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(54) Inhibitor de proliferare a micobacteriilor tuberculozei Hs7Rv in baza
nitratului de (n-etan-1,2-diol-O,0?-bis{[N-(2,3-dimetilfenil)-2-(oxi-3-
metoxibenziliden)hidrazincarbotioamido(1-)]aquacupru(ll)}

(57) Rezumat:
1

Inventia se refera la chimie si medicind si
anume la un compus coordinativ biologic activ
de cupru din clasa tiosemicarbazonatilor
metalelor de tranzifie. Acest complex inhiba
procesele de proliferare a micobacteriilor
tuberculozei Hs7Rv si poate gasi aplicare in
medicina la profilaxia si tratarea tuberculozei.

Conform inventiei, se revendica compusul
nitratul de (u-etan-1,2-diol-O,0’)-bis{[N-(2,3-
dimetilfenil)-2-(oxi-3-
metoxibenziliden)hidrazincarbotioamido(1-
)]aquacupru(11)} cu formula:

CHs;

H
Hz0
Lt OCH;, NH
CHs

(NO3),

care inhibd procesele de proliferare a
micobacteriilor tuberculozei Hz7Rv.

Compusul extinde arsenalul de inhibitori ai
proliferarii  Mycobacterium tuberculosis cu
activitate biologica inalta.

Revendicari: 2

Figuri: 1



(54) Mycobacterium tuberculosis Hz7Rv proliferation inhibitor based on (u-
ethane-1,2-diol-O,0")-bis{[N-(2,3-dimethylphenyl)-2-(oxy-3-
methoxybenzylidene)hydrazinecarbothioamido(1-)]aquacopper(ll)} nitrate

(57) Abstract:
1

The invention relates to chemistry and
medicine, namely to a biologically active
coordination compound of copper from the
class of transition metal thiosemicarbazonates.
This complex inhibits the mycobacterium
tuberculosis Hs7Rv proliferation processes and
can be used in medicine for the prevention and
treatment of tuberculosis.

According to the invention, claimed is (p-
ethane-1,2-diol-0,0")-bis{[N-(2,3-
dimethylphenyl)-2-(oxy-3-
methoxybenzylidene)hydrazinecarbothioamido
(1-)]aquacopper(I)} nitrate compound of the
formula:

S | N R
HN\ (\:L/IO\/\ ’C|u NH (NO3);
N0 |l| S:<
[0 NH
OCH;z

which  inhibits the  mycobacterium
tuberculosis Hs7Ryv proliferation processes.

The compound expands the arsenal of
Mycobacterium  tuberculosis  proliferation
inhibitors with high biological activity.

Claims: 2

Fig.: 1

(54) UHrnourop pasMHo:keHusl MUKOOaKkTepuil TyOepkyJie3a Hi7Ry Ha ocHoBe
HuTparta (u-31an-1,2-1m01-0,0)-6uc{[N-(2,3-mumernadenn)-2-(okeu-3-
MeTOKCHOeH3WInIeH)ruipasnukapoornoamuno(l-)Jaksamemnn(l1)}

(57) Pedepar:

N300pereHre OTHOCHTCSA K XUMUH H
MEIWIMHE, a WMCEHHO K OHOJOTHYECKU
AKTUBHOMY KOOPJMHAIIMOHHOMY COEIUHEHHUIO

Menu KJacca THOCEMUKapOa30HATOB
MEPEeXOAHBIX  METAJUIOB. OJTOT  KOMIUIEKC
UHTHOHpYET IIPOLIECCHI Pa3MHOXEHUs

MukobakTepuii TyOepkymnesa HizRv u moxer
HAWTH [pUMEHEHWE B  MEAUIMHE [PU
MPOQIIAKTHKE U JICUYCHUU TYOCPKyJe3a.
CormacHO  HW300pPETEHUIO,  3aSABISACTCS
coemunenne mutpar (u-stad-1,2-muon-0,0)-
ouc{[N-(2,3-mumerundenun)-2-(oxkcu-3-
METOKCHOCH3WIH/ICH )IHIPAa3HHKApOOTHOAMHU]]
o(1-)JakBameau(Il)} popmysr:

O\/\O CU N H (N03)2

v C|“'o s
|| H20 H
OCHs NH
CH;
CH;
KOTOpOE UHTrHOUpyeT IIPOLIECCHI

pa3MHOXKEHUs] MHKOOaKTepuii TyOepkyinesa
HszRv.

