MD 4842 C1 2023.08.31

MD 4842 C1 2023.08.31
REPUBLICA MOLDOVA

(19) Agentia de Stat
pentru Proprietatea Intelectuala

a1 4842 13 C1
(51) Int.Cl: CO7F 1/08 (2006.01)

CO7D 213/53 (2006.01)
CO7C 337/08 (2006.01)

AG1K 31/30 (2006.01)

AG1K 31/4402 (2006.01)
A61K 31/175 (2006.01)

AG1P 31/04 (2006.01)

(12) BREVET DE INVENTIE

(21) Nr. depozit: a 2021 0065
(22) Data depozit: 2021.09.27

(45) Data publicarii hotirarii de
acordare a brevetului:
2023.01.31, BOPI nr. 1/2023

(71) Solicitant: UNIVERSITATEA DE STAT DIN MOLDOVA, MD

(72) Inventatori: GULEA Aurelian, MD; GRAUR Vasilii, MD; BALAN Greta, MD; TAPCOV

Victor, MD; TODERAS Ion, MD; LOZAN Vasile, MD
(73) Titular: UNIVERSITATEA DE STAT DIN MOLDOVA, MD
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(57) Rezumat:
1

Inventia se refera la chimie si
medicind, in particular la un compus
coordinativ de cupru biologic activ din clasa
tiosemicarbazonatilor metalelor de tranzitie si
poate gasi aplicare in medicina si veterinarie in
calitate de preparat antimicrobian.

Conform inventiei, se revendica
compusul coordinativ nitrato- {N-(prop-2-en-1-
il)-N'-[1-(piridin-2-il)-
etiliden]carbamohidrazontioato } cupru cu
formula:
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revendicat

manifestd activitate antimicrobiand fata de
bacteriile din specia Streptococcus

pneumoniae.
Revendicari: 2



(54) Nitrato-{N-(prop-2-en-1-yl)-N'-[1-(pyridin-2-yI)-
ethylidene]carbamohydrazonothioato}copper, exhibiting antimicrobial activity
against bacteria of Streptococcus pneumoniae species

(57) Abstract:
1

The invention relates to chemistry and
medicine, in particular to a biologically active
copper coordination compound of the class of
transition metal thiosemicarbazonates and can
be used in medicine and veterinary medicine as
an antimicrobial drug.

According to the invention, claimed is
the coordination compound nitrato-{N-(prop-
2-en-1-yl)-N'-[1-(pyridin-2-yl)-
ethylidene]carbamohydrazonothioato } copper
of the formula:
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The claimed coordination compound
exhibits antimicrobial activity against bacteria
of Streptococcus pneumoniae species.

Claims: 2

(54) HutpaTto-{N-(mpon-2-en-1-wi)-N"-[1-(nupuaun-2-ui)-
3TI/IJII/IJIeH]Kap6aMOFI/I)1pa30HTI/I03TO}MeZIL, IPOABJISTIOLIASK leOTIrIBOMHKpOﬁHyIO
AaKTHBHOCTH B OTHOIIEHUM OaKTepuii Buaa Streptococcus pneumoniae

(57) Pedepar:
1

N3o0peTeHre OTHOCUTCA K XUMHU U
MEIUIMHE, B YaCTHOCTH K OHOJIOTHYECKH
AKTMBHOMY KOOPJIMHAIIIOHHOMY COEIHHEHHIO
Menu KJacca THOCEeMHKap0a30HaTOB
MEePEXOJHbIX METAUIOB W MOXET HalTH
NPUMEHEHHEe B MEJUIMHE U BETEPUHApHH B
KauyecTBe IPOTHBOMHMKPOOHOTO TIpenapara.

CornacHo HW300pETEHHUIO, 3asBISIETCS
KOOPJMHAIIMOHHOE COEAMHEeHHne HUTparo-{N-
(npon-2-en-1-nm)-N'-[1-(mupuaus-2-m1)-
STHINCH |KapOaMOTUAPa30HTHOATO } MEIb
thopmyIEL:
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CHs
3asBieHHOE KOOPAUHAIMOHHOC

COCIMHEHHE TMPOSIBIAET MPOTHUBOMHUKPOOHYIO
AKTUBHOCTh B OTHOIIEHHM OakTepwii BHJIA
Streptococcus pneumoniae.

