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Inventia se referd la chimie si medicind, si anume la un compus coordinativ de cupru biologic activ din clasa
izotiosemicarbazidatilor metalelor de tranzitie. Acest complex inhibd exacerbarea proceselor de afectare a
moleculelor organice cu radicali superoxizi in organism. Datoritd acestor proprietdti el poate gasi aplicare in
medicind in calitate de inhibitor al radicalilor superoxizi in organism, prevenind astfel dezvoltarea leziunilor celulare
si tisulare, ateroscleroza si carcinogeneza.

In patogenia bolilor cronice si degenerative (celor mai raspandite boli) un rol important se atribuie radicalilor liberi
ai oxigenului (RLO), in special, radicalului superoxid Oz = (RSO), care se formeaza prin captarea unui electron la
activarea O,. Datorita marii reactivitdti RSO este responsabil de multiple actiuni nocive asupra organismului (Maan
Hayyan, Mohd Ali Hashim, Inas M. AlNashef. Superoxide lon: Generation and Chemical Implications. Chem.
Rev., 2016, vol.116, nr. 5, p. 3029-3085), cum ar fi inflamatia, leziuni de reperfuzie, leziuni prin radiatie, tulburari
metabolice, imbdtranire celulara, ateroscleroza si carcinogeneza.

Prin urmare, inhibarea terapeutici a RSO este o contributie noud, deoarece compusii cu activitate antiradicalica
manifestd un puternic efect curativ, prevenind dezvoltarea leziunilor celulare si tisulare (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, v. 23(1), p. €98-e117).

Respectiv, una din directiile prioritare ale chimiei aplicative moderne reprezinta sinteza noilor compusi, care
capteaza si neutralizeazd RSO, in special, radicalul superoxid, prevenind astfel dezvoltarea leziunilor celulare si
tisulare, inclusiv, procesele inflamatorii in organismul uman, ateroscleroza si carcinogeneza.

In calitate de etalon pentru determinarea activitatii de captare a radicalilor superoxizi se utilizeazi quercetina
(3,3',4,5,6-pentahidroxiflavona) cu formula:
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care reprezinta un flavonol natural din grupa de flavonoizi polifenolici [1].

Dezavantajul quercetinei consta in faptul, ca ea nu poseda o activitate antiradicalica inalta (concentratia de inhibare
semimaximala (ICsp) constituind 16-35 umol/L), precum si ci ea poate provoca efecte secundare.

Din compusii chimici sintetici, care manifesta o activitate antiradicalica inalta, descrisi in literatura, cel mai inalt
efect inhibitor asupra 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 [2] cu formula:
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Compusul dat are concentratia semimaximald de inhibare a radicalilor superoxizi 1Cso = 0,99 umol/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 consta in faptul cd compusul dat nu posedd o activitate inhibitoare a radicalilor
superoxizi suficient de inalta 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.
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Esenta inventiei constd in obtinerea unui inhibitor sintetic al radicalilor superoxizi in baza nitrato-[2-({2-
[(etilsulfanil)(prop-2-en-1-il)-carbonoimidoil]-hidraziniliden}metil)fenolato]aqua-cupru cu formula:

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

Rezultatul tehnic al inventiei consta in stabilirea la compusul revendicat a activitatii anti-radicalice cu 1Cs egala cu
0,86 pumol/L, care este de 71,1 ori mai inaltd decat activitatea quercetinei, utilizata in calitate de etalon pentru
determinarea activitatii de inhibare a radicalilor superoxizi si este de 1,15 ori mai efectiv decat solutia cea mai
apropiatd. Proprietatea stabilitd a nitrato-[2-({2-[(etilsulfanil)(prop-2-en-1-il)carbonoimidoil]-
hidraziniliden}metil)fenolato]aqua-cupru susnumit este noud, fiindca pana acum nu este descrisa utilizarea lui in
calitate de inhibitor al radicalilor superoxizi.

Analiza comparativa a nitrato-[2-({2-[(etilsulfanil)(prop-2-en-1-il)carbono-imidoil]
hidraziniliden}metil)fenolato]aquacupru cu solutia cea mai apropiata demonstreaza ca ei se deosebesc prin aceea ca
apartin diferitor clase de compusi coordinativi ai cuprului(ll) si in compusul revendicat se realizeaza o combinare
noua de legaturi chimice.

