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In prezenta lucrare a fost realizati sinteza 1,1-dimetil-3-(3-metil-5-sulfanil-4H-1,2 4-triazol-4-il)tioureei (5) si a
1,1-dimetil-3-[3-metil-5-(metilsulfanil)-4H-1,2,4-triazol-4-il]tioureei (6), ale caror structuri au fost stabilite cu ajutorul
spectrelor 'H-RMN si *C-RMN. Pe celule de cancer cervical substantele iodhidrat de 3-metil-5-(metilsulfanil)-4H-
1,2,4-triazol-4-amind (2) si 6 au demonstrat o activitate nesemnificativa. Disulfura de tetrametiltiuram (DTMT) a
demonstrat rezultate antibacteriene bune CMI 0,0007 mg/mL, iar substantele 6 si 2 au CMI 0,007 mg/mL si, respectiv,
0,06 mg/mL. Tioureea 6 are proprietati antioxidante ICso = 29 uM/L aproximativ egale cu ale troloxului.

A fost realizata sinteza N-[4-(3-metil-7H-[1,2,4]triazolo[3,4-b][1,3,4]-tiadiazin-6-il)fenil]-2-[ 1-(piridin-2-il)etiliden]
hidrazincarbotioamidei (11) si a bazei Schiff [{[3-metil-5-(metilsulfanil)-4H-1,2,4-triazol-4-ilJimino}metil]fenol (3). La
compusul 3 a fost efectuata difractia cu raze X in monocristal.

Cuvinte-cheie: 1,2,4-triazol, antiproliferativ, celule de cancer, baza Schiff, antibacterian.

SYNTHESIS AND STUDY OF BIOLOGICAL PROPERTIES OF NEW

4-AMINO-5-METHYL-4H-1,2,4-TRIAZOLE-3-THIOL DERIVATIVES

In the present work the synthesis of 1,1-dimethyl-3-(3-methyl-5-sulfanyl-4H-1,2,4-triazol-4-yl)thiourea (5) and
1,1-dimethyl-3-[3-methyl-5-(methylsulfanyl)-4H-1,2,4-triazol-4-yl]thiourea (6) was carried out. The structures were
determined using *H; *C-NMR spectra. For cells HeLa of cervical cancer, substances 3-methyl-5-(methylsulfanyl)-4H-
1,2,4-triazol-4-aminohydroiodide (2) and 6 have demonstrated not pronounced activity. Tetramethylthiuram disulfide
(DTMT) showed good antibacterial activity MIC 0.0007 mg/mL, but substances 6 and 2 have MIC 0.007 mg/mL and
0.06 mg/mL respectively. The thiourea 6 has antioxidant properties ICs, = 29 uM/L approximately equal to trolox.

Synthesis of N-[4-(3-methyl-7H-[1,2,4]triazolo[3,4-b][1,3,4]-thiadiazin-6-yl)phenyl]-2-[1-(pyridin-2-yl)ethylidene]
hydrazinecarbothioamide (11) and Schiff base: 2-[{[3-methyl-5-(methyl-sulfanyl)-4H-1,2,4-triazol-4-yl]limino}methyl]
phenol (3) was carried out. The compound 3 was studied by conducted single-crystal X-ray diffraction.

Keywords: 1,2,4-triazole, antiproliferative, cancer cells, Schiff base, antibacterial.

Introducere

In ultimul deceniu cercetitorii s-au ocupat cu sinteza sistemelor heterociclice care contin un numar mare
de atomi de azot, deoarece poseda o varietate mare de aplicatii, ca de exemplu: propulsoare, explozivi, piro-
tehnica si in special chimeoterapie. Astdzi o atentie considerabila se acorda sintezei derivatilor 1,2,4-triazolului
care au importanta biologica efectiva, toxicitate scazuta si bune profiluri in domeniul farmocineticii si farmo-
dinamicii. Studiul literaturii de specialitate arata ca derivatii 1,2,4-triazolului prezintd o gama larga de activitati
biologice, inclusiv: antibacteriene, antifungice, analgezice, antitumorale, antituberculoase, antivirale, anti-
cancer si antiproliferative [1-7].

