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обладающего антигельминтной активностью. 

1 н. п. ф., 2 фиг., 2 табл.

Изобретение относится к области биологически активных соединений, а именно дигидраттетра 1,2,4-триазол сульфат меди [CuSO4(C2H3N3)4(H2O)2], обладающей высокой антигельминтной активностью и низкой токсичностью.

Изобретение может быть использовано в ветеринарной практике в качестве антигельминтного препарата.

Аналогом по строению является малотоксичное и высокоэффективное соединение диаквадибензимидазол сульфат меди (CuCl2∙2C7H6N2(∙2H2O с выраженной гельминтоцидной активностью (ЭЭ ( 80 (, ИЭ ( 95 () (Дюшеналиева Ч.К., Сулайманкулов К.С., Шыйтыева Н., Токтоматов Т.А., Касымбеков Б.К., Арзыбаев М.А. и др. // Пред. патент KG №536 C1, кл. A61K 33/34, 30.11.2002).

Аналогом по назначению изобретения является препарат «Альбендазол», который проявляет антигельминтную эффективность 70-71,8 % (Ажыбеков Н.А. Автореф. дисс. канд. вет. наук. Москва, 2008. С. 16). Недостатком предлагаемого соединения является, его токсичность и узкий спектр противогельминтной эффективности.
Задача изобретения расширение арсенала малотоксичных биологически активных веществ пролонгированного действия с высокоэффективной антигельминтной активностью.

Поставленная задача решается синтезом дигидраттетра 1,2,4-триазол сульфат меди [CuSO4(C2H3N3)4(H2O)2], обладающего антигельминтной активностью.

Сущность предложенного изобретения состоит во взаимодействии сульфата меди с триазолом при их мольном соотношении 1:4 при температуре 25(C и РН ( 6,5, подробно показано на примере.

Пример 1.

Берут 1,59 г безводного сульфата меди и растворяют в 50 мл дистиллированной воде. Затем при интенсивном перемешивании добавляют 2,76 г 1,2,4 триазола. Полученную реакционную смесь нагревают до 50(C, получается светло-голубой раствор. Раствор охлаждают и оставляют для кристаллизации, выпавшие кристаллы высушивают на воздухе до постоянной массы. 

Выход комплекса составляет 82,1 % от теоретически возможного.

Заявляемые соединения CuSO4(C2H3N3)4(H2O)2 представляют собой кристаллическое вещество голубого цвета, без запаха, устойчив на воздухе, хорошо растворим в воде и спирте, плохо в неполярных органических растворителях. Молекулярный вес 471,6 г/моль. 

Элементный состав:

Найдено, в % C – 19,95; H – 3,21; 
N – 35,03; Cu – 13,08.

Вычислено, в % C – 20,35; H – 3,39; 
N – 35,62; Cu – 13,47.

Полученный комплекс соответствует химической формуле [CuSO4(C2H3N3)4(H2O)2] и его строение координационного узла представляется следующим образом:
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На фиг. 1 представлена диаграмма растворимости системы CuSO4-C2H3N3-H2O, характеризуется четырьмя ветвями кристаллизации. 

Две крайние ветви относятся кристаллизации исходных веществ триазол и пяти водный сульфат меди. Средние ветви кристаллизации соответствуют гидратным соединениям состава CuSO4∙4C2H3N3∙2H2O, CuSO4∙2C2H3N3∙2H2O. Соединения кристаллизуются в концентрационных пределах 12,03-12,33 масс. % триазола и 2,05-26,81 масс. % сульфата меди, 13,01-3,26 масс. % триазола и 27,43-27,36 масс. % сульфата меди, соответственно. Результаты растворимости в системе CuSO4-C2H3N3-H2O при 25(C приведены в таблице 1. Соединение CuSO4∙4C2H3N3∙2H2O в воде растворяется конгруэнтно, соединение CuSO4∙2C2H3N3∙2H2O инконгруэнтно.

