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Dezvoltarea rezistentei la antibiotice, noile pandemii si cresterea cazurilor de cancer sunt unele din provoca-
rile principale pentru societatea moderna. Rezolvarea acestor probleme este direct legatd cu sinteza substantelor
noi cu efectele biologice pertinente. O perspectivd majora prezintd clasa de substante numitd tiosemicarbazone,
reprezentantii cirora deja sunt utilizati in industria farmaceutici, spre exemplu, Ambazona sau Triapina. In general,
tiosemicarbazonele manifesta un sir larg de activitati biologice utile, printre care sunt antibacteriene, antifungice si
anticancer. Este cunoscut cd coordinarea tiosemicarbazonelor in majoritatea cazurilor duce la imbundtatirea activitatii
biologice. In aceastd lucrare au fost sintetizati 5 compusi coordinativi noi ai cuprului(Il) in baza unei tiosemicarba-
zone HL, cu denumirea IUPAC - N-hexil-2-[(piridin-2-il)metiliden]hidrazine-1-carbotioamida. La substantele sinte-
tizate au fost evaluate proprietatile antimicrobiene si antifungice.

Cuvinte-cheie: compusi coordinativi, tiosemicarbaone, antimicrobian, 2-formilpiridina.

COORDINATION COMPOUNDS OF Cu(Il) WITH
N-HEXYL-2-[(PYRIDIN-2-YL)METHYLIDENE|HYDRAZINE-1-CARBOTHIOAMIDE:
DESIGN, SYNTHESIS, EVALUATION OF

ANTIMICROBIAL AND ANTIFUNGAL PROPERTIES

The development of antibiotic resistance, new pandemics and the rise of cancer cases are among the main chal-
lenges for modern society. Solving these problems is directly linked to the synthesis of new substances with the
necessary biological effects. A big perspective presents the class of substances called thiosemicarbazones. Their
representatives are already used in the pharmaceutical industry, for example Ambazone or Triapine. In general, thio-
semicarbazones exhibit a wide range of useful biological activities, including antibacterial, antifungal and anticancer.
It is known that coordination of thiosemicarbazones in many cases leads to enhanced biological activity. In this work,
5 copper (II) coordinative compounds based on a thiosemicarbazone have been synthesized. Antimicrobial and anti-
fungal properties of the synthesized substances were evaluated.

Keywords: coordination compounds, thiosemicarbazones, antibacterial activity, 2-formylpyridine.

Introducere

Cancerul ramane o maladie care se afla pe locul doi, dupa bolile cardiovasculare, in cauzele de deces
a oamenilor. Cercetarile aratd cd numarul de cazuri noi de cancer in urmatorii 20 de ani va fi in crestere
majora [1]. Din pacate, la moment nu exista medicamentele care satisfac complet cerintele industriei me-
dicinale moderne. Aceasta determind necesitatea de elaborare a noilor metode mai efeciente de tratare a
acestei boli. Chimioterapia nu-si pierde actualitatea sa si arata rezultate bune, precum si in combinatie cu
alte metode. In general chimioterapia riméne o etapa cruciali in tratarea cancerului. Insa ea este asociati
cu multe reactii adverse, uneori destul de grave [2]. Acest neajuns poate fi Inlaturat sau cel putin diminuat
dacd vom elabora noi substante cu efectul anticancer dorit.

Primele Incercari in tratarea cancerului cu compusi sintetici au inceput atunci cand a fost descoperit
efectul antineoplastic al compusului coordinativ cis-platina. Aceastea fiind descoperite, au determinat dez-
voltarea unui domeniu nou de cercetare. Au fost descoperiti derivati a cis-platinei care au inclus in structura
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sa liganzi de natura organica, anume carboplatin si oxaliplatin, care tot au efect anticancer puternic. Suc-
cesul introducerei liganzilor de natura organicd a provocat sinteza miilor de compusi cordinativi a platinei
noi, cu o multime de liganzi organici diferiti. in ciuda eforturilor depuse, proprietatile multor din ei nu au
fost pe nivelul asteptarilor, iar cei care au demonstrat un anumit efect citotoxic, nu au avut un efect esential
terapeutic in timpul testdrilor in vivo [3].

