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(57) Rezumat:
1

Inventia se refera la utilizarea unui
compus coordinativ de cupru in bazd de
izotiosemicarbazone aromatice in calitate de
remediu antibacterian si poate fi aplicatd in
medicina.

Compusul  binuclear de  cupru(ll)
hidrosolubil cu formula [Cuz(H2DF-T1)-p-
CI]Cl,-H;0, unde H3;DF-Ti reprezintd bis(S-
metilizotiosemicarbazona) 2,6-diformil-4-
metilfenolului:
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poseda o activitate bacterlclda selectiva pana la
concentratii minime de 1..2 pg/mL fata de
bacteriile patogene Gram-pozitive.

Compusul binuclear de cupru sus-
mentionat poate fi aplicat sub forma de solutii
apoase diluate pentru combaterea diferitor
bacterioze.

Revendicari: 1



(54) Water-soluble compound 2,6-bis(S-methylisothiosemicarbazidomethylidene)-
4-methylphenolato-trichloro-dicopper-hydrate for use as a selective
pharmaceutical agent against Gram-positive bacteria

(57) Abstract:
1

The invention relates to the use of a
coordination compound of copper based on
aromatic  isothiosemicarbazones as an
antibacterial agent and can be applied in
medicine.

The binuclear water-soluble
copper(ll)  compound of the formula
[CUz(HzDF-Tl)-p-C|]C|2-Hzo, where H;DF-T;
is bis(S-methylisothiosemicarbazone) of 2,6-
diformyl-4-methylphenol:
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possesses selectlve bactericidal activity to
minimum concentrations of 1...2 pg/mL in
relation to Gram-positive pathogenic bacteria.

The aforesaid binuclear copper
compound can be used in the form of diluted
aqueous  solutions to combat various
bacterioses.

Claims: 1

(54) BonopacTBopumoe coeannenue 2,6-6uc(S-
METWIN30THOCEMUKAPOAZHTOMETHIIN/IEH)-4-MeTHI(PEHOIATO-TPUXTOP-TUMeIb—
TUAPAT JJIs UCTIO0JIH30BAHUS B KAUeCTBE CeJIEKTUBHOI0 (papManeBTHYECKOT 0
cpencrBa nmpotuB ['paMmnoio:KuTeILHBIX 0aKTepuid

(57) Pedepar:

1
Uzo0perenue OTHOCHTCS K
HCTIONB30BaHUIO KOOP/IMHAI[MOHHOT'O
COEIMHEHUS] MEU HAa OCHOBE apOMAaTHUYECKUX
H30THOCEMUKapOa30HOB B Ka4yecTBe

aHTHOAKTEPHANTBLHOTO  CPEICTBA M MOXET
HaWTH IPUMEHEHUE B METUIIUHE.

Busineproe BOJIOPACTBOPUMOE
coenunenue memu(Il) dopmynsr [Cuz(H2DF-
T1)-p-CIICl:H0, rtme HiDF-T: o3Hawaer
6uc(S-MeTHIM30THOCEMHKAPOA30H) 2,6-
nmudopmun-4-mernndeHona:
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2
obajaer  CeNeKTHBHOW  OaKTepUIMIHON
aKTHBHOCTBIO 70 MHUHHUMAJTBHBIX
KOHIIEHTpanui 1...2 MKI/MJI IO OTHOIIICHUIO K
I'paMmonoxuTENEHBIM MaTOreHHBIM
OaKTepHsIM.
Brieykazannoe OusiiepHOE

COCTMHEHUE MEJIM MOXKET OBITh HCIOJIB30BAHO
B BHUJC pa30aBJICHHBIX BOJHBIX PACTBOPOB IS
OOpHOBI C pa3HBIMU OAKTEPUO3AMH.

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

Inventia se referd la utilizarea unui compus coordinativ de cupru in baza de
izotiosemicarbazone aromatice 1n calitate de remediu antibacterian si poate fi aplicatd in
medicina.

Tiosemicarbazonele si compusii coordinativi respectivi cu unele metale de tranzitie, in
special cupru, pot manifesta in unele cazuri un spectru larg de acivitate farmacologici [1, 2, 3].
Activitatea biologica a tiosemicarbazonelor si compusilor lor coordinativi variaza foarte larg in
functie de natura metalului, structura ligandului sau a complexului, natura substituentilor atat
din fragmentul carbonilic cat si la fragmentul tiosemicarbazidic. Ultimul poate fi derivatizat
prin substitutie la atomii de azot sau la sulful din gruparea tiocarbonilica.

