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Inventia se referd la chimie si medicind, in particular la un compus coordinativ de cupru biologic activ din clasa
tiosemicarbazonatilor metalelor de tranzitie. Acest complex poate gasi aplicare in medicina in calitate de activator
sintetic al catalazei, care, activand producerea importantd a catalazei in organism, poate preveni si/sau reduce
instalarea patologiilor neurodegenerative, renale, cardiovasculare, aterosclerozei si carcinogenezei, proceselor
inflamatorii, dezvoltarea leziunilor celulare si tisulare, legate de acumularea excesiva a radicalilor liberi ai
oxigenului (RLO).

Catalaza (CAT) este una dintre enzimele antioxidante cruciale care intr-0 masura considerabila atenueaza stresul
oxidativ prin distrugerea peroxidului de hidrogen celular. Deficienta sau functionarea deficitara a catalazei este
legata de patogeneza mai multor boli degenerative asociate varstei, cum ar fi diabetul zaharat, hipertensiunea
arteriald, anemia, vitiligo, boala Alzheimer, boala Parkinson, tulburarea bipolara, cancerul si schizofrenia (Ankita
Nandi et al. Role of Catalase in Oxidative Stress- and Age-Associated Degenerative Diseases. Oxidative Medicine
and Cellular Longevity, vol. 2019, Article ID 9613090).

CAT poate fi o tinta terapeutica atragatoare in contextul unor forme de cancer, reiesind din faptul ca modificarea
expresiei catalazei in celulele canceroase favorizeaza proliferarea celulard prin inducerea instabilitatii genetice si
activarea oncogenelor (Glorieux Christophe, Calderon Pedro Buc. Catalase, a remarkable enzyme: targeting the
oldest antioxidant enzyme to find a new cancer treatment approach. Biological Chemistry, vol. 398 (10), 2017, p.
1095-1108). Astfel, sinteza si studierea proprietitilor unor agenti farmacologici selectivi care ar induce sinteza
catalazei, oferd noi instrumente pentru protejarea tesuturilor de leziuni, imbunatitirea repararii celulelor si
tesuturilor, tratarea unei varietati de boli metabolice prin utilizarea acestor inductori/activatori ai acestei enzime.

Prin urmare, activarea terapeutica a producerii CAT sau mentinerea la un nivel fiziologic optimal al biosintezei
catalazei este o contributie noua, deoarece substantele bioactive care influenteaza asupra capacitatii de producere
sau activizare endogena a catalazei pot fi folosite in calitate de remedii pentru prevenirea si medicatia diferitor boli.
Inducerea enzimatica este un proces in care 0 molecula (de exemplu un medicament) induce cresterea activitatii unei
enzime fie prin legarea de enzima si activizarea acesteia, fie prin cresterea expresiei genei care codifica enzima
(Stanbury P. F. et al. Principles of Fermentation Technology, second edition, Elsevier, 2013). Inducerea enzimatica
este inclusa atunci cand molecula (numita inductor) permite expresarea genei. Modul in care se intdmpla acest lucru
depinde de mecanismele de control, precum si de diferentele dintre celulele procariote si eucariote. Catalaza (E.C.
1.11.1.6) este una dintre cele mai importante enzime antioxidante. Este prezentd in aproape toate organismele
aerobe. In 1937, CAT a fost cristalizata pentru prima data din ficat de bovina in laboratorul lui Sumner si Dounce.
Gena care codifica CAT este pozitionata in cromozomul 11 la om (Nandi A. et al. Role of Catalase in Oxidative
Stress- and Age-Associated Degenerative Diseases. Oxidative Medicine and Cellular Longevity, 2019, article ID
9613090). Deficienta CAT este asociata cu multe boli precum diabetul zaharat, vitiligo, bolile cardiovasculare, boala
Wilson, hipertensiunea arteriala, anemia, unele tulburari dermatologice, boala Alzheimer, boala Parkinson, dementa,
tulburarea bipolara si schizofrenia, etc.

S-a observat ca o crestere de 60 de ori a activitatii CAT ar putea reduce drastic caracteristicile obisnuite ale
cardiomiopatiei diabetice la modelul de soarece (Gang Ye et al. Catalase protects cardiomyocyte function in models
of type 1 and type 2 diabetes. Diabetes, 2004, vol. 53 (5), p. 1336-1343). Deci, aceasta abordare ar putea fi o
abordare terapeutica eficienta pentru tratamentul cardiomiopatiei diabetice.

