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SINTEZA 4-(2-PIRIDIL)TIOSEMICARBAZIDEI SI A UNOR
4-(2-PIRIDIL) TIOSEMICARBAZONE SI ACTIVITATEA ANTIPROLIFERATIVA
A CELULELOR LEUCEMICE HL-60

Tatiana CAPATINA, Aurelian GULEA, Alic BARBA

Catedra Chimie Anorganica

In the present work it was proposed a new method of synthesis of 4-(2-pyridyl) thiosemicarbazide and were synthesized
eight 4-(2-pyridyl) thiosemicarbazons by the known method. The identity and purity of organic obtained compounds
were demonstrated by chromatography, melting point, as well as by '°C and "H NMR spectra. The synthesized substances
were tested, studying the antiproliferative activity of HL-60 leukemia cells. The properties of compounds represent an
interest for medicine in terms of expanding of an arsenal of inhibitors in human leukemia HL-60 myeloid, thiosemicarbazone
manifest comparable activity with the one of such drugs as doxorubicin (Doxo) used in medicine for leukemia treatment.

Introducere

Tiosemicarbazonele aldehidelor si cetonelor contin in componenta lor un spectru larg de atomi donori si
formeaza cu ionii metalelor de tranzitie compusi coordinativi diferiti dupa compozitie si naturd. Multi din ei
poseda proprietati specifice, datoritd carora au gasit implementare in chimia analitica, in medicina si in vete-
rindrie. Unii dintre acesti compusi manifesta proprietati antimicrobiene, antifungice, anticancer etc.

Este cunoscuta metoda de obtinere a 4-(2-piridil)tiosemicarbazidei prin interactiunea 2-aminopiridinei cu
sulfura de carbon in mediu bazic la rece, urmatd de o incélzire usoard a amestecului reactant in prezenta
hidrazinei [1]. A fost studiatd tautomeria acestui compus [2], proprietatile antimicrobiene si antifungice [3],
de asemenea compusii coordinativi cu platina [4].

Pe baza 4-(2-piridil)tiosemicarbazidei au fost obtinute §i cercetate tiosemicarbazone cu proprietati anti-
malariale §i antibacteriene [5,6], inclusiv unii complecsi ai lor cu diferite metale [7-15], si anume: unii com-
pusi coordinativi cu Cr(IlI), Mn(II), Fe(Ill), Co(II), Ni(Il), Cu(Il), Zn(II), Cd(1l), Hg(II), Pd(II), ruteniu si
dioxouraniu [8-11]. Au fost cercetate proprietatile antioxidative si antibacteriene ale compusilor coordinativi
ai tiosemicarbazidei cu Mn(II), Co(II), Zn(II), Fe(III) si U(VI) [12], antifungice Pd(II) [13], antibacteriene si
citotoxice Pt(IV) [14], antimicrobiene si antifungice Cr(I1I), Mn(II), Co(II), Ni(II), Cu(II) si Cd(II) [15]. Compusii
cu structuri analoage contra leucemiei nu au fost cercetati.

Scopul acestei lucrari consta in elaborarea unei noi cai de sintezd a 4-(2-piridil)tiosemicarbazidei si in
obtinerea de 4-(2-piridil)tiosemicarbazone pentru cercetari biologice (anticancer).

I. Partea experimentala

I.1. Reactivi si metode de cercetare

Toti reactivii si solventii utilizati au fost de puritate analitica, procurati de la firma ,,Aldrich”. Spectro-
scopia Rezonantei Magnetice Nucleare (RMN) 'H si "°C a fost efectuati la temperatura camerei utilizand
spectrometrul Bruker DRX-400. Toate datele ('H, °C) sunt prezentate in ppm fata de SiMe,. in calitate de
solvent a fost utilizat DM SO-dg

L.2. Metodica de cercetare a activititii antiproliferative a celulelor leucemice HL-60

