STUDIA UNIVERSITATIS MOLDAVIAE, 2018, nr.1(111)

Seria “Stiinte reale si ale naturii” ISSN 1814-3237 [SSN online 1857-498X p.133-143

CZU: 547.792.2
SINTEZA UNOR DERIVATI AI 1,2,4-TRIAZOLULUI iN BAZA
N-[4-(3-METIL-5-SULFANIL-4H-1,2,4-TRIAZOL-4-IL)FENIL]JACETAMIDEI

Roman RUSNAC, Olga GARBUZ, Nicanor BARBA,
Aurelian GULEA, Greta BALAN ', Olga BRUDUNIUC™

Universitatea de Stat din Moldova
“Universitatea de Stat de Medicind si Farmacie ,,N.Testemitanu”
" Agentia Nationald pentru Sandtate Publicd

in articol sunt descrise metodele de sintezd a 8 compusi organici din seria 1,2,4-triazol-3-tiolilor, dintre care
7 compusi sunt noi, a cdror structura a fost confirmatd prin sintezd si cu ajutorul metodelor spectrale: *H-RMN,
B3C-RMN si IR (FTIR). Compusii (2) si (3) au fost investigati cu ajutorul difractiei razelor X pe monocristal. Unii
compusi obtinuti au demonstrat proprietati antiproliferative moderate: inhiba cresterea celulelor de HEp-2 si BxPC-3.
Activitate antifungica au demonstrat compusii (2) si (7), cu o valoare a CMI de 0,125 pg/mL. Proprietatile antioxidative
au fost studiate cu ajutorul metodei ABTS si DPPH; astfel, cel mai bun atioxidant s-a dovedit a fi 2-[(2-
hidroxifenil)metiliden]-N-[4-(3-metil-5-sulfanil-4H-1,2,4-triazol-4-il)fenil]hidrazin-1-carbotioamida (7).

Cuvinte-cheie: 1,2,4-triazol, tiosemicarbazone, anticancer, antioxidativ, N-fenil-acetamida.

SYNTHESIS OF DERIVATIVES OF 1,2,4-TRIAZOL BASED ON

N-[4-(3-METHYL-5-SULFANYL-4H-1,2,4-TRIAZOL-4-YL)PHENYL]ACETAMIDE

The article describes the synthesis methods of 8 organic compounds from the 1,2,4-triazole-3-thiol series, of which
7 compounds are new. The structure of compounds was confirmed by spectral methods: *H-NMR, **C -RMN and IR
(FTIR). The triazoles (2) and (3) were investigated by X-ray diffraction on monocrystal. Some compounds have
demonstrated moderate antiproliferative properties, in growth of HEp-2 and BxPC-3 cells. Antifungal activity is
characteristic far compounds (2) and (7) with a MIC of 0.125 ug/mL. Antioxidative properties were studied using the
ABTS and DPPH method where the best one was found to be 2-[(2-hydroxyphenyl)methylidene]-N-[4-(3-methyl-5-
sulfanyl-4-triazol-4-yl)phenyl]hydrazine-1-carbothioamide (7).

Keywords: 1,2,4-triazole, thiosemicarbazones, anticancer, antioxidant, N-phenyl-acetamide.

Introducere

Se cunosc derivati ai 1,2,4-triazol-3-tiolului care manifesta un spectru larg de activitati biologice, cum ar fi:
antidepresante, hipoglicemice [1-3], inhibitori de VVCP [2], antimicrobiene [2-5], antifungice, antiturbecu-
loase [6]. Sunt cunoscute preparate medicinale (cum ar fi Fluconazol, Intraconazol, Voriconazol), precum si
medicamente (de exemplu, Triazolam, Alprazolam, Etizolam), care contin gruparea 1,2,4-triazol. 1,2,4-Triazol-
3-tiolii reprezinta un grup important de compusi ce contin sulf, care sunt promitatori pentru utilizare in aplicatii
practice. Sistemele ciclice 1,2,4-triazolice mercapto- si tiono-substituite sunt bine studiate si pana in prezent au
fost raportate o varietate de activitati biologice pentru un numar mare de derivati ai 1,2,4-triazol-3-tiolului [1].

Unele 4-feniltiosemicarbazone cu structura:

S N

X |
NH/\NH/N\ X

|| X=H,CH 5,0CH 3, halogen; R=H, CH 3, C¢Hs.

R
poseda proprietati anticancer evidente [7-9]. Recent, o activitate redusa impotriva tipurilor de cancer HeLa
(cancer cervical), BxPc-3 (cancer pancreatic), RD (cancer muscular) a fost depistata in cazul N-[4-({2-[(piri-
din-2-il)metiliden]hidrazincarbotioil}amino)fenil]acetamidei, care s-a dovedit a fi activa la concentrati de
10 umol/L [10].
Scopul lucrarii consta in obtinerea unor 4-finiltiosemicarbazone noi cu nuclee 1,2,4-triazol-3-tiol pentru a
corela depedenta activitatii biologice de structura.
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|. Partea experimentala
I.1. Reactivi si metode de cercetare

