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(57) Rezumat:

Inventia se referd la chimie, si anume la sinteza
compusilor coordinativi din clasa tiosemicarba-
zonatilor metalelor de tranzitie, care isi pot gisi
aplicare in medicind pentru profilaxia §i tratarea
cancerului prostatei.

2
Compusii coordinativi posedd proprietati de
5 inhibitori ai activitdtii enzimei 17B-HSD (tipul 1),
stimulator al proliferdrii celulelor cancerului prosta-
tei.
Revendicari: 2

Esenta inventiei constd in sinteza percloratului
de 5-R-saliciliden-4-feniltiosemicarbazonato(1-)- 10

aquacupru(Il) cu formula generala :

unde R = Br, NO,.
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Descriere:

Inventia se referd la chimie, si anume la sinteza compusilor coordinativi din clasa tiosemi-
carbazonatilor metalelor de tranzitie, care isi pot gési aplicare In medicind pentru profilaxia si tratarea
cancerului prostatei.

Ultimul pas in formarea tuturor androgenilor si estrogenilor, premergitor inceputului cancerului
prostatei, este favorizat de cétre 17P-hidroxisteroidul dehidrogenazei (17B-HSD), care face parte din
categoria enzimelor-cheie steroidogenice. Din substantele chimice descrise in literaturd, care inhiba
activitatea enzimei 17B-HSD Tipul 1, care stimuleazd procesul de proliferare a celulelor cancerului
prostatei, cel mai inalt efect a fost obtinut in cazul 4-feniltiosemicarbazonei aldehidei salicilice, cu
urmatoarea formula:

OH
N-NH
/" yn
S

Dupa activitatea antitumorald acest compus depdseste de 1,3...1,8 ori caracteristicile citostatice ale
estronului, care se aplicd in medicind pentru profilaxia si tratarea cancerului prostatei [1].

Dezavantajul celei mai apropiate solutii consta in faptul cd 4-feniltiosemicarbazona aldehidei salicilice
nu posedi activitate antitumorala suficient de inaltd, inhiband la concentratia de 10° M proliferarea a 98%,
la 10°M — numai 78%, iar la 107 M — numai 33% din celulele cancerului prostatei i pAni acum nu a fost
aplicatd in medicina.

Problema pe care o rezolvd prezenta inventie este extinderea arsenalului de inhibitori ai activitatii
enzimei 17B-HSD Tipul 1, care stimuleaza proliferarea celulelor cancerului prostatei cu activitate biologica
nalta.

Esenta inventiei constd in sinteza percloratului de S5-R-saliciliden-4-feniltiosemicarbazonato(1-)-
aquacupru(Il) cu formula generala:

/N Cl0,

unde R = Br, NO,.

Compusii coordinativi posedd proprietiti de inhibitori ai activitdtii enzimei 173-HSD (tipul 1),
stimulator al proliferarii celulelor cancerului prostatei.

Compusii revendicati, proprietatile lor si procedeul de obtinere nu sunt descrise in literaturd.

Rezultatul inventiei constd in stabilirea la compusii revendicati a activitdtii anticancerigene, care
depaseste de 1,1...1,6 ori caracteristicile canceristatice ale 4-feniltiosemicarbazonei aldehidei salicilice.

Rezultatul inventiei este conditionat de faptul ci pentru prima data in calitate de inhibitori ai activitatii
enzimei 173-HSD Tipul 1, care stimuleazi proliferarea celulelor cancerului prostatei, se propun compusii
coordinativi ai percloratului de cupru(2+) cu 4-feniltiosemicarbazonele aldehidelor salicilice substituite,
care contin o combinare noud de legaturi chimice deja cunoscute.

