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Inventia de fata se refera la derivati ai N-(4-hidroxi-4-metil-3-feniltiazolidin-2-iliden)-1-
-metil-1H-pirazol-4-carboxamidei, compusi cu proprietati antitumorale prin inductia apoptozei
celulare, la prepararea acestora prin cuplarea derivatiilor de N-aril-N'-[(1-metil-1H-pirazol-4-
-il)carbonil]-tiouree cu bromoacetona, in prezenta de piridina, si la obtinerea de compozitii
farmaceutice continand ca unic principiu activ un derivat de N-(4-hidroxi-4-metil-3-feniltiazolidin-
2-iliden)-1-metil-1H-pirazol-4-carboxamida.

Cancerul este o maladie cu raspandire crescanda la nivel populational. Tratamentul
acestuia este greu de tolerat, iar eradicarea completa a bolii este dificil de obtinut cu trata-
mentele curente. Cercetarile intreprinse pentru conceperea si identificarea de noi molecule
capabile sa trateze cancerul vizeaza noi mecanisme moleculare, inducerea apoptozei celulare
fiind unul dintre cele mai promitatoare.

Apoptoza reprezinta un mecanism de control celular ce permite eliminarea din organism
a celulelor care prezinta potentialul de a deveni tumorale din cauza prezentei unor defecte la
nivelul ADN, sau a unui ciclu celular aberant. Inhibitorii dezacetilarii histonelor au fost studiati
ca inductorii ai apoptozei celulare pe linii celulare de carcinom ovarian, fenotipul agresiv,
rezultatele studiilor aratadnd efecte antitumorale semnificative prin inducerea apoptozei cu
scaderea expresiei ciclinei B1 [Chen S. si col., PLoS One, 2013, 8(11)]. Alte clase de compusi,
ca analogii de 3,5-bis(4-hidroxi-3-metilstiril)-N-(fenil-substuit)-1H-pirazol-1-carboxamida, au fost
evaluati ca agenti anticancerosi. Rezultatele au evidentiat actiunea anticanceroasa superioara
pentru derivatii pirazolici, comparativ cu analogii structurali pirimidinici [Ahsan M. J. si col.,
BioMed Research International, 2013, 2013, 239354-68], cu posibil mecanism de inducere
a apoptozei [Jia Y.-L. si col., Journal ofAsian Natural Products Research, 2009, 11(11),
918-928]. O serie de studii in silico au descris actiuni anti-angiogenezice pentru nucleul pirazolic
[Kankanala J. si col., British Journal of Pharmacology, 2012, 166(2), 737-48]. Angiogeneza
care caracterizeaza tesutul tumoral [Carmeliet P., Jain R. K., Nature, 2000, 407(6801), 249-57]
permite noi abordari terapeutice fundamentate pe posibilitatile farmacocinetice de distributie la
nivel tumoral ale agentilor inductori ai apotozei celulare. In acest fel, se permite inductorilor de
apoptoza atacul direct, prin fluxul mare de sange, cu patrunderea acestora la nivelul tesutului
tumoral solid si, Tn acelasi timp, reducerea numarului de vase de sange nou formate la nivel
tumoral [Perez E. A., Spano J. P., Cancer, 2012, 118(12), 3014-25], care poate constitui o
alternativa pentru noile molecule intrate in terapie ca bevacizumab [Thompson Coon J. si col.,
Health Technology Assessment, 2013, 17(14), 1-237].

Alte studii realizate pe derivati pirazolici au descris efectul acestora asupra metastazelor
din cancerul de san [Wang F. si col., Journal of Medicinal Chemistry, 2011, 54(20), 7193-
205]. Derivatii pirazolici au fost investigati ca potentiali inhibitori ai proteinei de gsoc termic
Hsp90, cu aplicatii in terapia cancerului, cu perspectiva introducerii in studiile clinice de faza |
[McDonald E. si col., Current Topics in Medicinal Chemistry, 2006, 6(11), 1193-203].

