi homodrimanici cu fragment 1,2,4-triazolic
prin intermediul carbotioamidelor homodrimanice. Pentru carbotioamidele intermediare a fost
efectuat un studiu comparativ privind sinteza acestora la iradiere cu microunde si incdlzire
clasicd. Trebuie sa mentionam ca iradierea cu microunde este mai eficienta, deoarece timpul de
reactie se micsoreaza considerabil, iar randamentul reactiei creste usor. (iii) Au fost elaborate
metode de cuplare-heterociclizare a hidrazidei homodrimanice cu diversi reagenti, cu formarea
compusilor terpenici ce contin fragment oxadiazolic si tiadiazolic. (iv) Toti compusii sintetizati
au fost testati pe cinci tulpini de fungi si doua specii de bacterii, 15 dintre care au manifestat
activitate antifungica si antibacteriana pronuntata, iar doi dintre acestia au manifestat activitate
antimicrobiana inaltd. Rezultatele obtinute confirma ca acesti compusi pot fi utilizati la tratarea
bolilor provocate de fungi si bacterii. (v) Un alt aspect important 1l reprezinta folosirea deseurilor
de origine vegetald in scopul obtinerii substantelor utile pentru economia tarii noastre.
Rezultatele stiintifice inaintate spre sustinere
e Obtinerea compusilor drimanici/homodrimanici cu fragmente piridazinonice, utilizand diferite
strategii de sinteza.

e Sinteza a patru compusi cu schelet hibrid homodrimanic si pirimidinic/pirazinic.

e Sinteza compusilor homodrimanici cu fragment triazolic, oxadiazolic si tiadiazolic, folosind
in calitate de compus initial hidrazida acidului 8a-hidroxi-11-homodrimanic.

e Sinteza tiosemicarbazonelor drimanice/homodrimanice si heterociclizarea ulterioara a cestora
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cu formarea terpenoidelor cu fragment 1,3-tiazolic.

e Testarea activitatii biologice a compusilor noi obtinuti pe cinci tulpini de fungi si doua specii
de bacterii, 15 dintre care au manifestat activitate antimicrobiana de la moderatd pana la
pronuntata, iar doi dintre acestia au manifestat activitate antimicrobiana inalta.

Implementarea rezultatelor stiintifice. Compusii noi obtinuti cu fragmente drimanic/
homodrimanic si azaheterociclic au fost testati la activitate antimicrobiana. Au fost brevetate
metode de sintezd si activitatea antifungica si antibacteriand a doi compusi. Rezultatele obtinute
confirma faptul, ca acesti compusi pot fi utilizati la tratarea bolilor provocate de fungi si bacterii.

Aprobarea rezultatelor. Materialul inclus Tn lucrare a fost prezentat si discutat la diferite
manifestari stiintifice: The International Conference dedicated to the 55" anniversary of the
Institute of Chemistry of the A.S.M. Chisinau, Moldova (2014); Conferinta Nationala de Chimie,
Calimanesti, Romania (2014, 2016); Conferinta Stiintifica Internationald a Doctoranzilor.
Chisinau, Moldova (2015, 2016); Conference “Physical Methods in Coordination and
Supramolecular Chemistry”. Chisinau, Moldova (2015); International Conference on Materials
Science and Condensed Matter Physics. Chisinau, Moldova (2016); “A. I. Cuza” University
Days of Faculty of Chemistry Conference. lasi, Romania (2016); International Conference
Ecological & Environmental Chemistry. Chisinau, Moldova (2017); Romanian International
Conference on Chemistry and Chemical Engineering. Poiana Brasov, Romania (2017).

Publicatii la tema tezei. Rezultatele obtinute au constituit obiectul a 5 articole si 15
comunicdri la conferinte si simpozioane nationale si internationale, in total 20 lucrari stiintifice,
trei dintre care sunt semnate doar de autor.

Volumul si structura lucrarii. Lucrarea contine 124 de pagini text, 57 figuri, 9 tabele, 149
referinte bibliografice, si cuprinde introducere, rezumatul tezei in 3 limbi, lista de abrevieri,
investigatii in literatura de specialitate (capitolul 1), 2 capitole de baza, concluzii generale si
recomandari, bibliografie, declaratia privind asumarea raspunderii si CV-ul autorului.

Cuvinte-cheie: sinteza, ciclizare, (+)-sclareolida, sesquiterpenoide drimanice, compusi
homodrimanici, fragment azaheterociclic, iradiere cu microunde, activitate antimicrobiana,
testare in vitro.

Continutul tezei:

1. METODE DE SINTEZA A UNOR COMPUSI CU FRAGMENTE HETEROCICLICE

Acest capitol include investigatiile din literatura asupra metodelor de sinteza a compusilor
organici, inclusiv a compusilor terpenici cu diverse fragmente azaheterociclice, cum ar fi:

diazinic, 1,2,4-triazolic, 1,3,4-oxadiazolic, 1,3,4-tiadiazolic si 1,3-tiazolic. Pentru compusii
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naturali descrisi cu schelet hibrid terpenic si heterociclic au fost prezentate sursele de izolare,
Importanta lor teoretica si practica.
2. ELABORAREA METODELOR DE SINTEZA A COMPUSILOR DRIMANICI SI
HOMODRIMANICI CU FRAGMENTE DIAZINICE BIOLOGIC ACTIVI

In ultimii ani o atentie deosebiti se acorda izolarii unor terpenoide biologic active cu
continut de azot din diverse surse naturale. Printre acestea, au fost descoperiti compusi cu
proprietati antibacteriene, antiinflamatorii, citotoxice, de inhibare a enzimelor etc. Totodata, in
literatura de specialitate sunt putine studii ce tin de izolarea sau sinteza compusilor terpenici cu
fragmente heterociclice, prezenta carora in molecula ar spori activitatea biologica a acestora.

Acest fapt ne-a determinat sa alegem in calitate de obiect de studiu al prezentei lucrari de
doctorat sinteza compusilor drimanici/homodrimanici cu fragmente heterociclice, si anume
diazinic, 1,2,4-triazolic, 1,3,4-oxadiazolic, 1,3,4-tiadiazolic si 1,3-tiazolic.

In calitate de materie prima pentru cercetirile efectuate a fost utilizati diterpenoida
labdanica — (-)-sclareol, izolata din deseurile provenite de la producerea uleiului volatil de salvie
(Salvia sclarea L..).

2.1. Sinteza compusilor drimanici si homodrimanici cu unititi structurale piridazinonice

Sesquiterpenoidele drimanice sunt compusi bine cunoscuti cu o larga raspandire in naturd
si activitate biologica inalta [1, 2]. Insa, sesquiterpenoidele homodrimanice sunt rar mentionate
in literaturd, In majoritatea cazurilor doar in calitate de compusi intermediari in sinteza
compusilor drimanici din compusii labdanici accesibili. Cu toate acestea, in ultimele doua
decenii, datoritd activitatii si importantei lor sintetice, interesul pentru acesti compusi a crescut
substantial.

Totodata, compusii ce contin in moleculele lor fragmente diazinice deseori manifestd
activitate biologica pronuntatd. Acest fapt ne-a determinat sd realizdm sinteza unei serii de
compusi cu unitati structurale drimanice sau homodrimanice si piridazinonice.

Acest subcapitol este o continuare a investigatiilor in chimia (-)-sclareolului 1 si include
sinteza noilor compusi homodrimanici, pornind de la esterul metilic al acidului 7-oxo0-11-
homodrim-8-en-16-oic 3. Acest compus poate fi obtinut, in doud etape cu un randament de 57%,
din (+)-sclareolida 2 [3].

Cetoesterul 3 a fost supus reactiei de bromurare cu N-bromsuccinimida (NBS) (1.5 eg.) cu
formarea bromurii homodrimanice 4, compus cristalin (Figura 2.1).

Tn continuare cetobromura 4 a fost cuplata cu 6-(p-tolil)-3(2H)-piridazinona 5 in mediu

bazic (K2CO3) in N,N-dimetilacetamida (DMAA), cu formarea sesquiterpenoidei homodrimanice
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cu fragment piridazinonic 7. Aceasta reactie decurge datorita faptului ca piridazinona 5 este o
substantd nesaturatd conjugata care mareste reactivitatea legaturii N-H, usor deprotonabila n
conditiile bazice create [3, 4]. Reactia de cuplare a fost realizata atat in conditii clasice, cat si la

iradiere cu microunde (Tabelul 2.1).