Compusii revendicati se obtin la interactiunea solutiilor etanolice fierbinti (50...55°C) a Cu(ClOy),
'6H,0 cu 4-feniltiosemicarbazonele aldehidelor 5-bromo- sau 5-nitrosalicilice, luate in raport molar de 1 :
1. Reactia decurge in 45...50 min conform urmétoarei scheme:

OH
N-NH

Cu(ClOy),- 61,0 + / >/-—NH .
S

R
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4
NH NH
=N T
S
Cu™
R 0/ \OH2 Cl04 + HCIO4 + 5H0
R = Br, NO,,

Mecanismul prezentei reactii este urmatorul: in timpul sintezei in amestecul reactant are loc coordinarea
la ionul de cupru(2+) a unei molecule de 4-feniltiosemicarbazond a aldehidei salicilice substituite, care
joacd rolul de ligand-O,N,S tridentat monodeprotonizat. Al patrulea loc coordinativ in sfera internd a
atomului central in particula complexi formati este ocupat de o moleculd de api. In rezultatul acestor
procese are loc formarea cationului complex S5-bromo- sau S5-nitrosaliciliden-4-feniltiosemicarba-
zonatoaquacupru(2+), sarcina pozitiva a ciruia este compensata de sarcina negativa a perclorat-ionului din
sfera exterioara.

Exemplu de obtinere a percloratului  de  5-bromosaliciliden-4-feniltiosemicarbazonato
(1-)aquacupru(Il)

Compusul I

Se amesteca 30 mL de solutie etanolica, care contine 10 mmol de 4-feniltiosemicarbazoni a aldehidei
5-bromosalicilice cu 10 mmol de Cu(ClO,),'6H,0, dizolvat in 20 ml de alcool. Amestecul reactant este
incilzit (50...55° C) si amestecat in permanentd cu ajutorul agitatorului magnetic timp de 45...50 min. La
racire din solutie se depun cristale mirunte de culoare verde, care sunt filtrate printr-un filtru de sticla,
spélate cu etanol, eter si uscate la aer. Compozitia substantei a fost stabilitd in baza rezultatelor analizei
elementelor.

Pentru compusul C4H3BrClICuN;O4S

Determinat, % : C - 31,48; H-2,29; Br - 14,84; C1 - 6,40; Cu - 11,75; N -7,71; S -6,84.

Calculat, % : C - 31,71, H - 2,47; Br - 15,07; C1 - 6,69; Cu - 11,98; N - 7,92; S - 6,95.

Dupd o metoda analogicd, folosind in calitate de substante initiale hexahidrat al percloratului de
cupru(2+) si 4-feniltiosemicarbazona aldehidei 5-nitrosalicilice, luate in raportul molar de 1:1, se
sintetizeazd compusul II. Compozitia complexului dat a fost stabilitd in baza rezultatelor analizei ele-
mentelor.

Pentru compusul Cy4H;3CICuN4OgS

Determinat, % : C —33,61; H—-2,49; Cl - 6,89; Cu—12,57; N-11,00; S - 6,21.

Calculat, % : C —33,88; H—-2,64; C1-7,14; Cu - 12,80; N - 11,29; S - 6,46.

Procedeul de obtinere a compusilor revendicati este simplu in executare, substantele initiale accesibile,
randamentul constituie 67% (I) si 61% (II) fatd de cel teoretic calculat. Complecsii sunt stabili in contact cu
aerul, solubili 1n apd si alcooli, bine solubili in dimetilformamidd si dimetilsulfoxid&, practic insolubili in
eter.

Cercetarea vizuald sub microscop a compusilor coordinativi I si II demonstreazd cd ei poseda
omogenitate fazicd. Din cauza dimensiunilor mici si absentei monocristalelor acestor complecsi, pentru
determinarea individualititii compozitiei §i structurii lor au fost utilizate urmétoarele metode de analizi a
elementelor: spectroscopia IR, magnetochimia §i termogravimetria.

fn baza determinirii conductibilititii electrice molare ale compusilor I i II in dimetilformamidi s-a
stabilit ca ei sunt electroliti binari [ee = 67 (I) si 74 (I) Q1 em? mol™, 20°C, Cy=0,001 mol/L].