Ca o ilustrare a dependentei activitatii biologice de structura ligandului sau a
compusului coordinativ de metal pot servi complecsii binucleari de cupru(Il) cu
tiosemicarbazonele Na-substituite a hidroxiacetofenonei. Dimerii de cupru nu poseda o
activitate de inhibare fata de Aspergillus niger, dar in schimb sunt activi fatd de Paecilomyces
variotii [4].

Alti complecsi binucleari (dimeri) de cupru(Il), si anume in baza ligandului binucleabil
— bis(4-feniltiosemicarbazona) 2,6-diformil-4-metilfenolului, sunt inactivi fatd de diferite
specii de bacterii sau fungi [5].

O cale relativ mai putin utilizatad pentru derivatizarea tiosemicarbazidelor constd in
alchilarea atomului donor de sulf tionic cu obtinerea S-alchilizotiosemicarbazidelor. In urma
alchilarii atomului de sulf, se reduce drastic capacitatea de coordinare a atomului tioeteric
format cu majoritatea metalelor de tranzitie. Ca urmare, atomul de sulf din fragmentul
izotiosemicarbazidic nu mai participa la coordinare, iar locul lui in setul de atomi donor ai
izotiosemicarbazidei este ocupat de atomul terminal Ns. Din datele din Stadiul tehnicii reiese
ca alchilarea sulfului din fragmentul tiosemicarbazidic in multe cazuri nu contribuie la
ridicarea activitdtii biologice a tiosemicarbazonelor i compusilor coordinativi. De exemplu,
pentru derivatii S-alchilati ai 1,4-benzochinon-izotiosemicarbazon-guanilhidrazonei s-a stabilit
ca un rezultatul alchilarii sulfului se micsoreaza activitatea antibacteriand comparativ cu
tiosemicarbazona initiala [6]. Alt exemplu poate servi tiosemicarbazona aldehidei benzoice,
care posedd o activitate antituberculoasd. Dar  derivatul  S-substituit = S-
alchilizotiosemicarbazona aldehidei benzoice nu mai este activ contra bacilului tuberculos [7].
Din studiul comparativ al activitatii antiproliferative al complecsilor metalelor, inclusiv al
cuprului, cu tiosemicarbazone hidroxiaromatice nealchilate si S-metilizotiosemicarbazonele
respective reiese ca alchilarea sulfului reduce drastic capacitatea complecsilor de a inhiba
proliferarea celulelor canceroase [8]. Efectul tiometildrii atomului de sulf tiosemicarbazidic
asupra activititii biologice poate fi divergent. De exemplu, analogul S-metilic H,L® este mai
citotoxic decat compusul nealchilat HpL:

o] o] o 0]

R

HN—«’(
NH;

NHQ
HaL! HL®

pe de alta parte compusul dimer [Cu,L® Cl3] poseda o activitate mai redusd fatd de liniile de
celule canceroase decat [Cu,HLCls3] [9].

in unele cazuri coordinarea izotiosemicarbazonelor cu metale poate si mireascd
activitatea biologica a S-metilizotiosemicarbazonelor. De exemplu, S-alchilizotio-
semicarbazonele aldehidei 5-metilsalicilice posedd o activitate antibacteriana redusa fata de
tulpinile S. aureus, B. cereus s.a., concentratia minimd inhibitoare fiind la nivelul de 400
pg/mL. In schimb compusii binucleari ai fierului trivalent (u-oxodimeri) cu Ni,Ng-
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bis(saliciliden)-S-metil-izotiosemicarbazida sunt activi fatd de tulpinile sus-mentionate la
concentratii de 10...50 pg/mL, totodatd compusii mononucleari sunt considerabil mai putin
activi, concentratia minima inhibitoare situdndu-se in intervalul 100...500 ug/mL [10]. Pe de
altd parte sunt cunoscute date ca unele tiosemicarbazone, necoordinate la ionii de metal,
manifestd o activitate antimicrobiand semnificativ mai mare decdt compusii respectivi
dinucleari ai cuprului(ll) [4].

Dezavantajul acestor compusi biologic activi consta in faptul ca foarte multi din ei sunt
insolubili sau foarte putin solubili in apa. Avand in vedere ca apa reprezinta solventul biologic
natural din componenta organismelor vii, si reiesind din considerentele practice de pregatire si
aplicare a remediilor antimicrobiene, este foarte de dorit de a elabora ingredienti activi solubili
in apa (hidrosolubili). Aceasta ar permite de a mari eficacitatea remediilor antibacteriene
utilizate sub forma de solutii apoase, evitind folosirea solventilor organici, diferitor adjuvanti
de solubilizare sau umectare, cu toate consecintele pozitive §i pentru toxicitate, costuri
economice etc. Majoritatea absoluta de tiosemicarbazone si complecsii lor sunt insolubili in
apa. O metoda de a conferi hidrosolubiltate consta in introducerea in ligandul organic a unor
grupe hidrofile ca grupa sulfonicd (—SOsH) sau carboxilicd (-COOH). Aceste grupe usor se
ionizeazd in mediul bazic cu formarea sarurilor respective ale metalelor alcaline sau amoniu,
care de regula confera solubilitate in apa ligandului sau complexului respectiv.

