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In articol sunt descrise metodele de sinteza a sase compusi organici, dintre care trei nu sunt cunoscuti in literatura de
specialitate. Structura compusilor a fost determinati cu ajutorul spectroscopiei: RMN *H,*C si IR. A fost studiata activitatea
anticancer pe celule HeLa (cancer cervical), unde compusul N-[4-({2-[1-(piridin-2-il)etiliden]hidrazincarbotioil}amino)
fenil]acet-amida a prezentat cea mai mare pondere de inhibitie (84%) la concentratia de 100 uM/L.

Cuvinte-cheie: tiosemicarbazone, HelLa, activitate anticancer.

SYNTHESIS OF SOME THIOSEMICARBAZONES IN THE BASE OF

N-{4-[(HYDRAZINECARBOTHIOYL)AMINO]PHENYL}ACETAMIDE

In this paper are described methods of synthesis of six organic compounds, were three of then are unknown. The structure
of the compounds was determined by NMR spectroscopy *H, *C and IR spectra. Anticancer activity was studied using
cervical cancer cells HeLa, where the compound N-[4-({2-[1-(pyridine-2-yl)ethylidene]hidrazincarbotioil}amino)phenyl]
acetamide showed the highest inhibition, about 84% at concentration of 100 pM/L.

Keywords: thiosemicarbazone, HeLa, anticancer activity.

Introducere

In ultimul timp o atentie sporita se acorda arilizotioceanatilor, tioureelor bisubstituite, tiosemicarbazidelor si
tiosemicarbazonelor [1-3], precum si compusilor heterociclici cu grupe tioamidice. La unii dintre acesti compusi a
fost depistat un spectru larg de activitati biologice [4-6]. O atentie deosebitd se acorda tiosemicarbazonelor,
care manifesta o gama variata de activitati biologice, cum ar fi: antimicrobiene, antifungice [7], antimalarice
si antibacteriene [8,9], antivirale si antitumorale [10].

Unii derivati ai acetanilidei sunt cunoscuti ca medicamente cu proprietati analgezice, antiinflamatorii si
antipiretice [11]:
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Compusul cu un fragment structural comun tioacetazonul, cu continut de sulf, se utilizeaza in medicina la
combaterea turbeculozei. S-a constatat ca introducerea grupei tioamidice (-NH-CS-) in unii compusi organici
conduce la noi activitati biologice si largeste domeniul de utilizare [12-16].

Scopul acestei lucrari constd in modificarea grupei amine in N-(4-aminofenil)acetamida pentru a obtine noi
derivati cu grupe tioamidice in diferite forme structurale, dar cu pastrarea fragmentului CH3CONH-CgH;-,
pentru a elucida dependenta activitatii biologice de structura compusului.

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”. Spectrele de
Rezonantd Magnetica Nucleara (RMN) 'H si °C au fost inregistrate la temperatura camerei utilizand spectro-
metrul Bruker DRX-400. Spectrele IR au fost inregistrate la spectrometrul Bruker ALPHA, 4000-400 cm'™.
Deplasarile chimice sunt masurate in ppm fati de tetrametilsilan (TMS). In calitate de solvent a fost utilizat
DMSO-ds.
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1.2. Metode de sinteza
N-{4-[(Dimetilcarbamotioil)amino]fenil}acetamida (1) si derivatii ei au fost obtinuti dupa urmatoarea
schema:

. Ve
| —"" ) ></ NH NH O:<

/N CcH

NH@—NH N=— < o:< 5 2

O:< R

CHs |

-
4(R=H, X=N): 5(R= CH3,X=N); 6(R=H, X=COH)

Amestecul alcatuit din 3.0 g (20 mmol) N-(4-aminofenil)acetamida, 2.4 g (10 mmol) disulfura de tetra-
metiltiuram (DTMT) si 5 mL de dimetilformamida (DMF) se incalzeste timp de o ord la temperatura de 100°C,
apoi se distileaza solventul la presiune redusa. Restul organic se refluxeaza 5 minute cu 25 mL de benzen, apoi
se raceste la temperatura de 25°C. Sulful raméne in solutie, iar solidul se recristalizeaza din butanol. Se obtin:
4.40 g (93%), R¢= 0.55 (benzen-izopropanol 3:1), p.t. = 185-186°C, cristale aceforme incolore, corespunde
cu datele din literatura [17].