Nitrato-[2-({2-[(etilsulfanil)(prop-2-en-1-il)carbonoimidoil]hidraziniliden}-metil)fenolato] aquacupru revendicat se
obtine la interactiunea solutiei etanolice fierbinti (50-55°C) a trihidratului nitratului de cupru(ll) cu etil-2-(2-hidroxi-
benziliden)-N-(prop-2-en-1-il)hidrazincarbimidotioat [4-alil-S-etilizotiosemicar-bazona 2-hidroxibenzaldehidei],
luate in raport molar de 1:1. Reactia decurge in 50-60 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-etilizotiosemicarbazona 2-hidroxibenzaldehidei, care joaca rolul de ligand-
O,N,N tridentat monodeprotonat. Al patrulea loc in sfera internd este ocupat de atomul de oxigen al moleculei de
apd, iar al cincilea loc este ocupat de un atom de oxigen al nitrat-ionului monodentat.

Exemplu de obtinere a nitrato-[2-({2-[(etilsulfanil)(prop-2-en-1-il)carbonoimidoil]
hidraziniliden}metil)fenolato]aquacupru.

Se amestecd 20 ml de solutie etanolica, care contine 10 mmol de etil-2-(2-hidroxi-benziliden)-N-(prop-2-en-1-
il)hidrazincarbimidotioat [4-alil-S-etilizotiosemicarbazona 2-hidroxibenzaldehidei] cu 10 mmol de Cu(NOs), -
3H:0, dizolvat in 10 ml de alcool. Amestecul reactant este incalzit (50-55°C) si amestecat in permanenta 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 75% de la cel calculat teoretic.

S-a determinat, % : C —38,54; H —4,30; Cu -15,47; N- 13,87, S - 7,77.

Pentru C13H18CuN4OsS s-a calculat, % : C —38,47; H — 4,47; Cu -15,65; N- 13,80; S — 7,90.

Benzile de absorbtie in spectrul IR, cm™ : 3407 (v(OH), H-0); 3080 v(N?H); 1642 v(C=Cui); 1600, 1548 v(C=N);
1214 v(C-0); 1119 v(CH,-S); 655 v(C-S); 529, 510, 486, 478 v(M-N; M-O).

pef = 1,83 m. B. (294K)
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Procedeul de obtinere a compusului declarat este simplu in executare, substantele initiale sunt accesibile. Etil-2-(2-
hidroxi-benziliden)-N- (prop-2-en-1-il)hidrazincarbimidotioat [4-alil-S-etilizotiosemicarbazona 2-hidroxibenzalde-
hidei] a fost sintetizatd dupd metodica descrisa in (Pahontu E., Usataia I., Graur V., Chumakov Yu., Petrenk,
P., Gudumac V., Gulea A. Synthesis, characterization, crystal structure of novel Cu (I1), Co (IlI), Fe (Ill) and Cr
(IIT) complexes with 2-hydroxybenzaldehyde-4-allyl-S-methylisothiosemicarbazone: Antimicrobial, antioxidant and
in vitro antiproliferative activity. Appl. Organomet. Chem. 2018, VVol. 32, Nr. 12, p. 4544).

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.

La recristalizarea hidratului de nitrato-[2-({2-[(etilsulfanil)(prop-2-en-1-il)carbonoimidoil]
hidraziniliden}metil)fenolato]aquacupru din solutie etanolicd au fost obtinute monocristale, structura carora a fost
stabilitd cu ajutorul analizei cu raze X. Masuratorile cristalografice au fost efectuate utilizdnd un difractometru de tip
Xcalibur E CCD Oxford-Diffraction cu monocromator de grafit inzestrat cu sursa de raze X de tip Mo-Ko.
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 cercetatd solutia a fost
determinata prin metoda directa cu ajutorul programului SHELXS-97 si fitata prin metoda patratelor minimale in
cadrul programului SHELXL-97 in varianta anizotropica pentru toti atomii cu masd molard mai mare decét a
atomului de hidrogen. Atomii de hidrogen au fost introdusi in pozitii idealizate (dcn = 0.96 A) utilizind 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 empiricd a compusului investigat CzsHzsCICUNsOsS., grupa spatiala P-1,
parametrii celulei elementare, [A]: a = 7,4464(9); b = 9,9324(7), c = 12,1455(9); o. = 92,397(6)°, B = 101,133(8)°, y
=105,318(8)°.

A fost stabilit ca nodul coordinativ al compusului complex investigat are structurd tetragonal-piramidald
distorsionata (Figura: Structura nitrato-[2-({2-[(etilsulfanil) (prop-2-en-1-il)-carbonoimidoil]lhidraziniliden}metil)
fenolato] aquacupru).

