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Introducere

INTRODUCERE

Compusii cu structurd 2-hidrazinotiazolicd sunt studiati de pest 50 de ani. Cu
toate acestea, acesti compusi prezintd incd interes pentru chimia organica datorita
aplicatiilor numeroase atat in domeniul medical (activitate antitumorald, " citotoxica,” *
antimicrobiand,”  antiinflamatorie,’ mitodepresivﬁ,6 hipotensivé,7 anti-HIV 2
hipoalergica,” tuberculostatici'®) cét si agricol (actiune pesticidd). Preocuprile pentru
aceastd clasd de compusi organici s-au concretizat prin obtinerea unor compusi
originali, care au fost caracterizati din punct de vedere structural cu ajutorul metodelor
spectrale de analiza si evaluati din punct de vedere al potentialului biologic.

Lucrarea de fata intitulata “NOI DERIVATI DE TIAZOL SI SELENAZOL CU
POTENTIAL BIOLOGIC” este constituita din doua capitole:

Capitolul I-Studiu monografic: sistematizeaza si prezintd cele mai semnificative

si mai recente date referitoare la sinteza si comportarea unor compusi 2-hidrazino-
tiazolici. Obiectivele principale urmarite au fost clasificarea cat mai logica si mai
riguroasa a metodelor de obtinere si a proprietatilor chimice, precum si stabilirea unor
relatii Intre structura si activitatea biologica a acestor compusi.

Capitolul II-Contributii personale: prezintd rezultatele originale ale studiilor

efectuate 1n sinteza de derivati 2-hidrazino-tiazolici respectiv 2-hidrazino-selenazolici,
confirmarea structurilor prin metode spectrale si evaluarea activitatii lor biologice.
Acest capitol este structurat la rAndul sau in trei subcapitole.

Primul subcapitol descrie sinteza calsica si la microunde a unor noi derivati de
p-toluensulfonil-hidrazinotiazoli si hidrazino-bis-tiazoli, avand in vedere faptul ca
metoda cea mai simpla si eficientd in sinteza acestora este reactia de condensare

Hantzsch. In continuarea studiului ne-am propus evaluarea acestor compusi din punct

I'B. S. Holla, European Journal of Medicinal Chemmistry, 2003, 38, 313.

20. A. Fathalla, A. H. Mandour, E. M. Kassem, N. A. Ahmed, Biomedical Problems, 2001, 62 (2), 53.

3 E. Pontiki, D. Hadjipavlou-Litina, A. Chaviara, C. A. Bolos, Bioorg. Med. Chem. Lett., 2006 16, 2234.
4 B. Dash, M. Pates, and S. Prarharay, Indian J. Chem. 1980, 19, 894.

5 F. Haviv, J. D. Ratajczyk, R. W. DeNet, F. A. Kerdesky, R. L. Walters, S. P. Schmidt, J. H. Holms, P.
R. Young and G. W. Carter, J. Med. Chem., 1988, 31, 1719.

© B. Dash, M. Pates and S. Prarharay, Indian J. Chem. 1980, 19, 894.

7 W. C. Patt, H. W. Hamilton, M. D. Taylor, M. J. Ryan, D. G. Taylor, C. Connolly, A. Doherty, S.
Klutchko, 1. Sircar, A. Steinbaugh, B. L. Batley, J. Med. Chem., 1992, 35, 2562.

8 A. Rao, A. Carbone, A. Chimirri, A. Monforte, P. Monforte and M. Zappal, Farmaco, 2003, 58, 115.
*K.D. Hargrave, F. K. Hess and J. T. Oliver, J. Med. Chem., 1983, 26, 1158.

g Babaoglu, M. Page, V. C. Jones, M. R. McNeil, C. Dong, J. H. Naismith and R. E. Lee, Bioorg.
Med. Chem. Lett., 2003, 13, 3227.
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de vedere a activitatii antiinflamatoare, analgezice si antitumorale, activitdti prezente si
la alti compusi care contin gruparea hidrazino-tiazolica.
Avand 1n vedere asemanarea de comportare chimica dintre sulf si seleniu cat si

. . - s . 11,12, 13, 14
importanta biologicd a compusilor heterociclici cu seleniu, * = ™

in subcapitolul al
doilea sunt prezentate cercetarile privind sinteza si evaluarea potentialului biologic a
unor hidrazino-selenazoli.

In acest sens am sintetizat doua serii de ariliden-hidrazinoselenazoli respectiv
aroil-hidrazinoselenazoli si i-am testat din punct de vedere a activitatii antimicrobiene,
antifungice si antitumorale.

In subcapitolul trei, obiectivul cercetirii noastre a fost sinteza unor compusi care
sd contind nucleul fenotiazinic legat printr-o punte hidrazinicd de nucleul tiazolic
respectiv selenazolic §i sa testdm proprietitile biologice ale noilor compusi. Aplicatiile
farmaceutice ale fenotiazinei si derivatilor sdi acopera un mare camp aplicativ prin
actiunile sale: antitumorald prin inducerea efectului de apoptoza sau a efectului de
neutralizare a endotoxinelor, neurolepticé,15 antiparkinsoniana“l,16 antimicrobiana,'” etc.

Acestd tezd contine rezultate originale obtinute ca urmare a cercetdrilor
efectuate In cadrul Laboratorului de Chimie Organica a Universitatii de Medicind si
Farmacie "Iuliu Hatieganu” si a Laboratorului de Chimie Organicd a Facultatii de

Chimie si Inginerie Chimica a Universitatii ” Babes Bolyoi” din Cluj-Napoca.

g Bulka, K. D. Ahlers und E. Tucek, Chem. Ber. 1967, 100, 1373.

2H. Goot, J. Ch. Rriks, R. Leurs and H. Timmerman, Bioorg. Med. Chem. Lett., 1994, 4, 16, 1913.
3 M. Koketsu and H. Ishihara, Current Organic Chemistry, 2003, 7, 175.

4 M. Koketsu, K. Kanoh and H. Ishiharab, Heterocycles, 2006, 68, 10, 2145.

'S A.N. Cristea, Ed. Medicali Bucuresti, 2005, 67.

16 M. Diudea, M. Pitea, M. Butan, Fenotiazine si medicamente structural inrudite Ed. Dacia, 1992, 40.
7 N. Motohaschi, H. Sahaganni, L. Ferenczy, Anticancet Ress. 1992, 12 (4), 1207.
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5.1 p-TOLUENSULFONIL-HIDRAZINO-TIAZOLI SI HIDRAZINO-BIS -
TIAZOLI

5.1 Sinteza p-toluensulfonil-hidrazino-tiazolilor

Cercetarile experimentale de chimie farmaceutica si farmacologie evidentiaza

potentialul biologic deosebit al compusilor cu functiune sulfonil-hidrazinica. Astfel, se

19, 20 21 22, 23, 24

citeazd proprietiti antimicrobiene,'® antitumorale, analgezice,”
antiinflamatoare®® si antipiretice ale compusilor cu acestd grupare functionali. De
asemenea, existd 1n literatura de specialitate date referitoare la tiosemicarbazide si
hidrazinotiazoli cu activitate inhibitoare a monoaminoxidazei (IMAO)*’ precum si
arilsulfonil-tiosemicarbazide cu actiune antitrombotica.”® Holla si colaboratorii® s-au
ocupat de sinteza unor ariliden-hidrazinotiazoli si 2-furaniliden-hidrazinotiazoli cu
potential antimicrobian si antiinflamator, iar Bhat”” a utilizat o serie de acil-
tiosemicarbazide in sinteza unor tiazolo[2,3-c][1,2,4]triazoli.

Aceste date impreund cu experienta noastra privind sinteza si evaluarea
potentialului antimicrobian al unor hidrazino-tiazoli,’" ** precum si in sinteza si
caracterizarea unor aroil-hidrazino-tiazoli pe care i-am utilizat ca intermediari in sinteza

33, 34,3536 he_au determinat si reunim aceste elemente

unor tiazolo[2,3-c][1,2,4]triazoli,
structurale (gruparea sulfonil-hidrazinica si nucleul tiazolic) in aceeasi molecula si sa
evaluam potentialului biologic (analgezic, antiinflamator si antineoplazic) al

compusilor sintetizati.