Toti reactivii si solventii utilizati au fost de puritate analitica, procurati de la companiile ,,Aldrich”,
»Acros Organics” si ,,Alfa Aesar”. Spectrele FTIR au fost inregistrate in forma de pulbere la aparatul Bruker
ALPHA, in diapazonul numerelor de unda 4000-400 cm™. Spectrele de Rezonantd Magneticd Nucleard (RMN)
'H si 13C au fost efectuate la temperatura camerei utilizind spectrometrul Bruker DRX-400. In calitate de
solvent a fost utilizat DMSO-ds. Analiza cu difractia razelor X pe monocristal a fost efectuata la difracto-
metrul Xcalibur-Gemini ,,Oxford Diffraction”, cu monocromator de grafit inzestrat cu sursa de raze X de tip
Mo-Ka. Cristalele au fost plasate la o distantd de 40 mm fatd de detectorul CCD. Procedeele de determinare
a parametrilor celulei elementare si de integrare a datelor experimentale au fost efectuate cu ajutorul setului
de programe ,,Crys Alis package Oxford Diffraction”. Pentru ambele structuri solutiile au fost determinate
prin metoda directa cu ajutorul programului SHELXS-97 si fitate prin metoda patratelor minimale pe baza de
Fo? in cadrul programului SHELXL-97 in varianta anizotropica pentru toti atomii cu masa molard mai mare
decat a atomului de hidrogen.

1.2. Metode de sinteza

Sinteza 4-feniltiosemicarbazonelor 6,7 si 8 noi cu nuclee 1,2,4-triazolice au fost sintetizate in baza
N-[4-(3-metil-5-sulfanil-4H-1,2,4-triazol-4-il)fenil]acetamidei (1) conform schemei:

N—N N—N N—N . HC a o
H3C/<N>\SH H3c/<N»\SH H?p/(N)\SH ch/z,}\s)%‘) ch/zNS\s)\cﬂ’)

Fig.1. Schema transformarilor chimice in baza N-[4-(3-metil-5-sulfanil-4H-1,2,4-triazol-4-il)fenil]acetamidei (1).

N-[4-(3-Metil-5-sulfanil-4H-1,2,4-triazol-4-il)fenil]acetamida (1)

Amestecul format din 0,38 g (2 mmol) N-(4-izotiocianatofenil)acetamida, 0,15 g (2 mmol) acetohidrazida,
1 mL dimetilformamid (DMF) se incalzeste la 100°C timp de 3 h (consumul N-(4-izotiocianatofenil)aceta-
midei se determina cu ajutorul cromatografiei in strat subtire), se adauga 0,26 g (3 mmol) de tetrametiletilen-
diamina (TMED) si se mai incilzeste 2 h la temperatura de 100°C. In continuare se verifica cromatografic
sfarsitul reactiei de ciclizare a intermediarului N-{4-[(2-acetilhidrazincarbotioil)amino]fenil}acetamidei, apoi
se distileazd mai intai TMED, dupa care dimetilformamida la presiune redusa. Produsul solid obtinut se
dizolva in solutie apoasd de NaOH (5%), se filtreaza impuritatile, iarasi se neutralizeaza cu acid acetic
glacial, pana la pH neutru. Cristalele de culoare alba care cristalizeaza se filtreaza si se usuca. Se obtin: 0,32 ¢
(65%) acetamidda (1), Rs = 0,78 (benzen-izopropanol 3:1), p.t.= 268-269°C.

IR (FTIR, vmax, cm™): v(N*H) 3125.7; v(C-H, Ar) 3051.6; v(C-H, CH3) 2942.1,, 2812.5s;; v(SH) 2756.1;
v(C=0) 1666.8; v(C=N)iner 1584.3; v(C=C, Ar) 1547.4; v(C-N)inet 1314.5; v(N-N)iner 1079.2; (1,4-substitutie
aril) 865.2

RMN (DMSO-ds) ¢ (ppm) *H, 400 MHz: 2.09 (s, 3H, CH3CO); 2.50 (s, 3H CH3C=N); 3.35 (s, 1H SH);
7.32,7.34,7.71, 7.74 (m, 4H (fenil); 10.20 (s, 1H {HNC(O)}.

RMN (DMSO-dg) d (ppm) °C 100 MHz: 12.1, (CH3sC=N); 24.5, (CHsCO); 119.8, 128.7, 128.9, 140.518
(carbon aromatic, 6C); 149.8 (C® triazol); 168.0 (C=0); 169.1 (C-S).
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4-(4-Aminofenil)-5-metil-4H-1,2,4-triazol-3-tiol (2)

Amestecul format din 0,50 g (2 mmol) N-[4-(3-metil-5-sulfanil-4H-1,2,4-triazol-4-il)fenil]acetamida (1),
0,73 g 20 (mmol) HClconc. se incdlzeste la 100°C timp de 1,5 h, se raceste la temperatura camerei, apoi se
neutralizeaza cu NaHCOs pana la un pH neutru. Cristalele de culoare alba care se cristalizeaza se filtreaza si
se usuca. Se obtin: 0,36 g (88%) tiol (2); Rs = 0,83 (benzen-izopropanol 3:1), p.t.= 230°C (se sublima).

IR (FTIR, vmax, cm™): v(N*H,) 3443.54, 3354s; v(C-H, Ar) 3052.0; v(C-H, CH3) 2928.1., 2822.5;
v(SH) 2737.4; v(C=N)inel 1580.6; v(C=C, Ar) 1560.1; v(C-N)iner 1300.2; v(N-N)iner 1085.8; (1,4-substitutie
aril) 845.5.