Celulele leucemiei umane mieloide HL-60 obtinute din Colectia Culturilor Tip American (American Type
Culture Collection, Rockville, MD) au fost cultivate in forma de suspensie in mediul RPMI-1640, supli-
mentat cu 10% (V/V) ser embrionic de bovine, 2 mM de L-glutamind, 100 IU penicilina/ml si 100 pg de
streptomicind/ml si incubate in atmosferd umeda de 95% aer / 5% CO, la 37°C. Celulele au fost amestecate
de 2-3 ori pe parcursul saptdmanii, pentru a le pastra in fazd omogena. Dupa aceasta, celulele au fost plasate
in vase Falcon din plastic pentru culturi cu 24 de compartimente (2 cm”/celuld) la densitatea initiald de 1-10°
celule/ml/compartiment si tratate cu solutii de diferitd concentratie ale compusului in apa sterila. Fiecare pro-
cedura de tratare cu aceeasi concentratie a fost efectuata in cate trei compartimente.

1.3. Metode de sinteza

Tiosemicarbazida si derivatii ei au fost obtinuti dupa urmatoarea schema:
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Sinteza 4-(2-piridin)tiosemicarbazonelor a fost efectuatd in conformitate cu prevederile generale. Timpul
de reactie depinde de reactivitatea compusilor carbonilici (Tab.1).

Sinteza 1, I-dimetil-3-(piridin-2-il)tioureei (1). Amestecul format din 8,27 g (0,088 mol) 2-aminopiridina,
21,2 g (0,088 mol) disulfura de tetrametiltiuram (DTMT) si 30 ml dimetilformamida se incilzeste pe baia de
apa (95°C) timp de 4 ore (DTMT in trei rate, cate ~ 7 g). Solventul din amestecul reactant se distileaza la
presiune redusa, iar produsul ramas se trateaza cu solutie de acid clorhidric 2 M pana la pH=4. Sulful insolubil
se filtreaza, solutia se neutralizeaza cu hidroxid de sodiu pana la pH=8, apoi sedimentul se filtreaza. Se obtin
12,3 g (88%) dimetiltiouree, p.t.=110-113°C (din etanol).

Sinteza 4-(2-piridil)tiosemicarbazidei (2). Amestecul format din 2,7 g (0,015 mol) 1,1-dimetil-3-(piridin-
2-il)tiouree (1), 0,9 g (0,018 mol) hidrat de hidrazina si 20 ml benzen se refluxeaza 2 ore. Sfarsitul reactiei se
determind cromatografic (silufol, eluent: benzen: acetat de etil, 1:1) dupa consumul de tiouree (1) in mediul
reactant. Produsul de reactie, fiind rau solubil in benzen, se cristalizeazd in timpul reactiei si dupa racirea
amestecului se filtreaza. Se obtin 2 g (74%) tiosemicarbazida (2), p.t.= 214-215°C (din etanol).

Sinteza 4-(2-piridil)tiosemicarbazonelor (3a-h). La solutia de 0,002 mol de 4-(2-piridil)tiosemicarbazida (2),
dizolvatd intr-o cantitate minimald de etanol, se adaugd 0,0022 mol compus carbonilic si amestecul se
incélzeste la temperatura de 70-80°C. Sfarsitul reactiei se determind cromatografic (silufol, eluent benzen-
acetat de etil, 1:1) in raport cu consumul de tiosemicarbazida (2). Caracteristica tiosemicarbazonelor (3a-h) si
timpul reactiei sunt indicate in Tabelul 1. Structura lor este confirmati prin spectre 'H si >C- RMN.

N

Tabelul 1
Caracteristica 4-(2-piridil)tiosemicarbazonelor
Nr. crt. Compusul Timpul de reactie p-t., °C n,%
\ S
1 ‘ I 4h 110-113 88
_——NH—C—N(CH,)
N
\ s
2 ‘ [ 2h 214-215 74
_A——NH—C—NH—NH,
. HO,
3a _> 50 min. 181-184 60
HO, OH
3b \ / 45 min. 191-193 82
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Tabel 1 (continuare)

HO.
3¢ S />0H 45 min. 222225 85
HO
3d @ 45 min. 185-187 72
[¢]
H
3e \ ) 50 min. 220-221 67
OH
3f < \> 45 min. 188-190 58
OCH,
3g o I'h 220-221 55
HsCO
3h @ 50 min. 208-209 76
OH

I.5. Cercetiri RMN 'Hsi °C

1,1-dimetil-3-(piridin-2-il)tioureea (1). Spectrul 'H RMN (DMSO-dy): 9,48 (s, 1H, NH); 8,29; 7,69; 7,03
(m, 3H, piridina); 2,97; 2,51 (s, 2H, 3H, CH3;). Spectrul BC RMN (DMSO-dy): 181,52 (C=S); 154; 147,76;
137,10; 119,21; 118,36 (piridina); 41,45 (2 CHj3).

