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(57) Rezumat:
1
Inventia se refera la compusi organici din
clasa tiosemicarbazonelor care poseda activi-
tate antibacteriand. Compusii pot fi utilizati in
medicind, medicina veterinara si agricultura.
Esenta inventiei constd in sinteza deri-
vatilor noi ai acidului 4-formil-3-hidroxi-2-
naftoic cu formula:
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unde R = H (1) si CsHs (2). Compusii mani-
festa proprietdti bacteriostatice §i bactericide
fatd de microorganismele patogene S. aureus si
E. coli.
Revendicari: 1

Figuri: 1



(54)
with antibacterial properties

(57) Abstract:
1

The invention relates to organic compounds
from the class of thiosemicarbazones posses-
sing antibacterial activity. The compounds can
be used in medicine, veterinary medicine and
agriculture.

Summary of the invention consists in the
synthesis of new derivatives of 4-formyl-3-
hydroxy-2-naphthoic acid of the formula:

CH — N—NH—C —HNH—R
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Thiosemicarbazone derivatives of 4-formyl-3-hydroxy-2-naphthoic acid

2
where R = H (1) and C¢Hs (2). The compounds
exhibit bacteriostatic and bactericidal pro-
perties against pathogens S. aureus and E. coli.
Claims: 1
Fig.: 1

Tuocemukap6a3oHOBbIe MPOU3BOAHBbIE 4-(POPMUI-3-THAPOKCH-2-

HA(TOIHON KUCJIOTHI C AHTHOAKTEPUATbHBIMHU CBOMiCTBAMM

(57) Pedepar:

N300pereHne OTHOCUTCS K OpraHHYSCKHM
COEIMHEHUSIM W3 KJlacca THOCEMHKapOa30HOB
00JTaIAIONMMH  aHTHOAKTEPUAILHOW — aKTHB-
HOCThIO. COCMHEHUSI MOTYT HCIOJIh30BATHCS
B MEIWIIMHE, BETCPUHAPHH U  CEIBCKOM
XO3HCTBE.

CymHOCT, W300peTeHUs] 3aKII0YacTCsS B
CHUHTE3¢ HOBBIX NPOHM3BOJHBIX 4-(hopMui-3-
THIIPOKCH-2-HA()TOWHON KUCIIOTHI (JOPMYJIBI:
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rie R = H (1) u CgHs (2). Coenunenus
MPOSBIISIOT OAKTEPHOCTATHYCCKHE U OaKTepH-
[IW/IHBIC CBOMCTBA B OTHOLICHHH MATOrE€HHBIX
MHUKpoOpranu3moB S. aureus u E. coli.
I1. popmynsr: 1
Qur.: 1
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Descriere:

Inventia se referd la compusi organici din clasa tiosemicarbazonelor care poseda
activitate antibacteriand. Compusii pot fi utilizati In medicina, medicina veterinara, agri-
cultura.

Tiosemicarbazonele ce fac parte din clasa bazelor Schiff atrag atentia cercetatorilor atat
prin varietatea lor structurald, cat si prin activitatea biologica. In literatura de specialitate
aceastd clasd de substante este remarcata printr-un Spectru larg de activitdti biologice, cum
sunt antibacteriene, antivirale, antifungice [1-3]. Unele tiosemicarbazone, cum sunt
triapinul si marboranul, deja sunt utilizate in practica medicald respectiv in calitate de
inhibitori ai ribonucleotidreductazei sau ca preparate antivirale si antimicotice [4].

Gama larga de proprietiti biologice este determinatd de diversitatea tiosemicarbazonelor
posibile de obtinut prin reactia Schiff, variind aldehida sau cetona initiala sau substituentii
in fragmentul tiosemicarbazonic. Variatia proprietitilor biologice la schimbarile neesentiale
in compozitia si structura substantelor (si lipsa unor date concrete privind mecanismul de
actiune biologicd) determina sinteza unor compusi noi de acest tip.

Influenta substituentilor si pozitiei lor in fragmentul tiosemicarbazidic asupra pro-
prietatilor biologice nu poate fi pronosticatd exact (desi s-au evidentiat unele legitati mai
generale), fiind determinata de un sir de factori care pot fi elucidati numai la testarea
compusilor pe organisme vii. De exemplu, acesti factori pot fi: i) interactiunea cu
receptorii; ii) capacitatea de a patrunde prin membrana; iii) existenta echilibrului intre
actiunea terapeutica si detoxicarea in organism; iiii) efecte secundare.