RMN (DMSO-ds) ¢ (ppm) *H, 400 MHz: 2.06 (s, 3H, CH3C=N); 3.40 (s, 1H, SH); 5.52 (s, 2H, NH,);
6.63, 6.63, 6.65, 6.95 (m, 4H, fenil).

RMN (DMSO-dg) & (ppm) *C 100 MHz: 12.1, (CH3sC=N); 114.1, 121.9, 128.9, 150.0, (carbon aromatic,
6C); 150.2 (C-5 triazol); 168.1, (C-S).

N,N-Dimetil-N'-[4-(3-metil-5-sulfanil-4H-1,2,4-triazol-4-il)fenil]tiouree (3)

Amestecul format din 0,41 g (2 mmol) 4-(4-aminofenil)-5-metil-4H-1,2,4-triazol-3-tiol (2), 0,48 g (2 mmol)
tetrametiltiuram disulfid (TMTD) si 1 mL dimetilsulfoxid se incalzeste 1 h la temperatura de 100°C, apoi se
distileaza solventul la presiune redusa. Produsul obtinut se trateaza cu solutie de NaOH (5%), se filtreaza
impuritdtile, se trece in solutie tioureea sub forma de tiolat, se filtreaza sulful, se neutralizeza cu acid acetic
glacial pana la un pH = 7, solidul obtinut se recristalizeazd din dioxan. Din solutia de dioxan cristalizeaza
cristale microcristaline de culoare alba. Se obtin: 0,50 g (86%) tiouree (3); R¢ = 0,49 (benzen-izopropanol 8:1),
p.t.= 215-218°C (cu descompunere).

IR (FTIR, vmax, cm™): v(N*H) 3269.8; v(C-H, Ar) 3063.0; v(C-H, CH3) 2920.1., 2832.54; v(SH) 2728.0;
v(C=C, Ar) 1581.0; v(C=N)iner 1545.8; v(C-N)inel 1326.0; v(C=S) 1285; v(N-N)iner 1085.9; 3(C=S) 886; (1,4-
substitutie aril) 855.2.

RMN (DMSO-dg) 6 (ppm) *H, 400 MHz: 2.06, s, 3H (CH3C=N); 3.32 s, 1H (SH); 3.24, s, 6H{(CH3)2N};
7.21;7.24,7.45; 7.47, m, 4H (fenil); 9.13, s, 1H {HNC(S)}.

RMN (DMSO-dg) & (ppm) °C 100 MHz: 12.2, (CH3C=N); 34.7, {N(CHs),}; 119.0; 123.7; 128.0; 129.1,
129.6, 142.4 (carbon aromatic, 6C); 149.8 (C-5 triazol); 168.0, (C-S); 181.3, (C=S).

4-(4-1zotiocianatofenil)-5-metil-4H-1,2,4-triazol-3-tiol (4)

Amestecul cu un continut de 0,59 g (2 mmol) N,N-dimetil-N'-[4-(3-metil-5-sulfanil-4H-1,2,4-triazol-
4-il)fenil]tiouree (3), 10 mL dioxan si 0,14 g (2.3 mmol) clorura de hidrogen se incélzeste intr-o fiola inchisa
1 h la temperatura de 100°C. In fiola se observd depunerea clorhidratului de N-metilmetanamina insolubil in
dioxan. Dupa ricire fiola se deschide, se decanteaza solutia, iar precipitatul se spald de 2 ori cu dioxan
fierbinte si din solutiile unite se distileaza solventul. Produsul obtinut se recristalizeaza din THF. Se obtin:
0,48 g (81%) izotioceanat (4); R = 0,56 (benzen-etilacetat 3:1), p.t. = 182-183°C.

IR (FTIR, vmax, cm™): v(C-H, Ar) 3063.1; v(C-H, CH3) 2928.15, 2822.5; v(NCS) 2103.3; v(SH) 2731.1;
v (C=N)ine1 1581.6; v(C=C, Ar)1581.0; v (C-N)inel 1322.6; v(N-N)inel 1065.4; (1,4-substitutie aril) 835.6.

RMN (DMSO-ds) & (ppm) *H, 400 MHz: 2.13 (s, 3H, CH3C=N); 3.38 (s, 1H, SH); 7.54; 7.54; 7.55; 7.62
(m, 4H, (fenil); 13.72 (s, 1H, {HNC(S)}).

RMN (DMSO-ds) é (ppm) *C 100 MHz: 12.1, (CH3C=N); 127.4, 130.3, 131.4, 133.3 (carbon aromatic,
6C); 149.5, (C-5 triazol); 167.8, (C-S)tio.

S-[4-(4-1zotiocianatofenil)-5-metil-4H-1,2,4-triazol-3-il]etantioat (5)

Amestecul format din 0,59 g (2 mmol) N,N-dimetil-N'-[4-(3-metil-5-sulfanil-4H-1,2 4-triazol-4-il)fenil]-
tiouree (3), 0,41 g (4 mmol) anhidrida acetica si 6 mL dioxan se incalzeste 1 h la temperatura de 100°C, apoi
se distileaza solventul la presiune redusi. Produsul obtinut se recristalizeaza din tetrahidrofuran. In urma
cristalizarii se sedimenteaza un solid cristalin de culoare alba. Se obtin: 0,32 g (55%) izotioceanat (4); Rs = 0,7
(benzen-izopropanol 8:1), p.t. = 145-146°C.

