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ADNOTARE

ERHAN Tatiana, ,,Sinteza si studiul unor N-(n-metilfenil)hidrazincarbotioamide cu
proprietiti farmacofore”, teza de doctor in stiinte chimice, Chisinau, 2024.

Structura tezei: introducere, patru capitole, concluzii generale si recomandari,
bibliografia din 178 de titluri, 13 anexe, 132 de pagini de text de bazd, 107 de figuri, 11 tabele.
Rezultatele obtinute sunt publicate in 16 lucrari stiintifice.

Cuvinte-cheie: N-(n-metilfenil)hidrazincarbotioamide, sinteza organica, analiza spectrala,
farmacofor, activitate antioxidanta, activitate anticancerigena, activitate antibacteriana, activitate
antifungica, proprietati farmacofore, legatura structurd chimica-activitate biologica.

Scopul lucrarii: sinteza unor N-(n-metilfenil)hidrazincarbotioamide, caracterizarea
structurii prin metode spectrale de analiza; cercetarea proprietdtilor farmacofore, activitatii
biologice si elucidarea influentei structurii chimice asupra activitdtii biologice.

Obiectivele cercetarii: sinteza unor N-(n-metilfenil)hidrazincarbotioamide cu
N-substituentii:2-metilfenil-; 3-metilfenil- si 4-metilfenil-; 2,3-dimetilfenil-; 2,4-dimetilfenil-;
2,5-dimetilfenil-; 2,6-dimetilfenil-; 3,4-dimetilfenil-; 3,5-dimetilfenil-; 2.4,6-trimetilfenil-,
utilizand metode de sinteza optimizate; condensarea N-(n-metilfenil)hidrazincarbotioamidelor
sintetizate cu compusi carbonilici aromatici:  2-hidroxibenzaldehida si  2-hidroxi-3-
metoxibenzaldehida si heterociclici: piridin-2-carbaldehida si  1-(piridin-2-il)etan-1-ona;
caracterizarea compusilor sintetizati prin metode spectrale (FT-IR, 'H-, *C-, °’N RMN) si prin
metoda difractiei de raze X pe monocristal; cercetarea proprietdtilor farmacofore, cercetarea
activitatii antioxidante, anticancerigene, antibacteriene si antifungice a compusilor sintetizati;
stabilirea influentei numarului si pozitiei grupelor metil din inelul benzenic, dar si naturii
componentei carbonilice asupra activitatii biologice; elucidarea influentei structurii chimice
asupra activitdtii biologice.

Noutatea si originalitatea stiintifica: au fost dezvoltate metode eficiente de sinteza a 50
N-(n-metilfenil)hidrazincarbotioamide necunoscute anterior, care contin diferite grupari
farmacofore, iar influenta structurii fragmentelor aromatice si heterociclice precum si a radicalului
metil asupra potentialului citotoxic, antimicrobian si antioxidant a fost studiat sistematic.

Rezultatele obtinute care contribuie la solutionarea problemei stiintifice importante:
constd in stabilirea conditillor de sintezd, prin optimizarea metodelor clasice a
N-(n-metilfenil)hidrazincarbotioamidelor cat si elucidarea influentei structurii chimice a
compusilor sintetizati asupra proprietdtilor biologice.

Semnificatia teoretica si valoarea aplicativa a lucrarii: au fost acumulate date care
permit extinderea bazei de compusi cu potential biologic ridicat;
N-(n-metilfenil)hidrazincarbotioamidele sintetizate prezinta interes atit in calitate de agenti
terapeutici cu toxicitate redusa, selectivitate si lipofilicitate Tnaltd, precum si in calitate de liganzi
pentru asamblarea de compusi coordinativi cu proprietati valoroase.

Implementarea rezultatelor stiintifice: este extinderea bazei de compusi din clasa
N-(n-metilfenil)hidrazincarbotioamide cu proprietati antioxidante, anticancerigene si antifungice
valoroase. Brevetarea unui compus in calitate de fungicid fata de Candida albicans si brevetarea
unui compus coordinativ de Ni cu N-(2,4-dimetilfenil)-2-(2-hidroxi-3-
metoxibenziliden)hidrazincarbotioamida, cu activitate antioxidanta valoroasa.



AHHOTAIUA

EPXAH TATUAHA, ,,CuHte3 1 uccijieoBaHue HEKOTOPbIX N-(H-MeTWI(heHu)-
rUApa3suHKapo0THOAMHUIOB ¢ GapMaKo(POPHBLIMH CBOMCTBAMHU”’, I CCEPTAIUA HA
COMCKaHUe YYEHOH cTelleHH JOKTOPa XUMH4YecKuX Hayk, Kumunoy, 2024.

CTpykTypa amcceprauMu: BBeAeHHE, 4 TJaBbl, 00IIUE BBIBOABI M PEKOMEHAALINU,
oubmmorpadus u3 178 nHazanuii, 13 npunoxenuit, 132 crpaHuir ocHOBHOTO TekcTta, 107
pucyHkoB, 11 tabmwum. [TomyueHHbIe pe3ybTaThl OIMyOJIMKOBAHBI B 16 HAyYHBIX CTAThSIX.

KiroueBble ci1oBa: oprannueckuii cuares, N-(n-MeTui(eHnT)ruIpasnHKapOOTHOAMHTBL,
CTPYKTYpHBbII  aHanu3, (apmakodop, AaHTHOKCUJAHTHAs AaKTHUBHOCTh, IPOTUBOPAKOBAs
AKTUBHOCTh, aHTHOAKTEpUATbHASI aKTHBHOCThH, MPOTUBOTPUOKOBAS AKTUBHOCTBH, CBSI3b MEXKIY
XUMHUYECKON CTPYKTYpOil U OMOJIOTHYECKON aKTUBHOCTBIO.

Heanb HAYYHOU padoThI: CUHTE3 HEKOTOPBIX N-(H-MeTundeHm)-
TUIPA3UHKapOOTHOAMUJIOB, XapaKTEPUCTHUKA CTPOCHHS CIIEKTPaIbHBIMU METOJAMH aHaju3a;
uccienoBanne GhapMaKoPOpPHBIX CBONCTB, OMOJOTUYECKONW AKTUBHOCTH M BBHISIBIICHUE BIUSHUS
XUMHUYECKON CTPYKTYpbl Ha OMOJOTHYECKYI0 aKTUBHOCTh

3agaun HCCJICIOBAHMS: CUHTE3  HEKOTOphIX  N-(H-MeTuUI(pEeHWIT)ruapa3uH-
KapOooTnoamMui0B ¢ N-3aMecTuTeNlsaMu: 2-MeTuiadeHmwn-; 3-MeTuipeHun- u 4-metundeHun-;
2,3-muMeTUII(CHIIT-; 2,4-numeTtundeHuni-; 2,5-numeTtundeHun-; 2,6-numeTtundeHun-;
3. 4-mumetmndennn-;  3,5-numermwindermwn-;  2,4,6-TpUMETIIIPEHWI- € HCIOJb30BaHUEM
ONTUMHU3UPOBAHHBIX METO/IOB CUHTE3a; KOHJICHCAIUs CHUHTE3UPOBAHHBIX
N-(H-MeTuaheHU ) THIPa3UHKapOOTHOAMU OB c apOMaTHYECKUMHU KapOOHUIbHBIMU
COCIMHCHUSIMU:  2-TUJAPOKCUOCH3AIBACTUIOM U  2-TUIPOKCHU-3-METOKCHUOCH3AIBACTUIOM U
reTepOLMKIAMU: TUPUIUH-2-KapOaabaeruaoM, 1-(MupuanH-2-ui)3TaH-1-0HoM; MOATBEPKACHHE
XHMMHYECKOTO CTPOEHHs! CIIEKTPaIbHBIMU MeToaMu aHanusa (MK-Dypve, 'H-, 3C-, >N SIMP) un
METOJIOM PEHTTEHOCTPYKTYPHOTO aHaINu3a MOHOKPHUCTAIJIOB; MCCIEI0BAaHUE aHTHOKCHUIAHTHOM,
MPOTUBOOITYX0JIEBOM, aHTUOAKTEPHAILHON U MPOTUBOTPUOKOBOM aKTUBHOCTH CUHTE3UPOBAHHBIX
COEIMHEHUI; yCTaHOBJICHHE BIIMSHUS KOJTUYECTBA U MOJOKEHHSI METHIILHBIX T'PYII B OEH30IbHOM
KOJbIIE, a TakXKe BIMSHUS NPUPOJbI KapOOHMJIBHOM COCTaBISIONIEH Ha OHOJOTHYECKYIO
AKTUBHOCTh; BBISICHEHHE B3aWMOCBSI3b MEXIYy XHMUYECKOW CTPYKTYpod M OHOIOTHYECKHX
CBOMCTBAX.

Hayuynasi HOBM3HA M OPMTHHAJILHOCTH HCCJEAOBAHMSA: pa3paboTaHbl 3PPEKTUBHbIC
METO/Jbl CHUHTE3a paHee Heu3BeCTHBIX S0 N-(H-MeTuiI(heHn)ruapa3uHkapO0THOaAMHUIOB,
CoJlepKalllie B CBOEM COCTaBe pa3nuuyHble (papmakodopHble TPYNIbl U CHCTEMAaTUYECKU
MCCJIEIOBAHO BIIMSIHUE CTPYKTYPHl apOMATHYECKUX U FETEPOLUKINUECKUX (ParMeHTOB, a TaKKe
METHJIBHBIX TPYII Ha IUTOTOKCUYECKUH, aHTUMUKPOOHBII U aHTHOKCHIAHTHBIN MOTEHIIUATIBL.

IHosryuyeHHble pe3yJIbTAThl CHOCOOCTBYIOT PpelIeHHI0 BAaKHOH Hay4YHOW 3aJauM:
KOTOpasi 3aKJIF0YAETCS B YCTAHOBJIEHUE YCIOBUIM CUHTE3a, ONTUMHU3AIMHN KIIACCUYECKUX METOJ0B
noydeHus: N-(H-MeTWI()EeHW)ruApa3snHKapOOTHOAMHUIOB, a TakXKe€ B BBIICHEHUW BIIUSHUS
XUMHUYECKON CTPYKTYpPbl CHHTE3UPOBAHHBIX COSTMHEHUN Ha UX OMOJIOTHYECKHUe CBOICTBA.

Teoperuyeckasi 3HAUMMOCTb M MPUKJIATHAS IEHHOCTH PA00ThI: HAKOTUICHHBIE TAHHBIE
MO3BOJIAIOT PACHIMPUTh 0a3y COEAMHEHHH C BBICOKUM OHOJOTHYECKHM TMOTEHIIHAIIOM;
CUHTE3UpOBaHHbIE N-(H-MeTHI(QEHUT)TUIPA3HHKapOOTHOAMUAbl MPEACTABIIAIOT UHTEPEC KakK B
KaueCTBE TEPANEBTHUYECKUX CPEJICTB C HU3KOM TOKCMYHOCTHIO KaK U B KAUe€CTBE JIMTAHJOB JJIsi
MOJTYYEHUST KOOPAUHAIIMOHHBIX COEIMHEHUH C IIEHHBIMHU CBOMCTBAMHU.

BHenpenue Hay4yHBIX pe3yJbTATOB: 3aKIIOYAeTCs B pacIIMpeHHH 0a3bl Kiacca
N-(H-MeTunheHUN ) ruIpa3suHKapOOTHAMHUIOB, O0JIAAIOMIMX I[IEHHBIMA AHTHOKCHUIAHTHBIMH,
MIPOTUBOPAKOBBIMH U MPOTUBOTPUOKOBBIMU CBOMCTBaMHU. [[aTeHTOBaHNE COSTMHEHUS B KQUeCTBE
¢yurunuaa npotuB Candida albicans v maTeHTOBaHUE KOOPJIMHAIMOHHOTO coeAuHeHUst Ni ¢
N-(2,4-mumeTnndennn)-2-(2-ruApoKCcH-3-MEeTOKCUOCH3UINICH )THAPA3UHKAPOOTHOAMHUIOM,
00JaiaomuM HEHHOH aHTHOKCHIAaHTHOW aKTUBHOCTHIO.
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SUMMARY
ERHAN Tatiana, ,, Synthesis and study of some N-(n-methylphenyl)
hydrazinecarbothioamide with pharmacophoric properties”,
PhD thesis in chemical sciences, Chisinau, 2024.

Thesis structure: introduction, 4 chapters, general conclusions and recommendations, 178
bibliography references, 13 annexes, 132 pages of basic text, 107 figures, 11 tables. The obtained
results are published in 16 scientific papers.

Keywords: organic synthesis, N-(n-methylphenyl)hydrazinecarbothioamide, structural
analysis, pharmacophore, antioxidant activity, anticancer activity, antibacterial activity, antifungal
activity, chemical structure-biological activity relationship.

The aim of the thesis: synthesis of some N-(n-methylphenyl)hydrazine carbothioamides,
characterization of the structure by spectral methods of analysis; the research of the
pharmacophoric properties, the biological activity and the elucidation of the influence of the
chemical structure on the biological activity.

The objectives of the thesis: synthesis of some N-(n-methylphenyl)hydrazine-
carbothioamides with N-substituents: 2-methylphenyl-; 3-methylphenyl- and 4-methylphenyl-;
2,3-dimethylphenyl-;  2.4-dimethylphenyl-;  2,5-dimethylphenyl-;  2,6-dimethylphenyl-;
3,4-dimethylphenyl-; 3,5-dimethylphenyl-; 2,4,6-trimethylphenyl-, using optimized synthesis
methods; condensation of synthesized N-(n-methylphenyl)hydrazinecarbothioamides with
aromatic carbonyl compounds: 2-hydroxybenzaldehyde and 2-hydroxy-3-methoxybenzaldehyde
and heterocyclics: pyridine-2-carbaldehyde, 1-(pyridin-2-yl)ethan-1-one; characterization of the
synthesized compounds: determination of the chemical structure by spectral methods (F7-IR, 'H-
, 3C-, °’N NMR) and by the single crystal X-ray diffraction method; research of the antioxidant,
anticancer, antibacterial and antifungal activity of the synthesized compounds, as well as their
pharmacophoric properties; establishing the influence of the number and position of the methyl
groups in the benzene ring, but also the nature of the carbonyl component on the biological activity;
elucidating the influence of chemical structure on biological properties.

Novelty and relevance of the research: effective methods for the synthesis of previously
unknown 50 N-(n-methylphenyl)hydrazinecarbothioamides containing various pharmacophoric
groups and the influence of the structure of aromatic and heterocyclic fragments as well as methyl
groups on cytotoxic, antimicrobial and antioxidant potential have been systematically investigated.

Scientific problem solved in this thesis: it consists in establishing the synthesis
conditions, by optimizing the classic methods used in the synthesis of
N-(n-methylphenyl)hydrazinecarbothioamides, as well as elucidating the influence of the
chemical structure of the synthesized compounds on the biological properties.

Theoretical significance and applicative value: the accumulated data allow the
expansion of the base of compounds with high biological potential; The synthesized
N-(n-methylphenyl)hydrazinecarbothioamides are of interest both as therapeutic remedies with
low toxicity, selectivity and high lipophilicity, and as ligands for the assembly of coordinated
compounds with valuable properties.

Implementation of scientific results: consists in expanding the base of the
N-(n-methylphenyl)hydrazinecarbotioamide class with valuable antioxidant, anticancer and
antifungal properties. Patenting of a compound as a fungicide against Candida albicans and
patenting of a coordinating compound of Ni with N-(2,4-dimethylphenyl)-2-(2-hydroxy-3-
methoxybenzylidene)hydrazinecarbothioamide, with valuable antioxidant activity.
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INTRODUCERE

Actualitatea si importanta temei abordate: dorinta umana de a trai “o viatd vesnica si
indestructibild”, reprezinta forta motrice de cautare a noi si noi remedii pentru toate formele de
amenintare. Dezvoltarea vertiginoasd a tehnologiilor, fac posibild implementarea practicd, a
tuturor ideilor si verificarea teoriilor existente si presupuse. Una dintre cele mari slabiciuni a fiintei
umane este organismul, care este pus in fata a numeroase pericole interne si externe. O parte
impunatoare de cercetatori chimisti, biologi, biochimisti etc. lucreaza la identificarea de noi si noi
remedii farmacologice, imbunatatind baza de date cu compusi cu proprietdti valoroase precum
absorbtie, toxicitate si selectivitate din ce in ce mai inalte. In top cele mai studiate proprietati
biologice sunt: anticancer [1; 2], antioxidante [3; 4] si antibacteriene [5; 6].

O contributie deosebita au avut numeroase studii a compusilor chimici, unde s-a observat
ca cele mai reusite tehnici de identificare si dezvoltare de noi agenti terapeutici, se bazeaza pe
experienta acumulata in anii de studiu si intuitia chimica si biologica, precum si testarea a numerosi
compusi, in vederea stabilirii efectelor asupra materiei vii sau altfel numit, activitatea biologica.
De remarcat, este ca pe langa aspectele sintetice si de calcul, un studiu aparte revine intelegerii
modului de actiune a compusului chimic asupra tintei biologice, adica a relatiei structura chimica-
activitate biologicd, ce contribuie decisiv la identificarea, dezvoltarea, proiectarea si sinteza de noi
agenti terapeutici performanti si non-toxici.

Compusii organici, prin compozitia sa, furnizeaza cea mai mare parte a substantelor
medicamentoase, datoritd faptului c@ prezintd analogii cu compusii naturali existenti dar si
posibilitatea modelarii structurale in vederea asamblarii de compusi cu structura si proprietati
predeterminate.

Studiile efectuate asupra a numerosi compusi terapeutici, au dus la identificarea
fragmentelor structurale sau a seturilor de atomi, capabili sa formeze legdturi cu receptorii
biologici, inducand un raspuns fiziologic asteptat, numindu-i farmacofori sau grupe farmacofore
[7].

Clasa hidrazincarbotioamide cat si derivatii acestora, reprezintd o clasa de farmacofori
inediti [8], o clasd promitdtoare de compusi polifunctionali [9], datorita particularitatii de modelare
a structurii moleculare, care a permis proiectarea unui numar in crestere continud de compusi tot
mai complicati si mai variati de la prima raportare a acestora. Compusi care si-au gasit un spectru
larg de implementare, de la medicamente antituberculoase [11; 12], antivirale [12] si anticancer
[13] la indicatori acido-bazici [9; 10], liganzi [15; 16] si precursori de compusi heterociclici [4;

17].
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Fig. 0.1. Formula de structura generala a hidrazincarbotioamidelor,
R!, R?, R3, R*= H sau radical [19]

O trecere 1n revista a celor mai remarcabile materiale consacrate hidrazincarbotioamidelor,
reiese cd interesul fata de aceasta clasa de compusi, a inceput in anii *40 ai secolului trecut, datorita
cercetdrilor activitatii antituberculoase a unei serii de compusi. Hidrazincarbotioamidele,
reprezentau compusi intermediari in sinteza aminotiodiazolilor substituiti, care s-au dovedit a avea
o activitate Tnalta la dilutii mari, asupra cresterii si multiplicarii Mycobacterium tuberculosis [10].
Cel mai studiat compus este N-{[(E)-(2-carbamotioilhidraziniliden)metil]|fenil}acetamida
(denumirea triviala Tioacetazona sau Tibon) si reprezintd primul medicament aprobat pentru
testari clinice. Desi utilizarea practicd este limitatd de toxicitatea inaltd a compusului (se
acumuleazd in sistemul sanguin), totusi este prescris in combinatie cu alte medicamente

antituberculoase cu scopul amplificarii efectului terapeutic.

N——NH
NH CH C—NH,
O:C/ S//
\

CH,

Fig. 0.2. Formula de structura a
N-{[(E)-(2-carbamotioilhidraziniliden)metil]fenil}acetamidei
(Tioacetazona sau Tibon) [10]

Activitatea  antivirala ~a  hidrazincarbotioamidelor se raporta in  1950.
Hidrazincarbotioamida N-metil-B-izatinei (denumirea triviald Metisazona) a manifestat efecte
benefice in prevenirea variolei la persoanele expuse la boala, ulterior a fost utilizata in tratamentul
pacientilor infectati de adenovirusuri si virusul Herpes simplex (HSV), iar in combinatia numita
”Izatizon” care contine un amestec de Metisazona, dimetilsulfoxid (DMSO) si polietilenglicol,

este recomandat ca medicament antiviral, antitumoral, antibacterian si imunomodulator [20].

Fig. 0.3. Formula de structura a 2-(1-metil-2-oxo0-1,2-dihidro-3 H-indol-3-iliden)hidrazin-1-

carbotioamidei sau hidrazincarbotioamida N-metil-p-izatinei (Metisazona) [20]
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Un numar mare de hidrazincarbotioamide ale piridin-2-carbaldehidei, 1-(piridin-2-il)etan-
l-ona si derivati N-substituiti, a fost studiat atat pentru diversitatea structurala, céat si pentru
proprietatile biologice manifestate. Compusul care a fost remarcat este 2-[(3-aminopiridin-2-
il)metiliden]hidrazincarbotioamida, studiatd pentru activitatea de inhibare a celulelor de cancer

cervical, la pacienti in stadiul IB-IVA si se afld in faza a I1I-a de studii clinice [10; 11].

X —NH, THZ
/ /,N /C\
N CH ONH s

Fig. 0.4. Formula de structura a 2-[(3-aminopiridin-2-il)metiliden]hidrazincarbotioamidei
(3-AP) sau (Triapina) [10]

Un aport remarcabil, au adus cercetarile sub conducerea Prof. A. GULEA, consacrate
compusilor organici cu proprietati biologice valoroase. Cercetarile s-au axat pe inelul piridinic, in
vederea stabilirii legaturii structurd chimica-activitate biologica, privind amplificarea potentialului
anticancerigen, identificarea fragmentelor farmacofore, dar si proiectarea compusilor cu
proprietati structurale predeterminate si farmacologice valoroase [14; 22-25; 27].

Reusind din cele expuse, proiectarea si sinteza moleculelor cu schelet hibrid este un
instrument eficient, in obtinerea compusilor cu structuri inedite si merita o atentie deosebita. Fiind
o abordare ce se bazeaza pe combinarea mai multor fragmente farmacofore, care duce atat la
amplificarea proprietatilor deja cunoscute, manifestand activitate net superioara fata de compusii
cunoscuti, cat si la identificarea de noi aspecte structurale si farmacologice promitatoare.

Din cele relatate, se poate conclude ca hidrazincarbotioamidele reprezintd o clasd de
compusi inediti care meritd o atentie deosebitd, datoritda spectrului larg de implementare, dar
indeosebi proprietatilor biologice valoroase.

Scopul lucrarii: sinteza unor N-(n-metilfenil)hidrazincarbotioamide, caracterizarea
structurii prin metode spectrale de analiza, cercetarea proprietdtilor farmacofore, activitatii

biologice si elucidarea influentei structurii chimice asupra activitdtii biologice.

Obiectivele cercetdarii:

. Sinteza unor N-(n-metilfenil)hidrazincarbotioamide cu N-substituentii: -2-metilfenil;
-3-metilfenil; -4-metilfenil; -2,3-dimetilfenil; -2,4-dimetilfenil; -2,5-dimetilfenil,
-2,6-dimetilfenil; -3,4-dimetilfenil; -3,5-dimetilfenil; -2,4,6-trimetilfenil, utilizind metode

de sinteza optimizate;
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. Condensarea  N-(n-metilfenil)hidrazincarbotioamidelor sintetizate cu compusilor
carbonilici aromatici: 2-hidroxibenzaldehida si 2-hidroxi-3-metoxibenzaldehida si
heterociclici: piridin-2-carbaldehida, I-(piridin-2-il)etan-1-ona;

. Caracterizarea compusilor sintetizati si stabilirea structurii moleculare prin metode
spectrale de analizi: (FT-IR, 'H-, C-, I’N RMN) si a difractiei de raze X pe monocristal;

. Cercetarea activitdtii antioxidante, anticancerigene, antibacteriene si antifungice a
compusilor sintetizati;

. Cercetarea proprietatilor farmacofore prin metode computationale;

. Stabilirea influentei numarului si pozitiei grupelor metil din inelul benzenic, dar si naturii
componentei carbonilice asupra activitatii biologice.

Ipoteza de cercetare: investigatiile literare au evidentiat ca introducerea in scheletul
hidrazincarbotioamidic a substituentilor lipofili faciliteaza penetrarea membranei celulare si
genereaza compusi cu proprietati anticancerigene, antibacteriene, antioxidante si antifungice
valoroase. Diversificarea N-(n-metilfenil)hidrazincarbotioamidelor prin condensarea cu compusii
carbonilici aromatici si heterociclici, prezintd interes din punct de vedere a structurii moleculare
si a proprietatilor farmacofore.

Sinteza metodologiei de cercetare si justificarea metodelor de cercetare alese: in scopul
realizarii obiectivelor formulate au fost utilizate metode de sintezd adaptate si optimizate, precum
interactiunea aminelor aromatice cu DTMT, descompunerea N, N-dimetiltioureelor in prezenta de
HCI, interactiunea cu monohidratul de hidrazind si condensarea cu compusi carbonilici aromatici
st heterociclici, cu catalizator sau fara.

Pentru stabilirea compozitiei si determinarea structurii compusilor sintetizati, au fost
utilizate metode spectrale de analizd precum: F7-IR, efectuat in cadrul laboratorului de cercetari
stiintifice ,,Materiale avansate in biofarmaceutica si tehnica”, al USM; 'H-, BC-, N RMN
efectuate in cadrul Institutului de Chimie, USM; si analiza structurala prin difractie de raze X pe
monocristal, efectuate in cadrul Institutului de Fizica, USM.

In scopul evaluirii potentialului biologic, a parametrilor stipulati in “regula lui Lipinski”.
compusii proiectati au fost evaluati prin metoda computationald Molinspiration.

Proprietatile farmacofore au fost cercetate prin studiul de andocare moleculard, prin
intermediul programului AutoDock Vina [28].

Pentru cercetarea activitatii biologice au fost evaluate:

a) activitatea anticancerigena- in vitro, a fost efectuata fata de liniile de celule de cancer
de: adenocarcinom cervical (HeLa), adenocarcinom pancreatic (BxPC-3), miosarcoma tesutului

muscular (RD), leucemie umand (HL-60), adenocarcinom mamar (MCF-7), adenocarcinom de
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prostata (LNCaP), iar toxicitatea a fost evaluata pe linia de celule epiteliale renale normale
(MDCK). Testarea asupra liniilor de celule de cancer de: adenocarcinom cervical (de col uterin)
(HeLa), adenocarcinom pancreatic uman (BxPC-3), miosarcoma tesutului muscular (RD) si asupra
liniei de celule epiteliale renale normale (MDCK), au fost realizate in cadrul Laboratorului de
Biochimie a USMF “Nicolae Testemitanu”. Testele pe liniile de celule de cancer de: leucemie
umana (HL-60) [26], adenocarcinom mamar (MCF-7) [29] si adenocarcinom de prostatd (LNCaP)
[30] au fost efectuate la Laval University, Quebec, Canada.

b) activitatea antioxidanta a fost efectuata prin intermediul metodelor de inhibare a cation-
radicalului ABTS™" (acidul 2,2'-azino-bis (3-etilbenzotiazol-6-sulfonic) si a radicalului DPPH’
(1,1-difenil-2-picrilhidrazil-ul), comparata cu activitatea antioxidanta a Trolox-ului (acidul 6-
hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilic) derivat al vitaminei E [31; 33; 34]. Testele au fost
efectuate in cadrul Laboratorului de Sistematica si Filogenie Moleculara, Centrul de Cercetare a
Invaziilor Biologice al Institutului de Zoologie, USM. In calitate de indicator pentru activitatea
antioxidanta a fost luatd concentratia de inhibare semimaximala ICso, uM.

c) activitatea antibacteriana- in vitro, a fost efectuata fatd de microorganismele Gram
pozitive: Staphylococcus aureus (Gr.+) si Gram negative: Klepsiella pneumonae (Gr.-),
Escherichia coli (Gr.-) si Pseudomonas aeruginosa (Gr.-). Testele biologice au fost efectuate in
Laboratorul de Microbiologie al Agentiei Nationale de Sanétate Publica.

d) activitatea antifungica- in vitro, a fost efectuatd fata de tulpinile de Candida albicans.
Testele biologice au fost efectuate in Laboratorul de Microbiologie al Agentiei Nationale de
Sanatate Publica.

Valoarea aplicativa: valoarea aplicativa reprezinta sinteza a 50 de compusi din clasa N-
(n-metilfenil)hidrazincarbotioamidelor condensate cu piridin-2-carbaldehida, 1-(piridin-2-il)etan-
1-ona, 2-hidroxibenzaldehida si 4-hidroxi-3-metoxibenzaldehida, dintre care 25 de compusi noi
(conform cdutarilor in SciFinder, Reaxys si Cambridge Crystallographic Data Centre), care
manifestd activitate antioxidantd, anticancerigena, antibacteriana si antifungica inalta. Un compus
a fost brevetat in calitate de fungicid, fatd de tulpinile de fungi Candida albicans ATCC 10231.
Al doilea brevet de inventie a fost obtinut in domeniul de aplicare a unui compus sintetizat, in
calitate de ligand la asamblarea unui compus coordinativ cu proprietati antioxidante valoroase.

Publicatii la tema tezei: rezultatele obtinute in cadrul cercetarilor la tema tezei de doctor
au fost diseminate n 16 lucrari stiintifice dintre care: 3 articole in reviste nationale, 2 articole in
culegeri stiintifice, 11 rezumate la conferinte nationale si internationale. Au fost obtinute 2 brevete

de inventii si 2 medalii (aur si argint) la saloane de inventica.

19



Volumul si structura tezei: continutul tezei este expus pe 132 de pagini de text de baza
(pana la Bibliografie) si contine 107 figuri, 11 tabele, 178 referinte bibliografice si 13 anexe.
Lucrarea este compusa din introducere, rezumatul in 3 limbi (roména, rusd si engleza), lista
abrevierilor; lista tabelelor si figurilor; 4 capitole unde: in capitolul 1 sunt descrise investigatiile
in studiul actual al cunoasterii, in capitolul 2 sunt descrise materialele si metodele de analiza iar
capitolele 3 si 4, sunt dedicate contributiilor personale; concluzii generale si recomandari;
bibliografie; declaratia privind asumarea raspunderii si CV-ul autorului.

Introducerea cuprinde actualitatea si importanta temei abordate, este descris stadiul actual
al cunoasterii si identificatd directia de cercetare, este formulat scopul lucrarii si elaborate
obiectivele necesare atingerii scopului, este relatatd sinteza metodologiei de cercetare si
justificarea metodelor de cercetare alese, este justificata valoarea aplicativa a lucrarii si descrisa
structura lucrarii.

In capitolul 1, “HIDRAZINCARBOTIOAMIDE N-FENIL SUBSTITUITE. SINTEZA,
STRUCTURA SI PROPRIETATI BIOLOGICE”, este investigat studiul actual al cunoasterii ce
tine de nomenclatura aprobatad la nivel international, cu ultima modificare (IUPAC), structura
moleculard si tipurile de izomerie cunoscute a N-fenilhidrazincarbotioamidelor. Studiile de baza
s-au axat atat pe conditiile de sinteza clasicd a hidrazincarbotioamidelor ce tine de: solventul
utilizat, timpul de reactie si catalizatorul, pentru a putea selecta cele mai optimale conditii dar si
pe posibilitatea de a mari randamentul de reactie. De asemenea au fost cercetate schemele si
conditiile de sinteza indirecta, ce tin de materia prima accesibild, utilizarea de reagenti mai putin
nocivi, timp de reactie mai scurt si metode de purificare viabile.

Un alt element investigat a fost scheletul hidrazincarbotioamic si anume influenta
substituentilor la atomul de NN cat si influenta compusilor carbonilici asupra potentialului biologic,
in vederea proiectdrii unor compusi cu potential biologic ridicat. De asemenea au fost studiate
metodele computationale accesibile, In vederea evaludrii virtuale ,,ab initio” a potentialului
biologic a compusilor proiectati, dar si aspectele recomandate in proiectarea compusilor cu
potential biologic ridicat ca: masd moleculara, numarul de atomi donori si acceptori, volumul
molar si lipofilicitatea. La fel a fost abordatd selectiv, abilitatea de coordinare a unor
N-fenilhidrazincarbotioamide cu unele metale 3d.

In capitolul al 2-lea “MATERIALE SIMETODE DE ANALIZA” sunt descrise materialele
utilizate; metodele fizice de analizd; metoda de studiu a andocarii moleculare si de evaluare
computationald a potentialului biologic; testarea in vitro a activitdtii anticancerigene,
antibacteriene, antifungice si a toxicitatii si determinarea activitdtii antioxidante a

£

N-(n-dimetilfenil)hidrazincarbotioamidelor sintetizate.
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Capitolul al 3-lea, “SINTEZA, CARACTERIZARE SI CERCETAREA UNOR
N-(n-METILFENIL)HIDRAZINCARBOTIOAMIDE”, include descrierea strategiei de sinteza
selectata, evaluarea computationala a potentialului biologic, precum si metode de obtinere a
N-(n-metilfenil)hidrazincarbotioamidelor, cat si a compusilor intermediari N'-(n-metilfenil)-N,N-
dimetiltioureelor. Sunt date rezultatele studiilor spectrale de analiza: FT-IR, 'H-, 3C RMN si
analiza structurala prin difractie de raze X pe monocristal. De asemenea sunt date rezultatele
evaluarii activitatii biologice precum activitate antioxidanta, prin metoda de inhibare a cation-
radicalului ABTS"" si a radicalului DPPH" si activitatea anticancerigena fatd de o serie de celule
de cancer. De asemenea a fost evaluata toxicitatea fatd de linia de celule normale MDCK si
rezultatele cercetarii proprietdtilor farmacofore prin studiul de andocare moleculara.

In capitolul al 4-lea, “SINTEZA SI CERCETAREA UNOR N-(n-METILFENIL)-
HIDRAZINCARBOTIOAMIDE AROMATICE SI HETEROCICLICE”, este urmarita ideea de
combinare a fragmentelor farmacofore in vederea amplificdrii activitatii biologice si cuprinde
evaluarea computationala initiald a potentialului biologic, In vederea justificarii compusilor
proiectati spre sintezd. Sunt descrise metodele de sintezd, conditiile de reactie si reagentii utilizati
pentru obtinerea a N-(n-metilfenil)hidrazincarbotioamidelor derivate de la compusi carbonilici
aromatici: 2-hidroxibenzaldehida, 2-hidroxi-3-metoxibenzaldehida si heterociclici: piridin-2-
carbaldehida si 1-(piridin-2-il)etan-1-ona. De asemenea, sunt descrise aspectele structurale ale
compusilor sintetizati ca rezultat al analizelor spectrale: F7-IR, 'H-, 3C-, °N RMN si analizelor
prin difractie de raze X pe monocristal. Sunt date rezultatele evaludrii activitatii biologice, ce tin
de: activitatea antioxidanta, prin metoda de inhibare a cation-radicalului ABTS"" si a radicalului
DPPH’, activitatea anticancerigena pe o serie de linii de celule de cancer si testarea activitatii
antibacteriene pe o serie de tulpini de bacterii gram pozitive si gram negative si antifungice fata
de tulpina de fungi Candida albicans ATCC 10231. Este analizata legatura dintre structura chimica
st activitatea biologica a compusilor sintetizati.

Cuvinte-cheie: N-(n-metilfenil)hidrazincarbotioamide, sinteza organica, analiza spectrala,
farmacofor, activitate antioxidanta, activitate anticancerigena, activitate antibacteriand, activitate

antifungica, proprietati farmacofore, legatura structurd chimica-activitate biologica.
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1. HIDRAZINCARBOTIOAMIDE N-FENIL SUBSTITUITE.
SINTEZA, STRUCTURA SI PROPRIETATI BIOLOGICE

Hidrazincarbotioamidele sunt o clasa de compusi intens studiati in ultimii 80 de ani si sunt
intens cercetati datoritd proprietatilor biologice manifestate, precum: antitumorale [35; 36],
antibacteriene [37; 38] antivirale [38], antiprotozoaice, [39], anticonvulsante [40] dar si inhibitori
ai ureei [42; 43], tirozinazei [43] etc. Capacitatea excelentda de complexare a acestor compusi cu
un numar mare de ioni ai metalelor tranzitionale [24], cu formarea de compusi coordinativi cu o
varietate de proprietati fizice, structurale, chimice si farmacologice valoroase [44]. Un alt aspect
important, este calitatea de intermediari in sinteza unui numar impunator de compusi heterociclici
cu dimensiuni diferite, precum: pirazoli, tiazoli, triazoli, oxadiazoli, tiadiazoli, triazina si tiadiazina
[19].

Sunt considerati compusi polifunctionali datoritd metodelor de obtinere, stabilitatii,
reactivitdtii dar si farmacofori inediti pentru varietatea de proprietati biologice manifestate.

Aplicatiile farmacologice au fost intens dezvoltate in ultimele decenii, avand la baza
particularitatea de modelarea a structurii moleculare, care au contribuit decisiv la valorificarea
acestora.

1.1. Structura hidrazincarbotioamidelor

Numerotarea in scheletul provenit din hidrazincarbotioamidd (denumire triviald
tiosemicarbazidd), se efectueaza conform nomenclaturii [IUPAC, 1993 (The International Union
of Pure and Applied Chemistry) [45] (a se vedea figura 1.1.). Desi, unii autori nu o considera
potrivitd, deoarece are loc numerotarea doar a scheletului provenit din hidrazincarbotioamida si
nu include numerotarea atomilor din grupirile de la: R!, R% R® si R*. Acesta ar fi motivul de ce

sunt intalnite mai multe moduri de numerotare in literatura de specialitate [47; 48].

Fig. 1.1. Formula de structura generala a hidrazincarbotioamidelor si numerotarea

atomilor, conform IUPAC, unde R! ,R? ,R? ,R* = H sau radical
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Hidrazincarbotioamidele se obtin in reactia chemioselectiva dintre un compus carbonilic
(aldehidda sau cetond) [48] si hidrazincarbotioamida, si primesc denumirea de
hidrazincarbotioamida clasei dupa aldehida sau cetona.

Compusii obtinuti pornind de la aldehide, au ca substituenti la atomul de carbon C (legat
de N?) un atom de hidrogen, radical alchil, aril sau heterociclu, iar dacd condensarea se realizeazi
pornind de la o cetond, ambii substituenti de la atomul de carbon C (legat de N?) pot fi identici sau
diferiti, radicali alchil, aril sau heteril. Pe cand, indiferent dacd condensarea se efectueaza cu
aldehida sau cetona, N-substituentii pot fi identici sau diferiti, atomi de hidrogen, radicali alchil,
aril sau heteril.

In literatura de specialitate hidrazincarbotioamidele sunt prezentate ca un sistem de
electroni care devine delocalizat, atunci cand la atomul de carbon (ce provine din compus

carbonilic), sunt atasate grupe precum sunt cele aromatice [49].

S
1.685

R R
\C 1.285 NN c N/
R/ 1.354 = 1.327 \

Fig. 1.2. Lungimea legiturilor interatomice, in A [49],

R

unde R= H, alchil sau aril

Din figura 1.2. se poate observa ca fragmentul N-C-N are o lungime de legatura apropiata
de cea pentru legitura dubla (C=C, 1.34 A), in timp ce lungimea legiturii C=S este de 1.685 A,
fiind mai mare, decét lungimea legiturii duble (C=S, 1.64 A), dar si mai mica decat pentru legitura
simpla (C-S, 1.71 A) indicand faptul ¢ atomul de sulf permite o mai mare implicare a celor doui
legaturi C-N 1in delocalizarea electronilor m. Datoritd acestui electron delocalizat,
hidrazincarbotioamidele pot coexista in echilibru tautomeric, care se manifestd in solutie [50].

Un studiu efectuat [51], arata prezenta izomerilor tautomeri £ (tion) si EZ (tiolat) care se
echilibreaza in mediul acid sau a unui solvent protic, pand la un amestec cu prezentd crescutd a
formei Z (tion). Raportul relativ dintre formele E (tion) /EZ (tiolat) sunt dependente de prezenta
N-substituentilor la gruparea tioamidica terminald. Aceeasi forma tautomera EZ (tiolat) poate fi
prezenta si in hidrazincarbotioamida in stare libera, fiind stabilizatd in solutie, prin legaturi de
hidrogen intre atomii donori de N, N, S. Pentru hidrazincarbotioamidele N-disubstituite, formele
tautomere £ (tion) si Z (tion) sunt defavorizate, deoarece nu exista atom de H liber care ar forma
legdturi de hidrogen intramolecular. Tautomerul neobisnuit EZ (tiolat) zwitterion [50] a fost

identificat n hidrazincarbotioamidele derivate de la 1-(piridin-2-il)etan-1-ona. Pentru cele care au
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cel putin un proton de H nesubstituit, poate fi prezentd legatura intramoleculara de H, care

stabilizeaza atat forma E (tion) cat si forma Z (tion).

Tautomerizare
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Fig. 1.3. Schema generala de izomerizare si tautomerizare [52], a hidrazincarbotioamidele
piridin-2-carbaldehidei, unde R'si R? - H sau substituent; zwitterion [50]

In spectrul IR, forma predominanti a acestui echilibru tautomeric se constata prin prezenta
unei benzi in regiunea 1028-1082 cm™!, care este atribuitd grupei tiocarbonil (-C=S), in timp ce
lipsa acestei benzi si semnalizarea alteia in regiunea 2000-2500 cm™' indicd prezenta formei
(-C-SH) [53], adica tiol. in spectrele ’H RMN, la hidrazincarbotioamidele derivate de la piridin-2-
carbaldehida, este semnalizat un semnal la 8.8 ppm, care reprezinta atomul de H-adiacent gruparii
azinice in configuratia Z, iar atomul de H din configuratia E, se gdseste la deplasarea chimica de

8.6 ppm [54].
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Fig. 1.4. Schema generala de izomerizare a hidrazincarbotioamidelor derivate de la

piridin-2-carbaldehida, din configuratia E in Z [49], unde R!, R? = H sau substituent
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Procesul de izomerizare a hidrazincarbotioamidelor derivate de la compusi carbonilici, din
configuratia E-frans in configuratia Z-cis, este consideratd dependentd de mediul de reactie sau
solvent si se considerd ca are loc in mediu slab acid, pH = 6-6,5 sau In mediu de solvent protic

[49].

1.2. Metode de sinteza a hidrazincarbotioamidelor substituite

Prima mentiune despre hidrazincarbotioamide, dateaza din anul 1941, fiind sintetizate cu
scopul amplificarii activitatii antituberculoase ale sulfamidelor deja cunoscute [10], in mare parte
erau derivati ai benzaldehidei mono-substituite.

Din studiile efectuate asupra metodelor de sinteza ale hidrazincarbotioamidelor derivate de
la compusi carbonilici [19], cel mai des utilizate sunt metodele care aduc avantaje precum: reactivi
accesibili, toxicitate scazuta si timp redus de reactie.

In general, sunt folosite dous strategii:

. a) clasica, prin reactia de condensarea a douad componente [55], hidrazincarbotioamida si
compusul carbonilic, desigur avand deja hidrazincarbotioamida necesara, fie
. b) indirectd, prin prepararea prealabild a hidrazincarbotioamidei [56], urmata de

condensarea cu compusul carbonilic [57] sau prin intermediul altor compusi organici.

a) Din categoria de metode de sinteza directd, sau asa numita clasicd, face parte reactia
cel mai des utilizata pentru obtinerea hidrazincarbotioamidelor derivate de la compusi carbonilici,
este cea de condensare echimolard dintre o hidrazincarbotioamidd si un compus carbonilic,

catalizata de un acid organic sau mineral, ori in absenta catalizatorului [59; 60].