La momentul actual asortimentul preparatelor medicamentoase cu un spectru larg de
activitate biologica fatd de agentii patogeni este destul de redus. O utilizare mai larga contra
microorganismelor patogene au antibioticele care, de reguld, se caracterizeazd printr-0
selectivitate redusa. in conditiile cresterii agresivititii bolilor microbiene, adoptirii pato-
genilor la preparatele existente, existd necesitatea crearii si reinnoirii permanente a prepa-
ratelor medicamentoase pe bazd de substante biologic active noi. Tendinta de a obtine
preparate noi cu o eficacitate mai Inaltd prin largirea spectrului de activitati biologice pre-
supune studiul altor reactii si al compusilor chimici noi.

Tiosemicarbazonele aldehidelor aromatice au fost pe larg studiate in literaturd, o parte din
ele manifesta activitate antimicrobiana, dar la concentratii mai mari comparativ cu preparatul
antibiotic cunoscut cloramfenicol [5, 6].

Este cunoscuta aldehida aromatica polifunctionald pe baza nucleului naftalinei - acidul 4-
formil-3-hidroxi-2-naftoic, pentru care nu sunt cunoscuti derivatii tiosemicarbazonici [7].
Derivatii azometinici ai acidului 4-formil-3-hidroxi-2-naftoic au fost propusi in calitate de
pigmenti [7].

Problema pe care o rezolva inventia propusa consta in extinderea gamei de substante din
clasa derivatilor tiosemicarbazonici polifunctionali in baza acidului 4-formil-3-hidroxi-2-
naftoic ce manifesta activitate antimicrobiand la concentratii mai mici comparativ cu
preparatele cunoscute.

Esenta inventiei constd in sinteza derivatilor noi ai acidului 4-formil-3-hidroxi-2-
naftoic cu formula:

CH=— N—NH—(”3 —MNH—E
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unde R = H (1) si C¢Hs (2). Ambii compusi manifesta proprietdti bacteriostatice si
bactericide fata de microorganismele patogene S. aureus si E. coli.

Compusul (1) reprezintd tiosemicarbazona acidului initial avand formula bruto
C13H11N3SO3-CH;OH (Mr = 321,234). Compusul (2) reprezinta 4-feniltiosemicarbazona
respectiva cu formula bruto Cy9H;5N303S (Mr = 365,294).

Rezultatul inventiei consta in aceea ca s-au sintetizat noi compusi activi cu proprietati
antibacteriene din clasa tiosemicarbazonelor aromatice polifunctionale.
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Testarile in vitro au demonstrat cd compusii din clasa propusd manifestad un spectru
destul de larg de activitate antibacteriand. Au fost determinate concentratiile minima de
inhibitie (CMI) si minima bactericida (CMB). Din substantele organice mentionate in pre-
zenta lucrare cele mai bune rezultate a manifestat substanta (2).

Inventia este ilustratda de desen care reprezintd structura moleculard a compusului
C13H1:N3SO3-CH3;OH (1) confirmata experimental.

Compusii revendicati fac parte din clasa de compusi azometinici obtinuti prin reactia de
condensare (Schiff) a 4-feniltiosemicarbazidei si tiosemicarbazidei cu acidul 4-formil-3-
hidroxi-2-naftoic. Compusii au fost caracterizati prin analiza elementara (C, H, N, S),
spectroscopie IR, prin metoda de difractie cu raze X pe monocristal.

Exemplu de realizare a inventiei

Compusii Ci3H;11N3SO3-CH3OH (1) si Ci9H15N305S (2) au fost sintetizati pe baza
acidului 4-formil-3-hidroxi-2-naftoic [7]. Prin reactia de condensare a acidului 4-formil-3-
hidroxi-2-naftoic (0,43 g, 0,002 moli) cu 0,18 g (0,002 moli) tiosemicarbazida sau 4-
feniltiosemicarbazida (0,30, 0,002 moli) In mediul alcoolic are loc in ambele cazuri
formarea de precipitat de culoare galben-oranj. Produsii formati au fost filtrati, spalati
consecutiv cu alcool metilic, eter si uscati la aer. Substantele au fost separate in stare solida
cu un randament n=56% pentru compusul 1 si respectiv n=53% pentru compusul 2.

Datele de analiza elementard la C, H, N au fost efectuate in Grupul de Analizd al
Institutului de Chimie al Academiei de Stiinte a Republicii Moldova.

Spectrele in IR pentru combinatiile studiate au fost inregistrate la aparatul SPECTRUM
100FT — IR SPECTROMETER [Perkin Elmer] in domeniul 4000...400 cm™. Probele au
fost pregatite in formd de suspensii in ulei de vaselind. Benzile spectrelor in IR au fost
atribuite pe baza datelor din literatura [Nakamoto K. Infrakrasnye spectry i spectry KR
neorganiceskih i organiceskih soedinenii. Moskva, Mir, 1991, 540 s. (in limba rusa)].