8 1. Silva, K. Navakoski, R. J. Nunes, Arkivoc, 2006, 124.
19 R. Naithani, Mini - Rev. Med. Chem., 2008, 8, 657.
? A. Kamal, M. Naseer, A. Khan, K. Rohini, Bioorg. Med. Chem., 2007, 15, 1004.

2 R. A. Finch, K. Shyam, G. Philip, C. Sartorelli, Cancer Research, 2001, 61, (7), 3033.

B F. Giles, S. Verstovsek, D. Thomas, S. Gerson, J. Cortes, S. Fader, A. Ferrajoli, F. Ravandi, S. Kornblau, G. Garcia-Manero, E.
Jabbour, V. Karsten, M. Sznol and H. Kantarjian, Clinical Cancer Research, 2005, 11, 7817.

2W. Loh, L. A. Cosby, A. C. Sartorelli, J. Med. Chem., 1980, 23, 631.

V. Ariesan, A. Mirie, B. Cuparencu, L. Safta, Therapie, 1972, 27, 309.

% M. James, H. D. James, W. Xialou, PCT Int. Appl., 2010, 436.

¥ R. Pignatello, S. Mazzone, 1. Castelli, P. Mazzone, G. Racite, G. Mazzone, Pharmazie, 1994, 49 (4), 272.
L. M. Lima, C. B. Ornelli, C. Fraga, A. Miranda and E. J. Barreiro, J. Braz. Chem. Soc., 1999, 10 (5), 421.
2 B. S. Holla, K. V. Maloni, B. S. Rao, B. K. Sarojini, N. S. Kumari, Eur. J. Med. Chem. 2003, 38 (3), 313.
¥ K. Bhat, B. Holla, Phosphorus, Sulfur and Silicon and the Related Elements, 2004, 179 (6), 1019.

3'D. Zaharia, V. Zaharia, D. Matinca, I. Simiti, Clujul Medical, 1996, LXIX, 2, 304.

2D, Zaharia, V. Zaharia, D. Matinca, I. Simiti, Farmacia, 1999, XLVII, 2, 51.

V. Zaharia, L. Vlase, N. Palibroda, Farmacia, 2001, XLIX, 4, 54.

3. Zaharia, 1. Chirtoc, Farmacia, 2001, XLIX, 6, 24.

3'S. M. Cohen, E. Erturk, J. M. Price and T. Bryan, Cancer Research, 1970, 30, 897.

%V, Zaharia, D. Zaharia, 1. Chirtoc, N. Palibroda, Clujul Medical, 2002, LXXV (4), 713.
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Pentru sinteza compusilor din aceasta serie s-a aplicat reactia de condensare de
tip Hantzsch, avand drept componenta tioamidica p-toluensulfonil-tiosemicarbazida 1
care s-a obtinut prin acilarea tiosemicarbazidei cu p-toluensulfoclorura (schema 5.1).
Monitorizarea reactiei s-a facut cu ajutorul cromatografiei pe strat subtire (silicagel pe

suport de aluminiu, eluent-acetat de etil).

N
CH3@ SO,C1 +NH;- NH—ﬁZ— NH, Tﬂ» CH3~@ SO,—NH— NH—C\<
S S

1

H,

N——Ru
N O R L cn @so NH—NH— ‘S—R
m3@SOZ—NH_NH_< +/CH—R2 -HZO 3 2 S 2

S X -HCl 2ot

l AC20

‘CHs

CO N Ry
Jal3a |2b,3b |2c,3c |2d,3d [2e3e M | / \
Clh |CBQ|[GHs |Ob  |CH | CHBODOGHs Cﬂs@SOZ—N—N ¢ “Re
H H 0)

|
P
CH;

b=

3a-f

Schema 5.1: Reactia de condensare de tip Hantzsch

p-Toluensulfonil-hidrazinotiazolii 2a-f s-au sintetizat prin condensarea p-
toluensulfonil-tiosemicarbazidei 1 cu o serie de a-halogenocarbonili (cloroacetona; 1,3-
dicloroacetona; a-bromoacetofenona; 3-cloroacetilacetona; a-bromoacetoacetatul de
etil si y-bromoacetoacetatul de etil), in mediu de acetond anhidrad (cloroacetona; 1,3-
dicloroacetona; 3-cloroacetilacetona) sau DMFA/acetond (a-bromoacetofenona; 3-
cloroacetilacetona; a-bromoacetoacetatul de etil si y-bromoacetoacetatul de etil) in
raport de 1:1 (schema 5.1).

Compusii 3a-f au fost obtinuti prin acetilare cu anhidrida acetica, in prezenta de
piridina la temperatura ambiantd (schema 5.1).

Izolarea si purificarea compusilor 2a-f s-a realizat prin turnare pe apa,
neutralizare cu NaHCO;3, filtrare si recristalizare din etanol sau separare pe coloana
(silicagel 60/0,063-0,200mm, utilizand ca eluent acetatul de etil). Compusii 3a-f au fost

purificati prin recristalizare din etanol sau acid acetic.
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5.2 Sinteza in camp de microunde a p-toluensulfonil-hidrazinotiazolilor

Desi am raportat deja sinteza derivatilor p-toluenesulfonil-hidrazinotiazolici 2a-f

in conditii clasice, un alt obiectiv al acestei lucrari a fost de a optimiza conditiile rectiei

de condensare Hantzsch in microunde. Amestecul de reactie a fost supus incélzirii cu

microunde in recipiente inchise ermetic, la diferite presiuni, cu ajutorul unui aparat

numit CEM Discover LabMate, echipat cu o singurd cavitate de reactie. Solventul

folosit in reactie este DMF fiind ales pe baza constantei dielectrice mari avand

capacitatea crescutd de-a absorbi energia din domeniul microundelor. Pentru a stabili

cat mai eficient conditiile de reactie aceasta s-a realizat la difetite temperaturi (25°C,

40°C, 80°C, 100°C) si diferiti timpi de reactie (0.5h, 1h, 2h). Randamentele reactiilor

au fost diferite acestea depinzand de temperaturd si de timpul de reactie. Rezultatele

sunt prezentate in tabelul 5.1.

Tabel 5.1 Randamentele reactiei in conditii clasice/prin iradierea cu microunde.

Nr. Temperatura Timp Presiune w Randament
compus °O) (h) (Bar) (%)
2a 25 24 1 - 61
2a 40 0.5 1.7 200 19
2a 40 1 1.7 200 36
2a 40 2 1.7 200 67
2a 80 0.5 1.7 200 27
2a 80 1 1.7 200 51
2a 80 2 1.7 200 82
2a 100 2 1.7 200 81
2b 25 24 1 - 73
2b 40 0.5 1.7 200 23
2b 40 1 1.7 200 42
2b 40 2 1.7 200 74
2b 80 0.5 1.7 200 27
2b 80 1 1.7 200 51
2b 80 2 1.7 200 92
2b 100 2 1.7 200 94
2c 25 24 1 - 67
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2c 40 0.5 1.7 200 16
2c 40 1 1.7 200 23
2c 40 2 1.7 200 55
2c 80 0.5 1.7 200 21
2c 80 1 1.7 200 35
2c 80 2 1.7 200 71
2c 100 2 1.7 200 75
2d 25 24 1 - 59
2d 40 0.5 1.7 200 19
2d 40 1 1.7 200 33
2d 40 2 1.7 200 64
2d 80 0.5 1.7 200 24
2d 80 1 1.7 200 45
2d 80 2 1.7 200 81
2d 100 2 1.7 200 80
2e 25 24 1 - 56
2e 40 0.5 1.7 200 19
2e 40 1 1.7 200 38
2e 40 2 1.7 200 75
2e 80 0.5 1.7 200 21
2e 80 1 1.7 200 41
2e 80 2 1.7 200 85
2e 100 2 1.7 200 83
2f 25 24 1 - 58
2f 40 0.5 1.7 200 22
2f 40 1 1.7 200 41
2f 40 2 1.7 200 64
2f 80 0.5 1.7 200 26
2f 80 1 1.7 200 48
2f 80 2 1.7 200 86
2f 100 2 1.7 200 84

Rezultatele acestui studiu aratd o scadere a timpului de reactie si o crestere a
randamentului dacd reactia de condensare este asistata de microunde si se realizeaza la

o temperaturd mai ridicatd decat in reactia clasica. Dupa 2 ore de iradiere cu microunde

10
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cu puterea de iradiere de 200 W, la temperatura de 40°C, randamentele sunt
comparabile cu cele obtinute in reactia clasica realizatda la temperatura camerei in 24
ore. Prin iradierea cu microunde la o temperaturd de 80°C, timp de 2 ore, randamentele
sunt superioare celor din reactia realizatd in conditii clasice. Temperatura de 100°C nu a
condus la Tmbunatitirea randamentului. Pe baza acestor rezultate putem concluziona ca
reactia de condensare este favorizatd de cresterea temeperaturii la 80°C si prezenta

microundelor.