Existd mai multe metode de obtinere a derivatilor 1,2,4-triazolici. Pentru obtinerea substantei initiale
4-amino-5-metil-4H-1,2,4-triazol-3-tiolului am utilizat urmatoarea metoda de sinteza: acidul acetic glacial se
trateaza cu tiocarbohidrazida la reflux obtinandu-se produsul cu randament de 91% [8]. Varietatea 4-amino-
5-alchil(aril)-4H-1,2,4-triazol-3-tiolilor depinde nu doar de natura acizilor carboxilici, dar si de transformarile
chimice la care pot participa grupele active NH, si SH (individual sau impreuna). Un exemplu de transformare
chimica pe grupa SH a fost efectuat in [6]. In aceasti lucrare autorii au sintetizat derivati 5-substituiti-3-
[5-hidroxi-4-pirone-2-il-metimercapto]-4-amino-1,2,4-triazoli prin substitutie nucleofild dintre 5-hidroxi-
2-clorometil-4H-piran-4-ona cu 4-amino-5-alchil(aril)-4H-1,2,4-triazol-3-tiolilor. A fost cercetat efectul lor
inhibitor pe ciuperci tirozinazei. Rezultatele au aratat cd majoritatea acestor compusi au o activitate inhibitoare
semnifectiva. Sunt cunoscute si modificari pe grupa NH,, baze Schiff [2-5]. Acestea se obtin la condensarea
4-amino-5-alchil(aril)-4H-1,2,4-triazol-3-tiolilor cu aldehide aromatice. Unele dintre acestea poseda o activitate
antidepresanta buna [2], iar cele cu radicali, R = D-glucoheptonichexitol-1-il, sunt regularori de crestere la
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grau si ridiche [3]. Sunt cunoscute transformarile chimice unde la reactie partipipa ambele grupe. Iatd un
exemplu: prin condensarea 4-amino-5-(piridin-3-il)-4H-1,2,4-triazol-3-tioului cu diferite chalcone au fost
obtinute 3-pipiridil-1,2,4-triazolo[3,4-b]-1,3,4-tiadiazine [7]. Cercetarile biologice au demonstrat ca compusii
testati au proprietati antibacteriene si antifungice modeste. Compusi triazolici cu grupari N,N-dimetiltioureidice
nu sunt cunoscuti in literatura.

Sunt cunoscute tiosemicarbazone 2-acetilpiridinei cu proprietati anticancer [9]. Scopul propus in aceasta
lucrare a fost de a introduce nuclee 1,2,4-triazolice in tiosemicarbazona 2-acetilpiridinei pentru a imbunatati
activitatea anticancer a acestora si a micsora gradul lor de toxicitate, precum si obtinerea bazelor Schiff cu
derivati ai 1,2,4-triazolului.

I. Partea experimentala
1.2. Reactivi si metode de cercetare

Toti reactivii si solventii utilizati au fost de puritate analitica, procurati de la firma ,,Aldrich”. Spectrele de
Rezonanti Magneticd Nucleara (RMN) 'H si *C au fost inregistrate la temperatura camerei utilizand
spectrometrul Bruker DRX-400. Deplasirile chimice sunt prezentate in ppm fati de SiMe,. In calitate de
solvent a fost utilizat DMSO-d.

1.3. Metoda de cercetare a activitatii antiproliferative

Celule de cancer cervical HelLa si celule ,,normale” MDCK au fost cultivate in formd de monostraturi in
mediul DMEM cu continut inalt de glucoza, L-glutamina, suplimentat cu (V 7,5%) 0,2%v/v, solutie tampon
HEPES (acidul N-2-hidroxietilpiperazin-N’-2-etansulfonic) 20 mM, antibiotic: penicilind-streptomicinad
(concentratia finald de 100 U/mL penicilina si 100 pg/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 numarat sub un microscop
inversat (OLYMPUS). Testul de proliferare celulara [10] a fost realizat folosind resazurin (sarea de sodiu
7-hidroxi-3H-fenoxazin-3-ona-10-oxid), care permite masurarea numarului de celule viabile. Compusii studiati
au fost dizolvati in dimetilsulfoxid (DMSO) cu concentratia de 10 mM. Compusii studiati si doxorubicina au
fost diluati cu medii de culturd; la fiecare s-a adaugat godeu, dupa care au fost incubati timp de 24 de ore.
Apoi la fiecare proba se adauga 20 pL solutie de resazurin si se incubeaza timp de 4 ore. Ulterior, absorbanta
a fost inregistrata la 570 nm si 600 nm cu filtru. Datele au fost prelucrate de catre aparatul hibrid imagistic
(Synergy H1, BioTek). Rezultatele screeningului pentru identificarea substantelor care inhiba proliferarea
celulelor canceroase liniei: HeLa (cancer cervical). Pentru a evalua citotoxicitatea substantelor, am folosit
linia de celule ,,normale” MDCK (celule epiteliale renale de caine).