Mecanismul dupa care decurge aceasta reactie, este aditie-eliminare, similar cu formarea
iminei. Aceasta reactie incepe cu protonarea oxigenului carbonilic, pentru a forma ioni de oxoniu
intermediari, urmat de atacul nucleofil al N (2) al hidrazincarbotioamidei, pentru formarea
hemiaminei intermediare protonate, care ulterior elimina apa si formeaza hidrazincarbotioamida

[49].
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Fig. 1.5. Mecanismul de sinteza presupus a hidrazincarbotioamidelor [49]

In general, conform autorilor [60] formarea hidrazincarbotioamidelor se considerd mai
rapida, la un pH al solutiei cuprins intre 4 si 5. La valori ale pH-ului mai scazut de 4, exista
posibilitatea protonarii N (2) din hidrazincarbotioamida si in consecinta, viteza de condensare
poate fi mai lenta. Pe de alta parte, la pH > 5 viteza de reactie scade, deoarece grupa carbonil se
poate deprotona.

Metoda de obtinere a hidrazincarbotioamidelor, prin condensarea echimolard dintre o
hidrazincarbotioamida si un compus carbonilic, este cunoscuta si bine documentata in literatura
stiintificd. Se cunoaste ca, pentru aldehide, condensarea are loc in general rapid chiar si la
temperatura camerei, cu sau in absenta catalizatorului. Pe cand in cazul cetonelor aromatice, care
sunt mai putin reactive, sunt necesare atat temperaturi mai ridicate si catalizator, cat si timp de
reactie prelungit. In acest context, au fost studiate mai multe lucriri unde sunt cercetate conditiile
de desfasurare a acestor sinteze ce tine de: solventul folosit, temperatura de reactie si catalizatorul.

in 2008 autorii [35] au sintetizat 0 serie de  N-(fenil)-(2-
hidroxibenziliden)hidrazincarbotioamide, structura carora a fost confirmata ulterior prin metode
fizico-chimice de analiza: ‘H-, 13C RMN, analizi elementali si difractie de raze X pe monocristal.
Sintezele au fost efectuate prin metoda de condensare echimolard a hidrazincarbotioamidei,
prealabil dizolvate Intr-o cantitate minima de metanol, la agitare, cu aldehida. Amestecul format a
fost agitat un timp stabilit, apoi cristalele formate au fost filtrate, spalate cu metanol rece si uscate

in vid.
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OH HN NH@ OH .
R o + 1 n-d >~ R v M
cH N CH NH NH

(2a-c) (3) (4a-c)
Nr. R! Timp,ore  Temperatura Randament, %
(4a) -H 4 camerei 60
(4b) -N(CH2CHj3)2 3 camerei 28
(4c) -OCHs 4 camerei 54

Fig. 1.6. Schema generala de sinteza si conditiile de reactie, a unor derivati a

N-(fenil)-(2-hidroxibenziliden)hidrazincarbotioamidei (4a-c)

Din datele prezentate (a se vedea figura 1.6.), se poate conclude ca prezenta diferitor
radicali R, influenteaza atat timpul de reactie cat si randamentul. Randamentul scdzut poate fi
explicat prin prezenta gruparilor puternic activate precum dietilamina (-N(CH2CH3)2) si metoxi
(-OCH3), care diminueaza aciditatea gruparii fenolice.

Existd 1nsd studii ample, in care reactia de condensare dintre hidrazincarbotioamide si
compusi carbonilici, este efectuata in prezenta de diferiti catalizatori.

In cercetarea din 2011 [61] au fost sintetizate o serie de N-(fenil)hidrazincarbotioamide
prin iradiere cu microunde la 100W si 800W, in etanol sau fara, catalizat de CH;COOH, acid acetic
glacial. Timpul total de reactie (20-40 min in etanol si 3 min fara solvent) a fost mult mai scurt
decat 1n cazul sintezei clasice si au fost obtinute randamente situate intre 65-93% iar structura

compusilor sintetizati, a fost confirmati prin analize spectrale ‘H- si >C RMN.

1

S R S
R o NH, + | 1, i R L No R+ HO
SNHOONH 2 Y T UONH ONH ScH ‘
(3, 5a-c) (6.7) (8a-h)

Fig. 1.7. Schema generala de sinteza a compusilor (8a-h)
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Tabelul 1.1. Conditiile de sinteza a compusilor (8a-h)

i) In lipsa de i) In C2HsOH, | iii) la reflux, in
Nr R R? solvent, 800W, 3 | 100W, 40 min | C,HsOH, 8 ore,
min, 1, % M, % M, %
8a -CeHs cH, 90 86 83
8b -pCHaCsHs ©/ T 92 79 74
8¢ -pCHsOC¢Hs 97 71 70
8d -pPNO3CsH4 ©) 90 80 67
8e -CeHs X 93 82 -
8f -pCHaCsHa o | P S 86 70 -
8g -pCH30CsH Chy 91 78 -
8h -pNO3CsHa (7 920 82 -

Un studiu realizat 1n 2012 [62], descrie sintetiza  N-(fenil)-2-[1-(4-
metilfenil)etiliden]hidrazincarbotioamidei (10a) si N-(fenil)-2-(4-etilbenziliden]hidrazin-
carbotioamidei (10b), (a se vedea figura 1.8.) catalizatd de acid acetic CH3COOHgiacial, care
presupune interactiunea in raport echimolar, dintre N-fenilhidrazincarbotioamida si de compusii
carbonilici in etanol. Substantele obtinute au fost analizate si confirmata structura moleculara prin

metode fizico-chimice de analizi: 'H-, C RMN si difractie de raze X pe monocristal.

i 7!
HN NH
g N CH.COOH glacial oo NH__NH
NH-C 3 glacial, =N c
+ N\ -H.O [l
2 S 2 2 S
R 3)

R
(9a) Ri=CH,, R==CH, (10a) n=77%
(9b) R'=CH,CH,, R*=H (10b) n=80%

Fig. 1.8. Schema generala de sinteza a compusilor (10 a-b)

Autorii studiului [59], au sintetizat N-(metil)-2-[1-(5-cloro-2-
hidroxifenil)etiliden]hidrazincarbotioamida (13), (a se vedea figura 1.9.), prin refluxarea
1-(5-chloro-2-hidroxifenil)ethan-1-onei si N-(metil)hidrazincarbotioamida, in raport echimolar,
timp de 3-4 ore, cu addugarea a 2-3 picaturi de H2SOuconc), cantitati catalitice. Structura substantei

obtinute a fost cercetata prin metode fizico-chimice de analiza.
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Fig. 1.9. Schema de sinteza a compusului (13)

Incercirile de a stabili influenta catalizatorului asupra randamentului de reactie, a dus la
cercetarea [57], in cadrul careia a fost obtinuta N-(fenil)-(4-
nitrofenil]etiliden)hidrazincarbotioamida, utilizand diferiti catalizatori.

Conform cercetarilor, referitor la sinteza rapidd a N-(fenil)hidrazincarbotioamidelor
derivate de la aldehide aromatice si cetone, a fost demonstrat beneficiul utilizarii unor catalizatori
nucleofili, in general al catalizei acido-bazice. Acidul antranilic a fost selectat pentru structura
moleculara, deoarece contine atat fragmentul nucleofil (-NH>) cat si fragment acid (-COOH) in
stransa apropiere. Prin urmare, s-a considerat cd fragmentul carboxilic poate influenta atat
generarea iminei intermediare activate cat si descompunerea acesteia, prin atacul nucleofil ulterior
al azotului hidrazinic al N-(fenil)hidrazincarbotioamidei. Scopul principal era ca strategia a
catalizei nucleofile, se bazeaza pe faptul de a inlocui o singura reactie (condensarea directd) cu
doua reactii consecutive cu energie de activare mai reduse.

Valoarea acestei lucrdri este cercetarea acidului antranilic in calitate de catalizator
nucleofil, in schema generala de sinteza a N-(fenil)hidrazincarbotioamidelor. Cercetatorii au clasat
metanolul, drept un solvent bun 1in condensarea diferitelor substraturi cetonice cu
N-fenilhidrazincarbotioamidele.

Ulterior au fost efectuate sinteze prin metoda de condensare in raport echimolar a
N-fenilhidrazincarbotioamidei si 1-(4-nitrofenil)-etan-1-ona, in metanol, cu adaugarea a 500 mg
de catalizatori (variind catalizatorul). Reactiile efectuate la agitare cu reflux, la 65 °C, timp de 3
ore, apoi racire brusca iar cristalele formate au fost filtrate si uscate in vid. Structura compusilor

obtinuti a fost confirmata prin metode spectrale de analiza: 'H-, >C RMN si difractie de raze X pe

monocristal.
j I
C— C—=N NH
M H,N NH Catalizat \ / @
B + \NH_C/ atalizator NH—C\\
O\N+ \\S -H0 S
[ © (15)
O0—N"
\

o
Fig. 1.10. Schema de sinteza a N-(fenil)-2-[1-(4-nitrofenil)etiliden]

hidrazincarbotioamidei (15)
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Tabelul. 1.2. Reactivi si conditii de obtinere a

N-(fenil)-2-[1-(fenil)etiliden]hidrazincarbotioamidei (15)

Nr. T;Tep’ Temperaturd, °C | Solvent Catalizator Randament, %
1 Anilina/Acid etanoic 70
2 Anilina/Acid metanoic 82
3 3 65 Metanol Anilina/Acid clorhidric 88
4 Acid etanoic 86
5 Acid antranilic (2-aminobenzoic), 92
99%

In urma reactiilor efectuate, autorii au stabilit eficienta acidului antranilic
(2-aminobenzoic), in calitate de catalizator. Ulterior au efectuat o serie de sinteze, unde au variat

componenta carbonilicd, solventul si au modificat timpul de reactie, majorandu-1 pana la 24 de

ore.
Tabelul 1.3. Conditiile de obtinere a unor derivati a N-(fenil)-2-[1-(4-
nitrofenil)etiliden]hidrazincarbotioamidei (15)
Nr. Compus carbonilic Solvent Randament,%o
16 1-(4-nitrofenil)-etan-1-ona 1,2-propandiol 85
17 1-(4-nitrofenil)-etan-1-ona metanol 92
18 1-(4-bromfenil)-etan-1-ona metanol 91
19 1-(fenil)-etan-1-ona trifluoroetanol 75
20 1-(fenil)-etan-1-ona metanol 85
21 9-fluorenona metanol 90

Mecanismul propus, de cataliza a acidul antranilic, are loc in doua etape: In primul rand, la
reactia de activare se formeaza o imind, intre cetond si acidul antranilic, care are loc prin formarea
unui aduct tetraedric. Sarcina negativa a oxigenului este stabilizatd printr-o legatura de hidrogen
intramoleculard, oferitd de acidul carboxilic, situat In vecindtate pozitiei orfo, iar eliminarea
ulterioara a apei duce la imina. Inadoua etapa, atasarea azotului hidrazincarbotioamidic, nucleofil,
la imina formata anterior, duce la un aduct tetraedric, care din nou este stabilizat printr-o legitura
intramoleculara de  hidrogen. Tautomeria si  rearanjarea  protonilor  genereaza

hidrazincarbotioamida, cu regenerarea catalizatorului.
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Fig. 1.11. Mecanismul de sinteza presupus, a N-(fenil)-2-[1-(4-

nitrofenil)etiliden]hidrazincarbotioamidei (15), catalizata de acidul antranilic [57]

In 2015 D. C. Ilies si colab. [63], au relatat despre sinteza N-(fenil)-2-(piridin-2-
ilmetiliden)hidrazincarbotioamidei prin metoda de condensare echimolard, la interactiunea
N-fenilhidrazincarbotioamidei cu piridin-2-carbaldehida, in etanol, cu adaugarea a cateva picaturi
de HClconc., In calitate de catalizator. Amestecul rezultat a fost refluxat timp de 4 ore la baia de
apd, apoi, precipitatul format a fost filtrat, spalat si recristalizat din metanol. Randamentul de
reactie a fost de 76 %. Structura substantei obtinute a fost studiata prin metode spectrale de analiza:

"H-, >C RMN si a difractiei de raze X pe monocristal.

H,N NH HCI S =
NH-c + H.0 g N |

- - . N >

N\ 2 NH ONH ScH N

s
©) (23)

Fig. 1.12. Schema de sinteza a N-(fenil)-2-(piridin-2-ilmetiliden)-
hidrazincarbotioamidei (23) [64]

Studiile efectuate au permis formularea unor concluzii asupra conditiilor de sintezd la
condensarea N-fenilhidrazincarbotioamidelor, care sugereaza ca timpul de reactie dar si
randamentul sunt influentate atat de natura catalizatorului si de cea a solventului, cat si de prezenta
substituentilor si natura componentei carbonilice [65].

b) metoda indirectd de sinteza a hidrazincarbotioamidelor presupune prepararea
prealabila a hidrazincarbotioamidei [56], ulterior, condensarea cu derivatul carbonilic [57] sau prin

intermediul altor compusi organici intermediari.
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1.2.1. Metode de sintezdi a N-fenilhidrazincarbotioamidelor
N-fenilhidrazincarbotioamidele reprezintd o clasa de compusi care provin de la
hidrazincarbotioamida (tiosemicarbazida) H>N-C(S)-NH-NH>, obtinute prin substitutia: la atomul
de azot tioamidic din pozitia (N):
carbotioamidic
. | Gz,
C NH

/\ﬁ/ 2

H
azometinic
(iminic)

Fig. 1.13. Formula de structura generala a N-fenilhidrazincarbotioamidei,

tioamidic
(aminic)

unde R=H sau radical
In literatura de specialitate, sunt evidentiate doud strategii in sinteza
hidrazincarbotioamidelor, care sunt fie prin gruparea tiocarbamoil (-NH-C(S)-NH-) [66] sau prin
intermediul gruparii tiocarbazoil (-NH-C(S)-NH-N=) [67]. De remarcat, ca atunci cand se cauta
strategii de sinteza a hidrazincarbotioamidelor N-substituite, metodele de sintezd presupun mai
multe etape. In continuare vor fi relatate rezultatele cercetarilor asupra unor metode de sintezi a

N-fenilhidrazincarbotioamidelor, care pot fi redate prin schema:

R
i) HN\”/S\Rl
arilditiotarbamat
. R
i)
/ \
iv \Y
R HN__ _Cl w0 ) L R
g R
S. . . NH
Clorura de ariltiocarbamoil Ne—Cc—s HN ,{‘HZ
iii) arilizotiocranat \n/
R E j <|:H3

HN N

T

S
N-aril-N,N-dimetiltiouree

NH,
arilamina

N-arilhidrazinc%rbotioamidé

Fig. 1.14. Schema generala de sinteza a N-fenilhidrazincarbotioamidelor,

unde R=H sau radical

1) La interactiunea aminelor aromatice cu disulfura de carbon (CS>) si acidul cloracetic,

se formeaza acidul tiocarbamoiltioglicolic care oferd o cale accesibild, in cazul cand
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N-substituentii prezinta grupdri deosebite sau se doreste obtinerea compusilor inaccesibili

comercial [50].

1

WL i :

1

R R a)

~ - + CS + C CH2 C _S N
NH ? ol HO” cH, >¢” R
(24a-d) (25a-d) Q

(26a) R=R!=CH, (90%)

(25a-d) + NHNH,-HO —2L > NN (26h) R=R=CH,CH, (80%)
2 2 ' 72 i 2 Il (26¢) R:R]‘:I’]-CHZCHZCH3 (69%)

_C__SH

Ho™ > cH, (26a_8d) (26d) R=CH,, R'=C H, (20%)

Fig. 1.15. Schema generala de sinteza a unor hidrazincarbotioamide N-substituite [68]

Autorii [68] au sintetizat o serie de hidrazincarbotioamide (26a-d) cu randamentul situat in
intervalul de 20-90 %, sintezele au fost efectuate in doua etape. La etapa a) initiala a fost preparat
acidul N-dialchiltioglicolic din disulfura de carbon, la care s-a adaugat cu picdtura aminele
substituite (24a-d), solutie de KOH si cloracetatul de sodiu ulterior au fost izolati acizii
N-di-alchiltioglicolici (25a-d). In etapa a 2-a (a se vedea figura 1.15, b) acizii (25a-d) obtinuti
anterior au fost amestecati cu solutie de NaOH si hidrat de hidrazina. Autorii au mentionat ca
structura radicalilor R'R influenteazi randamentul de reactie si cu mérirea numirului de atomi de
carbon randamentul scade, iar in cazul grupelor mici precum metil, rezultatele sunt in jur de 90%.

In lucrarea [69] autorii au sintetizat hidrazincarbotioamida N-fenil substituiti, (a se vedea
figura 1.16.), pornind de la anilind, cu izolarea compusului intermediar si respectiv efectuarea
sintezei in doua etape. La etapa inti a) a fost efectuatd interactiunea dintre fenilamine (27a-1) cu
exces de disulfura de carbon (CS»), in prezenta de KOH, cu izolarea compusilor intermediari a
sarurilor de ditiocarbamat de potasiu (28a-1). Ulterior compusii (28a-1) au fost incalziti la reflux,
b) cu un exces de monohidrat de hidrazind (NH2NH2 H20). Veridicitatea compusilor obtinuti a

fost confirmati prin analize spectrale: 'H- si >C RMN.
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a) > (29a) R= p-Br (48%)
R >R JL (29b) R= p-Cl (43%)
NH, NH skt (29¢c) R= p-CH, (30%)

(27a-) (28a-1) (29d) R= m-CHj (28%)
(29¢) R= 2,4-diCH, (40%)

s (29f) R= 3,4-diOCH,, (38%)
(28a-) + NHNH, H.0 —2 = R L (299) R= p-OCH, (529%)
2N M, NH SN2 (29h) R= m-OCH, (28%)
(29a-i) (29i) R= 0-OCH, (46%)

Fig. 1.16. Schema generala de sinteza a unor N-(n-alchilfenil)hidrazincarbotiamide [69]

De remarcat este faptul ca desi a fost obtinuta o serie de compusi cu radicali diferiti, aceasta
metoda de sinteza a oferit randamente scazute de reactie (28-52 %).

1) Aminele primare si secundare reactioneaza cu tiofosgenul (a se vedea figura 1.17.), cu
formarea clorurii de ditiocarbamoil ca intermediar, care apoi sunt transformate in tiourei di- si
tetrasubstituite. In cazul aminelor primare, este foarte important raportul molar, amina: tiofosgen,
daca este 1:1, se poate forma izotiocianat, iar atunci cand este 2:1 se formeaza tiouree [70] cu un

randament de pana la 70 %:

/S
I R—NH—C<—> R—N=C=S

Cl Cl
R—NH, + c—s — | R—NH, R—NH,

Cl
. NH NH
21 3 R/ \ﬁ/ \R
S

Fig. 1.17. Schema generala de interactiune a arilaminelor cu tiofosgenul, unde

R= Ph sau alchil

ii1) Autorii [71] au descris metoda de sinteza a N,N-dimetil-feniltioureelor (31a-f), care
presupune interactiunea dintre arilamine si S-aril-N,N-dimetiltiocarbamatii (30a-f), obtinuti
anterior la interactiunea anilinei cu dimetilditiocarbamatul, in prezenta de NaH/ DMSO (a se vedea
figura 1.18.). Aceasta reactie este accesibila in cazul arilaminelor substituite in pozitia orto. Autorii
mentioneaza despre influenta grupelor donore si acceptoare la valoarea randamentului de reactie.
In cazul prezentei grupelor donore de electroni randamentul a fost situat intre valorile 73-92 %, iar

a celor acceptoare de electroni, s-a situat n jur de 70 % [71].
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(31a) R=H (90%)

T
S N
©/ Y “cH, _NaH/DMSO @/ T( CH, (31b) R= p-CH, (92%)
+ (31c) R:2,4,6-triCH3 (81%)
S R -CH SNa* (31d) R=2-Br (70%)
NH,

(30a-f) (31a-f) (31¢) R=2-OCH, (91%)
(31f) R=2-Br, 5-NO,(69%)

Fig. 1.18. Schema generala de sinteza a unor N,N-dimetil-N'-feniltiourei [71]

O metoda care se caracterizeaza printr-o serie de avantaje, precum reagenti accesibili, non-
toxici si timp de reactie moderat, a fost dezvoltata si intens studiata la Catedra Chimie Organica,
sub conducerea Profesorului dlui Iacob GUTU, care presupune interactiunea aminelor aromatice

cu disulfura de tetrametiltiuram (DTMT) [72].

H3
2 + T s ﬂ CHy ———» 2 R (a) R=CH,
o e NN N e, (b) R=OCH,

ﬁ | H,st GHs () R=NO
S CHs 2 | 2
NH, Sy HN N (@) R=Hal

C CH

(32a-d) || 3

S
(33a-d)

Fig. 1.19. Schema generala de sinteza a unor N, N-dimetil-N'-feniltiourei (33 a-d)

Conform ecuatiei, aminele aromatice reactioneaza cu DTMT 1in raport molar de 2:1, Tnsa
din cauza reactiilor secundare care se petrec, un randament mai Inalt poate fi obtinut la adaugarea
unui exces de DTMT. De precizat faptul, cd natura solventului joaca un rol important in aceasta
reactie. Cercetdrile efectuate in acest scop, arata ca efectuarea reactiei in solventi cu temperatura
de fierbere ridicatd duce la micsorarea timpului de reactie cat si la marirea randamentului de
reactie. In calitate de solventi pot fi utilizati de exemplu: toluenul, benzenul, propan-2-ol-lul,
propan-1-ol-lul sau dimetilformamida (DMF).

Deci, aminele aromatice interactioneazd cu DTMT cu formarea de N'-aril-N,N-
dimetiltiouree, sulf, hidrogen sulfurat si alte produse secundare. Initial a fost propusd schema de
reactie care justificd reactiille de formare a produsilor principali de reactie si presupune ca la
incdlzire DTMT se transforma in monosulfura de tetrametiltiuram, care mai apoi suporta un atac

nucleofil al aminelor aromatice:
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Fig. 1.20. Mecanismul generalizat de reactie al aminelor aromatice

CH3

Cercetarile ulterioare au aratat ca reactia dintre DTMT cu aminele aromatice este un proces

mai complex, Insd totusi a fost propus un mecanism, care presupune ca reactia de formare a

N'-aril-N, N-dimetiltioureelor decurge printr-o serie de procese concurente ce duc la acelasi produs

final. Astfel, au fost luate in considerare proprietatile deja cunoscute a DTMT.

Dintre produsele obtinute la sinteza sunt: gazele care se elimind pe parcursul reactie ce

contin HoS (prezenta cdruia poate fi stabilitd cu ajutorul solutiei de nitrat de plumb, care se

innegreste), sulfura de carbon si acidul N,N-dimetilditiocarbamic (care se condenseaza pe peretii

refrigerentului). Se poate sublinia un neajuns al acestei metode, formarea sulfului S in calitate de

produs secundar, ce complica procesul de purificare a N,N-dimetiltioureelor obtinute.

N’-aril-N,N-dimetiltioureele pot fi transformate la incalzire in izotiocianatii corespunzatori

[74].
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3
+ H-ClI

0
Y
+ Hsc—C\ \ N \CH
0—cCl a) / 3
+ H-CI b) NH+CH
t"C/C)\;

R
HN N N —_— + H,C— NH

e e, -0 : §C\\ ;

I = + Ho— c 7

(34a-e) " H3C——C§O (35a-€) N CHy + H,c—C
H3C—C\\:O \CH3 OH
Nr. Metoda de sinteza, randamentul de reactie, %
a) b) C) d) R
(35a) 98 94 79 89 H
(35b) 65 92 95 82 2-OCH3
(35c¢) 98 93 89 95 3-OCH3
(35d) 88 90 81 89 4-CoHs
(35e) 96 94 79 80 4-Cl

Fig. 1.21. Schema generala de obtinere a arilizotiocianatilor,

la descompunerea unor N'-aril-N,N-dimetiltioureei.

Randamentul de reactie poate fi influentat prin micsorarea concentratiei N'-aril-N,N-
dimetiltioureei, ce poate fi explicat prin prezenta legaturilor de hidrogen intramoleculare de tipul
-N-H-""N- sau N-H--S=C-, dintre moleculele de N'-aril-N,N-dimetiltiouree si dimetilamina deja
formata.

Descompunerea N'-aril-N,N-dimetiltioureelor la temperatura ridicatd, (a se vedea figura
1.21. ¢) in solvent inert se efectueaza in timp indelungat, in jur de 8 ore, cu eliminarea
dimetilaminei. Aceasta a dus la constatarea ca descompunerea are loc mai rapid in cazul cand,
dimetilamina se va elimina sub forma de sare.

In cazul reactiei de descompunere a N'-aril-N,N-dimetiltioureelor, la influenta anhidridei
acetice (a se vedea figura 1.21. d), pe langa izotiocianatul format cu randamentul situat intre
65-70 %, se formeaza acid acetic si dimetil acetamida, autorul atentioneazad despre cauzele posibile
de micsorare a randamentului, ca fiind posibild si reactia secundara dintre N'-aril-N,N-

dimetiltioureea si acidul acetic format.
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Iar ceea ce tine de descompunerea la influenta clorurii de acetil (a se vedea figura 1.21. a),
un randament de reactie mai scazut si timp de reactie indelungat, s-ar datora reactiei secundare
dintre N'-aril-N,N-dimetiltiourea si clorura de hidrogen formata.

Descompunerea N'-aril-N,N-dimetiltioureelor la influenta acizilor minerali, (a se vedea
figura 1.21. b) poate fi considerata o metodd convenabild din urmatoarele considerente: reactivi
accesibili si ieftini, mai putin toxici si timp de reactie redus. In studiu de fatd sunt descrise metodele
de descompunere la actiunea acizilor minerali precum: acidului sulfuric (H2SO4), acidului fosforic
(H3POg4) si acidului clorhidric (HCI). Din datele experimentale se poate conclude ca la actiunea
acidului clorhidric (HCI) sau obtinut randamente de reactie inalte, de pana la 95 % si un timp de
reactie relativ scurt, in jur de 0.5 - 3 ore.

Natura solventului joacd un rol important, studiile In acest sens au aratat cd cele mai bune
rezultate sunt obtinute la reactii care au loc in solventi nepolari sau slab polari, cu temperatura
inaltd de fierbere precum: o-xilen, m-xilen si p-xilen, benzen, toluen sau propanol etc.

iv) Interactiunea dintre arilizotiocianati si monohidratul de hidrazina [62; 76; 77] sau
compusii substituiti ai hidrazinei (a se vedea figura 1.22.), este consideratd reactia clasica de
sintezd a hidrazincarbotioamidelor, desigur atunci ciand sunt disponibili reactivii necesari. In
literatura stiintifica sunt descrise conditiile de desfasurare ale acestei reactii, care putin difera de
la caz la caz. Intr-o versiune generalizatdi poate fi descrisd ca: interactiunea a 1 mol de
arilizotiocianat cu un exces de hidrazind, raportul molar fiind de 1:1.2 pana la 1.5, unde hidrazina
se adaugd incet la arilizotiocinatul prealabil dizolvat in diversi solventi: etanol, propan-2-ol,
dimetilformamida (DMF), metanol, dioxan, diclormetan sau acetonitril. De remarcat, cd in marea
majoritate a studiilor in calitate de solvent este luat etanolul, insa existad studii care sugereaza ca
etanolul ar putea interactiona cu izotiocianatul. Ulterior, la temperatura camerei sau la reflux,
amestecul se incdlzeste timp de la 0.5 ore pana la 3 ore, in dependentd de structura
arilizotiocianatului, apoi precipitatul este filtrat, spalat si recristalizat. Randamentul acestei reactii

este situat ntre 80 s1 95 %.
NH NH

7~
L mer
4 HaN—NH,H,0 A

/
R R_NH—NHZ \ /@\
—_ S
N R L NH
\ e
Cx NH °NH °R

Fig. 1.22. Schema generala de interactiune a arilizotiocianatilor cu hidrazine,

unde R= H sau radical
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In cazul interactiunii dintre arilizotiocianati si monohidratul de hidrazini, (a se vedea figura
1.22.) sunt decisive conditiile de desfasurare si modul de addugare a regentilor, altfel reactia poate

decurge cu formarea diferitor produsi:

) i
R .C_ _NH
+ NH ONH  °
H,N—NH,-H,0
R S
N§C\ 12 2 NH _NH
s NH “NH ¢~ R

Fig. 1.23. Mecanismul generalizat de interactiune a arilizotiocianatilor cu monohidratul de

hidrazina, unde R=H sau radical.

Hidrazincarbotioamidele care se formeaza, poseda nucleofilicitate inalta iar pentru a evita
formarea ditioureei 1,6-disubstituite, reactia se petrece prin adaugarea solutiei de arilizotiocianat

la solutia de monohidratul de hidrazind, la agitare puternica si racire [66].

1.3. Proprietati biologice ale unor hidrazincarbotioamide substituite

Se considera ca conceptul de “farmacofor” a fost initial introdus la sfarsitul secolului XIX,
mai exact Tn anul 1898 de catre Paul Ehrlich, [77] pentru a defini “grupe chimice” din compozitia
unei molecule, care sunt responsabile pentru un efect biologic produs. In zilele noastre, termenul
de farmacofor este definit de [UPAC precum: ,,Un farmacofor este ansamblul de caracteristici
sterice si electronice, necesare pentru a asigura interactiunile supramoleculare optime cu o tinta
biologica cu structura specifica si sa declanseze (sau sa blocheze) raspunsul sau biologic” [7].
Descriptorii unui farmacofor sunt: acceptor si/sau donor de legaturi de hidrogen, caracter anionic
/ cationic, lipofilicitate inalte, sunt prezente inele aromatice si volumul molar optim.

Descoperirea de farmacofori noi, este pusa pe seama testarii compusilor pentru unul sau
mai multe tipuri de activitate, care provin fie prin modificarea structurala a agentilor terapeutici
existenti, pentru noi tipuri de activitate sau din observatiile activitatii deja existente a compusilor
naturali sau identic naturali. Farmacoforii provin prin identificarea fragmentelor sau grupdrilor
mici, care servesc drept punct de plecare pentru proiectarea compusilor noi. Insi trebuie de
remarcat ca tehnicile de identificare de noi agenti terapeutici, se bazeazd mai intai de toate, pe
intuitia formata din studiile anterioare. In procesul de proiectare si/sau optimizare a compusilor,

sunt luate in considerare o serie de aspecte ce vizeaza efectul biologic asteptat.
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Drept urmare a numeroase cercetari s-au acumulat un numar impundtor de compusi cu
proprietati biologice valoroase. O incercare de a dezvalui legatura structurd-activitate a fost
intreprinsa in anul 1997, de Christopher A. Lipinski [78], care a evidentiat o serie de aspecte cu
un impact major asupra proprietatilor biologice a compusilor cunoscuti. Aceasta a primit
denumirea de “regula lui Lipinski” sau “regula celor cinci” (ROS) [79], care este considerata a fi
o reguld generald de evaluare a unui farmacofor sau fragment chimic pentru potentialul biologic.
Regula presupune ca un compus cu activitate biologica va corespunde urmatoarelor criterii:

-Numarul de atomi donori de legaturi de hidrogen, de pana la 5;

-Numarul de atomi acceptori de legaturi de hidrogen, de pand la 5;

-Masa moleculara relativa mai mica de 500 g/mol;

-Coeficient de partitie, logP, nu mai mare de 5, care indica nivelul de lipofilicitate;

-Structura moleculei: aria suprafetei polare, volumul molecular, chiralitatea etc.

Desi aceasta reguld a fost formulata in urma analizei a unui numar impunator de agenti
farmacologici, se admit si abateri de la reguld, de remarcat ca totusi au fost scoase in evidenta
anumite aspecte importante de care este recomandat sd fie tinut cont la proiectarea si/sau
optimizarea compusilor noi cum sunt: lipofilicitate inalta, masa moleculara relativ mica si prezenta
atomilor donori de electroni.

O evaluare computationala [80] a hidrazincarbotioamidelor a clasat acesti compusi drept
potentiali agenti terapeutici valorosi fapt care a fost demonstrat prin numeroase studii si testari atat
in vitro [82; 83] cat si in vivo, pe parcursul ultimilor 80 de ani [84; 85].

Studiile asupra proprietatilor biologice ale hidrazincarbotioamidelor, care dateaza cu
inceputul sec. XX si sunt actuale si In prezent, aratd varietatea si diversitatea aplicatiilor in calitate
de agenti farmacologici cu proprietati precum: antituberculoase [85], antivirale [12],
antiinflamatoare [86], antibacteriene [11], antifungice [87], antioxidante [88], anticancer [57; 91]
etc. Multi dintre reprezentantii acestei clase de compusi, au fost remarcati anume pentru activitate
anticancerigena.

In studiile recente, din anul 2021, a fost stipulat ci mecanismul de actiune al
hidrazincarbotioamidelor asupra celulelor canceroase, ar presupune ca acestea inhiba enzima care
contine Fe (fier) si anume, ribonucleotid reductaza (RNR) [90]. RNR este considerata responsabila
pentru diviziunea celularda si  biosinteza ADN-ului, dar si reglarea biosintezei
dezoxiribonucleozidei trifosfat (ANTP), pe cand alterarea dNTP-ului ar conduce atat la

.....

cancer. Din cele relatate, se poate conclude cd inhibitia RNR nu permite transcrierea si replicarea
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ADN-ului, din care rezulta apoptoza celulara. Mecanismul de inhibitie a RNR-ului, este considerat
a fi, chelatarea ionilor de metal din sistemul biologic, de catre hidrazincarbotioamide [91].

Un agent terapeutic cunoscut ca inhibitor al RNR, este 2-[(3-aminopiridin-2-
il)metiliden]hidrazincarbotioamida sau 3-AP [92], (a se vedea figura 1.24.), a carei structura a
servit drept punte de plecare in sinteza 2-[(3-amino-4-metilpiridin-2-
il)metiliden]hidrazincarbotioamida (3-AMP). 3-AMP a manifestat activitate anticancerigena
asupra liniei de celule A2780, carcinom ovarian uman, comparabild cu 3-AP, insa s-a dovedit a

avea o toxicitate redusa si lipofilicitate mai inalta fata de 3-AP [93].

CH,
NH
2 NH
\ NH2 X 2 NH2
‘ bz N é N c|
~ PN
N CH ONH s N i SN TR
3-AP 3-AMP

Fig. 1.24. Formulele de structura a 3-AP si 3-AMP
In contextul acestor informatii este important de remarcat ci pentru a elucida legitura
structura-activitate, este important de accentuat ca prezenta gruparilor suplimentare, care aparent
nu ar participa la formarea legaturilor de hidrogen suplimentare, precum grupa metil in cazul de
fata, prezinta interes.
Din datele stiintifice relatate anterior, s-a conturat faptul ca este important de studiat
scheletul hidrazincarbotioamidelor din 2 aspecte :
¢ influenta N-substituentilor, de la atomul de azotul tioamidic (N);
¢ influenta componentei carbonilice (aldehidd sau cetona).
1.3.1. Proprietdti anticancer a unor N-fenilhidrazincarbotioamide
Cu scopul de a gasi agenti terapeutici noi, Iu. Besleaga si colegii [52] au sintetizat o serie
de hidrazincarbotioamide pornind de la structura 3-AP (Triapinei), a cdror structuri au fost
confirmate prin metode spectrale de analiza si ulterior a fost testata activitatea anticancerigena ale
acestora, fata de liniile de celule de adenomocarcinom de colon Colo 205 si Colo 320 si linia de

celule normale MRC-5.

|
N C NH NH CH
= | SN \ﬁ/ * (38a) R=H (86%)
“ ! (38b) R=CH, (67%)
(38a,b) OH

CH,

Fig. 1.25. Formula de structura generala a N-(4-hidroxi-3,5-dimetil)-2-(piridin-2-

ilmetiliden)hidrazincarbotioamidelor (38a-b), unde R=H sau CH3
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De remarcat, ci autorii accentueazi oportunitatea atasdrii la atomul de NV, a radicalului
fenil, prin asociere cu structura compusilor precum: Didox (acidul 3,4-dixidroxibenzohidroxamic),
Trimidox (acidul 3,4,5-trixidroxibenzohidroxamic) si o serie de alcoxifenoli [94] (a se vedea figura
1.26.), care au manifestat proprietatea de inhibare a cofactorul radical tirozil R2, cu scopul de a

inhiba RNR si se afla la studiile clinice.

OH OH OH
OH HO OH
_OH o
0 NH NZ~ SNH ~
2 R
Didox OH Alcoxifenoli
Trimidox R=Me, Et,
n-Prop, Alchil

Fig. 1.26. Formulele de structura a unor compusi aflati in faza studiilor clinice [94]
Structura molecularda a compusilor sintetizati a fost confirmatd, prin intermediul
spectroscopiei RMN, unde au fost identificate prezenta ambelor forme izomere atat £ cat si Z, (a
se vedea figura 1.27.). Izomerul Z, formeaza legaturi de hidrogen intramoleculare dintre N
(piridinic) si H din gruparea -NH-N, care se presupune cd ar duce la cresterea stabilitii acestui

conformer.

Fig. 1.27. Structurile moleculare a N-(4-hidroxi-3,5-dimetil)-2-(piridin-2-ilmetiliden)
hidrazincarbotioamidelor (38a-b) [52]

Studiile prin intermediul difractiilor de raze X pe monocristal au aratat, (a se vedea figura
1.27.), ca hidrazincarbotioamidele sintetizate, la cristalizare au adoptat configuratia £, cu atomul
de azot iminic in pozitia trans fatd de atomul de S si N piridinic, sub forma de tion cu lungimea
legiturii (C=S) de 1,6839 A si 1,6830 A respectiv.

De asemenea, pentru compusii sintetizati a fost evaluat coeficientul de distributie logD7 .4,

care indica lipofilicitatea compusilor, care reprezintd o proprietate necesara si responsabild de

42



penetrarea membranelor celulare. Rezultatele studiului indica ca prezenta grupdrii fenil, mareste
lipofilicitatea.
Tabelul 1.4. Rezultatele cercetarii proprietatilor anticancer a compusilor (38a-b) in vitro,

fata de liniile celulare de Colo205 si Colo320

ICso(uM) Colo 205 Colo 320 MRC-5 logD7.4
(38a) >100 6,32+0,49 >100 +0,73
(38b) >100 >100 >100 +1,02

Triapina, 3-AP 3,344+0,12 4,21+0,46 10,2+1,3 +0,85

Rezultatele investigatiilor asupra liniilor de celule de cancer, prezintd interes practic
datorita faptului ca compusul (38a), are capacitatea de inhibare a cofactorului radical Tirozil R2,
rezultatele activitatii fiind aproape identice cu cele a 3-AP (Triapinei), luata ca martor.

E. Pahontu si colaboratorii [95] au sintetizat o serie de hidrazincarbotioamide si
N-fenil hidrazincarbotioamide derivate de la 2-hidroxibenzaldehida 5-substituita (a se vedea figura

1.28.), prin reactia de condensare, in raport echimolar a hidrazincarbotioamidei cu compusii

carbonilici.
R R
S S
« A I
7 ~ NG N ,C
CH" “NH TNH, CH ONH SNH
OH
(39a) R= H (75%) OH " (40a) R=H (58%)
(39b) R=4-Br  (71%) (40b) R=4-Br  (70%)
(39c) R=4-NO, (62%) (40c) R= 4-NO, (76%)

Fig.1.28. Formulele generale de structura, a unor N-hidrazincarbotioamide a

2-hidroxibenzaldehidei S-substituite (39a-c si 40a-c)

In vederea studierii influentei N-substituentilor precum fenil, cat si a radicalilor atasati la
inelul benzenic, care provine din componenta carbonilicd, compusii studiati au fost testati pentru
activitate antiproliferativa in vitro, fata de linia de celule leucemie umand HL-60, la 3 concentratii
(10 uM, 1 uM 51 0,1 uM).

Tabelul 1.5. Rezultatele cercetarii proprietatilor anticancer in vitro, a compusilor

(39a-c) si (40a-c) fata de celulele HL-60 (leucemie umana).

% inh. (39) (39b) (39¢) (40a) (40D) (40¢)
10 M 20 5 0 90 75 70
my 10 0 0 0 0 0

0,1 uM 0 0 0 0 0 0
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Rezultatele studiului au elucidat influenta ~ N-substituentilor, toate
N-fenilhidrazincarbotioamidele 2-hidroxibenzaldehidei (40a-c), inhiba proliferarea celulelor
HL-60 (leucemie umana) in proportie de 70-90 % la concentratia de 10 uM, insa odata cu scaderea
concentratiei capacitatea de inhibare se micsoreaza esential. In timp ce hidrazincarbotioamidele
(39a-c) in structura cdrora atomii de hidrogen de la atomul de azot din pozitia N, raman
nesubstituiti, au manifestat activitate de inhibare a proliferarii celulelor HL-60 (leucemie umana),
de doar 5-20 %.

Un alt studiu, care confirma influenta incontestabild si impactul substituentilor de natura
aromatica la atomul de azot tioamidic din pozitia N, a fost efectuat in anul 2021, de catre Ahmeed
et al. [91] Autorii au sintetizat o serie de 4-metoxi-fenilhidrazincarbotioamide ale benzaldehidei
substituite, avand in calitate de radicali atat grupe metoxi, cian cét si halogen si anume F (fluor).
Compusii sintetizati au fost evaluati in vitro, pentru proprietati anticancer fatd de 60 de linii de
celule de cancer, grupate in 9 serii de: leucemie, cancer de plamani, de colon, renal, melanom,
ovarian, de prostatd, de san si de sistem nervos-central. In figura 1.29., sunt prezentate formulele
de structurd a compusilor care au manifestat activitatea cea mai promitatoare.

1
R (41a) R= OCH,; R'= 4-CN (70 %)
S\: Vi (41b) R= OCH; Ri= 3-F (75 %)
N

\ (41c) R= OCH,; R!= 4-F (78 %)
RON\H N=CH (41d) R= OCH,; R'= 3-OCH,, 4-F (70 %)
Fig. 1.29. Formula generala de structura a unor
N-(4-metoxifenil)-2-(benziliden)hidrazincarbotioamide (41 a-d)

Desi toti compusii testati au manifestat activitate inaltd sau moderatd, compusul (41a), s-a
remarcat si a fost ulterior testat pentru activitatea de inhibitie a RNR. Rezultatul ICso=1.51 uM
obtinut a incurajat studiile biologice ulterioare. Conform autorilor compusul (41a), s-a dovedit a
fi un inhibitor puternic al RNR si a fost recomandat pentru studiile ulterioare.

Un alt studiu care vine sa confirme importanta studiului scheletului hidrazincarbotioamidic
si anume a N-substituentilor de la azotul tioamidic din pozitia N si care ar permite elucidarea

relatiei structurd-activitate, a fost efectuat de catre Serra et al. [96] Autorii studiului au sintetizat o

serie de derivati ai N-fenilhidrazincarbotioamidei.
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(3)R=H  (91%) IC_=50 aM

(42a) R=2-F (77 %) IC, =50 gM (42h) R=4-F (96 %)  I1C = 1,8 gM

(42b) R=2-Br (87 %) IC_,= 50 M (42i) R=4-Br (90 %)  IC.,= 1,6 4M

(42¢) R=2-Cl (89 %) IC, ;=50 gM  (42j) R=4-Cl (81 %)  IC,,= 50 M
HN NH (42d) R=3-F (86 %) IC_=3,7 M  (42K)R= 2,3-diCl (96 %) 1C_,= 50 M

T NH,  (42¢) R=3-Br (87 %) IC,,=2,7 M (42) R=2,4-diCl (64 %) 1C ;= 50 M
S (42f) R=3-CI (66 %) IC,;= 15 gM  (42m) R=3,4-diCI (79 %) IC, ;= 17 M
(420) R=3-CN (76 %)IC_ = 3,8 M (42n) R=3,5-diCI (77 %) IC, = 13 g

Fig. 1.30. Formula generala de structura a unor N-fenilhidrazincarbotioamide si valorile

ICso pentru activitatea de inhibare a IDO (indolamina 2,3-deoxigenaza)

Compusii sintetizati au fost testati pentru activitatea de inhibare a IDO (indolamina
2,3-deoxigenaza), o enzima care catalizeazd transformarea aminoacidului L-Triptofan in
N-formilchinurenina, suprimand functiile celulelor-T, ceea ce permite celulelor canceroase sa fie
neobservate pentru sistemul imun. IDO reprezintd o tintd terapeutica importantd pentru terapia
anticancer. Din rezultatele obtinute, autorii au remarcat ca introducerea radicalilor in pozitia
2 (orto-) au dus la activitate scazuta, in timp ce prezenta substituentilor in pozitiile 3 (meta-) si

4 (para-) au generat inhibitori performanti.