Pe aceasta cale au fost obtinuti complecsi hidrosolubili de cupru, zinc si nichel cu
tiosemicarbazone ale aldehidelor aromatice sulfonate [11]. Solubilitatea lor in apd a permis
testarea in vivo a activitatii biologice, in special a citotoxicitatii contra celulelor de leucemie
cronica mieloidd umand. Un dezavantaj al acestor compusi constd in aceea ca introducerea
grupei sulfonice necesita stadii suplimentare de sinteza organica, in plus grupa sulfonica poate
influenta negativ asupra activitatii biologice.

In scopul de a obtine tiosemicarbazone heteroaromatice si complecsi de cupru(Il)
hidrosolubili cu activitate antiproliferativd contra celulelor anticanceroase, in nucleul
heteroaromatic s-a introdus grupa morfolinica, care poate conferi o hidrosolubilitate si spori
activitatea biologicd a compusilor rezultati [12].

Au fost sintetizate diverse tiosemicarbazone pe bazd de 5-metilmorfolin-piridin-2-
carboxaldehida (HL*-HL®) si complecsii respectivi de cupru (1-6), care s-a dovedit ca sunt
deja hidrosolubili:
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S-a determinat ca o parte din compusii coordinativi formeaza dimeri slabi (asociati) in
stare solida, care in solutie apoasd se scindeaza in monomerii reprezentati mai sus. Totodata
liganzii si complecsii lor de cupru au fost testati si pentru activitate antibacteriand fata de
microorganismele Gram-pozitive S.aureus si Gram-negative P. aeruginosa. HL'-HL®
impreuna cu complecsii 1 — 5 au ardtat o activitate antibacteriand considerabild fata de
bacteriile S.aureus. In schimb ligandul HL® in bazi de S-metilizotiosemicarbazida si
complexul 6, spre deosebire de ceilalti compusi, au manifestat un nivel foarte redus de
activitate antibacteriand. Alt dezavantaj constd cd sinteza S-metilmorfolin-piridin-2-
carboxaldehidei, care confera in final hidrosolubilitate complecsilor, este destul de anevoioasa
si necesitd sapte stadii de sinteza.

Pentru compusii coordinativi ai Cu cu derivatii S-metilizotiosemicarbazonelor
hidroxiaromatice, structural destul de apropiati de compusul utilizat de solicitanti in
revendicari, anume cu 4-alil-S-metilizotiosemicarbazona 3,5-dibromosalicilaldehidei, s-a
depistat ca ei poseda o activitate antibacteriand [13]. Dezavantajul acestor compusi consta in
faptul ca nu sunt solubili in apa.

Recent au fost descrisi compusii coordinativi ai cuprului(Il) cu 4-alil-S-
metilizotiosemicarbazona aldehidei salicilice care manifestd proprietati antibacteriene
pronuntate [14]. Acesti compusi pot fi considerati ca cei mai apropiati din punct de vedere
structural si dupa activitatea antibacteriana in raport cu compusul propus pentru utilizare in
inventia revendicata. Dezavantajul compusilor din analogul proxim consta in faptul ca ei nu
sunt solubili in apa, iar activitatea antibacteriand nu este destul de 1nalta.

Problema solutionatd de inventie consta in extinderea gamei de remedii antibacteriene
contra speciilor patogene in bazd de compusi coordinativi (combinatii complexe) ai
cuprului(Il) cu izotiosemicarbazone aromatice i care sa fie solubile in apa (hidrosolubile).

Problema s-a solutionat printr-o analiza si o selectie neevidentd dintre compusii
coordinativi binucleari (dimeri) ai cuprului hidrosolubili cu derivati de izotiosemicarbazone
aromatice binucleabile, urmata de sinteza si investigatii microbiologice corespunzatoare.
Totodatad pentru referintd au fost sintetizati doi compusi coordinativi hidrosolubili ai cuprului
cu izotiosemicarbazone aromatice apropiate structural, dar pentru care solicitantii au depistat ca
ultimii nu posedd o activitate antibacteriand inaltd. De aici rezultd ca intre activitatea
antibacteriand si  hidrosolubilitatea  compusilor  coordinativi ai  cuprului(Il) cu
izotiosemicarbazone nu existd o legatura cauzald univoca.