Reagenti si conditii de reactie. i. Na,Cr,07, HSO4, H,0, 6 ore, 55%; ii. H,SO, (conc.), MeOH, A, 96 ore,
90%; iii. LiClIO,, MeOH, &, 3 ore, 63%; iv. NBS, CCl,, A, 2 ore, 92%; v. K,CO3, DMAA, t.c., 48 ore, 7
(75%), 8 (70%); vi. K,CO3, DMAA, MW, 20 min, 79%.

Fig.2.1. Reactia de cuplare a cetobromurii 4 cu p-tolil-piridazinonele 5 si 6

Contrar asteptarilor, interactiunea bromurii 4 cu 6-(p-tolil)-4,5-dihidro-3(2H)-piridazinona
6 Tn mediu bazic nu conduce la compusul cu schelet hibrid homodrimanic si piridazinonic. Acest
fapt este cauzat de un sistem saturat care scade substantial reactivitatea legaturii N-H. In aceste
conditii are loc dimerizarea cetobromurii 4 cu formarea
compusului 8 cu structura complexa, cu un randament de
70% [4, 5]. Stereochimia compusului 8 a fost confirmata si
prin metoda difractiei cu raze X pe monocristal (Figura
2.2).

Mecanismul probabil de formare a compusului spiro

8 a fost stabilit prin sinteze suplimentare. A fost realizata

Fig. 2.2. Structura moleculara a
compusului 8

reactia cetobromurii 4 cu acetat de potasiu n
dimetilsulfoxid (DMSO) care a condus la compusul 13
(Figura 2.3), produs majoritar (86%), si acetatul homodrimanic 10 (14%), structurile carora sunt

prezentate in Figura 2.4 [3].



Mecanismul reactiei de formare a compusului 13 initial
implicd formarea carbocationului alilic 9 in solvent polar
(DMSO). Acest carbocation Tn continuare este transformat pe
doud cai de reactie diferite. in primul caz decurge reactia Sn1,
in urma cireia se obtine acetatul 10. In al doilea caz se
formeaza compusul spiro 13, ca produs majoritar. Gruparea

estericd si carbocationii alilici influenteazd protonii gruparii

metilenice din pozitia Cy1, care devine foarte acida. In rezultatul

deprotondrii are loc formarea intermediarului 11 cu doua

Fig.2.3. Structura moleculara a
compusului 13 structuri canonice posibile: zwitterionul 11b si diena conjugata

1la. Rearanjarea intramoleculard ulterioara a compusului 11, prin 12 si 8, duce la formarea
compusului 13. Pentru a confirma mecanismul de reactic propus, s-a reusit izolarea
intermediarului 8, obtinut in rezultatul reactiei de cuplare dintre bromura 4 si piridazinona 5 n

mediu bazic (K,CO3) in DMAA (Figura 2.1).

Calea 11

—_—

-AcOH

KOAc
-KBr

Fig.2.4. Mecanismul propus de formare a compusului spiro 13

Continuand cercetarile, in scopul obtinerii compusilor cu schelet hibrid homodrimanic si
piridazinonic, a fost realizata sinteza acetatului de 7-0xo-12-(6-oxo-3-p-tolil-6H-piridazin-1-il)-
11-homodrim-8-en-16-il 15 (Figura 2.5).

Si n acest caz, ca punct de pornire a servit sclareolida 2, care a fost supusa mai multor
transformari chimice, cu formarea acetatului de 12-bromo-7-o0xo0-11-homodrim-8-en-16-il 14, cu

un randament total de 44%, compus cristalin [6].



Cuplarea acetoxibromurii 14 cu 6-(p-tolil)-3(2H)-piridazinona 5 in DMAA in prezenta
K,COs, atat in conditii clasice, cat si la iradiere cu microunde (Tabelul 2.1), a permis obtinerea
unui compus nou, acetatului de 7-oxo-12-(6-0xo0-3-p-tolil-6H-piridazin-1-il)-11-homodrim-8-en-
16-il 15, cu un randament de 75% [7].

5 etape
—

Ref. 6

CgH,-CH;

Reagenti si conditii de reactie: i. K;CO3, DMAA, t.c., 24 ore, sau MW, 20 min, 76-79%.
Fig. 2.5. Sinteza acetatului de 7-ox0-12-(6-0x0-3-p-tolil-6H-piridazin-1-il)-11-homodrim-8-en-
16-il 15
Efectudnd cercetarile cu privire la sinteza compusilor noi care contin schelet combinat
terpenic si heterociclic, a fost obtinuta o serie de sesquiterpenoide drimanice cu fragment
azaheterociclic.
Drim-8-en-7-ona 16 este un compus initial important pentru sinteza compusilor cu schelet

mixt drimanic si heterociclic. Acest compus manifesta o reactivitate Sporita datorita legaturii

duble C-8, C-9 care activeaza atomii de carbon din pozitiile C-11 si C-12.

Drim-8-en-7-ona 16 a fost obtinutd prin Tabelul 2.1. Sinteza compusilor
decarboxilarea cetoesterului 3 in solutie etanolica de drimanici/homodrimanici cu
o _ _ fragmente heterociclice Tn conditii
hidroxid de potasiu, conform metodei cunoscute [8, 9]. clasice si la iradiere cu microunde

Aceastd reactie a fost efectuatd si la iradiere cu

Metoda clasica Iradiere cu

microunde. In acest caz randamentul reactiei rimane microunde
acelasi, dar timpul de reactie se micsoreaza de 2 ori § o 8 = v.8 | £
o o g o> o g S
(Tabelul 2.1) [10]. ER EclS s | Es
i - e © |g% |27 |Eg|e°
Drim-5,8-dien-7-ona 17 - compus cristalin, a = § S = § S
fost obtinutd in doud etape din cetoesterul 3, cu un 7 1440 75 20 79
randament total de 86% [9] (Figura 2.6). 15 1440 76 20 79

16 180 98 90 98

Tn continuare cetonele drimanice 16 si 17 au fost

22 1440 51 20 51
tratate cu NBS 1n tetraclorurd de carbon cu formarea 23 1440 34 20 34
bromurilor: 11-bromo-drim-8-en-7-ona 18, 12-bromo- 24 1440 80 20 84
25 1440 77 20 82

drim-8-en-7-ona 19, 11,12-dibromo-drim-8-en-7-ona
20 si 11,12-dibromo-drim-5,8-dien-7-ona 21. Raportul acestora in amestec poate fi modificat

variind cantitatea de NBS si durata reactiei [6, 11].
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Bromurile 18-21 au fost supuse reactiei de cuplare cu piridazinona 5, Tn mediu bazic
(KOH) iIn DMAA, atat in conditii clasice, cat si la iradiere cu microunde (Tabelul 2.1) [10].

Bromurile 18 si 19, cromatografic inseparabile, aflate ih amestec intr-un raport de 3:2, au
fost cuplate cu 6-(p-tolil)-3(2H)-piridazinona 5. Produsii de reactie monosubstituiti 11-(6-0x0-3-
p-tolil-6H-piridazin-1-il)-drim-8-en-7-ona 22 si 12-(6-0x0-3-p-tolil-6H-piridazin-1-il)-drim-8-
en-7-ona 23, spre deosebire de bromurile initiale 18 si 19, au fost separati prin cromatografie pe

coloana cu silicagel, randamentul total fiind de 85% [12].

(0}

HII\J |
Ns
5 CgHy-CH;
B
Vi sau vii

isau ii

)—

18 R=Br; R;=H
19 R=H; R,=Br
20 R=R,=Br

CgH,-CH;,

Reagenti si conditii de reactie: i. KOH, EtOH, A, 3 ore, 98 %; ii. KOH, EtOH, MW, 1.5 ore, 98%; iii.
Se0,, dioxan, A, 30 min, 93%; iv. KOH, etilenglicol, H,O, A, 30 min, 80%; v. NBS, CCl,, A, 2-3 ore, 70-
98%; vi. K,CO3, DMAA, t.c., 24 ore, 34-80%; vii. K,CO3;, DMAA, MW, 20 min, 34-84%.