1.3.2. Proprietati antibacteriene si antifungice a unor N-fenilhidrazincarbotioamide

Necesitatea de compusi care ar combate infectiile bacteriene, fungice si protozoaice cat si
rezistenta microorganismelor la preparatele existente, au accelerat procesul de studiu in acest
domeniu. Interesul pentru hidrazincarbotioamidele substituite este datorat inclusiv si proprietatilor
de inhibare a cresterii diferitor bacterii si fungi [5; 76; 98].

La bazele studiilor proprietatilor farmacofore ale hidrazincarbotioamidelor 1-(piridin-2-
il)etan-1-onei stau Brockman [98] si Klayman [99], a caror lucrari dateaza cu anii *70 a1 secolului
trecut. Un studiu important [76], unde se relateaza despre sinteza si studiul proprietatilor
antiprotozoaice, in vivo, a unei serii impundtoare de derivati ai N-fenilhidrazincarbotioamidei
1-(piridin-2-il)etan-1-onei. De remarcat, sunt concluziile la care au ajuns cercetdtorii asupra
modelarii scheletului hidrazincarbotioamidei. Conform autorilor inlocuirea atomului de S (sulf)
cu atomul de O (oxigen), a generat intotdeauna compusi mai putin activi sau chiar inactivi, acest
fapt a fost notat drept un indiciu important. N-substitutia a fost consideratd o strategie esentiald
pentru activitatea antimalariala si anume substitutia cu inele de 5 si 6 atomi, care au dat cele mai
bune rezultate. Ce tine de substituentii din inelul aromatic al N-fenilhidrazincarbotioamidelor
1-(piridin-2-il)etan-1-onei, halogenii au generat compusi inactivi (43e, h, g) si (43h, i, j) sau

moderat activi (43b, c, d) la fel ca si nitrocompusii (43m, n, 0). Compusii cu grupele precum metil
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(43q, r) si (40e) si metoxi (43k, 1) si (40e) au dat cele mai promititoare rezultate, in special
substituentii din pozitiile meta- si para-.
(40b) R=C.H,

- ~<.

/ . H3€\ / \ (43b,c,d) R = 2-,3-,4-FC_H,
{ | C (43e,f,0) R = 2-,3-,4-BrC H,
\ j /7 o
\R / NHN N=— (43h,i,j) R=2-,3-4-CICH,
RN g NH—C/ (43k,1) R=_2-,3-OCH3c;6|_|5
NS (400) R=4-OCHCH,
N (43m,n,0) R= 2-,3-4-NO,C H,
(43qr) R=2-3-CHCH,
(40e) R=4-CHCH,

Fig. 1.31. Formula generala de structura a unor
N-(fenil)-2-(1-piridin-2-iletiliden)hidrazincarbotioamide
Cercetarile efectuate de Mendes si colaboratorii, s-au axat pe studiul proprietatilor
antifungice in vitro, fatd de tulpinile de Candida albicans ATCC 18804, a unor

hidrazincarbotioamide derivate a piridinei, in calitate de referinta a fost luat Amfotericina B [100].

r! (44a) R= 0-CH,, R'=H  (84%)

N N\ (a4b) R= m-CH,, R=H  (88%)

R NH—N// N— (44c) R=p-CH_, R'=H  (90%)
NH_C/\ (43K) R= 0-CH,, R'=CH, (90%)

(431) R= m-CH,, R'= CH, (82%)

S
(40e) R= p-CH,, RI=CH, (87%)
CMF,uM/Cifrul | (44a) | (44b) | (44c) | (43k) | (431) | (40e) |
Candida 4.4
albicans 3 ‘ 3 ‘ 3 14 ‘ > ‘ 26 Ampotericina B

Fig. 1.32. Formula de structura generala si rezultatele testarii activitatii antifungice
in vitro, a compusilor (43a-c, k, 1, e)

Din rezultatele obtinute (a se vedea figura 1.32.), s-a putut conclude ca toti compusii
studiati manifesta activitate antifungicad pronuntatd, iar pozitia radicalilor din inelul benzenic,
N-substituit, influenteaza nesemnificativ, exceptii fiind compusul (40e). Cele mai promitatoare
rezultate au prezentat compusii (44a-c), fiind mai activi decat substanta luatd drept referinti. in
cazul dat introducerea radicalului -CHs (metil-) la R!, duce la micsorarea activitatii.

In studiul realizat in 2013 [101], autorii au raportat despre proprietitile antibacteriene si
antifungice fatd de microorganismele: Bacillus subtilis ATAC 9372, Staphylococcus aureus
ATAC 25923 si Aspergillus niger ATAC 16404, Alternaria alternate ATAC 66981 a unor
hidrazincarbotioamide N-substituite ale 2-hidroxi-3-metoxibenzaldehidei. Activitatea a fost
testatd prin metoda de difuzie pe disc de agar. Susceptibilitatea microorganismelor la compusii
(45 a-c) si a dimetilsulfoxidei (DMSO), a fost masuratd prin evaluarea dimensiunii zonelor de

inhibare, in mm.
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lsi (45a) R = CH,
R C N cH. (45b)R= CHZCH3
SNHONH T CH 07 % (@5c)R=CH,
OH
Zona de Staphylococcus Bacillus Aspergillus Alternaria
inhibare, mm aureus subtilis niger alternate
(45a) - 6 - -
(45b) - 6 - 6
(45c¢) - 6 - 6

DMSO - - - -
Fig. 1.33. Formula generala de structura si rezultatele testarii activitatii antibacteriene si

antifungice, a unor N-(alchil)-2-(2-hidroxi-3-metoxibenziliden)hidrazincarbotioamide

Rezultatele studiului sugereaza cd compusii (45b) si (45c) manifestd activitate
antimicrobiand fatd de microorganismele Bacillus subtilis Gr. (+) si antifungica fatd de Alternaria
alternate. Compusul (45a) a manifestat activitate antibacteriana selectiva fatd microorganismele

de Bacillus subtilis Gr. (+).

1.3.3. Proprietati antioxidante a unor N-fenilhidrazincarbotioamide

Radicalii liberi reprezintd molecule reactive sau fragmente de compusi chimici, care se
formeaza in organism in procesul normal de functionare sau sub influenta factorilor nocivi externi.
Fiind particule foarte reactive participa la reactiile in lant de aditie si substitutie radicalica,
inducand procese inflamatoare, antibacteriene, antivirale si la metabolizarea anumitor compusi
secundari. Totodatd acumularea excesivd a radicalilor liberi, poate induce la lezarea catenei
ADN-ului producand mutatii sau chiar apoptoza celulara. Studiul asupra acestor compusi a inceput
in anii 30 ai secolului trecut datorita carora au fost identificate unele specii reactive responsabile
de stresul oxidativ si care ar genera o serie de maladii precum: imbatranire prematura, scaderea
rezistentei si elasticitatii tesuturilor, scaderea activitatii enzimatice, Alzheimer, Parkinson, fibroze
pulmonare, cancer etc. [83; 102].

Studiile in ce priveste legatura dintre potentialul antioxidant si potentialul anticancer [1]
sugereaza ca antioxidantii pot fi utilizati in calitate de adjuvanti cat si ca sistem dublu, pentru a
inhiba speciile reactive care se formeaza in calitate de efecte adverse in terapia cancerului. De
asemenea, se mentioneaza cd administrarea de antioxidanti in calitate de suplimente, in terapia de
cancer, poate mari esential perioada de supravietuire a pacientilor [103].

Rezumand cele expuse, se poate deduce o necesitate stringentd de compusi cu proprietati
antioxidante, In calitate de agenti de inhibare a radicalilor liberi. Evaluarea propriu-zisa a activitatii

antioxidante a compusilor cercetati, se clasifica in functie de mecanismul de reactie si sunt prin
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transfer de atom de hidrogen, a unui electron sau mixt sau testdri bazate pe reactivi chimici ori
evaluare la nivel celular. Evaluarea bazatd pe compusi chimici poate fi la fel clasificatd dupa
metoda de lucru. Metoda ABTS (2,2~ acidul azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonic) si DPPH
(2,2-difenil-1-picrilhidrazil) presupune activitatea de captare a unui radical stabil liber, metoda FC
(Folin-Ciocalteu), FRAP si CUPRAC presupun reducerea ionilor metalici iar metoda TRAP tine
de potentialul antioxidant reactiv total [ 104]. Dintre toate metodele enumerate, metodele ABTS si
DPPH, reprezinta metode relativ simple, cu utilizarea de reactivi accesibili, timp moderat de
efectuare si nu necesita echipament sofisticat fapt care determina sa fie cel mai des utilizate, pentru
evaluarea activitatii antioxidante a compusilor cercetati.

Cercetdrile asupra proprietatilor antioxidante a hidrazincarbotioamidelor derivate de la
compusii carbonilici, s-au soldat cu editarea unei serii de lucrari care vin sa confirme activitatea
antioxidanta performanta a acestor compusi [4;102;105]. De accentuat insd ca capacitatea de
inhibare a radicalilor liberi este direct influentatd atat de natura substituentilor cat si de natura
compusului carbonilic.

In 2015 Ilies si colaboratorii [63], au efectuat un studiu asupra proprietitilor antioxidante
a derivatilor piridin-2-carbaldehidei si anume a N-(fenil)-2-(piridin-2-
ilmetiliden)hidrazincarbotioamidei (40 b), prin metodele ABTS si DPPH, in calitate de standard
au fost luate (BHT) butilhidroxitoluen si (BHA) butilhidroxianisol (antioxidanti performanti).

ciz Jf

?/,)‘m A S c11
c3, < CU{ a
B cal ? n2 N4 .(210
Q-
Fig. 1.34. Structura moleculara a N-(fenil)-2-(piridin-2-ilmetiliden)
hidrazincarbotioamidei (40 b) [63]

Din rezultatele obtinute se poate conclude cd N-(fenil)-2-(piridin-2-ilmetiliden)-
hidrazincarbotioamida are capacitatea de inhibare a radicalului DPPH® mai inalta decat a
martorilor, pe cand capacitatea antioxidanta a acestui compus de inhibare a cation-radicalul
ABTS"" a fost mai modesta.

Tabelul 1.6. Rezultatele cercetarii proprietatilor antioxidante a

N-(fenil)-2-(piridin-2-ilmetiliden)hidrazincarbotioamidei

1Cso pM (40 b) BHT BHA
ABTS™ 12,10 10,47 9,67
DPPH' 157,55 >250 34,49
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In 2021, Arora et al. [106], au sintetizat o serie de N-fenilhidrazincarbotioamide derivate
de la benzaldehida substituitd, ulterior compusii sintetizati au fost testati pentru proprietati

antioxidante prin metoda DPPH, in calitate de martor a fost luat acidul ascorbic (antioxidant

performant).
46a) R= 4-Cl
S\\ N=cH E46b; R= 3-OH
C—NH (46¢) R= 3-OCH,
@NH G (46d) R=3-OCH,
(466) R=2-OCH,
(46f) R=2-Cl

(469) R= 3,4-diOCH,
Fig. 1.35. Formula de structura generala a unor
N-(fenil)-2-(benziliden)hidrazincarbotioamide(46a-g)

Rezultatele studiului a evidentiat atat influenta pozitiei radicalilor din inelul benzenic,
provenit din componenta carbonilica cat si natura acestora. In cazul dat capacitatea de inhibare a
radicalilor liberi creste In ordinea: (46a)< (46b) = (46¢) = (46d) = (46¢e) < (46f) = (46g). Compusul
cu cea mai TInaltd activitate antioxidantd a fost (46g) N-fenilhidrazincarbotioamida

3,4-dimetoxibenzaldehidei, care inhiba 77.63 % din radicalii liberi, la concentratia de 400 pg/mL.

Tabelul 1.7. Rezultatele cercetarii proprietatilor antioxidante a

N-(fenil)-2-(benziliden)hidrazincarbotioamidelor (46a-g)

% inh./cifrul 25 ng/mL 50 pg/mL 100 pg/mL 200 pg/mL 400 png/mL
(46a) 25,03 29,18 34,72 39,25 44,70
(46b) 30,75 34,66 39,74 44,64 48,70
(46¢) 33,65 37,90 41,18 45,87 51,39
(46d) 38,90 42,74 46,88 50,56 57,63
(46e) 43,76 47,95 51,72 54,94 58,70
(46f) 51,82 56,21 62,58 69,56 73,25
(460) 56,65 61,74 66,65 71,18 77,63

L-Acid ascorbic 68,69 73,53 78,87 83,24 88,24

Cercetdrile efectuate de Salar et al [107], tin de influenta grupelor suplimentare asupra
activitatii antioxidante, a o serie de derivati ai hidrazincabotioamidei, care au fost evaluate prin
metodele ABTS si DPPH. Activitate antioxidantd mai inaltd au manifestat compusii in structura
carora era prezenta grupa -CHj3 (metil-), fatd de compusii similari care nu o contineau. Studiile de
andocare moleculara pe modul si energia de legare cu situsul activ al a-amilazei, au demonstrat ca

introducerea grupei metil influenteaza benefic interactiunile de legare cu situsul activ al enzimei.
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)k ICso M (46h) (46i) Acid
0 ascorbic
HN NH,

| ABTS™ 1.25 1.85 0.55

N

DPPH* 1.15 1.8 0.4
(46 h) R= CHs
O (@46)R=H Energia de legare, 7.01 5.23 -
Kj

Fig. 1.36. Formula de structura a compusilor (46 h) si (46 i) si rezultatele testarii

proprietatilor antioxidante

Prin urmare rezumand investigatiile efectuate se poate concluziona ca
hidrazincarbotioamidele posedd activitate antioxidantd pronuntatd si asupra potentialului
antioxidant este direct influentatd atat de natura substituentilor ca metil, fenil etc. cat si de natura

compusului carbonilic precum derivatii piridin-2-carbaldehidei si benzaldehidei.
1.4. Abilitatea de coordinare a N-fenilhidrazincarbotioamidelor cu ionii metalici

Hidrazincarbotioamidele sunt considerate compusi polifunctionali, care se remarca prin
structura moleculara si proprietati farmacologice valoroase. Prezenta atomilor donori de electroni,
confera calitatea de liganzi versatili cu o gamd variatd de aplicatii. Datoritd abilitatilor de
complexare, hidrazincarbotioamidele formeaza compusi coordinativi cu metalele 3d, precum si cu
metalele din blocul p, cu proprietati si structuri inedite [14; 23; 24; 37; 104; 105]

N-hidrazincarbotioamidele sunt liganzi organici care conform literaturii de specialitate, au
3 sau 4 atomi donori (in dependenta de structura componentei carbonilice), capabili sd coordineze
la atomul central, de metal [110]:

(a) prin intermediul atomului de azot N (2) azometinic;

(b) prin intermediul atomului de azot N (1) carbotioamidic;

(c) prin intermediul atomului de sulf tiolic -SH sau tionic C=S;

(d) prin intermediul atomului donor prezent in structura fragmentului carbonilic.

In cadrul Departamentului Chimie, USM, sub conducerea Academicianului A. GULEA,
au fost efectuate cercetdri ample, care s-au axat pe conceptul ,designul-ui de noi inhibitori
moleculari ai celulelor de cancer”, in cadrul carora au fost sintetizati un numdr impunator de
compusi coordinativi cu un spectru vast de proprietati biologice.

Structura cristalina a unor compusi coordinativi in baza N-fenilhidrazincarbotioamidei, vor

fi redati ulterior.
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Fig. 1.36. Structura moleculara a compusului coordinativ Ni(L)Cl, in baza N-(3.,4-
dimetilfenil)-2-(piridin-2-ilmetiliden)hidrazincarbotioamidei (47) [111]

In figura 1.36. este reprezentati structura cristalini a compusului coordinativ al Ni(II) cu
N-(3,4-dimetilfenil)-2-(piridin-2-ilmetiliden)hidrazincarbotioamida 47), unde
hidrazincarbotioamida se comportd ca un ligand tridentat, formand legéaturi coordinative prin
atomul de N (2) azometinic, atomul de azot piridinic si atomul de sulf, forma -tiol deprotonat.

In studiul [25] sunt caracterizati compusii coordinativi ai Cu (II) cu o serie de N-n-

metilfenilhidrazincarbotioamide-piridin-2-carbaldehidei.

— —

R4
R-I: /\O
| E_LI.

R2 ;;:h “‘*»H | N R? | «nH,y0
RI O‘\ w. —M :
X N R
# R

R'=H,CH:;: R°=H,CH;; R'=H,CH:; R*=H,CH;: R*=H, CH;: X=CI", NO;: n=12, 4.

Fig. 1.37. Formula generald de structurda a compusilor coordinativi dimerici ai Cu (II),
Cu(L)X in baza N-(n-metilfenil)-2-(piridin-2-ilmetiliden)hidrazincarbotioamidei (48) [25]
In figura 1.37. sunt reprezentate formulele de structurd a unor compusi coordinativi
dimerici ai Cu(Il) cu N-(n-metilfenil)-2-(piridin-2-ilmetiliden)hidrazincarbotioamida (48).
Hidrazincarbotioamida (48) data, coordineazd in calitate de ligand tridentat, coordinand prin

atomul de N (2) azometinic, atomul de azot piridinic si atomul de sulf S, forma -tiol deprotonat.
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Fig. 1.38. Structurile cristaline a compusilor coordinativi Ni(H2L)(L)-C:HsOH (49 a)si
Cu(H:L)(L):C2HsOH (49 b), in baza N-(2,4-dimetilfenil)-(2-hidroxi-3-metoxibenziliden)

hidrazincarbotioamidei [112].

In figura 1.38. sunt reprezentate structurile cristaline ale compusilor coordinativi
monomerici, ai Ni (II) si Cu (II) in baza N-(2,4-dimetilfenil)-(2-hidroxi-3-metoxibenziliden)-
hidrazincarbotioamidei [113], cu un mod deosebit de coordinare a ligandului. In ambele cazuri in
sfera internd sunt doud molecule de ligand neechivalente, una coordinand in calitate de ligand
tridentat dublu deprotonat prin atomii de oxigen O (fenolic), atomul de sulf S, forma -tiol si atomul
de azot N (2) azometinic, pe cand a doua molecula de ligand fiind monodentat - neutru, coordinand

prin intermediul atomului de sulf din gruparea tionica (S=C).
1.5. Concluzii la capitolul 1

1. Introducerea radicalilor fenil in calitate de N-substituenti, In scheletul hidrazincarbotioamidei,
influenteaza asupra activitdtii biologice. Componenta carbonilicd are un rol semnificativ asupra
proprietdtilor anticancer, antimicrobiene precum si antioxidante.

2. Derivatii hidrazincarbotioamidelor poseda potential inalt de inhibare a radicalilor liberi, fapt ce
le conferd calitatea de antioxidanti performanti, iar natura substituentilor influenteaza potentialul
antioxidant.

3. Schemele si strategiile de sinteza cercetate a N-fenilhidrazincarbotioamidelor au in calitate de
materie prima aminele aromatice, cu introducerea fie a grupei tiocarbamoil (-HN-C(S)-NH-), fie
prin intermediul gruparii carbazoil (-NH-C(S)-NH-N=).

4. La proiectarea structurii agentilor farmacologici pe baza N-hidrazincarbotioamidelor, este
recomandata respectarea unor reguli asupra numarului de atomi donori si acceptori de legaturi de
hidrogen, masei moleculare, a coeficientului de partitie si a indicelui de reactivitate, conform

“regulii lui Lipinski ”, conditiilor cdrora se conformeaza majoritatea agentilor terapeutici existenti.
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5. N-fenilhidrazincarbotioamidele reprezinta farmacofori inediti, care manifestd un spectru vast de
proprietati precum: anticancer, antimicrobiene, antioxidante si antivirale etc. Particularitatea de
modelare a structurii reprezintd un factor decisiv in amplificarea proprietatilor farmacofore.

6. Potentialul N-fenilhidrazincarbotioamidelor de a genera compusi coordinativi cu metalele 3d,

in calitatea de ligand mono-, bi- sau tridentat, duce la extinderea aplicatiilor acestor compusi.
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2. MATERIALE SI METODE DE ANALIZA

Reactivii utilizati pentru sinteza N-(n-metilfenil)hidrazincarbotioamidelor, au fost de
provenienta comerciala, de puritate inaltd sau de categoria puri pentru analiza si au fost utilizati cu

sau fara purificare suplimentara.

2.1. Metode fizice de analiza

Determinarea punctului de topire (p. t.). Punctul de topire a substantelor sintetizate a fost
inregistrat la dispozitivul Stuart SMP10. Substantele de analizat au fost initial uscate, prin
dispersarea intr-un strat fin pe o placa de portelan, ulterior fiecare substanta a fost introdusa intr-
un capilar cu diametrul de aproximativ 1 mm, sudat la unul din capete. Cantitate de substanta
introdusa in capilar a fost in jur de 1/3 din inaltimea totald a acestuia. Temperatura de topire a fost

inregistrata in intervalul de temperatura 20-300 °C, cu rezolutia de 1 °C.

Cromatografia pe strat subtire. Reprezinta cea mai accesibild metodd de monitorizare a
reactiilor chimice, de identificare si separare a substantelor chimice, bazatd pe diferenta dintre
coeficientii de repartitie a substantelor analizate [114]. Analizele au fost efectuate pe placi de
cromatografie cu silicagel (Macherey-Nagel, 0.2 mm Silica gel 60 with fluorescent indicator
UV254). Proba a fost luatd cu ajutorul unui capilar din amestecul de reactie sau o proba de
substantd prealabil dizolvata intr-un solvent organic, apoi a fost aplicatd la 0.5 cm distantd de la
marginea de jos a unei placi de cromatografie, sub forma de spot pe o linie imaginara numita start.
Simetric a fost aplicat si martorul, care poate fi de exemplu o substanta initiala luata la reactie sau
mai multe. Ulterior placa a fost uscata la temperatura camerei timp de 5-10 min pentru a se evapora
solventul, dupa care a fost introdusa cu partea inferioard intr-o cuva care contine un solvent sau
amestec de solventi de developare. Nivelul solventului trebuie sa fie sub nivelul liniei de start, in
timp solventul a migrat de-a lungul placii cromatografice, ridicand cu diferite viteze compusii,
separandu-i. Nivelul de sus al solventului numit linia de front, la 0.5 cm distantd de la extrema de
sus a placii. Ulterior placa cromatograficd a fost extrasa din cuva, uscata si developatd prin plasarea

1n camera cu 10d.

Spectroscopia in infrarosu cu transformata Fourier (FT-IR). Spectrele FT-IR au fost

inregistrate la spectrometrul BRUKER ALPHA, in intervalul de lungimi de undi 4000-400 cm!,
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la temperatura camerei, In cadrul laboratorului de cercetdri stiintifice ,,Materiale avansate in
Biofarmaceutica”, al Universitatii de Stat din Moldova [115]. Prelucrarea datelor a fost efectuata

prin programul MestReNova.

Spectroscopia de rezonantd magneticd nucleard ('H-, >C-, ’N RMN). Spectrele RMN au
fost inregistrate la temperatura camerei utilizind spectrometrul BRUKER DRX-400 din cadrul
Institutului de Chimie, al Universitatii de Stat din Moldova, la frecventa de 400 MHz, 100 MHz
si 40.54 MHz respectiv, pentru izotopii 'H, '3C si '°N, iar in calitate de solvent a fost utilizat
(CDs)2S0 (dimetilsulfoxid deuterat) [116]. Toate deplasirile chimice (‘H-, *C-, °N) au fost
prezentate in ppm (parti pe milion) fatd de SiMes (tetrametil silan). Prelucrarea datelor a fost

efectuata prin programul SpinWorks.

Difractia de raze X pe monocristal a fost efectuata cu difractometrul XCALIBUR E CCD
cu o sursd de raze X, Mo-K. grafit-monocromat, din cadrul Institutului de Fizica, al Universitatii
de Stat din Moldova. Cristalele au fost plasate la o distanta de 40 mm fatd de detector CCD.
Determinarea celulei unitare si integrarea datelor a fost realizata folosind pachetul CrysAlis de
Difractia Oxford. Structurile au fost determinate prin metoda patratelor minime in apropieri

anizotrope, pentru atomii de hidrogen, prin programul SHELX-97 [117].

2.2. Metode computationale de cercetare.

In procesul de proiectare de noi compusi cu proprietiti predeterminate, foarte importanti
este posibilitatea de evaluare teoretica initiald a compusilor proiectati. Astfel de metode au fost
numite “ab initio”, adica la etapa de initiere, la inceput.

Drept metodd de evaluare a compusilor proiectati in lucrare a fost selectatd evaluarea,
computationald a tuturor compusilor, pentru corespundere la ,,regula lui Lipinski” sau ,regula
celor cinci” prin instrumentele on-line gratuite Molinspiration [118].

Molinspiration este o organizatie independenta de instrumente software pentru chimie, ce
oferd o gama de instrumente, on-line gratuite, care permit modelarea si procesarea moleculelor,
generarea de tautomeri, fragmentarea moleculara si efectuarea calculelor pentru diferiti parametri
fizico-chimici necesari pentru evaluarea QSAR (legdtura structurd-activitate), precum si proiectare
de medicamente noi. Calculul proprietdtilor moleculare se efectueaza cu instrumentul numit
“Calculul proprietatilor moleculare si predictia bioactivitdtii”, care sprijind cautarea substructurii

sau a similitudinii si cdutarea similaritatii farmacoforilor.
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Fig. 2.1. Interfata instrumentului “Calculul proprietatilor moleculare si predictia

bioactivitatii”, Molinspiration

Pentru explicarea modului de lucru ca exemplu, in caseta de lucru a fost introdusa formula
de structurd a unui compus cercetat, ulterior a fost lansatd comanda “Calcularea proprietatilor

moleculare” si s-au obtinut rezultatele redate in figura 2.2.:

molinspires

mMISMILES: Cclee(C)ee(NC(=S)NN)c1
N-(3,5-dimethylphenyl)hydrazinecarbothioamide

Calculation of Molecular Properties

Molinspiration property engine v2022.08
milogP 0.72
IPSA 50.08
natoms 13
S MW 195.29
nON 3
N)k NH, nOHNH 4
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H H nrotb 3
volume 181.12
molinspirstion)

Get data as text (for copy / paste).

Get 3D geometry BETA

This was request 1 out of 1000 available this month for your site 188.237.133.243
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Fig. 2.2. Rezultatele calculelor cu ajutorul instrumentului“Calculul proprietatilor

moleculare si predictia bioactivitatii”, Molispiration

Rezultatele calculelor sunt prezentate sub forma date pentru mai multi parametri:

v Un parametru chei este LogP- sau coeficientul de partitie octanol-apa, care este
utilizat in studiile QSAR si proiectarea de medicamente, ca indice a lipofilicitatii moleculare.
Calculele teoretice de predictie a lipofilicitatii, se bazeaza pe potrivirea valorilor obtinute in mod

practic pentru un set de fragmente mici cu structura de analizat.
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v TPSA- este aria suprafetei polare a moleculei, un parametru utilizat in predictia
proprietatilor de transport, absorbtie si penetrare membranara a potentialului medicament. Si
reprezintd suma suprafetelor atomilor polari din molecula, ca azot, oxigen, sulf etc.

v natoms- sunt dati numarul total de atomi din molecula de analizat;

Mr- este masa moleculara relativa;

nOH- numarul de acceptori de legaturi de hidrogen (atomi de O si N);
nOHNH- numérul de donatori de legaturi de hidrogen (grupe OH si NH);
nviolations- numarul de incalcari a regulii lui Lipinski sau regula celor 5;

nrotv-numarul de legaturi rotative;

AN NN N NN

volume- volumul molecular.

Andocare moleculara

Andocarea molecularad sau docking-ul, tine de domeniul modelarii moleculare si reprezinta
simularea computationald cu scopul de a prezice afinitatea si modul de asociere dintre o molecula
(receptor) cu o altd molecula (acceptor) pentru formarea unui compus stabil. Andocarea
moleculard este utilizatd in proiectarea rationald a medicamentelor, deoarece se pot identifica
potentialele legaturi inter-moleculare si afinitate de legare a unui farmacofor de tinte biologice
precum: proteine, acizi nucleici, glucide, lipide etc [119].

Studiul de andocare moleculara a fost efectuat cu scopul de a evalua potentialul
antiproliferativ al unor N-(n-dimetilfenil)hidrazincarbotioamide, iar in calitate de proteina tintd a

fost selectata ribonucleotid reductaza RNR, lantul R1 (RNR_R1).
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Fig. 2.3. Structura proteinei RNR pe RCSB Protein Data Bank
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In calitate de martor a fost selectati 3-AP  (2-[(3-aminopiridin-2-
il)metiliden]hidrazincarbotioamida, Triapina) compusul cu proprietdti anticancer pronuntate si
care se afla la testari clinice.

Pentru efectuarea simuldrii interactiunii N-(n-dimetilfenil)hidrazincarbotioamidelor cu
proteina, mai intai a fost obtinuta structura 3D a acesteia, obtinuta prin metoda difractiei de raze
X de monocristal de pe RCSB Protein Data Bank [120].

Pentru stabilirea situsului activ, a fost selectata structura proteinei co-cristalizate cu ligandul nativ,
care a fost salvata in formatul pdb si transferatd in soft-ul BIOVIA Discovery Studio [121]. Ulterior
din structura proteinei au fost eliminate moleculele de apa si toate lanturile identice, pentru a obtine
doar un singur lant si au fost adaugati hidrogenii polari. Apoi au fost stabilite coordonatele (X, y si
z) ale situsului activ, dupa pozitia ligandului nativ, care a fost ulterior eliminat din structura
proteinei. Fisierul cu structura redactatd a proteinei, in format pdb a fost accesat apoi in soft-ul

Autodock Tools pentru preparare ulterioara [122].
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Fig. 2.4. Structura redactata a proteinei in Autodock Tools

Pentru simulare au fost addugate sarcinile Kollman si Gasteiger iar pentru atomii din
structura proteinei a fost atribuit tipul AD4. Ulterior a fost setat Grid al moleculei, unde a fost
selectata structura proteinei de lucru, dupa care a fost salvata in formatul pdbqt. La etapa urmatoare
au fost preparate structurile compusilor de analizat (metoda Avogadro) si salvate in formatul pdb,
apoi accesate in soft-ul Autodock Tools si setat parametrul Torsion Tree, dupd care au salvate in

formatul pdbqt.
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Pentru efectuarea simuldrii interactiunii dintre compusii de analizat si situsul activ al

ribonucleotid reductazei RNR, lantul R1 (RNR_R1), a fost utilizat soft-ul Autodock Vina [123].

Fig. 2.5. Simularea interactiunii N-(2,4-dimetilfenil)hidrazincarbotioamidei (84) cu
fragmentul activ al RNR, lantul R1 (RNR_R1)

2.3. Metode de testare a activitatii biologice in vitro.

a) Activitatea anticancerigena

Cancerul mamar MCF-7 (Michigan Cancer Foundation-7)

Linia celulara de cancer mamar MCF-7, a fost obtinutd din Colectia de culturi American
Type Culture Collection (ATCC, Manassas, VA). Celulele au fost incubate la 37 °C, in atmosfera
cu umiditatea 95 % si 5 % CO», timp de 24 de ore, plasate In placi cu 96 de godeuri (1104 celule
per godeu), in mediu de cultura (volum total de 90 pL). Substantele de analizat au fost dizolvate
in metanol (concentratia de 10 uM). Apoi solutiile de analizat cat si Doxorubicina (Novopharm,
Toronto, Canada) ca martor, au fost diluate in concentratii multiple cu medii de cultura ulterior au
fost adaugate a cate 10 pL in fiecare godeu si incubate timp de 24, 48 si 72 de ore. Ulterior a fost
efectuat testul MTT, unde s-a adaugat MTS (3-((4,5-dimetiltiazol-2-i1)-5-(3-carboximetoxifenil)-
2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazoliu) si 10 pL solutie salind tamponatd cu fosfat, la fiecare godeu si
incubate timp de 4 ore. Incubarea a permis reducerea dehidrogenazei mitocondriale la un produs
formazan insolubil, care a fost separat si dizolvat prin adaugare de 100 pl DMSO, obtinandu-se
culoarea purpurie. Placile au fost ulterior analizate la 490 nm utilizand un cititor de micro placi
Tecan M-200 (Mnnedorf, Elvetia) iar valorile ICso au fost calculate folosind GraphPad Software-
ul Prism 6. Selectivitatea pentru celulele canceroase fatd de celulele normale a fost calculat prin
impartirea 1Cso obtinut pentru celulele normale MCF-10A la ICso obtinut pentru celulele
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canceroase MCF-7. Valorile reprezintd media a doud experimente realizate in trei repetari

[124][125].

Leucemia umana HL-60 (Human leukemia cells)

Linia de celule de leucemie umana HL-60 a fost obtinuta din Colectia de culturi American
Type Culture Collection (ATCC, Rockville, MD, SUA). Celulele au fost cultivate Tn mod obisnuit
in suspensie 90 % RPMI-1640 (Sigma Saint Louis, SUA) cu continut de L-glutamind (2 nM),
antibiotice (penicilind 100 Ul/mL si streptomicina 100 uM/mL) si 10% (v/v) FBS (origin fetal
bovine serum), incubate In atmosfera cu umiditatea 95 % si 5 % COo, la 37 °C. Celulele au fost
mentinute in fazd omogena, prin amestecare de 2 ori pe saptdmana si diluarea cu mediu de crestere
RPMI-1640 (contine glucoza, indicator de pH, saruri, aminoacizi si vitamine) care contine 10 %
FBS. Celulele au fost plasate in placi cu 96 de godeuri (Becton Dickinson and Company, Lincoln
Park, NJ, SUA) in mediu de culturd (volum total de 100 uL). Substantele de analizat au fost
dizolvate in etanol (concentratia de 10 uM). Apoi solutiile de analizat cat si Doxorubicina
(Novopharm, Toronto, Canada) ca martor, au fost diluate In concentratii multiple cu medii de
cultura ulterior au fost addugate a cate 10 uL in fiecare godeu si incubate timp de 24, 48 si 72 de
ore. Ulterior a fost efectuat testul MTT, unde s-a adaugat MTS (3-((4,5-dimetiltiazol-2-i1)-5-(3-
carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazoliu) si 20 pL solutie salind tamponata cu fosfat, la
fiecare godeu si au fost incubate timp de 4 ore. Incubarea a permis reducerea dehidrogenazei
mitocondriale la un produs formazan insolubil, care a fost separat si dizolvat prin adaugare de 100
pl DMSO, obtinandu-se culoarea purpurie. Plicile au fost ulterior analizate la 490 nm utilizand un
cititor de micro placi molecular (Devices, Sunnyvale, CA) iar valorile ICso au fost calculate
folosind GraphPad Software-ul Prism 6. Selectivitatea pentru celulele canceroase fata de celulele
normale a fost calculat prin Impartirea ICso obtinut pentru celulele normale la ICso obtinut pentru

celulele canceroase. Valorile reprezinta media a doua experimente realizate in trei repetari [126].

Adenocarcinom de prostata LNCaP (Lymph Node Carcinoma of the Prostate)

Linia de celulele de cancer de prostatd uman LNCaP, obtinute din Colectia American Type
Culture Collection (ATCC, Manassas, VA) au fost cultivate in formad de suspensie in mediul
RPMI-1640 (Sigma Saint Louis, SUA) cu continut de L-glutamind (2 nM), antibiotice (penicilina
100 UI /mL st streptomicina 100 uM/mL) si 10 % (v/v) FBS (origin fetal bovine serum), incubate
in atmosfera cu umiditatea 95 % si 5 % COa, la 37 °C. Celulele au fost plasate 1n placi cu 96 de

godeuri (Becton Dickinson and Company, Lincoln Park, NJ, SUA) 10.000 celule pe 100 pL mediu
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de culturd/ 24 de ore. Substantele de analizat au fost dizolvate in etanol (concentratia de 10 uM).
Apoi solutiile de analizat cat si Doxorubicina (Novopharm, Toronto, Canada) ca martor, au fost
diluate In concentratii multiple cu medii de cultura ulterior au fost adaugate a cate 10 pL 1n fiecare
godeu si incubate timp de 24, 48 si 72 de ore. Ulterior a fost efectuat testul MTT, unde s-a adaugat
MTS (3-((4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazoliu) si 20 uL
solutie salind tamponata cu fosfat, la fiecare godeu si au fost incubate timp de 4 ore. Incubarea a
permis reducerea dehidrogenazei mitocondriale la un produs formazan insolubil, care a fost separat
st dizolvat prin adaugare de 100 pl DMSO, obtinandu-se culoarea purpurie. Placile au fost ulterior
analizate la 490 nm utilizdnd un cititor de micro placi molecular (Devices, Sunnyvale, CA) iar
valorile 1Cso au fost calculate folosind GraphPad Software-ul Prism 6. Selectivitatea pentru
celulele canceroase fatd de celulele normale a fost calculat prin impartirea ICso obtinut pentru
celulele normale la ICso obtinut pentru celulele canceroase. Valorile reprezintd media a doua

experimente realizate in trei repetari [127].

Adenocarcinom cervical HeLa (Henrietta Lacks)

Linia de celulele de cancer cervical HeLa obtinute din Colectia American Type Culture
Collection (ATCC CCL-2), au fost cultivate in mediul ca monostraturi in mediu Eagle modificat
Dulbecco (D-MEM), glucoza (Invitrogen), contindnd L-glutamind, fractiunea albumind bovina
(V7,5 %) 0,2 %/ v/v (Invitrogen), tampon HEPES (N-acidsulfonic-2-hidroxietilpiperazin-N'-2-
etan) 20 mM (Invitrogen), antibiotice (penicilind 100 UI /mL si streptomicina 100 pM/mL)
(Invitrogen) si suplimentat cu 10 % FBS (ser fetal bovin iradiate) (Cambrex) in conditii de cultura
(2 % CO2, 78 % aer in camera umidificat la 37 °C). Celulele au fost tripsinizate cu Tripsina
(tripsind-EDTA, acid etilendiaminotetraacetic) (Invitrogen) concentratia 0,05 % si numarate la
microscopul inversat (OLYMPUS). Testul de proliferare celulara a fost realizat folosind Resazurin
(sare de sodiu al 7-hidroxi-3H-phenoxazin-3-ona-10-oxid, SIGMA- Aldrich), care a permis
masurarea numarul de celule viabile. Celulele au fost plasate in placi cu 96 de godeuri (Becton
Dickinson and Company, Lincoln Park, NJ, SUA), 104 celule per godeu, 100 pL celule mediu de
culturd timp de 24 de ore. Substantele de analizat au fost dizolvate in DMSO (dimetilsulfoxid)
concentratia de 10 pM. Apoi solutiile de analizat cat si Doxorubicina (SC Balkan Pharmaceuticals
SRL) ca martor, au fost diluate in concentratii multiple cu medii de cultura ulterior au fost addugate
a cate 10 pL 1n fiecare godeu si incubate timp de 24 de ore. Ulterior a fost facut testul Resazurin,
care este 0 metodd de masurare rapida si sensibila pentru viabilitatea celulelor, dat fiind faptul ca

celulele vii sunt active metabolic si sunt capabile sd reducd Resazurina slab fluorescent la
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Resorufin intens fluorescent (a se vedea fig. 2.3.). Valoarea fluorescentei este proportionald cu
numadrul de celule viabile iar aceasta permite, de asemenea, calcularea ratei de proliferare a

celulelor capabile de diviziune celulara consecutiva.

c|>
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RESAZURIN RESORUFIN
slab fluorescent intens fluorescent

Fig. 2.6. Reducerea Resazurinei la Resorufin

Testul Resazurin s-a efectuat prin adaugarea a cate 20 pl de solutie de Resazurina la fiecare
godeu si au fost incubate timp de 4 ore. Ulterior, absorbanta a fost citita la 570 nm filtre si 600 nm.
Masuratoarea a fost facutd de catre cititorul hibrid imagistica (Synergy H1, Biotek). Inhibarea

procentuald a fost calculata conform formulei:

100-((Abs570nm proba *Abs600nm)/(AbsS70nm de control-Abs600nm control)x100)
Valorile ICso au fost evaluate prin programul GraphPad Prism [128] [129].

Adenocorcinom pancreatic BxPc-3 (Biopsy xenograft of Pancreatic Carcinoma line-3)

Linia de celulele de adenocorcinom pancreatic BxPc-3, obtinute din Colectia American
Type Culture Collection (ATCC, CRL-1687) au fost cultivate in formad de suspensie in mediul
RPMI-1640 (Sigma Saint Louis, SUA) cu continut de L-glutamind (2 nM), antibiotice (penicilind
100 UI/mL si streptomicina 100 pg/mL) si 10 % (v/v) FBS (origin fetal bovine serum), incubate
in atmosfera cu umiditatea 95 % si 5 % COg, la 37 °C. Celulele au fost plasate in placi cu 96 de
godeuri (Becton Dickinson and Company, Lincoln Park, NJ, SUA), 10.000 celule per 100 uL
mediu de cultura timp de 24 de ore. Celulele au fost plasate in placi cu 96 de godeuri (Becton
Dickinson and Company, Lincoln Park, NJ, SUA), 104 celule per godeu, 100 pL celule mediu de
cultura timp de 24 de ore. Substantele de analizat au fost dizolvate in DMSO (dimetilsulfoxid)
concentratia de 10 pM. Apoi solutiile de analizat cat si Doxorubicina (SC Balkan Pharmaceuticals
SRL) ca martor, au fost diluate Tn concentratii multiple cu medii de cultura ulterior au fost adaugate
a cate 10 pL in fiecare godeu si incubate timp de 24 de ore. Ulterior a fost facut testul Resazurin,

prin adaugarea a cate 20 pl de solutie de Resazurind la fiecare godeu si incubare timp de 4 ore.
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Ulterior, absorbanta a fost citita la 570 nm filtre si 600 nm. Masuratoarea a fost facuta de catre

cititorul hibrid imagistica (Synergy H1, Biotek). Inhibarea procentuala a fost calculatd conform

formulei:

100-((Abs570nm proba *Abs600nm)/(Abs570nm de control-Abs600nmcontrol)x100)
Valorile ICso au fost evaluate prin programul GraphPad Prism [129].