I1. popmymsr: 2
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Descriere:
(Descrierea se publica in varianta redactata de solicitant)

Inventia se refera la chimie si medicind si anume, la un compus coordinativ de cupru
biologic activ din clasa tiosemicarbazonatilor metalelor de tranzitie. Acest complex manifesta
activitate antimicrobiand inalta fata de bacteriile din specia Streptococcus pneumoniae si datorita
acestor proprietati poate gasi aplicare in medicind si veterindric in calitate de preparat
antimicrobian.

Streptococcus pneumoniae sau pneumococi sunt bacterii gram-pozitive, catalazo- si
oxidazo-negative. Acestia sunt unii dintre principalii agenti cauzali ai meningitei, otitei, sinuzitei,
pneumoniei la copii si adulti. in cazuri mai rare, pneumococul poate provoca endocardita, artrita
septicd, peritonitd primara etc. In ultimii ani, din cauza cresterii rezistentei bacteriilor din specia
Streptococcus pneumoniae fatd de medicamentele antimicrobiene traditionale, in multe tari ale
lumii devine din ce in ce mai importantd problema sintezei compusilor noi cu proprietati
antimicrobiene.

In practica medicald si veterinard pentru tratarea si profilaxia bolilor provocate de
Streptococcus pneumoniae se utilizeazd medicamentul ampicilina [1] - antibiotic semisintetic cu
formula:

NH»

OH

Ea inhiba cresterea si multiplicarea bacteriilor din specia Streptococcus pneumoniae la
concentratia 0,5 pg/mL, insd nu poate fi utilizata in cazurile, cind este necesard o activitate
antimicrobiana mai inalta a preparatului fata de microorganismul sus-numit.

Din toti compusii chimici descrisi in literatura de specialitate, care contin in componenta
sa fragmentul tiosemicarbazidic §i care inhiba cresterea si multiplicarea bacteriilor din specia
Streptococcus pneumoniae, cel mai inalt efect antimicrobian a fost obtinut in cazul nitrato-{N-
(prop-2-en-1-il)-N'-[1-(piridin-2-il)- etlI|den]carbamohldrazontloato}lmldazolcupru [2] cu formula:

o+
O._N

(\
ﬂH > (E/Q - HO

Acest compus manifestd activitate antimicotica 1nalta, iar dupa activitatea antimicrobiana
fatd de bacteriile din specia Streptococcus pneumoniae depaseste de 8,3-16,7 ori caracteristicile
respective ale ampicilinei, utilizate actualmente in medicina pentru tratarea si profilaxia bolilor
provocate de bacteria data.

Dezavantajul nitrato-{N-(prop-2-en-1-il)-N'-[1-(piridin-2-
il)etiliden]carbamohidrazontioato } imidazolcuprului (cea mai apropiatd solutie) consta in faptul, ca
el nu poseda o activitate biologica suficient de inaltd si din aceastd cauza nu a gasit o aplicare In
medicind sau veterindrie.

Problema pe care o rezolva prezenta inventie consta in extinderea arsenalului de inhibitori
ai bacteriilor din specia Streptococcus pneumoniae cu activitate antimicrobiana inalta.

Esenta inventiei constd 1n sinteza si utilizarea in calitate de inhibitor al proliferarii
bacteriilor din specia Streptococcus pneumoniae a nitrato-{N-(prop-2-en-1-il)-N'-[1-(piridin-2-il)-
etiliden]carbamohidrazontioato}cupru cu formula:
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Rezultatul tehnic al inventiei constd in obtinerea compusului coordinativ, care manifesta
activitate bacteriostatica si bactericida fatd de bacteriile din specia Streptococcus pneumoniae, ce
depaseste de 66 — 132 ori activitatea medicamentului ampicilina utilizatd in medicina si de 7,9 ori
depaseste activitatea antimicrobiana a celei mai apropiate solutii [2].

Rezultatul tehnic obtinut se datoreaza faptului, cd in compusul propus in inventie se
realizeaza o combinare noud de legaturi chimice deja cunoscute.