CoenuneHue pacuupsiet apceHan
HHTHOUTOPOB pa3MHOXKeHuss Mycobacterium
tuberculosis ¢ Bbicokoil  GHOMOrHYECKOM
AKTUBHOCTBIO.

I1. popmymsr: 2

Qur.: 1
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Descriere:
(Descrierea se publici in redactia solicitantului)

Inventia se referd la chimie si medicina, si anume la un compus coordinativ biologic activ de
cupruy, din clasa tiosemicarbazonatilor metalelor de tranzitie. Acest complex inhiba procesele de
proliferare a micobacteriilor tuberculozei Hs7Rv si poate gasi aplicare in medicina la profilaxia si
tratarea tuberculozei.

Desi agentul tuberculozei (Mycobacterium tuberculosis) a fost descoperit cu peste 100 ani in
urmd, iar preparatele antituberculoase cu eficacitate mare sunt disponibile de peste jumatate de
secol, infectia tuberculoasa raméne si astdzi pentru cea mai mare parte a populatiei planetei un
pericol de sanatate publica, fiind o boala cu o morbiditate si o letalitate inalta. Suferintele cauzate
populatiei de catre Mycobacterium tuberculosis sunt extrem de mari §i depasesc suma daunelor
provocate de toate celelalte bacterii, luate impreuna.

Tratamentul antituberculos, considerat ca una din metodele principale de prevenire a
raspandirii infectiei, tot mai des nu da rezultatele asteptate si una din cauzele de baza a
ineficacitatii terapeutice este rezistenta Mycobacterium tuberculosis fatd de preparatele
antituberculoase. Extinderea nivelului rezistentei primare si acumularea unui numar tot mai mare
de tulpini de Mycobacterium tuberculosis rezistente la preparatele antituberculoase devine o
problema majora in controlul acestei infectii la etapa actuald. Ca consecinta a acestui fenomen este
cresterea numarului de esecuri terapeutice si a numarului de bolnavi cronici. Aceasta este o cauza
destul de periculoasd, deoarece in viitor pot aparea tot mai frecvent forme de tuberculoza
incurabild, ori alte preparate antituberculoase nu se elaboreaza prea des.

Un nivel inalt al rezistentei micobacteriilor tuberculozei fatd de remediile specifice se observa
nu numai in regiunile cu incidentd sporita a acestei infectii, dar si in tarile unde incidenta
tuberculozei este joasa. Organizatia Mondiala a Sanatatii a declarat tuberculoza o urgenta globala,
iar fenomenul in cauza de o importantd primordiala si recomandad ca cercetdrile efectuate in
domeniul elaborarii unor remedii noi, mai efective in tratamentul cazurilor de tuberculoza cu
rezistentd multipla la medicamente, sa fie apreciate ca directie de studiu prioritar.

Din compusii chimici sintetici descrisi in literatura si aplicati in medicind, care contin in
componenta sa fragmentul tioamidic (tiosemicarbazidic) si care poseda activitate antituberculoasa,
cel mai inalt efect a fost obtinut 1in cazul tioacetazonei —  N-{4-[(2-
carbamotioilhidraziniliden)metil]fenil}acetamidei (prototipul) [1] cu formula:

S
H3C~<NH C \\N-N};NHZ
o)

Acest compus chimic manifesta activitate bacteriostatica fata de micobacteriile tuberculozei si
a leprei. Studierea mecanismului de actiune a aratat, cd activitatea lui biologica se datoreaza
capacitatii de a forma in organismul uman saruri complexe de cupru. El este eficace in cazul
rezistentei Mycobacterium tuberculosis la principalele medicamente antituberculoase. Rezistenta
micobacteriilor tuberculozei la acest compus se dezvolta relativ incet. Datoritd acestor proprietati
tioacetazona gaseste aplicare in medicind in terapia tuberculozei membranelor mucoase si seroase,
limfadenitei, scrofulodermei si leprei (in special la etapele initiale). Dezavantajul N-{4-[(2-
carbamotioilhidraziniliden)metil]fenil }acetamidei consta in utilizarea limitata a ei in medicina din
cauza eficientei reduse. De obicei ea se utilizeazd numai in combinatie cu alte medicamente
antituberculoase pentru cresterea efectului terapeutic si reducerea probabilitatii aparitiei formelor
rezistente de Mycobacterium tuberculosis.

Problema pe care o rezolva prezenta inventie consta in extinderea arsenalului de inhibitori ai
micobacteriilor tuberculozei Hs7Rv cu activitate bacteriostatica inalta.