Miosarcoma tesutului muscula RD (Rabdomiosarcoma)

Linia de celulele de miosarcoma tesutului muscular RD, obtinute din Colectia American
Type Culture Collection (ATCC, CCL-136) au fost cultivate in forma de suspensie in mediu Eagle
Dulbecco (D-MEM) modificat, glucoza (Invitrogen), continand L-glutamina, fractiunea albumina
bovind (V7,5 %) 0,2 %/ v/v (Invitrogen), tampon HEPES (N-acidsulfonic-2-hidroxietilpiperazin-
N'-2-etan) 20 mM (Invitrogen), antibiotice (penicilina 100 UI /mL si streptomicina 100 pM/mL)
(Invitrogen) si suplimentat cu 10 % FBS (ser fetal bovin iradiate) (Cambrex) in conditii de cultura
(2 % CO2, 78 % aer, temperatura de 37 °C). Celulele au fost tripsinizate cu Tripsina (tripsina-
EDTA, acid etilendiaminotetraacetic) (Invitrogen) concentratia 0,05 % si numarate la microscopul
inversat (OLYMPUS). Substantele de analizat au fost dizolvate in DMSO (dimetilsulfoxid)
concentratia de 10 uM. Apoi solutiile de analizat cat si Doxorubicina (SC Balkan Pharmaceuticals
SRL) ca martor, au fost diluate in concentratii multiple cu medii de cultura, ulterior au fost
adaugate a cate 10 pL in fiecare godeu si incubate timp de 24 de ore. Ulterior a fost facut testul
Resazurin, prin adaugarea a cate 20 ul de solutie de Resazurind la fiecare godeu, apoi incubate
timp de 4 ore. Ulterior, a fost cititd absorbanta la 570 nm filtre si 600 nm. Masuratoarea a fost
facutd de catre cititorul hibrid imagistica (Synergy H1, Biotek). Inhibarea procentuald a fost

calculata conform formulei:

100-((Abs570nm proba *Abs600nm)/(Abs570nm de control-Abs600nmcontrol)*x100)
Valorile ICso au fost evaluate prin programul GraphPad Prism [129].

Testarea toxicitatii fata de celulele epiteliale renale normale MDCK (Madin-Darby
canine kidney)

Linia de celule epiteliale renale normale MDCK, obtinute din Colectia American Type
Culture Collection (ATCC, CCL-34), care au fost cultivate in forma de suspensie in mediul Eagle
Dulbecco modificat (D-MEM), glucoza (Invitrogen), continand L-glutamina, fractiunea albumina

bovinad (V 7,5 %) 0,2 %/ v/v (Invitrogen), tampon HEPES (N-acidsulfonic-2-hidroxietilpiperazin-
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N'-2-etan) 20 mM (Invitrogen), antibiotice (penicilind 100 UI /mL si streptomicina 100 pM/mL)
si suplimentat cu 10 % FBS (ser fetal bovin iradiate) (Cambrex) 1n conditii de culturd (2 % CO2,
78 % umiditate, la 37 °C). Celulele au fost tripsinizate cu Tripsina (tripsind-EDTA, acid
etilendiaminotetraacetic) (Invitrogen) si numdrate la microscopul inversat (OLYMPUS).
Substantele de analizat au fost dizolvate in DMSO (dimetilsulfoxid) concentratia de 10 uM. Apoi
solutiile de analizat cat si Doxorubicina (SC Balkan Pharmaceuticals SRL) ca martor, au fost
diluate In concentratii multiple cu medii de cultura ulterior au fost adaugate a cate 10 pL 1n fiecare
godeu si incubate timp de 24 de ore. Ulterior a fost facut testul Resazurin, prin adaugarea a cate
20 pl de solutie de Resazurind la fiecare godeu, apoi incubate timp de 4 ore. Ulterior, a fost
masuratd absorbanta la 570 nm filtre si 600 nm. Masuratoarea a fost facutd de céatre cititorul hibrid
imagistica (Synergy H1, Biotek). Inhibarea procentuald a fost calculatd conform formulei:
100-((Abs570nm proba*Abs600nm)/(Abs570nm de control-Abs600nmcontrol)x100)
Valorile ICso au fost evaluate prin programul GraphPad Prism [129]

b) Activitatea antioxidanta
Metoda ABTS
Metoda ABTS este consideratdi o metodd simpla pentru determinarea activitatii

antioxidante a unui compus nou sintetizat [130].

CH3 CH3
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Fig. 2.7. Mecanismul ipotetic de obtinere a radical-cationului ABTS™.

Activitatea antioxidanti a fost efectuati la concentratii cuprinse intre 10~ - 107" mol/L, prin
intermediul metodei de inhibare a cation-radicalilor utilizind acidul 2,2'-azino-bis (3-
etilbenzotiazol-6-sulfonic) (ABTS) comparatd cu activitatea antioxidantd a acidul 6-hidroxi-
2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilic (Trolox) derivat al vitaminei E, utilizat in medicind ca
substantd etalon pentru determinarea activitatii antioxidante ale compusilor atat naturali cat si
sintetici [32]. Determinarea activitatii antioxidante a fost efectuata prin metoda spectrofotometrica.

Radical-cationul ABTS*" s-a obtinut la interactiunea 7 uM de ABTS cu 2.4 uM K>S>0s, care a fost
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incubat timp de 12 ore la temperatura de 25 °C. Solutia de lucru a fost diluata ulterior cu solutie
tampon acetat pana la pH=6.5. Substantele de analizat au fost dizolvate in DMSO (dimetilsulfoxid)
concentratia de 10 uM, apoi a cate 20 pL de fiecare substantd au fost transferate pe o placa de
microtitrare cu 96 godeuri, unde a fost adaugata cu modulul de distribuire a cititorului hibrid (Sinergy
H1, Biotek) 180 uL de solutie de lucru ABTS**, dupa 30 de minute de incubare la 25°C a fost masurata
absorbanta la lungime de unda de 734 nm. Inhibarea procentuala a ABTS* a fost calculat dupa
formula:

% inhibitie = [(Ao-A1)/A0]*100%
unde Ay este valoarea absorbantei controlului, A; este absorbanta probei dupa incubare.

In calitate de indicator pentru activitatea antioxidanta a fost luatd concentratia de inhibare

semimaximala 1Cso.

Metoda DPPH

Metoda DPPH presupune utilizarea unui radical stabil precum DPPH® (2,2-difenil-1-
picrilhidrazil), care are un electron impar si poate fi detectat la lungimea de unda 517 nm, unde
prezintd o banda de absorbtie puternicd. La interactiunea cu un compus antioxidant, se reduce iar
culoarea solutiei din violet intens devine galben pal, iar intensitatea de absorbtie scade.

Metoda DPPH este utilizata pentru a determina activitatea antioxidanta a unui compus nou
sintetizat, prin masurarea capacitatii unui antioxidant de a reduce radicalul DPPH" (2,2-difenil-1-
picrilhidrazil) prin transfer de hidrogen. Reducerea radicalului DPPH" este masurata prin metoda

spectrofotometrica la 517 nm (Amax DPPH").
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Fig. 2.8. Mecanismul de interactiune a DPPH cu antioxidantul
Activitatea antioxidanti a fost efectuati la concentratii cuprinse intre 10~ - 107" mol/L, prin

intermediul metodei de inhibare a radicalilor liberi utilizand 2,2-difenil-1-picrilhidrazil-ul [131],
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comparatd cu activitatea antioxidantd a acidul 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilic
(Trolox) derivat al vitaminei E, utilizat Tn medicind ca substantd etalon pentru determinarea
activitatii antioxidante ale compusilor atit naturali cat si sintetici. Substantele de analizat au fost
dizolvate In DMSO (dimetilsulfoxid) concentratia de 10 uM, apoi a cate 20 pL de fiecare au fost
transferate pe o placa de microtitrare cu 96 godeuri, unde cu a fost adaugatd cu modulul de
distribuire a cititorului hibrid (Sinergy H1, Biotek) solutie metanolica de 0.004% DPPH", dupa 30
de minute de incubare la 25°C a fost masuratd absorbanta la lungime de unda de 517 nm. Inhibarea
procentualda a DPPH" a fost calculat dupa formula:
% inhibitie = [(Ao-A1)/A0]*100%

unde Ay este valoarea absorbantei controlului, A; este absorbanta probei dupa incubare.

2.4. Metode de testare a activitatii antimicrobiene

Activitatea antibacteriana

Studiile ce tin de activitatea antibacteriana in vitro, a unor substantelor sintetizate au fost
efectuate fatd de microorganismele: Staphylococcus aureus (S. aureus G+, ATCC®25923™),
Escherihia coli (E. coli G-, ATCC®259™), Klepsiella pneumonae (K. pneumonae, G-,
ATCC®13883™), si Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa, G-, ATCC®27853 ™) prin
metoda dilutiilor in succesive, in mediul nutritiv lichid de bulion peptonat din carne cu concentratia
de 2% la un pH=7,0, care au fost crescute initial pe geloza timp de 18 ore si apoi spalate cu solutie
izotonica de NaCl si diluate pand la nivelul standardului optic de turbiditate cu obtinerea
inoculatelor ce contin 1 mL de corpi microbieni in 1 mL de mediu. Substantele de analizat au fost
dizolvate in DMSO (dimetilsulfoxid) concentratia de 10 pg/mL si adaugate a cate 1,5 mL in tuburi.
Ulterior au fost insamantate cu culturi de microorganisme cu doza de 500 de mii de
microorganisme la 1 mL de mediu nutritiv, apoi au fost agitate si termostatate la temperatura de
37 °C timp de 24 ore. In calitate de control au servit tuburile cu medii de cultura in care nu au fost
introduse substante de cercetat.

Evaluarea activitatii bacteriostatice (concentratia minima de inhibitie (CMI)) s-a calculat
ca fiind cea mai micd concentratie care a inhibat cresterea microorganismelor, efectuatd vizual,
conform lipsei cresterii microorganismelor in mediul nutritiv lichid. Activitatea bactericida
(concentratia minima bactericidd CMB)) a fost evaluata conform metodei standard, descrisa in
literatura de specialitate [132] si s-a determinat in baza lipsei cresterii microorganismelor dupa

insimantarea repetati pe gelozi peptonati si termostatare ulterioara timp de 24 si 48 de ore. In
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calitate de substantd de comparatie a servit Furacilina (CMI=3.7-4.6 ng/mL), pentru

microorganismele gram negative [133] si cele gram pozitive [134].

Activitatea antifungica

Studiile ce tin de activitatea antifungica in vitro, a unor substante sintetizate au fost
efectuate fati de tulpina de fungi Candida albicans (C. albicans, ATCC®10231™),

Initial a fost efectuat screening-ul activitatii antifungice a substantelor de analizat fata de
tulpina de fungi Candida albicans (C. albicans, ATCC®10231™), prin metoda difuziei in gelozi
[135]. Toti compusii au fost standardizati la concentratia de 10 mg/mL, doza de testare 1 mg de
substanta pe disc. Aparitia zonelor de inhibitie a cresterii tulpinilor de fungi Candida albicans (C.
albicans, ATCC®10231™) pe mediul Sabouraud cu gelozi, a determinat cercetarea in continuare
a compusilor sintetizati. Activitatea antifungica in vitro fata de tulpina de fungi Candida albicans
(C. albicans, ATCC®10231™) a fost cercetatd prin metoda standardizati EUCAST Def. 7.1.
(European Committee of Antifungal Susceptibility Testing), care presupune dilutii binare
descrescande de antifungice [136].

Mediul de testare utilizat a fost RPMI-1640 ((Sigma Saint Louis, SUA) cu continut de L-
glutamina (2 nM), antibiotice (penicilind 100 UI/mL si streptomicina 100 pg/mL) si 10 % (v/v)
FBS (origin fetal bovine serum) un indicator de pH=6.8, fara bicarbonat, suplimentat cu glucoza
la o concentratie finala de 2%. Pentru pregatirea mediului nutritiv dublu concentrat s-a utilizat
concentratia de 20 g/L. Testarea a fost efectuata in tuburi de 5 mL, iar pentru fiecare compus au
fost preparate 10 tuburi, in 8 au fost introduse a cate 1,5 mL de dilutii binare a compusului testat,
in mediu nutritiv dublu concentrat, iar in 2 tuburi aceeasi cantitate de mediu in calitate de martor.
Inoculul continea intre 1*10° si 2,5%10° UFC/mL (unitati formatoare de colonii intr-un mililitru
de solutie). Apoi fiecare tub a fost inoculat cu 1,5 mL suspensie de fungi. Incubarea tuburilor s-a
realizat fara agitare, la 37 °C, timp de 48 ore. Rezultatul final a fost citit la spectrofotometru (PG
Instruments UVVIS T80) la lungimea de unda de 530 nm. CMI-ul (concentratia minima de
inhibitie) s-a calculat ca fiind cea mai micd concentratie care a inhibat cresterea tulpinilor de fungi,
comparativ cu martorul. Activitatea substantelor studiate fata de tulpina de fungi Candida albicans
(C. albicans, ATCC®10231™) a fost comparati cu activitatea Itraconazol-ului si cea a

Ketoconazol-ului (preparate medicamentoase utilizate in tratamentul micozelor).
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2.4. Concluzii la capitolul 2

1. Pentru confirmarea veridicitatii compusilor sintetizati au fost selectate metodele spectrale de
analiza 'H-, 13C-, >’N RMN; pentru confirmarea prezentei grupelor functionale si monitorizarea
reactiilor chimice - F7-IR; puritate compusilor dar si monitorizarea reactiilor chimice - CSS
(cromatografie in strat subtire), iar pentru cercetarea structurii chimice ce tine de lungimea
legaturilor interatomice, prezentd legaturilor inter si intra moleculare, conformatiei - difractia de
raze X pe monocristal.

2. Evaluarea computationala a compusilor proiectati, pentru corespundere la regula lui Lipinski a
fost efectuata prin instrumentele on-line gratuite Molinspiration.

3. Pentru evaluarea proprietatilor farmacofore a fost selectatd metoda de andocare moleculara, iar
in calitate de proteina tinta a fost selectata ribonucleotid reductaza RNR, lantul R1 (RNR_R1).

4. Pentru evaluarea activitatii anticancer ,,in vifro”, a unor compusi sintetizati, au fost selectate
linii de celule de cancer precum: HelLa (adenocarcinomul cervical, de col uterin), BxPc-3
(adenocarcinomul pancreatic uman), RD (miosarcoma tesutului muscular), cancer HL-60
(leucemie umana), MCF-7 (adenocarcinom mamar) si LNCaP (adenocarcinom de prostatd).
Toxicitatea a fost evaluata fatd de linia de celule normale MDCK (Madin-Darby Canin Kidney,
celule sanatoase).

5. Pentru evaluarea activitatii antibacteriane ,, in vitro”, a unor compusi sintetizati au fost selectate
microorganismele Gram pozitive (+): Staphylococcus aureus si Gram negative (-): Klepsiella
pneumonae, Escherichia coli s1 Pseudomonas aeruginosa, iar activitatea antifungica ,,in vitro” a
unor compusi a fost studiata fata de tulpinile de fungi: Candida albicans.

6. Pentru evaluarea potentialului antioxidant, de inhibarea a radicalilor liberi, au fost selectate

metodele ABTS si DPPH, ca fiind metode accesibile, sigure si cu timp moderat de efectuare.
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3. SINTEZA, CARACTERIZARE SI CERCETAREA UNOR N-(n-
METILFENIL)HIDRAZINCARBOTIOAMIDE

Un farmacofor reprezinta un set de atomi sau grupari functionale capabile sa formeze
legaturi cu “receptorii” si prin urmare sa induca un raspuns fiziologic [7]. Amplificarea activitatii
biologice, prin modificarea structurald cat si prin combinarea grupdrilor sau fragmentelor
farmacofore, reprezintad o cale demna de urmat.

Hidrazincarbotioamidele reprezintd substante cu un spectru larg de proprietati, aplicatiile
farmacologice ale carora, au fost dezvoltate intens in ultimele decenii, avand la baza
particularitatea de modelare a structurii moleculare, care a contribuit esential la valorificarea
acestora [109]. Hidrazincarbotioamidele precum si precursorii sdi azometinici, tioureele [ 137] sunt
compusi care contin grupa farmacoforica (>N—C(S)-N<) si prezintd un interes farmacologic
considerabil, datoritd proprietdtilor biologice pe larg studiate precum: antioxidante [138],

anticancerigene [139], antibacteriene [114; 116] si antifungice [115; 117] etc.

R= grupe -CH,in numar de 1, 2 sau 3

Fig. 3.1. Design-ul N-(n-metilfenil)hidrazincarbotioamidelor proiectate

3.1. Strategia generalizata de sinteza a N-(n-metilfenil)hidrazincarbotioamidelor

Cercetarile efectuate asupra proprietdtilor biologice, au permis formarea unei strategii
asupra ,,constructiei de noi inhibitori moleculari”. Investigatiile ce tin de fragmentul lipofilic,
inelul benzenic in cazul dat, au dus la concluzia cd nu doar pozitia radicalilor din inelul benzenic
influenteaza asupra proprietatilor biologice dar si natura acestora. Strategia de proiectare de noi
N-fenilhidrazincarbotioamide, a presupus introducerea grupei cu un volum molecular mic, donora
de electroni, precum grupa CH3z metil, in numar de 1, 2 si 3, in diferite pozitii ale inelului benzenic

(a se vedea figura 3.2.)
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Fig. 3.2. Formulele de structura a N-substituentilor a

N-(n-metilfenil)hidrazincarbotioamidelor proiectate

Analiza literaturii stiintifice privind sinteza N-(n-metilfenil)hidrazincarbotioamidelor
proiectate, a permis structurarea unei scheme optimizate de sinteza, prin succesiunea unor reactii

chimice, utilizdnd materie prima accesibild, cu toxicitate moderata si conditii optime de executare

i) ii) @\ i
_C_ _NH,
CHs R R NH  NH
N N
" CH, e

~s i

(a se vedea figura 3.3.):

).
R R

~

@)

I5| 1

Fig. 3.3. Schema generala de sinteza a N-(n-metilfenil)hidrazincarbotioamidelor,

R=-CH;3;

i) Sinteza N'-aril-N,N-dimetiltioureelor a fost efectuata la interactiunea dintre aminele
aromatice corespunzatoare cu disulfura de tetrametiltiuram (DTMT);
ii) Sinteza n-metilfenilizotiocianatilor a fost efectuata prin descompunerea N'-aril-N,N-

dimetiltioureelor la actiunea acidului clorhidric HCI concentrat;
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iii) Sinteza N-(n-metilfenil)hidrazincarbotioamidelor a fost efectuata la interactiunea n-
metilfenilizotiocianatilor cu monohidratul de hidrazina.

Pe langa aspectele structurale insd, un rol nu mai putin important il joaca si proprietatile
fizico-chimice ale compusilor noi creati. Lipofilicitatea este o proprietate fizico-chimica posibil
cea mai importantd a unui potential medicament, deoarece afecteaza absorbtia compusului sau asa
numita penetrare membranard, interactiunile farmacofor-receptor, metabolismul moleculelor, dar
si toxicitatea [ 144]. LogP sau coeficientul de partitie octanol-apa, este un coeficient utilizat la etapa
initiala n procesul de dezvoltare sau proiectare rationald a compusilor farmacologici, dar si un
parametru cheie in studiile teoretice [145]. LogP este o componentd esentiald a “regulii lui
Lipinski” [79], care poate fi determinat atat practic, in laborator, cat si teoretic prin intermediul

programelor computationale. Anexa 2 p.153.

Valorile calculate teoretic a logP, pe clase de compusi

2,50 m2-Me
m 3-Me
2,00 4-Me
1,50 2,3-diMe
m 2.4-diMe
1,00 m 2,5-diMe
0,50 m 2,6-diMe
-_ m 3 4-diMe
0,00 m 3,5-diMe
1 2 )
-0,50 m 2,4,6-triMe

Fig. 3.4. Valorile calculate teoretic a logP prin programul Molinspiration,
pe clase de compusi

Unde 1 sunt (N’-(n-metilfenil)-N, N-dimetiltioureele) si 2 sunt (N-(n-metilfenil)-hidrazincarbotioamidele)

proiectate. Valorile calculate teoretic, prin programul Molinspiration, detaliate sunt date in Anexa 2, p. 153.

In urma evaluirii teoretice a logP, coeficientului de lipofilicitate a compusilor proiectati
pentru  sintezd, a N'-(n-metilfenil)-N,N-dimetiltioureelor (1) si  N-(n-metilfenil)-
hidrazincarbotioamidelor (2), se poate conclude ca toti compusii au un coeficient de lipofilicitate
optim, cuprins in limitele -0.5-2.5. De mentionat ca au fost evaluati toti parametri stipulati in
“regula lui Lipinski” si toate valorile obtinute se incadreaza in limitele recomandate. (Anexa 2, p.

153). Aceste rezultate sugereaza ca compusii proiectati pentru sinteza manifesta potential biologic.
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3.2. Sinteza N'-(n-metilfenil)-N,N-dimetiltioureelor

Cercetarile asupra interactiunii DTMT cu arilaminele, au elucidat factorii care influenteaza
asupra vitezei si randamentului de reactie, precum natura solventului, cantitatea reagentilor si
temperatura la care se petrece reactia. Conform studiilor abordate, in solventi polari dar si la o
temperaturd de peste 80 °C, reactia decurge cu o vitezi mai mare. In consecinti, in calitate de
solvent a fost luat n-propanolul, deoarece este polar si are temperatura de fierbere 97-98 °C dar si
solubilitatea scazuta a sulfului format in procesul de reactie in calitate de produs secundar. Ce tine
de cantitate reagentilor, din studiile efectuate pentru a mari randamentul, DTMT se va lua 1n exces,
din cauza reactiilor secundare care se petrec. Sinteza N'-(n-metilfenil)-N,N-dimetiltioureelor
(60-69) a fost efectuatd avand ca materie prima aminele aromatice corespunzatoare, conform

schemei de sinteza generale:

NH

2 S CH
N /3
)L n- propanol /C—N\
s + 12, o / ~ A H,st R@NH CH,
|| “NH, (CH,),
S CH3
-S (60) R=2-CHs  (65) R=2,5-diCH3

(50)R=2-CHs  (55) R=2,5-diCH;
(51)R=3-CHs  (56) R= 2,6-diCH3
(52) R=4-CHs  (57) R= 3,4-diCHs
(53) R= 2,3-diCHs (58) R= 3,5-diCH3
(54) R= 2,4-diCHs (59) R= 2,4,6-triCH3

Fig. 3.5. Schema de sinteza a N'-(n-metilfenil)-N,N-dimetiltioureelor (60-69) [146]

(61)R=3-CHs  (66) R=2,6-diCH,
(62)R=4-CHs  (67) R= 3,4-diCH3
(63) R= 2,3-diCH5 (68) R= 3,5-diCH;
(64) R= 2,4-diCH5 (69) R= 2,4,6-triCH;

Tinand cont de cele relatate anterior, amestecul format din n-metil-anilina si disulfurd de
tetrametiltiuram (DTMT), raportul molar de 2 :1.2, a fost dizolvat in propan-1-ol (calculat de 1g
de substanta - 5 ml solvent), addugat intr-un balon termorezistent, ajustat cu un refrigerent si plasat
intr-un cuib de incalzire cu temperaturd reglabild. Amestecul a fost refluxat timp de 2-4 ore (in
dependentd de structura n-metilanilinei (50-59)), (a se vedea Tabelul 2.1., p. 78), la temperatura
de 97-100 °C. Dupa un timp (20-30 min.) a fost semnalatd schimbarea culorii amestecului (a
devenit brun) si aparitia unui precipitat galbui (sulf). Sfarsitul reactiei a fost determinat cu ajutorul
CSS (cromatografiei in strat subtire), eluent benzen : acetond (5:1). Solutia fierbinte a fost
decantata, pentru a indeparta o parte din sulful depus sub forma de precipitat, apoi plasata in baie
cu gheatd pentru racire si precipitare. Tioureea formata a fost filtrata prin palnia Biichner cu disc
fretat si spdlatd cu propan-1-ol rece. Ulterior pentru a separa resturile de sulf, tioureea a fost
dizolvata in solutia de HCI, filtratd si apoi neutralizata cu solutie de NaHCO3, la pH=7. Cristalele

formate au fost filtrate prin palnia Biichner cu disc fretat, apoi recristalizate din etanol rece si
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uscate 1n exsicator cu vid. N'-(n-metilfenil)-N,N-dimetiltioureele reprezintd substante cristaline de
culoare alba.

(60) N,N-dimetil-N'-(2-metilfenil)tioureea [2-MePhTio]: substanta cristalind de culoare alba; p. t.
=136-138 °C; n= 88 %. Spectrul FT-IR, Vimax (cm™):3246, m, (N-H); 2982, s, (C-H, CH3, as); 2913,
s, (C-H, CHz3); 1602, m, (C=C, aril); 1579, p, (3, N-H); 1519, m, (C=C, aril); 1432, m, (5, CHs,
as); 1369, m, (3, CH3); 1329, p, (C-N); 1257, m, (C=S); 1107, m; 1056, m; 866, p; 848, m, (C=S);
723, p, (N-(CH3)2).

(61) N,N-dimetil-N'-(3-metilfenil)tioureea [3-MePhTio]: substanta cristalind de culoare alba; p. t.
=140-141 °C; n= 80 %; Spectrul FT-IR, Vmax (cm™): 3260, m, (N-H); 3047, s, (C-H, CH3, as); 2918,
s, (C-H, CH3); 1605, m, (C=C, aril); 1589, p, (6, N-H); 1539, m, (C=C, aril); 1447, m, (6, CH3,
as); 1369, m, (6, CHz); 1318, p, (C-N); 1260, m, (C=S); 1134, m; 1056, m; 897, p; 864, m, (C=S);
711, p, (N-(CH3)2).

Unele distante interatomice, in A: C(fenil)-N(1), 1.4207, N(1)-C(S), 1.3534, C=S, 1.6930, C(S)-N(2), 1.3454,
N(2)-C(CHz), 1.4569 si 1.4581, C(ph)-C(3-CH3), 1.5059.
Datele cristalografice si unii parametri in Anexa 1, p. 152.

Fig. 3.6. Structura moleculara a N,N-dimetil-N'-(3-metilfenil)tioureei (61)
[3-MePhTio] [147]
(62) N,N-dimetil-N'-(4-metilfenil)tioureea [4-MePhTio]: substanta cristalind de culoare alba; p. t.
=166-168 °C; 1 = 90 %; Spectrul FT-IR, Vimax (cm™): 3273, m, (N-H); 3023, s, (C-H, CH3); 2917,
s, (C-H, CHz); 1591, m, (C=C, aril); 1533, p, (6, N-H); 1514, m, (C=C, aril); 1411, m, (5, CH3);
1372, m, (3, CH3); 1322, p, (C-N); 1253, m, (C=S); 1137, m; 1057, m; 828, p; 816, m, (C=S); 722,
m, (-N(CHs)2); Spectrul 'H RMN (400MHz/(CD3),50), 6 (ppm): 8.80 (s, 1H, NH); 7.12 (d, 2H,
Aril); 6.82 (d, 2H, Aril); 3.66 (s, 6H, N-(CHs),); 2.21 (s, 3H, p-CHs); Spectrul *C RMN



(100MHz/(CD3)2S0), & (ppm): 182.5 (C=S); (Aril): 134.76, 132.7, 128.1, 127.3, 126.8; 41.2 (N-
(CHs)); 21.05 (p-CHs) [71].

(63) N'-(2,3-dimetilfenil)-N,N-dimetiltioureea [2,3-diMePhTio]: substanta cristalind de culoare
albd; p. t. = 170-172 °C; n = 83 %; Spectrul FT-IR, Vimax (cm™): 3267, m, (N-H); 2980, s, (C-H,
CHs); 2913, s, (C-H, CH3); 1600, m, (C=C, aril); 1528, p, (5, N-H); 1472, m, (C=C, aril); 1403, m
(8, CH3); 1370, m, (3, CHz3); 1316, p, (C-N); 1261, m, (C=S); 1138, m; 1055, m; 883, p; 810, m,
(C=S); 727, m, (N(CHs),); Spectrul 'H RMN (400MHz/(CD3),S0), 6 (ppm): 8.8 (s, 1H, NH); 6.8-
7 (m, 3H, Aril); 3.45 (s, 6H, N-(CHs)2); 2.24 (s, 3H, m-CH3); 2.03 (s, 3H 0-CH3); Spectrul *C
RMN (100MHz/(CD3)2S0), ¢ (ppm): 181.9 (C=S); (Aril): 137.1, 134.7, 128, 127.2, 125.3; 41.1
(N-(CHz3)2); 20.6 (m-CHz); 14.7 (0-CH3) [146)].
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Unele distante interatomice, in A: C(fenil)-N(2), 1.4320, N(2)-C(S), 1.3625, C=S, 1.6805, C(S)-N(1), 1.3465,
N(1)-C(CHz3), 1.4684 si 1.4587, C(ph)-C(2-CH3), 1.4926, C(ph)-C(3-CH3), 1.5103.

Datele cristalografice si unii parametri in Anexa 1, p. 152.

Fig. 3.7. Structura moleculara a N'-(2,3-dimetilfenil)-N, N-dimetiltioureei (63)
[2,3-diMePhTio] [147]

(64) N'-(2,4-dimetilfenil)-N,N-dimetiltioureea [2,4-diMePhTio]: substanta cristalind de culoare
albi; p. t. = 160-162 °C; n = 90 %; Spectrul FT-IR, viax (cm™): 3224, m, (N-H); 2976, s, (C-H,
CHz); 2914, s, (C-H, CHa3); 1581, m, (C=C, aril); 1522, p, (5, N-H); 1434, m, (C=C, aril); 1403,
m, (8, CHz); 1372, m, (8, CH3); 1322, p, (C-N); 1275, m, (C=S); 1156, m; 1060, m; 887, p; 827,
m, (C=S); 731, m, (-N-(CHa),); Spectrul 'H RMN (400MHz/(CD3)>S0), 6 (ppm): 8.76 (s, 1H, NH);
6.9-7.01 (m, 3H, Aril); 3.26 (s, 6H, N-(CHz3)2); 2.27 (s, 3H, p-CHz3); 2.12 (s, 3H 0-CH3); Spectrul
3CRMN (100MHz/(CD3)2S0) 6 (ppm): 182.07 (C=S); (Aril): 137.76, 135.7, 131.1, 129.3, 126.8;
41.1 (N-(CH3)2); 21.05 (p-CH3); 18.3 (0-CH3) [146].
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Unele distante interatomice, in A: C(fenil)-N(2), 1.4453, N(2)-C(S), 1.3504, C=S, 1.6931, C(S)-N(1), 1.3548,
N(1)-C(CHs), 1.4397 si 1.4580, C(ph)-C(2-CHs), 1.5083, C(ph)-C(4-CHs), 1.5295.

Datele cristalografice si unii parametri in Anexa 1, p.152.

Fig. 3.8. Structura moleculara a N'-(2,4-dimetilfenil)-N,N-dimetiltioureei (64)
[2,4-diMePhTio] [147]

(65) N'-(2,5-dimetilfenil)-N,N-dimetiltioureea [2,5-diMePhTio]: substantad cristalind de culoare
albd; p. t. = 145-147 °C; n = 81 %; Spectrul FT-IR, Vimax (cm™): 3224, m, (N-H); 2979, s, (C-H,
CHs); 2911, s, (C-H, CHa3); 1571, m, (C=C, aril); 1522, p, (8, N-H); 1436, m, (C=C, aril); 1365,
m, (6, CHs); 1335, m, (8, CH3); 1289, s, (C-N); 1265, m, (C=S); 1143, m; 1061, m; 877, p; 812,
m, (C=S); 727, m, (N-(CH3),); Spectrul 'H RMN (400MHz/(CD3),S0), 6 (ppm): 8.75 (s.1H, NH);
6,8-7,12 (m, 3H, Aril); 3.45 (s, 6H, N-(CH3)2); 2.26 (s, 3H, m-CHz); 2.12 (s, 3H, 0-CH3); Spectrul
BC RMN (100MHz/(CD3):S0), 6 (ppm): 181.9 (C=S); (Aril): 140.0, 135.1, 133.2, 130.3, 129.1,
127.4; 41.1 (N-(CHa3)2); 20.8 (m- CHs); 17.9 (0-CH3) [146].

(66) N'-(2,6-dimetilfenil)-N,N-dimetiltioureea [2,6-diMePhTio]: substanta cristalind de culoare
albi; p. t. = 140-142 °C; n = 79 %; Spectrul FT-IR, Viax (cm™): 3231, m, (N-H); 2977, s, (C-H,
CHs); 2920, s, (C-H, CHs); 1590, m, (C=C, aril); 1516, p, (6, N-H); 1445, m, (C=C, aril); 1366,
m, (8, CH3); 1330, m, (5, CH3); 1263, s, (C-N); 1234, m, (C=S); 1133, m; 1093, m; 879, p; 814,
m, (C=S); 714, m, (N-(CH3)2); Spectrul 'H RMN (400MHz/(CD3):S0), 6 (ppm): 8.80 (s, 1H, NH);
7.48-7.72 (m, 3H, Aril); 3.42 (s, 6H, N-(CHs)); 2.27 (s, 6H, 0-CHs),); Spectrul *C RMN
(100MHz/(CD3)2S0) o (ppm): 176.8 (C=S); (Aril): 135.5, 129.6; 128.8; 128.3; 126.7; 125.6; 40.6
(N-(CH3)2); 19.0 (0-CHs),) [146].

(67) N'-(3,4-dimetilfenil)-N,N-dimetiltioureea [3,4-diMePhTio]: substanta cristalind de culoare
albd; p. t. = 180-182 °C; 1 = 80 %; Spectrul FT-IR, Viax (cm™): 3274, m, (N-H); 2961, s, (C-H,
CHz); 2915, s, (C-H, CH3); 1586, m, (C=C, aril); 1532, p, (5, N-H); 1439, m, (C=C, aril); 1370,
m, (6, CH3); 1316, m, (8, CH3); 1258, s, (C-N); 1214, m, (C=S); 1136, m; 1056, m; 872, p; 822,
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m, (C=S); 720, m, (N-(CH3)2); Spectrul 'H RMN (400MHz/(CD3):S0), 6 (ppm): 8.88 (s, 1H, NH);
6.8-7.2 (m, 3H, Aril); 3.25 (s, 6H, N-(CHs)»); 2.28 (s, 3H, p-CH3); 2.18 (s, 3H, m-CHz3); Spectrul
B3C RMN (100MHz/(CD3)>S0), 6 (ppm): 181.8 (C=S); (Aril): 135.1, 132.2; 129.0; 127.3; 125.0;
123.1; 41.2 (N-(CH3)2); 19.9 (p-CH3); 19.3 (m-CH3) [146].

(68) N'-(3,5-dimetilfenil)-N,N-dimetiltioureea [3,5-diMePhTio]: substanta cristalind de culoare
albd; p. t. = 190-192 °C; n = 92 %; Spectrul FT-IR, Vimax (cm™): 3263, m, (N-H); 2942, s, (C-H,
CH3s, as); 2916, s, (C-H, CHs, sim); 1595, m, (C=C, aril); 1542, p, (3, N-H); 1429, m, (C=C, aril);
1371, m, (3, CH3); 1312, m, (5, CH3); 1263, s, (C-N); 1224, m, (C=S); 1135, m; 1058, m; 882, p;
840, m, (C=S); 721, m, (N-(CH3),); Spectrul 'H RMN (400MHz/(CD3)>S0), 6 (ppm): 8.81 (s, 1H,
NH); 6.74-6.89 (m, 3H, Aril); 3.25 (s, 6H, N-(CHas),); 2.24 (s, 6H, m-CHzs),); Spectrul >C RMN
(100MHz/(CD3)>S0), 6 (ppm): 181.6 (C=S); (Aril): 141.1; 137.0; 136.1; 126.4; 126.1; 123.0; 41.4
(N-(CH3)2); 21.4 (m-CHs)2) [146].

Unele distante interatomice, in A: C(fenil)-N(2), 1.4146, N(2)-C(S), 1.3627, C=S, 1.6766, C(S)-N(1), 1.3316,
N(1)-C(CH3), 1.4606 si 1.4557, C(ph)-C(3-CH3), 1.5237, C(ph)-C(5-CHz3), 1.4974.

Datele cristalografice si unii parametri in Anexa 1, p.152.
Fig. 3.9. Structura moleculara a N'-(3,5-dimetilfenil)-N, N-dimetiltioureei (68)
[3,5-triMePhTio] [147]

(69) N,N-dimetil-N'-(2,4,6-trimetilfenil)tioureea [2,4,6-triMePhTio]: substantd cristalind de
culoare albd; p. t. = 175-176 °C; 1 = 83 %; Spectrul FT-IR, viax (cm™): 3200, m, (N-H); 2970, s,
(C-H, CH3); 2915, s, (C-H, CH3); 1603, m, (C=C, aril); 1521, p, (6, N-H); 1434, m, (C=C, aril);
1369, m, (6, CH3); 1334, m, (8, CH3); 1263, s, (C-N); 1240, m, (C=S); 1133, m; 1057, m; 852, p;
840, m, (C=S); 741, m, (N-(CH3)2); Spectrul 'H RMN (400MHz/(CD3)>S0), 6 (ppm): 8.82 (s, 1H,
NH); 6.90 (s, 1H, Aril); 6.64 (s, 1H, Aril); 3.34(s, 6H, N-(CH3)2); 2.25 (s, 6H, 0-CHz3)2); 2.18 (s,
6H, (0-CHs)2); Spectrul >C RMN (100MHz/(CD3)>S0), 6 (ppm): 182.0 (C=S); (Aril): 141.8; 136.8;
136.0; 128.2; 127.9; 126.2; 41.1 (N-(CH3)2); 18.5 (p-CH3)2); 14.4 (0-CH3)2) [71].
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Unele distante interatomice, in A: C(fenil)-N(2), 1.4349, N(2)-C(S), 1.3516, C=S, 1.6916, C(S)-N(1), 1.3410,

N(1)-C(CHs), 1.4647 si 1.4547, C(ph)-C(2-CHs), 1.5068, C(ph)-C(4-CHs), 1.5053, C(ph)-C(6-CHs), 1.5036.

Datele cristalografice si unii parametri in Anexa 1, p.152.

Fig. 3.10. Structura moleculara a N,N-dimetil-N'-(2,4,6-trimetilfenil)tioureei (69)
[2,4,6-triMePhTio] [147]

Tabelul 3.1. Caracteristicile de baza a reactiei dintre n-metilaniline (50-59) si DTMT

Numirul Cifrul Randamentul, % Timp“l:r:reacﬁe’
60 [2-MePhTio] 88 35
61 [3-MePhTio] 80 2
62 [4-MePhTio] 90 3
63 [2,3-diMePhTio] 90 35
64 [2,4-diMePhTio] 81 3
65 [2,5-diMePhTio] 80 35
66 [2,6-diMePhTio] 79 4
67 [3,4-diMePhTio] 80 35
68 [3,5-diMePhTio] 92 2
69 [2,4,6-triMePhTio] 83 4

Confirmarea structurii compusilor sintetizati a fost efectuatd prin intermediul metodelor
spectrale de analiza: FT-IR, 'H-, >C RMN si difractiei de raze X pe monocristal. In spectrele FT-
IR ale N'-(n-metilfenil)-N,N-dimetiltioureelor (60-69), au fost evidentiate prezenta benzilor de
absorbtie caracteristice grupdrii -N-H in diapazonul 3200-3280 cm™ si a grupei -C=S in intervalul

1130-1140 cm™! [148].
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Studiile spectrelor 'H RMN, au elucidat ci in cAmp puternic ecranat se contin semnale
singlet a gruparilor metil din inelul benzenic in intervalul 2.10-2.22 ppm si semnalele a 6 protoni
din gruparea -N-(CH3)» in intervalul 3.2-3.45 ppm. Semnalele din intervalul 6.8-7.2 ppm, confirma
prezenta protonilor din inelul benzenic, iar protonul de la gruparea -N-H, a fost semnalat in
intervalul 8.72-8.88 ppm. In spectrele >C RMN se contin semnale ale grupelor metil din inelul
benzenic in intervalul 14.1-20.8 ppm, iar a grupelor metil din gruparea marginala -N-(CH3)2, in
intervalul 40.6-41.2 ppm. in intervalul 125-137 ppm sunt prezente semnalele atribuite atomilor de
carbon din inelul benzenic. lar un semnal puternic in intervalul 181.2-182.1 ppm confirma prezenta
grupei -C=S. Difractia de raze X pe monocristal ale unor N'-(n-metilfenil)-N,N-dimetiltiourei
[147], efectuate in premierd, demonstreaza structura molecularda si indicd cd molecule sunt
neplanare, dat fiind faptul ca existi rotatia inelului benzenic fata de restul moleculei. impachetarea
in cristal a moleculei este determinata de existenta legaturilor de hidrogen intermoleculare de tipul

—N'-H"*S, in compusii (64) si (69), formand lanturi de tip zig-zag. in compusul (63) impachetarea

(aril).

3.2.1. Activitate antioxidantd a N'-(n-metilfenil)-N, N-dimetiltioureelor sintetizate

Radicalii liberi sunt molecule, ioni sau atomi cu electroni impari in stratul electronic
exterior si pot deveni toxici cand se formeaza in exces in organismul uman. Nivelurile ridicate de
radicali liberi pot provoca leziuni bimoleculare care pot duce la boli cum ar fi: cancer, diabet, boli
cardiovasculare, boli autoimune, tulburdri neurodegenerative si imbatranire etc. [121; 122].
Antioxidantii sunt compusi importanti care neutralizeaza radicalii liberi, protejand astfel celulele
sandtoase de leziuni oxidative. Din acest motiv, cercetari considerabile au fost directionate spre
identificarea de antioxidanti noi pentru a preveni daunele induse de ei [151].

Datorita faptului cd in scheletul N,N-dimetiltioureelor este prezentd gruparea C=S, care are
capacitatea de inhibare a radicalii liberi, N'-(n-metilfenil)-N,N-dimetiltioureele sintetizate (60-69),

(Anexa 3, p. 156) au fost testate pentru activitatea antioxidanta prin metoda ABTS.
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Activitatea antioxidanta a N'-(n-metilfenil)-N,N-dimetiltioureelor (60-69) prin
metoda ABTS, in raport cu substanta de referinta Trolox, in ordine crescatoare.
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Fig. 3.11. Rezultatele testarii activitatii antioxidante a N'-(n-metilfenil)-N,N-

dimetiltioureelor (60-69) prin metoda ABTS, in ordine crescatoare.

Rezultatele sunt redate in Anexa 3, p. 156.

In urma studiului asupra potentialului antioxidant al N'-(n-metilfenil)-N,N-
dimetiltioureelor (60-69), din diagrama (a se vedea figura 3.11.), se poate conclude ca toate
substantele analizate prin metoda ABTS, manifestd activitate antioxidanta inaltd. De mentionat
este faptul ca cea mai mare valoare pentru activitatea de inhibare a cation-radicalului ABTS™ cu
concentratia semimaximald, ICso= 12.2; 15 si 17.1 uM au manifestat N'-(2,4,6-trimetil)-N,N-
dimetiltioureea (69), N'-(2-metilfenil)-N,N-dimetiltioureea (60) si N'-(2,4-dimetilfenil)-N,N-
dimetiltioureea (64) respectiv, in compozitia carora, sunt grupe metil in inelul benzenic, a cate 1,
2 si 3 in pozitiile orto- si para-. Concentratia de inhibare a cation-radicalului, cu valoarea
ICs0 = 26.9 uM a revenit N'-(3,5-dimetilfenil)-N,N-dimetiltioureei (68), fapt care ar putea fi
explicat prin stereochimia compusului, unde ambele grupe metil in inelul benzenic, sunt in
pozitia meta-. Rezultate asemanatoare sunt si pentru compusul N'-(3-metil)-N,N-dimetiltioureea
(61), care s-ar datora prezentei legdturilor intramoleculare (a se vedea fig. 3.5. si 3.8.) care ar

minimiza implicarea atomului de sulf.
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3.3. Sinteza n-metilfenilizotiocianatilor

Din materialele investigate, sinteza arilizotiocianatilor poate fi efectuatd prin
descompunerea N'-(aril)-N,N-dimetiltioureelor trisubstituite la tratarea cu agenti de acilare,
precum clorura de hidrogen si acizi minerali, la temperaturi inalte, timp de 3-5 ore. In rezultatul
reactiei, tioureele elimind dimetilamina si se transforma in izotiocianati [152]. Pentru obtinerea
n-metilfenilizotiocianatilor, a fost selectatd metoda cu utilizarea acidului clorhidric concentrat
HClconc., deoarece este accesibil, ieftin in comparatie cu alti reagenti alternativi dar si sarea formata

este usor solubila si nu creeazd impedimente pentru separarea produsul final.