IR (Vmax, CM™): v(C=S) 1335.8; v(C=0) 1671.0; v(NH) 3256.1. RMN (DMSO-d¢) & (ppm) *H, 400 MHz:
2.03, s, 3H(CH;CO); 3.26, s, 6H{(CH3),N}; 7.16; 7.18; 7.47;7.49, m, 4H (H-Aril); 8.93, s, 1H {HNC(S)};
9.91, s, 1H {HNC(O)}. RMN (DMSO-dg) & (ppm) °C 100 MHz: 24.4, (CH;CO); 41.2, {N(CH,),}; 119.0;
126.9; 136.5; 136.6 (fenil); 168.5, (C=0); 181.8, (C=S).

N-(4-1zotiocianatofenil)acetamida (2)

a) Amestecul cu un continut de 0.71 g (3 mmol) N-{4-[(dimetilcarbamotioil)amino]fenil}-acetamida (1),
10 mL dioxan si 0.14 g (3.8 mmol) clorurda de hidrogen se incalzeste intr-o fiola inchisa timp de o ora la
temperatura de [ 100°C. In fiold se observa depunerea clorhidratului de N-metilmetanamina insolubil in
dioxan. Dupa racire, fiola se deschide, se decanteaza solutia, precipitatul se spald cu dioxan fierbinte, apoi din
solutiile unite se distileaza solventul. Se obtin: 0.52 g (90 %) produs 2, care se recristalizeaza din etilacetat;
p.t.=193-195°C, cristale aceforme de culoare albd matd; corespunde cu datele din literatura [17].

b) Amestecul cu un continut de 0.71 g (3 mmol) N-{4-[(dimetilcarbamotioil)-amino]fenil } acetamida (1),
0.31 g (3 mmol) anhidrida acetica si 3 mL dioxan se incilzeste timp de o ora la temperatura de | 100°C. in
continuare se distileaza o parte din dioxan, iar restul se dilueaza cu apa si se raceste. Precipitatul se filtreaza si
se recristalizeaza din etilacetat. Se obtin: 0.55 g (95%), R¢ = 0.36 (benzen-etilacetat 1:2), p.t. = 193-195°C, cristale
aceforme de culoare alba mata.

IR(Mmax, €M™): V(NCS) 2082.7; v(C=0) 1663.4; v(NH) 3116.5, 3185.1, 3249.2, 3295.3; RMN (DMSO-d;)
o (ppm) *H, 400 MHz : 2.05, s, 3H(CH5CO); 7.35; 7.37; 7.62; 7.65, m, 4H (H-Axril); 10.17, s, 1H {HNC(O)};
RMN (DMSO-dg) d (ppm) **C 100 MHz: 24.5, (CH,CO); 120.1; 124.5; 126.9; 132.9, (fenil); 169.1, (C=0).

N-{4-[(Hidrazinilcarbonotioil)amino]fenil}acetamida (3)

a) Amestecul cu un continut de 0.95 g (4 mmol) N-{4-[(dimetilcarbamotioil)amino]fenil}-acetamida (1),
0.60 g (12 mmol) hidrat de hidrazind si 5 mL de dioxan se incalzeste la temperatura de 90-95°C timp de doud
ore, apoi se raceste la temperatura camerei. In continuare se dilueaza cu 5 mL de eter dietilic si se lasd peste
noapte in frigider. Produsul solid se filtreaza si se recristalizeaza din etanol. Se obtin: 0.77 g (86%), R~=0.65
(etilacetat), p.t.=195-196°C, cristale aceforme de culoare galben pal; corespunde cu datele din literatura [17].