5.3 Sinteza hidrazino-bis-tiazolilor

De asemenea, s-au sintetizat o serie de compusi cu doud nuclee tiazolice unite
prin gruparea carbonilhidrazinicd. Pentru sinteza acestor compusi, 4-(2-fenil-tiazol-4-
carbonil)-tiosemicarbazida 4 obtinutad anterior de noi prin acilarea tiosemicarbazidei cu
clorura acidului 2-fenil-tiazol-4-carboxilic, a fost condensati cu 1,3-dicloroacetona,

respectiv cu y-bromoacetoacetatul de etil (schema 5.2).

N co-R, J\T CO— NH— NHJ\T— R,
CO—NH—NH— C + _CH—R
CGHsJ\ ) % x7 l‘“ N
2

N—R
N CO—NH—NJ<K—R2
CGHS%ST (\30 S

75 CHs

5,7 6,8
R; | CH,Cl | CH,COOC;Hs
R; H H

Schema 5.2: Reactia de condensare a 4-(2-fenil-tiazol-4-carbonil)-tiosemicarbazidei
cu o serie de a-halogenocarbonili
Mersul reactiei s-a minitorizat prin cromatogrfie pe strat subtire, utilizand ca

eluent acetatul de etil.

11
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Compusii tiazolici au fost supusi reactiei de acilare cu anhidridd acetica in
prezentd de piridind (schema 5.2). Produsii de reactie au fost purificati prin
recristalizare din etanol sau cromatofrafie pe coloana (silicagel 60/0,063-0,200mm,
eluent-acetat de etil). In cazul sulfonil-hidrazino-tiazolilor restul de hidrazina participa
la o dubla reactie de acetilare, in timp ce in cazul tiazolil-carbonilhidrazino-tiazolilor

are loc doar o monoacetilare.

5.4 Analiza structurala

Structura chimicd a compusilor p-toluensulfonil-hidrazinotiazolici si hidrazino-

bis-tiazolici a fost confirmata prin analiza spectrelor IR, SM si "H-RMN.

5.5. Evaluarea potentialului biologic

5.5.1. Activitatea antiinflamatoare

Compusii p-toluensulfonil-hidrazino-tiazolici sintetizati au fost supusii testarii
pentru o potentiald activitate antiinflamatoare. S-a utilizat un model de inflamatie acuta
care evalueaza faza vasculara a procesului inflamator si anume edemul labei de sobolan
indus cu caolin 10%. S-au luat in studiu 15 loturi a cate 8 sobolani masculi albi rasa
Wistar Bratislava.

Animalelor li s-au administrat i.p. substantele luate in lucru si anume primul lot
a fost cel martor la care s-a administrat vehiculul folosit la prepararea suspensiilor (apa
distilata si agent de suspendare), al doilea a primit pe aceeasi cale un antiinflamator de
referinta si anume fenilbutazona 50 mg/kg, iar celelalte loturi au primit i.p. substantele
de testat sub formad de suspensie, in doze de 50 mg/kg.

La 30 de minute de la administrarea substantelor, s-a masurat volumul labei din
stdnga spate cu ajutorul pletismometrului Ugo Basile, iar in laba masurata s-a injectat
0.1 ml suspensie de caolin 10%, agentul edemogen. Evolutia edemului inflamator a fost
urmarita masurand din nou volumul labei inflamate la 2h, 4h si 24h de la administrarea
caolinului.

Rezultatele obtinute in modelul de inflamatie acutd a edemului labei de sobolan

indus cu caolin 10% pentru compusii studiati sunt prezentate in figura 5.1.

12



11.5 Contributii personale
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Figura 5.1 Procentul de inhibare a edemului inflamator al labei de sobolan

Prin comparatie cu fenilbutazona, se observa la 2 ore de la inducerea
inflamatiei, activitatea antiinflamatoare cea mai buna apare la compusii 2a, 2b, 2¢, 2f,
3b, 3¢, 3e si 3f. Dupd 4 ore de la inducerea inflamatiei, aceiasi compusi au activitate
asemandtoare sau chiar mai bund decat fenilbutazona (antiinflamator etalon). La 24 de
ore de la administrare, activitatea antiinflamatoare se pastreaza la compusul 2a si este
chiar mai bund decat al substantei etalon. Compusul 2a este substanta cu potential

antiinflamator comparabil cu al fenilbutazonei.
5.5.2 Activitatea analgezica

Compusii sintetizati au fost de asemenea supusi testérii farmacologice in vederea
evaludrii proprietatilor analgezice printr-un model de analgezie centrala, in care
stimulul dureros este reprezentat de o placa incalzita la 56°C (testul hot plate).*’

S-au luat in studiu 15 loturi a 8 soareci masculi albi cu greutatea de 25-35 g.
standard In ambianta laboratorului, cu acces la apa ad libitum. Ca stimul termic dureros s-

a folosit o plac incilzitd la 56°C (Hot/Cold plate Ugo Basile). '®

¥ C. Mogosan, O. Vostinaru, D. Dobrescu, M. Tamas, Timisoara Medical Journal, 2005, 55 (5), 232.
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1.5 Contributii personale

Substantele luate in studiu au fost administrate intraperitoneal. Primului lot,
martor, i s-a administrat vehiculul folosit la prepararea ulterioara a suspensiilor (apa
distilata si agent de suspendare), celui de-al doilea lot, control, i s-a administrat un
analgezic opioid, heroina 5 mg/kg, iar lotului 3 care este tot lot control i s-a administrat
un antiinflamator nesteroidian, fenilbutazona 50 mg/kg. Loturilor 4-15 li s-au
administrat intraperitoneal substantele de testat sub forma de suspensie in doze de 50
mg/kg corp.

Rezultatele au fost Inregistrate si s-a calculat pentru fiecare lot valoarea medie a
timpului de raspuns la stimulul dureros pentru fiecare moment al evaluarii acestuia (30
minute, 1h, 1.30h si 2h) si respectiv eroarea standard. Analiza statistica s-a realizat prin
testul T Student (p<0.05), raportarea pentru fiecare lot fiind facutd fatd de momentul
initial.

Rezultatele obtinute in urma studierii actiunii analgezice a compusilor in

modelul de durere indusa cu un stimul termic (hot plate) sunt prezentate in figura 5.2.

tes

@ Timpul de reactie initial W Timpul de reactie la 30’5 tesg

O Timpul de reactie la 60’'( £es) O Timpul de reactie la 90’
E Timpul de reactie la 120’( xes)

Figura 5.2 Timpul de raspuns la stimulul dureros

Din analiza rezultatelor obtinute se observd cd in acest model de analgezie

centrald al placii incalzite la 56°C, heroina 5 mg/kg prezinta efect analgezic,

14
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prelungind semnificativ timpul de reactie al animalelor la 30 minute, ceea ce
corespunde cu profilul ei analgezic cunoscut.