Esenta inventiei constd in aceea cd pentru un compus binuclear al cuprului(ll)
hidrosolubil in baza de derivat S-alchilat al tiosemicarbazidei, si anume 2,6-bis(S-
metilizotiosemicarbazidometiliden)-4-metilfenolato-tricloro-dicupru-hidrat, s-a depistat ca in
solutii apoase el posedd o activitate pronuntatd contra bacteriilor patogene Gram-pozitive. In
rezultat compusul dat se propune pentru utilizare in calitate de remediu antibacterian selectiv
fata de tulpinile patogene Gram-pozitive.

Rezultatul atins de inventie consta in faptul ca in solutii apoase combinatia complexa
binucleara 2,6-bis(S-metilizotiosemicarbazidometiliden)-4-metilfenolato-tricloro-
dicupru-hidrat poseda o activitate antibacteriana fatd de tulpinile patogene Gram-pozitive la
concentratii minime inhibitorii sau bactericide in intervalul de valori de 0,5...2 pg/mL.

Ligandul (HsDF-T3) din componenta compusului cordinativ este unul binucleabil, adica
poate coordona simultan doi ioni de cupru cu utilizarea puntii de fenolat si a patru atomi donori
de azot N; si Ny ale ambelor ,,brate” izotiosemicarbazidice, deoarece, ca urmare a alchilarii
atomilor donor de sulf, ultimii nu se mai pot coordina la ionii de cupru(ll). In medii neutre
ligandul se coordoneaza in forma monodeprotonizata in urma disocierii grupei fenolice, iar in
medii bazice — in forma trideprotonizata, datoritd disocierii suplimentare a cdte un proton de la
grupele amino terminale din bratele izotiosemicarbazidice. Structura HsDF-T; este redatd mai
jos:

CHj;
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Compusul coordinativ se obtine la interactiunea HsDF-T1 cu clorurd de cupru(ll) in
mediu alcoolic §i reprezintd un dimer de cupru coordinat cu ligandul monodeprotonizat, mai
contine trei ioni de «clor §i o molecula de apa de cristalizare - 2,6-bis(S-
metilizotiosemicarbazidometiliden)-4-metilfenolato-tricloro-dicupru-hidrat.  Reiesind  din
datele analizei elementale, spectrale si proprietatilor chimice si magnetochimice dimerul de
cupru foarte probabil ¢ are urmatoarea structura [Cuz(H,DF-T1)-u-CI]Cl2-H.0, unde H.DF-T;
reprezintd ligandul initial monodeprotonizat la atomul punte de oxigen fenolic, iar notarea p-Cl
denota faptul ca un ion de clor are rolul de a doua punte intre ionii de Cu(I):

—|2+

| | 2CI ‘mo
N / N / Y
TG

g Hz cl N, s

Nu este exclus cé ceilalti doi anioni de clor sd coordineze apical la fiecare ion de cupru,
iar la dizolvarea dimerului in apd sa disocieze usor din sfera internd a compusului coordinativ
cu formarea electrolitilor de tipul 1:2, fapt ce ar contribui la hidrosolubilitatea dimerului de
cupru. Conform regulilor de nomenclatura chimica denumirea desfasurata a compusului poate
fi {p-cloro-[2,6-bis(S-metilizotiosemicarbazidometiliden)-4-metilfenolato-N1,N4,N?, N %, u-
Oldicupru(ll)}-dicloro-hidrat. Din considerente practice dimerul de cupru utilizat in
continuare va fi notat prin C1.

Complexul C1 este cunoscut din Stadiul tehnicii (Gerbeleu N.V., Revenko M.D.,
Zhovmir F.K., Kuyavskaia B.Ya. Binuclear compounds of copper(ll) with ligands based on
chalcogensemicarbazides and 2,6-diformyl-4-methylphenol. Zhurn. Neorg. Khimii (J.
Inorg.Chem. USSR), 1986, 31, No. 8, pp. 2017-2022), dar activitatea lui biologica nu a fost
cercetata.

[Cuz(H2DF-T1)-u-CI]Clz-H20 este solubil in apa si formeaza solutii verde-intens la
concentratii relativ mici. Aceastd hidrosolubilitate este una mai putin obisnuitd, deoarece
dimerul analog de cupru cu tiosemicarbazona nealchilata, tot cu trei ioni de clor in componenta
sa, este insolubil in apa.