Sepsisul este sindromul de raspuns inflamator sistemic cauzat de infectii care pot duce la disfunctie de organ cu
mortalitate ridicatd (rata letalitatii depasind 25%). Persoanele cu varsta peste 65 de ani, sugarii, pacientii
imunocompromisi si pacientii cu boli autoimune, tumori, boli de rinichi si boli pulmonare sunt cei mai susceptibili
la sepsis. Odata cu cresterea rapidd a imbatranirii populatiei si a rezistentei antimicrobiene, dezvoltarea de terapii
pentru tratamentul sepsisului este foarte importanta. Socul septic este, de asemenea, una dintre manifestarile clinice
comune ale pacientilor severi cu COVID-19 (Huang Rui et al. Clinical findings of patients with coronavirus disease
2019 in Jiangsu province, China: A retrospective, multi-center study. PloS Negl Trop Dis, 2020, 14(5): e0008280;
Xiaolong Qi et al. Clinical course and risk factors for mortality of COVID-19 patients with pre-existing cirrhosis: a
multicentre cohort study. Gut. 2021 Feb, 70 (2):433-436).

Catalaza este cea mai abundenta enzima antioxidantd intalnita in mod obisnuit in ficat, eritrocite si celulele epiteliale
alveolare si este cel mai eficient catalizator pentru descompunerea H202. Principalul neajuns al catalazei exogene
purificate din diferite tesuturi si organe consta in stabilitatea ei foarte joasd la administrarea in vivo (aceasta
demonstrand un timp de injumatatire plasmatica, de doar 6-10 minute), ceea ce impiedica utilizarea pe scara larga ca
remediu terapeutic.

Este cunoscutd 0 metoda de crestere a activitatii catalazei in tesutul hepatic in carcinogeneza experimentald prin
infuzii de cafea incorporatd in hrana animalelor, fapt manifestat prin activizarea catalazei hepatice, valorile acestei
enzime apropiindu-se de conditiile animalelor sanatoase [1]. Dezavantajul acestei metode consta in faptul ca ea este
putin eficientd, deoarece nu asigura o crestere suficient de inalta a activitatii catalazei in tesutul hepatic.

Este cunoscuta 0 metoda de crestere a activitatii catalazei in inima, creier si ficat prin administrarea intravenoasa a
noradrenalinei, sau dupd ischemia intestinald regionala, fapt manifestat prin activizarea catalazei miocardice,
cerebrale si hepatice [2].

Dezavantajul acestei metode consta in faptul cd ea este putin eficienta, deoarece nu asigurd activizarea stabila,
suficient de inaltd a catalazei in tesuturile indicate. Un alt neajuns al metodei indicate consta in faptul ca utilizarea
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noradrenalinei sau aplicarea ischemiei intestinale regionale au multe contraindicatii, si, mai mult decat atat, poate
creste riscul aparitiei unor complicatii severe.

Este cunoscutd 0 metoda de inducere a catalazei in fibroblastele gingivale umane prin administrarea derivatului
fenilureei, N-[2-(2-oxo-1-imidazolindinil)etil]-N-feniluree (EDU) intr-un model experimental cu paraquat (PQ),
care a servit drept control pozitiv, fapt manifestat prin inducerea/activizarea catalazei in celulele indicate [3].
Dezavantajul acestei metode consta in faptul ci ea este putin eficientd, deoarece nu asigura inducerea/activizarea
stabila, suficient de inalta a catalazei in tesutul indicat. Un alt neajuns al acestei metode consta in faptul ca derivatii
fenilureei influenteaza negativ asupra mediului ambiant. De aceea, Uniunea Europeana a interzis folosirea lor ca
erbicide prin Decizia 2007/417/CE. In ceea ce priveste toxicitatea, pot provoca efecte negative considerabile asupra
sanatatii umane: sanatatii reproductive, efecte toxice manifestate prin dermatite iritante, arsuri si iritatii ale ochilor,
precum si sensibilizare a pielii si altele.

Cea mai apropiata solutie dupa esenta tehnica si rezultatul obtinut al inventiei date este metoda care se bazeaza pe
cresterea producerii sau activizarii catalazei in organism prin administrarea vitaminei D3 sau a derivatilor ei [4].
Neajunsul acestei metode constid in aceea ca ea nu asigura cresterea suficient de inalta a producerii sau activizarii
catalazei, iar utilizarea vitaminei D3 impreuna cu alti analogi ai vitaminei D3 creste riscul aparitiei hipervitaminozei
D.

Problema pe care o rezolva prezenta inventie consta in obtinerea unui compus coordinativ autohton nou, care
extinde arsenalul de compusi sintetici cu activitate inalta de activizare a catalazei cu specificitate inalta, cost-
eficienta.

