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(57) Rezumat:
1

Inventia se refera la chimie si medicina, si
anume la un compus coordinativ biologic activ
de cupru din clasa tiosemicarbazonatilor
metalelor de tranzifie. Acest complex inhiba
proliferarea fungilor din specia Cryptococcus
neoformans. Datorita acestor proprietati el
poate gasi aplicare in medicina si veterinarie in
calitate de preparat antifungic.

Conform inventiei, se revendica utilizarea
in calitate de inhibitor al proliferarii fungilor
din specia Cryptococcus neoformans a
hidratului de cloro-{[4—(2,4-dimetilfenil)-2-
(oxo-3-
metoxibenziliden)hidrazincarbotioamido(1-)]-
O,N,S}-{[4-(2,4-dimetilfenil)-5-(2-hidroxi-3-
metoxifenil)-2,4-dihidro-3H-1,2,4-triazol-3-
tion]-S}cupru cu formula:

/ * H,O

NH— »CH
H4CO HsC CH,

Rezultatul tehnic al inventiei constd in
obtinerea compusului coordinativ de cupru cu
liganzi micsti, care manifestd activitate
antimicotica fatda de fungii din specia
Cryptococcus neoformans.

Revendicari: 2

Figuri: 1




(54) Cryptococcus neoformans species fungi proliferation inhibitor based on
chloro-{[4—(2,4-dimethylphenyl)-2-(oxo0-3-methoxybenzylidene)hydrazine-
carbothioamido(1-)]-O,N,S}-{[4-(2,4-dimethylphenyl)-5-(2-hydroxy-3-
methoxyphenyl)-2,4-dihydro-3H-1,2,4-triazol-3-thion]-S}copper hydrate

(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 proliferation of
Cryptococcus neoformans species fungi. Due
to these properties, it can find application in
medicine and veterinary medicine as an
antifungal agent.

According to the invention, claimed is the
use as a Cryptococcus neoformans species
fungi  proliferation inhibitor of chloro-
{[4—(2,4-dimethylphenyl)-2-(oxo-3-
methoxybenzylidene)hydrazinecarbothioamido
(1-)]-O,N,S}-{[4-(2,4-dimethylphenyl)-5-(2-
hydroxy-3-methoxyphenyl)-2,4-dihydro-3H-
1,2,4-triazol-3-thion]-S}copper hydrate of the
formula:

2 d " H,0
NH CHg

The technical result of the invention
consists in the synthesis of a mixed ligand
coordination compound of copper, which
exhibits antifungal activity against
Cryptococcus neoformans species fungi.

Claims: 2

Fig.: 1

(54) UuruduTop pasmHoxkenus rpu6os Buaa Cryptococcus neoformans na ocHoBe
ruapara xjaopo-{[4—(2,4-numerniadenn)-2-(oxco-3-

MeTOKCHOeH3WIHIeH )ruapasnakapoornoamuao(1-)]-O,N,S}-{[4-(2,4-
auMeTuiderHn)-5-(2-ruapokcu-3-merokcudenu)-2,4-muruapo-3H-1,2,4-

TPUa30Ji-3-THoH|-S}menu

(57) Pedepar:

H300peTeHre OTHOCHTCS K XUMHH |
MeQUIMHe, a WMEHHO K OHOJOrHYecKH
AKTHBHOMY KOOPAWHAIIMOHHOMY COCAWHEHHIO
MeIH KJacca THOCEMHUKapOa30HaTOB
MEPEXOJHBIX ~ METAJUIOB. JTOT  KOMILIEKC
WHTHOMpYeT pa3sMHOXEHHE TpuOOB  BHUIA
Cryptococcus neoformans. Brarogapst 3Tum
CBOMCTBAM OH MOXET HAWTH MpPUMEHEHHE B
MEIUIMHE W BETEPUHAPUH B  KAuecTBe
MIPOTUBOIPHOKOBOTO Mperapara.

CornacHO ~ U300peTeHHIo,  3asBisieTcs
NpUMEHEHHe B KauecTBe  HMHTHOHUTOpa
pasMHOoxeHuss TpuboB Buma Cryptococcus
neoformans ruapaTa xnopo-{[4—(2,4-
nuMeTHndenmn)-2-(okco-3-
METOKCHOCH3WIH/ICH ) THAPAa3uHKapOOTHOAMUT
0(1-)]-O,N,S}-{[4-(2,4-numetundenmn)-5-(2-
ruApoKcu-3-Merokcudennn)-2,4-nuruapo-3H-
1,2,4-tpuazon-3-tuon]-Smenu GopMyIsr:

2
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TexHUYecKUid  pe3ynbTaT  M300peTeHHs
3aKJIIOYAETCS B CHHTE3€ CMEIIaHHOJIUTaHHOTO
KOOPAUHAIIMOHHOTO  COEIUHEHHUs Meau,
KOTOpO€  TPOSBISET  NPOTHBOTPUOKOBYIO
aKTMBHOCTH B OTHOUICHHMH TI'puUOOB BHIA
Cryptococcus neoformans.