Tn acest fel, nucleu pirazolic atrage o atentie sporita datorité potentialului farmaceutic
considerabil al derivatilor acestuia ca agenti antitumorali prin diverse mecanisme biochimice
[Shaw A. Y. si col., Bioorganic & Medicinal Chemistry, 2010, 18(9), 3270-8], [Zheng L.-W.
si col., Bioorganic & Medicinal Chemistry, 2009, 17(5), 1957-62].

Inventia de fata se refera la derivati ai N-(4-hidroxi-4-metil-3-feniltiazolidin-2-iliden)-1-
metil-1H-pirazol-4-carboxamidei cu proprietati antitumorale, avand formula generala prezentata
in figura.
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Obiectul inventiei consta intr-un procedeu de obtinere a derivatilor definiti ca mai sus,
prin cuplarea derivatilor de N-aril-N'-[(1-metil-1H-pirazol-4-il)carbonil]-tiouree cu bromoacetona,
in prezenta de piridind, conform succesiunii de reactii prezentate in schema de mai jos, si
demonstrarea efectelor antiproliferative si inductoare ale apoptozei celulare ale acestora.

0
/C\
J H,C” "CH,Br
HQ
¥\S 0 H3C\ S 0
R NP
~Cs .
! \ﬁ\N CH, =~ HNSNT N—CH
./ . 3
N N
R R
Schema 1l

Sinteza foloseste ca materie prima derivati de N-aril-N'-[(1-metil-1H-pirazol-4-il)carbonil]-
tiouree preparati conform metodei descrise de literatura [Nitulescu si col., Brevet RO 123418,
2012]. Acesti compusi pot izomeriza la forma tautomera de izotiouree, si pot exista sub doua
forme tautomere tiolice. Datorita efectului atragator de electroni al grupei carbonil, structura (A)
este predominanta formei (B), conform schemei 2.

H

H O
AT — D F
N N T\,N_'CHa N N7 \E/\IN.-CH3
=N =N

A B

Schema 2

Grupa tiol prezinta un caracter nucleofil mai pronuntat decéat atomii de azot, si reactio-
neaza cu bromoacetona, formand un derivat de S-2-oxopropil-izotiouree. Substitutia nucleofila
este favorizata de prezenta grupei carbonil in pozitia a, si de pH-ul alcalin creat de piridina.
Piridina are si rolul de a capta ionul bromura, formand bromura de piridiniu, insolubila in mediul
de reactie.

Prin atacul nucleofil al grupei -NH- asupra grupei carbonil se formeaza derivatii de N-(4-
hidroxi-4-metil-3-feniltiazolidin-2-iliden)-1-metil-1H-pirazol-4-carboxamida.

Cercetari anterioare [Nitulescu si col., European Journal of Medicinal Chemistry,
2010, 45(11), 4914-9] descriu obtinerea unor derivati asemanatori, cu semnificative efecte
anticanceroase, prin condensarea derivatilor de tiouree mentionati mai sus cu bromoacetona,
in mediu de trietilamina. Utilizarea trietilaminei pentru captarea ionului bromura conduce la un
pH acid care favorizeaza eliminarea spontana a unei molecule de apa, si determina formarea
unor derivati de feniltiazol.
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In cadrul acestei inventii am inlocuit trietilamina cu piridina, cu un caracter bazic mult mai
mare, ca fixator de proton. Aceasta modificare permite obtinerea derivatilor doriti, cu structura
N-(4-hidroxi-4-metil-3-feniltiazolidin-2-iliden)-1-metil-1H-pirazol-4-carboxamidica. Utilizarea unui
captator ionic cu caracter bazic mai puternic, de tip hidroxid de sodiu, conduce la hidroliza
grupei tioamidice, si astfel nu este indicata.