Начальная стадия термического разложения соединения CuSO4(C2H3N3)4(H2O)2 представлена на фиг. 2. Это вызвано удалением из комплекса свободной воды (Δm1=10,25 %). Затем, в промежутке 140-260(C отмечены
выбросы из системы слабо связанных элементов (H и N) в количестве 10 %. При нагревании образца в более высоких пределах температур (260-360(C) прослеживается диссоциация сульфата меди. Она снижает первоначальную массу навески еще на 49,75 %. По окончании указанного процесса часть свободной меди окисляется (330-360(C) в сопровождении мощного экзотермического эффекта. Последующие термоэффекты соответствуют дальнейшему распаду продуктов разложения, происходят процесс сублимации и окисление продуктов распада. Дальнейшее увеличение температуры в системе приводит к небольшим процессам термического разложения, где видны четко выраженные пики на DTA и DTG-кривых в области 930(C, которые обусловлены частичным восстановлением оксида меди.

В ИК спектре гидратированного комплекса CuSO4(C2H3N3)4(H2O)2 наблюдаются смещение в коротковолновую область валентных (1502-1273 см-1) и валентно-деформационных (1170-962 см-1) колебаний триазольного кольца на 15-20 см-1, который указывает на участие триазольного кольца в образовании монодентатной координационной связи через атом азота в положении 4.

О возможном способе координации 1,2,4-триазола с атомом меди можно предположить, анализируя область торсионных колебаний триазольного кольца, полосы поглощения которых регистрируется в интервале частот 700-600 см-1. Монодентатная координация приводит к нарушению локальной C2(-симметрии триазольного кольца, в результате чего возрастает ИК-активность торсионных колебаний, расположенных при 690 см-1. Полоса валентного колебания ((N-N) либо смещена в меньшей степени (Me=Cu), либо вообще смещена не в высокочастотную, а в низкочастотную область. Это возможно является свидетельством того, что в комплексе лиганд является монодентатным, поскольку наименьшая поляризация триазольного цикла наблюдается именно при монодентатной координации.

В спектре комплекса полоса (3-сульфат ной группы расщепляется на две компоненты с максимумами при 1087 и 1090 см-1, что ха
рактерно для монодентатной координации SO42ионов. В спектре также присутствуют некоординированные полосы поглощения кристаллизационной воды: ((он) 3450, ((н2о) 1590-1620 и ((н2о) 510-540 см-1.

На основании ИК-спектроскопических исследований и с учетом литературных данных (Voitechovich S.V., Jvashkevich O.A., Butie-IH-1,2,4-Zeitschriftfkr, Degtyarik M.M., Lyakhov A.S., Jvashkevich L.S. «Cupper (II) HalideComplexeswithI-tert-triazoleandI-tert-Butil-1H-tetrazole». Anarganische and Algemeine chemie, 2018 644(2): 100-108, ДОI: 10.1002/Zaac.201700363) можно утверждать, что в комплексном соединении 1,2,4-триазол является монодентатным лигандом и координируется с металлом через атом азота в положении 4.

Пример 2.

Опыты по определению острой токсичности дигидраттетра-1,2,4-триазол сульфат меди (II) проводили на 30 клинически здоровых белых мышах обоего пола с живой массой 18-24 г.
Испытуемое вещество животным вводили через рот (peros) в виде 10 %-ного водного раствора при помощи шприца, снабженного специальным металлическим зондом в дозе 700, 900, 1100, 1300 и 1500 мг/кг живой массы. Контрольные животные получали соответствующий объем воды.

Статистическую обработку цифровых материалов проводили методом Литчфилда и Уилкоксона (Lichfield, Wilcoxon, 1949) в модификации З. Рота (Z. Roth, 1960) с использованием обычной миллиметровой бумаги (А.Н. Кудрин, Г.Т. Пономаревой, 1967).

Результаты опытов показали, что, (в таблице 2) максимально переносимая доза (ЛД0) дигидраттетра-1,2,4-триазол сульфат меди (II) для белых мышей была равна 700 мг/кг, ЛД16 810 мг/кг, средне смертельная доза (ЛД50) -1040 (896,5÷206,4) мг/кг, ЛД84 = 1360 мг/кг и абсолютно смертельная доза (ЛД100) составила 1500 мг/кг.