Esenta inventiei consta in obtinerea unui activator sintetic al catalazei in baza acetato-2-[({(metilsulfanil)[(prop-2-
en-1-il)Jamino]metiliden}hidraziniliden)metil]fenolatoaquacupru cu formula:
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Compusul dat, proprietatile lui si procedeul de sinteza nu sunt descrise in literatura.
In calitate de etalon pentru determinarea activitatii de inducere/activizare a catalazei se utilizeaza vitamina D3 cu
formula:
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eritrocitare, care este de 1,9 ori mai inaltd in comparatie cu martorul si de 1,25 ori mai inalta, decat activitatea
vitaminei D3 (cea mai apropiata solutie). Proprietatea stabilita a acetato-2-[({(metilsulfanil)[(prop-2-en-1-
il)amino]metiliden}hidraziniliden)metil]fenolatoaquacuprului sus-numit este noua, fiindcd pana acum nu este
descrisa utilizarea lui in calitate de activator al catalazei.

Analiza comparativa a acetato-2-[({(metilsulfanil)[(prop-2-en-1-
ilJamino]metiliden}hidraziniliden)metil]fenolatoaquacupru cu cea mai apropiaté solutie demonstreaza ca ei se
deosebesc prin aceea, ca apartin diferitor clase de compusi chimici si in compusul revendicat se realizeaza o
combinare noua de legaturi chimice deja cunoscute.
Acetato-2-[({(metilsulfanil)[(prop-2-en-1-il)amino]metiliden}hidraziniliden)metil]fenolatoaquacupru revendicat se
obtine la interactiunea suspensiei etanolice fierbinti (50-60°C) ale acetatului de cupru(ll) Cu2(CH3C0OOQ)4-2H20 cu
metil-N’-[(2-hidroxifenil)metiliden]-N-prop-2-en-1-ilcarbamohidrazonotioat (4-alil-S-metilizotiosemicarbazona 2-
hidroxibenzaldehidei), luate in raport molar 1:2. Reactia decurge in 40-50 min conform urmatoarei scheme:
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Mecanismul prezentei reactii este legat de faptul, ca in timpul sintezei, in amestecul reactant, are loc aditia la ionul
de cupru(2+) a moleculei de 4-alil-S-metilizotiosemicarbazona a 2-hidroxibenzaldehidei, care joaca rolul de ligand-
O,N,N tridentat monodeprotonat. Al patrulea loc in sfera interna este ocupat de atomul de oxigen al moleculei de
apa, iar al cincilea loc este ocupat de un atom de oxigen al acetat-ionului monodentat.
Exemplu de obtinere al acetato-2-[({(metilsulfanil)[(prop-2-en-1-il)amino]metiliden}
hidraziniliden)metil]fenolatoaquacupru. Se amesteca 20 mL de solutie etanolica, care contine 10 mmol de metil-N’-
[(2-hidroxifenil)metiliden]-N-prop-2-en-1-ilcarbamohidrazonotioat (4-alil-S-metilizotiosemicarbazona 2-
hidroxibenzaldehidei) cu 5 mmol de Cu2(CH3COO)4 - 2H20, sub forma de suspensie in 10 mL de alcool.
Amestecul reactant este incalzit (50-60°C) si amestecat in permanenta cu ajutorul agitatorului magnetic timp de 40-
50 min. La racire din solutie se depun cristale marunte de culoare verde, care sunt filtrate prin filtru de sticla, spalate
cu o cantitate mica de etanol, eter si uscate la aer. Randamentul produsului final alcatuieste 72% de la cel calculat
teoretic.
S-a determinat, % : C — 43,04; H — 4,70; Cu -16,47; N — 10,87; S — 8,07.
Pentru C14H19CuN304S s-a calculat, % : C — 43,23; H — 4,92; Cu —-16,34; N — 10,80; S — 8,24.
Procedeul de obtinere al compusului declarat este simplu in executare, substantele initiale sunt accesibile. Metil-N’-
[(2-hidroxifenil)metiliden]-N-prop-2-en-1-ilcarbamohidrazonotioat (4-alil-S-metilizotiosemicarbazona 2-
hidroxibenzaldehidei) a fost sintetizat dupa metodica descrisa in literatura (Pahontu E., Usataia I., Graur V.,
Chumakov Yu., Petrenko P., Gudumac V., Gulea A. Synthesis, characterization, crystal structure of novel Cu(ll),
Co(lln, Fe(ll) and Cr(ll) complexes with 2-hydroxybenzaldehyde-4-allyl-S-methylisothiosemicarbazone:
Antimicrobial, antioxidant and in vitro antiproliferative activity. Applied Organometallic Chemistry, 2018, vol.
32(12), e4544). Complexul revendicat este stabil in contact cu aerul, putin solubil in apa si alcooli alifatici, este
solubil in dimetilformamida si dimetilsulfoxid, practic insolubil in eter.
Cercetarea vizuald sub microscop a compusului declarat demonstreaza ca el posedd omogenitate fazica. Din cauza
dimensiunilor mici si absen;a monocristalelor de acest compus, pentru determinarea individualitétii componentei Iui

ca el este un neelectrolit [=3 Ohm-1.cm2.mol-1, 20°C, Cm=0.001 M].