b) In amestecul format din 0.25 g (5 mmol) hidrat de hidrazini si 3 mL benzen se picur, sub agitare, 0.96 g
(5 mmol) N-(4-izotiocianatofenil)acetamida (2) dizolvata in 10 mL de benzen si Se mentine la tempertura
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de 20-25°C, timp de o ord. Sedimentul se filtreaza si se recristalizeazd din etanol. Se obtin: 1.06 g (95 %),
p.t.= 195-196°C, cristale aceforme de culoare galbeni pal, R;= 0.65 (etilacetat). IR( vmax, cm™): v(C=S) 1320.3;
v(C=0) 1655.3; v(NH) 3201.1, 3245.5; v(NH,) 1618.6;

RMN (DMSO-dg) 6 (ppm) ‘H, 400 MHz: 2.03, s, 3H(CH;CO); 4.75, s, 2H (NH,); 7.48, s, 4H (fenil);
9.05, s, 1H {HNC(S)}; 9.91, s, 1H {HNC(0)}; RMN (DMSO-ds)  (ppm) °C 100 MHz: 24.4, (CH;CO);
119.2; 124.7; 124.8; 134.8, (fenil); 168.6, (C=0); 179.9, (C=S).

N-[4-({[2-(Piridin-2-ilmetilidene)hidrazinil]carbonotioil}amino)fenil]acetamida (4)

Amestecul format din 0.45 g (2 mmol) N-{4-[(hidrazinilcarbonotioil)amino]fenil }acetamida (3), 0.22 g
(2.1 mmol) piridin-2-carbaldehida, 2 mL etanol si trei picaturi de acid acetic glacial se refluxeaza timp de o ora,
apoi se raceste. Cristalele cazute se filtreaza si se recristalizeaza din etanol. Se obtin: 0.53 g (84 %), R¢=0.35
(etilacetat-benzen 2:1), p.t. = 219-220°C, cristale aceforme incolore. IR(¥pax cm™): v(C=S) 1370.6; v(C=0)
1660.1; v(NH) 3296.8; v (C=N) 1584.2; RMN (DMSO-d¢) & (ppm) *H, 400 MHz: 2.06, s, 3H(CH5CO); 7.39;
7.39; 7.40; 7.41 m, 4H (fenil); 8.42; 8.44; 8.57; 8.59, m, 4H (piridin); 10.01, s, 1H {HNC(S)}; 10.22, s, 1H
{HNC(0)}; 12.00, s, 1H (NH-N=); RMN (DMSO-dg) & (ppm) *C 100 MHz: 24.4, (CH,CO); 119.1; 124.6;
134.3; 137.3; 149.8; 150.1, (fenil); 121.1; 127.0; 136.9; 143.3; 153.6, (piridin); 126.2 (azometinic); 168.7,
(C=0); 177.0, (C=S).

N-{4-[({2-[1-(Piridin-2-il)etilidene]hidrazinil}carbonotioil)amino]fenil}acetamida (5)

a) Amestecul format din 0.45 g (2 mmol) N-{4-[(hidrazinilcarbonotioil)amino]fenil}-acetamida (3), 0.25 g
(2.1 mmol) 1-(piridin-2-il)etanond, 2 mL etanol si trei picaturi de acid acetic glacial se refluxeaza timp de 5 ore,
apoi se raceste. Cristalele cazute se filtreaza si se recristalizeaza din etanol. Se obtin: 0.56 g (86%),
p.t. = 188-190°C, cristale aceforme de culoare galbena pal.