Grupa alcoolica din structura compusilor descrigi prin aceasta inventie contribuie in mod
decisiv la cresterea solubilitatii, comparativ cu derivatii feniltiazolici analogi; imbunatatirea
solubilitatii este foarte importanta pentru asigurarea unei biodisponibilitati corespunzatoare.

Bromoacetona se sintetizeaza prin reactia acetonei cu bromul, in raport molar de 1:1.
Folosirea unui exces de brom imbunatateste mult randamentul, dar prezinta dezavantajul
formarii de derivati polibromurati. Sinteza se poate realiza si folosind cloroacetona, dar
randamentul este mult mai mic.

Pentru dovedirea structurii s-au efectuat spectre IR si RMN. Spectrele IR s-au realizat
cu un aparat JASCO FT/IR-4200 prevazut cu un accesoriu ATR PRO450-S cu optica diamond,
folosind substanta solida in tehnica ATR. Spectrele 'H-RMN si ®*C-RMN au fost inregistrate la
300 MHz, respectiv, 75,075 MHz, folosind un aparat Gemini 300BB, utilizand ca solvent DMSO-
ds, iar ca standard intern TMS. Pentru atribuirea univocd a semnalelor s-au efectuat si
experimente bi-dimensionale COSY si HETCOR.

Analiza elementala s-a realizat cu un aparat Perkin EImer CHNS/O Analyser Series Il
2400. Temperaturile de topire au fost determinate cu un aparat Electrothermal 9100, si sunt
necorectate. Rezultatele obtinute prin analiza spectrala si elementala confirma structura noilor
compusi.

Se dau in cele ce urmeaza doua exemple de realizare a inventiei.

Exemplul 1

Sinteza N-(3-(4-clorofeniltiazolidin)-4-hidroxi-4-metil-2-iliden)-1-metil-1 H-pirazol-4-car-
boxamidei (C,;H,;CIN,0O,S)

Intr-un balon cu trei gaturi, prevazut cu refrigerent si agitator mecanic, se dizolva N-4-
-clorofenil-N'-[(1-metil-1H-pirazol-4-il)carbonil]-tiouree (2,95 g; 0,01 moli) in 200 ml acetona
anhidra, si se adauga piridina anhidrizata si proaspat distilata (0,01 moli; 0,8 ml).

Deoarece bromoacetona este o substanta usor reactiva gi puternic lacrimogena, se
prefera prepararea sa ex-tempore. intr-o palnie de picurare se aduc acetona (10 ml) si bromul
(0,25 ml), si se lasa sa reactioneze la temperatura camerei. Dupa 5...10 min se observa
decolorarea solutiei, indicand formarea bromoacetonei.

Se picura la temperatura camerei, pe parcursul unei ore, sub agitare, solutia de
bromoacetona peste solutia de tioureida. Se observa treptat aparitia unui precipitat de bromura
de piridiniu. Agitarea se continua inca o ora. Se indeparteaza solventul prin distilare la presiune
redusa, se spala reziduul cu apa, pentru indepartarea bromurii de piridiniu si a excesului de
piridina, se usuca si se purifica prin recristalizare.
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Se purifica prin recristalizare din acetat de etil.

Rezulta 2,49 g de compus cristalin alb (350,83 g/mol) (randament 71%), cu P.t. 238-
239°C.

Analiza IR (cm™): 3203(vg.,); 1664(Veso); 1587 (veoy); 1159(veo)-

Analiza RMN:

'H-RMN (DMSO-d6, & ppm, J Hz): 7,79 (s, H-3); 7,56 (d, 8,6, 2H, H-15, H-17); 7,49 (s,
H-5); 7,37 (d, 8,6, 2H, H-14, H-18); 3,79 (s, 3H, H-19); 3,52 (d, 1H, 11,8, H-10); 3,31 (d, 1H,
11,8, H-10); 1,38 (s, H-12).