Il S
C.s _CH c”
~ P
HN” \'TI/ 3 NZ
CH
3 HCI
R conc. > R
+
H3C—ITIH—CI
CH3
(60) R=2-CH;  (65) R= 2,5-diCHs3 (70)R=2-CH;  (75) R=1,4-diCH;
(61)R=3-CH;  (66) R= 2,6-diCH; (71)R=3-CH;  (76) R=1,3-diCH;
(62) R=4-CH;  (67) R= 3,4-diCH; (72)R=4-CH;  (77) R=1,2-diCHs
(63) R= 2,3-diCH3 (68) R= 3,5-diCH; (73) R= 2,3-diCH3 (78) R= 3,5-diCH;
(64) R=2,4-diCH3 (69) R=2,4,6-triCH3 (74) R= 2,4-diCH3 (79) R=1,3,5-triCH3

Fig. 3.12. Schema generala de sinteza a n-metilfenilizotiocianatilor (70-79)

Amestecul format din N'-(n-metilfenil)-N,N-dimetiltiouree s1i HCI conc., raport molar 1:1,
solvent toluen, a fost adaugata intr-un balon cu fundul rotund, termorezistent, ajustat cu refrigerent,
plasat intr-un cuib de incalzire cu temperaturd reglabild. Compozitia a fost refluxata timp de
2-4 ore (in dependenta de structura tioureei, a se vedea Tabelul 3.2., p. 82), la temperatura de 97-
100 °C cu agitare continui. In timp (dupa 15-20 minute) a fost semnalati dizolvarea tioureei, iar
sfarsitul reactiei a fost stabilit cu ajutorul CSS, eluent benzen : acetond (5:1). Amestecul a fost
transferat intr-o palnie de separe, de unde a fost extras n-metilfenilizotiocianatul cu benzen (de 3
ori) si apoi a fost concentrat solventul. n-metilfenilizotiocianatii au fost purificati prin distilare
fractionatd in vid iar in cazul substantelor cristaline, au fost filtrate si purificate prin recristalizare
cu 1,4-dioxan. De remarcat, n-metilfenilizotiocianatii sintetizati (70-79) reprezintd substante cu

miros specific dulceag.
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(70) I-izotiocianato-2-metilbenzen. substantd lichida de culoare galben pal; p. f. = 131 °C/12
mmHg; 1 = 82 % ; Spectrul FT-IR, Viax (cm™): 2980, m ; 2922, m; 2174, s; 2062, p, (NCS); 1595,
m; 1579, p; 1484, s; 1458, m (C=C, aril); 1380, m (CN); 1289, m, (C=S); 857, p; 828, m (C=S).
(71) I-izotiocianato-3-metilbenzen: substantd lichidd de culoare galben-pal; p. f. = 125 °C/12
mmHg; 1 =79 % ; Spectrul FT-IR, Viax (cm™): 2978, m; 2919, m; 2165, s; 2055, p, (NCS); 1603,
m; 1582, p; 1494, m; 1483, m (C=C, aril); 1378, m, (CN); 1275, m, (C=S); 897, p; 835, m, (C=S).
(72) I-izotiocianato-4-metilbenzen: substanta cristalina de culoare galben-pal; p. t. = 24 - 25 °C;
p. £.=105°C/12 mmHg ; n = 85 % ; Spectrul FT-IR, Vmax (cm™): 2982, m; 2917, m; 2172, s; 2071,
p, (NCS); 1605, m; 1573, p; 1471, s, (C=C, aril); 1372, m, (CN); 1268, m, (C=S); 890, p; 827, m,
(C=N).

(73) 1-izotiocianato-2,3-dimetilbenzen: substanta lichida de culoare galben-pal; p. f. = 130 °C/14
mmHg; 1 = 80 % ; Spectrul FT-IR, Viax (cm™): 2985, m; 2915, m; 2197, s; 2080, p, (NCS); 1603,
m; 1577, p; 1461, m, (C=C, aril); 1382, m, (CN); 1288, m, (C=S); 890, p; 825, m, (C=S) [146].
(74) I-izotiocianato-2,4-dimetilbenzen. substantd cristalind de culoare alb-galbuie; p. f. = 155
°C/14 mmHg; p. t. = 26-28 °C; n = 75 % ; Spectrul FT-IR, Viax (cm™): 2985, m; 2915, m; 2165, s;
2082, p, (NCS); 1604, m; 1569, p; 1437, p, (C=C, aril); 1377, m, (CN); 1286, m, (C=S); 895, p;
812, m, (C=S) [117].

(75) 2-izotiocianato-1,4-dimetilbenzen: substanta lichida de culoare galben-pal; p. f. = 137 °C/16
mmHg; 1 =72 % ; Spectrul FT-IR, Viax (cm™): 2978, m; 2919, m; 2155, s; 2062, p, (NCS); 1613,
m; 1575, p; 1447, m (C=C, aril); 1378, m, (CN); 1276, m, (C=S); 870, p; 808, m, (C=S) [146].
(76) 2-izotiocianato-1,3-dimetilbenzen: substanta lichida de culoare galben-pal; p. f. = 155
°C/30mmHg; 1 = 68 % ; Spectrul FT-IR, Viax (cm™): 2980, m; 2918, m; 2149, s; 2068, p, (NCS);
1591, m; 1569, p; 1464, m, (C=C, aril); 1378, m, (CN); 1260, m, (C=S); 895, p; 812, m, (C=S)
[146].

(77) 4-izotiocianato-1,2-dimetilbenzen: substantd lichida de culoare galben-verzuie; p. f. = 147
°C/25mmHg; 1 = 70 % ; Spectrul FT-IR, Vimax (cm™): 2971, m; 2919, m; 2149, m; 2201, m; 2061,
p, (NCS); 1608, m; 1572, p; 1491, m, (C=C, aril); 1382, m, (CN); 1263, m, (C=S); 868, p; 829, m,
(C=S) [146].

(78) I-izotiocianato-3,5-dimetilbenzen: substanta cristalind de culoare alb-galbuie; p. t. = 145-147
°C; 1 =75 %; Spectrul FT-IR, Vmax (cm™): 2961, m; 2916, m; 2149, m; 2214, s; 2055, p, (NCS);
1602, m; 1465, p, (C=C, aril); 1376, m, (CN); 1261, m, (C=S); 889, p; 841, m, (C=S) [146].
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(79) 2-izotiocianato-1,3,5-trimetilbenzen: substanta cristalind de culoare galben-intens; p. t. = 63-
65 °C; n =78 %; Spectrul FT-IR, Vinax (cm"): 2972, m; 2910, m; 2149, m; 2197, s; 2086, p, (NCS);
1582, m; 1472, p, (C=C, aril); 1377, m, (CN); 1230, m, (C=S); 889, p; 854, m, (C=S) [153].

Obtinerea n-metilfenilizotiocianatilor (70-79) prin descompunerea N'-(n-metilfenil)-N,N-
dimetiltioureelor (60-69), a fost confirmata prin analiza spectrald FT-IR. In spectrele FT-IR a fost
semnalati prezenta unei benzi de absorbtie caracteristice, in intervalul de 2000-2090 cm™! care este

atribuita gruparii -N=C=S.
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Fig. 3.13. Spectrul FT-IR al 2-izotiocianato-1,3-dimetilbenzen-ului (79)
Tabelul 3.2. Caracteristicile de baza ale reactiei de obtinere a

n-metilfenilizotiocianatilor (70-79)

Numérul Denumirea Randamentul, % Timpm:rzreactie’
(70) 1-izotiocianato-2-metilbenzen 80 35
(71) 1-izotiocianato-3-metilbenzen 79 3
(72) 1-izotiocianato-4-metilbenzen 85 25
(73) 1-izotiocianato-2,3-dimetilbenzen 80
(74) 1-izotiocianato-2,4-dimetilbenzen 75
(75) 2-izotiocianato-1,4-dimetilbenzen 72 25
(76) 2-izotiocianato-1,3-dimetilbenzen 68 35
(77) 4-izotiocianato-1,2-dimetilbenzen 70
(78) 1-izotiocianato-3,5-dimetilbenzen 75
(79) 2-izotiocianato-1,3,5-trimetilbenzen 78
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Din rezultatele (a se vedea Tabelul 3.2) ce tin de timpul de reactiei de descompunere a
N'-(n-metilfenil)-N,N-dimetiltioureelor (60-69) la actiunea acidului clorhidric concentrat, cu
formarea n-metilfenilizotiocianatilor (70-79), se poate conclude ca un timp de reactie mai
indelungat de 3.5 ore a fost in cazul obtinerii compusilor (70) si (76). Acest fapt poate fi explicat
prin efectul steric si anume prezentei radicalilor metil n pozitia 2 sau orto-, in inelul benzenic.

3.4. Sinteza N-(n-metilfenil)hidrazincarbotioamidelor

Sinteza N-(n-metilfenil)hidrazincarbotioamidelor a fost realizatd prin interactiunea n-
metilfenilizotiocianatilor (70-79) cu monohidratul de hidrazina, raport molar al reactantilor de
1:1.2. Dat fiind faptul cd, conform datelor stiintifice, N-(n-metilfenil)hidrazincarbotioamidele care
se formeaza poseda nucleofilicitate inaltd, pentru a evita formarea di-tioureei 1.6-disubstituite,
reactia s-a petrecut cu agitare energica si adaugarea solutiei de n-metilfenilizotiocianat la solutia

de monohidrat de hidrazina. Sinteza a fost efectuata conform schemei generale:

C?S ||
~
N/

1R + 12 NHNH, H o—> 4@
(T0)R=2-CHs  (75) R=1,4-diCHs (80)R=2-CHs  (85) R=2,5-diCH3
(T1)R=3-CHs  (76) R=1,3-diCHs (81)R=3-CHs  (86) R=2,6-0iCHs3
(72)R=4CH;  (77)R= 1,2-diCH; (82) R=4-CH;  (87) R=23,4-diCH;
(73) R=2,3-diCH; (78) R=3,5-diCH3 (83) R= 2,3-diCH; (88) R= 3,5-diCH3
(74) R=2,4-diCHs (79) R= 1,3 5-triCHs (84) R=2,4-diCH3 (89) R= 2,4,6-triCH;

Fig. 3.14. Schema generala de sinteza a N-(n-metilfenil)hidrazincarbotioamidelor (80-89)

Sinteza a fost efectuatd intr-un balon cu doud géturi Inzestrat cu agitator electric si palnie
de picurare, plasat intr-o baie cu gheatd, in care a fost adaugat 1.2 mol monohidrat de hidrazina
prealabil dizolvatd in 5 ml THF. Reactia este exoterma, de aceea solutia de monohidrat de
hidrazina a fost agitati timp de 20 min, pentru a fi ricita. In palnia de picurare a fost adaugat 1 mol
de n-metilfenilizotiocianat, prealabil dizolvat in 5 ml THF, ulterior la agitare energicd, a fost
addugat in picatura la solutia de monohidrat de hidrazind. Dupa care, amestecul a fost agitat inca
timp de 20 min, apoi a fost indepartatd baia cu gheata si agitat in continuare la temperatura camerei
timp de 1.5 ore. Sfarsitul reactiei a fost stabilit cu ajutorul CSS, eluent benzen : acetona (5:1).
Cristalele obtinute au fost filtrate prin palnia Biichner cu disc fretat si spilate cu etanol rece. In
vederea obtinerii unui produs de puritate inalta, N-(n-metilfenil)hidrazincarbotioamidele (80-89)

au fost recristalizate din etanol, ulterior uscate in exsicator cu vid. Veridicitatea compusilor
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obtinuti a fost confirmati prin metode spectrale: FT-IR, 'H-, >*C RMN si difractiei de raze X pe

monocristal.

(80) N-(2-metilfenil)hidrazincarbotioamida [2-MePhTSC]: substanta cristalind de culoare alba;
p. t. = 138-140 °C; n = 86 %; Spectrul FT-IR, Vmax (cm™): 3294, m, (N>-H); 3187, s, (N-H); 2942
s, (CH, Ar); 1633, m, (C=C); 1581, m, (NH); 1520, p, (C=C, Ar); 1463; 1383, m, (C=C, Ar); 1346,
m, (C-N); 1265, m, (C=S); 1214, m; 1073, m, (N-N); 858, m; 800, m, (C=S); 771; 729; Spectrul
TH RMN (400MHz/(CD3)2S0O), 6 (ppm): 9.01 (s, 1H, C-NH); 8.25 (s, 1H, Ca-NH); 7.36-7.18 (m,
3H, Ar); 3.97 (s, 2H, NH>); 2.29 (m, 3H, 0-CHa3).); Spectrul 3C RMN (100MHz/(CD3):S0),
o (ppm): 181.9 (C=N); (Ar): 136.8; 134.0; 133.2; 127.1; 127.1; 126.5; 17.8 (0-CH3) [117].

(81) N-(3-metilfenil)hidrazincarbotioamida [3-MePhTSC]: substanta cristalind de culoare alba;
p. t. = 100-102 °C; n = 85 %; Spectrul FT-IR, Viax (cm™): 3309, m, (N*-H); 3228, s, (N-H); 2912
s, (CH, Ar); 1604, m, (C=C); 1537, m, (NH); 1520, p, (C=C, Ar); 1492; 1376, m, (C=C, Ar); 1348,
m, (C-N); 1270, m, (C=S); 1225, m; 1069, m, (N-N); 861, m; 819, m, (C=S); 776; 727; Spectrul
TH RMN (400MHz/(CD3),S0) 6 (ppm): 9.20 (s, 1H, C-NH); 8.39 (s, 1H, Ca-NH); 7.38-7.01 (m,
3H, aril); 3.95 (s, 2H, NH>); 2.35 (,s, 3H, m-CH3)2); Spectrul *C RMN (100MHz/(CD3)>S0), 6
(ppm): 180.54 (C=S); (Ar): 138.7; 137.6; 128.6; 126.7; 124.9; 121.4; 21.4 (m-CH3) [117].

(82) N-(4-metilfenil) hidrazincarbotioamidelor [4-MePhTSC]: substanta cristalind de culoare alba;
p. t. = 135-136 °C; n = 92 %; Spectrul FT-IR, Vyax (cm™): 3293, m, (N*-H); 3239, s, (N-H); 2913
s, (CH, Ar); 1614, m, (C=C); 1532, m, (NH); 1511, p, (C=C, Ar); 1487; 1352, m, (C=C, Ar); 1348,
m, (C-N); 1271, m, (C=S); 1215, m; 1061, m, (N-N); 841, m; 804, m, (C=S); 728; Spectrul 'H
RMN (400MHz/(CD3)280), 6 (ppm): 9.15 (s, 1H, C-NH); 8.21 (s, 1H, Can-NH); 7.39-7.12 (m,
3H, aril); 3.92 (s, 2H, NHb); 2.34 (s, 3H, p-CH3); Spectrul *C RMN (100MHz/(CD3):S0), 6 (ppm):
181.2(C=S); (Ar): 135.9; 135.1; 130.1; 129.4; 127.5; 124.5; 20.9 (p-CH3) [117].

(83) N-(2,3-dimetilfenil)hidrazincarbotioamida [2,3-diMePhTSC]: substanta cristalind de culoare
albi; p. t. = 190-192 °C; n = 90 %; Spectrul FT-IR, Vmax (cm™): 3284, m, (N2-H); 3203, s, (N-H);
2969 s, (CH, Ar); 1624, m, (C=C); 1521, m, (NH); 1511, p, (C=C, Ar); 1497; 1378, m, (C=C, Ar);
1319, m, (C-N); 1249, m, (C=S); 1222, m; 1063, m, (N-N); 841, m; 806, m, (C=S); 765; 711,
Spectrul 'H RMN (400MHz/(CD3),50), § (ppm): 9.34 (s, 1H, C-NH); 9.01 (s, 1H, C(an-NH); 7.03-
7.21 (m, 3H, Ar); 4.74 (s, 2H, NH,); 2,24 (s,3H, m-CH3); 2,06 (s, 3H, 0-CH3); Spectrul >C RMN
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(100MHz/(CD3)2S0), ¢ (ppm): 181.1 (C=S); (Ar): 138.1; 136.8; 133.1; 127.8; 125.9; 125.1; 20.5
(m-CH3); 14.4 (0-CH3) [154].

o

: A
Unele distante interatomice, in A: C(fenil)-N(N), 1.4481, N(N)-C(S), 1.3346, C=S, 1.6923, C(S)-N(1),
1.3393, N(1)-N(2), 1.4104, C(ph)-C(2-CHs), 1.5116, C(ph)-C(3-CH), 1.4996.
Datele cristalografice si unii parametri Anexa 1, p.152.
Fig. 3.15. Structura moleculara a N-(2,3-dimetilfenil) hidrazincarbotioamidei (83)
[2,3-diMePhTSC] [155]
(84) N-(2,4-dimetilfenil)hidrazincarbotioamida [2,4-diMePhTSC]: substanta cristalind de culoare
albd; p. t. = 150-152 °C; = 91 %; Spectrul FT-IR, Vimax (cn™): 3290, m, (N>-H); 3196, s, (N-H);
2970 s, (CH, Ar); 1623, m, (C=C); 1504, m, (NH); 1511, p, (C=C, Ar); 1471; 1380, m, (C=C, Ar);
1319, m, (C-N); 1260, m, (C=S); 1223, m; 1041, m, (N-N); 842, m; 803, m, (C=S); 771, m; 703,
m; Spectrul 'H RMN (400MHz/(CD3)2S0O), § (ppm): 9.31 (s, 1H, C-NH); 9.0 (s, 1H, Casin-NH);
6.96-7.34(m, 3H, Ar); 4.75 (s, 2H, NH>); 2.26 (s, 3H, p-CH3); 2.16 (s, 3H, 0-CH3); Spectrul >C
RMN (100MHz/(CD3)>S0), 6 (ppm): 180.9(C=S); (Ar): 135.8; 135.0; 133.7; 130.9; 127.5; 126.6;
21.0 (p-CHz3); 18.1 (0-CH3) [156].

(85) N-(2,5-dimetilfenil)hidrazincarbotioamida [2,5-diMePhTSC]: substantd cristalina de culoare
albi; p. t. = 162-164 °C; n = 88 %; Spectrul FT-IR, Vmax (cm™): 3303, m, (N2-H); 3194, s, (N-H);
2996 s, (CH, aril); 1615, m, (C=C); 1525, m, (NH); 1505, p, (C=C, aril); 1482; 1376, m, (C=C,
aril); 1340, m, (C-N); 1271, m, (C=S); 1229, m; 1039, m, (N-N); 833, m; 818, m, (C=S); 746, m;
Spectrul 'H RMN (400MHz/(CD3)>S0), é(ppm): 9.34 (s, 1H, C-NH); 8.96 (s, 1H,Casii-NH); 6.91-
7.33 (m, 3H, Aril); 4.74 (s, 2H, NH.); 2.23 (s, 3H, m-CH3); 2.12 (s, 3H, 0-CH3); Spectrul > C RMN
(100MHz/(CD3)2S0), 6(ppm): 180.8 (C=S); (Aril): 138.1; 136.6; 135.1; 130.8; 127.9; 126.8; 20.9
(m-CH3); 17.7 (0-CH3).
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Unele distante interatomice, in A: C(fenil)-N(N), 1.4426, N(N)-C(S), 1.3254, C=S, 1.6712, C(S)-N(1),
1.2980, N(1)-N(2), 1.3602, C(ph)-C(2-CH3), 1.4464, C(ph)-C(5-CH3s), 1.4926.
Datele cristalografice si unii parametri Anexa 1, p.152.

Fig. 3.16. Structura moleculara a N-(2,5-dimetilfenil) hidrazincarbotioamidei (85)
[2,5-diMePhTSC] [155]

(86) N-(2,6-dimetilfenil)hidrazincarbotioamida [2,5-diMePhTSC]: substanta cristalind de culoare
albd; p. t. = 223-225 °C; 1 = 80 %; Spectrul FT-IR, Vmax (cm™): 3319, m, (N>-H); 3181, s, (N-H);
2961 s, (CH, Ar); 1609, m, (C=C); 1522, m, (NH); 1487, p, (C=C, Ar); 1440; 1375, m, (C=C, Ar);
1316, m, (C-N); 1269, m, (C=S); 1244, m; 1030, m, (N-N); 873, m; 796, m, (C=S); 718, m;
Spectrul "H RMN (400MHz/(CD3)>S0), § (ppm): 9.37 (s, 1H, C-NH); 8.89(s, 1H, Ca-NH); 7.05
(m, 3H, Ar); 4.71 (s, 2H, NH>); 2.15 (m, 3H, 0-CH3)2); Spectrul 3C RMN (100MHz/(CD3)>S0),
o (ppm): 181.4 (C=S); (Ar): 136.8; 136.0; 133.2; 127.7; 126.9; 123.7; 18.3 (0-CH3).

(87) N-(3,4-dimetilfenil)hidrazincarbotioamida [3,4-diMePhTSC]: substanta cristalind de culoare
albd; p. t. = 155-157 °C; n = 87 %; Spectrul FT-IR, Viax (cm™): 3294, m, (N>-H); 3193, s, (N-H);
2960 s, (CH, Ar); 1614, m, (C=C); 1545, m, (NH); 1495, p, (C=C, Ar); 1446; 1375, m, (C=C, Ar);
1309, m, (C-N); 1276, m, (C=S); 1231, m; 1060, m, (N-N); 850, m; 820, m; 760, m, (C=S); 710,
m; Spectrul 'H RMN (400MHz/(CD3)>S0), § (ppm): 9.5 (s, 1H, C-NH); 9.02 (s, 1H, Ca-NH); 7.03-
7.35 (m, 3H, Ar); 4.74 (s, 2H, NH>); 2.21 (m, 3H, p-CH3); 2.18 (m, 3H, m-CH3); Spectrul >C RMN
(100MHz/(CD3)2S0), 6 (ppm): 179.8 (C=S); (Ar): 137.4; 136.1; 132.6; 129.4; 125.1; 121.4; 20.0
(p-CHz3); 19.2 (m-CH3).

(88) N-(3,5-dimetilfenil)hidrazincarbotioamida [3,5-diMePhTSC]: substantd cristalina de culoare
albd; p. t. = 112-115 °C; n = 85 %; Spectrul FT-IR, Vmax (cm™): 3308, m, (N2-H); 3184, s, (N-H);
2955 s, (CH, Ar); 1620, m, (C=C); 1539, m, (NH); 1493, p, (C=C, Ar); 1448; 1377, m, (C=C, Ar);
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1325, m, (C-N); 1271, m, (C=S); 1238, m; 1049, m, (N-N); 833, m; 820, m; 727, m, (C=S);
Spectrul 'H RMN (400MHz/(CD3)>S0), & (ppm): 9.06 (s, 1H, C-NH); 8.32 (s, 1H, Ca-NH); 6.73-
6.75 (m, 3H, Ar); 4.76 (s, 2H, NHy); 224 (s, 6H, (m-CHs)); Spectrul *C RMN
(100MHz/(CD3)280), o (ppm): 179.5 (C=S); (Ar): 139.5; 137.6; 136.0; 126.1; 125.9; 121.3; 21.0
(m-CH3).

Unele distante interatomice, in A: C(fenil)-N(N), 1.4067, N(N)-C(S), 1.3366, C=S, 1.6840, C(S)-N(1),
1.3375, N(1)-N(2), 1.3995, C(ph)-C(3-CH3), 1.5053, C(ph)-C(5-CH3), 1.5048.
Datele cristalografice si unii parametri Anexa 1, p. 152.

Fig. 3.17. Structura moleculara a N-(3,5-dimetilfenil) hidrazincarbotioamidei (88)
[3,5-diMePhTSC] [155]

(89) N-(2,4,6-trimetilfenil)hidrazincarbotioamida [2,4,6-triMePhTSC]: substanta cristalind de
culoare albi; p. t. = 176-178 °C; 1 = 90 %; Spectrul FT-IR, Vmax (cm™): 3203 (N2-H); 2949 (N-H);
1618 (C=C); 1481-1513 (C=N); 1213-1249 (C=S); 727; Spectrul 'H RMN (400MHz/(CD3)>S0O), &
(ppm): 8.37 (s, 1H, C-NH); 8.39 (s, 1H, Car-NH); 7.69-6.92(m, 3H, Ar); 3.94 (s, 2H, NH>); 2.28
(s, 3H, p-CHs); 2.22 (s, 3H, 0-CH3); Spectrul 3C RMN (100MHz/(CD3),50), 6 (ppm): 182.4 (C=S);
(Ar): 136.2; 132.7; 129.8; 129.0; 128.9; 128.2; 21.04 (p-CH3); 18.3 (0-CH3) [157].

N2

Unele distante interatomice, in A: C(fenil)-N(N), 1.4374, N(N)-C(S), 1.3344, C=S, 1.6695, C(S)-N(1),
1.3516, N(1)-N(2), 1.3945, C(ph)-C(2-CH3), 1.5022, C(ph)-C(4-CH3), 1.5128, C(ph)-C(6-CH3), 1.5006.
Datele cristalografice si unii parametri Anexa 1 p. 152.

Fig. 3.18. Structura moleculara a N-(2,4,6-trimetilfenil) hidrazincarbotioamidei (89)
[2,4,6-triMePhTSC]
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Tabelul 3.3. Caracteristicile de baza ale reactiei de obtinere a

N-(n-metilfenil)hidrazincarbotioamidelor (80-89)

Nr. Cifrul Randamentul, % Timpul de
reactie

(80) [2-MePhTSC] 86

(81) [3-MePhTSC] 85

(82) [4-MePhTSC] 92

(83) [2,3-diMePhTSC] 90

(84) [2,4-diMePhTSC] 91 ~3 ore

(85) [2,5-diMePhTSC] 88

(86) [2,6-diMePhTSC] 80

(87) [3,4-diMePhTSC] 87

(88) [3,5-diMePhTSC] 85

(89) [2,4,6-triMePhTSC] 90

Din interactiunea n-metilfenilizotiocianatilor (70-79) cu monohidratul de hidrazind, au
rezultat N-(n-metilfenil)hidrazincarbotioamidele (80-89), iar in spectrele FT-IR a acestora a fost
semnalatd absenta benzii in regiunea 2000-2100 cm™, ceea ce indici transformarea totald a n-
metilfenilizotiocianatilor. A fost semnalata prezenta benzilor de absorbtie caracteristice gruparilor
N-H in intervalul 3290-3340 cm™ si 2900-2950 cm™!, iar a grupei -C=S in intervalul 1220-1270
cm’!. Spectrele 'H RMN a N-(n-metilfenil)hidrazincarbotioamidelor contin semnale ale grupelor
metil din inelul benzenic in cdmp puternic ecranat. In cazul cand in structura compusului sunt
prezente doud grupe metil in pozitiile: 2,3-; 2,4-; 2,5-; 3,4- sunt prezente 2 semnale singlet, in
diapazonul 2.16-2.25 ppm. In cazul compusilor (86) si (88) care contin doud grupe metil in
pozitiile 2,6- si 3,5- respectiv, este semnalatd prezenta doar a unui singur semnal singlet in
diapazonul 2.15-2.24 ppm respectiv, asta se poate explica prin faptul cd grupele sunt echivalente
energetic. In cazul compusului (89), care are trei grupe metil in compozitie, in pozitiile 2,4,6- ale
inelului benzenic, sunt prezente doar douad semnale singlet, deoarece grupele metil din pozitiile
2- s1 6- sunt echivalente.

Aceeasi legitate este si in spectrul >C RMN, unde sunt identificate semnale pentru grupele
metil din inelul benzenic in domeniul 17.1-21.1 ppm. Protonii din inelul benzenic dau semnale n
regiunea 6.90-7.40 ppm. Prezenta semnalelor singlet ale protonilor grupei NH2 pentru
N-(n-metilfenil)hidrazincarbotioamidele (80-82) a fost identificata la 3.92-3.97 ppm, iar pentru
N-(n-dimetilfenil)hidrazincarbotioamide (83-88) la 4.71- 4.74 ppm. In spectrul 3C RMN a
N-(n-metilfenil)hidrazincarbotioamidelor este semnalat un semnal singlet puternic in domeniul
180.4-182.6 ppm, care confirma prezenta grupdrii -C=S. O serie de semnale in domeniul 124-138

ppm sunt atribuite atomilor de carbon din inelul benzenic.
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Difractia de raze X pe monocristal ale unor N-(n-metilfenil)hidrazincarbotioamide
demonstreaza structura moleculara si indicd cd moleculele sunt neplanare, dat fiind faptul ca exista
rotatia inelului benzenic fatd de restul moleculei. Impachetarea in cristal a moleculelor este
determinati de legituri de hidrogen intermoleculare de tipul -N'-H-"*S, prezente in toate cristalele
analizate (83, 85, 88, 89). In compusul (83) mai existd legaturi de hidrogen de tipul NN-H"*'S si
N-H'"N2-, iar in compusii (88) si (89) sunt prezente si interactiuni de tip ,,m-m stacking” intre
inelele fenil. In compusul (85) impachetarea in cristal este determinata de legaturi de hidrogen
intermoleculare de tipul —S*-*H-N- si in acelasi timp de tipul —S-**H-N!- cu formarea de lanturi
moleculare. Datele privind lungimea legaturii interatomice C=S este egald cu 1.66 A, caracteristica
pentru legatura dubld, ceea ce indica ca N-(n-metilfenil)hidrazincarbotioamidele analizate (83, 85,

88, 89) sunt in forma tionica.

3.4.1. Activitatea antioxidanta a N-(metilfenil)hidrazincarbotioamidelor sintetizate

N'-(n-metilfenil)-N,N-dimetiltioureele (60-69) sintetizate anterior, au fost supuse
descompunerii, la actiunea acidului clorhidric (HCl) cu formare de N-(n-metilfenil)-
izotiocianatilor (70-79). La interactiunea N-(n-metilfenil)izotiocianatilor (70-79) cu
monohidratul de hidrazini s-au obtinut N-(n-metilfenil)hidrazincarbotioamidele (80-89). In
vederea stabilirii legaturii structurd-activitate, pentru compusii sintetizati (80-89) a fost evaluata
activitatea antioxidantd (Anexa 4, p. 157).

Activitatea antioxidantd a
N-n-metilfenilhidrazincarbotioamidelor (80-89), prin metoda ABTS, in

40 333 raport cu martorul Trolox, 1n ordine crescatoare.
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Fig. 3.19. Rezultatele testarii activitatii antioxidante a

N-(n-metilfenil)hidrazincarbotioamidelor (80-89), prin metoda ABTS
Rezultatele sunt date in Anexa 4, p. 157.

In diagrama (a se vedea figura 3.19.) sunt expuse rezultatele studiului activititii

antioxidante ale N-(n-metilfenil)hidrazicarbotioamidelor (80-89) (Anexa 4, p.157), prin metoda
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de inhibare a cation-radicalului ABTS"". Din rezultatele obtinute se poate conclude ca introducerea
fragmentului hidrazinic genereaza compusi cu activitate semnificativ mai Tnalta fatd de substanta
luata ca referintda Trolox-ul. De mentionat este faptul ca cea mai inalta valoare a concentratiei de
inhibare semimaximala ICso= 13,2 s1 13,6 uM a revenit compusilor care au in compozitia sa grupe
metil -CH3 1n pozitiile orfo-si para, in inelul benzenic.

Activitatea antioxidanta a
70 N-(n-metilfenil)hidrazincarbotioamidelor(80-89) prin metoda DPPH,
57,6 in raport cu martorul trolox, in ordine crescatoare
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Fig. 3.20. Rezultatele testarii activitatii antioxidante a

N-(n-metilfenil)hidrazicarbotioamidelor (80-89), prin metoda DPPH

Rezultatele sunt date in Anexa 4, p. 157.

Studierea activitdtii antioxidante a N-(n-metilfenil)hidrazincarbotioamidelor, prin metoda
de inhibare a radicalilor liberi DPPH’, a confirmat rezultatele obtinute anterior. Cea mai inalta
valoare a concentratiei de inhibare semimaximala ICso = 31; 31,4 si 33 uM, revine
N-(2,4-dimetilfenil)-; N-(2,4,6-trimetilfeni)- si N-(2,6-dimetifenil)hidrazincarbotioamidelor, care

au In compozitia sa grupele metil -CH3 in pozitiile orto- si para-, din inelul benzenic.

3.4.2. Evaluarea potentialului anticancerigen a N-(n-dimetilfenil)-

hidrazincarbotioamidelor prin andocare moleculardi

Studiile asupra farmacoforilor si a proprietatilor farmacofore ale acestora au scos in
evidentd legatura incontestabild dintre farmacofor si “receptor” sau tinta biologica. O tinta
biologica proeminentd in terapia cancerului este ribonucleotid reductaza (RNR). Care este o
enzimd responsabila de transformarea ribonucleotidelor in deoxiribonucleotide, direct legata de
replicarea si repararea ADN-ului. De remarcat cd anume activitatea RNR a fost asociata direct cu
transformarea celulelor din benigne in maligne dar si proliferarea tumorald. Caracteristicile

necesare evidentiate de cercetdtori a unui inhibitor RNR, pe care hidrazincarbotioamidele le
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intrunesc perfect sunt: proprietdti antioxidante performante dar si proprietatea de complexare a
ionilor de fier (Fe*").

Pentru simularea interactiunii compusilor sintetizati cu tinta biologicd, in calitate de
proteind tintd a fost selectatd ribonucleotid reductaza RNR, lantul R1 (RNR_R1).
N-(n-dimetilfenil)hidrazincarbotioamidele (83-88) sintetizate, au fost supuse studiilor teoretice de
andocare moleculara. Acest studiu a permis elucidarea atat a modului de legare cat si a energiei de
legare cu receptorul. In calitate de martor a fost selectati 3-AP (2-[(3-aminopiridin-2-
il)metiliden]hidrazincarbotioamida, Triapina) compusul cu proprietdti anticancer pronuntate si

care se afla la testari clinice. [130; 131]

Fig. 3.21. Simularea interactiunii N-(2,4-dimetilfenil)hidrazincarbotioamidei

(84) cu fragmentul activ al RNR
Studierea modului de interactiune a scos in evidentd modul de legare cu “receptor-ul” si
prezintd atat legaturi de hidrogen dintre atomul de S si N (2) cu aminoacizii cat si interactiuni de

tipul w-m dintre inelul benzenic si fenilalanina.

Studiul de andocare moleculara a unor al N-(n-dimetilfenil)hidrazincarbotioamide
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Fig. 2.22. Energia de legare de “receptor” a
N-(n-dimetilfenil)hidrazincarbotioamidelor (83-88)
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Rezultatele privind studiul de andocare moleculara a  N-(n-dimetilfenil)-
hidrazincarbotioamidelor (83-88) sintetizate si datele obtinute ce tin de energia de legare cu
receptorul, au permis formularea unor concluzii privind proprietatile farmacofore. Toti compusii
formeaza legaturi de hidrogen cu receptorul, cu energia de legare comparabild cu cea a compusului
luat ca referinta 3-AP, iar compusii sintetizati (83, 84, 85, 87) au manifestat cele mai promitatoare

rezultate.

3.4.3. Activitatea anticancerigend a N-(n-dimetilfenil)hidrazincarbotioamidelor
sintetizate.

Cu scopul studierii avansate a proprietatilor biologice ale
N-(n-dimetilfenil)hidrazincarbotioamidelor (83-88) sintetizate dar si in vederea stabilirii influentei
pozitillor grupelor CHz din inelul benzenic, asupra activitatii anticancerigene.
N-(n-dimetilfenil)hidrazincarbotioamidele (83-88) sintetizate a fost evaluatd pentru activitatea
anticancerigenad fatd de liniile de celule de cancer HeLa (adenocarcinomul cervical, de col uterin),
BxPC-3 (adenocarcinomul pancreatic uman) si RD (Miosarcoma tesutului muscular), (Anexa 9,
p. 162). Substanta luata ca referinta fiind DOX (doxorubicina) medicament folosit in chimioterapia
cancerului [160].

Activitatea anticancerigena a N-(n-dimetilfenil)hidrazincarbotioamidelor

(83-88) fata de liniile de celule de cancer: RD, BxPc-3 si HelLa,
in raport cu martorul DOX (doxorubicina)

DX [ —————|

3,5-diMePhTSC (e
RD
3,4-diMePhT SO (e —
@BxPc-3

2,6-diIMePhTSC

. @HelLa
2,5-diMePhTSC (e
2, 4-AIMEPN T S e |
2,3-diMePh T SO ——

-10 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

% de inhibare

Fig. 3.23. Rezultatele testarii in vitro, a activitatii anticancerigene a

N-(n-dimetilfenil)hidrazincarbotioamidelor (83-88)
Nota: valorile sunt reprezentate ca medie, care au fost repetate de trei ori. Rezultatele analizelor sunt date

la concentratia de 100 uM. DOX — Doxorubicina. Rezultatele sunt date in Anexa 9, p. 162.
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Din diagrama (a se vedea figura 3.23.) se poate conclude ca toti compusii analizati inhiba
proliferarea celulelor cancerigene fati de toate liniile testate. Insa pentru claritate este nevoie de
analizat pentru fiecare tip de celule de cancer aparte. Rezultatele studierii activitatii
anticancerigene  fatd de liniille de celule HelLa, au demonstrat cd toate
N-(n-dimetilfenil)hidrazincarbotioamidele inhiba in diapazonul 23-27 %, exceptie face doar
N-(2,4-dimetilfenil)hidrazincarbotioamida care inhiba 35.7 % de celule cancerigene, la
concentratia de 100 uM. Studierea proprietatilor anticancerigene fatd de BxPC-3 evidentiaza
aceiasi tendinta, de crestere a activitatii in ordinea 3,4 < 2,3 < 2,6 < 3,5 < 2,5 < 2.4 unde
N-(2,4-dimetilfenil)hidrazincarbotioamida (84) inhiba 28.7 % de celule canceroase, la
concentratia de 100 puM. Capacitatea de inhibare a celulelor canceroase de RD a
N-(n-dimetilfenil)hidrazincarbotioamidelor, este modestd in raport cu martorul DOX
(doxorubicina) luatd ca substantd de referintd. De mentionat cd cele mai promitatoare rezultate a
manifestat N-(2,4-dimetilfenil)hidrazincarbotioamida (84), cu 24.1 % de inhibitie de celule
canceroase, la concentratia de 100 uM. Din motiv cd compusii testati inhiba mai putin decat 50 %
de celulele canceroase, nu a fost posibild calcularea concentratiei semimaximale de inhibitie ICso,
insa drept referinta poate fi considerata a fi de ICso> 100 pM.

Pentru evaluarea toxicitatii, compusii (83-88) au fost testati pentru capacitatea de inhibare
a cresterii celulelor normale MDCK (Madin-Darby Canin Kidney, celule renale de caine
sandtoase) Anexa 9, p. 162.

Capacitatea de inhibitie a cresterii celulelor normale de
70 MDCK, in raport cu martorul DOX, n ordine descrescitoare.
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Fig. 3.24. Rezultatele testarii in vitro, a
activitatii de inhibare a celulelor normale de MDCK,

a N-(n-dimetilfenil)hidrazincarbotioamidelor (83-88)

Noté: valorile sunt reprezentate ca medie, care au fost repetate de trei ori. Rezultatele analizelor la

concentratia de 100 uM. DOX — Doxorubicina. Rezultatele sunt date in Anexa 9, p. 162.
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Rezultatele expuse in diagrama (a se vedea fig. 3.24.), indica ca valorile se incadreaza in
diapazonul 7-26 % de inhibare a celulelor normale de MDCK, fiind de 3 ori mai scazute fata de
substantd luatd de referintda DOX (doxorubicina), cu 56 % de inhibare. Cele mai mici valori, adica
cea mai scazutd toxicitate revine compusilor N-(2,5-; (2,4- st (3,4-dimetilfenil)-
hidrazincarbotioamidelor (87), care inhiba cresterea celulelor normale in proportie de 7-12 %. in
raport cu activitatea anticancerigend a acestor compusi, se poate spune ca activitatea citostatica
este de 2 ori mai mare decat capacitatea de inhibare a celulelor normale. Aceste rezultate claseaza
N-(n-dimetilfenil)hidrazincarbotioamidele sintetizate in domeniul substantelor cu toxicitate
scazuta.

Desi rezultatele activitatii anticancerigene fata de liniile de celule HeLa, BxPC-3 si RD a
N-(n-dimetilfenil)hidrazincarbotioamidelor, au fost modeste fatd de substanta de referinta DOX,
de remarcat faptul cd rezultatele asupra toxicitdtii demonstreaza cd acesti compusi manifesta
toxicitate scazuta.

Prin urmare aceste rezultate sugereaza ca N-(n-dimetilfenil)hidrazincarbotioamidele, pot
servi drept punte de plecare pentru proiectarea compusilor cu activitate anticancerigena

pronuntata.

3.4. Concluzii la capitolul 3

1. A fost proiectatd schema de sintezd a N-(n-metilfenil)hidrazincarbotioamidelor (80-89) iar atat
N-(n-metilfenil)hidrazincarbotioamidele (80-89) cat si N'-(n-metilfenil)-N,N-dimetiltioureele
(60-69) au fost evaluate prin metoda computationald Mollinspiration, a parametrilor stipulati in
“regula lui Lipinski”, care a demonstrat ca compusii proiectati corespund tuturor criteriilor
recomandate.

2. A fost elaborata schema de sintezd a N-(n-metilfenil)hidrazincarbotioamidelor (80-89), pornind
cu tiocarbamoilarea n-metilanilinelor (50-59) cu DTMT, in propan-1-ol, reactie care se evidentiaza
printr-o serie de beneficii precum timp de reactie moderat, reactivi mai putin toxici (in comparatie
cu tiofosgenul si disulfura de carbon), iar cel mai important ca rezultat s-au obtinut
N'-(n-metilfenil)-N,N-dimetiltioureele (60-69) o clasa de compusi cu potential biologic
promitator.

3. Utilizand acidul clorhidric, in calitate de agent de acilare, dat fiind faptul ca utilizarea acizilor
minerali presupune utilizarea unor reactivi accesibili si ieftini, N'-(n-metilfenil)-N,N-
dimetiltioureele (60-69) au fost descompuse, cu obtinerea n-metilfenilizotiocianatilor (70-79) cu

randamentul de reactie situat intre 65-80 %.
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4. Au fost stabilite conditiile optime de interactiune a n-metilfenilizotiocianatilor cu monohidratul
de hidrazind, in urma cdrora cu randamentul de 80-92 % au fost obtinute
N-(n-metilfenil)hidrazincarbotioamidele (80-89).

5. Veridicitatea compusilor sintetizati a fost confirmatd prin metode spectrale de analizd precum:
FT-IR, 'H-, 3C RMN, iar 9 compusi, in premiera au fost confirmati structural, prin iradiere de raze
X pe monocristal. Studiile cu raze X au demonstrat cad N-(n-metilfenil)hidrazincarbotioamidele
adopta configuratia frans, tautomerie tionica.

6. Atit N'-(n-metilfenil)-N, N -dimetiltioureele (60-69) cat si  N-(n-metilfenil)-
hidrazincarbotioamidele (80-89) au fost evaluate pentru activitatea antioxidanta, prin metoda de
inhibare a cation-radicalului ABTS"" si a radicalului DPPH". Rezultatele au clasat aceste substante
in calitate de compusi cu potential antioxidant Tnalt.

