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(57) Rezumat:
1

Inventia se refera la chimie si medicina,
si anume la un compus coordinativ biologic
activ de cupru din clasa
izotiosemicarbazidatilor metalelor de tranzitie.
Acest complex manifesta activitate
antiradicalica, inhiband radicalii superoxizi in
organism. Datorita acestor proprietati el poate
gasi aplicare In medicind in calitate de preparat
care previne dezvoltarea leziunilor celulare si
tisulare, ateroscleroza si carcinogeneza.

Conform inventiei, se revendica
compusul nitrat de catend-(u-nitrato-0,0’-0”)-
{metil-N-(prop-2-en-1-il)-2-[1-(piridin-2-
il)etiliden]hidrazincarbimidotioat}cupru(ll) cu
formula:
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unde n este limitat de dimensiunile
cristalului.




Compusul mentionat extinde arsenalul
de inhibitori ai radicalilor superoxizi sintetici
cu activitate biologica inalta.

Revendicari: 2
Figuri: 2

(54) Catena-(p-nitrato-O,0'-O"'-{methyl-N-(prop-2-en-1-yl)-2-[1-(pyridine-2-
yl)ethylidene]hydrazinecarbimidothioate}copper(l1) nitrate compound as

superoxide radical inhibitors

(57) Abstract:
1

The invention relates to chemistry and
medicine, namely to a biologically active
coordination compound of copper from the
class of transition metal
isothiosemicarbazidates. This complex exhibits
antiradical activity, inhibiting superoxide
radicals in the body. Due to these properties, it
can be used in medicine as a drug that prevents
the development of cellular and tissue lesions,
atherosclerosis and carcinogenesis.

According to the invention, claimed is
catena-(p-nitrato-O,0'-O"-{methyl-N-(prop-2-
en-1-yl)-2-[1-(pyridine-2-
yl)ethylidene]hydrazinecarbimidothioate}copp
er(I1) nitrate compound of the formula:
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wherein n is limited by the size of the
crystal.

The said compound expands the arsenal
of synthetic superoxide radical inhibitors with
high biological activity.

Claims: 2

Fig.: 2

(54) Hurpat katena-(u-uutparo-O,0-0")-{meTna-N-(npon-2-en-1-ui)-2-[1-
(mupuanH-2-ua)dTuanaeH | ruapasuakapouvuaoTuoatimens(ll) B kauecTse

mlruﬁnTopa CYIIEPOKCUAHBIX paIUKAJI0OB

(57) Pedepar:

N3o0pereHrie OTHOCHTCS K XUMHUH H
MEIUIMHE, a WMEHHO K OHOJIOrHYecKH
AKTHBHOMY KOOPJIMHAIIMIOHHOMY COEIMHEHHIO
MeIM  Kjacca  HM30THOCEeMHUKap0a3uaaToB
MEPEXOJHBIX ~ METAJUIOB. JTOT  KOMILIEKC
MIPOSIBISIET ~ QaHTUPAANKAIBHYIO AKTHBHOCTB,
WHTHOMPYsl  CYNEpPOKCHIHBIE paJHuKalbl B
opraHusMe. braromapsi 3TUM CBOMCTBaM OH
MOKET HaWTH TOpUMEHEHHe B MEIUIMHE B
Ka4yecTBe IpernapaTta KOTOPHIH MpeloTBpaIiaeT
pa3BUTHE KJIETOUHBIX W TKAHEBBIX MOpPAKEHHH,
aTEepPOCKIIEPO3 U KapLUHOTEHE3.

CoryacHO H300pETeHUI0, 3asBIsIETCs
COeIMHEHNe HUTPAT KateHa-(p-HuTpaTo-0,0'-
0”)-{merun-N-(npon-2-en-1-mn)-2-[1-
(upuuH-2-

WIT)3THWITUJIEH |THAPa3UHKAPOMMUIOTHOAT } MET
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OMOIOrNYecKOl aKTHBHOCTEIO.

OrpaHHYEH  pa3MepaMu
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Descriere:

Inventia se referd la chimie si medicind, i anume la un compus coordinativ biologic activ de
cupru din clasa izotiosemicarbazidatilor metalelor de tranzitie. Acest complex manifesta activitate
antiradicalica, inhiband radicalii superoxizi in organism. Datoritd acestor proprietati el poate gési
aplicare in medicind in calitate de preparat care previne dezvoltarea leziunilor celulare si tisulare,
ateroscleroza si carcinogeneza.