Paralel cu cercetarile mecanismului de actiune a preparatelor cu efect anticancer si cu sinteza compusilor
coordinativi noi ai platinei, au inceput si cercetarile altor clase de substante. O atentie deosebitd au atras bazele
Schiff. Fiind descoperite demult [4], proprietatile lor biologice sunt cercetate pana in ziua de azi. Literatura de
specialitate indica ca aceste substante manifesta activitatii: antifungice [5], antibacteriene [6], antimalarice [7],
antiproliferative [8], anti-inflamatoare [9], antivirale [10], antipiretice [11] si anticancer [12].

In urma cercetirilor bazelor Schiff a fost elaboratd o noua clasa de compusi - tiosemicarbazonele. La
momentul dat aceste substante deja si-au demonstrat valoare lor practica fiind utilizate in diverse domenii
farmaceutice [13]. Spre exemplu, Triapina utilizata in calitate de agent anticancer sau Ambazona utilizata
ca substanta activa in pastile contra durerii de gat. In general tiosemicarbazone manifesta un sir larg de
activitati biologice similare cu cele manifestate de bazele Schiff [14-15], printre care si activitatile anti-
cancer [16]. Datoritd acestora, tiosemicarbazonele au fost si ramén o directie de cercetare cu perspectiva.
Strucutra lor permite modificarea usoara a fragmentelor structurali ce la randul lor duce la posibilitatea de
sinteza selectiva a compusilor cu structura si proprietatile dorite.

Fig. 1. Numar estimativ de cazuri noi de cancer diagnosticat [1].
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Mare interes prezintd tiosemicarbazonele care contin fragmente heterociclice, un exemplu clasic ar pu-
tea servi tiosemicarbazona 2-formilpiridinei care manifesta o activitatea antileucemica sporita [17]. La fel,
se cunoaste cd coordinarea tiosemicarbazonelor cu unii ioni ai biometalelor poate sa creasca semnificativ
proprietatile lor biologice [18]. Din aceste considerente multi cercetatori incearca sa obtina derivatii tiose-
micarbazonici coordinati la ioni de Cu?’, Fe**, Ni**, Co?"**, Mn**, Zn** [19-21]. Acestea nu numai ca poseda
proprietiti mai pronuntate, dar si deseori duc la o selectivitate sporitd [22]. Insa o mare atentie totusi trebuie
sa fie acordata selectarii ligandului pentru sinteza compusului cordinativ. Anume ligandul determind activi-
tatea biologica si toxicitatea compusului final.

Activitatea biologicd a tiosemicarbazonelor, precursorilor si derivatilor lor a fost cercetatd destul de
mult, ce ne permite formularea anumitor concluzii in baza datelor acumulate. Cum a fost mentionat mai
sus, ea se afld intr-o corelare directd cu natura si compozitia substituentilor folositi. Substituenti diferiti
cauzeazi mecanisme diferite de actiune. In general se disting urmatoarele mecanisme de actiune biologica
a tiosemicarbazonelor [23]:
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- Inhibirea/Inactivarea ribonucleotid reductazei