Pentru compusul 1 cu formula {C;4H;5N30,S} s-a gisit (calculat) in %:

C 52,81 (52,34); H4,53 (4,67); N 13,15 (13,08).

Spectrul IR (vaselini, cm™) contine urmatoarele benzi: 3620, 3452, 3419, 3278, 3147,
2683, 2607, 2570, 2509, 1675, 1622, 1605, 1579, 1545, 1517, 1507, 1452, 1430, 1392,
1350, 1329, 1298, 1280, 1240, 1214, 1175, 1161, 1123, 1070, 1035, 1014, 998, 938, 889,
867, 835, 794, 743, 734, 723, 687, 668, 632, 617, 597, 545, 532, 477, 442, 424.

Pentru compusul 2 cu formula C1gH;5N303S s-a gasit (calculat) in %:

C 61,82 (62,47 ); H 3,89 (4,11); N 11,39 (11,50).

Respectiv, spectrul IR (vaselind, cm™) contine urmitoarele benzi: 3580, 3299, 3192,
3025, 2684, 2529, 2479, 2442, 1657, 1623, 1593, 1574, 1545, 1519, 1499, 1452, 1430,
1392, 1354, 1329, 1291, 1252, 1214, 1165, 1095, 1079, 1049, 1025, 1004, 963, 937, 889,
859, 826, 806, 793, 745, 732, 721, 690, 668, 632, 616, 599, 552, 534, 516, 496, 473, 457,
440, 422.

Substantele se descompun la incilzire mai sus de 220°C.

Datele experimentale ale studiului cu raze X au fost colectate la temperatura 100K la
difractometrul Nonius Kappa CCD (radiatia MoK, monocromator de grafit, metoda de scanare
Q) de la un cristal cu dimensiunile 0,4 x 0,2 x 0,2 mm. S-a stabilit ¢ compusul a cristalizat in
singonia monoclinicd, grupa spatiald P2;/a. Parametrii celulei elementare au fost precizati in baza
setului de date experimentale. Integrarea valorilor intensitdtilor si reducerea lor la scard
generala s-a efectuat conform programului DENZO si SKALEPACK. Absorbtia a fost luata in
consideratie utilizand programul XEMP. Structura compusului a fost solutionata prin metoda directa
si precizata utilizand metoda celor mai mici patrate in variantd anizotropica pentru atomii de baza
(nonhidrogenici) in cadrul programului SHELX-97.

La interactiunea acidului 4-formil-3-hidroxi-2-naftoic cu tiosemicarbazida (CHsN3S) sau
4-feniltiosemicarbazidazida (C;HgN3S) in raport molar 1:1 in mediul de alcool metilic s-au
obtinut doi compusi organici noi numiti acidul 3-hidroxi-4-[(g)-(carbamotioilhidra-
zono)metiliden]naftalen-2-carboxilic (1) si acidul 3-hidroxi-4-[(€)-(fenilcarbamotioilhidra-
zono)metiliden]naftalen-2-carboxilic (2). Din datele prezentate de analiza elementara pentru
C, H, N s-a stabilit urmatoarea compozitie bruto a compusilor: Cyi3H;1N3SO3-CH30H (1);
C19H15N305S (2), care diferda de compozitia componentilor initiali ai reactiei. Produsii reactiei
prezinta pulberi de culoare galben-oranj. La evaporarea solutiei filtrante in urma reactiei au
fost separate cristale si monocristale de 1 care dupa marime au fost potrivite pentru studiul cu
raze X pe monocristal. Prin analiza cu raze X pe monocristal s-a stabilit structura moleculara
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si cristalinda a moleculei Cy3H;iN3SO3-CH;OH (1) cu urmatorii parametri ai celulei
elementare: a = 8,1781 A, b = 9,9367 A, ¢ = 18,2639 A, o = 89,988°, B = 89,999°, y =
72,715°. Substanta cristalizeaza in grupul de simetrie monoclinica.