Fig.2.6. Sinteza compusilor drimanici cu fragment p-tolil-piridazinonic

Dibromurile individuale 20 si 21 la tratare cu piridazinona

5 in aceleasi conditii formeaza 11,12-bis-(6-0x0-3-p-tolil-6H-
piridazin-1-il)-drim-8-en-7-ona 24 si 11,12-bis-(6-ox0-3-p-tolil-
6H-piridazin-1-il)-drim-5,8-dien-7-ona 25 cu randamentele
indicate Tn Tabelul 2.1 [10, 12, 13]. Stereochimia compusului
25 a fost confirmatd si prin metoda difractiei cu raze X pe

monocristal (Figura 2.7) [10, 14].

. ) . .. Fig.2.7. Structura moleculara
Testarea In vitro a compusilor noi obtinuti a demonstrat a compusului 25

ca compusul spiro 8 manifesta activitate antifungica medie cu valorile CMI egale cu 3.5 pg/mL,

aceasta fiind de paisprezece ori mai slaba in comparatie cu compusul de referintd Caspofungin
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(0.25 ng/mL), si activitate antibacteriana cu valorile CMI egale cu 4 pg/mL, in comparatie cu
compusul de referintd Kanamycin (3 pg/mL).

Compusul 25, care este format dintr-un schelet analog cu cel al chinonei si doua unitati
diazinice, manifesta activitate antibacteriana si antifungicd inaltd. Acesta manifestd activitate
antifungica la o CMI egald cu 5 x 10~° pg/mL, care este de 50 de ori mai mare in comparatie cu
compusul de referintd Caspofungin (0.25 pg/mL). Valoarea CMI al activitatii antibacteriane a
acestuia este egald cu 3.2 x 1072 pg/mL, fiind de 90 de ori mai mare in comparatie cu compusul

de referintd Kanamycin (3 pg/mL) [15].

H3C-C6H4ﬂ
\ )

- CMI= 1.5 pg/mL Inactiv Inactiv
Antifungica: CMI= 5 x 1073 pug/mL
Antibacteriana: CMI= 3.2 x 102 pg/mL

Fig. 2.8. Relatia structura-activitate antifungica si antibacteriana n seria sesquiterpenoidelor
drimanice cu fragment azaheterociclic
Compusul 23, care contine o unitate structurala diazinica in pozitia 12 a fragmentului

drimanic, dar fara schelet analog cu al chinonei, manifesta activitate antifungica medie (CMI=1.5
pg/mL), de sase ori mai micd in comparatie cu compusul de referintd Caspofungin (0.25 pg/mL).

Compusii 22 si 24 nu manifesta activitate inhibitorie impotriva tulpinilor studiate de
bacterii si fungi (Figura 2.8).

Prin urmare, pornind de la sclareolida 2, in cateva etape a fost obtinuta o serie de compusi
drimanici/nomodrimanici cu fragment piridazinonic. Evaluarea in vitro a activitatilor
antibacteriene si antifungice ale compusilor cu schelet hibrid terpenic si azaheterociclic pe cinci
tulpini de fungi si doud specii de bacterii a demonstrat cad acestea variaza de la pronuntata pana la
moderata.

2.2. Sinteza compusilor drimanici si homodrimanici cu continut de azot in pozitia C-7 a

ciclului B

In continuare sunt descrise rezultatele sintezei unor compusi drimanici si homodrimanici
cu continut de azot in pozitia C-7 a ciclului B, inclusiv a celor ce contin fragmentul p-tolil-
piridazinic.

Datorita grupei carbonil reactive din pozitia C-7, cetoesterul 3 si drimenona 16 sunt

compusi intermediari importanti pentru sinteza compusilor SuUs-mentionati.
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Cetonele 3 si 16 la tratare cu clorhidrat de hidroxilamind intr-un amestec din
etanol:piridina (raport de 1:1) formeaza oxima drimanica 26 (98%) si oxima homodrimanica 27

(98%), compusi cristalini (Figura 2.9) [16].

Reagenti si conditii de reactie: i. KOH, EtOH, A, 3 ore, 98 % sau KOH, EtOH, MW, 1.5 ore, 98%; ii.
NH,OHHCI, EtOH, Py, 24 ore, 98%; iii. KOH, EtOH, A, 3 ore, 95%; iv. LiAlH,, THF, 5-24 ore, 51%
(29), 55-60% (30) si 10-12% (31); v. NaH, THF, t.c., 5-7 ore, 79-88%.

Fig.2.9. Sinteza compusilor drimanici si homodrimanici cu continut de azot in pozitia C-7
aciclului B
In continuare oxima homodrimanica 27 a fost supusd reactiei de saponificare in solutie

alcoolica de KOH, cu formarea oximei acidului homodrimanic 28, obtinut cu un randament de
95%, compus cristalin [16].

Oximele 26-28 au fost supuse reactiei de reducere cu alumohidrura de litiu (LiAIH4) Tn
tetrahidrofuran anhidru (THF). Tn cazul oximei drimanice 26 se formeaza drim-8-en-7a-amina
29, cu un randament de 51%, compus cristalin. Tn cazul reducerii oximelor homodrimanice 27 si
28 in conditii identice, contrar asteptarilor, nu se formeaza aminele homodrimanice, dar se obtine
un amestec de doi compusi: oxima 16-hidroxi-11-homodrim-8-en-7-onei 30 si 16-hidroxi-11-
homodrim-8-en-7-ona 31, cu randamente de 55% si 10% Tn cazul oximei 27 si de 60% si 12% in
cazul oximei 28.

Alte Tncercari de a reduce grupa oximicd din moleculele compusilor 27 si 28 pana la
grupare amina nu s-au incheiat cu succes, probabil din cauza impedimentelor sterice care apar in
moleculele oximelor homodrimanice mentionate 27 si 28, spre deosebire de molecula oximei

drimanice 26.
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In continuare ne-am propus si realizim reactia de cuplare a aminei drimanice 29 cu
halogenura azaheterociclica 32 in conformitate cu metoda descrisd in subcapitolul 2.1, unde
compusii drimanici si homodrimanici sunt halogenati (Br), iar fragmentul azaheterociclic contine
grupare amina. Spre regret, insa, reactia de cuplare alternativa nu a avut loc.

Din acest motiv ne-am propus sa efectudm reactia de cuplare a oximelor 26 si 27 cu 3-
cloro-6-p-tolil-piridazina 32 In THF in prezenta hidrurii de sodiu (NaH). Tn rezultatul acestei
reactii s-a obtinut O-(3-p-tolil-6H-piridazin-1-il)oxima drim-8-en-7-onei 33 (81%) si esterul
metilic al acidului O-(3-p-tolil-6H-piridazin-1-il)oxim-11-homodrim-8-en-16-oic 34 (79%),
ambii compusi cristalini [17].

Testarea in vitro a compusilor noi obtinuti a demonstrat ca hidroxioxima 30 si
hidroxicetona 31 au demonstrat o activitate antifungica pronuntata cu valorile CMI egale cu 12.5
x 107 pg/mL si 9.4 x 107 Mg/mL, respectiv, aceasta fiind de cateva ori mai mare in comparatie
cu compusul de referintd Caspofungin (0.25 pg/mL), si activitate antibacteriand pronuntatd cu
valorile CMI egale cu 0.50 pg/mL si 0.25 pg/mL, respectiv, in comparatic cu compusul de
referintd Kanamycin (3 pg/mL).

Oxima drimanica 26 a manifestat activitate antifungica si antibacteriand moderatd cu
valorile CMI egale cu 8 pg/mL si 9 pg/mL, in comparatie cu compusii de referinta Caspofungin
(0.25 pg/mL) si Kanamycin (3 pg/mL) [18].

Astfel, ca rezultat al cercetarilor realizate, au fost sintetizati sapte compusi drimanici si
homodrimanici cu continut de azot in pozitia C-7 a ciclului B, doi dintre care contin suplimentar
un fragment piridazinic. Testarile in vitro pe culturile de fungi si speciile de bacterii au
demonstrat ca doi dintre compusii sintetizati manifesta activitate antimicrobiana pronuntata, iar
unul manifesta activitate antimicrobiana moderata.

2.3. Sinteza compusilor homodrimanici cu fragment aminopirimidinic si aminopirazinic

Continuand cercetarile privind sinteza unor compusi noi care sa contind fragmentele
terpenic si azaheterociclic, cu scopul de a obtine un potential biologic cumulativ al structurii
homodrimanice cu fragment heterociclic, a fost realizata sinteza compusilor homodrimanici cu
fragment pirimidinic si pirazinic.