IR (FTIR, ¥max, cm™): v(C-H, Ar) 3094.6; v(C-H, CH3) 2922.6,s, 2828.25;; v(NCS) 2106.6; v(C=0)a. 1651.2;
V(C=N)ine1 1577.6; v(C=C, Ar)1596.1; v(C-N)iner 1321.3; V(N-N)ine1 1025.4; (1,4-substitutie aril) 851.0.
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RMN (DMSO-ds) & (ppm) *H, 400 MHz: 2.13 (s, 3H, CH3sC=N); 2.50 (s, 3H, CHsCO); 7.40, 7.42, 7.56,
7.75 (m, 4H, fenil).

RMN (DMSO-ds) 6 (ppm) **C 100 MHz: 12.1, (CH3sC=N); 25.2, (CH3CO); 124.0, 127.6, 129.0, 130.7,
131.9, 132.8, (carbon aromatic, 6C); 149.7, (C-3 triazol); 150.0, (C-5 triazol); 168.1, (C-S)tiol.

N-[4-(3-Metil-5-sulfanil-4H-1,2,4-triazol-4-il)fenil]-2-[1-(piridin-2-il)etiliden]hidrazin-1-carbotioamida (6)

Amestecul format din 0,50 g (2 mmol) 4-(4-izotiocianatofenil)-5-metil-4H-1,2,4-triazol-3- tiol (5), 0,27 g
(2 mmol) 2-[1-hidrazinilidenetil]piridina si 5 mL THF se refluxeaza 1 h, apoi se raceste. Produsul solid se
recristalizeaza din etanol, cad cristale albe microcristaline. Se obtin: 0,51 g (95%) carbotioamida (6); Rt = 0,74
(benzen-izopropanol 2:1), p.t. = 232-233°C.

IR (FTIR, vmax, cm™): v(N*H/ N2H) 3282.2, 3265.1; v(C-H, Ar) 3047.0; v(C-H, CH3) 2915.04, 2851.2s;
V(SH) 2749.5; v(C=N)azometin 1588.9; v(C=N)ine1 1578.1; v(C=C, Ar) 1541.0; v(C-N)iner 1322.4; v(C=S) 1279.4,
V(N-N)inel 1035.2; 5(C=S) 869.2; (1,4-substitutie aril) 831.2.

RMN (DMSO-ds) & (ppm) *H, 400 MHz: 2.14 (s, 3H, CH3C=N triazol); 2.51 (s, 3H, CH3C=N) 3.46 (s,
1H, SH); 7.42, 7.43, 7.43, 7.44 (m, 4H, fenil); 7.79, 7.83, 8.54, 8.60 (m, 4H, piridin); 10.34 (s, 1H, {HNC(S)});
13.69 (s, 1H, NH-N=).

RMN (DMSO-dg) é (ppm) **C 100 MHz: 13.0, (CH3C=N-triazol); 25.6, (CH3C=N); 121.7, 124.7, 126.8,
128.3, 136.9, 140.3 (carbon aromatic, 6C); 131.0, 148.9, 149.7 (piridin); 150.1, (azometinic); 154.9 (C-5
triazol); 168.0, (C-S); 177.4, (C=S).

2-[(2-Hidroxifenil)metiliden]-N-[4-(3-metil-5-sulfanil-4H-1,2,4-triazol-4-il)fenil]hidrazin-1-carbotioamid: (7)

Amestecul format din 0,50 g (2 mmol) 4-(4-izotiocianatofenil)-5-metil-4H-1,2,4-triazol-3-tiol (5), 0,30 g
(2 mmol) 2-[hidrazinilidenmetil]fenol si 5 mL THF se incalzeste la reflux timp de 40 min, apoi se raceste,
solidul se filtreaza si se recristalizeazd din etanol; cad cristale de culoare alba. Se obtin: 0,67 g (87%)
carbotioamida (7); Rt = 0,69 (benzen-izopopanol 2:1), p.t. = 221-222°C.

IR (FTIR, vmax, cm™): v(OH) 3420.3; v(N*H/N?H) 3245.4, 3185.6; v(C-H, Ar) 3010.0; v(C-H, CH3)
2910.0as, 2869.55; v(SH) 2700.0; v(C=N)azometin 1601.9; v(C=N)ine1 1598.7; v(C=C, Ar) 1514.3; v(C-N)ines 1303.7;
v(C=S) 1278.9; v(N-N)inet 1055.8; 3(C=S) 879.6; (1,4-substitutic aril) 841.4.

RMN (DMSO-dg) & (ppm) *H, 400 MHz: 2.13 (s, 3H, CH3C=N triazol); 2.51 (s, 1H, SH); 6.83, 6.85, 7.23,
7.25 (m, 4H, fenil); 7.40, 7.41, 7.81, 7.83 (m, 4H, hidroxifinil); 8.52 (s, 1H, OH); 11.92 (s, 1H, {HNC(S)});
13.67 (s, 1H, NH-N=).

RMN (DMSO-ds) ¢ (ppm) **C 100 MHz: 12.2, (CH3C=N-triazol); 116.5, 119.7, 126.2, 128.2, 130.6,
(carbon aromatic, 6C); 126.2 (azometinic); 131.9, 140.5, 140.4, 149.7, 157.1 (hidroxifinil); 178.0, (C=S).