- Inhibarea tirozinazei

- Generarea speciilor reactive de oxigen

- Ribonucleotid reductaza este o enzima, ce contine in compozitia sa atomi de fier (II). Ea face parte din
clasa reductazelor, deci ea este implicata in procesele redox in reactiile biochimice si anume, efectueaza
reducerea substratului. Ribonucleotid reductaza joacd un rol crucial pentru mentinerea nivelului echilibrat
al Deoxiribonucleotid Trifosfatului, care este implicat in procesele de sinteza si repararea ADN-ului. Inhi-
birea Ribonucleotid reductazei duce la scaderea concentratiei ale Deoxiribonucleotid Trifosfatului, ceea ce
la randul sdu inhiba sinteza si reparatia ADN-ului. Aceasta duce la oprirea ciclului celular si apoptoza [24].
Ribonucleotid reductaza contine in situsul sdu activ din centrul R1 gruparile tiolice care sunt direct impli-
cate in reducerea substratului. Compusii care interfereazd cu aceste grupdri, blocheaza functia lor redox ce
duce la inhibirea activitatii enzimei. Ele se numesc inactivatorii ai gruparilor tiolice. Cel mai bine cunoscut
si larg raspandit exemplu al acestei clase de inhibitori este cis-platina.

- A doua enzimd, inhibirea cirei va duce la aparatia efectelor biologice dorite este Tirozinaza. In situ-
sul sdu activ ea contine atomi de cupru(Il). Ei pot fi usor legati cu tiosemicarbazone, din cauza prezentei
atomilor de sulf si azot in compozitia sa. A fost stabilit, ca prezenta atomului de sulf in compozitie este un
factor crucial si utilizarea fragmentelor heterociclice duce la imbunatatirea semnificativa a activitatii [23].

In baza celor mentionate mai sus, in lucrarea dati au fost sintetizati 5 compusi coordinativi noi cu siru-
rile de cupru(Il). Ligandul utilizat este alcdtuit din fragmentul care contine radicalul n-hexil in pozitia 4 a
tiosemicarbazonei, iar in calitate de fragment carbonilic a fost utilizat 2-formilpiridina.

Materiale si metode

Cercetarile stiintifice au avut loc in cadrul Laboratorului de cercetari stiintifice ,,Materiale Avansate in
Biofarmaceutica si Tehnica” al Institutului de Chimie a Universitatii de Stat din Moldova. Sintezele au
fost efectuate cu reagenti procurati de la companiile ,,Sigma-Aldrich”, ,,Acros Organics” sau ,,Alfa Aesar”,
fiind folositi in sinteza fara o purificare prealabila. Spectrele FTIR au fost inregistrate pe probe in forma de
pulbere la aparatul Bruker ALPHA, in diapazonul numerelor de unda 4000-400 cm™'. Spectrul de Rezonanta
Magnetica Nucleard (RMN) a fost Inregistrat la temperatura camerei utilizand spectrometrul Bruker DRX-
400. In calitate de solvent s-a folosit acetona-d,. Analiza activitatii antimicrobiene si antifungice a fost efec-
tuata conform metodei dilutiilor succesive descrise in literatura. Testarile au fost efectuate in Laboratorul de
Microbiologie al Agentiei Nationale de Sanatate Publica din Chisinau.

Procedura de sinteza
Ligandul HL au fost sintetizat conform proceduri descrise in cadrul lucrarii [25].

Fig. 2. Schema de sinteza a tiosemicarbazonei HL.
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Sinteza compusilor coordinativi a fost efectuata conform procedurii generale de sintezd descrisa in sursa
[26]. Intr-un balon conic se introduce 1 mmol de ligand, 1 mmol de CuX,-nH,O in 20 mL etanol (descriere
cazul I si IT). Amestecul reactant se agita timp de 1-1.5 h la temperatura de 70-75 °C. Dupa amestecare se
raceste, la temperatura camerei, sedimentul obtinut se filtreaza, se spald cu etanol rece si se usucd in exsi-
cator pana la o masa constanta.

Fig. 3. Schema de sinteza a compusilor coordinativi in baza ligandului HL.
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Metodica studieri activitati antimicrobiene

Activitatea antimicrobiand a fost determinatd in mediul nutritiv lichid bulion peptonat din carne 2%,
pH 7,0] prin metoda dilutiilor succesive. In calitate ce cultura de referintd in experimentul in vitro au fost
folosite tulpinile standard de Staphylococcus aureus (S.aureus G+), Escherihia coli (E.coli G-), Klepsiella
pneumonae (Kl. pneumonae G-). Dizolvarea substantei studiate in dimetilsulfoxid, cultivarea microorga-
nismelor, obtinerea suspensiei, determinarea concentratiei minime de inhibare (CMI) si a concentratiei
minime bactericide (CMB), prezentate in Tabelul 1, au fost efectuate dupa metoda standard descrisa in [27].