b) Amestecul format din 0.96 g (5 mmol) N-(4-izotiocianatofenil)acetamida (2), 0.68 g (5 mmol) 2-[1-hidra-
zinilidenetilpiridina si 15 mL de THF se agita la temperature de 50°C, timp de 2 ore. Se distileaza solventul,
apoi solidul se recristalizeaza din etanol. Se obtin: 1.50 g (92%), R¢=0.5 (etilacetat-benzen 2:1), p.t. = 188-190°C,
cristale aceforme de culoare galbend pal. IR(Vmax €M™): v (C=S) 1361.4; v(C=0) 1660.9; v(NH) 3270.3;
v(C=N) 1579.3; RMN (DMSO-ds) & (ppm) *H, 400 MHz: 2.05, s, 3H(CH5CO); 2.51, s, 3H (CH;C=N); 7.41;
7.42; 7.56; 7.58, m, 4H (fenil); 8.52; 8.54; 8.59; 8.60, m, 4H (piridin); 10.00, s, 1H {HNC(S)}; 10.14, s, 1H
{HNC(0)}; 10.60, s, 1H (NH-N=); RMN (DMSO-dg) ¢ (ppm) “C 100 MHz: 12.9, (CH;C=N); 24.4,
(CH3CO); 119.1; 126.1; 132.6; 134.5; 137.4; 144.8 (fenil); 148.9,(azometinic) 121.7; 127.1; 136.9; 149.5;
154.9, (piridin); 168.7, (C=0); 177.8, (C=S).

N-[4-({[2-(2-Hidroxibenziliden)hidrazinil]carbonotioil}amino)fenil]acetamida (6)

a) Amestecul format din 0.45 g (2 mmol) N-{4-[(hidrazinilcarbonotioil)amino]fenil}-acetamida (3), 0.26 g
(2.1 mmol) 2-hidroxibenzaldehida si 2 mL etanol se refluxeaza timp de 2 ore, apoi se raceste. Produsul cristalin
se filtreaza si se recristalizeaza din etanol. Se obtin: 0.53 g (81%), p.t. = 208-210°C, cristale aceforme de
culoare alba mata.

b) Amestecul format din 0.96 g (5 mmol) N-(4-izotiocianatofenil)acetamida (2), 0.68 g (5 mmol) 2-[hidra-
zinilidenmetil]fenol si 15 mL etilacetat se agitd la temperatura de 60-65°C timp de 1,5 ore. Se distileaza
solventul, apoi solidul se recristalizeaza din etanol. Se obtin: 1.48 g (90%), R¢= 0.85 (izopropanol-metanol 2:1);
p.t.= 208-210°C, cristale aceforme de culoare albd mati. IR(Vmax, CM™): v(C=S) 1370.6; v(C=0) 1649.1;
v(NH) 3125.2; v(C=N) 1599.7; v(OH),s 3234.7; RMN (DMSO-ds) é (ppm) *H, 400 MHz: 2.05, s, 3H(CH5CO);
6.81; 6.83; 7.21; 7.22 m, 4H (fenil); 7.41; 7.44; 7.53; 7.55 m, 4H (hidroxifinil); 8.47, s, 1H (OH); 9.98, s, 1H
{HNC(S)}; 10.04, s, 1H {HNC(O)}; 11.70, s, 1H (NH-N=); RMN (DMSO-dg) 4 (ppm) **C 100 MHz: 24.4,
(CH;CO); 116.5; 119.1; 120.7; 127.5; 131.8; 137.0, (fenil); 126.2 (azometinic); 119.7; 134.6; 140.5; 140.5;
140.5; 157.0, (hidroxifinil); 168.8, (C=0); 176.3, (C=S).

1.3. Metoda de cercetare a activitatii antiproliferative

Celule de cancer cervical HelLa, de cancer muscular RD si celule ,,normale” MDCK au fost cultivate in
forma de monostraturi iIn mediul DMEM cu continut inalt de glucoza, L-glutamind, suplimentat cu (V 7.5%)
0.2 %vlv, solutie tampon HEPES (acidul N-2-hidroxietilpiperazin-N’-2-etansulfonic) 20 mM, antibiotic:
penicilind-streptomicina (concentratia finala de 100 U/mL penicilina si 100 ug/mL sulfat de streptomicind) si
suplimentat cu ser fetal bovin 10%v/v in conditii de culturd (2% CO,, in atmosfera de 78% umiditate si
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temperatura de 37°C). Celulele au fost tratate cu acidul tripsin etilendiaminotetraacetic (tripsina-EDTA) 0.05%
si numarate sub un microscop inversat (OLYMPUS). Testul de proliferare celulara a fost realizat folosind
resazurin (sarea de sodiu 7-hidroxi-3H-fenoxazin-3-ona-10-oxid), care permite masurarea numarului de celule
viabile [18]. Celulele de cancer pancreatic BXPC-3 au fost cultivate in mediu RPMI 1640. 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 si au fost incubati timp de 24 de ore. Apoi la fiecare
proba se adauga 20 uL 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 permit identificarea substantelor care inhiba proliferarea celulelor canceroase fata de
urmatoarele linii: HeLa (cancer cervical); BXPC-3 (cancer pancreatic); RD (cancer muscular). Pentru a evalua
citotoxicitatea substantelor, am folosit linia de celule ,,normale” MDCK (celule epiteliale renale de caine).