Cercetarea magnetochimici la temperatura camerei (294 K) a compusilor revendicati a demonstrat ca
valorile obtinute ale momentelor lor magnetice efective sunt apropiate de valoarea de spin pentru un electron
necuplat [pee (I) = 1,845 per (II) = 2,01 m, B]. Faptul acesta ne permite sd presupunem, ca substantele
cercetate au structurd monomerica.

In scopul determindrii modului de coordinare a azometinelor la ionul de cupru(2+), a fost efectuati
analiza comparativd a spectrelor IR ale compusilor I si II, tiosemicarbazonatelor aldehidelor salicilice
substituite si ale analogilor lor structurali descrisi. S-a stabilit ¢ tiosemicarbazonatele aldehidelor 5-bromo-
si S-nitrosalicilice in compusii revendicati se comporti ca liganzii tridentati monodeprotonizati, coordindnd
la ionii centrali prin intermediul atomului de oxigen fenolic deprotonizat, azotului azometinic si sulfului,
formand metalocicluri din cinci si sase atomi. In favoarea acestui fapt vorbeste disparitia din spectrele IR
ale substantelor revendicate si ale analogilor structurali a benzii de absorbtie 6(OH), care in tiosemi-
carbazonatele libere se observi in domeniul 1250...1240 cm™. In compusii I si II i analogii lor structurali
banda de absorbtie v(C=N) se deplaseazi cu 25...15 cm” spre frecvente mai mici [in 4-feniltiosemi-
carbazonele initiale v(C=N) se observd in domeniul 1620...1610 cm]. In favoarea modului numit de
coordinare a 4-feniltiosemicarbazonelor aldehidelor salicilice substituite vorbeste si faptul aparitiei in
domeniul 530...405 cm™ a unui sir de benzi de absorbtie noi, care conform datelor luate din literaturd se
detecteazi ca v(Cu-N), v(Cu-0) si v(Cu-S). In afari de aceasta, in spectrele IR ale compusilor I si II sunt
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prezente benzile de absorbtie caracteristice moleculei de apd din sfera interioara [v(H,0)=3595...3585,
3(H,0)=1590...1585, 7(H,O)= 925...910 cm™'].

Analiza termicd a compusilor revendicati a demonstrat c¢i termoliza lor decurge in trepte: in intervalul
de temperaturi 160...170°C cu efect endotermic decurge procesul de deaquatare, iar la 370°C (I) si 320°C
(II) cu efect exotermic are loc distructia termooxidativa completd a compusilor revendicati.

Astfel, in baza rezultatelor analizei elementelor si cercetarilor fizico-chimice, a fost stabilitd compozitia
si structura compusilor coordinativi revendicati.

Esenta inventiei poate fi confirmatd de urmatoarele date experimentale.