Rezultatul neevident al inventiei este evidentiat de faptul ca pentru comparatie au fost
sintetizati compusi coordinativi ai cuprului(Il) cu liganzi structural foarte apropiati cu grupa
functionala carboxilica legata de inelul aromatic, care dupa analogie cu grupa sulfonica [11]
pot forma saruri hidrosolubile a compusilor coordinativi ai cuprului. Pentru aceasta au fost

utilizati urmatorii liganzi polifunctionali si binucleabili — tiosemicarbazona acidului 3-
formilsalicilic (HsFSA-T):

si S-metilizotiosemicarbazona acidului 3-formilsalicilic (HsFSA-T,):
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in rezultatul condensirii template in mediu bazic dintre HsFSA-T si acidul 3-
formilsalicilic, a fost sintetizatd sare hidrosolubila de potasiu a compusului mononuclear de
cupru (in continuare C2). Sinteza s-a efectuat in esentd analogic cu sinteza compusului de
nichel(Il), similar dupa structura si hidrosolubilitate, descris anterior in literatura nonbrevet
(Zhovmir F.K., Gerbeleu N.V. Template synthesis and properties of coordination compounds
of nickel(Il) with binucleating ligands based on thiosemicarbazide and 3-formylsalicylic acid.
Zhurn. Neorg. Khimii (J. Inorg.Chem. USSR), 1984, 29, No. 9, pp. 2304-2308). Compusul C2
are urmatoarea formula:

La interactiunea H3FSA-T1 cu clorura de cupru(Il) in mediu etanol-apa, in prezenta unui
exces mic de hidroxid de potasiu, s-a obtinut compusul mononuclear (in continuare C3), in care
grupa carboxila este ionizatd, fapt ce-i confera hidrosolubilitate:

N 0 0
N/
J\ >3u\/ 2H20
~
8 H/N cl
H

-

Ambii compusi C2 si C3, desi sunt solubil in apd, in urma testarilor microbiologice au
ardtat cd poseda o activitate antibacteriand cu mult mai redusa fatd de C1 — aproximativ de 100
de ori mai mica.

In calitate de microorganisme-test pentru evaluarea activitdtii antibacteriene au fost
selectate tulpinile patogene Gram-pozitive de Staphylococcus aureus ATCC 25923, Bacillus
cereus ATCC 11778, tulpinile patogene Gram-negative: Escherichia coli ATCC 25922 si
Acinetobacter baumannii ATCC BAA-747.

Evaluarea activitatii antibacteriene s-a efectuat in vitro prin metoda dilutiilor succesive
duble, conform protocolului standard.

Dupa cum reiese din rezultatele testarii activitatii antibacteriene solutiile apoase
puternic diluate a dimerului de cupru selectat poseda o activitate antibacteriand inaltd si
selectiva fata de bacteriile Gram-pozitive. Concentratia minima bactericida fiind in jur de
lpg/mL. Fata de bacteriile Gram-negative compusul C1 poseda o activitate antibacteriana
redusd de aproximativ de 100 de ori. Totodatd, pentru comparatie, compusul coordinativ al
cuprului(ll) din analogul proxim clorura de [diaqua-4-alil-S-
metilizotiosemicarbazidosalicilidenato(-)-cupru(Il)] manifesta o activitate antibacteriana
semnificativ mai redusa fatd de Staphylococcus aureus ATCC 25923 [14]. Concentratia minima
inhibitorie sau bactericida este de 120 pg/mL, adica mai mare cu doua ordine fata de C1.
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Din Stadiul tehnicii se cunoaste ca S-alchilarea tiosemicarbazidei diminueaza activitatea
antibacteriana a izotiosemicarbazonelor [6, 7, 12]. De aceea activitatea bactericida fata de
bacteriile patogene a C1, care face parte din grupa de compusi coordinativi cu
izotiosemicarbazone, este una neasteptata.

Avantajele inventiei constau in urmatoarele:

- compusul coordinativ binuclear de cupru cu bis(S-metilizotiosemicarbazona) 2,6-
diformil-4-metilfenolului este solubil in apa — mediul natural celular (in vivo);

- poseda o activitate bactericida la concentratii mici, de ordinul unui pg/mL;

- sinteza compusului coordinativ este una relativ simpla si se realizeaza din precursori
accesibili comercial.

in concluzie din cercetarile microbiologice rezulta c¢a compusul binuclear de cupru C1
poate fi aplicat in farmaceuticd sub forma de solutii apoase diluate la combaterea diferitor
bacterioze.