Dintre substantele luate In studiu prezintd cresteri importante ale timpului de
reactie fatd de raspunsul initial compusii 2a, 2¢, 2f, 3b, 3d, si 3e. Lotul tratat cu
compusul 3b prezinta o crestere semnificativa a timpului de reactie la 30 de minute de
la administrarea substantei de testat, timpul de reactie la 30 de minute fiind asemanator
heroinei (analgezic etalon) pentru acelasi interval de timp. Loturile 2¢ si 2f prezinta
valori aproximativ egale a timpului de reactie la 90 minute fata de initial, acestea fiind
superioare heroinei la acelasi interval de timp. Dupa 120 minute compusul 2f determina
o crestere semnificativd a timpului de reactie fatd de timpul initial, timp de reactie
comparabil sau chiar mai mare decat al lotului tratat cu heroina. Compusii 2f si 3b sunt
substante cu potential analgezic, 3b cu un profil asemanator heroinei, iar 2f cu profil

diferit, efectul analgezic instalandu-se mai lent decét in cazul heroinei.
5.5.3 Activitatea antiproliferativa

Peng-Cheng impreund cu colaboratorii®® au sintetizat o serie de ariliden-
hidrazinil-tiazolil-4-one care prezintd activitate antiproliferativa prin inhibarea
kinazelor EGFR (receptorul factorului de crestere epidemiologic) si HER-2 (receptor
epidemiologic uman), care printr-o hiperactivare a acestor enzime conduce la aparitia
mai multor tipuri de cancere (hepatic, de prostata etc.).39’ 40

Veeresa Gududuru®' si echipa sa au studiat mai multi derivati de 2-aril-4-oxo-
tiazolidin-3-il-amide, care s-au remarcat prin activitatea lor anticancerosa pe liniile
celulare responsabile de cancerul de prostata (DU-145, PC-3, LNCaP, PPC-1, si TSU)
si cancerul de colon.*

Datele din literaturd ne-au indrumat spre testarea activitatii anticanceroase a

compusilor sintetizati de noi, activitate care s-a pus in evidenta pe celulele responsabile

de cancerul de prostata (DU-145) si cele responsabile de hepatocarcinom (HepG2).

*¥ L. Peng-Cheng, Z. Chang-Fang, J. Chen, L. Peng-Gang, Bioorganic & Medicinal Chemistry, 2010, 18 (1) 314.

Y. Yarden and M. X. Sliwkowski, Mol. Cell. Biol., 2001, 2, 127.

“N. E. Hynes and D. F. Stern, Biochim. Biophys. Acta, 1994, 11 (98), 165.

“1'V. Gududuru, E. Hurh, T. James and D. Millera, Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters, 2004, 14, 5289.

2 R. Ottana, S. Carotti, R. Maccari, I. Landini, G. Chiricosta, B. Caciagli, M. Vigorita and E. Mini, Bioorg. Med. Chem. Lett.,
2005, 15, 3930.
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Pentru studiul citotoxicitatii substantelor studiate am folosit metoda
colorimetrica XTT (2,3-bis[2-metoxi-4-nitro-5-sulfofenil ]-2H-tetrazolium-5-
carboxianilide).

S-a adaugat reactiv XTT (50 :1) si dupa 72 h s-a masurat absorbanta la lungimea
de undd de 560 nm. Experimentele au fost efectuate de trei ori in trei exemplare.
Probele active (cu mai putin de 50% de supravietuire) au fost diluate intr-un interval de
concentratii cuprins intre 3.12 -50 pg/ml si au fost testate. Concentratia de proba care
inhiba 50% proliferarea celulelor (ICsy) a fost determinatd din grafic. Doxorubicina,
este agentul anti-tumoral de referinta in acest experiment. Procentul de celule care au
supravietuit a fost determinat cu ajutorul formulei:

% de supravietuire = (ODT / ODC) x 100;
ODT- absorbanta probei de testat
ODC- absorbanta substantei de referinta (0,1 DMSO%)

Activitatea anticanceroasd obtinutd pentru compusii 1-8 este prezentatd in figurile 5.3

si5.4.

Figura 5.3 Efectul citotoxic al compusilor studiati pe tipul de celule DU-145
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Figura 5.4 Efectul citotoxic al compusilor studiati pe tipul de celule HepG2
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Rezultatele studiului aratad activitate antineoplazicda comparabilda cu a

doxorubicinei (antineoplazic de referintd) pentru compusii 1, 2a, 2¢, 2d, 2e si 3a atat pe
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celulele DU-145 cat si HepG2, la concentratia de 25 pg/ml (Figurile 5.3 si 5.4). Desii
compusul 1 este activ pe ambele tipuri de cellule DU-145 si HepG2, trebuie remarcat
faptul cd unii dintre compusii sintetizati (2a si 2e) sunt mai activi, au prezentat valori

mai scazute ale ICs.

6. HIDRAZINO-SELENAZOLI

6.1. Sinteza ariliden-hidrazino-selenazolilor

Compusii heterociclici cu seleniu prezintd un spectru larg de activitate
. .o . .. .. e .. . < 43 . [
biologica. Derivatii 1,3-selenazolici prezintd activitate anticanceroasd,~ antibacteriana

44. 45 . e . . . .. 4 . ..
* % inhibd sinteza acidului nitric*® si sunt agonisti pe

(selenafurinul), antivirala,
receptorii histaminici H,*” Compusii 2-dialchil-amino-1,3-selenazolici*® pot fi utilizati
in sinteza unor coloranti.*” Derivatii N-acilati ai compusul 2-amino-4-
(izotiocianatometil)-1,3-selenazolici prezintd de asemenea activitate antitumorald.™
Recent a fost raportatd activitatea inhibitoare asupra anion-superoxidazei a 2-
piperidino-1,3-selenazolilor si 4-fenil-2-piperidino-1,3-selenazolilor.”!

Aceste date Tmpreund cu experienta noastrd privind sinteza si evaluarea
potentialului antimicrobian si antitumoral al unor hidrazinotiazoli’> > si avand in
vedere asemanarea de comportare chimica dintre sulf si seleniu, ne-am propus
continuarea cercetarilor prin sinteza unor hidrazino-selenazoli, in vederea studierii
comportarii lor chimice si biologice.

S-au utilizat ca precursori selenosemicarbazonele benzaldehidei, p-cloro-
benzaldehidei, p-metoxi-benzaldehidei si 2-fenil-tiazol-4-carbaldehidei, care s-au
preparat prin condensarea aldehidelor corespunzatoare cu selenosemicarbazida

(schema 6.1).

P, C. Srivastava, R. K. Robins, J. Med. Chem., 1983, 26, 445.

4“4 B. M. Goldstein, S. D. Kennedy, W. J. Hennen, J. Am. Chem. Soc., 1990, 112, 8265.

4 D. Smee, J. Huffman, J. Huggins, R. Sidwell, Antiviral Chem. Chemother, 1990, 211.

4 § Ueda, H. Terauchi, K. Suzuki, M. Matsumoto, T. Kubo, H. Minato, Y. Arai, J. Tsuji, N. Watanabe, Bioorg. Med. Chem. Lett.,
2005, 15, 1361.

4], C. Eriks, R. Leurs, H. Timmerman, Bioorg. Med. Chem. Lett., 1994, 4, 1913.

B W, Kantlehner, M. Hauber, M. Vettel, J. Prakt. Chem., 1996, 338, 403.

* D. Keil, H. Hartmann, Dyes and Pigments, 2000, 44, 149.

Y. Kumar, R. Green, D. Wise, L. Wotring, L. Townsend, J. Med. Chem., 1993, 36, 3849.

STK. N. Nam, M. Koketsu, E. H. Lee, Eur. J. Pharm., 2008, 589, 53.

2D, Zaharia, V. Zaharia, D. Matinca, 1. Simiti, Farmacia, 1999, XLVII, 2, 51.

SA. Ignat, V. Zaharia, C. Mogosan, N. Palibroda, C. Cristea, L. Silaghi-Dumitrescu, Farmacia, 2010, 58 (3), 290.
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S

OCH;

CHO + NH,—NH—C—NH, —> Ry

Schema 6.1

9d

Ocn_ N— NH—l(lj—NH2
Se

CHEN— NH—C—NH,

Selenosemicarbazonele 9a-d au fost condensate ulterior cu monocloroacetona,

1,3-dicloroacetona,

o-bromoacetofenona,

3-cloro-acetilacetona,

esterul

a_

bromoacetilacetic si esterul y-bromoacetilacetic obtinandu-se hidrazino-selenazolii

corespunzatori.

actiunea anhidridei acetice, in prezenta de piridind (schema 6.2).