Cetoesterul 3 a fost supus transformarilor chimice cu formarea acidului 11-homodrim-6,8-
dien-16-oic 37, cu un randament total de 83% [3, 6].

Tratarea acidului 37 in situ cu clorura de oxalil in benzen anhidru a condus la clorura

acidului 11-homodrim-6,8-dien-16-oic 38, care in continuare a fost supusa reactiilor de cuplare
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cu 4-aminopirimidina 39a, aminopirazina 39b si 2-aminopirimidina 39c in clorura de metilen la

agitare [19].

5 6

39a, 40a R= —4<_\ N
N—7
)

2N
39b, 40b R= 4@ 6
N
;
4

N
39¢ R= —2<\ :/>5'
N—%

CO,Me

il

Reagenti si conditii de reactie: i. NaBH,4, CeCl;-7H,0, CH30H, 0.5 ore, 97%j; ii. H,SO,4, THF, 24 ore,
89%; iii. KOH, EtOH, 50°C, 3 ore, 96%; iv. CsHg (anhidru), (COCI),, A, 2 ore;
v. CH,CIl,, 40°C, 5-10 ore, 25-69%.

Fig.2.10. Sinteza compusilor homodrimanici cu fragment pirimidinic si pirazinic

Tn cazul 4-aminopirimidinei 39a si aminopirazinei 39b au fost obtinute doar mono-
acilamidele 40a si 40b, cu randamente de 69% si 35%, respectiv (Figura 2.10).

lar Tn cazul 2-aminopirimidinei 39c au fost obtinuti doi produsi de reactie: mono-acilamida
40c (40%) si bis-acilamida 41 (25%).

Toate amidele N-substituite sunt rezultatul condensarii gruparilor amine primare cu clorura
de acil 38. La randul lor, toate amidele secundare pot reactiona din nou cu clorurad de acil, dar,
conform datelor experimentale, numai mono-acilamida 40c sufera o bis-acilare cu formarea bis-
acilamidei 41. Probabil, acest lucru are loc ca urmare a delocalizarii electronilor azotului catre
gruparea carbonil adiacenta (rezonanta legaturii amide) care reduce reactivitatea amidelor fata de
amine. Tn plus, structurile de rezonanti ale amidelor 40a-c prezinti de asemenea delocalizarea
spre ciclul aromatic astfel incat substituentii determina reactivitatea lor. Probabil si timpul de
reactie este important pentru decurgerea bis-acilarii.

Hidroxiesterul intermediar 35 a demonstrat activitate antifungica pronuntata cu valorile
CMI egale cu 3.2 x 102 pg/mL, acestea fiind de opt ori mai mari in comparatie cu compusul de
referintd Caspofungin (0.25 pg/mL), si activitate antibacteriana cu valorile CMI egale cu 9.4x10°
2 ng/mL, in comparatie cu compusul de referintda Kanamycin (3 pg/mL).

Prin urmare, pornind de la cetoesterul 3, printr-o secventa de transformari au fost obtinuti
patru compusi homodrimanici cu fragment pirimidinic si pirazinic 40a-c si 41.

15



2.4. Metode de sintezia a compusilor drimanici si homodrimanici cu fragment diazinic

Cuprinde descrierea aparatajului utilizat, tehnicilor de lucru si a procedeelor experimentale.
Totodatd sunt descrise caracteristicile individuale spectrale ale compusilor noi obtinuti (*H, **C,

>N RMN, IR), datele spectrometriei de masi si analizei cu raze X.

3. SINTEZA COMPUSILOR DRIMANICI S HOMODRIMANICI CU FRAGMENT

TRIAZOLIC, OXADIAZOLIC, TIADIAZOLIC SI TIAZOLIC BIOLOGIC ACTIVI
3.1. Sinteza compusilor homodrimanici cu fragment 1,2,4-triazolic

Majoritatea produselor farmaceutice care mimeaza produsele naturale cu activitate
biologica sunt compusi ce contin fragmente heterociclice. Interesul fatd de sinteza compusilor
heterociclici cu continut ridicat de azot a crescut considerabil in ultimul deceniu, ca urmare a
utilizarii acestora In diferite domenii. Datoritd acestui fapt si ca o continuare a cercetarilor in
domeniul sesquiterpenoidelor drimanice si homodrimanice cu fragmente heterociclice biologic
active ne-am propus sa sintetizam o serie de compusi cu unitati structurale homodrimanice si
1,2,4-triazolice pentru a combina potentialul lor de bioactivitate.

In calitate de materie prima, pentru sinteza compusilor mentionati, s-a utilizat hidrazida
acidului 8a-hidroxi-11-homodrimanic 42. Acest compus poate fi obtinut din (+)-sclareolida 2,

intr-o etapa, cu un randament de 85%, conform Figurii 3.1 [20].

43a/44a/45a R = alil

43b/44b/45b R = fenil

43c¢/44c¢/45¢ R = 4-metil-fenil

43d/44d/45d R = 4-hidroxi-3,5-dimetil-fenil

Reagenti si conditii de reactie: i. NH-NH,-H,0, EtOH, reflux, 5 ore, ?5%; ii. R-NCS, EtOH, t.c. 4-5 ore,
83-91%, sau MW, 5 min, 85-92%; iii. NaOH (8%), 70 C, 2-3 ore, 70-83%;
iv. Bromoacetofenona, Et;N, acetona, t.c., 2-3 ore, 78-80%.
Fig. 3.1. Sinteza compusilor homodrimanici cu fragment 1,2,4-triazolic
In continuare, hidrazida 42 a fost cuplati cu arilizotiocianatii substituiti in etanol, cu
formarea hidrazincarbotioamidelor 43a-d. Sinteza hidrazincarbotioamidelor 43a-d prin metoda
clasicd, care include incalzirea, prezinta dezavantaje majore, cum ar fi durata reactiei (270-300

min) si, In consecintd, un consum mare de energie. Din aceste motive, s-a apelat la metodele
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neconventionale, sinteza fiind realizata prin iradiere cu

Tabelul 3.1. Sinteza

microunde, la o putere de iradiere constanti, dar variind ~ carbotioamidelor 43a-d in conditii

reactic si randamentele de obtinere a produselor, n
conditii de reactie clasica si la iradiere cu microunde.
Conform datelor indicate in Tabelul 3.1, la iradiere
cu microunde, timpul de reactie scade considerabil (de la
cateva ore la 5 min), energia consumata de asemenea scade | 43a

considerabil, iar randamentele cresc usor. Prin urmare,

clasice si la iradiere cu microunde

temperatura. In Tabelul 3.1 sunt prezentate conditiile de Metoda Iradiere cu
_ clasica microunde
>
7z = g s
5 |8E| 2 |8% £
S SY el 3Y Ee
S | EF|ET|Ed|E°
= = &U = = §
300 | 86 5 87
43b | 300 | 83 5 85
43c | 270 | 85 5 88
91 5 92

reactiile de cuplare a hidrazidei 42 cu arilizotiocianati la | 43d | 300

iradiere cu microunde pot fi considerate ecologice [21].

c14
Fig.3.2. Structura moleculara
a compusului 44c

Hidrazincarbotioamidele 43a-d au fost tratate cu solutie apoasa de
NaOH (8%), la temperatura de 70°C, cu formarea compusilor
homodrimanici respectivi cu fragment triazolic 44a-d cu
randamente de 70-83%.

1,2,4-Triazolii-S-substituiti 45a-d au fost obtinuti prin
reactia de cuplare a triazolilor 44a-d cu bromoacetofenona in
acetona in prezenta trietilaminei (Et3N). Teoretic, grupa
functionala N-H din fragmentul triazolic poate fi supusa reactiei

de condensare cu un derivat aromatic halogenat, Th cazul nostru cu

bromoacetofenona. Insa, fragmentul triazolic din compusii 44a-d existi sub forma de doua

structuri de rezonanta. Unul fiind zwitterion aromatic, unde N1 este incércat pozitiv, iar sulful

este negativ. Excesul de electroni face ca sulful sa fie un nucleofil
care reactioneaza usor cu bromoacetofenona [21, 22].
Stereochimia compusilor 44c si 45d a fost definitiv

confirmatd prin metoda difractiei cu raze X pe monocristal

(Figura 3.2 si 3.3).