Exemple de realizare a inventiei

Exemplul 1: sinteza compusului C1: [Cuz(H2DF-T1)-u-CI]Cl2-H.O

Ligandul precursor bis(S-metilizotiosemicarbazona) de 2,6-diformil-4-metilfenol
(HsDF-T1) si compusul de cupru C1 testat au fost descrisi anterior (Gerbeleu N.V., Revenko
M.D., Zhovmir F.K., Kuyavskaia B.Ya. Binuclear compounds of copper(Il) with ligands based
on chalcogensemicarbazides and 2,6-diformyl-4-methylphenol. Zhurn. Neorg. Khimii (J.
Inorg.Chem. USSR), 1986, 31, No. 8, pp. 2017-2022). Conform procedeului bine cunoscut a
fost sintetizata hidroiodura de S-metilizotiosemicarbazida prin alchilarea tiosemicarbazidei cu
jodmetan in mediu de etanol. In continuare hidroiodura de izotiosemicarbazidi a fost
condensata in mediu etanol-apa, in prezentd de carbonat de sodiu, cu 2,6-diformil-4-metilfenol.

Ligandul este insolubil in apa, solubil in DMSO sau DMF si se caracterizeaza prin
urmadtoarele caracteristici. P.t. 208...211°C.

Benzile reprezentative in spectrul IR inregistrat cu spectrometrul FT-IR PerkinElmer
Spectrum 100 (disc KBr, cm?): 3484s, 3404s, asc, 3081s, 1636p, asc, 1607p, 1517fp, asc,
1299p, asc, 1016m, asc, 757p, asc, 691m, asc (unde s semnifica slab, m — mediu, p — puternic,
fp — foarte puternic si asc — ascutit).

Compusul coordinativ de cupru C1 s-a obtinut conform unui procedeu modificat:

La suspensia de HzDF-T;, (1,70 g, 5 mmoli) in metanol (100 mL) se adaugid la
temperatura camerei CuCl,-2H,0 (1,70 g, 10 mmoli). Amestecul se agitd magnetic timp de cca
15 min pana dispare ligandul initial de culoare galbend, apoi se incalzeste la temperatura de
50...60°C timp de 0,5 ore. Dupa racire, peste 4...6 ore produsul cristalin verde se filtreaza, se
spala cu metanol, apoi cu eter si se usucd la aer. Se obtin 2,86 g (97%) de produs cristalin
(microace) de culoare verde.

Produsul (C1) este solubil in apa (cca 1%), DMSO sau DMF, in care formeaza solutii
limpezi de culoare verde-intens. Solutiile apoase peste 24 ore incep foarte lent sd capete o
nuantd nucarie fara a se forma un careva precipitat in decurs de 6 luni.

La pastrare in flacoane inchise etans, ferite de lumind, C1 este stabil cel putin 3 ani de
zile.

Spectrul IR(disc KBr, cm™): 3503s, 3419s, asc., 3300s, 2797m, 1555fp, asc, 1315p, asc,
1144p, asc, 904m, asc, 713m.

Exemplul 2: sinteza compusului C2: Ks[Cu((fsa).T)]-4H.O

Ligandul precursor tiosemicarbazona acidului 3-formilsalicilic (HsFSA-T), p.t. 211 °C,
a fost descris anterior (Zhovmir F.K., Gerbeleu N.V. Template synthesis and properties of
coordination compounds of nickel(ll) with binucleating ligands based on thiosemicarbazide
and 3-formylsalicylic acid. Zhurn. Neorg. Khimii (J. Inorg.Chem. USSR), 1984, 29, No. 9, pp.
2304-2308).

Spectrul IR(disc KBr, cm™): 3677s, 3442m asc., 3287m, 3168p, 2974s, 2902s, 1663p
(vasCOOH), 1611p, 1600p, 1549p, 1450m, 1412p, 1380m, 1225fp, 1151fp, 1108p, 1079p,
1064p, 946m, 754p, 702m, 672m asc.

Complexul hidrosolubil Ks[Cu((fsa),T)]-4H,O a fost sintetizat prin condensarea
templatd pe matrice de Cu(ll) a HsFSA-T cu acidul 3-formilsalicilic (H.FSA) in mediu bazic
puternic. Solutia de CuCl,-2H,0 (1,70 g, 10 mmol) in metanol (100 mL) se adauga cu picatura
la agitare magneticd la o solutie de metanol-apd (7:3, 100 mL), incdlzita la 50...60°C, care
contine HsFSA-T (2,50 g, ~10,1 mmol), H,FSA (2,00 g, ~12 mmol) si KOH (12,0 g, ~214
mmol). Dupé finalizarea adaugarii se mentine temperatura suspensiei cristaline formate de
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culoare cafenie-rogie aproximativ 0,5 ore si se lasa amestecul sa se raceascd pentru aproximativ
24 ore. Se filtreaza precipitatul cristalin (microace) cafeniu-intunecat cu nuanta rosie, se spald
cu metanol, apoi cu eter dietilic si se usuca la aer. Randamentul constituie 5,05...5,39g
(79...84%).