3C-RMN (DMSO-d6, 6 ppm): 171,18 (C-6); 170,26 (C-8); 140,19 (C-5); 137,08 (C-13);
133,29 (C-3); 132,21 (C-16); 130,99 (C-15, C-17); 128,61 (C-14, C-18); 121,74 (C-4); 90,61(C-
-11); 41,03 (C-10); 25,96 (C-12).

Analiza elementala: Teoretic C 51,35%, H 4,31%, N 15,97%, S, 9,14. Experimental C
51,27%, H 4,33%, N 16,16%, S, 9,22.

Exemplul 2

Sinteza  N-(3-(4-bromofeniltiazolidin)-4-hidroxi-4-metil-2-iliden)-1-metil-1H-pirazol-4-
-carboxamidei (C,;H,;BrN,O,S)

H())(i\ ?
HB(‘E *HN/('; ‘/5 oo
N \C_\fN_-CHi“

=

a8 12 2

16

Br

Compusul se prepara prin metoda mentionata anterior, fiind necesare 2,39 g (0,01 moli)
de N-4-bromofenil-N'-[(1-metil-1H-pirazol-4-il)carbonil]-tiouree si 200 ml de acetona anhidra, ca
solvent. Rezultd 2,84 g compus (395,28 g/mol), randament 72%, cristalizat, alb, cu P.t.
176-80°C.

Analiza IR(m™): 3203(vg.); 1664(veeo); 1587 (Veoy); 1159(Veo)-

Analiza RMN:

'H-RMN (DMSO-d6, & ppm, J Hz): 7,81 (s, H-3); 7,70 (d, 8,5, 2H, H-14, H-18); 7,50 (s,
H-5); 7,32 (d, 8,5, 2H, H-15, H-17); 3,80 (s, 3H, H-19); 3,48 (d, 1H, 11,8, H-10); 3,28 (d, 1H,
11,8, H-10); 1,39 (s, H-12).

3C-RMN (DMSO-d6, & ppm): 171,20 (C-6); 170,21 (C-8); 140,21 (C-5); 137,46 (C-13);
133,29 (C-3); 131,55 (C-15, C-17); 131,32 (C-14, C-18); 121,75 (C-4); 120,77 (C-16); 90,61(C-
-11); 41,04 (C-10); 25,98 (C-12).

Analiza elementala: Teoretic C 45,58%, H 3,83%, N 14,17%, S, 8,11. Experimental C

45,67%, H 3,80%, N 14,21%, S, 8,04.

Evaluarea potentialului anticanceros

Pentru evaluarea potentialului antitumoral s-au efectuat o serie de determinari biologice
specifice, dupa cum urmeaza:

Detectia apoptozei cu sistemul anexina V-iodura de propidium

Celulele tratate cu compus pentru 24 h au fost tripsinizate, spalate cu PBS,
resuspendate in tampon continand Ca**, si colorate cu un amestec de anexina V-lodura de
propidium. Achizitia datelor a fost efectuatéd cu Beckman Coulter Epics XL Flow Cytometer,
analizand 10000 de evenimente/test. Analiza datelor achizitionate a fost realizata cu programul
FlowJo.
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Inducerea mortii celulare, determinata cu ajutorul kitului Annexin V-FITC Apoptosis
Detection Kit, a fost cuantificata ca procent de celule Anexina+ (apoptoza timpurie) si Anexina
+ iodura de propidium (apoptoza tarzie sau necroza) (tabelul 1).