7. A fost testatd in vitro, activitatea anticancerigena fata de liniile de celule de cancer: HeLa, BxPC-
3 si RD, a N-(n-dimetilfenil)hidrazincarbotioamidelor (83-88). Rezultatele obtinute au demonstrat
influenta pozitiei grupelor metil din inelul benzenic, iar activitatea citostatica a crescut in ordinea
34<23<2,6<3,5<2,5<2,4. Aceleasi rezultate au fost obtinute si teoretic prin studiul de
andocare moleculard, prin simularea interactiunii compusilor (83-88) cu RNR (ribonucleotid
reductaza).

8. A fost testatd in vitro, toxicitatea N-(n-dimetilfenil)hidrazincarbotioamidelor (83-88) prin
metoda de inhibare a celulelor normale de MDCK, iar conform rezultatelor compusii (83-88) pot

fi clasati Tn domeniul substantelor cu toxicitate scazuta.
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4. SINTEZA SI CERCETAREA UNOR N-(n-METILFENIL)-
HIDRAZINCARBOTIOAMIDE AROMATICE SI HETEROCICLICE

In vederea amplificarii proprietitilor biologice dar si a diversificarii structurale,
N-(n-metilfenil)hidrazincarbotioamidele (80-89) sintetizate anterior, au fost condensate cu diferiti
compusi carbonilici aromatici si heterociclici, reiesind din strategia de combinare a diferitor grupe

farmacofore [41].

I
Fig. 4.1. Formula generala de structura a N-(n-metilfenil)-

hidrazincarbotioamidelor proiectate

Noti: R=-CH; in numir de 1, 2 si 3; R'= H sau CHs; R?>= H sau N; R? = -2-OH si -2-OH, -3-OCHs.

Sinteza N-(n-metilfenil)hidrazincarbotioamidelor, a fost efectuatd la interactiunea
N-(n-metilfenil)hidrazincarbotioamidelor (80-89) cu compusi carbonilici heterociclici: piridin-2-
carbaldehida s1 1-(piridin-2-il)etan-1-ona si aromatici: 2-hidroxibenzaldehida si 2-hidroxi-3-

metoxibenzaldehida.

Mecanismul ipotetic de interactiune a N-(metilfenil)hidrazincarbotioamidelor cu compusii
carbonilici, presupune cd reactia Incepe cu protonarea atomului de oxigen carbonilic, formand ioni
de oxoniu, urmat de atacul nucleofil al atomului de N (2) al hidrazincarbotioamidei. Ulterior
hemiamina protonatd elimind apa cu formarea compusului final. Mecanismul este cunoscut si

reprezintd aditie-eliminare, similar cu formarea iminei [49].
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4.1. Metode de cercetare computationala a potentialului activitatii biologice

In urma efectuarii calculelor teoretice a parametrilor stipulati in “regula lui Lipinski”, prin
programul computational Molinspiration (a se vedea figura 4.2.), se poate conclude ca valorile
calculate se incadreaza in limitele recomandate pentru toti compusii propusi spre sinteza, iar

valorile logP sunt cuprinse in limitele de la -0.23 pana la +4.08, Anexa 2, p.153.

Valorile calculate teoretic a logP
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Fig. 4.2. Valorile calculate teoretic ale logP
prin programul Molinspiration, pe clase de compusi

Nota: Valorile calculate teoretic, prin programul Molinspiration, sunt date detaliat in Anexa 2, p.
153.

4.2. Sinteza N-(n-metilfenil)-2-(piridin-2-ilmetiliden)hidrazincarbotioamidelor

Cercetarile efectuate asupra fragmentului piridinic, Incep cu anii ’80, ai secolului trecut
[98] si au confirmat atat potentialul biologic cat si varietatea de derivati pe care 1i genereaza [161].
Studiile asupra pozitiei atomului de azot din heterociclu [162], au elucidat influenta pozitie 2
asupra proprietdtilor biologice. Printre derivatii piridin-2-carbaldehidei (22) existd un numar
impundtor de compusi cu proprietati biologice promitatoare precum: anticancerigene [163], [164],

antibacteriene [165] si antioxidante [166].
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N-(n-metilfenil)-2-(piridin-2-ilmetiliden)hidrazincarbotioamidele (90-99) au fost obtinute
prin reactia de condensare a hidrazincarbotioamidelor (80-89) cu piridin-2-carbaldehida (22),

raport molar de 1:1 al reactantilor, conform schemei generale de sinteza:

R + | CH_COOHgjacial - —N
NX H,0 NH N=—CH
CH R e N
HN NH Z -
¥ /
2 (22)

(80)R=2-CH;  (85)R=25-diCH, (90)R=2-CH;  (95) R=2,5-diCH;
(81)R=3-CH;  (86) R=2,6-iCH; (91)R=3-CH;  (96) R=26-diCH,
(82) R=4-CH;  (87) R=3,4-diCHs (92) R=4-CH;  (97) R=3,4-diCH3
(83) R= 2,3-diCH; (88) R= 3,5-diCH, (93) R=2,3-diCHj3 (98) R=3,5-diCH3
(84) R=2,4-diCH; (89) R= 2,4,6-triCH, (94) R=2,4-diCH (99) R= 2,4,6-triCHs

Fig. 4.3. Schema generala de sinteza a N-(n-metilfenil)-2-(piridin-2-

ilmetiliden)hidrazincarbotioamidelor (90-99)

Intr-un balon cu fund rotund ajustat cu refrigerent, plasat intr-un cuib de incilzire cu
temperaturd reglabild, au fost adaugate 0.1 mol de N-(n-metilfenil)hidrazincarbotioamida
dizolvata prealabil in 10 ml etanol si ulterior 0.1 mol de piridin-2-carbaldehida (22), prealabil
dizolvata in 10 ml etanol, apoi la amestecul format s-au addugat 3-4 picaturi CH3COOHglacial.
Amestecul a fost refluxat timp de 2-3 ore, sfarsitul reactiei a fost stabilit cu ajutorul CSS, eluent
benzen : acetond (5:1). Dupa racire In baia cu gheata, sedimentul format a fost filtrat, spalat cu
apa, alcool etilic rece, iar pentru obtinerea unui compus de puritate mai inaltd a fost recristalizat
din etanol. N-(n-metilfenil)-2-(piridin-2-ilmetiliden)hidrazincarbotioamidele reprezinta substante

cristaline de culoare galbuie.

(90) N-(2-metilfenil)-2-(piridin-2-ilmetiliden)hidrazincarbotioamida [2-MePhTSCPy]: substanta
cristalini de culoare gilbuie; p. t. = 170-172 °C; 1 = 90 %; Spectrul FT-IR, Vimax (cm™): 3318, m,
(N2-H); 3126, s, (NN-H); 3022 s, (C-H, CH3, Py ); 2911, s, (CH, Ar); 1605; 1581, m, (N-H); 1542,
p, (C=C, Ar); 1456; 1433, m, (C=C, Py); 1403, m, (C=C, Ar); 1321, m, (C-N); 1251, m, (C=S);
1171, p; 1078, m, (N-N); 868, m; 820, m, (C=S); 619, m, (Py).

(91) N-(3-metilfenil)-2-(piridin-2-ilmetiliden)hidrazincarbotioamida [3-MePhTSCPy]: substanta
cristalina de culoare gélbuie; p. t. = 190-192 °C; n = 91 %; Spectrul FT-IR, Viax (cm™): 3313, m,
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(N>-H); 3116, s, (NN-H); 3022 s, (C-H, CH;s, Py ); 2911, s, (CH, Ar); 1606, m; 1584, m, (N-H);
1545, p, (C=C, Ar); 1464, m; 1433, m (C=C, Py); 1400, m, (C=C, Ar); 1322, m, (C-N); 1267, m,
(C=S); 1165, p; 1076, m, (N-N); 858, m; 822, m, (C=S); 622, m, (Py).

(92) N-(4-metilfenil)-2-(piridin-2-ilmetiliden)hidrazincarbotioamida [4-MePhTSCPy]: substanta
cristalini de culoare gilbuie; p. t. = 210-212 °C; 1 = 90 %; Spectrul FT-IR, Vimax (cm™): 3320, m,
(N2-H); 3126, s, (NN-H); 3043 s, (C-H, CH3, Py ); 2917, s, (CH, Ar); 1645, m, (C=N);1602, s;
1585, m, (N-H); 1539, p, (C=C, Ar); 1466, m; 1433, m(C=C, Py); 1397, m, (C=C, Ar); 1315, m,
(C-N); 1256, m, (C=S); 1185, p; 1078, m, (N-N); 858, m; 817, m, (C=S); 626, m, (Py).

(93) N-(2,3-dimetilfenil)-2-(piridin-2-ilmetiliden)hidrazincarbotioamida [2,3-diMePhTSCPy]:
substanti cristalini de culoare gilbuie; p. t. = 185-187 °C; 1 = 94 %; Spectrul FT-IR, Viax (cm™):
3312, m, (N*>-H); 3117, s, (NN-H); 3043 s, (C-H, CH3, Py ); 2907, s, (CH, Ar); 1653, m, (C=N);
1583, m, (NH); 1533, p, (C=C, Ar); 1464; 1433, m, (C=C, Py); 1380, m, (C=C, Ar); 1306, m, (C-
N); 1268, m, (C=S); 1162, p; 1078, m, (N-N); 876, m; 831, m, (C=S); 612, m, (Py).

(94) N-(2,4-dimetilfenil)-2-(piridin-2-ilmetiliden)hidrazincarbotioamida [2,4-diMePhTSCPy]:
substanti cristalind de culoare gilbuie; p. t. = 198-200 °C; n = 89 %; Spectrul FT-IR, Viax (cm™):
3324, m, (N*>-H); 3121, s, (NN-H); 3046 s, (C-H, CH3, Py ); 2949, s, (CH, Ar); 1673, m, (C=N);
1581, m, (NH); 1539, p, (C=C, Ar); 1464; 1433, m, (C=C, Py); 1396, m, (C=C, Ar); 1322, m, (C-
N); 1264, m, (C=S); 1188, p; 1077, m, (N-N); 861, m; 818, m, (C=S); 612, m, (Py) [167].

Unele distante interatomice, in A: C(fenil)-N(N), 1.4128, N(N)-C(S), 1.3564, C=S, 1.6660, C(S)-N(1),
1.3174, N(1)-N(2), 1.3816, N(2)=C, 1.3126, C-C, 1.4148, C-N(Py), 1.3269, C(ph)-C(2-CH3), 1.4936, C(ph)-C(4-
CH3), 1.5180. Datele cristalografice si unii parametri, Anexa 1, p. 152.
Fig. 4.4. Structura moleculara a N-(2,4-dimetilfenil)-2-(piridin-2-

ilmetiliden)hidrazincarbotioamidei (94) [2,4-diMePhTS CPy]
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(95) N-(2,5-dimetilfenil)-2-(piridin-2-ilmetiliden)hidrazincarbotioamida [2,5-diMePhTSCPy]:
substanti cristalina de culoare gilbuie; p. t. = 188-190 °C; 1 = 91 %; Spectrul FT-IR, Vimax (cm™):
3324, m, (N*-H); 3121, s, (NN-H); 3041 s, (C-H, CH3, Py ); 2975, s, (CH, Ar); 1671, m, (C=N);
1583, m, (NH); 1494, p, (C=C, Ar); 1462; 1437, m, (C=C, Py); 1374, m, (C=C, Ar); 1319, m, (C-
N); 1265, m, (C=S); 1153, p; 1080, m, (N-N); 879, m; 811, m, (C=S); 618, m, (Py).

(96) N-(2,6-dimetilfenil)-2-(piridin-2-ilmetiliden)hidrazincarbotioamida [2,6-diMePhTSCPy]:
substanti cristalini de culoare gilbuie; p. t. = 215-217 °C; 1 = 84 %; Spectrul FT-IR, Viax (cm™):
3317, m, (N*-H); 3131, s, (NN-H); 3041 s, (C-H, CH3, Py ); 2972, s, (CH, Ar); 1668, m, (C=N);
1584, m, (NH); 1487, p, (C=C, Ar); 1462; 1439, m, (C=C, Py); 1371, m, (C=C, Ar); 1316, m, (C-
N); 1262, m, (C=S); 1180, p; 1091, m, (N-N); 869, m; 811, m, (C=S); 620, m, (Py).

Unele distante interatomice, in A: C(fenil)-N(N), 1.4452, N(N)-C(S), 1.3323, C=S, 1.6671, C(S)-N(1),
1.3633, N(1)-N(2), 1.3701, N(2)=C, 1.2715, C-C, 1.4647, C-N(Py), 1.3332, C(ph)-C(2-CHs), 1.5086, C(ph)-C(6-
CH3), 1.4994. Datele cristalografice si unii parametri, Anexa 1, p. 152.
Fig. 4.5. Structura moleculara a N-(2,6-dimetilfenil)-2-(piridin-2-
ilmetiliden)hidrazincarbotioamidei (96) [2,6-diMePhTSCPy]

(97) N-(3,4-dimetilfenil)-2-(piridin-2-ilmetiliden)hidrazincarbotioamida [3,4-diMePhTSCPy]:
substanti cristalini de culoare gilbuie; p. t. = 173-175 °C; 1 = 82 %; Spectrul FT-IR, Viax (cm™):
3312, m, (N*>-H); 3239, s, (NN-H); 3058 s, (C-H, CH3, Py ); 2963, s, (CH, Ar); 1671, m, (C=N);
1583, m, (NH); 1507, p, (C=C, Ar); 1466; 1433, m, (C=C, Py); 1396, m, (C=C, Ar); 1320, m,
(C-N); 1260, m, (C=S); 1197, p; 1075, m, (N-N); 860, m; 819, m, (C=S); 618, m, (Py).
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Unele distante interatomice, in A: C(fenil)-N(N), 1.4143, N(N)-C(S), 1.3675, C=S, 1.6649, C(S)-N(1),
1.3582, N(1)-N(2), 1.3739, N(2)=C, 1.2766, C-C, 1.4738, C-N(Py), 1.3374, C(ph)-C(3-CH3), 1.5115, C(ph)-C(4-
CH3), 1.5052. Datele cristalografice si unii parametri, Anexa 1 p. 152.
Fig. 4.6. Structura moleculara a N-(3,4-dimetilfenil)-2-(piridin-2-
ilmetiliden)hidrazincarbotioamidei (97) [3,4-diMePhTSCPy]

(98) N-(3,5-dimetilfenil)-2-(piridin-2-ilmetiliden)hidrazincarbotioamida [3,5-diMePhTSCPy]:
substanti cristalind de culoare gilbuie; p. t. = 155-157 °C; n = 86 %; Spectrul FT-IR, Viax (cm™):
3315, m, (N*>-H); 3153, s, (NN-H); 3069 s, (C-H, CH3, Py ); 2955, s, (CH, Ar); 1655, m, (C=N);
1581, m, (NH); 1510, p, (C=C, Ar); 1463; 1433, m, (C=C, Py); 1399, m, (C=C, Ar); 1325, m, (C-
N); 1274, m, (C=S); 1168, p; 1076, m, (N-N); 837, m; 810, m, (C=S); 620, m, (Py). Spectrul 'H
RMN (400MHz/(CD3)280), 6 (ppm): 14.40 (s); 11.96 (1H, s); 10.22 (1H, s); 8.56 (1H, dm, J=4.7);
8.32 (1H, d, J=8.0); 8.16 (1H, s); 7.84 (1H, dd, J=7.7, 1.6); 7.39 (1H, ddd, J=7.4, 1.6, 0.9); 7.15
(2H, br. S); 6.84 (1H, br, s); 2.26 (6H, s); Spectrul >C RMN (100MHz/(CD3).SO), 6 (ppm): 176.6
(C=S); (Ar): 153.2,149.8, 142.9, 139.1, 137.7, 137.3, 127.5, 124.9, 123.9, 121.7; 21.3.3 (m-CH3);
Spectrul "N RMN 400MHz/(CD3)2SO) é(ppm): 327 N (1); 309 N (Py); 172 N (2); 127 N (N).

(99) N-(2,4,6-trimetilfenil)-2-(piridin-2-ilmetiliden) hidrazincarbotioamida
[2,4,6-trimePhTSCPy]: substantd cristalind de culoare gélbuie; p. t. = 218-220 °C; n = 84 %;
Spectrul FT-IR, Vi (cm™): 3351, m, (N>-H); 3227, s, (NN-H); 3046 s, (C-H, CH3, Py ); 2955, s,
(CH, Ar); 1654, m, (C=N); 1584, m, (NH); 1519, p, (C=C, Ar); 1489, m; 1463; 1433, m, (C=C,
Py); 1368, m, (C=C, Ar); 1324, m, (C-N); 1261, m, (C=S); 1145, p; 1070, m, (N-N); 847, m; 847,
m, (C=S); 623, m, (Py).

Sinteza N-(n-metilfenil)-2-(piridin-2-ilmetiliden)hidrazincarbotioamidelor (90-99), a fost

efectuatd cu adaugarea cantitatilor catalitice de CH3COOHgiacial, deoarece prezenta electronilor
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liberi de la atomul de azot piridinic confera bazicitate compusului, nefavorizand autocataliza. Prin
urmare pentru a mari randamentul de reactie si a micsora timpul de reactie a fost adaugat
catalizator. Structura compusilor obtinuti a fost confirmatd prin intermediul spectroscopiei:

FT-IR, 'H-,>C-, "N RMN si difractiei de raze X pe monocristal.
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Fig. 4.7. Spectrul '"H RMN a N-(3,5-dimetilfenil)-2-(piridin-2-
ilmetiliden)hidrazincarbotioamida (98) /3,5-diMePhTSCPy]

In spectrele 'H RMN (a se vedea figura 4.7.) se contin semnalele grupelor metil din inelul
benzenic in cAmp puternic ecranat la 2.27 ppm (6H, s, CH3); protonii din inelele benzenice apar n
intervalul 6.85-8.56 ppm, dupd cum urmeazi 6.85 ppm (1H, br, s), (H*); 7.16 ppm (2H, br. S),
(H' si H°); 7.40 ppm (1H, ddd, J=7.4, 1.6, 0.9), (H"); 7.85 ppm (1H, dd, J=7.7, 1.6), (H®); 8.17
ppm (1H, s), (H'%); 8.32 ppm (1H, d, J=8.0), (H’); 8.57 ppm (1H, dm, J=4.7), (H°); precum si
protonul de la atomul de azot tioamidic 10.23 ppm (1H, s), (H'?) si 11.97 ppm (1H, s), (H'!).

In spectrul >C RMN (a se vedea fig. 4.8) se contine un singur semnal al atomilor de carbon
a grupelor metil la 21.3 ppm (m-CHz3), dat fiind faptul ca sunt grupe echivalente energetic.
Semnalele atomilor de carbon din inelele benzenice au fost identificate in intervalul 121-149 ppm,
dupid cum urmeazi: 121.7 ppm (C"); 123.9 ppm (C®si C?); 124.9 ppm (C''); 127.5 ppm (C*);
137.3 ppm (C'?); 139.1 ppm (C!); 142.9 ppm (C?); 149.8 (C'%); 153.2 ppm (C®) si respectiv

semnalul ce corespunde atomului de carbon de la C=S la 176.6 ppm.
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Fig. 4.8. Spectrul 3C RMN a N-(3,5-dimetilfenil)-2-(piridin-2-
ilmetiliden)hidrazincarbotioamida (98) /3,5-diMePhTSCPy]
In spectrul >N RMN (a se vedea figura 4.9.) se contin semnalele atomilor de azot respectiv

la: 327 ppm N (2); 309 ppm N (Py); 172 ppm N (1) si 127 ppm N (N).
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Fig. 4.9. Spectrul N RMN a N-(3,5-dimetilfenil)-2-(piridin-2-
ilmetiliden)hidrazincarbotioamida (98) /3,5-diMePhTSCPy]

Confirmarea obtinerii N-(n-metilfenil)-2-(1-piridin-2-iletiliden)hidrazincarbotioamidelor
(90-99) prin intermediul spectroscopiei F'7-IR, prin identificarea prezentei grupei -C=N cu o banda
caracteristicd prezenti la 1605-1625 cm™! si a benzilor caracteristice la 3043 cm™ (C-H, 2-Py) si
pentru inelul piridinic a benzilor la 610-620 cm™'. Difractia de raze X pe monocristal ale unor
N-(n-metilfenil)-2-(1-piridin-2-iletiliden)-hidrazincarbotioamide ~a confirmat veridicitatea
compusilor sintetizati. Impachetarea in cristal a compusului (94) este determinati de legiturile de
hidrogen intermoleculare de tipul -NN-H-**S-*H-C® (Py), iar a compusului (96) este determinati

de legituri intermoleculare de tipul -NN-H-*S, dar sunt prezente si interactiuni de tip ,,m-m
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stacking” intre inelele fenil - piridinic. In structura compusului (97) sunt prezente legaturi
intermoleculare de tipul -N-H-*"N (Py) si de tipul S--"H-C* (Py). Rezultatele difractiei de raze X,
a confirmat cd majoritatea moleculelor adoptd configuratia trams, iar lungimea legaturii
interatomice C=S este de 1.66-1.68 A, lungime caracteristicd legiturii duble (C=S), fapt care a
indicat prezenta N-(n-metilfenil)-2-(1-piridin-2-iletiliden)hidrazincarbotiamidelor in forma

tionica.

4.2.1. Activitatea antioxidanta a N-(n-metilfenil)-2-(1-piridin-2-iletiliden)-
hidrazincarbotioamidelor.

Din datele studiate reiese ca introducerea unui heterociclu precum piridin-2-il, poate genera
compusi cu activitate antioxidantd inaltd [168; 169]. Prin urmare N-(n-metilfenil)-2-(piridin-2-
ilmetiliden)hidrazincarbotioamidele sintetizate au fost testate la activitatea antioxidanta, prin

intermediul metodei de inhibare a cation-radicalului ABTS®*, (Anexa 5, p.158).

Activitatea antioxidanta a N-(n-metilfenil)-2-(piridin-2-
ilmetiliden)hidrazincarbotioamidelor (90-99), in raport cu

40 . n . <
25 mgrforul Trolox, prin metoda ABTS, in ordine crescatoare.
30
s 25
= 18,2
S 20
O 15 12,3 12,3
= 112 103 94 93 g7
10 1
5
0
U ST o TR o SRS o SRS o S o S 0 SRR o S o S
& & &Q & X(\%o (\\‘50 &(\%o \6%0 & &
V\e‘} @8 Qéi @ & & & %\8 é\é‘ &
‘o,\"»‘ ~ 5,& ,b,& N& b;s 6,25 % v W'b
o2 GO A LA R v

Fig. 4.10. Rezultatele testarii activitatii antioxidante a N-(n-metilfenil)-2-(piridin-2-
ilmetiliden) hidrazincarbotioamidelor (90-99), prin metoda ABTS

Rezultatele sunt date in Anexa 5, p. 158.

Rezultatele testarii activitatii antioxidante a N-(n-metilfenil)-2-(piridin-2-ilmetiliden)-
hidrazincarbotioamidelor (90-99) redate in diagrama (a se vedea figura 4.10), au demonstrat ca
toti compusii din aceastd serie manifestd activitate de inhibare mai inalta fatd de substanta luata ca
referinta Trolox-ul, cu valorile situate intre 18.2 si 7.2 uM. Insi cele mai promititoare rezultate
revin N-(2-metilfenil)-; si N-(2,4-dimetilfenil)-2-(piridin-2-ilmetiliden) hidrazincarbotioamidelor,

cu valorile 8.7 s1 7.2 uM respectiv.
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4.3. Sinteza N-(n-metilfenil)-2-(1-piridin-2-iletiliden)hidrazincarbotioamidelor

Din studiile materialelor stiintifice [170; 171] se poate conclude ca substituirea atomului
de hidrogen H iminic, cu gruparea donora de electroni CH3, genereaza compusi cu activitate
biologica inalta.

N-(n-metilfenil)-2-(1-piridin-2-iletiliden)hidrazincarbotioamidele  (100-109) au fost
obtinute prin reactia de condensare a hidrazincarbotioamidelor (80-89) cu 1-(piridin-2-il)etan-1-
ond, raport molar 1:1 al reactantilor. Sinteza a fost efectuatd cu adaugarea cantitatilor catalitice de
CH3COOHgiacial, pentru activarea grupdrii carbonilice, fiind dezactivata de prezenta gruparii

acceptoare de piridin-2-il, conform schemei generale de sinteza:

N /N
R + CH,%COOHglacial - —\
N -H,0
NH N=C
HN _C N / \
S

NH CH
N2 3

ﬁ NH» Hg

S
(80)R=2-CH;  (85) R=2,5-diCH, (100) R=2-CH;  (105) R= 2,5-diCH,
(81)R=3-CH;  (86) R=2,6-diCH, (101) R=3-CHs  (106) R=2,6-diCH,
(82) R=4-CH;  (87) R=3,4-diCH, (102) R=4-CH;  (107) R=3,4-diCH,
(83) R= 2,3-diCH (88) R=3,5-diCH3 (103) R= 2,3-diCH; (108) R= 3,5-diCH;
(84) R= 2,4-diCH3 (89) R= 2,4,6-triCH; (104) R= 2,4-diCH; (109) R= 2,4,6-triCH;

Fig. 4.11. Schema generala de sinteza a N-(n-metilfenil)-2-(1-piridin-2-
iletiliden)hidrazincarbotioamidelor (100-109)

Intr-un balon cu fund rotund ajustat cu refrigerent, plasat intr-un cuib de incilzire cu
temperatura reglabila, a fost addugat 0.1 mol de N-(n-metilfenil)hidrazincarbotioamida dizolvat
prealabil in 10 ml etanol s1 0.1 mol de 1-(piridin-2-il)etan-1-ond prealabil dizolvatd in 10 ml etanol,
ulterior au fost addugate 3-4 picaturi CH3COOHgacia. Amestecul a fost refluxat timp de 3 ore,
sfarsitul reactiei a fost stabilit cu ajutorul CSS, eluent benzen: acetond (5:1). Dupa racire in baia
cu gheata, sedimentul format a fost filtrat, spalat cu apa, alcool etilic rece, iar pentru obtinerea unui
compus de puritate mai inaltd a fost recristalizat din etanol. N-(n-metilfenil)-2-(piridin-2-

ilmetiliden)hidrazincarbotioamidele reprezinta substante cristaline de culoare galbuie.

(100)  N-(2-metilfenil)-2-(1-piridin-2-iletiliden) hidrazincarbotioamida  [2-MePhTSCAPy]:
substanti cristalini de culoare gilbuie; p. t. = 152-154 °C; = 87 %; Spectrul FT-IR, Viax (cm™):
3296, m, (N*-H); 3185, s, (NN-H); 3043, s, (C-H, CHs, Py); 3019, m; 1613, (N-H); 1580, m, (C=N);
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1495, p, (C=C, Ar); 1460; 1430 (C=C, Py); 1370, m, (C=C, Ar); 1299, m, (C-N); 1251, m, (C=S);
1186, p; 1155; 1070, m, (N-N); 858, m; 819, m, (C=S); 626, (Py).

Unele distante interatomice, in A: C(fenil)-N(N), 1.4347, N(N)-C(S), 1.3368, C=S, 1.6709, C(S)-N(2),
1.3580, N(2)-N(1), 1.3763, N(2)=C, 1.2879, C-C(CHs), 1.4888, C-C, 1.4854, C-N(Py), 1.3395, C(ph)-C(2-CHs),
1.5039. Datele cristalografice si unii parametri, Anexa 1 p. 152.

Fig. 4.12. Structura moleculara a N-(2-metilfenil)-2-(1-piridin-2-
iletiliden) hidrazincarbotioamidei (100) [2-MePhTSCAPy]

(101)  N-(3-metilfenil)-2-(1-piridin-2-iletiliden) hidrazincarbotioamida  [3-MePhTSCAPy]:
substanti cristalind de culoare gilbuie; p. t. = 146-148 °C; 1 = 82 %; Spectrul FT-IR, Viax (cm™):
3293, m, (N?-H); 3235, s, (NN-H); 3049, s, (C-H, CH3, Py); 2911, m; 1612, (N-H); 1581, m, (C=N);
1482, p, (C=C, Ar); 1464; 1433 (C=C, Py); 1358, m, (C=C, Ar); 1300, m, (C-N); 1260, m, (C=S);
1180, p; 1146; 1106, m, (N-N); 853, m; 795, m, (C=S); 619, (Py).

(102)  N-(4-metilfenil)-2-(1-piridin-2-iletiliden) hidrazincarbotioamida  [4-MePhTSCAPy]:
substanti cristalini de culoare gilbuie; p. t. = 158-160 °C; 1 = 84 %; Spectrul FT-IR, Viax (cm™):
3297, m, (N'-H); 3216, s, (N*-H); 3046, s, (C-H, CH3 Py); 2919, m; 1603, (N-H); 1579, m, (C=N);
1485, p, (C=C, aril); 1464; 1432 (C=C, Py); 1355, m, (C=C, aril); 1298, m, (C-N); 1243, m, (C=S);
1166, p; 1158; 1097, m, (N-N); 841, m; 779, m, (C=S); 621, (Py).

(103) N-(2,3-dimetilfenil)-2-(1-piridin-2-iletiliden) hidrazincarbotioamida
[2,3-diMePhTSCAPy]: substanta cristalind de culoare galbuie; p. t. = 203-205 °C; n = 85 %;
Spectrul FT-IR, Vmax (cn™): 3309, m, (N>-H); 3194, s, (NN-H); 3058, s, (C-H, CHs, Py); 2910, m;
1600, m, (C=N); 1578, p, (N-H); 1495, p, (C=C, Ar); 1458; 1432 (C=C, Py); 1366, m, (C=C, Ar);
1300 m, (C-N); 1251, m, (C=S); 1161, p; 1140; 1100, m, (N-N); 848, m; 795, m, (C=S); 623, (Py).
(104) N-(2,4-dimetilfenil)-2-(1-piridin-2-iletiliden) hidrazincarbotioamida
[2,4-diMePhTSCAPy]: substanta cristalind de culoare gélbuie; p. t. = 154-156 °C; n = 90 %;
Spectrul FT-IR, Vmax (cn™): 3250, m, (N>-H); 3206, s, (NN-H); 3058, s, (C-H, CHs, Py); 2916, m;
1609, (N-H); 1578, m, (C=N); 1488, p, (C=C, Ar); 1463; 1430 (C=C, Py); 1362, m, (C=C, Ar);
1286 m, (C-N); 1254, m, (C=S); 1186, p; 1145; 1100, m, (N-N); 862, m; 780, m, (C=S); 621, (Py).
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Unele distante interatomice, in A: C(fenil)-N(N), 1.4336, N(N)-C(S), 1.3344, C=S, 1.6643, C(S)-N(1),
1.3678, N(1)-N(2), 1.3694, N(2)=C, 1.2851, C-C(CHs), 1.5020, C-C, 1.4787, C-N(Py), 1.3278, C(ph)-C(2-CHs),
1.5001, C(ph)-C(4-CHs), 1.5327. Datele cristalografice si unii parametri, Anexa 1 p. 152.
Fig. 4.13. Structura moleculara a N-(2,4-dimetilfenil)-2-(1-piridin-2-

iletiliden) hidrazincarbotioamidei (104) [2,4-diMePhTSCAPy]

(105) N-(2,5-dimetilfenil)-2-(1-piridin-2-iletiliden) hidrazincarbotioamida

[2,5-diMePhTSCAPy]: substanta cristalind de culoare gélbuie; p. t. = 165-167 °C; n = 87 %;
Spectrul FT-IR, Vmax (cn™): 3248, m, (N>--H); 3203, s, (NN-H); 3052, s, (C-H, CHs, Py); 2914, m;
1610, (N-H); 1576, m, (C=N); 1484, p, (C=C, Ar); 1461; 1432 (C=C, Py); 1364, m, (C=C, Ar);
1288 m, (C-N); 1256, m, (C=S); 1188, p; 1145; 1101, m, (N-N); 860, m; 784, m, (C=S); 622, (Py).

s

a
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Unele distante interatomice, in A: C(fenil)-N(N), 1.4247, N(N)-C(S), 1.3242, C=S, 1.6706, C(S)-N(1),
1.3689, N(1)-N(2), 1.3652, N(2)=C, 1.2897, C-C(CHs), 1.5090, C-C, 1.4814, C-N(Py), 1.3381, C(ph)-C(2-CHs),
1.5061, C(ph)-C(5-CH3), 1.5022. Datele cristalografice si unii parametri Anexa 1 p. 152.
Fig. 4.14. Structura moleculara a N-(2,5-dimetilfenil)-2-(1-piridin-2-
iletiliden) hidrazincarbotioamidei (105) [2,5-diMePhTS CAPy]

(106) N-(2,6-dimetilfenil)-2-(1-piridin-2-iletiliden) hidrazincarbotioamida

[2,6-diMePhTSCAPy]: substanta cristalind de culoare gdlbuie; p. t. = 210-212 °C; n = 81 %;
Spectrul FT-IR, Viax (cm™): 3303, m, (N>-H); 3154, s, (NN-H); 3058, s, (C-H, CHs3, Py); 2911, m;
1620, (N-H); 1580, m, (C=N); 1494, p, (C=C, Ar); 1460; 1430 (C=C, Py); 1369, m, (C=C, Ar);
1265 m, (C-N); 1227, m; 1185, p, (C=S); 1142; 1099, m, (N-N); 890, m; 774, m, (C=S); 620, (Py).
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Unele distante interatomice, in A: C(fenil)-N(N), 1.4337, N(N)-C(S), 1.3311, C=S, 1.6716, C(S)-N(1),
1.3616, N(1)-N(1), 1.3732, N(2)=C, 1.2797, C-C(CHzs), 1.4970, C-C, 1.4813, C-N(Py), 1.3414, C(ph)-C(2-CHa),
1.4828, C(ph)-C(6-CHz3), 1.4988. Datele cristalografice si unii parametri Anexa 1 p. 152.
Fig. 4.15. Structura moleculara a N-(2,6-dimetilfenil)-2-(1-piridin-2-
iletiliden)hidrazincarbotioamidei (106) [2,6-diMePhTSCAPy]

(107) N-(3,4-dimetilfenil)-2-(1-piridin-2-iletiliden) hidrazincarbotioamida

[3,4-diMePhTSCAPy]: substanta cristalind de culoare galbuie; p. t. = 160-162 °C; n = 85 %;
Spectrul FT-IR, Viax (cm™): 3304, m, (N>-H); 3140, s, (NN-H); 3043, s, (C-H, CH3, Py); 2932, m;
1609 m, (N-H); 1579, (C=N); 1517, p, (C=C, Ar); 1485; 1466; 1432 (C=C, Py); 1353, m, (C=C,
aril); 1264 m, (C-N); 1214, m; 1191, p, (C=S); 1147; 1097, m, (N-N); 884, m; 778, m, (C=S); 616,

(Py).

(108) N-(3,5-dimetilfenil)-2-(1-piridin-2-iletiliden) hidrazincarbotioamida

[3,5-diMePhTSCAPy]: substantd cristalind de culoare galbuie; p. t. = 175-177 °C; n = 85 %;
Spectrul FT-IR, Vmax (cn™): 3298, m, (N>-H); 3151, s, (NN-H); 3063, s, (C-H, CHs, Py); 2909, m;
1613; 1579, m, (C=N); 1494, p, (C=C, Ar); 1459; 1431 (C=C, Py); 1364, m, (C=C, Ar); 1279 m,
(C-N); 1203, p (C=S); 1144; 1099, m, (N-N); 849, m; 787, m, (C=S); 619, (Py).

(109) N-(2,4,6-trimetilfenil)-2-(1-piridin-2-iletiliden)hidrazincarbotioamida
[2,4,6-triMePhTSCAPy]: substantd cristalind de culoare gélbuie; p. t. = 203-205 °C; n = 82%;
Spectrul FT-IR, Vmax (cm™): 3311, m, (N>.-H); 3104, s, (NN-H); 3058, s, (C-H, CHs, Py); 2954, m;
1607; 1578, m, (C=N); 1497, p, (C=C, Ar); 1468; 1431 (C=C, Py); 1372, m, (C=C, Ar); 1299 m,
(C-N); 1244, m; 1198, p, (C=S); 1153; 1096, m, (N-N); 855, m; 780, m, (C=S); 619, (Py).
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Unele distante interatomice, in A: C(fenil)-N(N), 1.4363, N(N)-C(S), 1.3286, C=S, 1.6760, C(S)-N(1),
1.3559, N(1)-N(2), 1.3830, N(2)=C, 1.2858, C-C(CHs), 1.4909, C-C, 1.4828, C-N(Py), 1.3386, C(ph)-C(2-CHs),
1.5034, C(ph)-C(4-CHz3), 1.5119, C(ph)-C(6-CH3), 1.5081. Datele cristalografice si unii parametri, Anexa 1 p. 152.
Fig. 4.16. Structura moleculara a N-(2,4,6-trimetilfenil)-2-(1-piridin-2-
iletiliden) hidrazincarbotioamidei (109) [2,4,6-triMePhTSCAPy]

Sinteza N-(n-metilfenil)-2-(1-piridin-2-ilmetiliden)hidrazincarbotioamidelor (100-109), a
fost efectuatd cu adaugarea cantitatilor catalitice de CH3COOHglacial, deoarece prezenta
electronilor liberi de la atomul de azot piridinic conferd bazicitate compusului, nefavorizand
autocataliza. Prin urmare pentru a mari randamentul de reactie si a micsora timpul de reactie a fost
adaugat catalizator. Veridicitatea obtinerii compusilor a fost confirmatd prin intermediul
spectroscopiei: FT-IR si difractiei de raze X pe monocristal.

In spectrele FT-IR au fost evidentiate prezenta benzilor caracteristice in diapazonul 3043-
3063 cm™! (C-H, CH3 2-Py), 1575-1580 cm™ a grupei -C=N si banda caracteristicd pentru inelul
piridinic la 619-626 cm.

Difractia de raze X pe monocristal ale unor N-(n-metilfenil)-2-(1-piridin-2-
ilmetiliden)hidrazincarbotioamide demonstreaza structura moleculara si confirma veridicitatea
obtinerii compusilor. Impachetarea in cristal a moleculelor este determinata de interactiuni de tip

»T-m stacking” 1intre inelele fenil si piridinic, dar si de prezenta legaturilor de hidrogen

105, 109). In compusul (106) atomul de sulf formeaza legituri de hidrogen intermoleculare de
tipul -NN-H-*-S, cu formare de lanturi. Datele privind lungimea legaturii interatomice C=S este
egald cu 1.66-1.67 A, caracteristicd pentru legitura dubli, ceea ce indici ci N-(n-metilfenil)-2-(1-
piridin-2-ilmetiliden)hidrazincarbotioamidele analizate (100, 104, 105, 106, 109) sunt in forma

tionica.
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4.3.1. Activitatea antioxidantd a  N-(n-metilfenil)-2-(1-piridin-2-iletiliden)
hidrazincarbotioamidelor sintetizate

In scopul efectudrii cercetarilor ce tin de amplificarea proprietitilor biologice, dar si
elucidarii legaturii structura chimica — activitate, N-(n-metilfenil)-2-(1-piridin-2-iletiliden)-
hidrazincarbotioamidele (100-109) sintetizate au fost testate pentru activitatea antioxidanta, prin

intermediul metodei de inhibare a cation-radicalului ABTS™, Anexa 6, p. 159.

Activitatea antioxidanta a N-(n-metilfenil)-2-(1-piridin-2-
il)etiliden)hidrazincarbotioamidelor (100-109) prin metoda
ABTS, in raport cu Trolox-ul, in ordine crescatoare.
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Fig. 4.17. Rezultatele testarii activitatii antioxidante a N-(n-metilfenil)-2-(1-piridin-2-
iletiliden)hidrazincarbotioamidelor (100-109), prin metoda ABTS

Rezultatele sunt redate in Anexa 6, p. 159.

Analiza rezultatelor activitatii antioxidante, expuse in diagrama (a se vedea fig. 4.17.), a
N-(n-metilfenil)-2-(1-piridin-2-iletiliden)hidrazincarbotioamidelor (100-109), prin metoda de
inhibare a cation-radicalului ABTS"*, demonstreaza ca toti compusii manifestd activitate mai inalta
fatd de martorul Trolox. De remarcat ca valorile cele mai promitatoare au revenit compusilor cu
N-(4-metilfenil)- si N-(2,4-dimetilfenil)-2-(1-piridin-2-iletiliden)hidrazincarbotioamidele, cu

ICs50=9.1 51 5.1 uM respectiv.

4.3.2.  Activitate anticancerigend a unor N-(n-dimetilfenil)-2-(1-piridin-2-
iletiliden) hidrazincarbotioamide sintetizate

Reiesind din rezultatele obtinute anterior dar si cu scopul cercetdrii influentei pozitiei
grupelor metil din inelul benzenic cat si a componentei carbonilice asupra proprietatilor anticancer,

o serie de N-(n-dimetilfenil)-2-(1-piridin-2-iletiliden)hidrazincarbotioamide (103-105 si 107) (a
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se vedea figura 4.18.), au fost testate pentru activitatea anticancerigena fata de linia de celule de
cancer HL-60 (Leucemie umana), Anexa 10, p. 163. Compusii selectati au fost:
N-(2,3-dimetilfenil)- (a se vedea figura 4.18. a); N-(2,4-dimetilfenil)- (a se vedea figura 4.18. b);
N-(2,5-dimetifenil)- (a se vedea figura 4.18. c) si N-(3,4-dimetilfenil)-2-(1-piridin-2-

iletiliden)hidrazincarbotioamidele (a se vedea figura 4.18. d).

3 ~CHz

H3C 4 CHy
2 “CHs

b) a)
CHs \l ﬁ
2 C— o
/73\NH ’\<H \ 7
c)

H3C d)

4 3
H5C CHg
Fig. 4.18. Strategia de selectare a unor N-(n-dimetilfenil)-2-(1-piridin-2-iletiliden)-

hidrazincarbotioamide pentru testarea activitatii anticancerigene

Activitatea anticancerigena fata de HL-60, a unor N-(n-dimetilfenil)-2-(1-
piridin-2-iletiliden)hidrazincarbotioamide, in raport cu DOX (doxorubicina)

99
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3,4dimePhTSCApy 92,7 99.9
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Fig. 4.19. Rezultatele testarii in vitro a activitatii anticancerigene a
N-(n-dimetilfenil)-2-(1-piridin-2-iletiliden)hidrazincarbotioamidelor (103-105 si 107),
fata de linia de celule de cancer HL-60 (leucemie umana)

Rezultatele sunt redate in Anexa 10, p. 163.
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Reiesind din datele din diagrama (a se vedea figura 4.19.), rezultd ca toate
N-(n-dimetilfenil)-2-(1-piridin-2-iletiliden)-hidrazincarbotioamidele (103-105 si 107) testate,
manifestd activitate anticancerigend inaltd, similard cu substanta luatd ca referinta DOX
(doxorubicina), la concentratii de 10 uM. Iar ordinea descresterii activitatii aratd in felul urmator
N-(2,5-dimetifenil)-= N-(2,3-dimetifenil)- = N-(3,4-dimetifenil)- > N-(2,4-dimetifenil)-2-(1-
piridin-2-iletiliden)-hidrazincarbotioamida, care sugereaza ca pozitia grupelor CH3 in inelul
benzenic, nu influenteaza semnificativ, in cazul dat, activitatea anticancerigena, cel putin la aceasta
concentratie. La concentratia de 1 uM rezultatele se schimbd insd nu atit de evident si % de
inhibare a celulelor canceroase este de 99 % pentru compusul N-(2,5-dimetifenil)-cu o scadere in
ordinea  N-(2,3-dimetifenil)- >N-(3,4-dimetifenil)- > N-(2,4-dimetifenil)-2-(1-piridin-2-
iletiliden)-hidrazincarbotioamida. Insi la concentratia de 0.1 uM, rezultatele activitatii
anticancerigene sunt evident mai inalte fatd de substanta luata ca referintd DOX (doxorubicina) cu
15 % de inhibare a celulelor canceroase. In general toate N-(n-dimetilfenil)-2-(1-piridin-2-
iletiliden)-hidrazincarbotioamidele (103-105 si 107) testate la concentratia 0.1 uM, inhiba intre
58-86 % de celule canceroase.