Rezultate si discutii

Compusul N-{4-[(dimetilcarbamotiol)amino]fenil}acetamida (1) este cunoscut [17]. Acesta a fost obtinut
la incalzirea N-(4-aminofenil)acetamidei in dimetilformamida (DMF) cu disulfura de tetrametiltiuram (DTMT),
conform reactiei:

s CHs
B ?H?’ DMF >—N/
NH‘@&NH2 + H3C\ )j\ S N\ NH NH \CH3
o :< N s \[( CHs -S O:<
| -H,S
CHs CHs s CHa
1

Produsii de reactie se trateaza cu acid clorhidric concentrat, in care se dizolva acetamida 1, iar sulful se
izoleaza prin filtrare; la neutralizarea solutiei se obtine acetamida 1 (87%). in solutia apoasi a fost depistat
H,N-CsH,-NHCSN(CHj3), (3-(4-aminophenyl)-1,1-dimethylthiourea).

Pentru perfectionarea metodei am exclus utilizarea acidului clorhidric concentrat care favorizeaza partial
hidroliza pe grupa CH;CONH-. Purificarea acetamidei 1 de sulf este mai eficienta daca la sfarsitul reactiei se
aplica distilarea solventului si extragerea sulfului din amestec cu benzene; randamentul constituie 93%.

Majoritatea 1,1-dimetil-3-ariltioureelor [12] la refluxare in xilen timp de 8 ore formeaza arilizotioceanati
cu randamente de 70-95%. Reactia este reversibila si necesita eliminarea dimetilaminei din masa de reactie.
S-a constatat ca in conditii similare acetamida 1 nu reactioneaza, probabil, din cauza legaturilor de hidrogen
mai puternice Intre substrat si dimetilamina. Folosirea unor reactanti cu caracter acid (clorurd de hidrogen,
anhidrida aceticd, clorura de acetil) capabili sa capteze dimetilamina permite efectuarea procesului in benzen
la reflux. La trecerea unui curent de clorura de hidrogen prin solutia de 1,1-dimetil-3-feniltiouree [14] timp de o
ora randamentul fenilizotioceanatului atinge 94%. In cazul acetamidei 1, formarea N-(4-izotiocianatofenil)
acetamidei (2) decurge timp de 8 ore [17]. Pentru utilizarea mai eficientd a clorurii de hidrogen am efectuat
aceasta reactie In dioxan intr-o fiola inchisa, cu o cantitate suficientd de HCI. Dupa 3 ore de Incalzire acetamida 2
a fost izolatd cu un randament de 90%.

Este cunoscut faptul ca la incalzirea 1,1-dimetil-3-ariltioureelor cu hidrat de hidrazina se formeaza N-
arilhidrazincarbotioamide [13]. Cele mai bune rezultate se obtin la efectuarea sintezei in benzen sau toluen
la reflux (timp de 1-2 ore) la un raport molar al reagentilor de 1:1.0-1.2; se mentioneaza ca acetamida 1 in
conditi similare nu reactioneaza cu hidratul de hidrazina.

Cercetarile au demostrat ca sinteza poate fi efectuatd in dioxan la un raport molar al reagentilor 1:4;
randamentul N-{4-[(hidrazinilcarbonatioil)amino]fenil}acetamidei (3) atinge 86%.