S-{5-Metil-4-[4-({2-[1-(piridin-2-il)etiliden]hidrazincarbotioil}amino)fenil]-4H-1,2 4-triazol-3-il}etantioat (8)

Amestecul format din 0,58 g (2 mmol) S-[4-(4-izotiocianatofenil)-5-metil-4H-1,2,4-triazol-3-il]etantioat,
0,27 g (2 mmol) 2-[1-hidrazinilidenetil]piridina si 3 mL THF se refluxeaza timp de 30 min., apoi se raceste,
solidul se recristalizeaza din etanol; cade un solid microcristalin de culoare alba. Se obtin: 0,60 g (71%)
1,2,4-triazol (8); Rs = 0,61 (benzen-izopopanol 3:1), p.t. = 241-242°C.

IR (FTIR, vmax, cm™): v(N*H/ N2H) 3286.3, 3182.1; v(C-H, Ar) 3087.1; v(C-H, CH3) 2935.2,s, 2896.1;;
V(C=0)ac 1678.5; v(C=N)azometin 1602.3; v(C=N)iner 1578.1; v(C=C, Ar) 1541.0; v(C-N)ines 1322.4; v(C=S) 1379.4;
V(N-N)inet 1051.0; 8(C=S) 890.6; (1,4-substitutie aril) 861.1.

RMN (DMSO-ds) ¢ (ppm) *H, 400 MHz: 1.09 (s, 3H, CH3C=N); 2.14 (s, 3H, CH3C=N triazol); 2.51
(s, 3H, CH3CO); 7.44, 7.44, 7.47, 7.81 (m, 4H, fenil); 7.83, 7.83, 7.84, 8.54 (m, 4H, piridin); 10.35 (s, 1H
{HNC(S)}); 13.76 (s, 1H, NH-N=).

RMN (DMSO-ds) 6 (ppm) **C 100 MHz: 12.2, (CH3C=N-triazol); 13.1, (CH3CO); 25.6, (CH3C=N); 121.7,
124.7, 127.0, 128.6, 136.9, 140.3 (carbon aromatic, 6C); 131.0, 148.9, 149.7, (piridin); 149.9, (azometinic);
150.1, (C-3 triazol); 154.8, (C-5 triazol); 168.5, (C=0); 169.3, (C-S); 177.4, (C=S)

1.3. Metode de cercetare a activitatilor biologice

Metoda de cercetare a activitatii antioxidante

Pentru obtinerea datelor referitoare la activitatea antioxidanta ai derivatilor 1,2,4-triazol-3-tiolilor obtinuti
au fost utilizate doud metode: ABTS si DPPH. A fost folosita masurarea spectrofotometrica a densitatii optice a

136



STUDIA UNIVERSITATIS MOLDAVIAE, 2018, nr.1(111)

C
Seria “Stiinte reale si ale naturii” ISSN 1814-3237 [SSN online 1857-498X p.133-143

solutiilor care contin radicali liberi - colorati (cation radicalul ABTS (acidul 2,2'-azino-bis-3-etilbenztiazolin-
6-sulfonic) si radicalul DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazil)), la care se adauga substante (rutinul, troloxul si
derivatii 1,2,4-triazol-3-tiolului) de diferite concentratii, unde troloxul si rutinul sunt utilizati in calitate de
martori. In acest fel a fost determinati capacitatea substantelor ce reactioneazi cu radicali ABTS si DPPH.
Activitatea antioxidantd prin metoda ABTS a fost evaluata in conformitate cu metoda descrisa de Re si colab.
in [14]. Activitatea antioxidantd prin metoda DPPH a fost evaluata in conformitate cu metoda descrisa de
Burits M. in [15].

Metoda de cercetare a activititii antifungice

Proprietatile antifungice ale compusilor 2 si 7 au fost cercetate ,,in vitro” pe tulpina de laborator Candida
albicans. Activitatea s-a determinat in mediul nutritiv lichid Sabouroud (pH 6,8). Inoculatele se pregateau
din tulpine de fungi recoltate in decurs de 3-7 zile. Concentratia lor in suspensie constituie (2-4) -10° unitati
formatoare de colonii intr-un mililitru [16].

Metoda de cercetare a activititii antiproliferative

Celulele de cancer epitelial (celule HEp-2), de cancer pancreatic (celule BXPC-3) au fost cultivate in forma
de monostraturi in mediul DMEM cu continut inalt de glucoza, L-glutamina, suplimentat cu (V 7,5%) 02 %v/v,
solutie tampon HEPES (acidul N-2-hidroxietilpiperazin-N’-2-etansulfonic) 20 mM, antibiotic: penicilina-
streptomicind (concentratia finala de 100 U/mL penicilina si de 100 pug/mL sulfat de streptomicind) si suplimentat
cu ser fetal bovin 10% v/v in conditi de cultura (2% CO., in atmosfera 78% umiditate si temperatura de 37°C).
Celulele au fost tratate cu acidul tripsin etilendiaminotetraacetic (tripsina-EDTA) 0,05% si numarate sub un
microscop inversat (OLYMPUS). Testul de proliferare celulard a fost realizat folosind resazurin (sarea de
sodiu 7-hidroxi-3H-fenoxazin-3-ona-10-oxid), care permite stabilirea numarului de celule viabile [17].
Compusii studiati au fost dizolvati in dimetilsulfoxid (DMSO) cu concentratia de 10 mM. Compusii studiati
au fost diluati cu medii de culturd, la fiecare s-a adaugat godeu si s-au incubat timp de 24 de ore. Apoi la
fiecare proba s-a adaugat 20 pL solutie de resazurin si s-a incubat timp de 4 ore. Ulterior, absorbanta a fost
inregistrata la 570 nm si 600 nm cu filtru. Datele au fost prelucrate de cétre aparatul hibrid imagistic (Synergy H1,
BioTek). Rezultatele screeningului pentru identificarea substantelor care inhiba proliferarea celulelor cance-
roase urmitoarele linii: cancer epitelial (celule HEp-2), cancer pancreatic (celule BXxPC-3).