Studiul magnetochimic la temperatura camerei (293 K) a compusului cercetat a demonstrat, ca valoarea calculata a
momentului magnetic efectiv este apropiata (uef = 1,84M.B.) de valoarea de spin pentru un electron necuplat. Deci
in conditiile efectuarii masurarilor nu se realizeaza interactiunea de schimb intre ionii de cupru (2+) paramagnetici si
complexul studiat are structura monomerica.

in scopul determinarii modului de coordonare a liganzilor cu ionul de cupru(2+) a fost efectuati analiza comparativa
a spectrelor IR ale compusului declarat si a metil-N’-[(2-hidroxifenil)metiliden]-N-prop-2-en-1-
ilcarbamohidrazonotioat (4-alil-S-metilizotiosemicarbazona 2-hidroxibenzaldehidei).

S-a stabilit, c¢a izotiosemicarbazona in complexul investigat se comporta ca un ligand tridentat monodeprotonizat,
unindu-se cu ionul central prin intermediul atomului de oxigen fenolic si a atomilor de azot azometinic si
tiocarbamidic N4, formand metalocicluri din cinci si sase atomi. in favoarea acestui fapt vorbeste disparitia in
spectrele IR ale substantei declarate a benzii de absorbtie 8(OH), care in izotiosemicarbazona libera se observa in
domeniu 1245-1240 cm-1. in cazul complexului declarat in spectrul IR banda v(C=N) scindeaza in doua benzi si se
deplaseaza cu 25-30 cm-1 spre frecvente mai mici (in izotiosemicarbazona initiala v(C=N) se observa in domeniul
1630-1610 cm-1). In afard de aceasta in spectrele IR ale complexului in domeniul 600-405 cm-1 apar o serie de noi
benzi de absorbtie, care conform datelor luate din literaturd, se detecteazd ca v(Cu-N) si v(Cu-O). Prezenta in
complexul declarat a acetat-ionului se confirma prin existenta in spectru a benzilor de absorbtie caracteristice
[vs(CO) = 1605 si vas(CO) = 1358 cm-1].

Astfel, in baza rezultatelor analizei elementelor si a cercetarilor fizico-chimice, a fost stabilita compozitia si
structura compusului declarat.

Esenta inventiei poate fi confirmata prin urmatoarele date experimentale.

Exemplu al utilizarii a acetato-2-[({(metilsulfanil)[(prop-2-en-1-
il)Jamino]metiliden}hidraziniliden)metil]fenolatoaquacupru in calitate de activator al catalazei.

Actiunea acetato-2-[({(metilsulfanil)[(prop-2-en-1-il)amino]metiliden}hidraziniliden)metil]fenolatoaquacupru
asupra catalazei eritrocitare a fost evaluata in experiente pe un lot de 30 de sobolani albi masculi cu masa 180-230
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g, divizati in 3 loturi a cate 10 animale in fiecare. Primul lot — martorul, a fost constituit din 10 animale, intretinute
la un regim obisnuit alimentar de vivariu si carora li s-a injectat subcutanat de 3 ori pe saptdmana solutie fiziologica
timp de 4 saptamani.

Animalelor din lotul 2 li s-a administrat subcutanat compusul complex revendicat - acetato-2-
[({(metilsulfanil)[(prop-2-en-1-il)amino]metiliden}hidraziniliden)metil]fenolatoaquacupru (in doza 0,10 uM/kg) de
3 ori pe saptamana pe parcursul a 4 saptamani, iar celor din lotul 3 (cea mai apropiata solutie) li s-a administrat
subcutanat vitamina D3 (in doza 20,0 uM/kg).