Exemplu de utilizare a percloratului de 5-bromosaliciliden-4-feniltiosemi-carbazonato(1-)aquacupru(II)
(compusului I) si percloratului de S-nitrosaliciliden-4-feniltiosemicarbazonato(1-)aquacupru(Il) (compu-
sului II) in calitate de inhibitori ai activitatii enzimei 17B-HSD si proliferarii celulelor cancerului prostatei
[Inhibitia de tipul 1 17B-HSD (transformarea estronului (El) in estradiol (E2))]. Celulele de Human
Embryonic Kidney (HEK-293) transferate cu ADNC codare pentru tipul 1 178-HSD au fost dezmembrate
pentru a degaja enzima brutd ce a fost utilizatd ca sursd de enzime fard a fi mai apoi purificati. Aceastd
proba s-a efectuat in felul urmator: pentru inceput s-a preparat solutia initiald (solutia mama), ce contine
substratul radiomarcat [“C]-E; (0,1pM), NADH (1 mM) in solutie-tampon de fosfat (pH 7,4, 50 mM
KH,PO4, EDTA 1 mM, 20% glicerind). Pentru testare 890 uL de solutie initiald si 10 pL de solutie de
inhibitor, dizolvate in alcool etilic, s-au turnat intr-un tub. Reactia a inceput prin addugarea a 100 pL de
solutie de enzimd brutd obtinutd prin metoda descrisd mai sus. Durata de incubare a amestecului a fost de 1
hla 37°C, iar la sfarsitul reactiei s-a addugat un exces de E; si E, neradiomarcat. Steroizii au fost extrasi cu
eter dietilic, iar solventul a fost inldturat la presiune scizutd. Ramadsitele au fost dizolvate in CHyCly,
identificate pe o placa de silicagel (TLC, 20 X 20 cm X 0,2 cm, Kieselgel 60 F254) si spalate cu
CH,CI/EtOAc (9:1). E; mai putin polar si E, mai mult polar s-au identificat pe TLC ca doud randuri de
picaturi vizibile la lumina UV. Pentru detectarea si determinarea cantitdtii semnalelor radioactivitatii
atribuite pentru [“CJ-E; si [“*C]-E; s-a folosit detectorul atomilor marcati (Sunny Vale, CA). Procentajul
transformérii [“CJ-E; in [C]-E, s-a calculat astfel: % trans. = 100 x [“C]-E, (cpm) / ([“C]-E, (cpm) +
[**C]-E; (cpm). Prin urmare, procentajul inhibitiei = 100 x [(% trans. a controlului - % trans. a compusului)/
(% trans. controlului)].

Datele experimentale obtinute privind studierea proprietitilor anticanceroase ale percloratului de
5-bromosaliciliden-4-feniltiosemicarbazonato(1-)aquacupru(Il) (compusul I) si percloratului de S-nitro-
saliciliden-4-feniltiosemicarbazonato(1-)-aquacupru(Il) (compusul II) sunt prezentate in tab. 1. Conform
datelor din tabel se observd cd compusii revendicati inhiba activitatea enzimei 173-HSD Tipul 1 si
proliferea celulelor cancerului prostatei in limitele concentratiilor 107...107 mol/L. La concentratia de 107
M inhiba 100%, 10°M — 80...85%, iar la concentatia de 10"M — 33...48% din celulele cancerului prostatei.
Datele obtinute indicd (vezi tabelul) c¢d compusii revendicati, dupd activitatea antitumorald, depasesc de
1,1...1,6 ori caracteristicile cancerostatice ale cei mai apropiate solutii.

Tabel
Partea celulelor de enzima 173-HSD Tipul 1 inhibate, %

Concentratie, mol/L 10° 10° 10°
Compusul
4-Feniltiosemicarbazona aldehidei salicilice (cea mai apropiata 90 78 33
solutie)
Percloratul de 5-bromosaliciliden-4-feniltiosemicarbazonato(1-)- 100 80 33
aquacupru(Il) (compusul I)
Percloratul de 5-nitrosaliciliden-4-feniltiosemicarbazonato(1-)- 100 85 48
aquacupru(Il) (compusul II)

Proprietitile depistate ale S-bromosaliciliden-4-feniltiosemicarbazonato(1-)aqua-cupru(Il) si perclo-
ratului de 5-nitrosaliciliden-4-feniltiosemicarbazonato(1-)-aquacupru(Il) prezintd interes pentru medicind
din punct de vedere al extinderii arsenalului de inhibitori ai activitatii enzimei 173-HSD Tipul 1, care
stimuleaza proliferarea celulelor cancerului prostatei.
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(57) Revendiciri:

1. Perclorat de 5-R-saliciliden-4-feniltiosemicarbazonato(1-)-aquacupru(Il) cu formula generala :

NH__NH
=N T
.
R 0 OmH, Cl04
5 ,
unde R = Br, NO,,
2. Compusi coordinativi conform revendicirii 1, caracterizati prin aceea ¢i posedd proprietiti de
inhibitori ai activitatii enzimei 173-HSD (tipul 1), stimulator al proliferarii celulelor cancerului prostatei.
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