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INTRODUCERE

Actualitatea si importanta problemei cercetate

Actualmente, bolile oncologice reprezintd o problema actuala a medicinei moderne. Cercetarea
de noi medicamente cu activitate anti-neoplazica este una dintre sarcinile majore ale chimiei medicale
moderne [1, 2]. Una dintre cele mai importante probleme in tratamentul bolilor neoplazice este
toxicitatea ridicatd a agentilor chimioterapeutici. Pana in prezent, sunt cunoscuti cateva sute de agenti
antitumorali eficienti utilizati pentru a trata diferite patologii maligne si aproape toti acesti compusi,
utilizati in practica clinica, sunt neselectivi si toxici [2, 3, 4].

Medicamentele anti-neoplazice (doxorubicina, cisplatina, vinblastina, metotrexatul etc.) sunt
utilizate pe scara larga in oncologia clinica [2, 4]. Acestea manifesta o selectivitate scazuta in raport
cu tesuturile sdnatoase, ceea ce conduce la reactii adverse severe, la necesitatea reducerii dozelor
terapeutice de chimioterapie si, ca rezultat, la dezvoltarea rezistentei la chimioterapie [3]. In
consecinta, n ultimul deceniu, alaturi de sarcina de a gasi noi medicamente antitumorale, s-a pus
problema cresterii selectivitatii si a reducerii toxicitatii compusilor noi, precum si cea a crearii de noi
de reducere a toxicitatii generale a medicamentelor antitumorale este introducerea in molecula a unui
fragment responsabil de livrarea tintitd a unui agent terapeutic care ar opri proliferarea celulelor
tumorale. Cresterea selectivitatii fata de celulele tumorale este posibila Tn mai multe moduri: a) prin
cresterea afinitatii medicamentului pentru receptorul de acid folic si de biotind, a cdrui expresie s-a
raportat a fi crescutd pe suprafata majoritatii celulelor tumorale [2, 5]; b) prin introducerea
fragmentelor din unele peptide in structura medicamentului antitumoral cu afinitate mare pentru
integrinele super expresate la suprafata tumorii [2, 6] sau c) prin elaborarea de medicamente
antitumorale, care vor contine anticorpi specifici ce vor recunoaste celulele tumorale 2, 7, 8].

O atentie deosebitd in ultimii ani se acorda bazelor Schiff — compusi chimici importanti care si-
au gasit aplicatii largi In diverse domenii precum chimia anorganicd, analitica si medicala datoritd
capacitatii lor de a forma numeroase complexe stabile atunci cand sunt coordonate cu ioni ai metalelor
de tranzitie [9].

Bazele Schiff se referd la legaturile imine formate in urma reactiei de substitutie nucleofila ce
are loc intre o amina si un compus carbonil, care sunt compusi de tip aldehide si cetone, in care
gruparea carbonil este inlocuitd cu o grupare imind sau azometind. Grupul lor de compusi contine
electroni, facadndu-i candidati ideali pentru elaborarea de noi medicamente antitumorale implementate
in chimia terapeutica [2, 9, 10]. Dintre substantele organice utilizate ca liganzi, un rol important le
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revine tiosemicarbazonelor (TSC), compusi cu proprietati farmacologice si terapeutice valoroase
dintre care pot fi mentionate cele antimicrobiene, antimicotice, antitumorale, antitoxice, antioxidante
si antidiabetice [2, 11-13]. Tiosemicarbazonele reprezinta o clasa versatila de liganzi de baze Schiff
noi cu liganzi chelanti si macrociclici in baza halogensemicarbazidelor, combinatia lor cu metale
nonplatinice. Ele sunt obtinute prin reactia de condensare dintre aldehide sau cetone cu
tiosemicarbazide [2, 14]. Primele aplicatii terapeutice ale tiosemicarbazonelor au fost in tratamentul
tuberculozei si infectiei cu lepra in anii 1950. In anii *60, au fost stabilite proprietatile antivirale si au
fost implementati derivatii Metisazona (Marboran) pentru a trata virusul variolei [2, 15]. Primele
informatii cu privire la activitatea antitumorald a tiosemicarbazonei au fost publicate in aceeasi
perioada si s-au referit la tripina (3-aminopiridin-2-carboxaldehida tiosemicarbazona). Medicamentul
a ajuns la studii de faza II in variate tipuri de cancer, manifestdnd un spectru larg de activitate
antitumorald in diverse tipuri de celule tumorale [2, 16].