4-(2-piridiltiosemicarbazida (2). Spectrul 'H RMN (DMSO-de): 12,60 (1H, NH); 10,58 (1H, NH); 5,25
(2H, NH,); 9,54; 8,30; 7,76; 7,22; 7,11 (piridina). Spectrul BC RMN (DMSO-dy): 176,81 (C=S); 154,57,
146,06; 118,25; 112,78 (piridina).

N-(piridin-2-il)tiosemicarbazona 2-hidroxibenzenului (3a). Specrul 'H RMN (DMSO-dg): 12,55 (1H, NH);
10,21 (1H, NH); 8,82; 8,16; 8,14; 7,78 (4H piridina); 7,14; 7,12; 7,56; 7,44 (4H, benzol); 12,41 (1H, OH).
Spectrul *C RMN (DMSO-dq): 176,57 (C=S); 151,84; 150,24; 145,78; 136,71; 135,22 (piridina); 145,13
(N=CH); 158,87 (C-NH); 117.88; 117.85; 124.41 si 124.58 (benzol); 160,78 (C-O).

N-(piridin-2-il)tiosemicarbazona 2,2(2,4; 2,5)-dihidroxibenzenului (3b-d). Specrul 'H RMN (DMSO-dy):
12,61 (1H, NH); 10,58 (1H, NH); 8,64; 8,33; 8,24; 7,77 (4H piridina); 7,19; 7,17; 7,15 (3H, benzol); 10,06;
9,53 (2H, OH). Spectrul *C RMN (DMSO-dg): 177,03 (C=S); 151,84; 150,24; 145,78; 136,71; 135,22 (piridina);
146,22 (N=CH); 159,04 (C-NH); 118,66; 117,96; 113,21; 112,73, 108,61; 108,25 (benzol); 161,51; 160,78 (C-O).

2-(4-metoxibenziliden)-N-(piridin-2-il)tiosemicarbazona (3e). Specrul 'H RMN (DMSO-de): 12,63 (1H, NH);
10,60 (1H, NH); 8,41; 7,95; 7,89; 7,77 (4H piridina); 7,38; 7,16; 7,14; 6,96 (4H, benzol); 2,89; 2,73; 2,51
(3H, CH3). Spectrul *C RMN (DMSO-de): 176,99 (C=S); 154,08; 152,35; 143,09; 139,37; 132,06 (piridina);
146,04 (N=CH); 122,85; 121,65; 120,79; 118,03; 112,79; 111,44 (benzol); 162,76 (C-O).

2-(3-oxoindolin-2-iliden)-N-(piridin-2-i))tiosemicarbazona (3f-g). Specrul 'H RMN (DMSO-dq): 12,59
(1H, NH); 10,57 (1H, NH); 8,85; 8,83; 8,29; 8,21 (4H piridina); 7,14; 7,09; 7,02; 7,00 (4H, benzol); 9,52
(1H, NH). Spectrul °C RMN (DMSO-dq): 176,84 (C=S); 154,14; 148,48; 146,09; 139,30; 137,78 (piridina);
119,96; 117,95; 114,51; 112,72 (benzol).