Produsul este solubil in apa, DMSO si DMF, insolubil in etanol, acetonitril. Solutiile
apoase poseda o culoare cafenie-ros foarte intensa si sunt stabile cel putin o luna.

Rezultatele analizei elementale confirma structura propusa:

Gasit, %: Cu — 10,45; C — 31,22; H-2,28; N - 6,70.

Pentru C17H16CuKsN3010S calculat, %: Cu —10,00; C — 32,14; H — 2,54; N — 6,61.

Spectrul IR(disc KBr, cm™): 3203m, f. larg, 1601fp, 1535fp, 1418p, 1374p, 1305p,
1222m asc, 1122p, 1083p, 1035m, 986m, 881sl asc, 870sl, 830sl, 798sl, 745m. f. asc, 671sl.

Exemplul 3: sinteza compusului C3: K[Cu(HFSA-T,)CI]-2H,0

Ligandul precursor S-metilizotiosemicarbazona acidului 3-formilsalicilic— hemihidrat
(HsFSA-T1:0,5H,0) a fost obtinut conform procedeului descris (Zhovmir F.K., Gerbeleu N.V.
Template synthesis and properties of coordination compounds of nickel(Il) with binucleating
ligands based on thiosemicarbazide and 3-formylsalicylic acid. Zhurn. Neorg. Khimii (J.
Inorg.Chem. USSR), 1984, 29, No. 9, pp. 2304-2308).

Spectrul IR(disc KBr, cm™): 3541s, 3480s, 3241m, 2888m, 2681m, 1653p (vasCOOH),
1628p, 1615p, 1598p, 1553m, 1475p asc, 1432fp asc, 1393fp asc, 1353m, 1289fp, 1188m,
1141 asc, 1066m, 9565, 940s, 842p asc, 811p, 762m asc, 737s, 664s asc.

Complexul de cupru C3 s-a obtinut conform urmatorului procedeu:

Solutia de CuCl,-2H,0 (0,87 g, 5 mmol) in etanol (30 mL) se adaugd cu picatura la
agitare magnetica la o solutie de etanol-apa (20:8, 28 mL), la temperatura camerei, care contine
HsFSA-T1-0,5H,0 (1,31 g, ~10,1 mmol) si KOH (1,12 g, ~20 mmol). Dupa finalizarea
adaugarii se mentine aproximativ o ord agitarea suspensiei cristaline formate de culoare verde-
kaki. Se filtreaza precipitatul cristalin (microace) verde-kaki, se spald cu etanol, apoi cu eter
dietilic si se usuca la aer. Dupa uscare se obtine 1,10g (54%) de praf cristalin verde-balta cu
nuanta surie.

Produsul este solubil in apa, DMSO sau DMF, insolubil in etanol, acetonitril.

Pentru C1oH13CICUKN;:OsS gisit, %: Cu —15,35; C — 29,59; H — 3,06; N — 9,24, 9,55;

calculat, %: Cu — 14,94; C — 28,23; H — 3,08; N — 9,87.

Spectrul IR(disc KBr, cm™?): 1604m, 1590m, 1540p, 1487fp, 1418p, 1357p, 1283m,
1133m, 916m asc, 870m asc, 754m asc, 673m.

Exemplul 4: evaluarea activitatii antibacteriene a compusilor

Tulpinile de microorganisme selectate pentru testarea microbiologica au fost furnizate
de Colectia Nationalda de Microorganisme Patogene. Au fost utilizate urmatoarele tulpini
patogene Gram-pozitive: Staphylococcus aureus ATCC 25923, Bacillus cereus ATCC 11778.
In calitate de tulpini patogene Gram-negative au fost ultilizate Escherichia coli ATCC 25922 si
Acinetobacter baumannii ATCC BAA-747.