I1. popmymsr: 2

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

Inventia se referd la chimie si medicina, si anume la un compus coordinativ biologic activ de
cupru din clasa tiosemicarbazonatilor metalelor de tranzitie. Acest complex inhiba proliferarea
fungilor din specia Cryptococcus neoformans. Datorita acestor proprietati el poate gési aplicare in
medicina si veterindrie 1n calitate de preparat antifungic.

Din toti compusii chimici, care inhiba cresterea si multiplicarea fungilor din specia
Cryptococcus neoformans, cel mai nalt efect antifungic a fost obtinut in cazul 2,5-bis(5-amidino-
2-benzimidazolil)furanului [1] cu formula:

HoN NH;

N o
/ \
HN ﬂ \ / ﬂ NH

Dupé activitatea antimicotica fatd de fungile din specia Cryptococcus neoformans acest
compus depaseste de 25,8 ori caracteristicile respective ale fluconazolului, utilizat actualmente
larg in medicind pentru tratarea si profilaxia micozelor. Dezavantajul 2,5-bis(5-amidino-2-
benzimidazolil)furanului constd in faptul, ca el nu poseda o activitate antimicotica suficient de
inalta si din aceasta cauza nu a gasit o aplicare in medicina sau veterinarie.

Problema pe care o rezolva prezenta inventie consta in extinderea arsenalului de inhibitori ai
fungilor din specia Cryptococcus neoformans cu activitate antimicotica inalta.

Esenta inventiei constd in utilizarea in calitate de inhibitor al proliferarii fungilor din specia
Cryptococcus  neoformans a  hidratului  de  cloro-{[4 —(2,4-dimetilfenil)-2-(oxo-3-
metoxibenziliden)hidrazincarbotioamido(1-)]-O,N,S}-{[4-(2,4-dimetilfenil)-5-(2-hidroxi-3-
metoxifenil)-2,4-dihidro-3H-1,2,4-triazol-3-tion]-S}cupru cu formula:

Complexul dat reprezinta un compus coordinativ de cupru cu liganzi micsti, in care doi liganzi
polidentati obtinuti din precursori identici manifesta diferitd capacitate de dentare: primul este
tridentat monodeprotonat, iar al doilea — monodentat si ciclizat.

Rezultatul tehnic al inventiei constd in obtinerea compusului coordinativ de cupru cu liganzi
micsti, care manifestad activitate antimicotica fata de fungii din specia Cryptococcus neoformans de
1,3 ori mai inaltd decat prototipul [1]. Proprietatea stabilita a hidratului de cloro-{[4—(2,4-
dimetilfenil)-2-(oxo-3-metoxibenziliden)hidrazincarbotioamido(1-)]-O,N,S}-{[4-(2,4-
dimetilfenil)-5-(2-hidroxi-3-metoxifenil)-2,4-dihidro-3H-1,2,4-triazol-3-tion]-S}cupru  sus-numit
este noud, fiindca pand acum nu este descrisd utilizarea lui in calitate de inhibitor al proliferarii
fungilor din specia Cryptococcus neoformans.

Rezultatul tehnic obtinut se datoreaza faptului, cd in compusul propus 1n inventie se realizeaza
o combinare noua de legaturi chimice deja cunoscute.
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Complexul revendicat se obtine la interactiunea solutiei etanolice fierbinti (65...70°C) a
dihidratului clorurii de cupru(2+) cu solutia etanolica, care contine 4—(2,4-dimetilfenil)-2-
(hidroxi-3-metoxibenziliden)hidrazincarbotioamida, luate in raport molar 1:2. Reactia decurge in
55...60 min conform urmatoarei scheme:

H3CO OH
N-NH
2CUC|2 - 2H,O + 4 / %NH CH;3 + 0o, —>
CHj
H3C
° ct |
\l N
\

— 2 N >: * H,0 + 2HCI + 4H,0

Mecanismul prezentei reactii este legat de faptul, ca in timpul sintezei, in amestecul reactant,
are loc aditia la ionul de cupru(2-+) a primei molecule de N-2,4-dimetilfenil-tiosemicarbazona a 2-
hidroxi-3-metoxibenzaldehidei, care joaca rolul de ligand-O,N,S tridentat monodeprotonat. Al
patrulea loc in sfera internd a atomului central il ocupa atomul de sulf de la a doua molecula de
tiosemicarbazona, care in amestecul reactant in prezenta templatului de cupru(2+) a fost supus
ciclizarii oxidative cu oxigenul din aer, formand 4-(2,4-dimetilfenil)-5-(2-hidroxi-3-metoxifenil)-
2,4-dihidro-3H-1,2,4-triazol-3-tiond. Al cincilea loc in sfera internd a complexului este ocupat de
ionul clorura. In rezultatul acestor procese are loc formarea complexului de cupru(Il) revendicat,
care reprezintd o piramida tetragonald. Conform bazei de date din Cambridge [November 2017
release of the Cambridge Structural Database System (version 5.39)], nu este cunoscuta metoda de
sintezd de asa tiond substituitd si nu sunt cunoscuti compusi coordinativi ai cuprului(Il) cu
tiosemicarbazone si tione de un atare tip structural.

Exemplu de obtinere al hidratului de cloro-{[4—(2,4-dimetilfenil)-2-(oxo-3-
metoxibenziliden)hidrazincarbotioamido(1-)]-O,N,S}-{[4-(2,4-dimetilfenil)-5-(2-hidroxi-3-
metoxifenil)-2,4-dihidro-3H-1,2,4-triazol-3-tion]-S}cupru.

Se amesteca 20 mL de solutie etanolicd, care contine 20 mmol de N-24-
dimetilfeniltiosemicarbazona a 2-hidroxi-3-metoxibenzaldehidei cu 10 mmol de CuCly 2H.0,
dizolvat In 10 mL de alcool. Amestecul reactant este incalzit (65...70°C) si amestecat in
permanenta cu ajutorul agitatorului magnetic timp de 55...60 min. La racire din solutie se depun
cristale marunte de culoare verde, care sunt filtrate prin filtru de sticla, spalate cu o cantitate mica
de etanol, eter si uscate la aer. Randamentul produsului final alcdtuieste 75% de la cel calculat
teoretic.

S-a determinat, %: C -52,74; H —4,47; Cl — 4,30; N- 10,77; S — 8,07.

Pentru CasH3sCICuNsOs S, s-a calculat, %: C -52,91; H — 4,70; Cl — 4,59; N- 10,89; S — 8,31.
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Benzile de absorbtie in spectrul IR, cm™: v(NH) = 1530; v(C=N) = 1610, 1585; v(C-OH) =
1275; 8(C-N) = 1200, 1175; v(C=S) = 1045, 1040; v(C-N) = 980, 955, 930, 890; v(C-O) = 1220,
1205; v(Cu-N) =530, 423; v(Cu-S) = 470, 460; v(Cu-O) = 445.

Momentul efectiv magnetic per = 1,76 mB (294K).

Procedeul de obtinere al compusului declarat este simplu in executare, substantele initiale sunt
accesibile.  4-(2,4-Dimetilfenil)-2-(2-hidroxi-3-metoxibenziliden)hidrazincarbotioamida a fost
sintetizatd dupd metodica descrisa in brevetul 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 hidratului de cloro-{[4 —(2,4-dimetilfenil)-2-(oxo-3-
metoxibenziliden)hidrazincarbotioamido(1-)]-O,N,S}-{[4-(2,4-dimetilfenil)-5-(2-hidroxi-3-
metoxifenil)-2,4-dihidro-3H-1,2,4-triazol-3-tion]-S}cupru din solutie etanolicd au fost obtinute
monocristale, structura carora a fost stabilitd cu ajutorul analizei cu raze X. Masuratorile
cristalografice au fost efectuate utilizand un difractometru de tip Xcalibur E CCD Oxford-
Diffraction cu monocromator de grafit inzestrat cu sursa de raze X de tip Mo-Ka. 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
cercetatda solutia a fost determinatd prin metoda directd cu ajutorul programului SHELXS-97 si
fitata prin metoda patratelor minimale in cadrul programului 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 (dcy = 0,96 A) utilizand modelul pivot cu fixarea parametrilor
izotropici de deplasare la valoarea de 120% fata de valorile respective ale atomilor de carbon cu
care sunt legati. Formula empirica a compusului investigat CaaHssCICUNgOsS,, grupa spatiala P
2:/c, parametrii celulei elementare [A]: a = 20,3254(14); b = 7,1080(5), ¢ = 26,674(3); o = 90°, B
= 101,667(8)°, v = 90°; volumul — 3774,07 A®. A fost stabilit (figurd — structura compusului
revendicat), cd nodul coordinativ al compusului complex investigat are structura tetragonal-
piramidala distorsionatd. In sfera interni a atomului central se afli doud molecule de
tiosemicarbazona, care indeplinesc diferite functii. Prima moleculd de azometina este tridentata,
coordinandu-se la atomul de cupru prin atomii de oxigen fenolic deprotonat [d(Cu-O) = 1,9084A],
atomul de azot azometinic [d(Cu-N) = 1,9818A] si atomul de sulf [d(Cu-S) = 2,2930A], formand
doua metalocicluri din sase si cinci atomi. Aceasta tiosemicarbazona se afla in sfera internd in
forma tionicd nedeprotonati. In favoarea acestui fapt vorbeste distanta d(C=S) = 1,6948A, care
corespunde legaturii duble. A doua molecula de tiosemicarbazoni este ciclizata si coordineaza la
atomul central prin atomul de sulf [d(Cu-S) = 2,3458A], care se afli in sfera internd in forma
tionica [d(C=S) = 1,6983A]. In afari de aceasta, in ligandul monodentat ciclizat distanta d(C-
O)tenolic = 1,358A corespunde fragmentului fenolic cu atomul de oxigen protonat. Al cincilea loc in
sfera internd a complexului este ocupat de ionul clorurd cu distanta d(Cu-Cl) = 2,7082A. Alte
distante interatomice si unghiurile de valenta sunt standarde pentru compusii din aceasta clasa.