I1. Rezultate si discutii
Rezultatele cercetarilor biologice

Cercetarea proprietatilor antifungice

CMI =f (compusi) Candida albicans CMB =f(compusi) Candida albicans
Compusul 2, Compusul 7,
Compusul 2, Compusul 7, 0.25 0.25
0.125 0.125 " P
= Nistatin, 0.08 =
=i — A
B [ 8L Nistatin,
= 3 0.08
— m F Y
5 S
~ ]

Compusi Compusi

Fig.2. Rezultatul testarilor antifungice, pe tulpini de Candida albicas.
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Tabelul 1
Proprietiti antioxidative si antiproliferative ale derivatilor 1,2,4-triazol-3-tiol
ABTS DPPH HEp-2 BxPC-3
Formula IC IC o a
pl\?lo pl\?lo Inhibitie, % Inhibitie, %
Trolox 26,3 48,9
Rutin 20,7 64,8
%Q% 17,4 >100 10,0 33

”4 @ 14,1 86,3 95 03
@ 13,6 50,9 43 3.2

CH3

vy
- @ 14,1 32,0 0,1 0,9
@ HH g 148 68,7 54,8 82,3
NX o 4 11,0 78,0 224 65
| N NH N=
Ns(‘@‘ CH,
B e S
PR 7.0 29,0 58.9 85,5

In literatura de specialitate [1,11-13] este descrisd metoda de obtinere a 1,2,4-triazol-3-tiolilor din hidra-
zide acide si izotiocianati alifatici sau aromatici in doua etape. Tiosemicarbazidele 1-acilate obtinute la prima
etapa se izoleaza, apoi se supun transformarii in 1,2,4-triazol-3-tioli la incélzire cu baza alcalina in etanol la
reflux. Noi am inlocuit hidroxidul de sodiu cu TMED, iar solventul — cu DMF. Am obtinut din acetohidra-
zida si N-(4-izotiocianatofenil)acetamida, intr-o singura etapa, N-[4-(3-metil-5-sulfanil-4H-1,2,4-triazol-4-
il)fenil]acetamida (1) cu un randament de 65%, TMED se regenereazi prin distilare. in rezultatul hidrolizei
acetamidei (1) in solutie de HCI (10%) a fost obtinut 4-(4-aminofenil)-5-metil-4H-1,2,4-triazol-3-tiol (2) cu
un randement de 88%. Transformarea triazolului (2) in tioureea (3) si obtinerea derivatilor 1,2,4-triazolici (4-8)
au fost efectuate analogic metodicii cunoscute [10]. in mod deosebit decurge obtinerea S-[4-(4-izotiociana-
tofenil)-5-metil-4H-1,2,4-triazol-3-il]etantioatului (5) prin dezaminarea tioureei (3) cu anhidrida acetica la un
raport molar de 1:2, a fost izolat izotioceanatul (5) acilat la grupa tiolica. Formulele structurale, precum si
puritatea acestora a fost dovedita cu ajutorul spectroscopiilor IR, *H-RMN si *C-RMN.

Rezultatul difractilor razelor X pe monocristal

Tabelul 2
Datele cristalografice si parametrii struturali ai compusilor 2 si 3
Formula empiricé CgH13C|N4OS (2) CleHzaNsozsz (3)
CCDC 1832570 1841362
Masa moleculara 260.74 381.51
Culoarea surie alba
Temperatura 293(2) K 293(2) K
Sistemul cristalin Triclinic Triclinic
Grupul de spatiu P-1 P-1
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Parametrii celulei elementare
a 7.3891(6)A 7.9746(6) A
b 8.3845(7) A 8.7732(9) A
c 10.2664(10) A 12.3165(9) A
a 103.819(8)° 79.531(7) °
B 91.956(7) ° 78.553(7) °
Y 94.634(7) ° 85.504(7) °
\% 614.67(10) A® 829.69(12) A®
Z, densitatea calculati 2, 1.409 Mg/m?® 2, 1.335 Mg/m?
Coeficientul de absorbtie 0.466 mm* 0.329 mm*
F(000) 272 348
Dimensiunea cristalului 0.23x0.20 x 0.10 mm 0.3x0.24 x0.18 mm
Intervalul 6 pentru colectarea datelor 3.15 1a 25.04° 3.15 1a 25.04°
Reflectii colectate / unice 4197 / 2163 [R(int) = 0.0222] 4310 /2929 [R(int) = 0.0261]
Date / restrictii / parametri 2163/0/150 2929 /144 | 224
GOOF 1.056 1.055
R [I >2sigma(l)] R1 = 0.0378, wR2 = 0.0874 R1 =0.0578, wR2 = 0.1323
R (pentru toate reflectiile) R1 = 0.0524, wR2 = 0.0937 R1 =0.0928, wR2 = 0.1521
Diferenta maximai dintre varf si fanti 0.179 51 -0.208 e. A 0.386 51 -0.226 e. A