Следовательно, изучаемое соединение в соответствии с ныне существующей квалификацией опасности химиотерапевтических препаратов по степени воздействия на организм (ГОСТ 12.1.007-76) дигидраттетра-1,2,4-триазол сульфат меди (II) относятся к веществам ΙΙΙ класса умеренной опасности (И.В. Саноцкий, И.П. Уланова, 1977, И.В. Березовская, 2003).

Пример 3.

Испытание антигельминтной активности дигидраттетра-1,2,4-триазол сульфат меди (II) проводили в опытах in vitro (вне организма), при этом мы изучали цестодоцидную активность соединения, т. е. действие вещества на цестоды (ленточные черви). Для своих опытов эхинококковые пузыри получали из пораженных органов (печень, легкие) овец, забитых в частных бойнях г. Сокулук. Их сразу же помещали в физраствор NaCl и содержали при комнатной температуре. Перед опытом вскрывали эхинококковый пузырь, вместе с жидкостью брали необходимое количество протоксолексов и помещали в чашки Петри, затем добавляли испытуемое дигидраттетра-1,2,4-триазол сульфат меди (II) в виде 1,0 %-ного водного раствора. Для сравнения взяли триазол, альбендазол и сульфат меди в той же концентрации (альбендазол в виде суспензии). Контролем служила чашка Петри с физраствором натрия хлорида с помещением приблизительно такое же количество эхинококковых протосколексов. Затем в опытные и контрольные чашки добавляли по 2-3 капли 1 %-ного водного раствора эозина и оставляли их на 16-18 часов при комнатной температуре. Как известно, мертвые ткани окрашиваются эозином, а живые нет (А.И. Кротов, 1961). На следующий день под бинокулярным микроскопом (МБС-1) подсчитали во всех чашках число мертвых и живых протосколексов. Сравнивая результаты, установили степень антигельминтной активности, которую выражали в процентах.
Из таблицы 3 видно, что дигидраттетра-1,2,4-триазол сульфат меди (II) в испытанной концентрации на протосколексы Ech. granulosus оказал губительное действие. Так, изучаемое вещество при 1 %-ной концентрации вызвал 100 %-ную гибель эхинококковых протосколексов. 

Противоцестодная эффективность препаратов сравнения была низкая. Контрольные протосколексы были живые и не окрашивались эозином в красный цвет.

Новое синтетическое соединение дигидраттетра-1,2,4-триазол сульфат меди (II) в опытах in vitro проявляет высокую цестодоцидную активность (100 %) на эхинококковые протосколексы (Echinococcus granulosus). Следовательно, указанное соединение имеет перспективу быть основой для разработки антигельмитного препарата для борьбы с цестодозами животных.

Преимуществами заявляемого соединения дигидраттетра-1,2,4-триазол сульфат меди (II) являются высокая цестодоцидная активность, простота технологии получения, низкая токсичность (III класс опасности) и низкая себестоимость.

Применение препарата позволит проводить комплексное лечение и профилактику кишечных гельминтозов овец и в короткие сроки восстановить продуктивность животных.
Таблица 1

Растворимость в системе CuSO4-C2H3N3-H2O при 25(C
	Жидкая фаза,
масс. %
	Твердая фаза, масс. %
	Кристаллизующаяся фаза