Esenta inventiei constd in sinteza si utilizarea in calitate de inhibitor al proliferarii
Mycobacterium tuberculosis Hs7Rv a nitratului  de (u-etan-1,2-diol-O,0')-bis{[N-(2,3-
dimetilfenil)-2-(oxi-3-metoxibenziliden)hidrazincarbotioamido(1-)]Jaquacupru(I1)} cu formula:
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HN. /O\/\O/C‘u NH (NO3),

CHj

Conform bazei de date din Cambridge [November 2017 release of the Cambridge Structural
Database System (version 5.39)], nu sunt cunoscuti compusi coordinativi bi- sau polinucleari ai
cuprului(ll) cu etan-1,2-diol (etilenglicol) in calitate de ligand-punte de un atare tip structural
(analogul structural lipseste).

Rezultatul tehnic al inventiei constd in obtinerea unui compus coordinativ binuclear de un nou
tip structural, care manifestd activitate bacteriostatica fatd de tulpinile de referintd Hs7Ry ale
Mycobacterium tuberculosis, ce depaseste de 2 ori activitatea tioacetazonei (prototipului [1]).

Rezultatul tehnic obtinut se datoreaza faptului, ca se realizeaza o combinare noud de legaturi
chimice deja cunoscute.

Complexul revendicat se obtine la interactiunea solutiilor etilenglicolice fierbinti (50...55°C) a
trihidratului nitratului de cupru(Il) si N-(2,3-dimetilfenil)-2-(hidroxi-3-
metoxibenziliden)hidrazincarbotioamida ~ [N-(2,3-dimetilfenil)tiosemicarbazona  2-hidroxi-3-
metoxibenzaldehidei] luate in raport molar 1 : 1. Reactia decurge in 50...60 min conform
urmatoarei scheme:

OCH;

OH S
2Cu(NO3), - 3H,O +2
( 3)2 2 N JJ\ + HO\/\OH —
~ NH NH CHs

CH;
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HN cho

O\/\ C“ NH (NO3), + 2HNO;3 + 6H,0

Mecanismul prezentei reactii este legat de faptul, ca in timpul sintezei, in amestecul reactant,
are loc aditia la ionul de cupru(2+) a unei molecule de N-2,3-dimetilfeniltiosemicarbazona a 2-
hidroxi-3-metoxibenzaldehidei, care joaca rolul de ligand-O,N,S tridentat mono-deprotonat. Al
patrulea loc in sfera interna este ocupat de atomul de oxigen al moleculei de apa, iar al cincilea loc
- de unul din atomii de oxigen alcoolici ai moleculei de etilenglicol, care cu al doilea atom de
oxigen alcoolic coordineaza la atomul de cupru vecin cu inconjurarea lui asemanatoare primului
atom central. In rezultatul acestor procese are loc formarea complexului binuclear de cupru(ll)
revendicat, care reprezinta un compus coordinativ polinuclear de un nou tip structural.

Exemplu de obtinere a nitratului de (u-etan-1,2-diol-O,0")-bis{[N-(2,3-dimetilfenil)-2-
(oxi-3-metoxibenziliden)hidrazincarbotioamido(1-)]aquacupru(ll)}. Se amesteca 20 ml de
solutie etilenglicolica, care contine 20 mmol de N-2,3-dimetilfeniltiosemicarbazona a 2-hidroxi-3-
metoxibenzaldehidei cu 10 mmol de Cu(NOs3)23H0, dizolvat in 10 ml de alcool. Amestecul
reactant este incalzit (50...55°C) si amestecat In permanenta cu ajutorul agitatorului magnetic timp
de 50...60 min. La racire din solutie se depun cristale marunte de culoare verde intunecata, care
sunt filtrate prin filtru de sticld, spéalate cu o cantitate mica de etanol, eter si uscate la aer.
Randamentul produsului final alcatuieste 75% de la cel calculat teoretic.

S-a determinat, %: C — 42,80; H — 4,47; Cu — 12,39; N - 11,00; S — 6,18. Pentru
C36H16Cu2NgO14S; s-a calculat, %: C — 42,98; H— 4,61; Cu—12,63; N - 11,14; S - 6,37.