_NH,
Ar—CH=N—NH— C +

Compusii 10a-h au fost transformati in acetilderivatii 11a-h sub

CO—RZ
| — > Ar—CH=N—NH

_CH—Ry
S X~ 10a-h
l ACzo
N R
N R, DNF o\
I\ <«— Ar—CH=N—N R;
HN—N R:  _ArCHO | Se
| Se co
Cco \
CH;
CH;
11a-h
10, 11 a b c d e f g h
Ar | CsHCl(4) | CHuCl(4) | CeHCl(4) | CeHuCl(4) | CeH4OCH5(4) | CeHLOCH5(4) | Th Th
R, CH; CH,CI CeHs CH; CH; CeHs CH,Cl | CH;
R; H H H COOC,Hs H H H COCH;
Schema 6.2

p-Clorobenzilidenhidrazinoselenazolul 10a si acetilderivatul acestuia 11a au

fost scindati cu eliberarea hidrazinoselenazolilor corespunzatori, prin actiunea 2,4-

dinitrofenilhidrazinei (DNF).
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6.2 Sinteza aroil-hidrazino-selenazolilor

In mod asemanitor s-au sintetizat mai multi derivati aroil-hidrazino-selenazolici
plecand de la aroil-selenosemicarbazidele 12 si 13. Acestea au fost obtinute prin reactia
de acilare a selenosemicarbazidei cu clorura acidului benzoic respectiv p-clorbenzoic
(schema 6.3). Aroil-selenosemicarbazidele au fost condensate ulterior cu compusi
carbonilici a-halogenati ducand la obtinerea aroil-hidrazino-selenazolilor 14a-d
(schema 6.4). In prezenta anhidridei acetice hidrazinoselenazolii au fost diacetilati cu

obtinerea compusilor 15a-d (schema 6.4).

(0}
Ry
a + NHZ—NH—ﬁ—NHz —> R C—NH—NH—(f—NHZ

Se Se
12: Ry=H
13: By=Cl1
Schema 6.3
NH CO—R ) \ R
2 RV
Ar—CO—NH—NH—cC? + | — Ar—CO—NH—NH—( LR3
N\ /CH—R3 Se
Se ¥ 14 a-d
lACzO
N R,
Ar—CO—lTJ—l\ll—( \LRs
S
Cco (I:O ¢
CH; CH;
15 a-d
14, 15 a h C d
Ar CEHS | C6HS | CEHSCL(4) | CeHSCL (4)
R1 CH3 CaHS CH3 CaH5
R2 H H H H
Schema 6.4

Compusii 10a-h si 14a-d au fost obtinuti prin rectia de condensare Hantzsch, in
mediu de DMF-acetona (1:1), la temperatura camerei in timp de 24h. Condensare
Hantzsch pentru compusii cu seleniu s-a incercat si la temperatura de reflux in scopul
reducerii timpului de reactie dar a condus la degradarea reactantilor cu obtinerea

seleniului metalic.
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6.3. Sinteza in camp de microunde a hidrazino-selenazolilor

Hidrazinoselenazolii 10a-h si 14a-d au fost obtinuti de asemenea prin iradiere

cu microunde. Conditiile optime pentru reactia asistata de microunde s-au stabilit n

urma mai multor incercdri la diferite temperaturi (40°C, 60°C, 80°C) si diferiti timpi de

reactie (30", 60', 90") utilidnd ca solvet DMFA. Temperatura de 80°C este prea ridicata

pentru compusii 10a-h si 14a-d si conduce la degradarea produsului de reactie.

Randamentele cele mai bune s-au obtinut la temperatura de 40°C timp de 60 minute si

sunt prezentate in tabelul 6.1.

Tabelul 6.1. Conditii experimentale pentru obtinerea hidrazino-selenazolilor

Compus Temperatura Timp Presiune | Iradiere Randament
(X)) (min) (Bar) W (%)
10a 25 1440 1 - 52
40 60 1.7 100 94
25 1440 1 - 51
10b 40 60 1.7 100 91
25 1440 1 - 56
10c 40 60 1.7 100 92
25 1440 1 - 56
10d 40 60 1.7 100 92
25 1440 1 - 56
10e 40 60 1.7 100 91
25 1440 1 - 53
10f 40 60 1.7 100 93
25 1440 1 - 52
10g 40 60 1.7 100 92
25 1440 1 - 57
10h 40 60 1.7 100 94
25 1440 1 - 63
14a 40 60 1.7 100 91
25 1440 1 - 67
14b 40 60 1.7 100 87
25 1440 1 - 63
14c 40 60 1.7 100 96
25 1440 1 - 59
14d 40 60 1.7 100 98
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Rezultatele acestui studiu aratd o crestere a randamentului daca reactia are loc in
mediu de microunde si la o temperaturd mai ridicatd decat in reactia clasica. Dupa 60
minute de iradiere in microunde, cu puterea de iradiere de 100W, la temperatura de

40°C, randamentele sunt superioare celor din reactia realizatd in conditii clasice.

6.4 Analiza structurala

Structurile compusilor sintetizati au fost confirmate cu ajutorul spectrelor IR, 'H-

RMN, “C-RMN, COSY, HMQC, HMBC, "’Se-RMN si SM.

6.5 Evaluarea potentialului biologic

6.5.1 Activitatea antimicrobiana §i antifungica

Pe baza datele din literatura referitoare la activitatea antibacteriana
(selenafurinul),”® si antivirald,” a unor derivati de selenazol, ne-am propus evaluarea
acestor activitati pentru compusii sintetizati.

Tulpina Staphylococcus aureus MSSA 25213 a fost sensibild la urmatoarele
substante: selenosemicarbazida, 9a, 9b, 9¢ si 13, diametrul de inhibitie al solutiei stoc
fiind foarte apropiat de cel al antibioticului. Acest lucru demonstreaza actiunea
antibacteriand buna a celor 4 substante. Rezultate destul de bune s-au obtinut §i pentru
unele dilutii, in special in cazul substantelor 9b si 9c¢. De asemenea, tulpina
Staphylococcus aureus MSSA 25213 a fost intermediar sensibild la substanta 14a,
acestea avand o actiune antibacteriand mai scazuta.

Figura 6.1 Activitatea antimicrobiand a compusului 9a

¥ B. M. Goldstein, S. D. Kennedy, W. J. Hennen, J. 4m. Chem. Soc. 1990, 112, 8265.

S D. F. Smee, J. H. Huffman, L. L. Hall, J. W. Huggins, R. W. Sidwell, Antiviral Chem. Chemother., 1990, 211.
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Figura 6.2 Activitatea compusului 9b Figura 6.3 Activitatea compusului 13

Tulpina Staphylococcus aureus MRSA 43300 a fost sensibild la substantele
selenosemicarbazida, 9a, 9b, 9¢, 9d si 14a, 1n unele cazuri (subs. selenosemicarbazida si
9a), diametrul de inhibitie al solutiei stoc fiind mai mare decat cel al antibioticului.
Aceasta demonstreaza actiunea antibacteriana foarte buna a acestor substante. Rezultate
destul de bune s-au obtinut si pentru unele dilutii, in special in cazul urmatoarelor
substante: selenosemicarbazida, 9a, 9b, 9¢, 9d si 13.

Diametrul zonei de inhibitie pentru ambele tulpini de Staphylococcus aureus a
scazut direct proportional cu scdderea concentratiei solutiei testate.Cele 20 de substante
organice testate nu au avut actiune antibacteriand asupra tulpinii Enterococcus faecalis
29212.

In concluzie, se poate afirma faptul ca substantele selenosemicarbazida, 9a, 9b,
9¢, 9d, 13 si 14a au avut o actiune antibacteriand bund numai asupra celor doud tulpini

Gram-pozitive de Staphylococcus aureus (MSSA s1i MRSA).