Din solutia acida au fost separate cristale de aminotriazol clorhidrat care au fost analizate cu ajutoul
difractiilor razelor X pe monocristal. Compsul cloro[4-(3-metil-5-sulfaniliden-1,5-dihidro-4H-1,2,4-triazol-
4-ih)fenillammoniu mono-hidrat cristalizeaza in sistemul cristalin triclinic, grupul de simetrie P-1, avand
doua molecule 1n celula elementard. Reteaua cristalina este formata prin intermediul legaturilor de hidrogen
intermoleculare C12...H-N6, N6-H...N5, O1-H...N6 etc.

Fig.3. a — structura cloro[4-(3-metil-5-sulfaniliden-1,5-dihidro-4H-1,2,4-triazol-4-il)fenilJamoniu monohidrat;
b — reprezentarea in celula elementara; ¢ — impachetarea cristalina a unitatilor de amina-triazol cu reprezentarea
interactiunilor intermoleculare si legaturile de hidrogen.

Conform rezultatelor roentgeno-structurale, in stare solidd este stabilizatd tautomeria tionica, care este
confirmata prin lungimea legaturilor S1- C4 1.673 A ce corespunde C=S, precm si unghil din N2C4S2 egal
cu 128.22° formand un unghi obtuz (a se vedea reprezentarea ce urmeaza).
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Din solutia de dioxan au fost separate cristale de triazol-tiouree (3) care au fost analizate cu ajutorul
difractiilor razelor X in monocristal.

N,N-Dimetil-N'-[4-(3-metil-5-sulfanil-4H-1,2,4-triazol-4-il)fenil]tiourea cristalizeaza in sistemul cristalin
triclinic, grupul de simetrie P-1, celula elementara este formata din doua molecule de tiouree (3) care sunt
orientate paralel-opus una fata de alta raportat la inelul 1,2,4-trizolic si la gruparea tionica. Reteaua cristalina
este formatd prin intermediul legaturilor de hidrogen intermoleculare O(3)...(2)H-N(2). Prin intermediul
legaturilor de hidrogen se formeaza straturi paralele.

Fig.4. a — Structura N,N-dimetil-N'-[4-(3-metil-5-sulfanil-4H-1,2,4-triazol-4-il)fenil]tiourea; b — reprezentarea in celula
elementara; ¢ — reprezentarea formarii straturilor de impachetare cristalind; d — impachetarea cristalind a unitatilor de
tiouree cu reprezentarea interactiunilor intermoleculare si legaturile de hidrogen.
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Tabelul 3

Valorile si lungimile legiturilor interatomice ale compusilor: cloro[4-(3-metil-5-sulfaniliden-1,5-
dihidro-4H-1,2,4-triazol-4-il)fenilJammoniu monohidrat si N,N-dimetil-N'-[4-(3-metil-5-sulfanil-4H-
1,2,4-triazol-4-il)fenil]tiouree

Compusul Compusul
cloro[4-(3-metil-5-sulfaniliden-1,5-dihidro-4H- N,N-dimetil-N'-[4-(3-metil-5-sulfanil-4H-
1,2 4-triazol-4-il)fenilJamoniu monohidrat 1,2 4-triazol-4-il)fenil]tiouree
< Valoarea I Valoarea < Valoarea . Valoarea
Legatura A) Unghiuri ©) Legatura A) Unghiuri ©)