Trebuie de remarcat faptul ca activitatea biologica a tiosemicarbazonelor in stare libera este mai
putin pronuntatd decat cea a compusilor de coordonare ai liganzilor cu metale [2, 17]. Acesti compusi
sunt obtinuti, de obicei, prin reactia de condensare dintre aldehide sau cetone cu tiosemicarbazone.

Chelatii macrociclici sintetici ai metalelor de tranzitie joacd un rol deosebit in chimia
coordinativa supramoleculara. Complexele de ioni metalici ale tiosemicarbazonelor s-au dovedit a fi
agenti antitumorali mai puternici decat cisplatina. Ele inhiba proliferarea celulelor tumorale prin
stoparea ciclului celular [2, 17]. Compusii coordinativi care contin cupru si fier s-au dovedit a fi agenti
terapeutici antitumorali mai activi decat semicarbazona liberd si tiosemicarbazona si capabili sa
perturbe metabolismul celular si caile de semnalizare. S-a observat ca activitatea citotoxica depinde
nu doar de ionul metalic, ci si de pozitia gruparii substituente in ciclul aromatic [2, 18-23]. Complecsii
de fier trivalent si nichel bivalent cu S-metil-tiosemicarbazone de 2-hidroxi-R-benzaldehida au
prezentat potential citotoxic maxim atunci cand gruparea metoxi (-OCH3) a fost plasata in inelul
aromatic al lantului lateral [2, 12].

Tn pofida progreselor semnificative realizate in chimioterapia cancerului, toxicitatea sistemica
mare si rezistenta la chimioterapicele antineoplazice raman o provocare majora pentru farmacoterapia
oncologica contemporand. Astfel, este important ca medicamentele anticancerigene sa exercite
activitate antiproliferativa si citotoxica in celulele tumorale, fara a afecta celulele sanatoase. Avand in
vedere cele expuse mai sus, elaborarea de noi chimioterapice cu efecte adverse minime este de mare

importanta teoretica si practica.
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Tn acest aspect, deosebit de valoroase s-au dovedit a fi cercetarile stiintifice privind sinteza
dirijata a compusilor coordinativi ai metalelor 3d, efectuate la Catedra de Chimie Anorganica si Fizica
de la Universitatea de Stat din Moldova. Pe parcursul ultimilor ani, sub conducerea profesorului
universitar, academicianului Aurelian Gulea s-au obtinut un sir de compusi noi ai metalelor 3d cu
liganzi chelanti si macrociclici, asamblati in urma condensarii tiosemicarbazonei cu aldehide si cetone
si care manifesta proprietati antitumorale net superioare doxorubicinei — preparat utilizat actualmente
pe larg in oncologie.

Totusi, pana in prezent, nu exista cercetdri profunde si detaliate privind influenta compusilor
coordinativi ai metalelor 3d asupra viabilitatii celulare, potentialului citotoxic si antiproliferativ in
vitro in cancerul multifactorial, precum si efectele lor asupra celulelor normale, care ar putea servi ca
baza pentru dezvoltarea de noi medicamente cu efecte anticanceroase potente si cu toxicitate minima

sau chiar lipsite de efecte adverse.

Scopul cercetarii a fost studierea influentei compusilor coordinativi ai cuprului cu
tiosemicarbazone autohtoni asupra viabilitatii celulare si evaluarea mecanismelor lor biochimice de

actiune pentru selectarea compusilor cu efecte toxice minime.

Obiectivele cercetarii:

1.  Cercetarea efectelor compusilor coordinativi ai cuprului cu tiosemicarbazone asupra viabilitatii
si proliferarii celulare in vitro pe celule de cancer de sobolan C6.

2. Evaluarea actiunii compusilor coordinativi ai cuprului cu tiosemicarbazone asupra viabilitatii si
a proliferarii celulare in vitro pe hepatocite normale de sobolan.

3. Studierea influentei compusilor coordinativi ai cuprului cu tiosemicarbazone asupra indicilor
hematologici in vivo pe animale de laborator sanatoase.

4.  Estimarea actiunii compusilor coordinativi ai cuprului cu tiosemicarbazone autohtoni asupra

indicilor stresului oxidativ si ai sistemului antioxidant in vivo pe animale de laborator sanatoase.