Evaluarea activitatii antibacteriene s-a efectuat in vitro prin metoda dilutiilor succesive
duble, conform protocolului standard, care consta in aceea ci la etapa initiala se iau siruri de 10
eprubete in care se introduc cate 1 mL de bulion peptonat de carne de 2%, pH=7,0. Ulterior se
picurd 1 mL de preparat in prima eprubeta (din sirul de 10 eprubete). Se pipeteaza amestecul
obtinut, dupa care 1 mL din acesta se transferd in eprubeta urmatoare, astfel ca procedura se
repetd pana la eprubeta nr.10 a sirului. in asa mod, concentratia preparatului initial se
micsoreaza de 2 ori in fiecare eprubetd urmatoare. in acelasi timp, se prepara culturi de 24 ore
de bacterii-test. Se prepara initial suspensii de culturi bacteriene cu densitatile optice (D.O.) de
2,0 in conformitate cu indicele McFarland. Ulterior, se transfera 1 mL de suspensie bacteriana
obtinuta intr-o eprubeta ce contine 9 mL de apa distilata sterild. Se amesteca continutul obtinut,
dupa care se transferd 1 mL in eprubeta cu nr.2 din sirul de 5 eprubete ce contin cite 9 mL de
apa distilata sterild. Din eprubeta cu nr.5 a sirului se ia cate 0,1 mL de suspensie bacteriana,
ceea ce reprezintd doza de insaméntare, si se adaugd in fiecare eprubetd care contine
preparatele titrate. Ulterior, eprubetele cu preparatele titrate in care s-au introdus dozele de
insamantare ale bacteriilor se plaseaza in termostat la temperatura de 35°C timp de 24 ore. A 2-
a zi se analizeaza preliminar rezultatele obtinute. Ultima eprubeta din sir in care nu se atesta o
crestere vizibild a bacteriilor se considera a fi concentratia minima inhibitorie (CMI) a
preparatului. Pentru aprecierea concentratiei minime bactericide (CMB), continutul eprubetelor
cu CMI si a eprubetelor cu concentratii mai inalte ale preparatelor se insdmanteaza pe agarul
peptonat solid din cutiile Petri cu ajutorul ansei bacteriologice. Cutiile insamantate se plaseaza
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in termostat la temperatura de 35°C pentru 24 ore. Concentratia preparatelor care nu permit
cresterea nici a unei colonii bacteriene se considera a fi concentratia minima bactericida a
compusului.

Pentru evaluare s-au pregatit solutii proaspete de 0,5% ale compusilor sintetizati C1, C2
si C3 in apa distilata.

Rezultatele testarii activitatii antibacteriene exprimate in valorile concentratilor minime
inhibitorii (CMI) si concentratiilor minime bactericide (CMB) in pug/mL pentru dimerul de
cupru revendicat C1 si compusii de referinta sintetizati (C2, C3) sunt prezentate in tabelul de
mai jos. Totodatd pentru comparatie in tabel au fost incluse datele din Stadiul tehnicii privind
activitatea antibacteriand a analogului proxim structural C4 - compusul [Cu(L)(H20).]Cl,
(notat ca (1) in [14]), unde HL reprezinta 4-alil-S-metilizotiosemicarbazona aldehidei salicilice.

Tabel
Activitatea antibacteriand a compusilor testati (concentratiile minime sunt date in pg/mL)

C1 C2 C3 C4 ([14])

Tulpina

CMI

CMB

CMI

CMB

CMI

CMB

CMI

CMB

Staphylococcus aureus
ATCC 25923

1

2

125

250

31

63

120

120

Bacillus cereus
ATCC 11778

0,5

1

250

500

31

63

Bacillus subtilis
ATCC 6633

0,5

1

125

250

31

63

Escherichia coli
ATCC 25922

250

500

120

120

Acinetobacter baumannii
ATCC BAA-747

250

500

15

20

25

Din datele prezentate in tabel rezulta ca C1 poseda o activitate antibacteriana mai mare
de peste 60...100 de ori, comparativ cu alti complecsi hidrosolubili ai cuprului(Il) cu S-
metilizotiosemicarbazone hidroxiaromatice (C2, C3) sau cu C4 din analogul proxim. Totodata
efectul antibacterian al C1 este unul selectiv — efectul este unul pronuntat doar pentru bacteriile
Gram-pozitive.

Compusul C1, fiind solubil in dimetilsulfoxid (DMSO), poate fi utilizat in cazuri
speciale si sub forma de solutii In DMSO pentru dilutia ulterioara cu apa, totodata in solutiile
apoase foarte diluate orice interferenta a DMSO va fi neglijabila.

In concluzie, compusul dimer de cupru cu formula [Cuz(H:DF-T1)-u-CI]Cl2-H.O (C1)
poate fi aplicat in farmaceuticd sub forma de solutii apoase in concentratii foarte mici, de
ordinul miimelor de procent (0,001% = 10pg/mL) si mai jos, pentru combaterea bacteriozelor
provocate de bacteriile patogene Gram-pozitive.
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(57) Revendicari:

Compus hidrosolubil  2,6-bis(S-metilizotiosemicarbazidometiliden)-4-metilfenolato-
tricloro-dicupru-hidrat pentru utilizare in calitate de remediu farmaceutic selectiv contra
bacteriilor Gram-pozitive.
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