In continuare atdt N-(n-dimetilfenil)-2-(1-piridin-2-iletiliden)hidrazincarbotioamidele
(103-105 si  107)  cercetate  anterior cat si  N-(n-dimetilfenil)-2-(piridin-2-
ilmetiliden)hidrazincarbotioamidele (93-95 si 97) au fost testate la activitatea anticancerigena fata
de linia de celule de MCF-7 (adenocarcinom mamar) [154], Anexa 11, p. 164.

Activitatea anticancerigena fata de linia de celule de cancer MCF-7 (adenocarcinom
mamar) a N-(n-dimetilfenil)hidrazincarbotioamidelor, in raport cu DOX
(Doxorubicina), la concentratia 0.1uM, 1uM si 10 uM

B
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Fig. 4.20. Rezultatele testarii in vitro, a activitatii anticancerigene a
unor N-(n-dimetilfenil)hidrazincarbotioamide

fata de linia de celule de cancer MCF-7 (adenocarcinom mamar)

Rezultatele sunt redate in Anexa 11, p. 164.
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Activitatea anticancerigena a compusilor studiati fatd de linia de celule de cancer MCF-7
(adenocarcinom mamar), (a se vedea figura 4.20.), fatd de substantei luatd ca referintda DOX
(doxorubicina). Rezultatele au aratat ca toate substantele testate, inhiba proliferarea celulelor intre
33 % s1 52 %, rezultate similare cu DOX (doxorubicina) cu 36.6 %. La concentratia de 1 uM toti
compusii testati manifestd activitate anticancerigend inalta, fatd de DOX (doxorubicina) care nu
inhiba, ci are efect invers, duce la proliferarea celulelor canceroase. in seria N-(n-dimetilfenil)-2-
(piridin-2-ilmetiliden)hidrazincarbotioamidelor activitatea anticancerigend creste In ordinea
N-(2,3-dimetifenil)- < N-(2,5-dimetifenil)- < N-(3,4-dimetifenil)- < N-(2,4-dimetifenil)-2-
(piridin-2-ilmetiliden)hidrazincarbotioamida, cu 15.5; 25.6; 28.3 si 47 % respectiv. Iar in seria
N-(n-dimetilfenil)-2-(1-piridin-2-iletiliden)hidrazincarbotioamidelor, ordinea cresterii activitatii
anticancerigene se schimba, ceea ce sugereaza despre influentd substitutiei atomului de
H (hidrogen), cu cea a grupei CHs in gruparea azometinica -C=N-. In cazul dat valorile % de
inhibare a celulelor canceroase in ordine crescatoare revin N-(2,4-dimetifenil)- < N-(2,3-
dimetifenil)- <
N-(2,5-dimetifenil)- < N-(3,4-dimetifenil)-2-(piridin-2-ilmetiliden)hidrazincarbotioamidelor si
sunt respectiv 30.8; 34; 38.6 si 42.7 %. Aceste rezultate prezinta interes sporit pentru studiile
ulterioare.

De asemenea a fost evaluatd activitatea anticancerigend a unor N-(n-dimetilfenil)-2-(1-
piridin-2-iletiliden)hidrazincarbotioamide (103-105) cat si a unor N-(n-dimetilfenil)-2-(piridin-2-
ilmetiliden)hidrazincarbotioamide (93-95), fatd de linia de celule de LNCaP (adenocarcinom de

prostatd), Anexa 12, p. 165.

Activitatea anticancerigend fatd de linia de celule de cancer LNCaP
(adenocarcinom de prostata) a unor N-(n-dimetilfenil)hidrazincarbotioamide
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Fig. 4.21. Rezultatele testarii in vitro a activititii anticancerigene a unor
N-(n-dimetilfenil)hidrazincarbotioamide
fata de linia de celule de cancer LNCaP (adenocarcinom de prostati)

Rezultatele sunt redate in Anexa 12, p. 165.

113



Rezultatele testdrii sunt date in diagrama (a se vedea figura 4.21.) din care se confirma
rezultatele obtinute in studiile anterioare. Desi, In cazul acesta sunt mai modeste, la concentratii
de 0.1 uM si 1 pM, iar la concentratia de 10 uM se mentine aceeasi tendinta. Cele mai inalte
rezultate au manifestat N-(2,4-dimetilfenil)-2-(1-piridin-2-iletiliden)hidrazincarbotioamida (94) si
N-(2,4-dimetilfenil)-2-(piridin-2-ilmetiliden)hidrazincarbotioamida (104), cu 92 % si 92.6 % de
inhibare respectiv.

4.4. Sinteza N-(n-metilfenil)-2-(2-hidroxi-3-metoxibenziliden)-hidrazin-
carbotioamidelor

N-(n-metilfenil)-2-(2-hidroxi-3-metoxibenziliden)hidrazincarbotioamidele (110-119) au
fost obtinute prin reactia de condensare a hidrazincarbotioamidelor (80-89) cu 2-hidroxi-3-
metoxibenzaldehida, raport molar 1:1 al reactantilor. Sinteza a fost efectuatd 1n lipsa
catalizatorului, datoritd prezentei gruparii hidroxilice iIn pozitia o, care sporeste aciditatea si

favorizeaza autocataliza, conform schemei generale de sinteza:

e
CH
0 s
R 0]
R + etanol, 2-3 ore
-HZO
OH NH ~ N=CH  OH
HN NH CH C—NH
NN /

I s

S
(80)R=2-CH;  (85) R=2,5-diCH3 (110) R=2-CHs  (115) R=2,5-diCH3
(81) R=3-CH;  (86) R=2,6-diCH3 (111)R=3-CH;  (116) R=2,6-diCH,
(82) R=4-CH;  (87) R=3,4-diCH3 (112) R=4-CHs  (117) R=3,4-diCH,
(83) R=2,3-diCHjs (88) R=3,5-diCHs (113) R= 2,3-diCH; (118) R= 3,5-diCH3
(84) R=2,4-diCH3 (89) R=2,4,6-triCH; (114) R= 2,4-diCH3 (119) R= 2,4,6-triCH3

Fig. 4.22. Schema generala de sinteza a N-(n-metilfenil)-2-(2-hidroxi-3-metoxibenziliden)-

hidrazincarbotioamidelor (110-119)

Intr-un balon cu fund rotund ajustat cu refrigerent, plasat intr-un cuib de incilzire cu
temperatura reglabild, a fost adaugat 0.1 mol de N-(n-metilfenil)hidrazincarbotioamida prealabil
dizolvata in 10 ml etanol si 0.1 mol de 2-hidroxi-3-metoxibenzaldehida prealabil dizolvatd in 10
ml etanol. Amestecul a fost refluxat timp de 2-3 ore, sfarsitul reactiei a fost stabilit cu ajutorul CSS
(cromatografiei in strat subtire), eluent benzen : acetona (5:1). Dupa racire, In baie cu gheata,
sedimentul format a fost filtrat, spalat cu apa, alcool etilic rece, iar pentru obtinerea unui compus

de puritate mai Tnalta a fost recristalizat din etanol.
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(110) N-(2-metilfenil)-2-(2-hidroxi-3-metoxibenziliden)hidrazincarbotioamida,

[2-MePhTSCVn]: substanta cristalind de culoare alba; p. t. = 208-210 °C; n =92 %; Spectrul FT-
IR, Vinax (cm™): 3305, p, (OH); 3054,m; 3009, m, (N>-H); 3166, p, (NN-H); 3046, m; 2964, p, (N-
N); 2934, s; 2833, s; 1609, m, (N-N); 1589, p, (C=N); 1549, p, (C=C, Ar); 1455, m; 1412, m (OH);
1356, m; 1331, m, (C=C, Ar); 1263, p, (C=S); 1213, m, (C-O); 1167, m; 1111, m; 1057, m, (N-
N); 827, m; 752, m, (C=S).

(111) N-(3-metilfenil)-2-(2-hidroxi-3-metoxibenziliden)hidrazincarbotioamida,

[3-MePhTSCVn]: substanta cristalind de culoare albd; p. t. = 201-203 °C; 1 = 90 %; Spectrul FT-
IR, Viax (cm™): 3298, p, (OH); 3054, m; 3211, m, (N2-H); 3164, p, (NN-H); 3046, m; 2996, p, (N-
N); 2934, s; 2834, s; 1605, m, (N-N); 1579, p, (C=N); 1537, p, (C=C, Ar); 1460, m; 1420, m (OH);
1353, m; 1323, m, (C=C, Ar); 1264, p, (C=S); 1223, m, (C-O); 1161, m; 1108, m; 1062, m, (N-
N); 838, m; 734, m, (C=S).

(112) (N-(4-metilfenil)-2-(2-hidroxi-3-metoxibenziliden) hidrazincarbotioamida,
[4-MePhTSCVn]: substanta cristalind de culoare alba; p. t. = 208-210 °C; 1 =93 %; Spectrul FT-
IR, Viax (cm™): 3298, p, (OH); 3054, m; 3211, m, (N>-H); 3164, p, (NN-H); 3046, m; 2996, p, (N-
N); 2934, s; 2834, s; 1605, m, (N-N); 1579, p, (C=N); 1537, p, (C=C, Ar); 1460, m; 1420, m (OH);
1353, m; 1323, m, (C=C, Ar); 1264, p, (C=S); 1223, m, (C-O); 1161, m; 1108, m; 1062, m, (N-
N); 838, m; 734, m, (C=S).

Unele distante interatomice, in A: C(fenil)-N(N), 1.4200, N(N)-C(S), 1.2677, C=S, 1.6877, C(S)-N(1),
1.4321, N(1)-N(2), 1.4867, N(2)=C, 1.2065, C-C, 1.5323, C-OH, 1.3929, C-C(OCHj3), 1.4116, C(ph)-C(4-CHs),
1.5648. Datele cristalografice si unii parametri Anexa 1 p. 152.

Fig. 4.23. Structura moleculara a N-(4-metilfenil)-2-(2-hidroxi-3-
metoxibenziliden) hidrazincarbotioamida (112) [4-MePhTSCVn]

115



(113) N-(2,3-dimetilfenil)-2-(2-hidroxi-3-metoxibenziliden)hidrazincarbotioamida,
[2,3-diMePhTSCVn]: substanta cristalind de culoare alba; p.t. =208-210 °C; n = 92 %; Spectrul
FT-IR, Viax (cm): 3320, p, (OH); 3217, m, (N>-H); 3169, p, (NN-H); 3037, m; 2969, p, (N-N);
2940, s; 2843, s; 1618, m, (N-N); 1581, p, (C=N); 1539, p, (C=C, Ar); 1479, m; 1441, m (OH);,
1355, m; 1330, m, (C=C, Ar); 1267, p, (C=S); 1211, m, (C-O); 1167, m; 1117, m; 1075, m, (N-
N); 837, m; 726, m, (C=S).

(114) N-(2,4-dimetilfenil)-2-(2-hidroxi-3-metoxibenziliden)hidrazincarbotioamida,
[2,4-diMePhTSCVn]: substanta cristalind de culoare alba; p.t.=212-214 °C; n =91 %; Spectrul
FT-IR, viax (cm'j).' 3346, p, (OH); 3298, m, CNZ-H); 3168, p, (NN-H); 3010, m; 2963, p, (N-N);
2938, s; 2840, s; 1605, m, (N-N); 1578, p, (C=N); 1528, p, (C=C, Ar); 1477, m; 1443, m (OH);
1357, m; 1318, m, (C=C, Ar); 1271, p, (C=S); 1220, m, (C-O); 1164, m; 1123, m; 1062, m, (N-
N); 833, m; 734, m, (C=S) [113].

(115) N-(2,5-dimetilfenil)-2-(2-hidroxi-3-metoxibenziliden)hidrazincarbotioamida,
[2,5-diMePhTSCVn]: substanta cristalina de culoare alba; p. t. = 208-210 °C; n = 89 %; Spectrul
FT-IR, Vyax (cm™): 3325, p, (OH); 3287, m, (N>-H); 3161, p, (NN-H); 3014, m; 2964, p, (N-N);
2940, s; 2848, s; 1615, m, (N-N); 1588, p, (C=N); 1518, p, (C=C, Ar); 1476, m; 1445, m (OH);
1350, m; 1311, m, (C=C, Ar); 1272, p, (C=S); 1224, m, (C-O); 1168, m; 1130, m; 1065, m, (N-
N); 836, m; 732, m, (C=S).

(116) N-(2,6-dimetilfenil)-2-(2-hidroxi-3-metoxibenziliden)hidrazincarbotioamida,
[2,6-diMePhTSCVn]: substanta cristalind de culoare alba; p. t. = 218-220 °C; n = 85 %; Spectrul
FT-IR, Viax (cm’™): 3336, p, (OH); 3278, m, (N>-H); 3158, p, (NN-H); 3012, m; 2960, p, (N-N);
2930, s; 2842, s; 1602, m, (N-N); 1571, p, (C=N); 1523, p, (C=C, Ar); 1474, m; 1441, m (OH);
1355, m; 1315, m, (C=C, Ar); 1265, p, (C=S); 1224, m, (C-O); 1160, m; 1128, m; 1067, m, (N-
N); 834, m; 731, m, (C=S).

(117) N-(3,4-dimetilfenil)-2-(2-hidroxi-3-metoxibenziliden)hidrazincarbotioamida,
[3,4-diMePhTSCVn]: substanta cristalina de culoare alba; p. t. = 191-193 °C; n = 82 %; Spectrul
FT-IR, Viax (cm™): 3323, p, (OH); 3217, m, (N'-H); 3194, p, (N*-H); 3069, m; 2996, p, (N-N);
2934, s; 2838, s; 1613, m, (N-N); 1581, p, (C=N); 1511, p, (C=C, aril); 1473, m; 1440, m (OH);
1352, m; 1322, m, (C=C, aril); 1263, p, (C=S); 1218, m, (C-O); 1168, m; 1117, m; 1054, m, (N-
N); 827, m; 731, m, (C=S).
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(118) N-(3,5-dimetilfenil)-2-(2-hidroxi-3-metoxibenziliden)hidrazincarbotioamida,
[3,5-diMePhTSCVn]: substanta cristalind de culoare albd; p.t. = 158-160 °C; n = 90 %; Spectrul
FT-IR, Viax (cm’): 3233, p, (OH); 3217, m, (N>-H); 3141, p, (NN-H); 3058, m; 2982, p, (N-N);
2943, s; 2843, s; 1599, m, (N-N); 1534, p, (C=N); 1500, p, (C=C, Ar); 1466, m; 1428, m (OH);
1373, m; 1321, m, (C=C, Ar); 1269, p, (C=S); 1224, m, (C-O); 1157, m; 1118, m; 1068, m, (N-
N); 866, m; 745, m, (C=S).

(119) N-(2,4,6-trimetilfenil)-2-(2-hidroxi-3-metoxibenziliden) hidrazincarbotioamida,
[2,4,6-triMePhTSCVn]: substanta cristalina de culoare alba: p. t. = 223-225 °C; n = 84 %; Spectrul
FT-IR, Vmax (cm™): 3326, p, (OH); 3222, m, (N*-H); 3194, p, (NN-H); 3066, m; 2971, p, (N-N);
2913, s; 2837, s; 1611, m, (N-N); 1577, p, (C=N); 1512, p, (C=C, Ar); 1477, m; 1435, m (OH);
1344, m; 1315, m, (C=C, Ar); 1256, p, (C=S); 1193, m, (C-0O); 1152, m; 1104, m; 1060, m, (N-
N); 894, m; 733, m, (C=S).

Veridicitatea obtinerii N-(n-metilfenil)-2-(2-hidroxi-3-metoxibenziliden)hidrazin-
carbotioamidelor (110-119) a fost confirmati prin intermediul spectroscopiei FT-IR. In spectrele
FT-IR sunt prezente benzile caracteristice pentru grupa -OH in intervalul 3305-3330 cm’, iar
benzile identificate la lungimile de unda 1210-1230 caracteristice legdturii -C-O. Semnalele
caracteristice grupei -C=N, au fost identificate in diapazonul 1580-1610 cm™'. Difractia de raze X
pe monocristal a N-(4-metilfenil)-2-(2-hidroxi-3-metoxibenziliden)hidrazincarbotioamidei (112),
demonstreaza structura moleculara si indica ca moleculele sunt neplanare, dat fiind faptul ca exista
rotatia inelului benzenic fati de restul moleculei. Impachetarea in cristal a moleculelor este
determinata de legaturile de hidrogen intermoleculare de tipul S--*H-OH si de tipul N--*H-(-OCH3),
dar si intramoleculare de tipul (-OCH3) O---H-OH. Datele privind lungimea legéturii interatomice
C=S este egald cu 1.68 A, caracteristici pentru legitura dubli, ceea ce indici ci N-(4-metilfenil)-

2-(2-hidroxi-3-metoxibenziliden)hidrazincarbotioamidei (112) analizatd este in forma tionica.

4.4.1. Activitatea antioxidantd a N-(n-metilfenil)-2-(2-hidroxi-3-metoxibenziliden)-
hidrazincarbotioamidelor sintetizate.

Introducerea unei grupe acceptoare de electroni precum grupa metoxi (-OCH3), in scheletul
N-(n-metilfenil)-2-(2-hidroxibenziliden)hidrazicarbotioamidelor [172], poate genera compusi cu

activitate antioxidanta inalta [112].
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Activitatea antioxidantd a N-(n-metilfenil)-2-(2-hidroxi-3-
metoxibenziliden)hidrazincarbotioamidelor, prin metoda
ABTS, 1n raport cu martorul Trolox, 1n ordine crescitoare.

g 333
30
225
5 20 15,2
O
= 15 131 121 118 118 11,2 106 101 10 93
10
5
0
& > > >
@@y@@$$é§@§
“Q\ > 2> > > 2>
@0888@18888@8
v & R (o,@ oy 6’& & F F w
Vv VA Mo e 0 Vi Vv

vl

Fig. 4.24. Rezultatele testarii activitatii antioxidante a N-(n-metilfenil)-2-(2-hidroxi-3-
metoxibenziliden)hidrazicarbotioamidelor (110-119), prin metoda ABTS

Rezultatele sunt redate in Anexa 8, p. 161.

In acest scop N-(n-metilfenil)-2-(2-hidroxi-3-metoxibenziliden)hidrazincarbotioamidele
(110-119) sintetizate au fost testate la activitate antioxidanta, prin metoda ABTS, Anexa 8, p. 161.
In diagrami (a se vedea fig. 4.24.) sunt expuse rezultatele asupra activitatii antioxidante, prin
metoda de inhibare a cation-radicalului ABTS™. Toti compusii testati manifestd activitate mai
inalta fatd de substanta luatd ca etalon Trolox-ul, cele mai inalte valori a concentratiei
semimaximale cu ICso= 10 s1 9.3 uM revine N-(2,4-metilfenil)- si N-(4-metilfenil)-2-(2-hidroxi-

3-metoxibenziliden)hidrazincarbotioamidelor.

Activitatea antioxidanta a N-(n-metilfenil)-2-(2-hidroxi-3-
metoxibenziliden)hidrazincarbotioamidelor (110-119) prin metoda

60 DPPH, in raport cu martorul Trolox, in ordine crescatoare.
50 43,8
= 40 3% 326 317 312 301 30
230 24,1
@)
= 20
10
0
& o N
3 ol SRl

> ol
N & &% &‘5 &% &% & ({O &% & &%
w ﬂ, v T 7 W
VYo
Fig. 4.25. Rezultatele testarii activitatii antioxidante a N-(n-metilfenil)-2-(2-hidroxi-3-
metoxibenziliden)hidrazicarbotioamidelor (110-119), prin metoda DPPH

Rezultatele sunt redate in Anexa 8, p. 161.
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Testarea activitatii antioxidante a N-(n-metilfenil)-2-(2-hidroxi-3-metoxibenziliden)-
hidrazincarbotioamidelor (110-119), prin metoda de inhibare a radicalilor liberi DPPH’, expuse in
diagrama (a se vedea figura 4.25.), a evidentiat o scadere nesemnificativa a activitatii. Activitatea
cu valoarea concentratiei de inhibitie semimaximald 1Cso = 28.5 si 24.1 uM revine compusilor
N-(2,4-dimetilfenil)- si  N-(4-metilfenil)-2-(2-hidroxi-3-metoxibenziliden)hidrazincarbotio-
amidelor, mai inaltd fatd de substanta luata ca etalon Trolox-ul.

In colaborare cu cercetitorii din cadrul Departamentului Chimie a fost obtinut un compus
coordinativ de Ni(II) cu N-(2,4-dimetilfenil)-2-(2-hidroxi-3-metoxibenziliden)hidrazincarbotio-
amida, care ulterior a fost testat pentru activitate antioxidanta, rezultatele au demonstrat ca in urma

complexarii activitatea antioxidanta s-a marit semnificativ, aceste compus a fost brevetat [113].

4.5. Sinteza N-(n-metilfenil)-(2-hidroxibenziliden)hidrazincarbotioamidelor
N-(n-metilfenil)-(2-hidroxibenziliden)hidrazincarbotioamidele au fost obtinute prin reactia
de condensare a hidrazincarbotioamidelor (80-89) cu 2-hidroxibenzaldehida, raport molar 1:1 al

reactantilor [173], conform schemei generale de sinteza:

etanol, 2-3 ore _

R R
+ “H,0
OH HO
HN\ /NH\ ~CH HN NﬁCH
G @/ N
C—NH

s 4
(80)R=2-CH;  (85) R=2,5-diCHs (120)%: 2-CH;  (125) R=2,5-diCH;
(81)R=3-CH;  (86) R=2,6-diCH; (121) R=3-CH;  (126) R= 2,6-diCH3
(82)R=4-CH;  (87) R=3,4-diCHs (122) R=4-CH;  (127) R= 3,4-diCHj
(83) R=2,3-diCH; (88) R=3,5-diCH; (123) R= 2,3-diCH5 (128) R=3,5-diCH;
(84) R=24-diCHs (89) R=2,4,6-riCHs (124) R= 2,4-diCH; (129) R= 2,4,6-triCH;

Fig. 4.26. Schema generala de sinteza generala a N-(n-metilfenil)-(2-

hidroxibenziliden)hidrazincarbotioamidelor (120-129)

Intr-un balon cu fund rotund ajustat cu refrigerent, plasat intr-un cuib de incilzire cu
temperatura reglabila, au fost adaugat 0.1 mol de N-(n-metilfenil)hidrazincarbotioamida prealabil
dizolvata in 10 ml etanol si 0.1 mol de 2-hidroxibenzaldehida prealabil dizolvatd in 10 ml etanol.
Amestecul a fost refluxat timp de 2-3 ore iar sfarsitul reactiei a fost stabilit cu ajutorul CSS
(cromatografie in strat subtire), eluent benzen : acetond (5:1). Dupa racire, in baie cu gheata,
sedimentul format a fost filtrat, spalat cu apa, alcool etilic rece, iar pentru obtinerea unui compus

de puritate mai Tnalta a fost recristalizat din etanol.
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(120) N-(2-metilfenil)-(2-hidroxibenziliden)hidrazincarbotioamida, [2-MePhTSCAs]:

substanti cristalind de culoare albd; p. t. = 183-185 °C; n = 90 %; Spectrul FT-IR, Viax (cm™):
3373, m, (OH); 3112, s, (NN-H); 2955, m (N-N); 2852, s; 1617, m (N-N); 1536, p, (C=N); 1502,
p, (C=C, Ar); 1462; 1414, s, (OH); 1387, m, (C=C, Ar); 1268, p, (C=S); 1219, m (C-O); 1153, m;
1111, m; 1080, m, (N-N); 862, m; 760, m, (C=S).

(121) N-(3-metilfenil)-(2-hidroxibenziliden)hidrazincarbotioamida, [3-MePhTSCAs] :

substanti cristalind de culoare albd; p. t. = 177-179 °C; n = 91 %; Spectrul FT-IR, Viax (cm™):
3389, m, (OH); 3142, s, (NN-H); 3042, m; 2981, m (N-N); 2912, s; 1602, m (N-N); 1533, p, (C=N);
1504, p, (C=C, Ar); 1467, m; 1412, s, (OH); 1388, m, (C=C, Ar); 1261, p, (C=S); 1220, m (C-O);
1152, m; 1118, m; 1080, m, (N-N); 841, m; 752, m, (C=S).

(122) N-(4-metilfenil)-(2-hidroxibenziliden)hidrazincarbotioamida, [4-MePhTSCAs]:

substanti cristalind de culoare alba; p. t. = 198-200 °C; n = 93 %; Spectrul FT-IR, Viax (cm™):
3380, m, (OH); 3228, m, (N>-H); 3178, s, (NN-H); 3023, m; 2984, m (N-N); 2914, s; 1602, m (N-
N); 1542, p, (C=N); 1509, p, (C=C, aril); 1479, m; 1405, s, (OH); 1373, m, (C=C, aril); 1250, p,
(C=S); 1213, m (C-0); 1173, m; 1111, m; 1076, m, (N-N); 849, m; 750, m, (C=S).

(123) N-(2,3-dimetilfenil)-(2-hidroxibenziliden)hidrazincarbotioamida, [2,3-diMePhTSCAs]:
substanta cristalind de culoare albd; p. t. = 191-193 °C; 1 = 90 %; Spectrul FT-IR, Viax (cm™):
3367, m, (OH); 3263, m, (N>-H); 3159, s, (NN-H); 3044, m; 3000, m (N-N); 2919, s; 1617, m, (N-
N); 1573, p, (C=N); 1536, p, (C=C, Ar); 1468, m; 1395, s, (OH); 1395, m, (C=C, Ar); 1251, p,
(C=S); 1210, m (C-O); 1162, m; 1093, m; 1076, m, (N-N); 836, m; 756, m, (C=S).

(124) N-(2,4-dimetilfenil)-(2-hidroxibenziliden)hidrazincarbotioamida, [2,4-diMePhTSCAs]:
substantd cristalind de culoare albd; p. t. = 185-187 °C; n = 90 %; Spectrul FT-IR, Viax (cm™):
3365, m, (OH); 3261, m, (N>-H); 3121, s, (NN-H); 3052, m; 2975, m (N-N); 2916, s; 1619, m, (N-
N); 1570, p, (C=N); 1536, p, (C=C, Ar); 1469, m; 1390, s, (OH); 1373, m, (C=C, Ar); 1259, p,
(C=S); 1211, m, (C-0); 1152, m; 1120, m; 1085, m, (N-N); 831, m; 744, m, (C=S); Spectrul 'H
RMN:(400MHz/(CD3)2S0), 6 (ppm): 11.69 (s, 1H, NH-N=); 9.95 (s, 1H, Cpr—NH); 9.82 (s, 1H,
OH); 8.47 (s, 1H, C=N); 8.07 (d, 1H, OH); 7.23-7.17 (m, 1H); 7.15 (d, 1H); 7.07 (s, 1H); 7.01 (d,
1H); 6.88(d, 1H); 6.82( m, 1H); 2.29 (s, 3H, p-CHs); 2.18 (s, 3H, 0-CH3); Spectrul >*C RMN
(100MHz/(CD3)2S0), 6 (ppm): 177.31 (C=S); 156.9 (C-OH); 140.42 (C=N); (Ar): 136.0, 135.4,
133.6, 131.1, 126.8, 119.69; 21.06 (p-CH3); 18.18 (0-CH3) [167].
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(125) N-(2,5-dimetilfenil)-(2-hidroxibenziliden)hidrazincarbotioamida, [2,5-diMePhTSCAs]:
substanti cristalind de culoare alba; p. t. = 194-196 °C; 1 = 89%; Spectrul FT-IR, Viax (cm™): 3364,
m, (OH); 3258, m, (N-H); 3105, p, (NN-H); 3031, m; 2954, p (N-N); 2916, s; 1621, m, (N-N);
1571, p, (C=N); 1538, p, (C=C, Ar); 1468, m; 1384, s, (OH); 1326, m, (C=C, Ar); 1261, p, (C=S);
1227, m, (C-O); 1152, m; 1127, m; 1086, m, (N-N); 851, m; 746, m, (C=S) [167].

(126) N-(2,6-dimetilfenil)-(2-hidroxibenziliden)hidrazincarbotioamida, [2,6-diMePhTSCAs]:
substanti cristalind de culoare albd; p. t .= 208-210 °C; n = 82 %; Spectrul FT-IR, Viax (cm™):
3384, m, (OH); 3249, m, (N2-H); 3123, p, (NN-H); 3046, m; 2972, p (N-N); 2910, s; 1616, m, (N-
N); 1568, p, (C=N); 1532, p, (C=C, Ar); 1467, m; 1384, s, (OH); 1324, m, (C=C, Ar); 1264, p,
(C=S); 1239, m, (C-O); 1155, m; 1117, m; 1083, m, (N-N); 860, m; 758, m, (C=S) [167].

Unele distante interatomice, in A: C(fenil)-N(N), 1.4397, N(N)-C(S), 1.3344, C=S, 1.6603, C(S)-N(1),
1.3643, N(1)-N(2), 1.3844, N(2)=C, 1.2771, C-C, 1.4487, C-OH, 1.3501, C(ph)-C(2-CH3), 1.4953, C(ph)-C(6-CH3),
1.5069. Datele cristalografice si unii parametri Anexa 1, p. 153.

Fig. 4.27. Structura moleculara a N-(2,6-dimetilfenil)-(2-
hidroxibenziliden)hidrazincarbotioamidei (126) [2,6-diMePhTSCAs]

(127) N-(3,4-dimetilfenil)-(2-hidroxibenziliden)hidrazincarbotioamida, [3,4-diMePhTSCAs]:
substanti cristalind de culoare albd; p. t. = 175-177 °C; n = 88 %; Spectrul FT-IR, Viax (cm™):
3387, m, (OH); 3246, m, (N*>-H); 3138, p, (NN-H); 3046, m; 2987, p (N-N); 2910, s; 1615, m, (N-
N); 1570, p, (C=N); 1537, p, (C=C, Ar); 1466, m; 1390, s, (OH); 1328, m, (C=C, Ar); 1266, p,
(C=S); 1222, m, (C-O); 1152, m; 1122, m; 1068, m, (N-N); 854, m; 755, m, (C=S) [167].

(128) N-(3,5-dimetilfenil)-(2-hidroxibenziliden)hidrazincarbotioamida, [3,5-diMePhTSCAs]:
substanti cristalind de culoare albd; p. t. = 190-192 °C; n = 91 %; Spectrul FT-IR, Viax (cm™):
3396, m, (OH); 3234, m, (N>-H); 3140, p, (NN-H); 3046, m; 2986, p (N-N); 2916, s; 1603, m, (N-
N); 1574, p, (C=N); 1537, p, (C=C, Ar); 1456, m; 1394, s, (OH); 1329, m, (C=C, Ar); 1268, p,
(C=S); 1226, m, (C-0O); 1166, m; 1152, m; 1066, m, (N-N); 848, m; 750, m, (C=S).
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(129) N-(2,4,6-trimetilfenil)-(2-hidroxibenziliden)hidrazincarbotioamida,
[2,4,6-triMePhTSCAs]: substanta cristalind de culoare albd; p. t. =200-202 °C; 1 = 82 %; Spectrul
FT-IR, Viax (cm™): 3375, m, (OH); 3284, m, (N>-H); 3166, p, (NN-H); 3046, m; 2984, p

(N-N); 2904, s; 1608, m, (N-N); 1574, p, (C=N); 1528, p, (C=C, Ar); 1441, m; 1369, s, (OH);
1323, m, (C=C, Ar); 1260, p, (C=S); 1226, m, (C-0); 1198, m; 1161, m; 1071, m, (N-N); 870, m;
742, m, (C=S).

In spectrele FT-IR a N-(n-metilfenil )-(2-hidroxibenziliden)hidrazincarbotioamidelor (120-
129) a fost semnalatd prezenta unei benzi de absorbtie in domeniul 3365-3390 cm! caracteristica
grupei -OH precum si benzile caracteristice grupei -C=N la 1602-1620 cm™. In spectrele 'H RMN
se contin semnale la 2.10-2.19 ppm care corespund protonilor din grupele metil din inelul
benzenic, in spectru carbonic acestea au fost semnalate la 18-21 ppm. Semnalele protonilor din
ambele inele benzenice apar la 6.8-7.3 ppm, iar semnalul singlet ce corespunde legaturii -OH la
8.4 ppm. in spectrul >C RMN sunt prezente semnalele ce corespund atomilor de carbon din ambele
inele benzenice in diapazonul 119-136 ppm, picul de la 140 ppm indica prezenta -C=N, iar la 155
ppm a fost identificat atomul de carbon din -C-OH, pe cidnd atomul de carbon din grupa -C=S a
fost semnalat la 177 ppm.

Difractia de raze X de monocristal a N-(2,6-dimetilfenil)-2-(2-hidroxi-
benziliden)hidrazincarbotioamidei (126), demonstreazd structura moleculard si indica ca
moleculele sunt neplanare, dat fiind faptul ca existd rotatia inelului benzenic fata de restul
moleculei. Impachetarea in cristal a moleculelor este determinati de legaturi de hidrogen
intermoleculare de tipul S:-"H-N', dar si intramoleculare de tipul O-H:*N--*H-NN. Datele privind
lungimea legiturii interatomice C=S este egald cu 1.66 A, caracteristici pentru legitura dubli,
ceea ce indicad cd N-(2.6-dimetilfenil)-2-(2-hidroxi-3-metoxibenziliden)hidrazincarbotioamida

(126) analizata este In forma tionica.

4.5.1.  Activitatea  antioxidanta a  N-(n-metilfenil)-2-(2-hidroxibenziliden)-
hidrazicarbotioamidelor sintetizate.

N-(n-metilfenil)-2-(2-hidroxibenziliden)hidrazicarbotioamidele (120-129) sintetizate au
fost testate pentru activitatea antioxidanta pentru a elucida influenta componentei carbonilice

asupra activitdtii antioxidante.
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Activitatea antioxidantd a N-(n-metilfenil)-2-(2-hidroxibenziliden)-
hidrazincarbotioamidelor (120-129) prin metoda ABTS, in raport cu

40 martorul Trolox, in ordine crescatoare.
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Fig. 4.28. Rezultatele testarii activitatii antioxidante a N-(n-metilfenil)-(2-
hidroxibenziliden)hidrazicarbotioamidelor (120-129), prin metoda ABTS
Rezultatele sunt redate in Anexa 7, p. 160.

Din  studiille  asupra  activitatii = antioxidante ale = N-(n-metilfenil)-2-(2-
hidroxibenziliden)hidrazicarbotioamidelor (120-129) [174], prin metoda de inhibare a cation-
radicalului ABTS™, expuse in figura 4.28., Anexa 7, p. 160, se poate conclude ca introducerea
fragmentului  2-hidroxibenzilidenic, a dus la rezultate mai 1nalte fatd de
N-(n-metilfenil)hidrazincarbotioamidele (80-89). De mentionat cd toti compusii vizati in figura
4.28, manifesta activitate mai inaltd fatd de substanta luata ca referintd Trolox-ul. Se observa
aceeasi tendintd, precum ca activitatea cea mai inalta ICso= 7.8 si 8.6 uM revine N-(4-metilfenil)-
si N-(2,4-dimetilfenil)-(2-hidroxibenziliden)hidrazincarbotioamidelor [175], care contin grupele
metil CH3- 1n inelul benzenic, in pozitiile orto- si para-.

Studierea  activitdtii  antioxidante ~a  N-(n-metilfenil)-2-(2-hidroxibenziliden)
hidrazincarbotioamidelor (120-129) (Anexa 7, p. 161), prin metoda de inhibare a radicalilor liberi
DPPH", (a se vedea fig. 4.29.) a evidentiat o scadere nesemnificativd a activitatii. Valorile
concentratiei de inhibare semimaximale, ICso= 27.7 s1 28.2 uM revin N-(2,4,6-trimetilfenil)- si

N-(2,4-dimetilfenil)-2-(2-hidroxibenziliden)hidrazincarbotioamidelor.
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Activitatea antioxidanta a N-(n-metilfenil)-2-(2-
hidroxibenziliden)hidrazincarbotioamidelor (120-129) prin metoda
DPPH, in raport cu martorul Trolox, in ordine crescatoare.
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Fig. 4.29. Rezultatele testarii activitatii antioxidante a N-(n-metilfenil)-2-(2-
hidroxibenziliden)hidrazicarbotioamidelor (120-129), prin metoda DPPH

Rezultatele sunt redate in Anexa 7, p. 160.

4.5.2. Activitatea anticancerigenda a unor N-(n-dimetilfenil)-2-(2-hidroxibenziliden)
hidrazincarbotioamide sintetizate

Reiesind din rezultatele obtinute anterior, pentru amplificarea proprietatilor
anticancerigene, N-(2,4-dimetilfenil)hidrazincarbotioamidele (84, 94, 104, 124) sintetizate, au fost
selectate pentru evaluarea activitdtii anticancerigene, dar si pentru elucidarea influentei

componentei carbonilice asupra proprietatilor anticancer.
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Fig. 4.30. Strategia de selectare a unor N-(2,4-dimetilfenil)hidrazincarbotioamide
(84, 94, 104, 124), pentru testarea activitatii anticancerigene

N-(2,4-dimetilfenil)hidrazincarbotioamidele (84, 94, 104, 124) selectate au fost testate

pentru activitatea anticancerigena pe linia de celule de cancer HL-60, [156], Anexa 10, p. 163.
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Substanta luatd drept referintd a fost selectat DOX (doxorubicina) medicament folosit 1n
chimioterapia cancerului [160].

Activitatea anticancerigena fata de linia celulara HL-60 a unor N-
(2,4-dimetilfenil)hidrazincarbotioamide, la concentratia
0.1 uM, 1 pM i 10 uM

99
DOX —
89,9
2,4diMePhTSCAs —
10mM
95,7
2P Apy e 1M
[ |
16
2,4diMePhTSC '_
% de inhibare
0 20 40 60 80 100 120

Fig. 4.31. Rezultatele testarii in vitro, a activitatii anticancerigene a unor
N-(2,4-dimetilfenil)hidrazincarbotioamide,
fata de linia de celule de cancer HL-60 (leucemie umana)
Rezultatele sunt redate in Anexa 10, p. 163.

Rezultatele testarii (a se vedea figura 4.31.), demonstreazd ca condensarea cu compusii
carbonilici: piridin-2-carbaldehida, 1-(piridin-2-il)etan-1-ona si 2-hidroxibenzaldehida, au dus la
amplificarea  activitatii  anticancerigene. @~ De  remarcat, ca  N-(2,4-dimetilfenil)-
hidrazincarbotioamida (84) manifesta cele mai modeste rezultate, la toate concentratiile atat in
comparatie cu DOX (doxorubicina) cét si cu derivatii sii condensati cu compusii carbonilici. Insa,
la analiza rezultatelor celorlalti compusi testati, iese in evidenta faptul ca atdit DOX (doxorubicina)
cat si  N-(2,4-dimetilfenil)hidrazincarbotioamidele derivate de la piridin-2-carbaldehida,
1-(piridin-2-il)etan-1-ona si 2-hidroxibenzaldehida, inhiba proliferarea celulelor canceroase la
concentratia de 10 uM si 1 uM, in diapazonul 90-99 % si 87-98 % respectiv. La concentratia de
0.1 uM, rezultatele se modifica esential, iar N-(2,4-dimetilfenil)-2-(piridin-2-
ilmetiliden)hidrazincarbotioamida si N-(2,4-dimetilfenil)-2-(1-piridin-2-iletiliden)-
hidrazincarbotioamida, inhiba proliferarea celulelor de cancer HL-60 in proportie de 74.2 % si
70.6 % respectiv, iar substanta luatd ca referintd, DOX (doxorubicina) doar 15 % la aceeasi
concentratie. Aceste rezultate demonstreaza ca condensarea cu compusii heterociclici si anume
piridin-2-carbaldehida,  1-(piridin-2-il)etan-1-ona,  genereaza compusi cu proprietati

anticancerigene promitatoare.
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4.5.3. Activitate antimicrobiand si antifungicd a unor N-(n-dimetilfenil)-2-(2-
hidroxibenziliden) hidrazincarbotioamide sintetizate

Utilizarea necontrolatd si nejustificata a preparatelor antibacteriene, genereaza aparitia
rezistentei microorganismelor, fapt ingrijorator care accentueaza importanta dezvoltarii de noi
compusi farmacologici alternativi [176]. O solutie viabild oferd compusii chimici sintetici, care
conform cercetatorilor manifestd o serie de beneficii: structura si formula moleculara cunoscuta
cu exactitate, posibilitatea de dozare si posibilitate de reproducere. De remarcat si faptul ca
modelarea structurii spre amplificarea proprietétilor reprezinta cel mai mare avantaj al substantelor
chimice sintetice.

Concentratiile minime de inhibare (CMI), minime fungicide (CMF) sau minime bactericide
(CMB), reprezinta indicatori cantitativi valorosi pentru compusii noi cu activitate antifungica si
antibacteriana. La etapa initiald au fost selectate N-(n-dimetilfenil)hidrazincarbotioamide din seria
N-(n-dimetilfenil)-2-(piridin-2-ilmetiliden)hidrazincarbotioamide, N-(n-metilfenil)-2-(2-hidroxi-
benziliden)hidrazincarbotioamide, N-(n-dimetilfenil)-2-(1-piridin-2-iletiliden)hidrazincarbo-
tioamide, care au aratat rezultate valoroase la testarile anterioare. Compusii selectati (84, 85, 87,
94, 95, 97, 104, 105, 107, 124, 125, 127) au fost testati pentru activitatea antimicrobiana fata de
microorganismele Gram pozitive (+): S. aureus si Gram negative (-): K. pneumonae, E. coli si
P. aeruginosa. Activitatea antifungicd a compusilor, a fost studiata fatd de tulpinile de C. albicans,

Anexa 13, p. 166.
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Fig. 4.32. Strategia de selectare a unor N-(n-dimetilfenil)hidrazincarbotioamide pentru

testarea activitatii antibacteriene si antifungice

126



N-(n-dimetilfenil)hidrazincarbotioamidele (84, 85, 87) testate au manifestat activitate
modesta in comparatie cu derivatii care contin componenta carbonilica.

Din rezultatele obtinute se poate conclude ca toti compusii testati manifesta activitate
modestd fatd de microorganismele (Gr.-) P. aeruginosa, cu rezultate mai promititoare fatd de
K. pneumonae si mai inalte fata de E. coli.

Rezultatele testarilor activitatii fatd de microorganismele Gram pozitive (+): S. aureus, pot
fi considerate valoroase. Activitate pronuntatd bactericida similard a fost manifestata atat de
N-(2,4-dimetilfenil)-2-(piridin-2-ilmetiliden)hidrazincarbotioamida (94), cat si de
N-(2,4-dimetilfenil)-2-(2-hidroxibenziliden)hidrazincarbotioamida (124) [177], cu valorile CMI
si CMB egale cu 1.5 pg/mL, fiind de 2 ori mai inalte fatd de CMI a Furacilinei si de 6 ori mai
inalte fata de CMB a  Furacilinei. N-(2,5-dimetilfenil)-2-(piridin-2-ilmetiliden)-
hidrazincarbotioamida (95) manifestd activitate bacteriostatici. Compusii din seria
N-(n-dimetilfenil)-2-(1-piridin-2-iletiliden)hidrazincarbotioamide (104, 105, 107), au manifestat
rezultate mai modeste fata de ceilalti compusi.