in sfera internd a atomului central se afli o molecula de izotiosemicarbazona tridentata, care coordineaza la atomul
de cupru prin atomii de oxigen fenolic deprotonat [d(Cu-O) = 1,895 A], atomii de azot azometinic [d(Cu- N) =1,939
A] si azot tiocarnamidic N* [d(Cu- N%) = 1,963 A], formand doud metalocicluri din sase si cinci atomi. in favoarea
coordinirii azometinei prin atomul de azot tiocarnamidic N* vorbeste si distanta d(C-S) = 1,748 A. Legitura dublia
in molecula de izotiosemicarbazona coordinati se afld intre atomii de carbon si azot N* [d(C® - N%) = 1,287A].
Distanta intre atomii de carbon si azot N® este mai lungi [d(C® — N') = 1,362A]. Al patrulea loc in sfera interni a
atomului de cupru il ocupi atomul de oxigen al moleculei de apa [d(Cu — Oy) = 1,981A], iar al cincilea loc in sfera
internd a complexului este ocupat de atomul de oxigen al nitrat-ionului cu distanta d(Cu-O) = 2,453A. Alte distante
interatomice si unghiurile de valenta sunt standarde pentru compusii din aceasta clasa.

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

Esenta inventiei poate fi confirmata prin urmatoarele date experimentale.

Exemplu al utilizarii nitrato-[2-({2-[(etilsulfanil)(prop-2-en-1-il)carbonoimidoil]hidraziniliden}
metil)fenolato]aquacupru in calitate de inhibitor al radicalilor superoxizi.

Activitatea de captare a radicalului superoxid a fost determinatd prin metoda spectrofotometrica, descrisa in
(Fontana M., Mosca L. and Rosei M.A. Interaction of enkephalines with oxyradicals. Biochemical Pharmacology,
2001, Vol. 61. p 1253-1257; Robak J. and Gryglewski R. J. Flavonoids Are Scavengers of Superoxide Anions.
Biochemical Pharmacology, 1988, Vol. 37, Nr. 5, p. 837-841) cu unele modificari.

Metoda se bazeaza pe generarea radicalilor superoxizi de catre sistemul fenazin metosulfat/nicotinamidd adenina
dinucleotid redusa (FMS/NADH) prin oxidarea NADH, iar radicalii superoxizi reduc sarea de tetrazoliu - Nitro Blue
Tetrazolium (NBT) 1in formazan de culoare albastra-purpurie.

Metoda se efectueaza in felul urmator.

Se pregitesc dilutiile de lucru ale substantelor testate in solutie de DMSO in concentratiile 0,1; 1,0; 10,0; 100 uM/1.
Apoi, se pipeteaza cate 20 ul de fiecare dilutie de lucru ale substantelor testate in godeurile microplacii cu 96
godeuri. Fiecare dilutie se toarna in dublicat. Dupa aceasta se adauga cite 180 ul 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 toarna o cantitate echivalenta
de solutie de 20 mM tampon fosfat (pH 7,4). Se pregiteste in dublicat. Se amesteca si se masoara absorbanta la 560
nm [Ao0]. Apoi, in toate godeurile se adauga cate 20 pl de solutie de 8,0 uM fenazin metosulfat (FMS), se agita 10-
15 s si se incubeaza la temperatura camerei 5 min. Se masoara din nou absorbanta Abs la 560 nm [A;]. In calitate de
substanta de referinta se foloseste quercetina in concentratiile 0,1; 1,0; 10,0; 100 uM/1.

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

ACRS (%) = [100-(A1/A0)] x 100

Datele experimentale obtinute privind studierea proprietatilor inhibitoare ale nitrato-[2-({2-[(etilsulfanil)(prop-2-en-
1-il)carbonoimidoil]-hidraziniliden}metil)-fenolato]laquacupru sunt prezentate in Tabel, din care se observa, ca el
manifesta activitate anti-radicalica cu ICso egald cu 0,86 pmol/L, care este de 71,1 ori mai inaltd decit a quercetinei,
utilizata in calitate de etalon pentru determinarea activitatii de inhibare a radicalilor superoxizi si este de 1,15 ori
mai efectiv decat solutia cea mai apropiata.
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Proprietatile depistate ale nitrato-[2-({2-[(etilsulfanil)(prop-2-en-1-il)carbonoimidoil]
hidraziniliden}metil)fenolato]aquacupru prezinta interes pentru medicind din punct de vedere al extinderii
arsenalului de inhibitori sintetici ai radicalilor superoxizi.

Tabel
Activitatea anti-radicalicd a compusului revendicat in comparatie cu quercetina si
solutia cea mai apropiata

1Cso,
Compusul umol/L
Quercetina (3,3',4,5,6-pentahidroxiflavona) [1] 61,86
Bis(2,4,6-trinitrofenolatului) de bis[2,2’-piridin-2,6-diil-kN)-bis-1H-benzimidazol]-cupru(ll) 0.99
bis(N,N-dimetilformamid) solvatul (prototipul) ‘
Nitrato-[2-({2-[(etilsulfanil)(prop-2-en-1-il)carbonoimidoil]- 0.86
hidraziniliden}metil)fenolato]aquacupru ‘