Benzile de absorbtie in spectrul IR, cm™: v(NH) = 1531; v(C=N) = 1615; v(C-OH)ac = 1265;
S(C-N) = 1205, 1175; v(C=S) = 1045; v(C-N) = 980, 955, 935, 890; v(C-O) = 1225, 1205; v(Cu-
N) = 521, 430; v(Cu-S) = 470; v(Cu-O) = 445, In afard de aceasta, in spectrul IR al compusului
declarat sunt prezente toate benzile de absorbtie caracteristice ionului nitrat necoordonat [vs(E) =
1340, v2(Az) = 875, va(E) 725 si vi(A) = 1051 cm?] si cele ale moleculei de apd din sfera
interioara [v(H20)=3590, 8(H.0)=1585, y(H.0)= 920 cm™].

Compusul complex revendicat are per= 1,75 mB (274K).

Procedeul de obtinere al compusului declarat este simplu in executare, substantele initiale sunt
accesibile. N-(2,3-dimetilfenil)-2-(2-hidroxi-3-metoxibenziliden)hidrazincarbotioamida a fost
sintetizatd dupd metoda descrisd in [MD 4452 B1 2016.12.31]. Complexul revendicat este stabil in
contact cu aerul, putin solubil in apa si alcooli alifatici, este solubil in dimetilformamida si
dimetilsulfoxida, practic insolubil in eter.

La recristalizarea nitratului de (p-etan-1,2-diol-O,0’)-bis{[N-(2,3-dimetilfenil)-2-(oxi-3-
metoxibenziliden)hidrazincarbotioamido(1-)]aquacupru(l)} din solutie etilenglicol-
dimetilformamidica (2:1) au fost obtinute monocristale, structura carora a fost stabilitd cu ajutorul
analizei cu raze X. Masuratorile cristalografice au fost efectuate utilizdnd un difractometru de tip
Xcalibur E CCD Oxford-Diffraction cu monocromator de grafit inzestrat cu sursa de raze X de tip
Mo-Ko. Procedeele de determinare a parametrilor celulei elementare si de integrare a datelor
experimentale au fost efectuate cu ajutorul setului de programe “CrysAlis package Oxford
Diffraction”. Pentru structura cercetatd solutia a fost determinatd prin metoda directa cu ajutorul
programului SHELXS-97 si fitatd prin metoda patratelor minimale in cadrul programului
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SHELXL-97 in varianta anisotropica pentru toti atomii cu masa molard mai mare decat a atomului
de hidrogen. Atomii de hidrogen au fost introdusi in pozitii idealizate (dcn = 0.96 A) utilizand
modelul pivot cu fixarea parametrilor isotropici de deplasare la valoarea de 120% fata de valorile
respective ale atomilor de carbon cu care sunt legati. Formula empiricd a compusului investigat

C36H4sCU2NgO14S,, grupa spatiald P1(2), parametrii celulei elementare [A]: a = 7,7037(5); b =
8,7561(6), ¢ = 16,7977(11); o = 104,185(6)°, B= 95,081(5)°, y= 103,370(6)°; volumul - 1065,74
A

A fost stabilit (figura - structura compusului revendicat), cd compusul reprezinta un dimer si
contine in componenta sa douad piramide tetragonale in centrul carora se afld ionii de cupru. La
atomii centrali ligandul coordineaza prin oxigenul fenolic deprotonat, azotul azometinic si sulful in
forma tionica. Al patrulea loc coordinativ in aceste fragmente de complex il ocupa molecula de
etan-1,2-diol, care indeplineste functia de ligand-punte. in afard de aceasta, la fiecare din atomii
centrali coordineazi cite o moleculd de apa. in sfera exterioard a cationului binuclear se afli doi
nitrat-ioni. Lungimile legaturilor si unghiurile de valentd intre atomii donori ai ligandului organic
si ionul de metal sunt In concordanti cu datele din literatura.

Astfel, In baza rezultatelor analizei cu raze X a fost stabilita structura compusului revendicat.

Esenta inventiei poate fi confirmata prin urmatoarele date experimentale.

Exemplu al utilizirii nitratului de (u-etan-1,2-diol-O,0)-bis{[N-(2,3-dimetilfenil)-2-(oxi-
3-metoxibenziliden)hidrazincarbotioamido(1-)]Jaquacupru(ll)} in calitate de inhibitor de
proliferare a micobacteriilor tuberculozei Hs7Rv.

