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(57) Rezumat:
1

Inventia se refera la chimie si medicina, si
anume la compusi coordinativi ai cuprului (II)
biologic activi din clasa tiosemicarbazonatilor
metalelor de tranzitie care pot fi aplicati in
calitate de preparate cu proprietati antifungice.

Esenta inventiei constd in aceea cd se
propune  nitrato-{N-(prop-2-en-1-il)-N"-[1-
(piridin-2-il)-etiliden]-
carbamohidrazontioato}imidazolcupru

2

monohidrat si nitrato-{N-(prop-2-en-1-il)-
N’-[1-(piridin-2-il)etiliden]-
carbamohidrazontioato}-(3,4-
dimetilpiridin)cupru  pentru utilizare in
calitate de inhibitori ai proliferarii fungilor
din specia Cryptococcus neoformans.

Revendicari: 2

Figuri: 1




(54) Copper (1) compounds with 2-acetylpyridine 4-allylthiosemicarbazone as
Cryptococcus neoformans fungi proliferation inhibitors

(57) Abstract:
1
The invention relates to chemistry and
medicine, namely to biologically active
coordinative copper (1) compounds from the
class of transition metal thiosemicarbazonates,
which can be used as preparations with
antifungal properties.
Summary of the invention consists in that
nitrato-{N-(prop-2-en-1-yl)-N"-[1-(pyridine-2-
yl)-ethylidene]-

2
carbamohydrazonethioato}imidazolecopper
monohydrate and nitrato-{N-(prop-2-en-1-yl)-
N’-[1-(pyridine-2-yl)-ethylidene]-
carbamohydrazonethioato}-(3,4-
dimethylpyridine)copper are proposed for use
as Cryptococcus neoformans fungi
proliferation inhibitors.

Claims: 2
Fig.: 1

(54) Coenunennsi meau (11) ¢ 4-amunaTnoceMukap6a3oH 2-aneTHINUPUANHA B
KayecTBe MHruduTopoB nposudepannn rpudkos Buaa Cryptococcus neoformans

(57) Pedepar:

H300peTeHre OTHOCUTCS K XHMHHA |
MeQUIMHe, a HWMEHHO K OHOJOTHYECKH
AKTHBHBIM KOOPIMHAIIMOHHBIM COCANHEHHUM
memu (Il) 3 ximacca THoceMHKapOa30HATOB
MEePEXOMHBIX METAJUIOB, KOTOpPBIE MOTYT
OBITh UCIOJIB30BAHBI B KAUECTBE MPEMapaToB
C MPOTHUBOTPUOKOBBIMH CBOWCTBAMH.

CyIIHOCTh M300PETEHUS] COCTOUT B TOM,
yro mpeaiaratoTcs Hutparo-{N-(mpon-2-eH-
1-m)-N"-[1-(mupuus-2- 1) -3 THU e ] -

2
Kap0OaMOTruIpa30HTHOATO }UMHIA30TIMETb
MoHoruapar u Hurpato-{N-(mpomn-2-en-1-
win)-N-[1-(nupuaus-2-un) -3 TrnueH) -
kapbamoruapa3oHTuoaro}-(3,4-
JUMETUIITUPUINH)MEb [UIS UCTIONb30BaHHS
B KauecTBe HHTUOMTOPOB MpoNUdepaluu
rpubkoB Buja Cryptococcus neoformans.

I1. popmymsr: 2
Ouwr.: 1
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Descriere:
(Descrierea se publica in redactia solicitantului)

Inventia se refera la chimie §i medicind, si anume la doi compusi coordinativi de cupru
biologic activi din clasa tiosemicarbazonatilor metalelor de tranzitie. Acesti compusi inhiba
proliferarea fungilor din specia Cryptococcus neoformans si  manifestd activitate
bacteriostatica si bactericidad inalta fata de un spectru larg de microorganisme gram-pozitive
si gram-negative. Datoritd acestor proprietati ei pot gasi aplicare in medicina §i veterinarie in
calitate de preparate antifungice si antimicrobiene.

Dintre toti fungii patogeni pentru om, speciile de Cryptococcus neoformans si Candida
albicans provoaca cele mai multe infectii, adesea severe, care necesité tratament indelungat si
profilaxie secundara.