Metodica studieri activitati antifungica

Proprietatile antimicotice ale compusilor (IV-VI) au fost cercetate ,,in vitro” pe tulpini de laborator
Candida albicans; Candida krusei; Candida parapsilosis; Cryptococcus neoformans. Activitatea s-a deter-
minat in mediul nutritiv lichid Sabouroud (pH=6.8). Inoculatele se pregatesc din tulpini de fungi recoltate
in decurs de 3-7 zile. Concentratia lor in suspensie constitue (2-4)-10° unitati formatoare de colonii intr-un
mililitru [28]. Datele experimentale obtinute, privind studierea proprietatilor antimicotice ale (IV-VI), sunt
prezentate Tn Tabelul 2.

Analiza elementala

In balonul Kjeldal se adaugi 0,05 g de compus complex si amestec de 1-2 picaturi acid sulfuric si 10 mL
acid azotic concentrat. Continutul se incalzeste pana la distrugerea compusului complex. Dupa ce rezidul se
raceste se adauga apa distilatd. Solutia obtinuta se trece cantitativ Intr-un balon cotat de 100 mL, se omogeni-
zeaza si se adauga apa, pana la cota. Se ia o parte alicotd de 10 mL intr-un balon de titrare, se adauga solutie
tampon de NH,OH+NH,Cl pentru stabilirea pH~8-9, se adauga murexid pina la obtinerea culorii galben. Se
titreaza cu Trilon B pana la aparitia culorii violet pal. Continutul de Cu se determind dupa formula:
V(TrilB)x C(TrilB)xVxM(Cu)

0y (Cu) = Vaxmx10 (1)
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unde: V(Tril B) — volumul de trilon B folosit la titrarea partii alicote (mL) ; C(Tril B) — concentratia trilo-
nului B (0,01 M) ; V. — volumul partii alicote (mL) ; V — volumul balonului cotat (mL) ; m — masa probei ;
M(Cu) — masa molara a cuprului (g/mol).

Rezultate si discutii

Tiosemicarbazona HL a fost confirmata cu ajutorul spectroscopiei FTIR, la numarul de unda 3376 cm™ a
fost confirmata gruparea functionalda N-H din pozitia N? atomul de azot hidrazinic la 3144 cm™! este carac-
teristica absorbtia pentru gruparea tiocarbamidica de la atomul N* din structura tiosemicarbazonei HL. La
2914 cm si 2850 cm™! este confirmatd gruparea alchil din fragmentul hexil, la 1586 cm™ este confirmata
gruparea iminica care se formeaza la condensarea tiosemicarbazidei si piridin-2-carbaldehida. Astfel, cu
ajutorul spectrului IR din figura 4 a fost dedusd formula de structura care corespunde produsului preconizat.

Fig. 4. Spectrul FTIR al N-hexil-2-[(piridin-2-il)metiliden]hidrazin-1-carbotioamida HL.
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Rezonanta magnetica nucleard a confirmat structura propusa a tiosemicarbazonei HL. Din figura 5 in
partea dreaptd a spectrului in diapazonul 0.8 — 1.8 ppm pot fi observate picurile ce corespund atomilor de
hidrogen din componenta radicalului alifatic - hexil. De la 7 ppm pana la 8.2 ppm se observa picurile atri-
buite atomilor de hidrogen din sistemul aromatice (inelul piridin-2-il). La 13,5-14 se observa singlet este
cauzata de hidrogenul din gruparea (N-H) legata cu gruparea azometinica (Figura 5).