I.4. Metoda de cercetare a activitatii antimicrobiene

Activitatea antimicrobiana a fost determinata in mediul nutritiv lichid [bulion peptonat din carne 2%, pH 7,0]
prin metoda dilutiilor succesive. In calitate ce culturd de referinti in experimentul in vitro au fost folosite
tulpinile standard de Staphylococcus aureus (S.aureus G+), Escherihia coli (E.coli G-), Klepsiella pneumonae
(KI. pneumonae), Candida albicans (C. albicans). Dizolvarea substantei studiate in dimetilsulfoxid, cultivarea
microorganismelor, obtinerea suspensiei, determinarea concentratiei minime de inhibare (CMI) si a concentratiei
minime bactericide (CMB) au fost efectuate dupa metoda standard descrisa in [11].

I.5. Metoda de cercetare a activitatii antioxidante

Pentru obtinerea datelor referitoare la activitati antioxidante ale tioureei 6 au fost utilizate doud metode:
ABTS si DPPH. A fost folosita masurarea spectrofotometrica a densitatii optice a 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 (doxorubicina, troloxul, tioureea 6) de diferite con-
centratii, unde troloxul si doxorubicina sunt utilizati in calitate de martori. In acest fel a fost determinata
capacitatea substantelor ce reactioneaza cu radicali ABTS si DPPH.

Activitatea antioxidanta prin metoda ABTS a fost evaluata in conformitate cu metoda descrisa de Re si
colab. [12]. Activitatea antioxidanta prin metoda DPPH a fost efectuata in conformitate cu metoda descrisa
de M.Burits [13].
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1.6. Sinteza unor noi derivati ai 4-amino-5-metil-4H-1,2,4-triazol-3-tiolului (1) si iodhidrat de
3-metil-5-metilsulfanil-4H-1,2,4-triazol-4-amina (2)

Aminotriazolii 1, 2 sunt substante cunoscute [8,14], iar baza Schiff 3 nu este cunoscuta in literatura.

SH s—CHs H000n ”:‘;© H,C
+ 3 a +H
'}‘4 +CHl =N I N)\ /Nv©

N
N—NH, — = | N—NH.I - \
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Schema 1. Obtinerea 2-[{[3-metil-5-(metilsulfanil)-4H-1,2,4-triazol-4-il]limino}metil]-fenolului (3)

lodhidrat de 3-metil-5-metilsulfanil-4H-1,2,4-triazol-4-amina (2)

Amestecul format din 1,30 g (0,01 mol) 4-amino-5-metil-4H-1,2,4-triazol-3-tiol, 1,42 g (0,01 mol) iodmetan
si 20 mL tetrahidrofuran (THF) se refluxeaza timp de 3 ore. Din reactie rezulta cristale incolore de iodhidrat 2
insolubile. Dupa racire produsul se filtreaza, se spala cu THF si se usuca. Se obtin 2,54 g (93,5%) de
iodhidrat 2, p.t. 163-164°C, ce corespunde cu cel din literaturd [14].

Spectrele RMN:

'H-RMN, 400 MHz (d® - dmso) &, ppm: 2,27 (s, 3H CHy); 2,52 (s, 3H CH3-S); 5,83 (s, 2H NH,).*C-RMN,
100 MHz (d° - dmso) &, ppm: 10,17 (-CHs); 13,42 (-CH3-S); 152,44 (C-CHs); 153,70 (C-S-CHa).

2-[{[3-Metil-5-(metilsulfanil)-4H-1,2,4-triazol-4-ilJimino}metil]fenol (3)

La solutia formata din 1,5 g (0,0055 mol) de iodhidrat de 3-metil-5-metilsulfanil-4H-1,2,4-triazol-4-amina
(2), 0,451 g acetat de sodiu si 3 mL etanol se adaugd 0,7 g (0,0057 mol) de aldehida salicilica. Amestecul se
refluxeaza timp de 5 ore, apoi se raceste la temperatura camerei. Produsul cristalin se filtreaza si se spald cu
etanol rece. Se obtin 1,19 g (87%) de produs 3, cu p.t. 205-208°C. R=0,66 (eluent: benzen — etilacetat, 2:1).

