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Rezumat: In lucrarea datd s-a studiat sinteza 1,1-dimetil-3 -(3-metil-5-sulfanil-4H- 1,2,4-triazol-4-il )tioureea
(3) si 1,1-dimetil-3-[3-metil-5-(metilsulfanil)-4H-1,2,4-triazol-4-ilJtioureea (4), structurile carora au fost
stabilite cu ajutorul spectrelor "H-RMN si >C-RMN. Tioureea (3) si (4) sunt necunoscute in sursele de
specialitate §i pot fi utilizate ca potential biologic activ. A fost efectuat studiul biologic al tioureei (4),
asupra celulelor de cancer. Rezultatele au dovedit o buna inhibitie a celulelor de cancer la concentrati
destul de mici 0,1 (uM/L), cu o inhibitie de 7.97 %.

Cuvinte cheie: 1,2,4-triazol, antiproliferativ, celule de cancer;

In ultimii ani, chimia triazolilor si derivatii lor au primit o atentie considerabila datoriti sintezei acestora
si importantei biologice efective. Compusi triazolici cu grupari N,N-dimetiltioureidice in literaturd lipsesc.
Studiu literaturi de specialitate aratd ca derivatii 1,2,4-triazolului prezintd o gama largd de activitati
biologice, inclusiv: antibacteriene, antitumorale, antituberculoase, anticancer si antiproliferative [1-3].

Noi am avut ca scop sinteza 1,1-dimetil-3-(3-metil-5-sulfanil-4H-1,2,4-triazol-4-il) tioureea (3), 1,1-
dimetil-3-[3-metil-5-(metilsulfanil)-4 H-1,2,4-triazol-4-il]tioureea (4), stabilirea structurii §i cerceterea unor
proprietati biologice. Sinteza tioureelor 3, 4 decurge conform schemei:
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Aminotriazolii 1, 2 sunt cunoscufi. Aminotriazolul 1 se obtine prin refluxarea acidului acetic cu
tiocarbohidrazida, cu un randament de 91 %. Aminotriazolul 2 sub forma de iod hidrat se obtine in urma
reactiei dintre iod-metan si aminotriazolul 1 Tn metanol cu un randament de 37 % [4]. Noi am perfectionat
aceasta metoda. La refluxarea aminotriazolului 1 cu iod-metan in tetrahidrofuran (THF), aminotriazolul 2 a
fost obtinut sub forma de iod hidrat cu un randament de 94 %.

A fost cercetatd dependenta randamentului tioureelor 3, 4 de anumiti factori. Sa constatat ca
aminotriazolul 1 la incalzire cu disulfura de tetrametiltiouran (DTMT), la un raport molar de 1 : 1.1 timp de
opt ore la temperatura de 100-105 °C conduce la tioureea 3 cu un randament de 83 %. Aminotriazolul 2 in
conditii similare da un randament al tioureei 4 numai de 57 %. O asa mare diferentd in randamente poate fi
explicata prin cresterea dificultatilor sterice ce apar la aminotriazolul 2 1n reactia cu DTMT, cand gruparea
SH este inlocuitd cu SCHs. La tratarea tioureelor 3, 4 cu iod-metan se asteaptd formarea S-metilizotioureelor
respective. Cercetarile acestor reactii au demonstrat, ca numai tioureea 3 se metileaza la grupa SH, iar grupa
C=S tioureidica 3, 4 ramane neafectata, probabil din cauza dificultatilor sterice. Structura tioureelor 3, 4 a
fost confirmatd de spectrele 'H-RMN si *C-RMN. A fost studiatd proprietatea tioureei 4 de a induce
apoptoza in celulele tumorale umane din linia Mew-164 (celule de melanom), si HeLa (celule epiteliale de
cancer de col uterin), si a fost examinat efectul inhibitor asupra proliferari liniilor celulare “normale” Aw-4
(fibroblaste umane) si MDCK (celule epiteliale renale de ciine). S-a constat cici tioureea 4 are o
citotoxicitate mica, deoarece promoveaza proliferarea liniei celulare “normale” Aw-4. Pentru a evalua
inhibarea proliferdri celulelor a fost aplicati metoda MTT spectrofotometria pe baza capacitatilor
dehidrogenazelor mitocondriale de a reduce sarea de tetrazoliu MTT (bromura de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-



2,5-difeniltetrazoliu) pana la formazan (5-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-1,3-difenilformazan). Masurarea a fost
realizata cu ajutorul spectrofotometrului (Hamilton HR700) la o lungime de unda de 540 nm [3].

Tabelul 1. Datele experimentale obtinute la cercetarea activitati biologice a tioureei 4 pe celule de melanom

si fibroblast, ca substantd pentru comparatie este luata Doxorubicina.