N-(piridin-2-i)tiosemicarbazona 3-hidroxibenzenului (3h). Specrul '"H RMN (DMSO-d): 12,25 (1H,
NH); 10,11 (1H, NH); 8,82; 8,16; 8,12; 7,78 (4H piridina); 7,14; 7,10, 7,76; 7,14 (4H, benzol); 13,41 (1H,
OH). Spectrul *C RMN (DMSO-dq): 176,57 (C=S); 151,84; 150,24; 145,78; 136,71; 135,22 (piridina); 145,13
(N=CH); 158,87 (C-NH); 117,88; 117,85; 124,41 si 124,58 (benzol); 160,48 (C-0O).
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Rezultate si discutii

Tiosemicarbazidele si produsii lor de condensare, tiosemicarbazonele, poseda o activitate biologica spo-
rita, fapt pentru care sunt pe larg utilizate in practica medicinala. O atentie deosebitd actualmente se acorda
studiului proprietatilor tiosemicarbazonelor si al reactiilor ionilor unor metale cu acesti liganzi biologic
activi.

Cercetarile proprietatilor proliferative ale tiosemicarbazidei si tiosemicarbazonelor sintetizate au fost efectuate
in Centrul Oncologic din orasul Laval (Canada). Datele obtinute sunt prezentate in Tabelul 2.

Tabelul 2

Partea celulelor de inhibare a leucemiei umane mieloide HL-60

Nr. crt. 10” (mol/l), % 10°° (mol/l), %

1 0 0

86,1 93,2
3a 0 0
3b 0 0
3¢ 0 0
3d 100,0 0
3¢ 0 0

3f 78,9 91,6
3g 97,3 0
3h 0 0

Tiosemicarbazonele obtinute n baza 4-(2-piridil)tiosemicarbazidei substituite (3a-c, 3e si 3h ) nu manifesta
proprietati cancerostatice, iar compusii sintetizati 3d, 3f si 3g substituiti inhiba. Datele din Tabelul 2 denota
ca asupra activitatii anticancer a compusilor studiati influenteazi natura compusului carbonilic. Cea mai
inalta activitate au manifestat compusii obtinuti in baza 3-metoxi-4-hidroxibenzaldehidei, iar cea mai mica
activitate — compusii in baza 2-metoxi-4-hidroxibenzaldehidei. Astfel, pozitia grupei metoxi influenteaza
asupra activitdtii anticancer. Daca fragmentul de hidroxibenzelidenic contine OCH; in pozitia 2, atunci acest
produs inhiba 97,3% de celule la concentratia 10° mol/l. Dacd grupa OCHj; se afld in pozitia 3, atunci
compusul manifesi activitate anticancer atit la concentratia de 107 (78,9%), ct si la cea de 10° M (91,6%).

4-(2-piridil)tiosemicarbazida (2) inhiba cresterea celulelor canceroase i manifesta activitate anticancer la
ambele concentratii studiate, partea celulelor inhibate fiind de 86,1% si 93,2%, respectiv.

1,1-dimetil-3-(piridin-2-il)tioureea (1) nu manifesta activitate anticancer la nici o concentratie.

100
50

m 10-5 (mol/l)

0 = 10-6 (mol/l)

Proprietatile depistate ale compusilor sintetizati prezinta interes pentru medicina din punctul de vedere al
extinderii arsenalului de inhibitori ai leucemiei mieloide umane HL-60. Tiosemicarbazonele manifesta o
activitate comparabild cu activitatea unor medicamente farmateutice, precum doxorubicina (Doxo) utilizata
in medicind pentru tratarea leucemiei.
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Concluzii

In lucrare a fost sintetizata 4-(2-piridil)tiosemicarbazida printr-o metoda noud, precum si 8 tiosemicar-
bazone. Puritatea compusilor organici obtinuti a fost demonstratd prin cromatografie, punct de topire, precum si
prin spectrele RMN 'H si C.

4-(2-piridil)tiosemicarbazida inhiba cresterea celulelor canceroase si manifestd activitate anticancer la
concentratiile de 10” mol/l si de 10°mol/l — de 86,1% si de 93,2%, respectiv.

1,1-dimetil-3-(piridin-2-il)tioureea nu manifestd activitate anticancer la nici o concentratie.

Asupra activitdtii anticancer a compusilor studiati, care manifesta activitate anticancer, influenteaza natura
compusului carbonilic. Cea mai nalta activitate au manifestat compusii obtinuti in baza 3-metoxi-4-hidroxi-
benzaldehidei.
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