Metodologia cercetarii stiintifice

Studiul a fost avizat pozitiv de Comitetul de Etica a Cercetarii al USMF ,Nicolae Testemitanu”
(proces-verbal nr. 73, la nr. 65, din data de 26.04.2017).

S-a efectuat un studiu preclinic experimental in vitro pe anumite sisteme celulare (gliom C6 de
sobolan, hepatocite normale de sobolan) si in vVivo pe sobolani albi de laborator (Rattus norvegicus var.
Albicans), respectand toate rigorile stiintifice si principiile etice de cercetare. S-a apreciat viabilitatea

celulelor, capacitatea lor de proliferare si modificarile sangvine si metabolice la administrarea CCT
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autohtoni. Pentru realizarea scopului si obiectivelor tezei au fost elaborate un sir de micrometode de
cercetare n baza metodelor existente.

Datele obtinute au fost procesate statistic cu ajutorul functiilor si modulelor programului
Statistical Package for the Social Science (v.23, SPSS Inc. Chicago, IL, USA) si prezentate in diferite
tipuri de tabele si figuri realizate in Excel si Word. Pentru a testa diferenta semnificativa dintre indicii
studiati ai grupurilor comparate, a fost aplicat testul post-hoc pentru comparatii multiple Games-
Howel dupa One-Way Anova si dupa testul nonparametric Kruskal Wallis. Pentru stabilirea
legaturilor s-a utilizat coeficientul nonparametric de corelatie p Spearman.

Cercetarea s-a realizat la Laboratorul Biochimie al USMF ,Nicolae Testemitanu” in cadrul
proiectelor:

1) doctoral cu tema ,,Efectele metabolice ale compusilor biologic activi autohtoni cu actiune
antitumorald” finantat de Ministerul Educatiei si Cercetarii al R. Moldova (HG nr.1071 din
22.09.2016 si ordinul MEC nr. 842 din 26.09.2016),

2) ,ldentificarea mecanismelor biochimice celulare si moleculare ale actiunii compusilor
bioactivi autohtoni noi si argumentarea folosirii lor in chimiopreventia si tratamentul unor procese
tumorale” (cifrul 15.817.04.05F 2015 -2019);

3) ,Produse noi, inovative cu performante remarcabile in medicind (biofarmaceutica).
Elucidarea mecanismelor moleculare si celulare ale actiunii acestor produse noi si argumentarea

folosirii lor la eficientizarea tratamentului unor patologii” (cifrul 20.80009.5007.10, 2020-2023).

Noutatea si originalitatea stiintifica a rezultatelor obtinute

S-a cercetat actiunea individuala a diferitor tipuri de CCT asupra viabilitatii si capacitatii de
proliferare in vitro a celulelor canceroase de gliom C6 de sobolan, care constituie o culturad celulara
similard gliomului uman, ce permite raportarea relativa a rezultatelor la om. S-a studiat in vitro si
potentialul citotoxic al CCT asupra hepatocitelor normale de sobolan, celule care reprezinta sediul
metabolizirii diferitor medicamente si subsecvent tinta actiunii toxice a substantelor farmaceutice. in
ambele cazuri a fost identificatd dependenta actiunii de tipul CCT — benzotiazolici, fenil si alil, si de
doza administrata.

S-au elucidat in vivo, pe animale de laborator sandtoase, efectele CCT autohtoni noi asupra
celulelor sangvine (numar si proprietati), sangele fiind implicat in transportul CCT si al metabolitilor
lor, precum si reflectd modificarile metabolice induse de CCT 1in organe si tesuturi. Schimbarile
produse in hemoleucograma sobolanilor sandtosi au fost selective in functie de tipul CTT si de sexul

animalului de laborator.
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Pentru a stabili unele mecanisme de actiune a CCT s-au evaluat in vivo markerii stresului

oxidativ si ai sistemului antioxidant in singele sobolanilor sdnatosi, fiind constatatd actiunea

modulatorie a CCT ce poate constitui posibile mecanisme ale actiunii antitumorale a compusilor

testati.

Aprobarea rezultatelor stiintifice

Rezultatele cercetarii au fost prezentate, discutate si aprobate la mai multe foruri stiintifice

nationale si internationale:

>

Zilele Universitatii si Conferintele stiintifice anuale, Probleme fundamentale ale medicinei.
Fiziologia normald si patologica, biochimie, farmacologie si farmacologie clinicd. USMF
,»Nicolae Testemitanu’’, Chisindu, Moldova, 18 — 20 octombrie 2017; 15 — 19 octombrie 2018;
15 — 18 octombrie 2019.