Concentratia Mew-164 Aw-4
Codul Mr (uM/L) Melanom Fibroblast
Inhibitia ICso (uM) Proliferarea ICso (uM)
(%) (%)
Doxorubicina 543.5 4.34
10 89.60 + 109.38 + 2
4 231.0 04 0.45 22.2
1 59.79 £ 1 111.13+4
0.1 797 +4 109.38 £ 6

Tabelul 2. Concentratia minima de inhibitie (CMI) si concentratia bactericida minimala (CBM) a
substantelor: DTMT, 2 si 4 fata de microorganismele gram-pozitive si gram-negative (mg/ml).

KL
Codul Formula E.coli G- pneumonae S. aureus G + C. albicans
CMI CMB | CMI |CMB | CMI CMB CMI CMB
CH, S
|
DTMT Hac/'\'\“/s‘sJLr}rC"|3 0.0007 | 0.0007 | 0.06 | 0.12 | 0.0007 | 0.0007 | 0.0007 | 0.0007
S CH,
s-CHs
2 E/ N—N"H, I 0.5 0.5 0.5 0.5 0.06 0.06 0.5 0.5
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Tabelul 3. Cercetarea proprietatilor antioxidante a tioureei 4.
Formula Codul Mr (uM) pentru ABTS (uM) pentru DPPH
ADR 580.0 9.3 >100
C14H1804 TI‘OIOX 250.3 30 46
H,C
N g cHy 4 231.3 29 >100
N?< >\_N\
) \(N—NH CHj
CH,

Tabelul 4. Datele experimentale obtinute la cercetarea activitati biologice a substantelor 1, 2, 3, 4 pe celule

de HeLa si MDCK, ca substantd pentru comparatie este luatd Doxorubicina.

MDCK
Concen- HeLa (Madin Darby Canine
Codul Formula Mr tratia Kidney)




(UM/L) % de ICso SD % de 1Cso SD
inhibitie | pM inhibitie | pM
o on o ™ 10 574 | 31 | 2 | 585 | 40 | 9
1 45.3 41.0
“1OH
Doxoru- O‘O 543.5 0.1 19.2 2.3
bicina MeO O OH O 0.01 4.3 1.0
O
HONH:
SH 100 -1.3 >100 | 4 0,0 >100 3
= 10 2.0 72
1 I\ N—NH, 130.1 1 08 21
0.1 0.7 47
CH,
s-CHs 100 - =10 6 -15.0 >100 3
10 14.7 -16.0
N=— o
2 T NNy 2720 124 9.0
N~
0.1 8.7 -7.0
CHy 0.01 22.2 -
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/ > >
N 10 2.2 7.7
3 I N—NH  CHj 217.3 1 16.3 1.9
N=~
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CHj
H3C\S cH 100 - >10 3 3.5 >100 2
4 A vk 10 8.2 -8.8
4 III/ N—N \CH3 231.3 1 1.3 4.9
N> 0.1 6.5 8.8
CHs 0.01 -5.5 -
s_ CHs 100 133 | =100 3 | 29.1 |>100]| 4
N\ = =
e N 10 5.2 6.2
5 lll\ N—NH CHs 171.0 1 1.0 1.7
0.1 -1.8 0.5

Partea experimentala:

4-Amino-5-metil-4H-1,2,4-triazol-3-tiol (1). Amestecul format din 2.120 g (0.02 mol)
tiocarbohidrazida si 6 ml acid acetic glacial se refluxeaza o ord jumate, apoi se raceste. Cristalele cazute se
filtreaza, se spald cu apa rece si se usuca. Filtratul se concentreaza, se raceste si se obtine inca o portiune de
produs. Randamentul constituie 2.520 g (91 %), p.t 194-196 °C — corespunde cu cel din literaturd. Ry = 0.45
(eluent - benzen, etil-acetat 1:1).

Spectrele RMN: 'H-RMN, 400 MHz (d° - dmso) 8, ppm: 2.24 (s, 3H CH3); 5.50 (s, 2H NHy); 13.41 (s,
1H SH). *C-RMN, 400 MHz (d® - dmso) 3, ppm: 10.86 (-CH3); 149.64 (S-CH3); 165.84 (C-S).

3-Metil-5-sulfanil-4H-1,2,4-triazol-4-amino-iodhidrat (2). Amestecul format din 1.300 g (0.01 mol)
4-amino-5-metil-4H-1,2,4-triazol-3-tiol, 1.420 g (0.01 mol) iod-metan si 20 ml THF, se refluxeaza 3 ore.
Din reactie rezultd cristale incolore de aminotriazol iodhidrat 2 insolubil in THF. Dupa racire produsul se
filtreaza, se spald cu THF i se usucd. Se obtin 2.540 g (94 %), p.t. 163-164 °C.