6.5.2 Activitatea antiproliferativa

Avand in vedere datele din literatura referitoare la activitatea antiproliferativa a
unor derivati 1,3-selenazolici, ne-am propus testarea noilor compusi in scopul
evidentierii acestei activitati. Am folosit ca si sisteme biologice culturile de celule
tumorale umane, celulele HepG2 - responsabile de hepatocarcinom si DU145 —
responsabile de cancerul de prostata.

Pentru studiul citotoxicitatii substantelor studiate am folosit metoda colorimetrica
XTT (2,3-bis[2-metoxi-4-nitro-5-sulfofenil]-2H-tetrazolium-5-carboxianilida) descrisa

in subcapitolul 5.5.3. Rezultatele sunt prezentate in figurile 6.4si 6.5.
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Procentul de inhibitie a celulelor canceroase HepG2
B 1.6(ng/ml) B 3.13(ng/ml) O 6.25(ng/ml) B 12.5(ng/ml) W 25(ug/ml)

120

100

Procentul de inhibitie %
- =)
> =

~
<

0

= 9 = 3 s o = < 2 = o = ) s -] < -] s
& &8 & ¥ & S S =S = = o = = = 2 3 F 3 & @ w g
- — — - — — — - - - — - — .2

2

=

P

<

Compus g

o]

Figura 6.4 Efectul citotoxic al compusilor studiati pe tipul de celule HepG2

Activitate antineoplazicd comparabild cu a doxorubicinei pe linia celulara
HepG2 s-a intélnit la urmatorii compusi: 9b, 9d, 10f, 10g, 12, 13, 14a, 14d, 15a 15b si
15d. In seria de compusi 9a-d, compusul 9d este cel mai activ prezentand o inhibitie a
proliferarii celulare mai puternicd decat doxorubicina chiar la concentratia de 1.6
(ng/ml). Ariliden-hidrazino-selenazolii 10a-h, prezintd in general o activitate
antineoplazicd bund cei mai remarcati dintre acestia fiind compusii 10f si 10g.
Compusul 10g are atit procentul de inhibitie cat si ICsp mai bun decat 10f. Prin
acetilarea acestor compusi scade foarte mult activitatea antineoplazicd. Seria aroil-
hidrazino-selenazolica (12-15) prezintd activitate antiproliferativa atit sub forma
acetilatd cat si sub forma neacetilatd. Compusii 14a, 15a si 15d prezintd o inhibitie a
proliferarii celulelor HepG2 de 100% avand ICsyp mai mic de 1.6ug/ml, profilul de
inhibitie fiind asemanator cu a doxorubicinei. De remarcat faptul cd in cazul derivatului
aroil-hidrazino-selenazolic acetilat 15d activitatea anticanceroasa este superioard fata
de cel neacetilat 14d. Alura diagramei pentru efectul antiproliferativ pe celulele DU

145 (figura 6.5) este asemanatoare cu cea pe celulele HepG?2 (figura 6.4).
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Procentul de inhibitie a celulelor canceroase DU 145
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Figura 6.5 Efectul citotoxic al compusilor studiati pe tipul de celule DU145
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Rezultatele studiului aratd activitate antineoplazicd comparabila cu a
doxorubicinei pentru compusii 9b, 9d, 10f, 10g, 13, 14a, 14d, 15a si 15d atat pe
celulele DU145 cat si HepG2, la concentratia de 25 pg/ml. Compusul 9b are acelasi
procent de inhibitie pe ambele tipuri de celule dar, este mai activ pe celulele DU145
deoarece are ICsy mai mic. Deoarece, compusii 9d, 10g, 13, 14a, 15a, si 15d prezinta
ICsp <1.6 micrograme/ml la fel ca doxorubicina putem spune ca sunt compusi cu

potential antineoplazic.

7. FENOTIAZINIL-HIDRAZINO-TIAZOLI SI FENOTIAZINIL-HIDRAZINO-
SELENAZOLI

7.1 Sinteza fenotiazinil-hidrazino-tiazolilor/selenazolilor

Strategia aplicatd pentru sinteza chimicd a derivatilor biheterociclici 17a-g si
17’a-g continand nucleul tiazolic respectiv selenazolic si fenotiazinic in structura
aceleiasi molecule, este bazata pe doua etape de reactie.

Prima etapd este condensarea 10-etil-10H-fenotiazin-3-carbaldehidei cu

tiosemicarbazida respectiv selenosemicarbazida cu formarea 1-(10-Etil-10H-fenotiazin-
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3-il)-metiliden-semicarbazidelor 16 si 16’ (Schema 7.1). Reactia are loc in etanol la

reflux timp de 4 ore cu un randament de 52.3% (calea A).

CH,~CH CHy~CHy

|
N N
+ NH,—NH—C—NH, _AB
I CH=N—NH—C—NH,
S CHO Y S Il
Y

16(Y=S)
16°(Y=Se)
Schema 7.1 Condensarea 10-etil-10H-fenotiazin-3-carbaldehidei cu tiosemicarbazida

respectiv selenosemicarbazida. Conditiile de reactie : A) etanol, ~80 °C, reflux; B)

etanol sau amestec etanol-apa, ~100 °C, iradiere MW

In urmitoarea etapa, intermediarii 1-((10-etil-10H-fenotiazin-3-il)-metiliden)-
tiosemicarbazida 16 si 1-((10-etil-10H-fenotiazin-3-il)-metiliden-selenosemicarbazida
16' au fost supusi sintezei nucleului tiazolic respectiv selenazolic prin reactia de
condensare Hantzsch cu o serie de a-halogenocarbonili (monocloroacetona, 1,3-
dicloroacetona, a-bromoacetofenona, 3-cloro-acetilacetona, esterul a-bromoacetilacetic,
a-bromopiruvatul de etil si esterul y-bromoacetilacetic), in urma céreia s-au obtinut
doua seri de compusi noi 17a-g si 17'a-g (Schema 7.2). Ulterior compusii 17a-g au fost

transformati in acetilderivatii 18a-g sub actiunea anhidridei acetice (Schema 7.3).

?HZ—CH3

N lCHz—CH3
R, N
@i QCH=N—NH—C—NHZ +0=C" N
S Il | > / \
Y & CH=N—NH—
R, S Y R,

17a-g (Y=S)
17°a-g (Y=Se)

Schema 7.2 Condensarea Hantzsch cu formarea nucleului tiazolic si selenazolic
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CH,-CH;
| CH,-CH;
@:N N R lll R,
_ / (CH;C0),0 N
B e o P
o Y R
cn
18a-g (Y=S)
a b c d, e f g
R, CH; | CH,Cl CeHs CH; CH3; CH,COOC,;Hs | COOC;,Hs
R; H H H COCH;3; | COOC;,Hs H H

Schema 7.3 Reactia de acetilare cu anhidrida acetica

Reactiile de condensare au avut loc in mediu de acetona : DMF (2:1) si au fost
monitoarizate prin CSS, utilizand ca eluent hexan:acetat de etil in diferite rapoarte

prezentate 1n partea experimentala (Capitolul 9).

7.2 Sinteza in camp de microunde a fenotiazinil-hidrazino-tiazolilor

Tehnica asistatd de microunde are o largd aplicabilitate inclusiv in sinteza de

56, 57, 58 59, 60

heterocicluri cum ar fi nucleul fenotiazinic si tiazolic.
Pentru a gasi conditiile optime de reactie, sinteza compusilor 16 si 16' a fost
efectuata atat clasic cat si prin tehnica asistata de incalzire cu microunde. Randamentele
reactiilor au fost diferite acestea depinzdnd de solvent, temperaturd si de timpul de
reactie. Rezultatele sunt prezentate in tabelul 7.1.
Randamentul cel mai bun pentru compusul 16 (peste 90%), s-a obtinut la
temperatura de 100°C, utilizdnd o putere de iradiere de 200 W, timp de 30 minute.

Temperatura de 100°C este prea ridicatd pentru compusul cu seleniu conducand la

degradarea acestuia. Un randament bun (peste 80%) a compusul 16’ s-a obtinut la

%'S. V. Filip, I. A. Silberg, E. Surducan, M. Vlassa and V. Surducan, Synth. Commun., 1998, 28, 337.