Tabelul 1
Cuantificarea efectelor apoptotic/necrotic induse de substantele nou sintetizate
necroza apoptoza apoptoza tarzie celule viabile
timpurie
Exemplul 1 1,44 4,96 3,37 90,2
Exemplul 2 1,34 6,22 6,76 85,7

Determinarea nivelurilor relative ale proteinelor implicate in apoptoza

Au fost analizate lizate proteice obtinute din linia celularda HCT8 cu si fara tratament cu
substantele nou sintetizate. Analiza s-a realizat cu kit-ul Proteome Profiler Array-Human
Apoptosis Array Kit (ARY009, R&D System), utilizand 400 ug lizat proteic total din fiecare proba.
Acesta a fost incubat cu membrane de nitroceluloza din kit, pe care au fost spotati anticorpi
specifici pentru diferite proteine implicate in apoptoza. Ulterior membranele au fost spalate
pentru indepartarea proteinelor nelegate, si incubate cu un cocktail de anticorpi biotinilati. in
continuare s-a aplicat conjugatul streptavidina-HRP, membranele au fost spalate pentru
indeparatea excesului de conjugat, si s-a adaugat substratul chemiluminescent Novex ECL
(Invitrogen). Detectia a fost realizata prin captarea semnalului pe filme de raze X, urmata de
developare. Intensitatea semnalului a fost analizata cu ajutorul programului Imaged 1.42.
Tratamentul cu 50 pg/ml din derivati ai N-(4-hidroxi-4-metil-3-feniltiazolidin-2-iliden)-1-metil-1H-
pirazol-4-carboxamidei induce cresterea proteinelor implicate in calea extrinseca a apoptozei
(FAS, FAD, TRAIL). De asemenea, nivelul pro-caspazei 3 scade, si creste nivelul caspazei 3
clivate, sustinand astfel activarea cailor apoptotice.

Analiza ciclului celular

Dupa expunerea celulelor Hep la diferite concentratii de substanta, suspensia de celule
a fost fixata in etanol 70% cel putin 30 min. Dupa centrifugare sedimentul celular a fost reluat
in 1 ml solutie tampon fosfat contindnd 50 pg/ml RNA-za si propidium iodid (PI). Celulele
colorate au fost analizate la citometrul de flux in 2 h. Procentul celulelor in diferite faze ale
ciclului celular a fost determinata cu programul FlowJo. Substantele de la exemplu 1 si 2 induc
cresterea drastica a fazelor G2/M (tabelul 2), dovedind un important efect antiproliferativ.

Tabelul 2
Efectul substantelor asupra ciclului celular determinat prin citometrie in flux
G0/G1 S G2/M
Martor 74,51 21,01 7,82
Exemplul 1 43,62 27,01 33,4
Exemplul 2 37,33 28,71 39,46

Determinarile biologice efectuate demonstreaza efectul antiproliferativ al derivatilor
custructura N-(4-hidroxi-4-metil-3-feniltiazolidin-2-iliden)-1-metil-1H-pirazol-4-carboxamidica pre-
zentati Tn aceasta inventie.
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Scopulinventiei de fata este utilizarea derivatilor N-(4-hidroxi-4-metil-3-feniltiazolidin-2-
-iliden)-1-metil-1H-pirazol-4-carboxamidici ca medicamente antitumorale si, in acest scop, am
elaborat o forma farmaceutica pentru administrare orala. Deoarece acesti compusi poseda o
solubilitate apoasa redusa, prepararea de sisteme multiparticulate de tip pelete optimizeaza efi-
cacitatea terapeutica prin modularea cedarii, si asigura o biodisponibilitate optima. Dimensiunile
mici ale peletelor asigura distribuirea de-a lungul tractului intestinal, si eliberarea substantei
active Tn doze mici, favorizand dizolvarea gi absorbtia sa.

Pentru obtinerea unui medicament anticanceros s-au preparat la scara de laborator, prin
metoda de extrudare-sferonizare, pelete alcatuite dintr-un amestec binar de excipienti, celuloza
microcristalina (MCC) si lactoza, asociat unei doze de 100 mg de substanta activa pe unitate
dozata.