Spectrele RMN: 'H-RMN, 400 MHz (d® - dmso) 8, ppm: 2.27 (s, 3H CH3); 2.52 (s, 3H CHs-S); 5.83
(s, 2H NH,). *C-RMN, 400 MHz (d° - dmso) &, ppm: 10.17 (-CHz); 13.42 (-CH3-S); 152.44 (C-CH3); 153.70
(C-S-CHsy).

1,1-Dimetil-3-(3-metil-5-sulfanil-4H-1,2,4-triazol-4-il)tioureea (3). Amestecul format din 1.300 g
(0.01 mol) 4-amino-5-metil-4H-1,2,4-triazol-3-tiol (1), 2.640 g (0.011 mol) DTMT si 4 ml DMF, se
incalzeste la temperatura 100-105 °C opt ore intr-un balon inzestrat cu un refrigerent ascendent.
Refrigerentul ascendent se inlocuieste cu altul descendent si se distileaza solventul la presiune redusa. Restul
organic se trateaza sub agitare cu 10 ml solutie 1M de hidroxid de sodiu, se filtreaza rapid sulful iar filtratul
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se neutralizeaza cu acid clorhidric (pH = 7). Tioureea 3 se filtreaza, se spald cu apa si se usucd. Se obtin
1.800 g (83 %), 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 CHz); 3.30 (s, 6H (CH;3):N); 10.45
(s, 1H NH); 13.51 (s, 1H SH). C-RMN, 400 MHz (d® - dmso) 3, ppm: 11.20 (-CH3); 150.88 (C-CHj3);
167.49 (C-S); 182.38 (C=S).

1,1-Dimetil-3-[3-metil-5-(metilsulfanil)-4H-1,2,4-triazol-4-ilJtioureea (4) Amestecul alcatuit din
2.720 g (0.01 mol) 3-metil-5-sulfanil-4H-1,2,4-triazol-4-amino-iodhidrat (2), 2.640 g (0.01 mol) DTMT,
0.840 g (0.01 mol) hidrogenocarbonat de sodiu si 5 ml DMF, se incazeste cu refrigerent ascendent opt ore la
temperatura 100 °C. Amestecul se raceste la temperatura camerei si se filtreaza sedimentul, o parte de sulf,
apoi din filtrat se distileazd solventul la presiune redusa. Solidul, tioureea 4 se purifica prin extragerea
sulfului cu benzen. Apoi solidul se recristalizeaza din apa. Se obtin 1.320 g (57 %) tiouree 4 p.t. 94-95 °C.
Rt = 0.4 (eluent - benzen, izopropanol 1:1).

Spectrele RMN: 'H-RMN, 400 MHz (d° - dmso) 3, ppm: 2.19 (s, 3H CH3); 2.53 (s, 3H CH;-S); 3.29 (s,
6H (CH3)2); 10.68 (s, 1H NH). *C-RMN, 400 MHz (d° - dmso) &, ppm: 10.43 (-CH3); 15.04 (-CH3-S);
152.18 (C-CH3); 153.30 (C-S-CH3); 182.02 (C=S).

Interactiunea 1,1-dimetil-3-(3-metil-5-sulfanil-4(H)-1,2,4-triazol-4-il)tioureei (3) cu iod-metan.
Amestecul format din 0.430 g (0.002 mol) tiouree 3, 0.284 g (0.002 mol) iod-metan si 3 ml THF se
incdlzeste Intr-o fiola inchisa trei ore. Solventul se distild, produsul se trateaza cu solutie diluata de tiosulfat
de sodiu, se spald cu apa si se usucd. Se obtin 0.277 g (60 %), produs identic dupa punctul de topire, Rr si
spectrele 'H-RMN si *C-RMN cu tioureea 4.

Concluzii

Au fost sintetizasi doi derivati noi 3, 4 ai 1,2,4-triazolului, au fost cercetate proprietatile biologice a
acestor derivati si a substantelor initiale. Rezultatele au ardtat ca tiourcea 4 a demonstrat activitatea
antiproliferativa cu mult mai buna ICso = 0.45 uM, in comparatie cu substanta martor - doxorubicina ICsy =
4.34 uM, pe celule de melanom (Mew-164). in acelasi timp 4 are proprietate de proliferare a celulelor
normale fibroblaste (Aw-4). Pentru celule de cancer cervical substantele 2 si 4 au demonstrat o activitate mai
putin pronuntatd. Substanta initiala DTMT a demonstrat rezultate antibacteriene foarte bune CMI 0.0007
mg/ml, iar substantele 2 si 4 au CMI 0.007 mg/ml si respectiv 0.06 mg/ml. Tioureea 4 are proprietati
antioxidante ICso = 29 uM comparative cu troloxul.
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