Genul Cryptococcus cuprinde peste 50 de specii, doar speciile Cryptococcus neoformans
si Cryptococcus gattii fiind agenti patogeni importanti la om. in corpul gazdei si pe
majoritatea mediilor de culturd celula levuricd este inconjuratd de o capsuld groasa
polizaharidica, care determind rezistenta la fagocitoza. Cryptococcus neoformans este un
saprofit omniprezent in sol, in zonele cu clima temperata. Adeseori el se gaseste in dejectiile
pasarilor, in special al porumbeilor, unde raméne viabil pana la 2 ani. Cryptococcus
neoformans de serotip A cauzeaza infectii la pacientii imunocompromisi, inclusiv la pacientii
HIV-infectati. Cele mai multe cazuri de criptococoza sunt cauzate de Cryptococcus
neoformans la persoanele cu imunitate celulard deprimata. Bolnavii cu SIDA si beneficiarii
de transplant de organe sunt deosebit de sensibili. Unele forme de cancer, sarcoidoza si
tratamentul prelungit cu corticosteroizi, de asemenea, sporesc riscul de afectiuni criptococice
grave. Infectia cu Cryptococcus neoformans este cea mai frecventa micoza la pacientii cu
SIDA. Deseori criptococoza este primul indicator al SIDA.

Riscul de infectare cu criptococ apare la dereglarea imunitatii T-celulare: infectia
HIV/SIDA, limfoamele, leucemiile limfocitare cronice, sarcoidoza, transplantul de organe,
tratamentele indelungate cu glucocorticosteroizi i cu imunosupresoare, chimioterapia
antitumorald. Alti factori predispozanti sunt diabetul zaharat, patologia renald si hepatica,
fumatul. Rata de fatalitate de la Cryptococcus neoformans este mare: letalitatea in
meningoencefalita fara tratament este de 100%. La supravietuitori sunt frecvente sechelele
neurologice, inclusiv pierderea vederii, scdderea functiei mentale, hidrocefalia si paraliziile
nervilor cranieni. La imunocompromisi criptococoza necesita terapie antifungicd sistemica
indelungata.

Timp de mai multe decade, pentru terapia infectiilor sistematice au fost utilizati azolii, cu
reprezentantul de seama fluconazolul:

N
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=
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N
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Toti azolii sunt fungistatici, dar in functie de doza sunt fungicizi si eficienti impotriva
speciilor de Candida si Cryptococcus. Cu toate aceste progrese, terapia antifungica ca si cea
antibacteriand semnaleaza aparitia fenomenului de rezistenta la preparatele actuale.

Fluconazolul inhibd cresterea §i multiplicarea majoritatii micetelor levuriforme la
concentratia 16 pug/mL, insd nu poate fi utilizat in cazurile, cand este necesara o activitate
antimicotica mai naltd a preparatului fatd de fungii susnumiti [1]. In afard de aceasta, el nu
poseda o activitate antimicrobiana si nu poate fi folosit pentu tratarea infectiilor provocate de
microorganismele gram-pozitive si gram-negative.

Din toti compusii chimici, care inhibd cresterea si multiplicarea fungilor din specia
Cryptococcus neoformans, cel mai inalt efect antifungic a fost obtinut in cazul 2,5-bis(5-
amidino-2-benzimidazolil)furanului [2] cu formula:
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Dupad activitatea antimicotica fata de fungii din specia Cryptococcus neoformans acest
compus depaseste de 25,8 ori caracteristicile respective ale fluconazolului, utilizat
actualmente in medicind pentru tratarea si profilaxia micozelor. Dezavantajul 2,5-bis(5-
amidino-2-benzimidazolil)furanului consta in faptul ci el nu poseda o activitate antimicotica
suficient de 1naltd si din aceastd cauza compusul dat nu a gasit o aplicare in medicina sau
veterinarie.

Problema pe care o rezolva prezenta inventie consta 1n extinderea arsenalului de inhibitori
ai fungilor din specia Cryptococcus neoformans cu activitate antimicotica si antimicrobiana
inalta.