Spectrele RMN:

'H-RMN, 400 MHz (d® - dmso) &, ppm: 2,42 (s, 3H CH3-C); 2,61 (s, 3H CH3-S); 6,96 (s, H B CH);
6,99 (d, H p CH); 7,01 (t, H y CH); 7,45 (d, H o. CH); 7,85 (s, H CH=N); 10,58 (s, H OH)."”*C-RMN, 100 MHz
(d® - dmso) &, ppm: 11,34 (-CH3); 15,80 (-CH,-S); 117,18 (C-OH); 118,40 (CH) din Ph; 120,19 (CH) din Ph;
128,03 (-CH=N); 135,10 (CH) din Ph; 147,28 (CH) din Ph;149,94 (C-CHjs); 158,97 (C-S-CHj3); 161,33 (CH)
din Ph.

La incalzirea compusilor 1, 2 cu disulfura de tetrametiltiuram (DTMT) in dimetilformamida (DMF) au
fost obtinute tioureele 5, 6 (Schema 2):

SH SH s\ CHj
N=— +DTMT N N
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H,C
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Schema 2. Obtinerea 1,1-dimetil-3-[3-metil-5-(metilsulfanil)-4H-1,2,4-triazol-4-il]tioureei (6).
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1,1-Dimetil-3-(3-metil-5-sulfanil-4H-1,2,4-triazot-4-il)tioureea (5)

Amestecul format din 1,3 g (0,01 mol) 4-amino-5-metil-4H-1,2,4-triazol-3-tiol (1), 2,64 g (0,011 mol)
DTMT si 4 mL DMF se incalzeste la temperatura de 95-100°C, timp de 8 ore intr-un balon inzestrat cu un
refrigerent ascendent. Refrigerentul ascendent se inlocuieste cu altul descendent si se distileaza solventul la
presiune redusa. Restul se trateaza sub agitare cu 10 mL solutie 1 M de hidroxid de sodiu, se filtreaza sulful,
iar filtratul se neutralizeaza cu acid clorhidric (pH=7). Tioureea 5 se filtreaza, se spala cu apa si se usuca. Se
obtin 1,8 g (83%) de tiouree 5, p.t. 234-236°C, Ry= 0,22 (eluent: benzen-etilacetat, 1:1).

Spectrele RMN:

'H-RMN, 400 MHz (d® - dmso) &, ppm: 2,18 (s, 3H CHs); 3,30 (s, 6H (CH3),N); 10,45 (s, 1H NH); 13,51
(s, 1H SH). *C-RMN, 100 MHz (d° - dmso) &, ppm: 11,20 (-CH3); 150,88 (C=N); 167,49 (C-S); 182,38 (C=S).

1,1-Dimetil-3-[3-metil-5-(metilsulfanil)-4H-1,2,4-triazol-4-il]tioureea (6)

Amestecul alcatuit din 2,72 g (0,01 mol) iodhidrat de 3-metil-5-metilsulfanil-4H-1,2,4-triazol-4-amina
(2), 2,64 g (0,01 mol) DTMT, 0,84 g (0,01 mol) carbonat de sodiu si 5 mL DMF se incézeste cu refrigerent
ascendent timp de 8 ore la temperatura de 95-100°C. Amestecul se riceste la temperatura camerei si se
filtreaza sedimentul, o parte de sulf, apoi din filtrat se distileaza solventul la presiune redusa. Solidul se spala
cu apa si se usuca. Acesta contine putin sulf si se recristalizeaza din toluen. Se obtin 1,32 g (57%) de tiouree 6,
p.t. 94-95°C. R¢=0,4 (eluent: benzen-izopropanol, 1:1).

Spectrele RMN:

'H-RMN, 400 MHz (d® - dmso) 8, ppm: 2,19 (s, 3H CHa); 2,53 (s, 3H CH3-S); 3,29 (s, 6H (CHs),); 10,68
(s, 1H NH). *C-RMN, 100 MHz (d° - dmso) &, ppm: 10,43 (-CH,); 15,04 (-CH;-S); 152,18 (C-CHs); 153,30
(C-S-CHsy); 182,02 (C=S).