Substantele incluse in studiu au fost testate prin metoda culturald de testare a sensibilitatii
Mycobacterium tuberculosis pe medii nutritive solide si lichide. A fost utilizatd metoda
concentratiilor absolute pe mediile de cultura Lowenstein-Jensen (LJ) si metoda proportiilor
(mediul Middlebrook 7H9). Pentru testare au fost utilizate tulpini de referintd (Ha7Rv) si tulpini
salbatice de Mycobacterium tuberculosis, izolate de la pacienti cu tuberculoza pulmonara aflati la
tratament in clinica Institutului de Ftiziopneumologie ,,Chiril Draganiuc”.

Experimental ,,in vitro” a fost determinatd concentratia minima de inhibare (CMI). Pentru
dizolvarea initiala a substantelor cercetate a fost utilizata dimetilsulfoxida (DMSO). Dilutiile
ulterioare au fost efectuate pe apa distilata sterila. Pentru studierea activitatii bacteriostatice initial
au fost selectate 3 concentratii a substantelor: 500 pg/ml, 100 pg/ml, 50 pg/ml, 20 pg/ml si 10
pg/ml.

Pregitirea suspensiei de Mycobacterium tuberculosis. Au fost utilizate tulpinile de referintd
Hs7Rv, precum si tulpini de Mycobacterium tuberculosis ,,sélbatice”, izolate de la pacienti cu
tuberculoza pulmonara cu termenul de izolare pand la 2 sdptamani. Suspensia micobacteriand a
fost pregatita dupa standardul de turbiditate de 5 UFC.

Inocularea. Pentru insamantare s-au utilizat cate 0,2 ml suspensie Hs7Rv si suspensii de
tulpini sélbatice de o turbiditate de 5 UFC la fiecare concentratie a substantei. Au fost utilizate
medii de culturd solide pe baza de ou (Lowenstein-Jensen) si medii de culturda lichide
(Middlebrook 7H9). Tuburile inoculate au fost incubate la 37°C in termostat (LJ) si in sistemul
automat BACTEC MGIT 960.

Citirea rezultatelor. Controlul tuburilor inoculate s-a efectuat in sistemul automat BACTEC
MGIT 960 la fiecare 60 min de incubare si pe mediile solide la fiecare a 7-a zi de incubare in
termostat.

Controlul eficacitatii testarii. In calitate de control a fost utilizat tubul cu mediu LJ fara
substanta si al doilea control — tubul cu mediu LJ cu o concentratie de 40 ng/ml rifampicina si al
treilea control - tubul cu mediu LJ cu o concentratie de 40 pg/ml de tioacetazona (prototipul).
Ultimul medicament este testat in acest studiu ca control de referinta.

Datele experimentale obtinute, privind studierea proprietatilor antituberculoase ale compusului
revendicat, sunt prezentate in tabel, care demonstreaza, ca la concentratia 10 pg/ml el manifestad
activitate bacteriostatica fata de tulpinile de referintd Hs7Rv ale Mycobacterium tuberculosis, ce
depaseste de 2 ori activitatea tioacetazonei (prototipului [1]), utilizatd in medicind pentru tratarea
formelor rezistente de tuberculoza.

Proprietatile depistate ale compusului nominalizat prezinta interes din punct de vedere al
extinderii arsenalului de remedii antituberculose si poate fi utilizat in cazul rezistentei
Mycobacterium tuberculosis fata de medicamentele traditionale.
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Tabel
Concentratia minimd de inhibare (CMI) a tulpinilor de referintd Hs7Ry de Mycobacterium
tuberculosis, pg/ml

Compusul CMmI

Tioacetazona — N-{4-[(2-carbamotioilhidraziniliden)-metil]-fenil}-acetamida (prototipul) [1] 20

Nitratul de (u-etan-1,2-diol-0,0")-bis{[N-(2,3-dimetilfenil)-2-(oxi-3- 10
metoxibenziliden)hidrazincarbotioamido(1-)]aquacupru(ll}

(56) Referinte bibliografice citate in descriere:

1. Mamxosckuiit M. JI. JlekapctBenHsie cpencrea. M: Hoast BonHa, 2012, p. 860

(57) Revendicari:

1. Nitratul de (u-etan-1,2-diol-0,0')-bis{[N-(2,3-dimetilfenil)-2-(oxi-3-metoxi-
benziIiden)hidrazincarbotioamido(l-)]aquacupru(l 1)} cu formula:

é H3CO

O\/\ CU N H (NO3),

H
k@ocm NH

2. Compus, conform revendicarii 1, care manifesta activitate bacteriostatica fata de tulpinile de
referinta Hs7Ry ale Mycobacterium tuberculosis.

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