Esenta inventiei constd in utilizarea in calitate de inhibitor al proliferarii fungilor din
specia Cryptococcus neoformans a hidratului de nitrato-{N-(prop-2-en-1-il)-N'-[1-(piridin-2-
il)-etiliden]-carbamohidrazontioato}imidazolcupru  si  nitrato-{N-(prop-2-en-1-il)-N'-[1-
(piridin-2-il)etiliden]-carbamohidrazontioato}-(3,4-dimetilpiridin)cupru cu formula generala:

0
Y
0N
— SO
/ S~ci-N . NH,O
NH— ]
N—N
CHs
1Ll
CHs
CH
7 3
I:A:N/\NH,nzl,II:A: ,n=0
— N

Rezultatul tehnic al inventiei constd in obtinerea complecsilor I si I, care manifesta
activitate fungiostaticd si fungicida fata de fungii din specia Cryptococcus neoformans, ce
depaseste de 32,7...133,3 ori activitatea fluconazolului utilizat in medicina si de 5,2...1,3
depisesc activitatea celei mai apropiate solutii. in aceleasi timp, compusii coordinativi
declarati manifesta activitate antimicrobiana inalta fatd de un spectru larg de microorganisme
gram-pozitive si gram-negative.

Rezultatul tehnic obtinut se datoreaza faptului, ca in compusii propusi in inventie se
realizeazd o combinare noua de legaturi chimice deja cunoscute.

Complecsii revendicati se obtin la interactiunea solutiilor etanolice fierbinti (50-55°C) ale
imidazolului (in cazul compusului 1) sau 3,4-dimetilpiridinei (in cazul 1l) cu trihidratul
nitratului de cupru(2+) si N-(prop-2-en-1-il)-2-[1-(piridin-2-il)etiliden Jhidrazincarbotioamida
(4-aliltiosemicarbazona 2-acetilpiridinei) luate in raport molar 2:1:1. Reactia decurge in 50-
60 min conform urmatoarei scheme:
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Mecanismul reactiei date consta in aditia la ionul de cupru(2+) a doua molecule de amina
si formarea aductului, care, fiind coordinativ nesaturat, mai departe interactioneaza cu
4-aliltiosemicarbazona  2-acetilpiridinei, jucand rolul de ligand-N,N,S tridentat
monodeprotonat. Una din moleculele de amina in rezultatul acestui proces este substituitd din
sfera internd cu azometina polidentatd, participa in deprotonarea tiosemicarbazonei si
formarea nitratului de imidazoliu sau 3,4-dimetilpiridiniu. Al patrulea si cincilea locuri in
sfera coordinativd a acestui atom central sunt ocupate de molecula de amina rdmasa si de
nitrat-ion.

Exemplu de obtinere a hidratului de nitrato-{N-(prop-2-en-1-il)-N'-[1-(piridin-2-il)-
etiliden]-carbamohidrazontioato}imidazolcupru (compusului I). Se amesteca 20 ml de solutie
etanolica, care contine 20 mmol de imidazol si 10 mmol de trihidrat al nitratului de cupru(2+)
cu 10 mmol de N-(prop-2-en-1-il)-2-[1-(piridin-2-il)etiliden]hidrazincarbotioamida (4-
aliltiosemicarbazonei 2-acetilpiridinei), dizolvat in 30 ml de alcool. Amestecul reactant este
incalzit (50...55°C) si amestecat in permanentd cu ajutorul agitatorului magnetic timp de 50-
60 min. La racire, din solutie, cu randamentul 84% fatad de cel calculat teoretic, se depun
cristale marunte de culoare verde intunecata, care sunt filtrate prin filtru de sticla, spalate cu
etanol, eter si uscate la aer.

S-a determinat, %: Cu — 14,45; N -22,34; S —7,33. Pentru C14H19CuN;O,S s-a calculat,
%: Cu -14,28; N -22,04; Cu -7,21.

Benzile de absorbtie in spectrul IR, cm™: v(NH) = 3220, 3142; v(C=C)ai = 1639;
v(C=N) = 1601, 1589, 1563, 1525; v(C-S) = 749; v(Cu-N) =525, 415 cm?; v(Cu-S) = 459.

La temperatura camerei (290 K) complexul dat are momentul magnetic efectiv egal cu
1,79 m.B.

Exemplu de obtinere a nitrato-{N-(prop-2-en-1-il)-N'-[1-(piridin-2-il)etiliden]-
carbamohidrazontioato}-(3,4-dimetilpiridin)cupru (compusului I1). Compusul coordinativ a
fost sintetizat cu randamentul 80% fata de cel teoretic calculat dupa metoda descrisa mai sus,
folosind in calitate de substante initiale 3,4-dimetilpiridina, trihidratul nitratului de cupru(2+)
si N-(prop-2-en-1-il)-2-[1-(piridin-2-il)etiliden]hidrazincarbotioamida (4-
aliltiosemicarbazona 2-acetilpiridinei) luate in raport molar 2:1:1.