Procedeu de obtinere a medicamentului anticanceros pe baza derivatilor N-(4-hidroxi-4--
metil-3-feniltiazolidin-2-iliden)-1-metil-1H-pirazol-4-carboxamidici

Intr-un pahar Berzelius de 200 ml se prepara 100 g solutie de liant, prin dizolvarea PVP
(2,5 g) in apa (97,5 g), sub agitare cu un agitator magnetic. Componentele pulverulente
(substanta anticanceroasa 1 g, celuloza microcristalina 2,8 g, lactoza 1,4 g) s-au transferat
intr-un mixer de laborator, si s-au amestecat pentru omogenizare, timp de 10 min, la viteza de
15 rpm. S-a continuat amestecarea in timp ce solutia de liant 2,5% (2,8 g) a fost adaugata prin
pulverizare peste amestec, rezultdnd o masa coeziva, plastica.

Masa umeda a fost adusa in extruderul echipat cu o matritd avand deschiderea
ochiurilor de 1 mm, si a fost extrudata la o viteza de 15 rpm. Extrudatele umede au fost incar-
cate Tn sferonizatorul echipat cu o placa de frictiune cu diametrul de 12 cm si striuri dispuse
incrucigat, in unghi drept. Sferonizarea s-a realizat la o viteza de rotatie a placii de frictiune de
872 rpm, timp de 2 min. Peletele au fost scoase din echipamentul de sferonizare si uscate in
etuva, la 40°C, timp de 1 h, pana la o umiditate reziduala de cel mult 3%, obtinandu-se 5,45 g
pelete. Acestea au fost supuse cernerii pentru a separa fractiunea dimensionala 0,8...1,18 mm,
obtindndu-se 4,90 g de pelete cu un coeficient de circularitate de 75%, calculat dupa formula
4 7 - suprafata/perimetru?, proprietati determinate utilizand software-ul ImageJ (National Institute
of Health, SUA).

S-a procesat forma farmaceutica multiparticulata de tip capsula gelatinoasa dura
continand pelete, cu o doza de 100 mg substanta activa pe unitate dozata.
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Revendicari

1. Derivati de N-(4-hidroxi-4-metil-3-feniltiazolidin-2-iliden)-1-metil-1H-pirazol-4-carboxa-
mida cu formula generala:

HO o
HSCJ(\‘?’ f
C

—~Ca
N7~
=N

R

caracterizati prin aceea ca R este halogen.

2. Derivati de N-(4-hidroxi-4-metil-3-feniltiazolidin-2-iliden)-1-metil-1H-pirazol-4-
-carboxamida, conform revendicarii 1, caracterizati prin aceea ca sunt selectati dintre:

- N-(3-(4-clorofeniltiazolidin)-4-hidroxi-4-metil-2-iliden)-1-metil-1H-pirazol-4-carboxamida
Si

- N-(3-(4-bromofeniltiazolidin)-4-hidroxi-4-metil-2-iliden)-1-metil-1H-pirazol-4-
carboxamida.

3. Procedeu de obtinere a unui derivat de N-(4-hidroxi-4-metil-3-feniltiazolidin-2-iliden)-1-
metil-1H-pirazol-4-carboxamida, cu formula generala |, definit in revendicarea 1, caracterizat
prin aceea ca va cuprinde etapele de: dizolvare a N-4-halofenil-N’-[(1-metil-1H-pirazol-4-
-il)carbonil]-tioureei, in care halo inseamna clor sau brom, in acetona anhidra; adaugare a
piridinei proaspat distilate; adaugare in picatura, la temperatura camerei, a bromoacetonei
preparata ex tempore, prin reactia acetonei cu brom, la temperatura camerei; agitare timp de
1 h; distilare solvent la presiune scazuta; spalare a reziduului cu apa; uscare si purificare prin
recristalizare din acetat de etil.

4. Preparat farmaceutic ce contine un derivat N-(4-hidroxi-4-metil-3-feniltiazolidin-2-
-iliden)-1-metil-1H-pirazol-4-carboxamida, cu formula generala |, definit in revendicarea 1,
impreuna cu excipienti acceptabili farmaceutic, pentru utilizare in tratamentul anticanceros.
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