Radicalul superoxid Oy = (RSO) este implicat in mai multe procese biologice ddunatoare,
cum ar fi denaturarea proteinelor si peroxidarea lipidelor, in patogeneza bolilor umane, cum ar fi
boala Parkinson, bolile cardiovasculare, cancerul [Maan Hayyan, Mohd Ali Hashim, Inas M.
AlNashef. Superoxide Ion: generation and chemical implications. Chem. Rev., 2016, vol.116 (5),
pag. 3029-3085]. Productia excesivd de RSO poate contribui la fibroza alveolara, displazie
bronhopulmonard si sindrom de detresd respiratorie, dezvoltarea cataractei. in plus, RSO este
implicat in etiologia imbitranirii. In afara de aceasta, RSO este o specie derivati din oxigen, care
este potential citotoxic si cauzeaza deteriorarea ADN-ului.

Prin urmare, inhibarea terapeutica a RSO este o contributic noud, deoarece compusii cu
activitate antiradicalici manifestd un puternic efect curativ, prevenind dezvoltarea leziunilor
celulare si tisulare, ateroscleroza si carcinogeneza [Babizhayev M.A., Yegorov Y. E. Reactive
oxygen species and the aging eye: specific role of metabolically active mitochondria in
maintaining lens function and in the initiation of the oxidation-induced maturity onset cataract- a
novel platform of mitochondria-targeted antioxidants with broad therapeutic potential for redox
regulation and detoxification of oxidants in eye diseases. Am . J. Ther., 2016, 23(1), e98-117].

in calitate de etalon pentru determinarea activitatii inhibitoare a radicalilor superoxizi se
utilizeaza quercetina (3,3',4,5,6-pentahidroxiflavona) cu formula:

OH O

care reprezintd un flavonol natural din grupa de flavonoizi polifenolici [1].

Dezavantajul quercetinei constd in faptul, cd ea nu poseda o activitate antiradicalica inalta
[concentratia de inhibare semimaximala (ICsp) constituie doar 61,86 umol/L], precum si in
provocarea efectelor secundare.

Din compusii chimici sintetici, care manifesta o activitate antiradicalicd inaltd, descrisi n
literatura, cel mai inalt efect inhibitor al radicalilor superoxizi a fost obtinut in cazul bis(2,4,6-
trinitrofenolatului) de  bis[2,2’-piridin-2,6-diil-kN)-bis-1H-benzimidazol]-cupru(ll)  bis(N,N-
dimetilformamid) solvatului (prototipul) [2] cu formula:
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Compusul dat are concentratia semimaximald de inhibare a radicalilor superoxizi ICsp =
0,99 pumol/L.

Dezavantajul  bis(2,4,6-trinitrofenolatului)  de  bis[2,2’-piridin-2,6-diil-kN)-bis-1H-
benzimidazol]-cupru(ll) bis(N,N-dimetilformamid) solvatului (prototipului) [2] constd in faptul,
ca compusul dat nu poseda o activitate inhibitoare a radicalilor superoxizi suficient de nalta si
pana acum nu a gasit aplicare In medicina.

Problema pe care o rezolva prezenta inventie constd in obtinerea unui compus coordinativ
nou, care extinde arsenalul de compusi cu activitate inhibitoare a radicalilor superoxizi inalta.

Esenta inventiei constd in obtinerea unui inhibitor sintetic al radicalilor superoxizi in baza

nitratului de catend-(p-nitrato-0,0-0”)-{metil-N-(prop-2-en-1-il)-2-[1-(piridin-2-
il)etiliden]hidrazincarbimidotioat}cupru(ll) cu formula:
') B N o)
| \ |
L " L.
o” N N—Cu-n” o” o

Z
>: Z
/,Z

3

o

\
e
Zz =\
\

unde n este limitat de dimensiunile cristalului.

Compusul dat, proprietatile lui si procedeul de sinteza nu sunt descrise in literatura.

Rezultatul tehnic al inventiei constd in stabilirea la compusul revendicat a activitatii anti-
radicalice cu ICso egala cu 0,54 umol/L, care este de 114,6 ori mai inaltd decit activitatea
quercetinei, utilizata in calitate de etalon pentru determinarea activitatii de inhibare a radicalilor
superoxizi si este de 1,8 ori mai efectiv decat prototipul. Proprietatea stabilitd a nitratului de
catend-(pu-nitrato-0,0™-O”)-{metil-N-(prop-2-en-1-il)-2-[1-(piridin-2-
il)etiliden]hidrazincarbimidotioat}-cupru(ll) sus-numit este noud, fiindcd pand acum nu este
descrisa utilizarea lui in calitate de inhibitor al radicalilor superoxizi.