In solutia de acetona deuterati a fost observata prezenta a doua forme tautomere tiol-tiol, iar la deprotare
HL se transforma in anion L~.

Compusii coordinativi 1-5 au fost cercetati prin metoda titrimetrica. Datele obtinute foarte bine corelea-
za cu calculele teoretice ce confirma o corelatie logica a produselor de sinteza (Tabelul 1).

Tabelul 1. Partea de masa a metalului in complecsi sintetizati.

Substanta o (metal) %

’ practic teoretic
[Cu(LHNO,] 16,77 16.34
[Cu(L)CH,COO] 16.64 16.46
[Cul JBr] 15,86 15,62
[Cu(LNHCI] 17.42 1754
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Fig. 5. Spectrul '"H RMN N-hexil-2-[(piridin-2-il)metiliden]hidrazin-1-carbotioamida HL.
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"H NMR (400 MHz, Acetona) 6 14.17, 10.67, 8.60, 8.60, 8.60, 8.60, 8.59, 8.59, 8.59, 8.59, 8.51, 8.20, 8.10,
8.10, 8.09, 8.08, 8.08, 8.07, 7.84, 7.84, 7.83, 7.83, 7.82, 7.81, 7.80, 7.80, 7.79, 7.79, 7.38, 7.38, 7.37, 7.37,
7.37,7.36,7.35,7.35,3.73,3.71, 3.71, 3.70, 3.69, 3.68, 1.72, 1.70, 1.68, 1.35, 1.35, 1.34, 0.92, 0.90, 0.88.

'"H NMR (400 MHz, Acetond) 6 8.60 (ddd, J =4.9, 1.7, 1.0 Hz, 1H), 8.09 (dt, J = 8.0, 1.0 Hz, 1H),
7.91 —17.73 (m, 1H), 7.37 (ddd, J= 7.5, 4.9, 1.2 Hz, 1H), 3.70 (dt, J= 7.4, 6.0 Hz, 1H), 1.70 (t, /= 7.4
Hz, 1H), 1.49 — 1.23 (m, 3H), 1.01 — 0.75 (m, 2H).

Compusii coordinativi 1-5 au fost cercetati prin metoda titrimetrica. Datele obtinute foarte bine corelea-
za cu calculele teoretice ce confirma o corelatie logica a produselor de sinteza (Tabelul 1).
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Corelatia spectroscopiei IR si analiza la metal a permis elucidarea formulelor de structurd pentru compusii
coordinativi sintetizati. Pentru determinarea aplicarii practice complecsi sintetizati 1-5 au fost cercetati fata
de o serie de microorganisme patogene Figurile 6-8.

Analiza activitatii antimicrobiene

Fig. 6. Proprietatile antimicrobiene ale compusilor coordinativi sintetizati fatd de microorganis-

mele gram-pozitive.
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Fig. 7. Proprietatile antimicrobiene ale compusilor coordinativi sintetizati fatd de microorganis-
melor gram-negative.
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Fig. 8. Proprietatile antifungice ale compusilor coordinativi sintetizati fata de fungi.
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Au fost obtinuti 5 compusi coordinativi ai cuprului(Il) in baza ligandului HL care are in structura sa
fragment lipofil. Structura produsilor final a fost confirmata cu ajutorul spectroscopiei FTIR in baza pul-
berilor studiate. Cercetarea antimicrobiand a scos in evidenta precum cd complecsi 1-3 {[Cu(L)(H,0)]
ClO,, [Cu(L)NO,]Jsi [Cu(L)CH,COO]} fata de microorganismele gram-pozitive manifesta o selectivitate
inaltd care depdseste substanta de comparatie Furacilina de aproximativ 11 ori. Cercetarea proprietatilor
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antimicotice a permis la fel sa fie evidentiati compusii coordinativi ai cuprului(Il) cu anioni: nitrat, acetat si
perclorat care sunt mai activi decét Nistatina de 4 ori.
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