Nitrato-{N-(prop-2-en-1-il)-N'-[1-(piridin-2-il)-etiliden]carbamohidrazontioato }cupru
revendicat se obtine la interactiunea solutiilor etanolice fierbinti (50-55°C) ale trihidratului
nitratului de cupru(ll), N-(prop-2-en-1-il)-2-[1-(piridin-2-il)etiliden]hidrazincarbotioamidei (4-
aliltiosemicarbazona 2-acetilpiridinei) si tributilaminei, luate in raport molar 1:1:1. Reactia
decurge in 50-60 min conform urmatoarei scheme:

N S
CU(NO,), - 3H,0 + Q |
&N‘NHJLNH/\/ +(C4Ho)sN:  ——>
CH,
- . ~
"
O(—N\\
o
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N/N\

CH3

Mecanismul reactiei date constd in deprotonizarea sulfului grupei tiolice ale
tiosemicarbazonei in prezenta tributilaminei, care joacd rolul de acceptor de protoni. Astfel
obtinut, anionul N-(prop-2-en-1-il)-N'-[1-(piridin-2-il)-etiliden]carbamohidrazontioato(1-)
coordineaza la ionul de cupru(2+) ca ligand N,N,S-tridentat. Al patrulea loc in sfera interna a
atomului central il ocupa atomul de oxigen al nitrat-ionului, care coordineaza la atomul central ca
ligand monodentat.

Procedeul de obtinere al compusului declarat este simplu in executare, substantele initiale
accesibile, randamentul constituie 80% fatd de cel teoretic calculat. N-(prop-2-en-1-il)-2-[1-
(piridin-2-il)-etiliden]hidrazincarbotioamida (4-aliltiosemicarbazona 2-acetilpiridinei) se obtine
dupa metodica descrisa in literaturd (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., 2009, vol. 52(5), p. 1459-1470. Doi:
10.1021/jm801585u). Complexul sintetizat are culoarea verde, este stabil in contact cu aerul, putin
solubil Tn apa si alcooli alifatici, solubil in N,N-dimetilformamidd si dimetilsulfoxid, practic
insolubil 1n eter.

Exemplu de obtinere a nitrato-{N-(prop-2-en-1-il)-N'-[1-(piridin-2-il)-
etiliden]carbamohidrazontioato}cupru. Se amesteca 20 mL de solutie etanolicd, care contine 10
mmol de trihidrat al nitratului de cupru(2+) cu 30 mL solutie alcoolica, care contine 10 mmol de
N-(prop-2-en-1-il)-2-[1-(piridin-2-il)etiliden]hidrazincarbotioamida  (4-aliltiosemicarbazona 2-
acetilpiridinei) si 10 mmol de tributilamind. 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, care sunt filtrate prin filtru de sticla, spalate cu etanol,
eter si uscate la aer.
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S-a determinat, %: C- 36,70; H — 3,47; Cu -17,52; N -19,37; S — 8,70.

Pentru C11H1sCuNsOsS s-a calculat, %: C- 36,82; H — 3,65; Cu —-17,71; N -=19,52; S —
8,93.

Benzile de absorbtie in spectrul IR, cm™: v(NH) = 3140; v(C=C)ai = 1640; v(C=N) =
1600, 1588, 1560; v(C-S) = 745; v(Cu-N, Cu-S, Cu-O) = 527, 460, 420, 405 cm™.

Cercetarea vizuald sub microscop a compusului coordinativ sintetizat a demonstrat ca el
poseda omogenitate de fazd. Din cauza dimensiunilor mici si absentei monocristalelor acestui
complex, pentru determinarea individualitatii compozitiei si structurii lui au fost utilizate analiza
elementelor, magnetochimia si spectroscopia IR.
en-1-il)-N'-[1-(piridin-2-il)-etiliden]carbamohidrazontioato}cupru in dimetilformamida, a fost
stabilit, ci compusul este electrolit de tip 1:1 [&& =60 Q1 cm? - mol?, 20°C, Cm=0.001 mol/L].

La temperatura camerei (290 K) complexul dat are momentul magnetic efectiv egal cu
1,75 m.B. Aceste date experimentale indica la structura lui monomerica.

Pentru determinarea modului de coordinare a 4-aliltiosemicarbazonei 2-acetilpiridinei la
ionul de cupru(2+) a fost efectuatd analiza comparativa a spectrelor IR ale compusului revendicat
cu cele ale celei mai apropiate solutii si azometina initiala. S-a stabilit, cd tiosemicarbazona
studiatad se comportad in complexul revendicat ca ligand tridentat monodeprotonizat, unindu-se cu
ionul central prin intermediul atomilor de azot piridinic si azometinic si a sulfului, formand doud
metalocicuri din cinci atomi. In spectrul compusului revendicat si celei mai apropiate solutii banda
v(C=N) se deplaseazi cu 25-30 cm* spre frecvente mai mici [in tiosemicarbazona initiald v(C=N)
se observa in domeniul 1625-1620 cm™]. In afara de aceasta, in domeniul 530-405 cm™, in spectrul
complexului declarat, se observa o seric de benzi de absorbtie noi, care conform datelor din
literaturd, se detecteaza ca v(Cu-N) si v(Cu-S).