Interactiunea 1,1-dimetil-3-(3-metil-5-sulfanil-4H-1,2,4-triazol-4-il)tioureei (5) cu iod-metanul

Amestecul format din 0,43 g (0,002 mol) tiouree 5, 0,284 g (0,002 mol) iodmetan si 3 mL THF se incal-
zeste intr-o fiola inchisa timp de 3 ore. Solventul se distileaza, produsul se trateaza cu solutie diluata de tiosulfat
de sodiu, se spald cu apa si se usuca. Se obtin 0,28 g (60%) de tioureea 6, produs identic dupa punctul de
topire, Ry si spectrele *H-RMN si **C-RMN cu tioureea 6.

N-[4-(3-Metil-7H-[1,2,4]triazol[3,4-b][1,3,4]tiadiazin-6-il)-fenil]-2-[1-(piridin-2-il)etiliden]
hidrazincarbotioamida (11) a fost obtinuta conform urmatoarelor transformari (Schema 3):

SH + o\ »—CHg />/©/ S
NH NH,
[}|§< Br N/< H,O N%N}/@,

N—NH, 2 .
N= .
H

S 3C
HoN, /
DOy 2 0 O
NS¢ HN

oo N= CH3 10 CHy 9

Schema 2. Obtinerea tiosemicarbazonei 11.

N-[4-(Bromoacetil)fenil]acetamida

Se obtine prin bromurarea N-(4-acetilfenil)acetamidei analogic metodei cunoscute [15]. In amestecul
format din 3,54 g (0,02 mol) de N-(4-acetilfenil)acetamida, 20 mL de dioxan absolut si 5 mL de THF se picura,
sub agitare, 3,2 g (0,02 mol) brom la temperatura de 40°C. Peste o ord amestecul reactant se raceste, produsul
cristalin se filtreaza, se spald cu dioxan si se usucd. Se obtin 4,62 g (90%) de N-[4-(bromoacetil)fenil] acetamida;
p.t.=198-200°C, ce corespunde cu cel din literatura [15].
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N-[4-(3-Metil-7H-[1,2,4]triazolo[3,4-b][1,3,4]tiadiazin-6-il)fenil]acetamida (7)

Amestecul format din 1,56 g (0,012 mol) 4-amino-5-metil-4H-1,2,4-triazol-3-tiol, 3,072 g (0,012 mol)
N-[4-(bromoacetil)fenil]Jacetamida si 45 mL de THF se incilzeste la temperatura de 65°C timp de 2 ore.
Sedimentul cazut la ricire se filtreaza si se spald cu THF. Se obtin 3,95 g (85%) de produs 7, cu p.t. = 279-280°C,
ce corespunde cu cel din literatura [16].

4-(3-Metil-7H-[1,2,4]triazolo[3,4-b][1,3,4]thiadiazin-6-il)anilina (8)

Amestecul format din 3,86 g (0,01 mol) de N-[4-(3-metil-7H-[1,2,4]triazolo[3,4-b][1,3,4]tiadiazin-6-
il)fenilJacetamida (7), 6 mL HCI (c) si 20 mL H,O se incilzeste la temperatura de 95°C timp de 3 ore, apoi
se neutralizeaza cu NaHCQOj;. Sedimentul se filtreaza si se spala cu apa. Se obtin 2,44 g (99,6%) de produs 8,
R¢ = 0,6 (eluent: benzen — izopropanol, 2:1), cu p.t. = 227-228°C, ce corespunde cu cel din literatura [16].

Spectrele RMN:

'H-RMN, 400 MHz (d°® - dmso) &, ppm: 2,43(s, 3H CH;-C); 4,20 (t, 2H CH,-S);6,00 (s, H NH,); 6,7
(d, 2H (CH),); 7,70 (d, 2H (CH),); (const. J = 8.6);"*C-RMN, 100 MHz (d° - dmso) &, ppm: 10,30 (-CHs);
22,80(-CH);119,90 (C-C);113,80((CH)2); 129,6((CH),); 144,50 (C-NH); 150,40 (C-S); 153,10 (C-CHy);
155,03 (C-CH,).