Rezultatele activitatii fatd de tulpinile de fungi C. albicans ATCC 10231, sunt considerate
valoroase dar si promitatoare, compusul N-(2,5-dimetilfenil)-2-(piridin-2-
ilmetiliden)hidrazincarbotioamida (95), manifesta activitate fungistatica si activitate de inhibare a
cresterii tulpinilor de fungi de 0.7 pg/mL, valorile fiind de 35.7 ori mai inalte decat a Ketoconazol-
ului si de 17.8 ori mai inalte decat a Itraconazol-ului, efectul fungicid fiind de 4 ori mai scazut. Pe
cand compusul N-(2,4-dimetilfenil)-2-(2-hidroxibenziliden)hidrazincarbotioamida (124) Ila
aceeasi concentratie de 0.7 pg/mL manifesta atat activitate de inhibare a cresterii fungilor, cat si
efect fungicid. Activitatea antifungicd a acestui compus (CMF) este mai Tnaltd decat cea a
Ketoconazol-ului de 35.7 ori. Gratie acestor rezultate acest compus a fost brevetat in calitate de

fungicid [178].

4.6. Cercetarea relatiei structura-activitate si a proprietatilor farmacofore a
N-(n-metilfenil)hidrazincarbotioamidelor.

Elucidarea legaturii structura-activitate a fost efectuatd prin compararea rezultatelor
obtinute la testarea compusilor sintetizati. In tabelul 4.1. sunt expuse rezultatele testarii
proprietatilor biologice: anticancer, antioxidante, antibacteriene si antifungice a unei serii de
compusi pe exemplul N-(2,4-dimetilfenil)hidrazincarbotioamidei (84).

Din tabelul 4.1. se poate conclude ca N-(n-metilfenil)hidrazincarbotioamidele manifesta
proprietati farmacofore, insa rezultatele sunt mai modeste fatd de derivatii sdi care contin In

structura sa componenta carbonilicd. Se poate conclude ca condensarea cu compusii carbonilici
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precum: 2-hidroxibenzaldehida, piridin-2-carbaldehida si 1-(piridin-2-il)etan-1-ona au dus la

amplificarea semnificativa a proprietatilor biologice.

Tabelul 4.1. Generalizarea activitatii biologice a N-(n-metilfenil)hidrazincarbotioamidelor,

pe exemplul N-(2,4-dimetilfenil)hidrazincarbotioamidelor

Proprietati
Cifrul/ Antioxidante Anticancer Antibacteriene | Antifungice
1Cs0, kM S. aureus C. albicans
ABTS | DPPH | HL-60 | MCF-7 | LNCaP
CMI | CMB | CMI | CMF
Zigélz/glgi?h 14.5 31.0 >100 >100 >100 >100 | =100 | =100 | =100
2,4-diMePh
TSCPy(94) 7.2 - <1.00 >4 7.22 5.28 5.28 5.28 5.28
2,4-diMePh
TSCADY(104) 51 - <1.00 >10 7.52 - - - -
2,4-diMePh
TSCAs(124) 7.8 28.2 0.25 - - 5.0 5.0 2.34 2.34

Antioxidanti performanti, dintre toti compusii sintetizati si analizati, sunt cei din seria
N-(n-metilfenil)-2-(1-piridin-2-iletiliden)hidrazincarbotioamide, desi toti compusii sintetizati au
manifestat rezultate promitatoare, comparabile cu cele a martorului luat ca referintd Trolox-ul.

Atat activitatea antibacteriana cat si cea antifungica, a fost amplificatd de condensarea
N-(n-metilfenil)hidrazincarbotioamidelor cu compusii carbonilici. Compusul
N-(2,4-dimetilfenil)-2-(2-hidroxibenziliden)hidrazincarbotioamida (124) a manifestat
proprietatea de fungicid fatd de tulpinile de C. albicans ATCC 10231, depasind de 35 ori
Ketoconazolul (fungicid utilizat n medicind).

Proprietatile anticancerigene, de asemenea, s-au amplificat la condensarea cu compusii
carbonilici precum: 2-hidroxibenzaldehida, piridin-2-carbaldehida si 1-(piridin-2-il)etan-1-ona si
reprezinta rezultate valoroase. Mai mult ca atat, dintre toate proprietatile biologice testate, anume
pentru proprietitile anticancerigene, s-au obtinut cele mai performante rezultate. In urma cercetarii
se poate conclude ca clasa N-(n-metilfenil)hidrazincarbotioamide reprezintd compusi
anticancerigeni de perspectiva si poseda proprietati farmacofore pronuntate.

Studiul de andocare moleculard a permis elucidarea atdt a modului de legare cat si a

energiei de legare a N-(2,4-dimetilfenil)-2-(2-hidroxibenziliden)hidrazincarbotioamidei (124).
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Fig. 4.33. Simularea interactiunii N-(2,4-dimetilfenil)-2-(2-
hidroxibenziliden)hidrazincarbotioamidei (124) cu fragmentul activ al RNR

Deci, compusul studiat (124) se leaga mai bine cu proteina tinta avand energie de legare de
7.4 kcal/mol fata de 5.7 kcal/mol a N-(2,4-dimetilfenil)hidrazincarbotioamidei (84). Aceasta poate
fi explicat prin prezenta gruparii OH, care duce la crearea legaturilor de hidrogen puternice cu
aminoacizii din situsul activ al RR_R1. De asemenea, se observa si interactiunea n-x intre sistemul
aromatic  (N-fenil  substituent) al N-(2,4-dimetilfenil)-2-(2-hidroxibenziliden)hidrazin-
carbotioamidei (124) cu sistemul aromatic al fenilalaninului (F203). Aceasta vine sa confirme inca
odata faptul ca introducerea N-fenil substituentilor amplifica proprietatile farmacofore.

Diferenta de activitate ce tine de pozitia grupelor metil (donore) din inelul benzenic, s-ar
putea datora efectului de hiperconjugare, iar marirea densitatii electronice in orto- si para- ar
favoriza concentrarea sarcinii negative pe atomul de carbon (din C=S), 1n acest caz perechea de
electroni de la atomul de NN, nu ar putea fi implicati in rezonanti cu inelul benzenic si ar participa
la delocalizarea doar de-a lungul lantului hidrazincarbotioamic. in cazul cand grupele metil se afla
in meta- pozitie, are locul efectul invers, si prin urmare perechea de electroni de la atomul de N¥,
este implicata in rezonanta cu inelul benzenic si implicit legéturile care se formeaza cu receptorul,
sunt mai slabe.

3.7. Concluzii la capitolul 3
1. A fost proiectatd schema de sintezd a N-(n-metilfenil)hidrazincarbotioamidelor (89-129) iar
toate N-(n-metilfenil)hidrazincarbotioamidele (89-129) au fost evaluate prin metoda
computationald Molinspiration, a parametrilor stipulati in “regula lui Lipinski”, care a demonstrat
ca toti compusii proiectati corespund tuturor criteriilor recomandate.

2. In urma reactiei de interactiune a N-(n-metilfenil)hidrazincarbotioamidelor (80-89) cu compusii
carbonilici heterociclici:  piridin-2-carbaldehida, 1-(piridin-2-il)etan-1-ona si aromatici:
2-hidroxibenzaldehida  si  2-hidroxi-3-metoxibenzaldehida, au fost obtinute 40
N-(n-metilfenil)hidrazincarbotioamide (90-129), dintre care 25 noi (conform cautarilor in

SciFinder, Reaxys si Cambridge Crystallographic Data Centre).
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3. Obtinerea N-(n-metilfenil)hidrazincarbotioamidelor 2-hidroxibenzaldehidei (120-129) si
2-hidroxi-3-metoxibenzaldehidei (110-119) in lipsa catalizatorului, se datoreaza prezentei gruparii
hidroxilice 1n pozitia a, care sporeste aciditatea si favorizeaza autocataliza, iar in cazul compusilor
piridin-2-carbaldehidei (90-99) si 1-(piridin-2-il)etan-1-onei (100-109), reactia a fost efectuata cu
adaugarea cantitatilor catalitice de CH3COOHgaciai pentru activarea gruparii carbonilice, fiind
dezactivata de prezenta gruparii acceptoare de piridin-2-il.

4. Veridicitatea compusilor sintetizati a fost confirmata prin metode spectrale de analiza precum:
FT-IR, 'H-, 3C RMN, iar 10 compusi, in premierd au fost confirmati structural prin iradiere de
raze X de monocristal. Studiile cu raze X au demonstrat cd toti compusii studiati adopta
configuratia frans, tautomerie tionicd, iar Impachetarea cristalind este determinatd de prezenta
legaturilor intermoleculare.

5. Studiul activitatii antioxidante a 40 de compusi sintetizati (90-129), in calitate de inhibitori ai
radicalilor liberi prin metoda ABTS si metoda DPPH, a demonstrat ca compusii testati manifesta
activitate antioxidantd promitdtoare, insd cei mai performanti antioxidanti sunt din clasa
N-(n-metilfenil)-2-(1-piridin-2-iletiliden)hidrazincarbotioamidelor (90-99).

7. Studiul proprietatilor anticancerigene a stabilit ca compusii testati manifesta activitate citotoxica
inaltd, iar natura componentei carbonilice are un rol decisiv in amplificarea activitatii
anticancerigene. Compusii cu cea mai 1naltd activitate anticancerigend sunt din clasa
N-(n-dimetilfenil)-2-(piridin-2-ilmetiliden)hidrazincarbotioamide.

8. A fost evaluata activitatea antimicrobiand pentru compusii (84, 85, 87, 94, 95, 97, 104, 105,
107, 124, 125, 127) fatd de microorganismele Gr. (+): Staphylococcus aureus si Gr. (-): Klepsiella
pneumonae, Escherichia coli s1 Pseudomonas aeruginosa. Activitatea antifungicd a compusilor a
fost testata fata de tulpinile de fungi: Candida albicans.

9. Rezultatele testdrii activitatii antimicrobiene a demonstrat, cd compusii testati manifesta
activitate Tnalta fatd de microorganismele Gr.(+): Staphylococcus aureus ATCC 25923 dar si fata
de tulpinile de Candida albicans. N-(2,4-dimetilfenil)-2-(2-hidroxibenziliden)-hidrazin-
carbotioamida (124) s-a evidentiat cu cele mai inalte rezultatele, depasind activitatea compusului
de referinta (Ketoconazol-ul) de 35 de ori, acest compus a fost brevetat 1n calitate de fungicid.

10. Rezultatele testdrii asupra activittii biologice au elucidat cd cele mai valoroase rezultate au
fost obtinute pentru activitatea anticancerigena si au scos in evidentd influenta numarului si
pozitiei grupelor metil din inelul benzenic N-substituit. Cei mai activi compusi, contin in inelul

benzenic doud grupe metil, in pozitiile orto- si para-.
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CONCLUZII GENERALE

1 Au fost sintetizate 50 de N-(n-metilfenil)hidrazincarbotioamide (80-129), cu
substituenti la atomul de azot N": 2-metilfenil; 3-metilfenil si 4-metilfenil; 2,3-dimetilfenil;
2, 4-dimetilfenil; 2,5-dimetilfenil; 2,6-dimetilfenil; 3,4-dimetilfenil; 3,5- dimetilfenil si
2,4,6-trimetilfenil, condensate cu  piridin-2-carbaldehida,  I-(piridin-2-il)etan-1-ona,
2-hidroxibenzaldehida si 2-hidroxi-3-metoxibenzaldehida, dintre care 25 sunt noi (conform
cautdrilor in SciFinder, Reaxys si Cambridge Crystallographic Data Centre).

2 Evaluarea prin metoda computationald Molinspiration, a parametrilor stipulati in
“regula lui Lipinski”, a demonstrat cd toti compusii proiectati corespund tuturor criteriilor
recomandate.

3 Prin metodele spectrale de analiza: F7-IR, H-, BC-, °N RMN si prin metoda
difractiei de raze X pe monocristal, in premiera a fost stabilita structura moleculara a unor compusi
sintetizati. Studiile cu raze X au demonstrat ca compusii studiati cristalizeaza in configuratia trans,
conformatie tionica.

4 Pentru prima data pentru 50 de N-(n-metilfenil)hidrazincarbotioamide (80-129) si
10 N'-(n-metilfenil)-N,N-dimetiltiourei (60-69) a fost studiatd activitatea antioxidanta, in calitate
de inhibitori ai radicalilor liberi prin metoda ABTS si metoda DPPH. Cele mai promitatoare
rezultate au prezentat compusii din seria N-(n-dimetilfenil)-2-(1-piridin-2-iletiliden)-
hidrazincarbotioamidelor (90-99).

5 Activitatea anticancerigend a unor compusi a fost cercetata fata de liniile de celule
cancerigene: HelLa (adenocarcinomul cervical, de col uterin), BxPc-3 (adenocarcinomul
pancreatic uman) si RD (miosarcoma tesutului muscular), cancer HL-60 (leucemie umana),
MCF-7 (adenocarcinom mamar) si LNCaP (adenocarcinom de prostatd). Toxicitatea a fost
evaluata fatd de linia de celule normale MDCK (Madin-Darby Canin Kidney, celule sanatoase).

6 S-a stabilit, cd activitatea anticancerigend creste in functie de factorii structurali in
ordinea:

e clasa de compusi: n-MePhTSC < n-MePhTSCAS < n-MePhTSCAPy <
n-MePhTSCPy
e pozitia grupelor metil: 3,4-<2,6- < 3,5- <2,3- <2,5- <2 ,4-dimetilfenil

7 Studierea activitatii antimicrobiene, in vitro, fatd de microorganismele Gr(+),

Gr(-) si tulpinile de fungi Candida albicans ATCC 10231, au dus la identificarea

N-(2,4-dimetilfenil)-2-(2-hidroxibenziliden)hidrazincarbotioamidei (124), compus cu proprietati
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fungicide fiind de 35 de ori mai activ decat substanta de referinta (Ketoconazol), care prin urmare
a fost brevetat.

8 Studiul activitatii biologice a scos in evidenta influenta numarului si pozitiei
grupelor metil din cadrul inelului benzenic. Cei mai activi compusi contin in inelul benzenic doua
grupe metil 1n pozitiile orto- si para-, constatare care corespunde datelor literare studiate.

9 Prin studiul de andocare moleculara au fost cercetate proprietatile farmacofore si a
fost confirmat faptul cd introducerea N-metilfenil substituentilor amplifica activitatea biologica a

compusilor sintetizati.

RECOMANDARI

e Utilizarea N-(n-metilfenil)hidrazincarbotioamidelor sintetizate (80-129), in calitate
de liganzi pentru asamblarea de compusi coordinativi, cu scopul amplificarii
activitatii biologice.

e Implementarea rezultatelor brevetului de inventie, pentru a mari arsenalul de
compusi cu proprietati fungicide fatd de tulpinile de fungi C. albicans ATCC
10231.

e Continuarea studiilor aprofundate a activitdtii antifungice, anticancerigene si
antibacteriene, pentru elucidarea mecanismului de actiune in sistemul biologic.

e Includerea cercetarilor efectuate dar si a rezultatelor obtinute in cadrul cursurilor
de specialitate pentru studentii de la specialitatea: chimie organica, chimie

Biofarmaceuticd cat si in medicina.
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ANEXE

Anexa nr. 1. Datele cristalografice si unii parametrii structurali

. Parametrii celulei elementare

Cifrul Formylfx Sls_tem_ul Grupul . 5 -
chimica cristalin spatial a(A) b (A) c(A) (grad) (grad) (grad) V)
3-MePhTio C10H14N2S ortorombic Pbca 22.492 9.8878 28.907 90 90 90 6428.92
2,3-diMePhTio C11H16N2S ortorombic Pbca 7.6482 10.187 29.209 90 90 90 2275.67
2,4-diMePhTio C11H16N2S monoclinic P2/:c 8.8108 8.9577 12.3226 90 90 90 1150.92
3,5-diMePhTio C11H16N2S ortorombic Pbca 7.799 9.774 30.548 90 90 90 2328.69
2,4,6-triMePhTio C12H1sN2S monoclinic P2/:c 8.3818 8.8572 17.0664 90 95.363 90 1261.47
2,3-diMePhTSC CgH13N3S triclinic P-1 7.1519 8.1718 8.6574 89.504 82.567 88.233 | 501.474
2,5-diMePhTSC CgH13N3S monoclinic Pc 6.4680 6.5623 24.499 90 93.008 90 1038.43
3,5-diMePhTSC CgH13N3S monoclinic P 2i/n 10.5126 7.9955 12.7154 90 109.251 90 1009.01
2,4,6-triMePhTSC C10H15N3S monoclinic P2/1c 7.861 10.133 14.390 90 103.68 90 1113.65
2,4-diMePhTSCPy CisH16N4S monoclinic C2 14.106 7.957 13.358 90 92.73 90 1497.63
2,6-diMePhTSCPy CisH16N4S monoclinic P 2:/n 11.2649 9.2407 14.5862 90 105.053 90 1466.35
3,4-diMePhTSCPy CisH16N4S monoclinic P2/1c 15.472 6.496 15.901 90 113.561 90 1464.9
3-MePhTSCAPy C15H16N4S triclinic P-1 5.9247 11.5286 12.0807 | 108.221 98.805 102.171 | 744.544
2,4-diMePhTSCAPy Ci6H18N4S triclinic P-1 5.6922 11.6791 13.180 | 110.638 | 99.811 99.094 | 785.078
2,5-diMePhTSCAPy Ci6H18N4S monoclinic P 21/n 15.1432 7.6363 15.3467 90 117.749 90 1570.58
2,6-diMePhTSCAPy Ci6H18N4S monoclinic P 21/n 9.4077 16.9308 10.4387 90 106.065 90 1597.75
2,4,6-triMePhTSCAPy C17H20N4S monoclinic C2/c 17.2317 11.7629 16.6905 90 94.408 90 3373.06
4-MePhTSCVn C17H16N30.S monoclinic P2 6.1586 31.2454 16.1962 90 90 90 3116.6
2,6-diMePhTSCAs CisH1sN30S monoclinic P 2i/n 13.5366 5.0054 23.5810 90 103.247 90 1555.23
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Anexa nr. 2. Valorile calculate teoretic, prin programul Molinspiration,

pe clase de compusi:

1) N, N-dimetil-N’-(n-metilfenil)tiourei

Volum PSA
Cifrul Mr. logP Aria moleculara a
molar .
suprafetei polare
2-MePhTio 194 1.99 186.7 15.27
3-MePhTio 194 2.02 186.7 15.27
4-MePhTio 194 2.04 186.7 15.27
2,3-diMePhTio 208 2.40 203 15.27
2,4-diMePhTio 208 2.42 203 15.27
2,5-diMePhTio 208 2.42 203 15.27
2,6-diMePhTio 208 1.46 203 15.27
3,4-diMePhTio 208 2.42 203 15.27
3,5-diMePhTio 208 2.42 203 15.27
2,4,6-triMePhTio 222 1.86 219 15.27
2) N-(n-metilfenil)hidrazincarbotioamide
PSA
Aria
Cifrul Mr. logP Volum molar moleculara a
suprafetei
polare
2-MePhTSC 181 0.30 164 50
3-MePhTSC 181 0.33 164 50
4-MePhTSC 181 0.35 164 50
2,3-diMePhTSC 195 0.70 181 50
2,4-diMePhTSC 195 0.72 181 50
2,5-diMePhTSC 195 0.72 181 50
2,6-diMePhTSC 195 -0.23 181 50
3,4-diMePhTSC 195 0.72 181 50
3,5-diMePhTSC 195 0.72 181 50
2,4,6-triMePhTSC 209 0.17 197 50
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3) N-(n-metilfenil)- 2-(piridin-2-ilmetiliden)hidrazincarbotioamide

PSA
polare
2-MePhTSCPy 270 2.55 243 49.3
3-MePhTSCPy 270 2.57 243 49.3
4-MePhTSCPy 270 2.60 243 49.3
2,3-diMePhTSCPy 284 2.95 260 49.3
2,4-diMePhTSCPy 284 2.97 260 49.3
2,5-diMePhTSCPy 284 2.97 260 49.3
2,6-diMePhTSCPy 284 2.01 260 49.3
3,4-diMePhTSCPy 284 2.97 260 49.3
3,5-diMePhTSCPy 284 2.97 260 49.3
2,4,6-triMePhTSCPy 298 241 276 49.3
4) N-(n-metilfenil)- 2-(1-piridin-2-iletiliden)hidrazincarbotioamide
PSA
Cifrul Mr. logP \,;OOI:JaT mol(;Ac‘lrlllaarﬁ. a
suprafetei
polare
2-MePhTSCAPy 284 2.46 260 49.31
3-MePhTSCAPy 284 2.48 260 49.31
4-MePhTSCAPy 284 2.51 260 49.31
2,3-diMePhTSCAPyY 298 2.86 276.9 49.31
2,4-diMePhTSCAPy 298 2.88 276.9 49.31
2,5-diMePhTSCAPyY 298 2.88 276.9 49.31
2,6-diMePhTSCAPy 298 1.93 276.9 49.31
3,4-diMePhTSCAPyY 298 2.88 276.9 49.31
3,5-diMePhTSCAPyY 298 2.88 276.9 49.31
2,4,6-triMePhTSCAPy 298 2.33 276 49.31
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5) N-(n-metilfenil)- (2-hidroxibenziliden)hidrazincarbotioamide

. Volum PSA

Cifrul Mr. logP molar Aria moleFularﬁ a

suprafetei polare
2-MePhTSCAs 285 3.66 255.9 56.65
3-MePhTSCAs 285 3.68 255.9 56.65
4-MePhTSCAs 285 2.71 255.9 56.65
2,3-diMePhTSCAs 299 4.06 255.9 56.65
2,4-diMePhTSCAs 299 4.08 255.9 56.65
2,5-diMePhTSCAs 299 4.08 255.9 56.65
2,6-diMePhTSCAs 299 3.12 255.9 56.65
3,4-diMePhTSCAs 299 4.08 255.9 56.65
3,5-diMePhTSCAs 299 4.08 255.9 56.65
2,4,6-triMePhTSCAs 313 3.52 289 56.65

6) N-(n-metilfenil)-2-(2-hidroxi-3-metoxibenziliden)hidrazincarbotioamide

Cifrul Mr. logP | Volum molar | Aria mziﬁularﬁ a

suprafetei polare
2-MePhTSCVn 315 3.26 281.5 65.88
3-MePhTSCVn 315 3.29 281.5 65.88
4-MePhTSCVn 315 3.31 281.5 65.88
2,3-diMePhTSCVn 329 3.66 298.06 65.88
2,4-diMePhTSCVn 329 3.69 298.06 65.88
2,5-diMePhTSCVn 329 3.69 298.06 65.88
2,6-diMePhTSCVn 329 2.73 298.06 65.88
3,4-diMePhTSCVn 329 3.69 298.06 65.88
3,5-diMePhTSCVn 329 3.69 298.06 65.88
2,4,6-triMePhTSCVn 343 3.13 314 65.88
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Anexa nr. 3. Rezultatele testarii activitatii antioxidante a

N-(n-metilfenil)-N,N-dimetiltioureelor

Cifrul Concentratia ABTS I1Cso SD
M % inh. uM +

100 927+1.0

. 10 36.4+0.8
2-MePhTio 1 33204 15.0 0.1

0.1 0.2+0.6

100 01.8+0.9

. 10 223+1.0
3-MePhTio 1 48210 21.8 0.8

0.1 3.5+0.8

100 945+0.1

. 10 29.4+1.0
4-MePhTio 1 90405 17.3 0.5

0.1 24+04

100 93.8+0.3

. . 10 31.1+0.3
2,3-diMePhTio 1 111402 17.1 0.1

0.1 7.7+0.2

100 93.6+0.7

. . 10 26.5+0.2
2,4-diMePhTio 1 34205 19.0 0.3

0.1 22+05

100 89.6+0.1

. . 10 15.7+0.1
2,5-diMePhTio 1 69401 20.3 0.1

0.1 59+0.1

100 91.9+0.9

. . 10 31.4+0.8
2,6-diMePhTio 1 57105 17.8 0.4

0.1 29+04

100 93.5+0.7

. . 10 258+1.2
3,4-diMePhTio 1 55107 19.3 1.0

0.1 1.9+0.2

100 91.7+0.4

. . 10 26.0+0.1
3,5-diMePhTio 1 43504 26.9 0.1

0.1 24405

100 94.3+0.3

. . 10 42.3+0.6
2,4,6-triMePhTio 1 94509 12.2 0.2

0.1 7.2+0.3
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Anexa nr. 4. Rezultatele testarii activitatii antioxidante a

N-(n-metilfenil)-hidrazincarbotioamidelor

Cifrul Conc. ABTS 1Cso SD DP.PH 1Cs0o SD
M % inh. UM | £% % inh. M | £%

100 94.8+0.1 87.1+0.1

10 32.1+04 10.7+0.1
2-MePhTSC 1 55101 16.2 0.1 01201 33.6 0.1

0.1 2.3+0.3 0.3+0.9

100 93.7+0.03 87.3+0.1

10 40.7+05 12.0+0.7
3-MePhTSC 1 20201 155 0.2 05103 57.6 0.7

0.1 28+0.1 1.0+0.1

100 945+0.2 86.8+0.9

10 27.6+0.6 6.2+0.2
4-MePhTSC 1 33201 18.1 0.6 05203 39.1 0.8

0.1 09+0.1 04+0.2

100 93.5+0.8 86.7 0.1

. 10 37.6+05 144+04
2,3-diMePhTSC 1 49207 15.3 0.1 05202 34.2 0.7

0.1 1.6+0.1 0.2+0.1

100 94.6+0.3 87.1+0.7

2,4-diMePhTSC 10 34.6+0.1 10.2+0.1
1 6.0+ 0.3 14.5 08 0.8+0.2 310 05

0.1 51+0.3 0.2+0.1

100 94.3+0.8 86.7 0.6

. 10 30.2+0.1 9.2+0.2
2,5-diMePhTSC 1 362003 14.2 0.5 08201 35.8 0.8

0.1 54.2+0.2 26+0.7

100 949+0.4 66.1+1.0

2,6-diMePhTSC 10 33.4+0.2 11.0+0.9
1 3.1+0.03 13.2 0.2 0.8+0.2 330 0.6

0.1 05+0.1 0.1+0.05

100 940+1.0 87.1+1.0

. 10 39.1+0.2 9.5+0.9
3,4-diMePhTSC 1 591004 13.6 0.5 07:01 34.8 0.2

0.1 1.8+0.2 0.1+0.05

100 94.8+0.1 84.7+0,3

. 10 37.6+0.3 10.6 £0.2
3,5-diMePhTSC 1 44507 14.2 0,2 08L01 36.0 1.0

0.1 1.9+0.02 05+0.2

100 94.3+0.2 87.1+1.0

2,4,6-triMePhTSC 10 37.3+1.0 13.3+0.2
1 6.0+ 0.9 14.4 10 0.8+0.2 314 08

0.1 05+0.2 0.2 +£0.03
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Anexa nr. 5. Rezultatele testarii activitatii antioxidante N-(n-metilfenil)-2-(piridin-2-

ilmetiliden)hidrazincarbotioamidelor

Cifrul Concentratia ABTS I1Cso SD
uM % inh. M + 9%
100 92.7+1.0
10 46.6 £ 0.4
2-MePhTSCPy 1 63202 8.7 0.1
0.1 09+0.1
100 93.3+0.5
10 435+1.0
3-MePhTSCPy 1 59107 12.3 0.8
0.1 1.7+05
100 94.0+0.01
10 52.0+0.9
4-MePhTSCPy 1 69202 9.3 0.1
0.1 24+0.1
100 942+05
. 10 55.1+1.0
2,3-diMePhTSCPy 1 40202 11.2 0.1
0.1 09+0.1
100 94.4+0.1
1 26+0.4
2,4-diMePhTSCPy 10 63 96i 009 7.2 0.2
0.1 09+0.1
100 93.6+1.0
10 508+1.4
2,5-diMePhTSCPy 1 101208 9.4 0.5
0.1 06+0.1
100 93.8+1.0
. 10 50.1+1.0
2,6-diMePhTSCPy 1 70202 9.8 0.4
0.1 0.2+0.05
100 93.9+0.8
. 10 49.1+0,8
3,4-diMePhTSCPy 1 26201 10.3 0.3
0.1 09+0.1
100 91.6+0.1
3,5-diMePhTSCPy 10 446+1.0
1 25+0.1 123 09
0.1 0.7+0.2
100 93.8+0.2
2,4,6-triMePhTSCPy 10 27.9+05
1 0.3+0.1 182 02
0.1 0.1+0.01
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Anexa nr. 6. Rezultatele testarii activitatii antioxidante a

N-(n-metilfenil)-2-(1-piridin-2-iletiliden)hidrazincarbotioamidelor

Cifrul Concentratia ABTS 1Cso SD
M % inh. uM + %
100 94.0+0.9
0=£0.
2-MePhTSCAPy 110 48790ﬂ: OO 13 10.7 1.0
0.1 49+0.6
100 91.9+04
.c=x0.
3-MePhTSCAPyY 110 ?_Z g N 8 g 17.8 1.0
0.1 2.7+0.1
100 92.7+1.0
1 0=+0.
4-MePhTSCAPyY 10 3407Oi 00 15 5.1 0.5
0.1 22+0.1
100 93.9+0.3
. 1 4.3=+0.
2,3-diMePhTSCAPY 10 35 03i 0048 15.6 0.2
0.1 1.4+0.1
100 94.6 +0.1
. 1 1.3+0.
2,4-diMePhTSCAPY 10 59 63i 0016 9.1 0.2
0,1 1.6 +£0.01
100 9.7+0.2
. 1 27.7+0.2
2,5-diMePhTSCAPyY 10 481 001 17.7 1.0
0.1 2.2+0.01
100 93.0+0.1
. 10 252+0.1
2,6-diMePhTSCAPy 1 23102 19.9 0.6
0.1 0.4+0.01
100 924+23
. 10 353+0.5
3,4-diMePhTSCAPy 1 50204 15.8 1.0
0.1 0.8+0.01
100 92.7+1.4
. 10 20.6 £0.7
3,5-diMePhTSCAPy 1 472005 22.1 0.5
0.1 1.6 +0.05
100 92.7+1.2
10 34.8+0.7
2,4,6-triMePhTSCAPY 1 48401 15.2 1.0
0.1 2.8+0.01
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Anexa nr. 7. Rezultatele testarii activitatii antioxidante a

N-(n-metilfenil)-2-(2-hidroxibenziliden)hidrazincarbotioamidelor

Cifrul Conc. ABTS 1Csp SD DPPH 1Cs SD
M % inh. M | =% % inh. M + %
100 94.4 +0.05 61.5+1.0
10 528+1.0 17.6+1.0
2-MePhTSCAs 1 68202 9.3 1.0 062002 59.1 0.5
0.1 0.6 +0.01 0.1+0.01
100 93.8+ 0.6 64.0+1.0
10 50.0+0.1 20.8+0.5
3-MePhTSCAs 1 54103 10.0 1.0 19103 50.8 0.6
0.1 0.9+0.02 0.1+0.01
100 93.9+0.2 62.6+1.0
10 41.0+0.2 7.9+05
4-MePhTSCAs 1 937203 8.6 0.2 55103 66.6 0.4
0.1 185+0.2 3.0+0.09
100 94.3+0.05 61.9+1.0
] 10 58.4+0.9 9.8+0.3
2,3-diMePhTSCAs 1 58403 10.2 0.5 09201 66.3 0.9
0.1 21+0.1 0.1+0.01
100 93.2+1.0 89.6+1.0
. 10 46.6+1.0 32.3+1.0
2,4-diMePhTSCAs 1 124102 7.8 0.4 09401 28.2 0.6
0.1 7.2+0.1 0.1+0.01
100 94.4 + 0.05 62.1+1.0
. 10 50.6+0.2 155+0.8
2,5-diMePhTSCAs 1 14202 9.8 0.9 27506 59.4 0.2
0.1 0.4+0.02 42+0.4
100 93.4+0.3 415+1.0
. 10 422+1.0 49+0.3
2,6-diMePhTSCAs 1 40202 12.8 1.0 11503 >100 -
0.1 09+01 1.1+0.3
100 92.2+1.0 452+1.0
. 10 55.6+1.0 16.4+0.1
3,4-diMePhTSCAs 1 46402 11.9 0.8 155102 30.2 0.5
0.1 1.7+0.2 0.9+0.01
100 93.4+1.0 43.8+0.5
. 10 349+1.0 21.3+1.0
3,5-diMePhTSCAs 1 16203 15.4 0.6 33201 >100 -
0.1 0.8+ 0.03 2.8+0.1
100 93.0+0.3 82.7+0.5
; 10 446+1.0 7.7+0.1
2,4,6-triMePhTSCAs 1 64401 8.6 1,0 45501 27.7 0.9
0.1 0.7 +£0.02 2.9+0.02
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Anexa nr. 8. Rezultatele testarii activitatii antioxidante a

N-(n-metilfenil)-2-(2-hidroxi-3-metoxibenziliden)hidrazincarbotioamidelor

Cifrul Conc. ABTS ICso | SD DPPH I1Cso SD
M % inh. M | % % inh. M + %
100 | 90.3+0.1 84.7+1.0
2-MePhTSCVn 10 38.1+0.4 141+1.0
1 3.3+£0.2 152 10 8.3+0.9 32.6 05
0.1 0.6+0.01 0.8+0.01
100 | 88.4+0.1 84.8+0.9
10 51.8+0.5 17.3+0.8
3-MePhTSCVn 1 68201 10.0 | 1.0 23210 30.0 0.4
0.1 7.6+0.1 2.1+0.06
100 | 93.2+1.1 16.3+0.2
10 51.9+1.3 3.1+0.3
4-MePhTSCVn 1 73501 93 | 0.2 105002 31.2 0.7
0.1 4.5+ 0.03 0.5+0.01
100 | 86.9+0.8 80.2+0.5
. 10 523+1.0 16.0+0.7
2,3-diMePhTSCVn 1 64107 101 | 1.0 512009 34.5 0.5
0.1 0.4+0.01 4.2+0.01
100 | 89.0+0.4 81.9+1.0
. 10 48.1+1.0 22.0+0.2
2,4-diMePhTSCVn 1 66204 112 | 1.0 592001 28.5 1.0
0.1 0.4+0.01 0.9+0.01
100 | 83.1+1.0 75.1+1.0
. 10 40.2+0.7 20.6+0.4
2,5-diMePhTSCVn 1 4501 121 | 1.0 2 0% 005 30.1 1.0
0.1 0.8+0.01 0.6 +0.01
100 | 90.7+0.3 72.8+1.0
. 10 426+1.0 21.5+0.3
2,6-diMePhTSCVn 1 48503 131 | 0.8 445101 37.0 1.0
0.1 2.2+001 2.4+0.01
100 | 90.9+1.0 83.5+0.2
. 10 48.1+1.0 158+ 1.0
3,4-diMePhTSCVn 1 9.0=06 106 | 1.0 75204 31.7 0.8
0.1 11+£0.2 0.9+0.01
100 | 929+1.0 86.5+0.5
. 10 445+0.3 23.8+0.3
3,5-diMePhTSCVn 1 119204 112 | 1.0 432002 24.1 1.0
0.1 56+0.1 1.6 £0.01
100 | 91.4+0.6 68.7 0.8
. 10 43.2+0.9 20.4+05
2,4,-6triMePhTSCVn 1 113104 11.8 | 1.0 30201 43.8 1.0
0.1 49+03 1.2+0.01
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Anexa nr. 9. Rezultatele testarii, in vitro, a activitatii anticancerigene a

N-(n-dimetilfenil)hidrazincarbotioamidelor

: Concentratia Hel.a BxPc-3 RD MDCK
Cifrul ’ % inh. % inh. % inh. % inh.
uM +SD +SD +SD +SD
100 244 £0.7 6.2+0.1 126+03 | 22.2+0.6
2,3-diMePhTSC 10 10.2+0.3 10.6+0.3 11.0+0.3 | 124+0.3
1 10.9+£0.3 10.0+0.3 0.8+0.01 | 13.3+04
100 35.7+1.0 28.7+0.8 24.1+0.7 | 104+0.3
2,4-diMePhTSC 10 144+04 28.1+0.8 101+£0.3 | 199+05
1 43+0.1 441+1.3 8.1+0.2 10.4+0.3
100 26.1 +£0.7 26.2 +0.7 12.6 +0.3 7.0+0.2
2,5-diMePhTSC 10 8.6+0.2 10.0+0.3 7.2+0.2 3.7+0.1
1 50+0.1 3.2+0.01 5.3+0.1 -5.6+0.1
100 27.4+£0.8 10.6 +£0.3 22.3+06 | 21.9+0.6
2,6-diMePhTSC 10 22.8+0.6 5.8+0.1 8.5+0.2 22.8+0.6
1 6.1+0.1 144+04 6.2+0.1 6.1+0.2
100 27.9+0.8 6.1+0.1 9.8+0.2 12.2+0.3
3,4-diMePhTSC 10 10.4+0.3 0.1+0.01 5.6+0.1 6.1+0.2
1 0.1+0.01 40+0.1 6.1+0.1 5.1+0.1
100 23.0+0.7 24.0+0.7 135+04 | 26.1+0.6
3,5-diMePhTSC 10 26.5+0.8 16.4+04 5.8+0.1 18.9+0.5
1 0.1+0.01 10.0+0.3 0.1+0.01 45+0.1
Doxorubicina(DOX) 100 49.8 £ 6.6 76.6 £ 0.9 47.3+16 | 56.0+2.6

Nota IC50=>100 uM
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Anexa nr. 10. Rezultatele testarii, in vitro, a activitatii anticancerigene a unor

N-(n-dimetilfenil)hidrazincarbotioamide, fata de linia de celule HL-60

Concentratia HL-60 I1Cso
Cifrul M % inh. M
+SD

0.1 85+0.2

2,4-diMePhTSC 1 10.4+0.3 >100
10 16.0+0.4
0.1 742+2.2

2,4-diMePhTSCPy 1 944+28 <1.00
10 95.9+2.8
0.1 70.6+2.1

2,4-diMePhTSCAPy 1 86.6 +2.5 <1.00
10 95.7+2.8
0.1 9.7+0.2

2,4-diMePhTSCAs 1 96.5+2.8 0.25
10 89.9+2.6
0.1 66.0+ 1.9

2,3-diMePhTSCPy 1 96.1+2.8 <1.00
10 96.0+2.8
0.1 86.4+2.5

2,3-diMePhTSCAPy 1 97.0+2.9 <1.00
10 99.9+29
0.1 734+21

2,5-diMePhTSCAPy 1 99.9+29 <1.00
10 99.9+29
0.1 57.7+1.7

3,4-diMePhTSCAPy 1 92.7+2.7 <1.00
10 99.9+29

0.1 15
Doxorubicina(DOX) 1 98 <1.00
10 99
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Anexa 11. Rezultatele testarii, in vitro, a activitatii anticancerigene a unor

N-(n-metilfenil)hidrazincarbotioamide, fata de linia de celule de cancer MCF-7

mM +SD
0.1 136+ 7.0
Do’z%rgt;i(‘;i”a' 1 123+ 80 >100

10 36.6+1.0
0.1 0.2+0.01

2 3-diMePhTSCPy 1 15.6+ 0.1 >10
10 428403
0.1 15.7 £ 5.0

2 4-diMePhTSCPy 1 470£05 4£0.3
10 526+ 1.0
0.1 0.1+0.01

2 5-diMePhTSCPy 1 256403 0.8£0.02
10 520+ 1.4
0.1 41+0.8

3.4-diMePhTSCPy 1 28.3+0.4 >100
10 331422
0.1 104+ 0.1

2 3-diMePhTSCAPY 1 34.0+2.1 >10
10 403+24
0.1 17.2+ 20

2 4-diMePhTSCAPY 1 308+2.1 >10
10 42.6£1.7
0.1 10.3+ 2.0

2 5-diMePhTSCAPy 1 386+ 1.4 >10
10 441:18
0.1 335410

3,4-diMePhTSCAPY 1 427440 >100
10 36.8+1.0
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Anexa 12. Rezultatele testarii, in vitro, a activitatii anticancerigene a unor
N-(n-dimetilfenil)hidrazincarbotioamide,

fata de linia de celule de cancer LNCaP (adenocarcinomul de prostata)

Cifrul Concentratia Ig/’: ﬁ]ip I1Cso
uM +SD uM
0.1 0.28+0.01
2,3-diMePhTSCPy 1 24+0.1 >100
10 7.0+0.2
0.1 0.13+0.01
2,4-diMePhTSCPy 1 1.7+0.01 7.22
10 92.6+0.9
0.1 59+0.2
2,5-diMePhTSCPy 1 10.3+0.3 >100
10 3.1+0.01
0.1 0.13+0.01
2,3-diMePhTSCAPy 1 0.32+0.01 >10
10 7.8+0.1
0.1 0.74+0.1
2,4-diMePhTSCAPy 1 6.2+0.2 7.52
10 92.0+0.9
0.1 0.24 +0.01
2,5-diMePhTSCAPy 1 2.0+ 0.01 >10
10 18.9+0.3
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Anexa 13. Rezultatele testarii , in vitro, a activitatii antimicrobiene si antifungice, a unor

N-(n-dimetilfenil)hidrazincarbotioamide

(Gr-) (Gr+) Fungi

Cifrul E. coli K. pneumonae P. aeruginosa S. aureus C. Albicans

ATCC 25922 ATCC 13883 ATCC 27853 ATCC 25923 ATCC 10231
CMI CmMB CMI CMB CMI CwmMB “zj\r/'nlL fg?fni ug/'\r/lnlL u(;'/\r/'ni
/mL /mL /mL /mL /mL /mL
pg/mL | pg/mL | pg/mL | pg/mL | pg/mL | pg/m M) | M) | @ | e

2,4-
diMePh 500.0 500.0 500.0 1000 500.0 1000 250.0 | 500.0 | 250.0 | 500.0

TSC

2,5-
diMePh 500.0 500.0 500.0 500.0 500.0 500.0 250.0 | 500.0 | 250.0 | 500.0

TSC

3,4-
diMePh 500.0 500.0 500.0 1000 500.0 1000 250.0 | 500.0 | 250.0 | 500.0

TSC

2.4- 15 | 15 | 15 | 15
diMePh 30.0 30.0 60.0 60.0 1000 1000 ; ' . :
TSCPy (5.28) | (5.28) | (5.28) | (5.28)

2,5-

o 15 3.0 0.7 3.0
diMePh 500.0 1000 50.0 1000 1000 1000 (5.28) | (10.56) | (2.46) | (10.56)
TSCPy

3,4-

- 7.0 7.0 15.0 15.0
diMePh 250.0 500.0 30.0 60.0 1000 1000 246) | (246) | (501) | (501)
TSCPy

2,4-

o 3.0 7.0 15.0 15.0
diMePh 30.0 30.0 60.0 60.0 1000 1000
TSCAPY (10.1) | (23.4) | (50.1) | (50.3)

2,5-

o 7.0 7.0 7.0 7.0
diMePh 30.0 30.0 60.0 250.0 500.0 500.0
TSCAPY (23.4) | (23.4) | (234) | (2349

3,4-

S 7.0 15.0 15.0 15.0
diMePh 60.0 60.0 250.0 250.0 500.0 500.0
TSCAPy (23.4) | (50.1) | (50.1) | (50.1)

2,4-

S 1.5 15 0.7* 0.7*
diMePh 1000 1000 30.0 30.0 500.0 500.0
TSCAS (5.0) (5.0) (2.34) | (2.34)

2,5-

o 30.0 30.0 15.0 15.0
diMePh 1000 250.0 1000 1000 1000 1000 (100.2) | (100.2) | (50.1) | (50.1)
TSCAs

3,4-
diMePh 30.0 30.0
TSCAS 1000 1000 1000 1000 1000 1000 (100.2) | (100.2) 60.0 60.0
Furacilina 2.34 9.37 4.68 4.68 4.68 9.37 2.34 9.37 - -
Itraconazol - - - - - - - - 0,78 6,25
Ketaconazol - - - - - - - - 125 50.0
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