57 D. Porumb, C. Cristea, L. A. Silberg, Studia UBB Ser. Chem, 2002, XLVII, 1-2, 45.

% M. Mayer, P. Lang, S. Gerber, P. Madrid, 1. Pinto, R. Guy and T. James, Chem. Biol. 2006, 13, 993.

% 1. Santosh, H. Shimizu, Tetrahedron, 2010, 66, 3314.

® D. Khrustalev, A. Suleimenova, S. Fazylov, A. Gazaliev, T. Zhivotova, Izevestiya Natsional noi Akademii Nauk Respubliki
Kazakhstan, 2008, 5, 18.

27




1.7 Contributii personale

temperatura de 60°C in timp de 60 minute. Prin Tnlocuirea etanolului cu apa a condus la

scaderea randamentului in cazul ambilor compusi.

Tabelul 7.1 Randamentele reactiei in cAmp de microunde

Nr. Solvent Timp | Temperatura w n (%) ) (%)
(min.) °O) compus 16 | compus 16’

1. Etanol 30 100 200 95 -

2. Etanol 20 100 200 65 -

3. Etanol 10 100 200 48 -

4. Etanol 30 80 200 61 21
5. Etanol 60 60 200 52 86
6. Etanol 30 60 200 39 61
7. Etanol 10 60 200 20 23
8. | Etanol : Apa 30 100 200 51 -

9. | Etanol : Apa 30 60 200 32 41
10. Apa 10 100 200 8 -

11 Apa 10 60 200 3 12

Derivatii fenotiazinil-tiazolici 17a-g au fost obtinuti de asemenea prin iradiere

cu microunde. Randamentele cele mai bune s-au obtinut la temperatura de 60°C timp

de 90 minute si sunt prezentate in tabelul 7.2.

Tabelul 7.2 Conditiile experimentale a reactiei de condensare cu obtinerea fenotiazinil-

hidrazino-tiazolilor.

Compus Temperatura Timp Presiune Iradiere | Randament
(9] (min) (Bar) W (%)
25 (classical) 1440 1 - 57
17a 60 90 1.7 100 98
25 (classical) 1440 1 - 42
17b 60 90 1.7 100 92
25 (classical) 1440 1 - 62
17¢ 60 90 1.7 100 99
25 (classical) 1440 1 - 63
17d 60 90 1.7 100 89
25 (classical) 1440 1 - 60
17e 60 90 1.7 100 91
25 (classical) 1440 1 - 68
17f 60 90 1.7 100 94
25 (classical) 1440 1 - 59
17g 60 90 1.7 100 91
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Rezultatele acestui studiu aratd o crestere a randamentului dacd reactia are loc in
mediu de microunde si la o temperatura mai ridicata decat in reactia clasicd. Dupd 1.5 h
de iradiere cu microunde cu puterea de iradiere de 200 W, la temperatura de 60°C,

randamentele sunt superioare celor din reactia realizata in conditii clasice.

7.4. Studiul cinetic a reactiei de condensare Hantzsch

S-a realizat studiul cinetic al rectiei de condensare Hatzsch 1n care s-a urmarit
influenta solventului asupra vitezei de reactie. Am folosit o metoda lichid-
cromatograficd cuplatd cu fluorescentd pentru studiul cinetic si o metoda lichid-
cromatograficd cuplatd cu spectrometrul de masa pentru identificarea produsilor de
reactie.

In figurile de mai jos sunt reprezentate modificarile concentratiei reactantului 16
(forma logaritmica), in timp, in functie de natura solventului.

Figura 7.4 Modificarea concentratiei Figura 7.5 Modificarea concentratiei
(10-etil-10H-fenotiazin-3-il-)metiliden- (10-etil-10H-fenotiazin-3-il-)metiliden-

tiosemicarbazidei in reactia cu tiosemicarbazidei in reactia cu 1,3-

2-bromoacetofenona dicloroacetona
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4.5
4 4.5
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Figura 7.6 Modificarea concentratiei
(10-etil-10H-fenotiazin-3-il-)metiliden-
tiosemicarbazidei in reactia cu

1-cloroacetona

Figura 7.7 Modificarea concentratiei
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Din graficele de mai sus s-a determinat panta dreptelor si s-au calculat t;, si

toge,, Constanta dielectricd a solventului influenteazd mult viteza de reactie, in cazul

unei reactii de substitutie nucleofild. Reactiile desfasurate in solventii cu constantad

dielectrica mare, au vitezele cele mai mari. Astfel, viteza cea mai mare s-a inregistrat in

DMSO, solvent care are cea mai mare constantd dielectrica dintre solventii luati in

studiu. Pe masura ce scade constanta dielectrica a solventilor, scad si vitezele de reactie

(exceptie acetonitrilul, care desi are constantd dielectricd mare, determind o scadere a

vitezei de reactie). In toluen care are o constantd dielectrica mica (2,38), reactiile au

avut loc cu viteza mica.

7.5. Activitatea antiproliferativa

Fenotiazinele sunt compusi heterociclici care prezintd numeroase apicatii

terapeutice.®” °* Acesti compusi au fost investigati si pentru potetialul citotoxic, care s-a

dovedit prin activitatea antiproliferativd pe celulele canceroase ovariene,” celulele

1S, C. Mitchell. Cur. Drug Targets., 2006; 7 (9), 1181.

2 A. Mosnaim, V. Ranade, M. Wolf, M. Valenzuela, Am. J. Ther., 2006, 13 (3), 261.
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canceroase cervicale umane,” limfom si celulele COLO 320.®° Fenotiazinele au
capacitatea de a induce apoptoza in liniile celulare neuroblastom, gliom® si fibroblaste
pulmonare.®” In plus, ele induc efecte antiproliferative asupra celulelor canceroase

. . 68, 69
multi-rezistente”

si prezintd un efect sinergic in asociere cu unele medicamente
antineoplazice. Pe baza acestor date din literatura si consideratii, am studiat activitatea
biologica a unor noi derivati fenotiazinil-tiazolici.

In vederea evaludrii efectelor antiproliferativ si antimitotic ale compusilor am
folosit ca si sistem biologic culturi de celule tumorale umane HepG2 responsabile de
hepatocarcinom si CCS531S responsabile de tumoarea colorectald. Pentru studiul
citotoxicitatii substantelor studiate am folosit metoda colorimetrica MTT.

Principiul metodei este bazat pe clivarea inelelor de tetrazoliu formindu-se un
precipitat cristalin de culoare albastru inchis insolubile in apa, dar solubil 1n solventi
organici precum dimetilsulfoxid (DMSO), care nu trece prin membrana celulara si din
aceastd cauzd se acumuleazd in celulele intacte. Doar celulele viabile pot converti
tetrazoliul in formazan.

In vederea studierii efectului de inhibitie asupra proliferarii celulare, am
comparat valorile de absorbanta ale populatiilor de celule control, netratate, cu cele
tratate. Cu ajutorul programului de biostatistici Graph Pad Prism 5 se calculeaza
valorile ICso-concentratia la care compusul inhiba cu 50% proliferarea celulelor vii,
acest parametru matemetic fiind determinant in studiul activitatii biologice a oricarui
compus. Valorile IC50 obtinute pentru compusii 16-18g, sunt prezentate in figurile 7.8

si7.9.

% F. Barbieri, A. Alama, B. Tasso, V. Boido, C. Bruzzo, F. Sparatore. Invest. New Drugs., 2003, 21 (4),
413.

% V. Tandon, H. Maurya, A. Tripathi, G. Keshava, P. Shukla, P. Srivastava, D. Panda. Eu.r J. Med.
Chem., 2009, 44 (3), 1086.

SR, Pajak, J. Molnar, A. Orzechowski. COLO 320 cells. In Vivo, 2005, 19 (6), 1101.

1, Gil-Ad, B. Shtaif, Y. Levkovitz, M. Dayag, E. Zeldich, A. Weizman, J. Mol. Neurosci, 2004, 22 (3),
189.