Dupa 24 ore de la expirarea termenului experientelor, a fost colectat sangele pentru evaluarea catalazei. Masa
eritrocitard, obtinuta dupa decantarea plasmei sanguine, a fost spalata de 3 ori cu ser fiziologic. Activitatea catalazei
(CAT) a fost determinata conform metodei descrise in literatura (Gudumac V., Rivneac V., Tagadiuc O., Sardari V.,
Rivneac E., Andronache L., Stirba O., Pantea V., Popa V. Metode de cercetare a metabolismului hepatic. Elaborare
metodica. Univ. de Stat de Medicind si Farmacie ,Nicolaec Testemitanu”, 2012, p.105-106). Mai pe scurt, in
microplacile fotometrice cu 96 de godeuri se masoara cate 0,01 mL masa eritrocitara diluatd de 1000 ori cu apa
distilata si, apoi, se adauga cate 0,18 mL sol. 0,03% H202. in probele martor in loc de H202 se adaugi aceeasi
cantitate de apa distilata. Paralel se pregatesc 3 probe de referinta, care contin numai H202 si apa distilata. Apoi
probele se incubeaza timp de 10 min la temperatura de 37°C, apoi se adauga cate 0,10 mL de solutie de 4% de
molibdat de amoniu, se agita si se masoard absorbanta la 410 nm. Se calculeaza diferenta dintre absorbanta probei
de referinta si celei experimentale. Calcularea activitatii enzimatice se efectueaza utilizand curba de calibrare si se
exprima in pmol pe s la 1 g Hb (umol/s-g Hb).

Evaluarea statistica a datelor obtinute a fost efectuatd cu ajutorul programului computerizat StatsDirect. A fost
calculata media aritmeticateroarea mediei (M+m). Pentru testarea diferentei semnificative dintre indicii studiati ai
loturilor comparate s-a utilizat testul statistic nonparametric ,,U Mann-Whitney” si pragul de semnificatie -
»P<0,05”.

Datele experimentale obtinute privind studierea proprietatilor de activizare a catalazei de catre acetato-2-
[({(metilsulfanil)[(prop-2-en-1-il)amino]metiliden}hidraziniliden) metil]fenolatoaquacupru sunt prezentate in tabel
din care se observa, ca compusul mentionat manifestd proprietati mai inalte, decat cea produsa de vitamina D3,
utilizata in calitate de cea mai apropiata solutie.

Tabel

Influenta acetato-2-[({(metilsulfanil)[(prop-2-en-1-il)amino]metiliden}hidraziniliden)metil]fenolatoaquacupru,
precum si a vitaminei D3 asupra proprietatilor de activizare a catalazei eritrocitare

Nota: * - diferenta statistic semnificativa cu lotul martor (** - p<0,01; *** - p<0,001);

Grupurile de studiu Catalaza, pM/s.g.Hb
Lotul martor (grupul de control) 18,80+1,34 (100%)
Acetato-2-[({(metilsulfanil)[(prop-2-en-1- 35,7+1,87**F*4#
illamino]metiliden}hidraziniliden)metil]fenolatoaquacupru (0,1 uM/kg) (190%)
Vitamina D3 (20 pM/kg) 28,6+1,42%* (152%)

# - diferenta statistic semnificativa cu cea mai apropiata solutie (#- p<0,05; ## - p<0,01).

La animalele expuse actiunii acetato-2-[({(metilsulfanil)[(prop-2-en-1-
ilJamino]metiliden}hidraziniliden)metil]fenolatoaquacuprului, s-a constatat o crestere importanté a proprietatilor de
activizare a catalazei eritrocitare, care este de 1,9 ori mai inaltd in comparatie cu martorul si de 1,25 ori mai inalta
decat cea a vitaminei D3, utilizata in medicina in calitate de etalon pentru determinarea activitatii de
inducere/activizare a catalazei. Aceasta indica existenta unei sinteze excesive a catalazei dupa expunerea cu acest
compus, fapt deosebit de important, stabilit de noi in premiera.

Proprietatile depistate ale acetato-2-[({(metilsulfanil)[(prop-2-en-1-
il)amino]metiliden}hidraziniliden)metil]fenolatoaquacuprului prezinta interes pentru medicina din punct de vedere
al extinderii arsenalului de activatori sintetici ai catalazei.

Compusul revendicat poate fi folosit pentru obtinerea unor remedii eficiente pentru cresterea producerii catalazei in
mai multe boli multifactoriale, cum ar fi diabetul zaharat, cancerul, procesele inflamatorii, hipertensiunea arteriala,
anemia, vitiligo, bolile neurodegenerative (cum ar fi boala Alzheimer, boala Parkinson, tulburarea bipolara si
schizofrenia), infectia COVID-19, tulburarile induse de ischemie-reperfuzie, si altele. Luand in cosideratie ca
expresia catalazei in creier este redusa in imbatranire compusul revendicat ar putea fi folosit, de asemenea, pentru
obtinerea unor remedii cu proprietati antiimbatranire. Metoda indicata ne permite de a considera ca imbatranirea nu
este inevitabild, ea este 0 oportunitate.