1,1-Dimetil-3-[4-(3-metil-7H-[1,2,4]triazol[3,4-b][1,3,4]tiadiazin-6-il)fenil]tioureea (9)

La 1,47 g (0,006 mol) de 4-(3-metil-7H-[1,2,4]triazolo[3,4-b][1,3,4]thiadiazin-6-il) anilina (8) se adauda
1,44 g (0,006 mol) de DTMT si 6 mL de DMF. Amestecul se incilzeste timp de 8 ore la temperatura de 95°C,
solventul se distileazd DMF la presiune redusa, iar produsul se trateaza de doua ori cu cate 12 mL de benzen
pentru a izola sulful. Se obtin 1,36 g (68%) de tiouree 9, cu p.t. = 185-188°C, R; = 0,21 (eluent: benzen —
etilacetat, 2:1).

Spectrele RMN:

'H-RMN, 400 MHz (d° - dmso) &, ppm: 2,25 (s, 3H CH3-C); 2,50 (t, 2H S-CH,); 3,29 (s, 6H (CHs),); 7,58
(d, 2H (CH),); 7,77 (d, 2H (CH),); 9,38 (s, H NH).**C-RMN, 100 MHz (d° - dmso) &, ppm: 11,86 (-CH3);
41,63((-CHa),); 46,89 (CH,-S);146,55 (C-S); 146,99; 147,08 (C=N)din triazol; 124,00; 125,00; 128,00 (C-C)
din Ph;174,34 (C=S).

6-(4-1zotiocianatofenil)-3-metil-7H-[1,2,4]triazol[3,4-b][1,3,4]tiadiazina (10)

La 0,42 g (0,0013 mol) de 1,1-dimetil-3-[4-(3-metil-7H-[1,2,4]triazol[3,4-b][1,3,4]-tiadiazin-6-il)fenil]
tiourea (9) in 30 mL de dioxan se adauga 0,13 g (0,0013 mol) anhidrida acetica. Amestecul se incalzeste la
temperatura de 95°C, timp de 30 min. Se distileaza la vid solventul, iar produsul obtinut se purifici cromatografic
prin coloana cu silicagel. Se obtin 0,33 g (88%) de produs 10, cu R¢ = 0,68 (eluent: benzen — etilacetat, 2,5:1),
p.t. = 200-202°C, ce corespunde cu cel din literaturd [16].

N-[4-(3-Metil-7H-[1,2,4]triazol[3,4-b][1,3,4]tiadiazin-6-il)fenil]-2-[1-(piridin-2-il)-

etiliden]hidrazincarbotioamida (11)

Solutia formata din 0,248 g (0,00086 mol) de 6-(4-izotiocianatofenil)-3-metil-7H-[1,2,4]triazol[3,4-b]
[1,3,4]tiadiazina (10), 0,116 g (0,00086 mol) 2-[1-hidrazinilidenetil]piridina si 4 mL benzen se refluxeaza
timp de 30 min.; sedimentul obtinut se filtreaza si se spald cu benzen. Se obtin 0,16 g (85%) de produs 11,
cu p.t. 177-180°C, R; = 0,68 (eluent: etilacetat).

Spectrele RMN:

'H-RMN, 400 MHz (d® - dmso) &, ppm: 2,20 (s, 3H CH5-C) din triazol; 2,42 (s, 3H CH3-C); 3,6 (t, 2H S-
CHy); 7,79 (d, 2H (CH),); 7,86 (d, 2H (CH),); 8,43 (d, HB-C)piridinil; 8,45 (d, HB-C)piridinil; 8,55 (d, Hy-C)
piridinil; 8,56 (d, a-C)piridinil; 10,36 (d, H NH-C); 10,93 (d, HNH-N);"*C-RMN, 100 MHz (d° - dmso) &,
ppm: 174,50 (C=S).

I1. Rezultate si discutii

I1.1. Sinteza derivatilor noi ai 1,2,4-triazolului

Aminotriazolul 2 sub forma de iodhidrat (Schema 1) se obtine in urma reactiei dintre iodmetan si amino-
triazolul 1 in metanol cu un randament de 37% [14]. La inlocuirea metanolului cu tetrahidrofuran (THF) am
obtinut aminotriazolul 2 cu un randament de 94%. Transformarea aminotriazolului 2 iodhidrat in 2-[{[3-
metil-5-(metilsulfanil)-4H-1,2,4-triazol-4-ilJimino}metil]-fenol (3) —Baza Schiff decurge mai eficient daca
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neutralizarea se face cu acetat de sodiu. In asa caz se elimina acid acetic care catalizeaza produsul. Acest
compus 3 la recristalizare din etanol formeaza monocristale, care au fost cercetate cu difractia de raze X in
monocristal. Rezultatele sunt prezentate in Figura 1:

Fig.1. Structura cristalind a compusului 13 si impachetarea in celula.