Am continuat cercetarile realizdnd condensarea 5-amino-
1,2,4-triazolului cu un acid homodrimanic in scopul obtinerii

compusilor cu schelet mixt homodrimanic si triazolic. Acidul 11-

Fig.3.3. Structura moleculard a

homodrim-6,8-dien-16-oic 37 a fost obtinut din sclareolida 2 in compusului 45d

cinci etape (cu un randament total de 47%) (Figura 2.10).
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Tratarea acidului 37 in situ cu clorura de oxalil in benzen anhidru a condus la clorura
acidului 11-homodrim-6,8-dien-16-oic 38, care in continuare a fost supusa reactiei de cuplare cu
5-amino-1,2,4-triazolul 46, in clorura de metilen la agitare, cu formarea 5-amino-1,2,4-
triazolului homodrimanic 47 (Figura 3.4). Analiza datelor spectrale ale produsului de reactie a
ardtat ca triazolul 46 a reactionat cu clorura 38 in una din formele tautomerice si ca amida 47
contine grupa NH; [19].

HN;V;\I

46 NH,

38

Reagenti si conditii de reactie: i. C¢Hg (anhidru), (COCI),, A, 2 ore; ii. CH,Cl,, 40°C, 5 ore, 30%.
Fig. 3.4. Sinteza 5-amino-1,2,4-triazolului homodrimanic 47

Testarea in vitro a compusilor noi obtinuti a demonstrat ca compusii 43¢ si 44d manifesta
activitate antifungica (la CMI 0.125 pg/mL si 0.094 pg/mL) si activitate antibacteriana
pronuntatd (la CMI 0.064 pg/mL si 0.047 pg/mL). Activitatea antibacteriana a triazolului 44d
este de 63 ori mai mare in comparatie cu compusul de referinti Kanamycin (CMI 3.5 pg/mL). in
calitate de agent antifungic acesta este de trei ori mai activ in comparatie cu compusul de
referinta Caspofungin (CMI 0.24 pg/mL). Compusii 45a-d, care au grupa tiolicd SH in pozitia
trei a fragmentului triazolic substituita cu un fragment al acetofenonei, sunt inactivi.

Astfel, pornind de la sclareolida 2, in doud etape au fost obtinute carbotioamidele
homodrimanice, compusi intermediari importanti. Acestea in continuare au fost transformate
intr-o serie de compusi homodrimanici cu fragment triazolic. Evaluarea in vitro a activitatilor
antibacteriene si antifungice ale compusilor cu schelet hibrid terpenic si carbotioamidic sau
triazolic pe cinci tulpini de fungi si doud specii de bacterii a demonstrat ca doi dintre acestia
manifestd activitate pronuntata.

3.2. Sinteza compusilor homodrimanici cu fragment 1,3,4-oxadiazolic si 1,3,4-tiadiazolic

Oxadiazolul si tiadiazolul contin un nucleu heterociclic universal, care prezinta interes
sporit in chimia medicamentelor in cautarea noilor preparate terapeutice.

In continuarea activititii noastre destinate prepararii compusilor cu schelet hibrid
sesquiterpenic drimanic/homodrimanic si heterociclic, cu un potential biologic cumulativ, in
acest compartiment sunt descrise rezultatele sintezelor unor compusi homodrimanici cu fragment

oxa- si tiadiazolic si evaluate in vitro proprietatile antibacteriene si antifungice ale acestora.
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In calitate de materie primi, pentru sinteza compusilor mentionati, s-a utilizat hidrazida
acidului 8a-hidroxi-11-homodrimanic 42, care la interactiune cu disulfura de tetrametiltiuram
(DTMT) 1in dimetilformamida (DMF) formeaza 11-[5-tioxo-(1,3,4-oxadiazol)-2-il]-driman-8a-
olul 48 si 11-[5-mercapto-(1,3,4-tiadiazol)-2-il]-driman-8a-olul 49 (Figura 3.5). Raportul dintre
oxadiazolul 48 si tiadiazolul 49 depinde de cantitatea de DTMT luata in reactie (Tabelul 3.2).
NN

\
SH

S

“"OH

51

52

Reagenti si conditii de reactie: i. TMTD, DMF, 90 °C, 1,5 ore, 48 (20-86%), 49 (5-70%); ii. CDI, Et;N,
THF, 0°C, 74%:; iii. Bromoacetofenona, Et;N, acetona, 3 ore, 80-91%.

Fig. 3.5. Sinteza compusilor homodrimanici cu fragment oxadiazolic si tiadiazolic
In cazul cind in reactie se utilizeaza 0.5 mol DTMT la 1 mol de hidrazida 42

reactioneaza doar 45% din hidrazida initiala, cu formarea oxadiazolului 48. La tratarea 1 mol de

hidrazida 42 cu 1 mol de DTMT se formeazid un Tabelul 3.2. Studiul comparativ al

) ) L R reactiei de heterociclizare a hidrazidei 42
amestec din oxadiazolul 48 si tiadiazolul 49, in care cu DTMT
predomina oxadiazolul 48. Iar in cazul interactiunii 1 | Cantitateade Randament (%)

) ) DTMT luata 42 48 49
mol de hidrazida 42 cu 1.5 mol DTMT se obtine | in reactie (eq.)

acelasi amestec, dar aiCi prevaleaza tiadiazolul 49. (1)8 46 gg é
Formarea 1,3,4-tiadiazolului 49 poate fi explicata 1:5 - 20 70

tinand cont de urmatoarele considerente. DTMT la interaciunea cu compusii ce contin grupe
amine formeaza ionul de N,N-dimetilditiocarbamat 54. Acest ion ataca inelul 1,3,4-oxadiazolului
48 cu desfacerea ciclului, apoi nucleofilul oxigenat 55 ataca carbonul din restul ditiocarbamic.
Nucleofilul 56 nou format, la randul sau, ataca carbonul legat de oxigen conducéand la formarea
ciclului tiadiazolic 49 si eliminarea ionului N,N-dimetilmonotiocarbamat 57 (Figura 3.6).

N-NH N-NH N-NH N-NH S
4
R/Qg)CS S R_</O_ Szzs > R‘Q<O‘\_S/V/S E— R/QS/KS + _O)J\N/
48 _S)J\N/ \&/ES S:< 49 |
o 5

N— 57
| 54 \ 5 / 56
Fig. 3.6. Mecanismul propus de formare a inelului 1,3,4-tiadiazolic
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Stereochimia compusului 48 a fost confirmata si prin
metoda difractiei cu raze X pe monocristal (Figura 3.7).

Sinteza 11-[5-o0x0-(1,3,4-oxadiazol)-2-il]-driman-8a-olului
50 consta in tratarea hidrazidei 42 cu 1,1'-carbonildiimidazol
(CDI) si Et3N in tetrahidrofuran (THF), cu un randament de 74%
[23].

In continuare oxadiazolii 48, 50 si tiadiazolul 49 au fost

P supusi reactiilor de cuplare cu bromoacetofenona in acetond in
Fig. 3.7.Structura moleculara a
compusului 48

oxadiazol)-2-il]-driman-8a-olului 51, cu un randament de 80%, 11-[3-benzoilmetil-5-tioxo-

prezenta EtsN cu formarea 11-[3-benzoilmetil-5-ox0-(1,3,4-

(1,3,4-oxadiazol)-2-il]-driman-8a-olului 52, cu un randament de 91%, si 11-[5-benzoilmetiltio-
(1,3,4-tiadiazol)-2-il]-driman-8a-olului 53, cu un randament de 85% [24].
Stereochimia compusului 53 a fost confirmata si prin

c23 Cz; ) o
. . C1oM s2
metoda difractiei cu raze X pe monocristal (Figura 3.8) [25]. C:W )
A €20 \c17
7 cas} 02 “t s1
B\ <

Pentru a obtine compusi terpenici cu fragment tiadiazolic

c16 3 C11

s-a folosit si metoda de sintezd “one-pot”, la interactiunea
hidrazidei homodrimanice 42 cu derivatii izotiocianati, fara
izolarea compusilor intermediari. Aceastd reactie a fost
realizata in prezenta Et3N in apa, cu formarea 2-amino-1,3,4-

tiadiazolilor 58a-c cu randamente de 70-78% (Figura 3.9) [26].

. . . ) Fig. 3.8. Structura moleculara a
O alta metoda de obtinere a 11-[5-amino-(1,3,4- compusului 53

oxadiazol)-2-il]-driman-8a-olului 59 constad in tratarea hidrazidei 42 cu bromocian (CNBr) in

dioxan apos. Ca rezultat se formeaza oxadiazolul 59 cu un randament de 80% (Figura 3.9).