	1
	CuSO4
	C2H3N3
	CuSO4
	C2H3N3
	

	2
	-
	22,5
	-
	100
	C2H3N3

	3
	0,43
	21,8
	0,17
	74,6
	C2H3N3

	4
	0,93
	18,76
	0,73
	63,7
	C2H3N3

	5
	1,37
	13,43
	0,94
	59,1
	C2H3N3

	6
	1,79
	12,55
	9,38
	57,2
	C2H3N3+CuSO4∙4C2H3N3∙2H2O

	7
	1,94
	12,26
	23,74
	55,48
	C2H3N3+CuSO4∙4C2H3N3∙2H2O

	8
	2,05
	12,03
	26,87
	50,06
	CuSO4∙4C2H3N3∙2H2O

	9
	2,36
	9,72
	27,04
	49,65
	CuSO4∙4C2H3N3∙2H2O

	10
	2,47
	7,65
	27,49
	48,06
	CuSO4∙4C2H3N3∙2H2O

	11
	3,11
	5,84
	27,82
	47,69
	CuSO4∙4C2H3N3∙2H2O

	12
	3,72
	4,21
	27,71
	46,34
	CuSO4∙4C2H3N3∙2H2O

	13
	5,39
	3,04
	26,23
	44,72
	CuSO4∙4C2H3N3∙2H2O

	14
	9,79
	3,84
	26,47
	42,89
	CuSO4∙4C2H3N3∙2H2O

	15
	14,56
	5,04
	27,07
	41,64
	CuSO4∙4C2H3N3∙2H2O

	16
	19,13
	8,22
	27,23
	39,87
	CuSO4∙4C2H3N3∙2H2O

	17
	23,45
	9,86
	28,19
	37,61
	CuSO4∙4C2H3N3∙2H2O

	18
	26,81
	12,33
	29,76
	37,04
	CuSO4∙4C2H3N3∙2H2O

	19
	27,06
	12,83
	37,07
	36,48
	CuSO4∙4C2H3N3∙2H2O+CuSO4∙2C2H3N3∙2H2O

	20
	27,43
	13,01
	42,21
	33,21
	CuSO4∙2C2H3N3∙2H2O

	21
	24,54
	8,67
	32,83
	41,53
	CuSO4∙2C2H3N3∙2H2O

	22
	22,62
	3,91
	30,74
	41,04
	CuSO4∙2C2H3N3∙2H2O

	23
	24,57
	2,03
	40,36
	29,38
	CuSO4∙2C2H3N3∙2H2O

	24
	27,36
	3,26
	41,72
	28,69
	CuSO4∙2C2H3N3∙2H2O

	25
	26,78
	3,04
	44,92
	15,23
	CuSO4∙2C2H3N3∙2H2O+CuSO4∙5H2O

	26
	25,29
	2,93
	46,21
	1,52
	CuSO4∙5H2O


Таблица 2
Параметры острой токсичности дигидраттетра-1,2,4-триазол 
сульфат меди (II) для белых мышей при введении peros

	Доза, мг/кг
	Кол-во

мышей, гол.
	Наблюдавшийся эффект
	Параметры острой токсичности

	
	
	пало
	выжило
	

	700
	6

	0

	6

	ЛД0 = 700 мг/кг

ЛД16 = 810 мг/кг

ЛД50 = 1040 (896,5÷206,4) мг/кг

ЛД84 = 1360 мг/кг

ЛД100 = 1500 мг/кг
fлд50 = 1,16

S = 1,19 (1,05÷1,24)
P = 0,05 

N = 12

	900
	6

	2

	4

	

	1100
	6
	3

	3

	

	1300
	6
	5
	1
	

	1500
	6

	6

	0

	

	Контроль
	6
	0
	6
	


Таблица 3

Цестодоцидная активность дигидраттетра-1,2,4-триазол сульфат меди (II)

в опытах in vitro
	№

пп
	Соединения
	Концентрация соединений
	Количество протосколексов Ech. granulosus
	Эффективность,

%

	
	
	
	всего
	живые
	мертвые
	

	1
	Дигидраттетра-1,2,4-триазол сульфата меди (II)
	1 %
	51
	0
	51
	100

	2
	Триазол
	1 %
	48
	22
	26
	54,1

	3
	Альбендазол C12H15N3O2S
	1 %
	42
	22
	20
	47,6

	4
	Сульфат меди CuSO4
	1 %
	58
	30
	28
	48,2

	5
	Контроль
	1 %
	40
	40
	0
	0


Формула изобретения
Дигидраттетра 1,2,4-триазол сульфат меди [CuSO4(C2H3N3)4(H2O)2], 

[image: image3.png]



обладающий антигельминтной активностью.
[image: image4.png]



Фиг. 1. Диаграмма растворимости системы CuSO4-C2H3N3-H2O при 25(C
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Фиг. 2. Дериватограмма CuSO4∙4C2H3N3∙2H2O
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