S()-C(L) | 1.673(2) | C(1)-N(1)-N(3) |113.49(17) | S(1)-C(1) | 1.666(4) | C(1)-N(1)C(2) | 122.8(3)
N(1)-C(1) | 1.339(3) | C(1)-N(2)-C(2) |107.97(17) | S(2)-C(11) | 1.671(4) | C(1)-N(1)-C(3) | 120.9(3)
N(D)-NB) | 1.375(2) | C(1)-N(2)-C(4) |125.08(17) | N(1)-C(1) | 1.345(4) | C(2)-N(1)-C(3) | 115.4(3)
N(2)-C(1) | 1377(3) | C(2)-N(2)-C(4) |126.93(17) | N(1)-C(2) | 1.452(5) | C(1)-N(2)-C(4) | 128.9(3)
N(2)-C(2) | 1.383(3) | N(1)-C(1)-N(2) |103.27(17) | N(1)-C(3) | 1.456(5) |C(11)-N(3)-C(10) | 108.5(3)
N(2)-C(4) | 1.434(2) | N(1)-C(1)-S(1) |128.37(16) | N(2)-C(1) | 1.369(5) | C(11)-N(3)-C(7) | 124.8(3)
N(3)-C(2) | 1.295(3) | N(2)-C(1)-S(1) |128.34(16) | N(2)-C(4) | 1.418(4) | C(10)-N(3)-C(7) | 126.6(3)
N(4)-C(7) | 1.460(3) | C(2)-N(3)-N(1) |104.46(16) | N(3)-C(11) | 1.369(4) | C(10)-N(4)-N(5) | 103.7(3)
C(7)-C(8) | 1.372(3) | C(8)-C(7)-C(6) | 121.8(2) |N(3)-C(10) | 1.380(4) | C(11)-N(5)-N(4) | 113.8(3)
C(7)-C(6) | 1.373(3) | C(8)-C(7)-N(4) | 118.8(2) | S(1)-C(1) | 1.666(4) | N(1)-C(1)-N(2) | 113.4(3)
C(4)-C(5) | 1.375(3) | C(6)-C(7)-N(4) | 119.4(2) |S(2)-C(11) | 1.671(4) | N(1)-C(1)-S(1) | 122.8(3)
C(4)-C(9) | 1.376(3) | C(5)-C(4)-C(9) |121.1(2) | N(1)-C(1) | 1.345(4) | N(2)-C(1)-S(1) | 123.8(3)
C(5)-C(6) | 1.386(3) | C(5)-C(4)-N(2) |119.91(19) | N(1)-C(2) | 1.452(5) | C(9)-C(4)-C(5) | 119.2(3)
C(2)-C(3) | 1.484(3) | C(9)-C(4)-N(2) |119.02(19) | N(1)-C(3) | 1.456(5) | C(9)-C(4)-N(2) | 116.6(3)
C(9)-C(8) | 1.380(3) | C(4)-C(5)-C(6) |119.2(2) | N(3)-C(7) | 1.436(4) | C(5)-C(4)-N(2) | 124.0(3)
N(4)-C(10) | 1.300(4) | C(4)-C(5)-C(6) | 119.7(3)
N(4)-N(5) | 1.382(4) | C(7)-C(6)-C(5) | 119.9(3)
N(5)-C(11) | 1.339(4) | C(6)-C(7)-C(8) | 120.8(3)
C(4)-C(9) | 1.376(5) | C(6)-C(7)-N(3) | 120.8(3)
C(4)-C(5) | 1.385(5) | C(8)-C(7)-N(3) | 118.4(3)
C(5)-C(6) | 1.391(5) | C(7)-C(8)-C(9) | 119.3(3)
C(6)-C(7) | 1.364(5) | C(4)-C(9)-C(8) | 121.0(3)
N(4)-C(10)-N(3) | 110.9(3)
N(4)-C(10)-C(12) | 125.6(3)
N(3)-C(10)-C(12) | 123.5(3)
N(5)-C(11)-N(3) | 103.0(3)
N(5)-C(11)-S(2) | 127.9(3)
N(3)-C(11)-S(2) | 129.0(3)

Concluzii

1. In baza N-[4-(3-metil-5-sulfanil-4H-1,2,4-triazol-4-il)fenil]acetamidei (1) au fost obtinuti 7 derivati
noi 1,2 4-triazol-3-tiolici: 4-(4-aminofenil)-5-metil-4H-1,2,4-triazol-3-tiol (2); N,N-dimetil-N'-[4-(3-metil-5-
sulfanil-4H-1,2,4-triazol-4-il)fenilJtiourea (3); 4-(4-izotiocianatofenil)-5-metil-4H-1,2,4-triazol-3-tiol (4);
S-[4-(4-izotiocianatofenil)-5-metil-4H-1,2 4-triazol-3-il]etantioat  (5);  N-[4-(3-metil-5-sulfanil-4H-1,2,4-
triazol-4-il)fenil]-2-[1-(piridin-2-il)etiliden]hidrazin-1-carbotioamida (6); 2-[(2-hidroxifenil)metiliden]-N-[4-
(3-metil-5-sulfanil-4H-1,2,4-triazol-4-il)fenil]hidrazin-1-carbotioamida (7); S-{5-metil-4-[4-({2-[1-(piridin-
2-il)etiliden]hidrazincarbotioil}amino)fenil]-4H-1,2,4-triazol-3-il }etantioat (8).

2. Compusii sintetizati au fost confirmati cu ajutorul spectroscopiilor IR, *H si *C RMN si al difractiei
razelor X pe monocristal.

3. Compusii sintetizati au fost investigati la proprietati fungicide, antioxidative si antiproliferative. Pro-
prietati antifungice manifesta compusii (2) si (7) cu o CMI de 0,125 pg/mL si CMB de 0,25 pg/mL. Pro-
prietati antioxidative manifesta toti compusii sintetizati in comparatie cu Rutinul si Troloxul. Cel mai bun
antioxidant este compusul (6) care este mai activ de 3,7 ori decat Troloxul si de 2,9 ori mai activ decat de
Rutinul (metoda ABTS). Conform metodei DPPH, compusul (6) a manifestat cele mai bune proprietati anti-
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oxidative, fiind de 1,6 ori mai activ decat Troloxul si de 2,2 ori mai activ decat Rutinul. Proprietatile anti-
proliferative au fost studiate pe doua tipuri de cancer: cancer epitelial (celule Hep-2) si cancer pancreatic
(celule BxPC-3). La concentratia de 100 umol/L compusii (6) si (8) inhiba dezvoltarea celulelor de cancer
epitelial (Hep-2) 54,8 % si respectiv 58,9 %. Compusii (6) si (8) inhiba proliferarea celulelor de cancer BxPC-3
cu 82,3 % si 85,6 %.
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