A fost cercetata dependenta randamentului tioureelor 5, 6 (Schema 2) de anumiti factori. S-a constatat ca
aminotriazolul 1 la incélzire cu DTMT la un raport molar de 1:1,1 timp de 8 ore la temperatura de 95-100°C
conduce la un randament de 83% pentru 5. Aminotriazolul 2 in conditii similare da un randament de 57%
pentru 6. O asa mare diferenta in randamente poate fi explicata prin cresterea dificultatilor sterice ce apar la
aminotriazolul 2 in reactia cu DTMT, cand gruparea SH este inlocuita cu SCHj.

O anumita influentd asupra randamentului tioureelor 4, 5, 6 are modul de izolare a sulfului din mediul de
reactie. In [17] sulful se izoleazi prin tratarea produsului de reactie cu acid clorhidric concentrat, in care se
dizolva tioureea 4. Sulful insolubil se filtreaza, iar tioureea 4 se obtine (67%) prin dilutia solutiei cu apa. Noi
am reusit sa obtinem tioureea 4 cu un randament de 83% prin recristalizare din amestec de apa si etanol, in
care sulful este insolubil. Tioureea 5 se dizolva in solutie de hidroxid de sodiu si sulful se izoleaza prin filtrare.
Tioureea 6 se purifica prin extragerea sulfului cu benzen. Dupa distilarea DMF din amestecul reactant produsul
rdmas se refluxeaza cu benzen, in care se dizolva sulful. Dupa ricire la temperatura camerei tioureea 6 Se
filtreeza si se recristalizeaza din apa.

La tratarea tioureelor 4, 5, 6 cu iodmetan se asteapta formarea S-metilizotioureelor respective [18]. Cer-
cetarile acestor reactii au demonstrat cd numai tioureea 5 se metileaza la grupa SH (Schema 1), iar grupa
C=S tioureidica in compusii 5, 6 ramane neafectata, probabil din cauza dificultatilor sterice.

in seria N*-aril-N,N-dimetiltioureelor trisubstituite sunt cunoscute reactii [19,20] cu diferiti agenti nucleofili
(hidrat de hidrazina, 2-amino etanol si altii), care decurg in benzen la reflux cu randamente inalte. Tioureele
4, 5, 6 cu structuri analoage nu reactioneaza.

Reactantii cu caracter acid (clorura de hidrogen, clorura de acetil, anhidrida acetica si al.) la incélzire 1n
dioxan sau in THF descompun usor N'-aril-N,N-dimetiltioureele cu formarea de arilizotiocianati [21,22].
Cercetarile noastre au demonstrat ca tioureele 4, 5, 6 in conditii similare sunt indiferente fata de acesti reactanti.

Tioureea 9, necunoscuti in literaturd, a fost obtinuta la interactiunea aminei 8 cu DTMT. In continuare ea
a fost transformata in izotiocianat 10 la tratare cu anhidrida acetica in dioxan; randamentul constituie 88%.
Mentionam ca tioureele 5, 6 cu grupele tioureidice NHCSN(CHj),, legate in pozitia 4 de nuclee 1,2,4-triazolice,
nu formeaza izotiocianati respectivi. In continuare a fost obtinuta tiosemicarbazona 11 din izotiocianat 10 si
2-[1-hidraziniliden]piridina la incdlzire in benzen, cu un randament de 85%.
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I1.2. Cercetari biologice