S-a determinat, %: Cu — 13,76; N -17,82; S —6,76. Pentru C1sH22CuNsOsS s-a calculat,
%: Cu -13,64; N -18,03; Cu —6,88.

Benzile de absorbtie in spectrul IR, cm™: v(NH) = 3350; v(C=C)aii = 1647; v(C=N) =
1602, 1591, 1563, 1525; v(C-S) = 743; v(Cu-N) =521, 410 cm; v(Cu-S) = 465.

La temperatura camerei (293 K) complexul dat are momentul magnetic efectiv egal cu
1,82 m.B.

Procedeul de obtinere a compusilor coordinativi I-11 revendicati este simplu in executare,
substantele initiale accesibile. Compusii sunt stabili in contact cu aerul, putin solubili in apa
si alcooli, sunt solubili in dimetilformamida si dimetilsulfoxida, practic insolubili in eter. N-
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(prop-2-en-1-il)-2-[1-(piridin-2-il)etiliden]hidrazincarbotioamida (4-aliltiosemicarbazona 2-
acetilpiridinei) a fost sintetizatd dupa metodica descrisd in Richardson D. R., Kalinowski D.
S., Richardson V., Sharpe P. C., Lovejoy D. B., Islam M., Bernhardt P. V. 2-Acetylpyridine
thiosemicarbazones are potent iron chelators and antiproliferative agents: redox activity, iron
complexation and characterization of their antitumor activity. J. Med. Chem., vol. 52(5),
2009, p. 1459-1470. Doi: 10.1021/jm801585u.

La recristalizarea compusului I din solutie etanolicd au fost obtinute monocristale,
structura cdrora a fost stabilitd cu ajutorul analizei cu raze X (Formula molecularda -
C14H1sCuN704S, grupa spatiala Fdd2, a — 43,367(4) A, b = 14,2283(10) A, ¢ = 11,7706(6) A,
o =90 grad, B =90 grad, y = 90 grad). Experimentul s-a efectuat la difractometrul Xcalibur-
Gemini “Oxford Diffraction”. Structura a fost determinatd prin metoda directa si stabilita
folosind metoda patratilor minime in apropieri anizotrope pentru atomii de hidrogen dupa
programele SHELX-97. Atomii de hidrogen sunt inclusi in pozitiile geometrice prevazute, iar
factorul lor de temperatura Uy este luat de 1,2 ori mai mare, decat in cazul atomilor de carbon
si oxigen legati cu ei.

A fost stabilit cd compusul I revendicat posedd o structura mononucleard tetragonal-
piradimala (Fig.). Numarul de coordinare al cuprului este egal cu 5. Trei pozitii de coordinare
in sfera internd a atomului central sunt ocupate de atomii donori ai tiosemicarbazonei,
coordinate prin intermediul atomilor de azot piridinic si azometinic si atomul de sulf,
formand doud metalocicluri din cinci atomi. Atomul de sulf se afld In forma tiolica si este
deprotonat (lungimea legaturii C-S este egald cu 1,742 A). Al patrulea loc coordinativ 1n
baza piramidei este ocupat de atomul de azot al imidazolului. In pozitia apicald este
pozitionat atomul de oxigen al ionului nitrat. Lungimile legaturilor si unghiurile de valenta
intre atomii donori ai ligandului organic si ionul de metal sunt in concordantd cu datele din
literatura. In sfera exterioard a complexului se afla o moleculd de apa.

Astfel, in baza rezultatelor analizei cu raze X a fost stabilitd structura compusului 1.