Congresul consacrat aniversarii a 75-a de la fondarea USMF , Nicolae Testemitanu’.
Probleme fundamentale ale medicinei. Fiziologie, fiziopatologie, biochimie, farmacologie si
medicina de laborator. Chisinau, Moldova, 21 — 23 octombrie 2020;

Conferintele Stiintifice anuale Cercetarea in Biomedicina si Sanatate: Calitate. Excelenta si
Performanta. Probleme fundamentale ale medicinei. Fiziologie, fiziopatologie, biochimie,
farmacologie si medicina de laborator. USMF ,Nicolae Testemitanu”, Chisindu, Moldova, 20 —
22 octombrie 2021; 19 — 21 octombrie 2022;

International Chemical Engineering and Materials Symposium, SICHEM 2020, University
Politehnica of Bucharest, Romania, 17 — 18 september 2020;

8th International Medical Congress for Students and Young Doctors MedEspera, USMF
»Nicolae Testemitanu”, Chigindu, Moldova, 24 — 26 septembrie 2020;

Vth International Scientific and Practical Conference, Medical drugs for humans. Modern
issues of pharmacoterapy and prescription of medicine. National University of Pharmacy.
Educational and Recearch Institute of Applied Pharmacy, Kharkiv, Ukraine, 11 — 12 march
2021;

Simpozion Stiintific National cu participare Internationala: Biotehnologii Moderne — solutii
pentru provocarile lumii contemporane, Chisinau, Moldova, 20 — 21 mai 2021;

International Scientific Conference on ,,Applications of Chemistry in Nanosciences and
Biomaterials Engineering”, the Academy of Romanian Scientists, University Politehnica of
Bucharest, Romania, 25 — 26 june 2021;
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4th International European Conference on Interdisciplinary Scientific Researches, Institute of
Economic Development and Social Researches, Warsaw, Poland, august 8 — 9, 2021;
International Scientific Conference on ,,Applications of Chemistry in Nanosciences and
Biomaterials Engineering — NanoBioMat”, the Academy of Romanian Scientists, University
Politehnica of Bucharest, 22 — 24 june 2022;

5th edition International Scientific Conference on Microbial Biotechnology, Chisinau,
Moldova, 12 — 13 october, 2022;

International Scientific Conference on ,Applications of Chemistry in Nanosciences and
Biomaterials Engineering — NanoBioMat”, the Academy of Romanian Scientists, University
Politehnica of Bucharest 24 — 26 november 2022.

Publicatii la tema tezei

Au fost publicate 28 de lucrari stiintifice la subiectul tezei, inclusiv 6 articole, dintre care 2 in

reviste din baze de date internationale (SCOPUS, Biomedicines 2023: Citescore 3,0; IF - 4,757), 1

articol Tn revista internationala recenzate, 2 articole in reviste din Registrul National al revistelor de

profil, categoria B, inclusiv 1 articol in Moldovan Journal of Health Sciences (Revista de Stiinte ale

Sénatatii din Moldova) si 14 rezumate in lucrarile conferintelor si congreselor stiintifice nationale si

internationale. Au fost obtinute 3 brevete de inventii si 5 certificate de inovator.

Cuvinte-cheie: compusi coordinativi ai cuprului cu tiosemicarbazone, viabilitate, proliferare,

citotoxicitate, stres oxidativ, sistem antioxidant.
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1. MECANISMELE DE ACTIUNE A COMPUSILOR COORDINATIVI LOCALI Al
CUPRULUI CU TIOSEMICARBAZONE