Tabelul 1
Activitatea antiproliferativa a substantelor 1, 2, 4, 5, 6 pe celule HeLa si MDCK.
Ca substanta pentru comparatie este luata Doxorubicina
Concen- HelLa MDCK
Codul Formula Mr tratia
. e IC % de I1IC
M/L 0 50 50
(WM/L) | % de inhibitie | ) inhibitie uM/L
o on oy " 10 57,4 3,142 58,5 4,0+9
-1OH
poxo | (LT 1 45,3 41,0
MeO o] OH é 543’5
PQ% 0,1 19,2 -2,3
Ho ' 0,01 4,3 -1,0
S 100 -1,3 >100+4 0,0 >100+3
Nf< 10 -2,0 -7,2
1 | N—NH, 130,1
N§< 1 -2,8 -2,1
CH3 011 017 4,7
5-CHs 100 - >10+6 -15,0 >100+3
y 10 14,7 -16,0
2 rln\ N—N"H, | 272,0 1 12,4 -9,0
= 0,1 8.7 7,0
CHs 0,01 22,2 -
/EH S>—N/CH3 100 -4,0 >100+8 -0,7 >100+2
N= \ 10 -2,2 -1,7
| N—NH  CHj ] )
5 N§< 217,3 1 16,3 1,9
CH, 0,1 22,2 1,9
HsCg 100 - >10+3 35 >100+2
S CHg
N 10 8,2 -8,8
6 g Y CHs 231,3 1 1,3 49
NS 0,1 6,5 8,8
CHy 0,01 -55 -
Tabelul 2

Concentratia minimala de inhibitie (CMI) si concentratia minimala bactericida (CMB) a substantelor:
DTMT, 2 si 6 fatii de microorganismele gram-pozitive si gram-negative (mg/mL)

E.coli G- KI. S. aureus G + C. albicans
Codul Formula pneumonae
CMI CMB CMI CMB CMI CMB CMI CMB
CH, S
NS )L CH
DTMT H3C/\H/\S l}l/ 3 0,0007 | 0,0007 0,06 0,12 0,0007 | 0,0007 0,0007 0,0007
S CHs
5-CHs
2 N NN, 1 05 0,5 05 | 05 | 006 0,06 05 05
N~
CHs
H3C\s s s
N
6 Y \—Nb cH, 0,5 0,5 0,5 0,5 0,007 0,007 0,5 0,5
N~
"
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Tabelul 3
Proprietitile antioxidante a tioureei 6
Mr 1Cs0, (RM/L) ICs0, (WM/L)
Formula Codul | /ol metoda ABTS metoda DPPH
o OH 9 P
(L Doxo-1u-
Y bici 543,5 9,3 >100
MeO © OH O ICIna
(¢]
HONHZ
C14H150, Trolox 250,3 30 46
HaCo
S S /CH3
N
T%N_NZ\_ et 6 231,3 29 >100
N~
CHg

Concluzii

Au fost obtinuti 5 derivati noi ai 4-amino-5-metil-4H-1,2,4-triazolului-3-tiol:

2-[{[3-metil-5-(metilsulfanil)-4H-1,2,4-triazol-4-il]Jimino}metil]fenol (3);

1,1-dimetil-3-(3-metil-5-sulfanil-4H-1,2,4-triazol-4-il)tioureea (5);

1,1-dimetil-3-[3-metil-5-(metilsulfanil)-4H-1,2,4-triazol-4-il]tioureea (6);

1,1-dimetil-3-[4-(3-metil-7H-[1,2,4] triazol[3,4-b] [1,3,4] tiadiazin-6-il)fenil]tioureea (9);

N-[4-(3-metil-7H-[1,2,4]triazol[3,4-b][1,3,4]tiadiazin-6-il)fenil]-2-[ 1-(piridin-2-il)etiliden] -
hidrazincarbotioamida (11).

A fost perfectionatd metoda de obtinere a 3-metil-5-metilsulfanil-4H-1,2,4-triazol-4-amino-iodhidratului (2),
cu cresterea randamentului de la 37% la 94%.

Au fost cercetate proprietatile antiproliferative ale derivatilor noi ai 1,2,4-triazolului: 2 si 6. Pe celule de
cancer cervical substantele 2 si 6 au demonstrat o activitate antiproliferativd nesemnificativa si aproximativ
de 3 ori mai mica decat Doxorubicina.

Cele mai sensibile microorganisme fata de substantele 2 si 6 sunt Staphylococcus aureus, cu CMI 0,06 mg/mL
si, respectiv, 0,007 mg/mL. lar fatd de DTMT microorganizmele Staphylococcus aureus, Escherihia coli si
Candida albicans au aceeasi valoare de CMI 0,0007 mg/mL. Coinciderea valorilor CMI si CMB atesta
caracterul bactericid al actiunii biologice.

Proprietatile antioxidative ale tioureei 6 sunt aproximativ egale cu ale troloxului.
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