Rezultatul tehnic obtinut este cauzat de faptul ca in compusul revendicat se realizeaza o
combinare noud de legaturi chimice deja cunoscute.

Nitratul de catend-(p-nitrato-0,0'-0”)-{metil-N-(prop-2-en-1-il)-2-[1-(piridin-2-
il)etiliden]hidrazincarbimidotioat}cupru(ll) revendicat se obtine la interactiunea solutiilor
etanolice fierbinti (50...55°C) ale trihidratului nitratului de cupru(ll) cu metil-N-(prop-2-en-1-il)-
2-[1-(piridin-2-il)etiliden]hidrazincarbimidotioat [4-alil-S-metilizotiosemicarbazona 2-
acetilpiridinei], luate in raport molar 1:1. Reactia decurge in 50...60 min conform urmatoarei
scheme:
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unde n este limitat de dimensiunile cristalului.

Mecanismul prezentei reactii este legat de faptul, cd in timpul sintezei, In amestecul
reactant, are loc aditia la ionul de cupru(2+) a moleculei de 4-alil-S-metilizotiosemicarbazona 2-
acetilpiridinei, care joaca rolul de ligand-N,N,N tridentat. Al patrulea si al cincilea loc in sfera
internd a atomului central sunt ocupate de doi atomi de oxigen ai unui nitrat-ion, care indeplineste
functia de punte in molecula de polimer coordinativ, unindu-se prin al treilea atom de oxigen cu
atomul de cupru al moleculei vecine. Al saselea loc in sfera internd este ocupat de un atom de
oxigen al nitrat-ionului moleculei vecine. In rezultatul acestor procese are loc formarea cationului
coordinativ polimeric, sarcina caruia se compenseaza cu nitrat-ionii din sfera externa.

Exemplu de obtinere a nitratului de cateni-(u-nitrato-O,0-O”)-{metil-N-(prop-2-en-
1-il)-2-[1-(piridin-2-il)etiliden]hidrazincarbimidotioat}cupru(ll). Se amesteca 20 mL de solutie
etanolicd, = care  contine 10  mmol de  metil-N-(prop-2-en-1-il)-2-[1-(piridin-2-
il)etiliden]hidrazincarbimidotioat [4-alil-S-metilizotiosemicarbazona 2-acetilpiridinei] cu 10 mmol
de Cu(NQOs), - 3H,0, dizolvat in 10 mL de alcool. Amestecul reactant este incalzit (50...55°C) si
amestecat in permanentd cu ajutorul agitatorului magnetic timp de 50...60 min. La racire din
solutie se depun cristale marunte de culoare verde intunecata, care sunt filtrate prin filtru de sticla,
spalate cu o cantitate mica de etanol, eter si uscate la aer. Randamentul produsului final alcatuieste
77% de la cel calculat teoretic.

S-a determinat, % : C —35,87; H —4,39; Cu -13,47; N- 12,87; S - 6,70.

Pentru C14H22CuNgOsS s-a calculat, % : C —-36,09; H — 4,76; Cu -13,64; N- 18,04; S —
6,88.

Benzile de absorbtie in spectrul IR, cm™ : 3088 v(N?H); 1639 v(C=Cu); 1600, 1558, 1526
v(C=N); 1109 v(CHz3-S); 644 v(C-S); 535, 516, 475, 468, 447, 412 v(M-N).

Compusul complex revendicat are per = 1,82 m. B. (293K).

Inventia se explica cu ajutorul desenelor din fig. 1 si 2, care reprezinta:

N====0 +3nH,0
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— fig. 1, structura fragmentului elementar al nitratului de catend-(p-nitrato-0,0’-O”)-
{metil-N-(prop-2-en-1-il)-2-[1-(piridin-2-il)etiliden]hidrazincarbimidotioat}cupru(ll);

— fig. 2, structura nitratului de catend-(p-nitrato-O,0'-0")-{metil-N-(prop-2-en-1-il)-2-[1-
(piridin-2-il)etiliden]hidrazincarbimidotioat}cupru(ll).