NH
N

R, =alil
Ry, = fenil
R, = 4-metil-fenil

Reagenti si conditii de reactie: i. R,..-NCS, Et3N, H,0, reflux, 18 ore, 70-78%; ii. CNBr, NaHCOs,
dioxan apos, 1 ora, 80%.
Fig. 3.9. Sinteza compusilor homodrimanici cu fragment 2-amino-1,3,4-tiadiazolic si 2-
amino-1,3,4-oxadiazolic

Testarea in vitro a compusilor noi obtinuti a demonstrat ca tiadiazolul 49 manifesta

activitate antifungica (la CMI 0.032 pg/mL) si activitate antibacteriand (la CMI 0.094 pg/mL)
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pronuntatd. Activitatea antibacteriana a compusului 49 este de treizeci de ori mai mare in
comparatie cu compusul de referinti Kanamycin (CMI 3.5 pg/mL). In calitate de agent
antifungic acest compus este de opt ori mai activ decat compusul de referinta Caspofungin (CMI
0.24 pg/mL) [27]. Tiadiazolul 58a manifestd activitate antifungicd (CMI 0.25 pg/mL) si
activitate antibacteriand pronuntatd (CMI 0.5 pg/mL). Activitatea antibacteriand a compusului
58a este de sase ori mai mare in comparatie cu compusul de referintd Kanamycin (CMI 3.5
pg/mkL).

Oxadiazolii 48 si 51 manifesta activitate antifungicd semnificativd la o concentratie
minima inhibitorie (CMI) egala cu 1.3 si 2 pg/mL, in comparatie cu compusul de referinta
Caspofungin (CMI 0.24 pg/mL), totodata compusul 51 manifesta si activitate antibacteriana
pronuntatd (CMI 0.50 ug/mL) care este de sapte ori mai mare in comparatie cu compusul de
referinta Kanamycin (CMI 3.5 pg/mL).

Astfel, in rezultatul cercetarilor realizate au fost sintetizati zece compusi cu schelet mixt
homodrimanic si oxadiazolic sau tiadiazolic. Structurile acestor compusi au fost confirmate prin
spectroscopia RMN, spectrometria de masa, iar pentru doi compusi prin metoda difractiei cu raze
X pe monocristal. Testarile in vitro pe tulpini de fungi si specii de bacterii au demonstrat ca doi
dintre compusili sintetizati manifesta activitate antifungica si antibacteriana pronuntata.

3.3. Sinteza compusilor drimanici si homodrimanici cu fragment 1,3-tiazolic

In continuarea cercetirilor noastre privind sinteza compusilor noi, care si contind ambele
fragmente terpenic si azaheterociclic, cu scopul de a obtine un potential biologic cumulativ al
structurii homodrimanice si drimanice cu fragment heterociclic, a fost realizatd sinteza
compusilor drimanici si homodrimanici cu fragmente tiosemicarbazonic si 1,3-tiazolic.

In calitate de materie primi, pentru sinteza compusilor mentionati, s-a utilizat esterul
metilic al acidului 7-oxo-11-homodrim-8-en-16-oic 3, care a fost obtinut din sclareolida 2, n
doua etape (cu un randament total de 57%) (Figura 2.1, capitolul 2). Totodata drimenona 16 a
fost obtinutd prin decarboxilarea cetoesterului 3, conform schemei descrise in Figura 2.6,
capitolul 2.

Cetonele 3 si 16 au fost supuse reactiei de cuplare cu tiosemicarbazida si 4-
feniltiosemicarbazida (raport molar de 1:1) Tn alcool etilic cu formarea a patru tiosemicarbazone
60-63 cu randamente de 71-83% [28] (Figura 3.10).
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62R=H R-HN
63 R=C,Hs;

Reagenti si conditii de reactie: i. KOH, EtOH, A, 3 ore, (sau MW, 1.5 ore), 98%; ii. NH,NHCSNH,
sau NH,NHCSNHC¢Hs, EtOH, t.c., 24 ore, 71-85%; iii. Bromoacetofenona, EtOH, t.c., 2-4 ore, 75-83%.

Fig. 3.10. Sinteza compusilor drimanici si homodrimanici cu fragment 1,3-tiazolic

In continuare tiosemicarbazonele 60-63 au fost supuse reactiei de heterociclizare cu
bromoacetofenona (raport molar 1:1) in etanol, cu formarea a patru compusi drimanici si
homodrimanici cu fragment 1,3-tiazolic 64-67, cu randamente de 75-83% [29].

Prin urmare, pornind de la cetonele 3 si 16 printr-o secventa de transformari a fost obtinuta
in premiera o serie de compusi drimanici si homodrimanici cu fragmente tiosemicarbazonic si
1,3-tiazolic. Structurile acestor compusi au fost confirmate prin spectroscopie RMN si IR.

3.4. Metode de sintezd a compusilor drimanici si homodrimanici cu fragment triazolic,
oxadiazolic, tiadiazolic si tiazolic

Cuprinde descrierea tehnicilor de lucru si a procedeelor experimentale. Totodata sunt
descrise caracteristicile individuale spectrale ale compusilor noi obtinuti (*H, **C, N RMN, IR),

datele spectrometriei de masa si analizei cu raze X.

3.5. Procedeu de testare a activititii antimicrobiene

Cuprinde descrierea procedeului de testare pe cinci tulpini de fungi (Aspergillus niger
ATCC 53346, Fusarium solani ATCC 20327, Penicillium chrysogenum ATCC 20044,
Penicillium frequentans ATCC 10110, Alternaria alternata ATCC 8741) si doua specii de
bacterii: gram-negativa (Pseudomonas aeroginosa ATCC 27813) si gram-positiva (Bacillus sp.

ATCC 15970) prin metoda dilutiilor consecutive in mediu agarizat.
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CONCLUZII GENERALE SI RECOMANDARI

Au fost elaborate si realizate metode de sinteza a unei serii de compusi noi drimanici si
homodrimanici cu continut de azot si/sau sulf, inclusiv cu fragmente heterociclice pe baza
diterpenoidei labdanice accesibile - sclareolul. Acesti compusi prezinta interes fundamental,
prin contributii la dezvoltarea domeniului terpenoidelor in sinteza organicd find, cét si
interes aplicativ pentru industria farmaceutica.

Au fost elaborate doud strategii de sintezd a compusilor terpenici cu fragmente
azaheterociclice. Prima strategie consta in cuplarea compusilor terpenici halogenati cu
compusi azaheterociclici continand grupare amina [3, 10], si calea de alternativa, cuplarea
compusilor terpenici ce contin grupari functionale cu azot cu compusi azaheterociclici
halogenati, pornind de la sclareolida [16, 17]. Pentru prima data a fost realizata sinteza a opt
compusi cu schelet hibrid drimanic/homodrimanic si p-tolil-piridazinonic.

Interactiunea bromurii homodrimanice cu p-tolil-piridazinona conduce la formarea esterului
metilic al acidului 7-oxo-12-(6-oxo-3-p-tolil-6H-piridazin-1-il)-11-homodrim-8-en-16-oic.
Utilizarea p-tolil-4,5-dihidro-piridazinonei in aceleasi conditii de reactie, contrar
asteptarilor, conduce la formarea (2S,4'R,4b'R,8aS,E)-metil 1-(2-metoxi-2-oxoetiliden)-
4b',5,5,8a,8',8'-hexametil-3,10'-dioxo-2',3,4,4a,4',4b',5,5',6,6',7,7',8,8a,8',82',9',10"-octa
decahidro-1H,1'H-spiro[naftalen-2,3'-fenantren]-4'-carboxilatului, structura caruia a fost
confirmata prin metoda difractiei cu raze X pe monocristal [3-5].

Pornind de la drim-8-en-7-ona a fost realizatd in premiera sinteza drim-8-en-7a-aminei, prin
intermediul oximei drim-8-en-7-onei. Totodata, pornind de la esterul metilic al acidului 7-
0xo0-11-homodrim-8-en-16-oic, au fost realizate sintezele a trei oxime homodrimanice, care
s-au dovedit a fi intermediari importanti in sinteza compusilor cu schelet hibrid terpenic si
heterociclic [16].