1.1. Aplicarea in medicina a compusilor coordinativi ai cuprului cu tiosemicarbazone
In ultimele decenii, tiosemicarbazonele si complexele lor cu metalele de tranzitie au devenit

destul de importante in chimia medicinala [24-26]. Au fost efectuate numeroase investigatii pentru a
testa noi compusi de coordonare a metalelor, care pot fi precursori ai unor medicamente mai eficiente
si mai putin toxice actionand prin diferite mecanisme biologice [27-28]. Ulterior, si datorita
potentialelor lor proprietati terapeutice, acesti liganzi multidentati au constituit o clasa importanta de
compusi care si-au gasit o aplicare larga in diferite domenii ale activitatii umane [29, 30]. Proprietatile
electronice ale sistemului donor N,N,S si varietatea de specii chimice pe care sistemul le poate produce
sunt motivele pentru care liganzii TSC actioneaza ca buni agenti de chelare ce se pot coordona cu
Usurintd cu o mare varietate de ioni ai metalelor de tranzitie, formand complexe care pot modifica
activitatea biologica a liganzilor precursori [30]. TSC si complexele lor cu metale de tranzitie, datorita
versatilitatii lor chimice, au un spectru larg de proprietati farmacologice, cum ar fi cele antibacteriene,
antifungice, antiparazitare si antivirale [31-32]. Interactiunea dintre acesti compusi si ADN a atras o
mare atentie In chimia medicinald datoritd potentialei utilizdri a acestor complexe ca agenti
antineoplazici [33]. Tiosemicarbazonele (TSC) sunt o clasd de compusi de interes medicinal a caror
activitate anticanceroasa a fost raportatd inca din anii 1960 [34, 35] si sunt inca in curs de dezvoltare
[36-40]. Unele dintre ele, cum ar fi MarboranTM sau TriapineTM, sunt utilizate in practica clinica
[41].

Desi chimia medicinala s-a bazat aproape exclusiv pe compusi organici si produse naturale, in
ultimele trei decenii, complexele metalice au obtinut un interes din ce In ce mai mare in calitate de
produse farmaceutice pentru utilizare ca agenti de diagnostic sau ca medicamente, inclusiv
chimioterapeutice [42-44]. Un subiect important de dezbatere a fost accentul relativ care ar trebui
focusat pe medicamentele pe bazd de metale tintite molecular (concepute sd se lege si sd inhibe o
singurd tintd moleculard cu specificitate ridicatd) sau pe noi agenti citotoxici si cu spectru larg de
actiune. In medicamentele pe bazi de metal, metalul poate coordona liganzii intr-o configuratie
tridimensionald precisa, promovand asigurarea recunoasterii de catre moleculd si interactiunea
acesteia cu o tintd specificd moleculara. Acest fapt este Tmbunatatit si mai mult de multiple modificari
chimice ale liganzilor. Mai mult, complexele metalice sufera cu usurinta reactii redox si de substitutie
de liganzi care le permit sa participe in procesele redox biologice si sa interactioneze cu biomoleculele.

O arie de investigare Tn acest domeniu este utilizarea complexelor biologic active formate din ioni
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esentiali, precum cuprul [45]. Deoarece orice metal esential, care se elibereaza din caile sale
metabolice normale, poate fi foarte toxic pentru organism, complexele acestor metale pot servi ca
agenti citotoxici eficienti [46].

Cuprul se gaseste in toate organismele vii si este un microelement, care joacd un rol crucial n
activitatea vitald a organismului [47]. Este important pentru functionarea mai multor enzime si
proteine implicate in metabolismul energetic, sinteza ADN-ului, precum citocrom oxidaza, superoxid
dismutaza (SOD), ascorbat oxidaza si tirozinaza. Functiile majore ale compusilor biologici ai cuprului
implica reactii de oxido-reducere in care moleculele biologice care contin cupru reactioneaza direct
cu oxigenul molecular pentru a produce radicali liberi [48]. Cuprul joaca un rol esential in fiziologia
celulara si ca un cofactor catalitic in procesele redox ale respiratiei mitocondriale, in absorbtia fierului,
captarea radicalilor liberi, reticularea colagenului si a elastinei [49]. Ca si in cazul sindromului Menkes
si al bolii Wilson [50], care sunt de origine geneticd, modificarea concentratiei de cupru este asociata
cu o multitudine de boli multifactoriale precum artrita reumatoida, ulcerul gastro-intestinal, epilepsia,
diabetul si cancerul. Cercetarile privind afectiunile Menkes si Wilson au oferit noi perspective in
domeniul homeostaziei cuprului si in special in intelegerea traficului intracelular si a distributiei
cuprului la nivel molecular. Toxicitatea cuprului provine din capacitatea sa de a produce specii
reactive de oxigen (SRO), de a substitui alti ioni metalici, de a peroxida lipidele si de a afecta structura
ADN-ului si ARN-ului [51]. Niveluri crescute de cupru au fost gasite Tn multe tipuri de cancere
umane, inclusiv de prostatd, mamar, colon, pldmani si creier [52]. O anumita cantitate de cupru local
pare sa fie necesard pentru ca angiogeneza sa aiba loc [53]. Prin urmare, complecsii de cupru pot
asigura, cel putin in principiu, un spectru larg de activitate antitumorala.