7 P, Karmakar, A. Natarajan, R. Poddar, U. Dasgupta, Toxicol. Lett., 2001, 125 (1-3), 19.

% A. Bisi, M. Meli, S. Gobbi, A. Rampa, M. Tolomeo, L. Dusonchet, Bioorg. Med. Chem., 2008, 16 (13),
6474.

®A. Koénya, A. Andor, P. Satorhelyi, K. Németh, I. Kurucz. Biochem. Biophys. Res. Commun., 2006,
346 (1), 45.
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Figura 7.8 Activitatea biologica a compusilor 16-18g, pe linia celulara HepG2
exprimatd prin valorile IC50

Cresterea celulelor tumorale hepatice HepG2 este inhibatd de toti cei 12
compusi luati in studiu (Figura 7.24). S-a comparat proliferarea celulelor tratate cu
derivatii de fenotiazind cu celulele tumorale tratate cu cisplatin (substanta etalon). Ca
valoare de referintd s-a determinat IC50 cisplatinei, un medicament chimioterapic
folosite In mod obisnuit, care a demonstrat eficacitate in inhibarea celulelor tumorale, si
este dovedit a fi activ Impotriva celulelor tumorale HepG2 si CC531S. Cu ajutorul
programului de biostatistica GraphPad Prism am efectuat statistica tip coloane. Testul
de comparare T pe esantioane corelate ne-a ardtat o inhibitie semnificativa a cresterii
celulare ( 95% discrepanta, valoare de corelare tip pereche P < 0.0395 pentru toti
compusii). Analiza dispersionald ANOVA unifactoriald a variatiei si testul Dunnett de
comparare multipla indica faptul ca activitatea compusilor 16, 17a, 17e, 171, 18b si 18c
este comparabil cu activitatea cisplatinului in timp ce activitatea 17b, 17¢, 17d, 18d,
18e si 18g este semnificativ mai slabd decat citototxicitatea cisplatinului ( P<0.05,

valoarea P deosebit de semnificativa).
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Figura 7.9 Activitatea derivatilor de fenotiazina cuantificatd prin valoarea IC50 pentru

linia celulara CC531S

Proliferarea celulelor de carcinom de colon CC531S a fost inhibata de
fenotiazinele 16-18g (Figura 7.9). Conform analizei ANOVA si testului T de
comparare pe esantioane dependente, citotoxicitatea compusilor studiati creste
semnificativ in comparatie cu celulele netratate, In toate cazurile (interval de
probabilitate 95% , valoare P unifactoriald mai mica sau egalda cu 0.043). Efectul
biologic al compusilor 16, 17a si 18¢ este similar cu cisplatinul, in timp ce activitatea
celorlalte substante prezintd diferente semnificative fatd de acest medicamnet de
referintd (pentru P<0.05). In cadrul acestui grup, putem distinge doua categorii:
citotoxicitatea 17c¢, 18d, 17f si 17d difera usor de activitatea medicamentului
chimioterapeutic (testul de comparare multipla Dunnett, sumarul valorii P
semnificativd), in timp ce 17b, 18b, 17e si 18g au o activitate semnificativ mai slaba
(rezumat P extrem de semnificativ).

Am analizat activitatea biologicd a derivatilor fenotiazinil-tiazolici neacetilati
(17a, 17b, 17¢, 17d, 17e, 17f) si derivatilor acetilati (18b, 18c, 18d, 18e, 18g).
Citotoxicitatea compusilor 17b si 18b asupra liniei celulare HepG2 difera semnificativ
intre ele (testul de corelare a perechilor Wilcoxon indica valoarea P biparametrica egala

cu 0,0074). Diferenta dintre 17¢ si 18¢ este foarte seminificativa (P=0,0002), in
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perechea 17e-18e este o diferentd semnificativa ale valorilor IC50 (P=0,0105), in timp
ce intre activitatile 17d si 18d nu este o divergentd semnificativda. Prezenta gruparii
acetil are drept consecintd scaderea valorii IC50 a compusilor, exceptand pe 18e, care
are o valoare IC50 mai mare.

Cele doua serii de compusi -acetilati (18b, 18c, 18d, 18e, 18g), respectiv
analogii neacetilati (17a, 17b, 17¢, 17d, 17e)- au fost analizate cu statistica grupata.
Testul ANOVA biparametric indicd faptul cd valorile IC50 corespunzatoare
substantelor neacetilate sunt semnificativ mai mari la tratamentul celulelor HepG2
hepatice (testul Bonferroni, P<0.01), in timp ce la celulele CC531S diferentele dintre

serii sunt irelevante (p>0.05).
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Figura 7.10 Comparatia intre efectul atiproliferativ a fenotiazinil-tiazolilor acetilate si

neacetilate pe liniile celulare HepG2 si CC531S.

In ceea ce priveste compusul 17a, are ca substituenti doar gruparea metil in
molecula (grupare hidrofoba) si prezinta un efect antiproliferativ ridicat la ambele linii
celulare. Am studiat proprietatile antitumorale a patru molecule cu grupéri esterice in
moleculd (17e, 18e, 17f si 18g). In acest grup, 17f are o activitate mai importanti
asupra ambelor linii celulare, in timp ce 18f si 18g care au in plus gruparea acetil

(creste caracterul hidrofil a moleculei ) duce la o scadere a activititii lor.
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1. CONCLUZII GENERALE

» Lucrarea prezinta sinteza a 73 de compusi, dintre care 68 sunt compusi noi:

Au fost sintetizati:

13 compusi (1, 2a-f, 3a-f) din clasa hidrazinotiazolilor, din care 12 noi;

5 compusi (4-8) din clasa hidrazino-bis-tiazolilor, din care 4 noi;

32 compusi (9a-f, 10a-h, 11a-h, 12, 13, 14a-d, 15a-d) din clasa
hidrazinoselenazolilor din care 30 sunt noi;

15 compusi (16, 17a-g, 18a-g) din clasa fenotiazinil-hidrazino-tiazolilor
din care 14 sunt noi;

8 compusi (16°, 17°a-g) din clasa si fenotiazinil-hidrazino-selenazolilor,

toti fiind compusi noi;

» Reactia de condensare Hantzsch realizata in camp de microunde prezintza un

avantaj major prin scurtarea timpului de reactie si o crestere a randamentului.

» Caracterizarea structurala completd a compusilor sintetizati s-a realizat prin:

RMN de inalta rezolutie (300, 400MHz) spectre 1D: (‘"H-RMN, "C-
RMN) si 2D: [("H-"H) COSY, (‘H-"*C) HMQC si (‘H-"*C) HMBO)].
Spectrometrie de masa (EI)

Spectroscopie IR

Analiza elementala

» Pe baza studiului cinetic s-a dovedit ca reactia de condensare Hantzsch cu

formarea nucleului tiazolic are loc cu viteza mai mare in solventi aprotici, polari

cu constanta dielectrica mare .

» Activitate antiinflamatoare de scurta durata s-a observat in cazul compusilor 2a,

2b, 2f, 3b, 3c, 3e si 3f. Compusul 2a prezintd un potential antiinflamator de

lunga durata chiar mai bun decat fenilbutazona.

» Un profil analgezic asemandtoar cu a heroinei s-a intilnit la compusii 3b si 2f.

» Activitate antiproliferativd comparabild cu a doxorubicinei s-a intdlnit la

compusii 9b, 9f, 9d, 10g si 10f atat pe celulele DU-145 cat si HepG2, la

concentratia de 25 pg/ml.

35



1.8 Concluzii generale

» Activitate antimicrobiand bund s-a obtinut pe tulpinele de Staphylococcus
aureus MSSA 25213 si Staphylococcus aureus MRSA 43300 de catre compusii
9a, 9b, 9c si 10e. Activitatea dispare la selenazoli, deci introducerea seleniului
in ciclu nu este favorabila.

» Compusii 16, 17a, 17e, 17f, 18b si 18c prezintd activitate antiproliferativa
asemandtoare cu a cisplatinul pe linia celulara HepG2.

» Potential antiproliferativ comparabil cu a cisplatinului, la concentratii similare,

pe ambele linii celulare prezintd compusii 16, 17a si 18c.
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