Pornind de la esterul metilic al acidului 7-oxo-11-homodrim-8-en-16-oic, Tn trei etape, a fost
obtinut acidul 11-homodrim-6,8-dien-16-oic, compus intermediar important, din care au fost
obtinuti patru compusi cu schelet hibrid homodrimanic, pirimidinic si pirazinic [19].

In premiera a fost realizati sinteza in trei etape a compusilor homodrimanici cu fragment
1,3,4-triazolic din sclareolida comercial accesibild, prin intermediul carbotioamidelor
homodrimanice. Pentru carbotioamidele intermediare sintezele au fost efectuate atat prin
metode clasice, cat si la iradiere cu microunde, ceea ce a condus la accelerarea procesului,

marirea randamentelor §i micsorarea cantitatilor de energie si de solventi utilizati [21, 22].
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7. A fost studiata reactia de cuplare-heterociclizare a hidrazidei acidului 8a-hidroxi-11-
homodrimanic cu disulfura de tetrametiltiuram cu formarea a doi compusi: 11-[5-tioxo-
(1,3,4-oxadiazol)-2-il]-driman-8a-ol si 11-[5-mercapto-(1,3,4-tiadiazol)-2-il]-driman-8a-ol
[24, 25]. Rezultatul acestui studiu a aratat ca la marirea cantitatii de reactiv utilizat in raport
cu hidrazida homodrimanica se micsoreaza cantitatea de oxadiazol si se mareste cantitatea
de tiadiazol. A fost elucidat mecanismul acestor transformari.

8. 1In premiera, a fost utilizati metoda “one-pot” de sintezd a compusilor homodrimanici cu
fragment 1,3,4-tiadiazolic, la interactiunea hidrazidei acidului 8a-hidroxi-11-homodrimanic
cu derivatii izotiocianati, fard izolarea compusilor intermediari.

9. Interactiunea hidrazidei acidului 8a-hidroxi-11-homodrimanic cu 1,1'-carbonildiimidazol si
bromocian a condus la sinteza compusilor homodrimanici noi cu fragment 1,3,4-oxadiazolic,
structura carora a fost confirmata prin metode spectrale [23].

10. In premiera au fost obtinute tiosemicarbazonele drimanice si homodrimanice prin reactia de
cuplare a cetonelor intermediare importante - esterul metilic al acidului 7-oxo-11-
homodrim-8-en-16-oic si drim-8-en-7-ona, cu tiosemicarbazida si 4-feniltiosemicarbazida
[28]. Acestea, la randul lor, prin intermediul reactiei de heterociclizare au fost transformate
in compusi drimanici si homodrimanici cu fragment 1,3-tiazolic, structura cadrora a fost
confirmata prin metode spectrale [29].

11. A fost testata activitatea biologicd a 53 de compusi noi sintetizati pe cinci specii de fungi
(Aspergillus niger, Fusarium solani, Penicillium chrysogenum, Penicillium frequentans,
Alternaria alternata) si doua specii de bacterii gram-negative (Pseudomonas aeroginosa) si
gram-positive (Bacillus sp.). Dintre compusii testati, 15 au demonstrat activitate antifungica

si antibacteriana de la moderata pana la pronuntata [15, 27].
In baza concluziilor prezentate putem recomanda urmdtoarele:

» 11,12-bis-p-Tolil-piridazonil-drim-5,8-dien-7-ona, obtinuta in premiera, brevetata si testata
in calitate de compus ce poseda proprietiti antimicrobiene pronuntate, poate fi testata la

toxicitate, preclinic si clinic in scopul utilizarii pe larg in industria farmaceutica.

» Compusili noi cu fragment drimanic sau homodrimanic si azaheterociclic, ce manifesta
activitate antimicrobiana pronuntatd, pot fi cercetati in continuare in vederea utilizarii lor la

tratarea bolilor provocate de fungi si bacterii.
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ADNOTARE

LUNGU Lidia, “Sinteza terpenoidelor drimanice si homodrimanice cu unitati
structurale heterociclice si studiul activitatii antimicrobiene”, teza de doctor in chimie, mun.
Chisindu, Republica Moldova, 2019. Domeniul de cercetare: Chimie bioorganica; chimia
compusilor naturali si fiziologic activi. Teza constd din introducere, lista abrevierilor, investigatii
n literatura de specialitate (capitolul 1), 2 capitole de baza, concluzii generale, bibliografie din
149 referinte, volumul total de 124 pagini, precum si 57 figuri si 9 tabele. Rezultatele obtinute au
fost publicate Tn 20 de lucrari stiintifice.

Cuvinte-cheie: sinteza, ciclizare, (+)-sclareolida, sesquiterpenoide drimanice, compusi
homodrimanici, fragment azaheterociclic, iradiere cu microunde, activitate antimicrobiana,
testare in vitro.

Scopul si obiectivele lucrarii constau in elaborarea metodelor de sintezd a compusilor noi
biologic activi cu unitati structurale drimanice sau homodrimanice si heterociclice, stabilirea
acestora in calitate de sintoni chirali la obtinerea compusilor cu valoare practica, inclusiv a
substantelor biologic active.

Noutatea si originalitatea stiintifica. Elaborarea unor metode noi, eficiente, originale si
ecologice de sinteza a compusilor cu schelet combinat drimanic sau homodrimanic si
azaheterociclic pornind de la sclareol — diterpenoida labdanica accesibila extrasa din deseurile de
la extragerea uleiului eteric din Salvie tamaioasa (Salvia sclarea L.). Originea naturala a
componentelor terpenice presupune biocompatibilitate, o activitate biologica selectiva si o
toxicitate joasa.

Problema stiintifica importantd solutionatd constd n sinteza dirijata a unei serii de
compusi optic activi noi cu unitati structurale drimanice sau homodrimanice si heterociclice, in
baza diterpenoidei labdanice accesibile - sclareol. Acesti compusi reprezinta sintoni chirali
importanti pentru obtinerea preparatelor cu valoare practicd, inclusiv a substantelor biologic
active, ce prezinta interes sporit pentru aplicatii in industria farmaceutica.

Valoarea aplicativi a lucrarii. Au fost elaborate metode de cuplare si/sau heterociclizare
a sesquiterpenoidelor drimanice si homodrimanice cu compusi azaheterociclici. Toti compusii
sintetizati au fost testati pe cinci tulpini de fungi si doud specii de bacterii, 15 dintre compusii
testati au manifestat activitate antifungica si antibacteriana pronuntatd, iar doi dintre acestea -
activitate antibacteriana si antifungica inalta.

Un alt aspect important pentru economia tarii noastre il reprezinta folosirea deseurilor de
origine vegetald in scopul obtinerii substantelor utile.

Implementarea rezultatelor stiintifice. Compusii noi obtinuti cu fragmente drimanic sau
homodrimanic si azaheterociclic au fost testati la activitate antimicrobiand. Au fost brevetate
metodele de sinteza si activitatea antifungicd si antibacteriand a doi compusi. Rezultatele
obtinute confirma faptul ca acesti compusi pot fi utilizati la tratarea bolilor provocate de fungi si
bacterii.
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SUMMARY

LUNGU Lidia, "Synthesis of drimane and homodrimane terpenoids with
heterocyclic structural units and the study of antimicrobial activity™, the thesis
for the degree of Doctor in chemistry, Chisinau, Republic of Moldova, 2019.
Research field: Bioorganic chemistry; chemistry of natural and physiologically
active compounds. The thesis consists of the introduction, list of abbreviations,
investigations in the specialized literature (chapter 1), 2 main chapters, general
conclusions, bibliography of 149 references, full volume of 124 pages, 57 figures
and 9 tables. The obtained results were presented in 20 scientific publications.

Key words: synthesis, cyclization, (+)-sclareolide, drimane sesquiterpenoids,
homodrimane compounds, azaheterocyclic fragment, microwave irradiation,
antimicrobial activity, in vitro testing.

The purpose and objectives of the study. The thesis is devoted to the
elaboration of the methods of synthesis of the new biologically active compounds
with drimane or homodrimane and heterocyclic structural units, the establishment
of the structure and the research of their biological activity, as well as the study of
the possibility of their use as chiral synthons for getting compounds of practical
value, including biologically active substances.

Novelty and scientific originality. Development of new, efficient, original and
ecologically pure methods of synthesis of compounds which consist from drimane
or homodrimane and azaheterocyclic combined skeleton from sclareol - a labdanic
diterpenoid easely available, extracted from waste of clary sage (Salvia sclarea L.)
after extraction of essential oil. The natural origin of terpenic components involves
biocompatibility, selective biological activity and low toxicity.