Acumularea in exces de cupru, precum si deficienta acestuia pot fi daundtoare sanatatii umane,
prin urmare, homeostazia cuprului este reglatd. Un grup conservat de proteine care contin domenii
unice bogate in cisteind, metionind sau histidind, denumite secvente de legare la metal, mentin
concentratia de Cu liber la <10-18 per celula M [54]. Ciile implicate Tn mentinerea homeostaziei
celulare a cuprului in celulele de mamifere sunt prezentate in figura (1).

Cuprul alimentar este absorbit in tractul digestiv si ulterior intra in circulatia sangvina prin
actiunea in principal a proteinei ATP7A (proteina Menkes). Cea mai mare parte a cuprului din serul
uman normal este legata de ceruloplasmina, o enzima care contine sase atomi de cupru atat in stare de
Cu(II) cat si Cu(I). Cuprul in aceastda forma nu este intermodificabil. Forma modificabila a cuprului

este legatd de albumind si aminoacizi [55]. A fost identificat complexul cupru-histidind ca principalul
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complex cupru-aminoacizi din serul uman. De asemenea, s-a demonstrat ca albumina umana formeaza
un complex ternar cu cupru-histidina [56, 57].

Unul dintre principalele mecanisme propuse pentru a explica toxicitatea celulard indusa de
cupru provine din tendinta ionilor liberi de cupru de a participa la formarea SRO. lonii de cupru pot
participa in reactiile de oxidare si reducere. In prezenta radicalului superoxid anion (O2) sau a
agentilor reducatori precum acidul ascorbic sau glutationul redus (GSH), Cu(II) poate fi redus la Cu(l),
care este capabil sa catalizeze formarea de radicali hidroxil (OH") din peroxid de hidrogen (H202) prin
reactiile Fenton si Haber-Weiss. Acest fapt conduce la deteriorarea oxidativa a membranei celulare
[58]. S-a demonstrat ca cuprul este capabil sa induca ruperea catenelor de ADN si oxidarea bazelor
azotate prin producerea de SRO. Totodata, GSH inhiba formarea radicalilor liberi de catre ionii de
cupru in prezenta peroxidului de hidrogen, ascorbatului si ADN-ului. Efectul protector al GSH a fost
atribuit capacitatii sale de a stabiliza Cu(I), prevenind ciclul redox si generarea de radicali liberi. La
intrarea in citoplasma, cuprul poate fi complexat cu o varietate de liganzi pentru a preveni
interactiunea cuprului liber cu componentele membranelor celulare, proteinele sau ADN-ul ce poate
conduce la deteriorarea oxidativa a lor. Totusi, majoritatea cuprului citoplasmatic este complexat cu
GSH in forma de Cu(I) [59]. Complexul Cu(I)-GSH poate dona cuprul diferitor proteine intracelulare,
cum ar fi metalotioneinele (MT), o familie de proteine importante pentru detoxifierea metalelor [60-
62]. O alta clasa importanta de molecule care sunt vitale pentru livrarea cuprului sunt insotitoarele de
cupru. Acestea sunt niste peptide citosolice care includ ATOX1 (HAHI), care furnizeazd Cu catre
ATPaza de tip P ATP7A si ATP7B la reteaua trans-Golgi, COX17, care livreaza Cu catre citocrom-C
oxidaza Tn mitocondrii, si CCS1, care asigura cu Cu SOD citoplasmatica [63]. Pentru a evita excesul
de cupru, celulele mamiferelor au doua ATPaze de tip P structural similare, ATP7A si ATP7B, care
mediaza fluxul celular de Cu. Defecte in functia ATP7A conduc la boala Menkes, in timp ce defectele
ATP7B provoacd boala Wilson. ATP7A este exprimat in epiteliul intestinal [64], precum si in
majoritatea tesuturilor, altele decét ficatul [65]. ATP7B este exprimat in ficat si rinichi si intr-o masura
mai mica in creierul animalelor intacte [66].