Spectrele in IR pentru astfel de molecule organice contin un numar mare de benzi de
absorbtie. Cea mai evidenti este banda de absorbtie din domeniul ~1655 (1), 1674 (2) cm™
care este atribuitd vibratiilor de valenta ale gruparii carboxilice nedeprotonate din ambii
compusi. Pozitia benzii este deplasatd spre lungimi de unda mai mari, fiind implicatd intr-un
sistem de legaturi de hidrogen intra- si intermoleculare. Conform datelor din literatura
cunoscute [v. Nakamoto] pozitia benzii caracteristice gruparii carboxilice nedeprotonate este
prognozati in domeniul 1710...1700 cm™. In domeniul 1545 cm™ in spectrele ambilor
compusi apare o banda de absorbtie de intensitate medie caracteristica vibratiilor de valenta
ale gruparii C=N aparute in urma reactiei de condensare. Benzile din domeniul 1517, 1507 si
1517, 1499 cm™ sunt caracteristice vibratiilor de deformare ale gruparilor N-H. In domeniul
3276, 3147 (1) si 3296, 3185 (2) cm™ sunt prezente benzi de absorbtie caracteristice
vibratiilor de valenta ale gruparii N-H din compusi. Banda de intensitate medie din domeniul
835 (1), 826 (2) cm™ este atribuitd vibratiilor de valentd ale grupdrii C=S. Vibratiile de
valentd ale gruparii OH fenolice provenite din tiosemicarbazone, precum si din solvent sunt
situate in domeniul 3620...3400 cm™.

Compusii 1 si 2 sunt solubili in alcool etilic, DMSO, DMF, mai putin solubili in
cloroform, acetona si insolubili in apa.

Activitatea biologica. Determinarea activitatii antimicrobiene a substantelor propuse a
fost efectuata in bulion peptonat de 2% . In calitate de culturi de referinta in experimentul in
vitro au fost folosite 2 tulpini standard: Staphilococcus aureus ATCC 25922 si Escherichia
coli ATCC 25923. Compusii sintetizati au fost testati in forma de solutii in dimexid.

Cultivarea microorganismelor, obtinerea suspensiei, determinarea CMI si CMB s-au
realizat dupa metoda dilutiilor succesive [Krivosein 1. S., Compendiu pentru lucrari practice
la microbiologia medicala si diagnostic de laborator al bolilor infectioase, 1990, Chisinau,
Lumina, 318 p.].

Bulionul Hottinger se toarna in eprubete aranjate cate 10 in fiecare rand. Se pregateste o
solutie de 2% a preparatului si In prima eprubetd se adaugd 1 mL de preparat, din care se
transfera in urmitoarea etc., pana la a IX-a eprubetd, din care se inliturd 1 mL. In calitate
de control a servit eprubeta a 10-a care nu contine solutie de preparat. Cultura de micro-
organisme timp de 24 ore se standardizeazi dupi standardul de turbiditate. In toate
eprubetele randului, incepand cu cea de control, se introduc cate 0,2 mL suspensie de
microorganisme obtinutd. Rezultatele experientei s-au determinat dupd incubare in termo-
stat timp de 24 ore la 37°C. Concentratia minima inhibitoare (CMI) a preparatului se
determind dupa ultima eprubeta cu bulion transparent in comparatie cu cresterea intensa a
microorganismelor in eprubeta de control.

CMB s-a determinat prin metoda dilutiilor succesive pe medii solide (cutia Petri).
Rezultatele experimentale obtinute la studierea proprietatilor antibacteriene ale compusilor
revendicati si ale preparatului antibiotic, de referintd cloramfenicol, sunt prezentate in tabel.

Tabel
S. aureus E. coli
Nr. Compusul chimic CMI, CMB, CMI, CMB,
d/o mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL
1 | Cy3H131N3SO;-CH30H (1) 2,5 5,0 12 2,5
2 | CioH1sN30sS (2) 0,6 1,2 2,5 5,0
3 | Cloramfenicol 0,7 1,5 3,0 6,0

Din datele prezentate urmeazd cd compusii revendicati Ci3H;31N3SO3-CH3;0H (1) si
C19H15N305S (2) manifesta activitate bacteriostaticd si bactericidd atdt contra micro-
organismelor gram-pozitive, cat si a celor gram-negative. O activitate mai pronuntatd
manifesta derivatul feniltiosemicarbazonic (2, v. tabelul) care la concentratii de 0,6 mg/mL
inhibd dezvoltarea microorganismului patogen S. aureus. Compusul 1 este mai activ fata
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de E. coli prin inhibarea si distrugerea microorganismului la concentratii de 2 ori mai mici
(CMI = 1,2 mg/mL (1); 2,5 mg/mL (2)) in comparatie cu compusul 2.

Astfel, clasa de substante organice propusa prezinta activitate antimicrobiana atat contra

microorganismelor gram-pozitive, cat si a celor gram-negative si solutiile acestor substante

5 au perspectiva de a fi folosite in diferite domenii ale medicinii, medicinii veterinare si
agriculturii, unde este necesara prelucrarea antiseptica a materialelor.
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(57) Revendicari:

Compusi cu formula:

CH=— N—NH—(Hj —NH—E
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CO0H

unde R = H (1) si CgHs (2), care manifesta proprietati bacteriostatice si bactericide fata de
microorganismele patogene S. aureus si E. coli.
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