The solved important scientific problem consists in the directed synthesis of a
series of new optically active compounds with drimane or homodrimane and
heterocyclic structural units, based on accessible labdanic diterpenoid - sclareol.
These compounds are chiral synthons that are important for obtaining compounds of
practical value, including biologically active substances, which are of great interest
for applications in pharmaceutical industry.

Practical importance of the study. Methods of coupling and/or
heterocyclization of drimane and homodrimane compounds with azaheterocyclic
compounds have been developed. All the synthesized compounds were tested on
five fungal strains and two species of bacteria, 15 of the tested compounds showed
pronounced antifungal and antibacterial activity and two of them exhibit high
antibacterial and antifungal activity

Another important aspect is the use of vegetable wastes with the view of
obtaining substances of practical importance for the economy of our country.

Implementation of scientific results. New obtained compounds with drimanic or
homodrimanic and azaheterocyclic fragments were tested for antimicrobial activity. Methods of
synthesis and antifungal and antibacterial activity of two compounds were patented. The
obtained results confirm that these compounds can be used to treat fungal and bacterial diseases.
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AHHOTAIUSA

JIVHT'Y Jlugus, “CuHTe3 IPUMAHOBBIX U TOMOJAPHUMAHOBBIX TEPIEHOUTOB CO
CTPYKTYPHBIMH  TeTEPOUUKJIHYECKMMH  (parMeHTaMHM M  HCCJeJ0BaHHE
AHTUMHUKPOOHOW AaKTHUBHOCTH”, JHCCEpTalMsd Ha COMCKAHUE YYEHOH CTENeHHU
JOKTOpa XUMHYecKMX Hayk, Kumwunes, Pecnybimka Monnosa, 2019. Oénacme
uccneooseanua: buoopraHudyeckas XUMHUS; XUMHS HPUPOAHBIX U (PHU3UOIOTUUYECKHU
aKTHUBHBIX coequHEeHHU. [uccepTanus COCTOUT U3 BBEJCHHUS, CIUCKA COKpAaIlCHUH,
aHAJUTUYECKOTO 0030pa JuTepatypsl mo Teme (riaaBa 1), 2 OCHOBHBIX TJiaB, 00IIUX
BBIBOJIOB, OmOnuorpaduu u3 149 HaumeHoBaHUU, oOmwuii o0bem 124 cTpaHUIH,
BkJro4as 57 pucyHkoB u 9 tabnui. [lonydeHHble pe3ynbTaThl onyodukoBaHsl B 20
Hay4dHBIX paborax. Knawueevle caosea: cunte3, (+)-cKiapeosn, IHKIA3AIKSA,
JpUMaHOBBIE CECKBUTEPIEHOU I, rOMOJIPUMaHOBBIE COETMHEHUS,
a3areTepPONUKINICCKHA (parMeHT, MHUKPOBOJIHOBOE OOJydeHUE, aHTHUMHKPOOHAas
aKTUBHOCTH, TECTUpOBaHHUE iN Vitro.

Ienvo u 3ad0auamu Oucepmayuu SBISIOTCS pa3paboTKa METOJOB CHUHTE3a
HOBBIX OMOJIOTHYECKU aKTUBHBIX COCAUHEHHUN C IPUMAHOBBIMU/TOMOJIPUMAHOBBIMU U
FeTePONUKINICCKUMHU (parMeHTaMH, YCTAHOBJICHHE CTPYKTYPHI H HCCICIOBAHUE HX
OHMOJOTUUYECKOW aKTUBHOCTHU, a TaK)X€ M3y4EeHHE BO3MOXKHOCTH HUX HCIOJIb30BAHHSA B
Ka4eCTBE XUPAJbHBIX CHUHTOHOB JIJIS MOJYYCHHUS NMPAKTUYESCKH BAXXHBIX COCIUHCHUH,
B TOM 4HCJIe OMOTOTUYECKHU aKTHBHBIX BEIIECTB.

Hoeéusna u nayunas opuzunanvnHocms. Pa3zpaborka HOBBIX, 3(PpPEeKTHUBHBIX,
OPUTHUHAJBHBIX M DKOJOTHYECKHM YHCTBIX METOJOB CHHTE3a COEJAMHEHHHA ¢
KOMOMHUPOBAHHBIM  JPHUMaHOBBIM/TOMOJPHUMAHOBBIM W  a3areTePOIHMKINYCCKUM
CKeJeTOM, Ha4yuhHasg C JOCTYNHOro JabJaHOBOrO JUTEpIEHOUAA - CKlapeona,
W3BJICUEHHOTO W3 OTXOJO0B OJKcTpakiuu ddupHoro wmacma Salvia sclarea L.
EctecTBeHHOE NPOUCXOXJIEHUE  TEPIEHOB BKJII0OYaeT  OMOCOBMECTHUMOCTb,
CEJIEKTUBHYIO OMOJIOTHUYECKYI0 AaKTUBHOCTh M HU3KYIO TOKCUYHOCTD.

Pewennaa Hnayynasa 3adaya 3aKIIOYAETCS B HAMpaBIEHHOM CHHTe3e pAAa
HOBBIX ONTHYECKH aKTHUBHBIX COCIUHEHHH C JPUMaHOBBIMH/TOMOJIPMMAHOBBIMU H
reTeponUuKINYecCKUMH  (QparMeHTaMd Ha OCHOBE JOCTYNHOTOo J1abJaHOBOTO
IUTEpPIIEHONIa - CKJapeojia. DTH COCIHUHEHHS SBISIOTCA BaXXHBIMHU XHUPaJIbHBIMU
CUHTOHaMH [UIsS TMOJYYEHHUS TpemnapaTtoB, BKIOYasgs OHOJOTHUYECKH aKTHBHBIE
BEIIECTBa, KOTOpHIE TMPEACTABISIOT OOJBIION HWHTEpEC MO TNPUMEHEHHUS B
dbapMaeBTUYECKON MPOMBIIIIECHHOCTH.

Ilpakmuueckoe 3nauenue pabomel. boiiu pa3zpaboTaHbl METOJB COEJAUHEHUS
U/UAA TeTepPOUUKIU3AlUN JPUMAHOBBIX HJIM TOMOJPHUMAHOBBIX COCJHUHEHUH C
azareTeporukKiIndecKuMu (parMeHTaMu. Bce CHMHTE3UpOBaHHBIE COCTMHEHUS OBITH
UCIBITAHBl Ha MSITH BUJAX TPUOKOB M ABYX BHIAaX OakTepuid, 15 M3 HUCHOBITYEMBIX
COCJMHEHUN TOKa3ajlu BBIPAXKEHHYI MPOTHBOTPUOKOBYID M aHTHOAKTEPHATbHYIO
AKTUBHOCTh, a JBa M3 HHUX TMPOSABUIM BBICOKYI0 AaHTUOAKTEepUANbHYIO U
NPOTHBOTPUOKOBYH  aKTHBHOCTh.  JI[pyruM  BaXHBIM  aCIIEKTOM  SIBJISETCS
HCIIOJIb30BaHUE OTXOJOB PACTUTEIBHOTO CHIPbS IJsI MOJYy4YEeHHUS BEIIECTB, KOTOPHIE
SBJISIOTCS MPAaKTHICCKH IEHHBIMH JIUIST DKOHOMHUKH HaIIei CTpaHbl.

Hcnonvszoeanue  pesyromamoé  ucciaedoeanuii.  HoBble  coenumHeHuU,
MOJIY4EHHBIC C JAPHUMAHOBBIMU HMJIH TOMOJPHUMAHOBBIMH M a3areTEPOIMKINICCKHMU
dbparmentamu, OBIIM MPOTECTUPOBAHBI HAa AHTUMHUKPOOHYI AaKTHUBHOCTh. bwiinu
3alaTeHTOBAHHBI METOJBl CHHTE3a, MPOTHUBOTPHOKOBas © aHTUOAaKTepualbHAs
AKTUBHOCTH JBYX coequHeHUU. [lonydyeHHBIE pe3yiabTaThl MOATBEPKAAKT, YTO ITHU
COEJIMHEHHUSI MOTYT OBbITh MCIOJb30BAHBI AJIS JIeUeHUs] TPUOKOBBIX U OaKTepUaIbHBIX
3a00NeBaHUN.
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