Procedeul de obtinere a compusului declarat este simplu in executare, substantele initiale
sunt accesibile. Metil-N-(prop-2-en-1-il)-2-[1-(piridin-2-il)etiliden]hidrazincarbimidotioat [4-alil-
S-metilizotiosemicarbazona 2-acetilpiridinei] a fost sintetizat dupa metoda descrisd in sursa:
Pahontu E., Usataia I., Graur V., Chumakov Yu., Petrenko P., Gudumac V., Gulea A. Synthesis,
characterization, crystal structure of novel Cu(ll), Co(lIl), Fe(lll) and Cr(lll) complexes with
2-hydroxybenzaldehyde-4-allyl-S-methylisothiosemicarbazone: Antimicrobial, antioxidant and in
vitro antiproliferative activity. Appl Organomet Chem., 2018, vol 32 (12), pag. 4544e. Complexul
revendicat este stabil in contact cu aerul, putin solubil in apa si alcooli alifatici, este solubil in
dimetilformamida si dimetilsulfoxida, practic insolubil in eter.

La recristalizarea nitratului de catend-(p-nitrato-O,0'-0")-{metil-N-(prop-2-en-1-il)-2-[1-
(piridin-2-il)etiliden]hidrazincarbimidotioat} cupru(Il) din solutie etanolici au fost obtinute
monocristale, structura cdrora a fost stabilitd cu ajutorul analizei cu raze X. Masuratorile
cristalografice au fost efectuate utilizand un difractometru de tip Xcalibur E CCD Oxford-
Diffraction cu monocromator de grafit inzestrat cu sursa de raze X de tip Mo-Ka. Procedeele de
determinare a parametrilor celulei elementare si de integrare a datelor experimentale au fost
efectuate cu ajutorul setului de programe “CrysAlis package Oxford Diffraction”. Pentru structura
cercetatda solutia a fost determinatd prin metoda directd cu ajutorul programului SHELXS-97 si
fitata prin metoda patratelor minimale in cadrul programului SHELXL-97 in varianta anizotropica
pentru toti atomii cu masa molard mai mare decat a atomului de hidrogen. Atomii de hidrogen au
fost introdusi 1n pozitii idealizate (dch = 0,96 A) utilizand modelul pivot cu fixarea parametrilor
izotropici de deplasare la valoarea de 120% fata de valorile respective ale atomilor de carbon cu
care sunt legati. Formula empirica a compusului investigat C14H22CuNsQOsS, grupa spatiala P 21/n,
parametrii celulei elementare, [A]: a = 9,1955(5); b = 8,7084(5), ¢ = 22,2895(9); a= 90°, B =
91,488(4)°, y = 90°.

A fost stabilit (fig. 1, fig. 2), ca compusul investigat reprezintd un polimer coordinativ, in
care fragmentul elementar este un cation complex de cupru(Il) cu structura tetragonal-bipiramidala
distorsionata. in sfera internd a atomului central se afla o molecula de S-metilizotiosemicarbazona
tridentata, care coordineaza la atomul de cupru prin atomii de azot piridinic [d(Cu-N) = 2,005 A],
azometinic [d(Cu-N) = 1,928 A] si tiocarbamidic N* [d(Cu- N*) = 1,969 A], formand doui
metalocicluri din cinci atomi. In favoarea coordinarii azometinei prin atomul de azot tiocarbamidic
N* vorbeste si distanta d(C-S) = 1,748 A. Legitura dubli in molecula de izotiosemicarbazoni
coordinati se afld intre atomii de carbon si azot N* [d(C® - N*) = 1,283A]. Distanta intre atomii de
carbon si azot N° este mai lungd [d(C® — NY) = 1,371A]. Al patrulea si al cincilea loc in sfera
intern a atomului de cupru il ocupa doi atomi de oxigen ai nitrat-ionului cu distantele d*(Cu-O) =
1,899A si d’(Cu-O) = 1,982A. Al saselea loc in sfera internd a atomului central este ocupat de
atomul de oxigen din nitrat-ionul ionului central vecin cu distanta d®(Cu-O) = 2,344A. In sfera
exterioara a cationului complex polimeric se afla al doilea nitrat-ion. Alte distante interatomice si
unghiurile de valentd sunt standarde pentru compusii din aceasta clasa.

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 utilizirii nitratului de cateni-(u-nitrato-O,0-O”)-{metil-N-(prop-2-en-1-
il)-2-[1-(piridin-2-il)etiliden]hidrazincarbimidotioat}cupru(ll) in calitate de inhibitor al
radicalilor superoxizi.

Activitatea de captare a radicalului superoxid a fost determinatd prin metoda
spectrofotometrica, descrisd in [1] si [Fontana M., Mosca L., Rosei, M.A. Interaction of
enkephalins with oxyradicals. Biochemical Pharmacology, 2001, vol. 61, pag. 1253-1257] cu
unele modificari.