Astfel, in baza rezultatelor analizei elementelor si cercetirilor fizico-chimice a fost
stabilitd compozitia si structura probabild a complexului declarat.

Cercetarea activitatii antimicrobiene a nitrato-{N-(prop-2-en-1-il)-N'-[1-(piridin-2-il)-
etiliden]carbamohidrazontioato } cupru a fost efectuatd in mediu nutritiv lichid [bulion peptonat din
carne de 2%, pH 7,0] prin metoda dilutiilor succesive. In calitate de culturd de referintd in
experimentul in vitro a fost folositd tulpina standard de Streptococcus pneumoniae ATCC 6305.
Dizolvarea substantei studiate in dimetilformamida, cultivarea microorganismului, obtinerea
suspensiei, determinarea concentratiei minime de inhibare (CMI) si concentratiei minime
bactericide (CMB) au fost efectuate dupa metoda standard descrisa in literatura.

Rezultatele studiului activitdtii antimicrobiene a nitrato-{N-(prop-2-en-1-il)-N'-[1-
(piridin-2-il)-etiliden]carbamohidrazontioato } cupru sunt prezentate in tabel, din care se observa,
ca compusul declarat poseda activitate bacteriostatica si bactericida in diapazonul concentratiilor
0,0038 — 0,0076 pg/mL. Pentru comparatie, in aceleasi tabel, sunt prezentate rezultatele cercetarii
activitatii antimicrobiene caracteristice ampicilinei si nitrato-{N-(prop-2-en-1-il)-N'-[1-(piridin-2-
il)-etiliden]carbamohidrazontioato}imidazolcupru — celei mai apropiate solutii. Datele
experimentale obtinute demonstreazd, ca nitrato-{N-(prop-2-en-1-il)-N'-[1-(piridin-2-il)-
etiliden]carbamohidrazontioato } cupru declarat in calitate de inhibitor al proliferarii bacteriilor din
specia Streptococcus pneumoniae, manifestd o activitate bacteriostatica si bactericida fata de
aceste bacterii de 66 — 132 ori mai inaltd decat activitatea medicamentului ampicilina si de 7,9 ori
depaseste activitatea antimicrobiana a celei mai apropiate solutii.

Proprietatile depistate ale compusului nominalizat prezinta interes din punct de vedere al
extinderii arsenalului de remedii antimicrobiene si poate fi utilizat in cazul rezistentei bacteriilor
din specia Streptococcus pneumoniae fatd de medicamentele traditionale.

Tabel
Concentratia minima de inhibare (CMI) si concentratia minima bactericida (CMB) a
compusului declarat fata de bacteriile din specia Streptococcus pneumoniae ATCC 6305 1in
comparatie cu ampicilina gi cea mai apropiata solutie, (ug/mL)

Ne Compusul CMI CMB
Compusii initiali? >10 000,0 >10 000,0

2 | Ampicilina 0,5 0,5

3 Nitrato-{N-(prop-2-en-1-il)-N'-[1-(piridin-2-il)- 003 0.06
etiliden]carbamohidrazontioato}imidazolcupru ' '

4 N!t_rato—{N—(prop-_Z—en-l-iI_)-N'-[l-(piridin-2-iI)- 0,0038 0,0076
etiliden]carbamohidrazontioato}cupru
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"Noti: a) Compusii initiali - Cu(NOs)y 3H,O si  N-(prop-2-en-1-il)-2-(piridin-2-
iletiliden)hidrazincarbotioamida.

(56) Referinte bibliografice citate in descriere:
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(57) Revendicari:

1. Nitrato-{N-(prop-2-en-1-il)-N'-[1-(piridin-2-il)-etiliden]carbamohidrazontioato}cupru
cu formula:
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2. Compus, conform revendicarii 1, care manifesta activitate antimicrobiana fatd de
bacteriile din specia Streptococcus pneumoniae.
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