Astfel, in baza rezultatelor analizei elementelor si a cercetarilor fizico-chimice, a fost stabilita
compozitia i structura compusului revendicat.

Esenta inventiei poate fi confirmata prin urmatoarele date experimentale.

Proprietatile  antimicotice ale hidratului de cloro-{[4 —(2,4-dimetilfenil)-2-(oxo-3-
metoxibenziliden)hidrazincarbotioamido(1-)]-O,N,S}-{[4-(2,4-dimetilfenil)-5-(2-hidroxi-3-
metoxifenil)-2,4-dihidro-3H-1,2,4-triazol-3-tion]-S}cupru au fost cercetate “in vitro” pe tulpina de
laborator de micete levuriforme Cryptococcus neoformans. Activitatea antimicotica s-a determinat
utilizand mediul RPMI 1640 suplimentat cu glucoza. Inoculul se pregatea, din subcultura de 48 ore
cultivata pe Agar Sabouraud, in apa distilata sterild pana la o densitate de 0,5 McFarland (cca. 2-
5x10% UFC/ml), dupi care se efectua o a doua dilutie cu api distilati sterild de 1:10, obtinAndu-se
inoculul final. Rezultatul final se interpreta prin folosirea unui spectofotometru, inregistrandu-se
absorbanta fiecarui godeu la 405 nm. CMI-ul se calcula ca fiind cea mai mica concentratie care
inhiba cresterea (comparativ cu martorul pozitiv).

Rezultatele studiului activitatii biologice a compusului revendicat sunt prezentate in tabel, din
care se vede, cd el posedd activitate fungiostaticd si fungicidd in limitele concentratiilor
0,48...1,95 pug/mL fata de fungile din specia Cryptococcus neoformans. Dupa cum se vede din
tabel, compusul coordinativ declarat manifestd activitate antimicotica, ce depaseste de 1,3 ori
activitatea prototipului [1].
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Proprietatile depistate ale compusului nominalizat prezinta interes din punct de vedere al
extinderii arsenalului de remedii antimicotice i permite utilizarea lui in cazul rezistentei fungilor
fata de medicamentele traditionale.

Tabel
5 Activitatea antimicotica (ug/mL) a compusului revendicat in comparatie cu prototipul
a .
Tulpina Compusul declarat Prototipul [1]
CMI CMB CMI CMB
Cryptococcus neoformans
CECT 1043 0,48 1,95 0,62 b

“Notd: a) Compusul declarat - hidratul de cloro-{[4—(2,4-dimetilfenil)-2-(oxo-3-
metoxibenziliden)hidrazincarbotioamido(1-)]-O,N,S}-{[4-(2,4-dimetilfenil)-5-(2-hidroxi-3-
metoxifenil)-2,4-dihidro-3H-1,2,4-triazol-3-tion]-S}cupru, b) CMB prototipului in [1] nu a fost

10 studiata.

(56) Referinte bibliografice citate in descriere:

1. US 6156779 A 2000.12.05

(57) Revendicari:

1. Hidratul de cloro-{[4 —(2,4-dimetilfenil)-2-(oxo-3-
metoxibenziliden)hidrazincarbotioamido(1-)]-O,N,S}-{[4-(2,4-dimetilfenil)-5-(2-hidroxi-3-
metoxifenil)-2,4-dihidro-3H-1,2,4-triazol-3-tion]-S}cupru cu formula:

NH
N/ \\4 S ! HZO
N NH CHs
HO
H3CO H3C CH3

2. Compus, conform revendicarii 1, pentru utilizare in calitate de inhibitor al proliferarii
fungilor din specia Cryptococcus neoformans.

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