Metoda se bazeazd pe generarea radicalilor superoxizi de catre sistemul fenazin
metosulfat/nicotinamidd adenind dinucleotid redusa (FMS/NADH) prin oxidarea NADH, iar
radicalii superoxizi reduc sarea de tetrazoliu - nitro blue tetrazolium (NBT) in formazan de
culoare albastra-purpurie.

Metoda se efectueaza in felul urmator: se pregatesc dilutiile de lucru ale substantelor testate
in solutie de DMSO 1in concentratiile 0,1; 1,0; 10,0; 100 uM/L. Apoi, se pipeteaza cate 20 pL de
fiecare dilutie de lucru ale substantelor testate in godeurile microplacii cu 96 godeuri. Fiecare
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dilutie se toarnd in duplicat. Dupa aceasta se adauga cate 180 pL de mediu (amestec) de reactie ce
contine solutie de 20 mM tampon fosfat (pH 7,4), NADH (0,1 mM) si NBT (0,09 mM). Proba de
control se monteaza la fel ca si proba de cercetat, dar in loc de dilutii ale substantelor de testat se
toarnd o cantitate echivalentd de solutie de 20 mM tampon fosfat (pH 7,4). Se pregiteste in
duplicat. Se amesteca si se masoara absorbanta la 560 nm [Ao]. Apoi, in toate godeurile se adauga
cate 20 uL de solutie de 8,0 uM fenazin metosulfat (FMS), se agita 10...15 s si se incubeaza la
temperatura camerei 5 min. Se méasoarda din nou absorbanta Abs la 560 nm [A1]. In calitate de
substanta de referintd se foloseste quercetina in concentratiile 0,1; 1,0; 10,0; 100 uM/L.

Activitatea de captare a radicalilor superoxizi (ACRS) se calculeaza (%) dupa formula:

ACRS (%) = [100-(As/A0)] x 100

Datele experimentale obtinute privind studierea proprietétilor inhibitoare ale nitratului de
catend-(pu-nitrato-0,0™-O”)-{metil-N-(prop-2-en-1-il)-2-[1-(piridin-2-
il)etiliden]hidrazincarbimidotioat}cupru(ll) sunt prezentate in tabel, din care se observa, ca el
manifesta activitate antiradicalica cu ICsg egald cu 0,54 pumol/L, care este de 114,6 ori mai inalta
decat activitatea quercetinei, utilizatd in calitate de etalon pentru determinarea activitatii de
inhibare a radicalilor superoxizi si este de 1,8 ori mai efectiv decat prototipul.

Proprietitile depistate ale nitratului de catend-(u-nitrato-O,0’-O”")-{metil-N-(prop-2-en-1-
il)-2-[1-(piridin-2-il)etiliden]hidrazincarbimidotioat}cupru(ll) prezintd interes pentru medicina din
punct de vedere al extinderii arsenalului de inhibitori sintetici ai radicalilor superoxizi.

Tabel
Activitatea antiradicalicd a compusului revendicat in comparatie cu quercetina si prototipul
Compusul ICso,
umol/L
Quercetina (3,3',4,5,6-pentahidroxiflavona) [1] 61,86
Bis(2,4,6-trinitrofenolatul) de bis[2,2’-piridin-2,6-diil-kN)-bis-1H- 0.99

benzimidazol]-cupru(1l) bis(N,N-dimetilformamid) solvat (prototipul) [2]

Nitratul de catend-(u-nitrato-O,0’-O”)-{metil-N-(prop-2-en-1-il)-2-[1-(piridin- 0.54

2-il)eiliden]hidrazincarbimidotioat}cupru(ll)
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2011, vol. 64 (24), pag. 4383-4396

(57) Revendicari:

1. Nitrat de catend-(p-nitrato-0,0’-0”)-{metil-N-(prop-2-en-1-il)-2-[1-(piridin-2-
il)etiliden]hidrazincarbimidotioat}cupru(ll) cu formula:

: a’

| ~n NH !

N, — ) S N..

o7 N cupn? 2N
S O \ N—‘ "N O O
\‘\ \\ J \ _//
\‘\ ;O /’/////’,,
Y 0 O Y

\
z_ < o
SINOF/—
/E\\o
>:Z
J o=
/\IZ=O /oz
— o
s
\
&
pd
zZ
L7 N\

Lo

unde n este limitat de dimensiunile cristalului.
2. Compus, conform revendicarii 1, care manifesta activitatea de inhibare a radicalilor

superoxizi.

Agentia de Stat pentru Proprietatea Intelectuala
str. Andrei Doga, nr. 24, bloc 1, MD-2024, Chisinau, Republica Moldova



MD 4698 B1 2020.05.31

9

Fig. 1
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