Proprietatile antimicotice ale hidratul de nitrato-{N-(prop-2-en-1-il)-N'-[1-(piridin-2-il)-
etiliden]-carbamohidrazontioato}imidazolcupru si nitrato-{N-(prop-2-en-1-il)- N'-[1-(piridin-
2-il)etiliden]-carbamohidrazontioato}-(3,4-dimetilpiridin)cupru au fost cercetate “in vitro” pe
tulpini de laborator de micete levuriforme Cryptococcus neoformans, Candida parapsilosis
ATCC 2219, Candida krusei ATCC 6258 si Candida albicans ATCC 90028. Activitatea
antimicotica s-a determinat utilizind mediul RPMI 1640 suplimentat cu glucoza. Inoculul se
pregatea din subcultura de 48 ore cultivatd pe Agar Sabouraud, in apa distilata sterila pana la
o densitate de 0,5 McFarland (cca. 2-5x10° UFC/ml), dupd care se efectua o a doua dilutie cu
apa distilata sterila de 1:10, obtindndu-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).

Determinarea activitafii antimicrobiene a compusilor I si II declarati a fost efectuatd in
mediu nutritiv lichid [bulion peptonat din carne de 2%, pH = 7,0] prin metoda dilutiilor
succesive. In calitate de cultura de referinta in experimentul in vitro au fost folosite tulpinile
standard de Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Bacillus subtilis, Streptococcus
pyogenes, Streptococcus pneumoniae, Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium,
Escherihia coli, Proteus mirabilis, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae,
Acinetobacter baumannii, Enterobacter cloacae. Dizolvarea substantelor studiate in
dimetilformamida, cultivarea microorganismelor, obtinerea suspensiei, determinarea
concentratiei minime de inhibare (CMI) si concentratiei minimale bactericide (CMB) au fost
efectuate dupa metoda standard descrisa in literatura.

Rezultatele studiului activitatii biologice ale compusilor revendicati sunt prezentate in
Tabel, din care se vede, ca ei posedd activitate fungiostatica si fungicida in limitele
concentratiilor 0,12-7,81 pg/mL fatd de toate tulpine de micete levuriforme. Cele mai
sensibile fata de compusii | si Il sunt fungii din specia Cryptococcus neoformans (CMI(I) =
0,49ug/mL, CMB(1) = 0,98 pg/mL, iar CMI(I1) = 0,12 pg/mL, CMB(Il) = 0,24 pg/mL).
Cum se vede din tabel, compusii declarati I si I manifestd activitate antimicoticd ce
depaseste de 133,3-32,7 ori activitate fluconazolului, utilizate in medicind si de 5,2...1,3
depisesc activitatea celei mai apropiate solutii. in aceleasi timp compusii coordinativi I si II
manifestd activitate antimicrobiand inalta fatd de un spectru larg de microorganisme gram-
pozitive (CMI = 0,03 - 0,98ug/mL, CMB = 0,12...15,63 pg/mL) si gram-negative (CMI =
0,12...62,5 pg/mL, CMB = 0,24...125,0 ng/mL). Manifestand activitate antimicotica selectiva
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inaltd, compusii revendicati manifestd activitate antimicrobiand comparabila, iar in unele
cazuri mai inaltd decat activitatea bacteriostatica si bactericidd ale unor compusi coordinativi
de cupru biologic activi din clasa tiosemicarbazonatilor metalelor de tranzitie cu cea mai
inalta activitate antimicrobiand (MD 4179 B1 2012.07.31; MD 4112 B1 2011.05.31).

Proprietatile depistate ale compusilor nominalizati prezinta interes din punct de vedere al
extinderii arsenalului de remedii antimicotice sau antimicrobiene si permite utilizarea lor in
cazul rezistentei fungilor si microorganismelor fatd de medicamentele traditionale.

(56) Referinte bibliografice citate in descriere:

1. Bastos T., Maria Soares B., Silva Cisalpino P., Castro Mendes I., Dos Santos R., Beraldo
H. coordination to gallium (I11) strongly enhances the potency of 2-pyridineformamide
thiosemicarbazones against Cryptococcus opportunistic fungi. Microbiological Research, v.
165, No 7, 2010, p. 573-577

2. US 6156779 A 2000.12.05

(57) Revendicari:

1. Compusi ai cuprului (1) cu 4-aliltiosemicarbazona 2-acetilpiridinei cu formula
generala:

//_}VHKS\% . n H0

L1I
CH,
s CH,
I:A=N NH p=1:11:A= O ,n=0,
=== N

2. Compusi ai cuprului (II) cu 4-aliltiosemicarbazona 2-acetilpiridinei cu formula
generala definita in revendicarea 1, pentru utilizare in calitate de inhibitori ai 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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Fig. 1
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