Concluzii

1) Au fost sintetizati sase compusi organici:
N-{4-[(dimetilcarbamotioil)amino]fenil}acetamida (1);
N-(4-izotiocianatofenil)acetamida (2);
N-{4-[(hidrazinilcarbonotioil)amino]fenil}acetamida (3);
N-[4-({[2-(piridin-2-ilmetilidene)hidrazinil]carbonotioil}amino)fenil]acetamida (4);
N-{4-[({2-[1-(piridin-2-il)etilidene]hidrazinil}carbonotioil)amino]fenil}acetamida (5);
N-[4-({[2-(2-hidroxibenziliden)hidrazinil]carbonotioil}amino)fenil]acetamida (6),
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Proprietitile antiproliferative ale substantelor 1,3,4,5 asupra celulelor HeLa, MDCK, BxPc-3, RD

Tabel

Mr HeLa MDCK BxPc-3 RD
Codul Formula i uM/L | Inh. IC5(uM)+£ | Inh. ICso(uM)+| Inh. ICss(uM)= | Inh. ICso(uM)£
/ | 50 50 50 50
g/mo @) | SP s @) P so | () |SP| s | () |SP| sp
&OH 100 | 911 | 53 | 2,76+1,7 | 61,9 |56 | 1,48+04 | 77,3 [1,2| 399407 | 77,4 | 6,4 | 1,3140,8
o]
boxo| "o o on o " cigs | 10| 58365 814 |16 62,4 | 5,6 63,9 | 6,9
O‘O‘ 2 ' 1 | 406 | 45 61,6 | 1,4 471 | 6,9 46,4 | 1,6
I T 7 on\on 01 |176 ] 6.2 26 |16 -12,8 13,0 342 | 2,0
. 100 | 55 | 94 - 148 83| -— 144 (34 =
/
\>—N 10 |49 61 133 | 3,6 58 |05 - 24 |65
1 NH@—NH \ 237
O:< 1 |05 47 224191 29 |08 7,0 |91
01 203 | 6,5 49 |50 18 |40
100 | 156 | 5,2 - 337 10| -— 284 (34| —
S N—
|\ SV - 10 | 45 | 27 11,178 11773 — 91 |01
2 /T
NH NH N\ / 313
o% 1 |49 43 47 |29 13 |94 11,8 [ 06
01 | 84| 11 32 |22 4,0 |51 57 (18
100 | 76 | 05 - 04 32| - 89 (01| ~—
s\ NH,
M 10 | 55| 75 04 |48 100 | 44| — 80 |48
3 NH@NH 224
o0— 1 | 116 2.2 14,4 | 0,1 139121 45 |07
01 |140] 57 24 |22 128172 12,5 [ 16
100 | 840 | 6,2 | 33,6241,2 | 93,7 | 6,5 17,92+0,6 103,8 | 0,0 | 11,57+0,9
S N—
o~ . 10 | 144 | 83 293 | 7,3 47 |53 - 27,4 | 9,6
4 327
O_{'H@*N” _ 1 |-167| 67 124 13 14 |53 -17,0 |10,2
01 |[-144]118 99 |89 81 (32 16 |40
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1) Derivatii 4, 5, 6 sintetizati sunt substante originale, sinteza acestora nefiind raportata in literatura de
specialitate.

2) Structura compusilor 1-6 a fost confirmata cu ajutorul spectroscopiei RMN *H,*C si IR.

3) Toti compusii au fost cercetati in vitro fata de diferite linii celulare: HeLa (cancer cervical), BxPc-3
(cancer pancreatic) si RD (cancer muscular). De asemenea, a fost evaluata si citotoxicitatea fata de o linie
celulara MDCK (celule epiteliale renale de caine), cu utilizarea metodici colorimetrice.

4) Compusii 1, 3, 4 au o activitate antiproliferativa neinsemnata fata de celulele HeLa, BxPc-3, RD.

5) Compusul 5 inhiba puternic cresterea celulelor HeLa si RD, la concentratia de 100 uM/L, unde ICs, este
egal, respectiv, cu 33.62 uM/L si 11.57 uM/L.
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