Proteinele care mentin homeostazia cuprului reprezintd un grup conservat, care contine domenii
de legare a cuprului bogate in resturi de cisteind, metionina sau histidina [67]. Acest fapt include in
principal trei procese continui: absorbtia, distributia subcelulard si efluxul. Caile implicate in
homeostazia celulara a cuprului sunt descrise in figura 1.

Cuprul manifesta o actiune biochimica considerabila fie ca metal sau ca constituent al diversilor

compusi la administrarea endogena la animale. Cuprul reprezinta un microelement de tranzitie esential
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atat pentru procariote, cat si pentru eucariote. Cu toate acestea, cuprul liber intracelular trebuie strict
limitat datorita efectelor sale secundare toxice, prin generarea de specii reactive de oxigen in ciclul
redox. Astfel, toate organismele posedd mecanisme neelucidate de homeostazie celulard a cuprului
care asigurd absorbtia, distributia, sechestrarea si exportul cuprului [69].

Cuprul — microelement esential care joaca rolul vital ca un cofactor catalitic pentru o varietate
de metaloenzime, inclusiv superoxid dismutaza (pentru protectie Tmpotriva radicalilor liberi),
citocrom c oxidaza (in lantul mitocondrial de transport al electronilor), tirozinaza-enzima responsabild

de sinteza melaninei si lisil oxidaza etc. [70-71].

Cu(lll_\
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Figura 1. Caile implicate in homeostazia celulari a cuprului conform Wang T. si coaut. [68]

Nota: ATPTA si ATP7B - polipeptide transportatoare de cupru ATPaza, Cu(l1)-HSA-His — complex
ternar, hCtrl — transportor uman de cupru 1, ATOX1 - gena antioxidantal insotita de cupru, CCS —
gena insotitd de cupru pentru superoxid dismutaza, MT — metalotioneine, TGN - reteaua trans- Golgi.

S-a determinat ca sechestrarea cuprului(l) de catre MT in celulele mucoasei intestinale este
asociata cu scaderea absorbtiei cuprului [72-73]. Datele obtinute au estimat ca administrarea cuprului
la sobolani a condus la o scadere a nivelului de GSH in ficat [74], iar alte cercetdri au relevat ca
sobolanii cu deficienta de cupru au avut o crestere a nivelului de GSH in hepatocite [75]. Celulele cu

niveluri reduse de GSH au absorbtia mai lenta a cuprului din mediu si, prin urmare, o concentratie
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mai redusa de cupru pentru starea de echilibru a celulei [76]. Dovezile de mai sus sustin concluzia ca
GSH si MT-urile sunt cel putin partial implicate in controlul distributiei cuprului.

Cercetarile menite sd elucideze rolul cuprului in promovarea angiogenezei au demonstrat ca
acest metal interactioneazi cu mai multi factori proangiogenici. In pofida semnificatiei functionale a
acestor interactiuni ramase adesea neclare, s-a sugerat ca rolul cuprului in angiogeneza se refera la
mai multe mecanisme: 1) actioneaza prin legarea factorilor de crestere angiogenici si cresterea
afinitdtii acestora pentru celulele endoteliale, ca si in cazul angiogeninei; 2) controleaza secretia de
citokine angiogenice, asa cum s-a demonstrat ca FGF1 si IL-1 si 3 induc exprimarea factorilor de
crestere angiogenici, cum ar fi VEGF [77].

TSC-ele au fost studiate intens datoritd inhibitiei asupra enzimei ADN ribonucleotid difosfat
reductaza si selectivitatii acestora fatd de cancerele hormono-responsive [78]. De multi ani se stie ca
un numar mare de bistiozemicarbazone (bTSC) si serii de complexe de cupru ale acestora au prezentat
activitati antitumorale promitatoare [79]. O proprietate criticd a multora dintre aceste complexe de
cupru este solubilitatea redusa in apa si toxicitatea relativ ridicata in vivo [80]. Tn ultimele decenii
s-au facut multe incercdri de Tmbunatatire a hidrofilitatii si de reducere a efectelor toxice prin
modificarea TSC ale complexelor de cupru [81].

Interesul mare pentru bazele Schiff care contin tiosemicarbazona si complecsii lor cu metale de
tranzitie se datoreaza activitatii lor biologice proeminente [82]. Reiesind din cele mentionate mai sus,
complexele de cupru pot oferi, in principiu, un spectru mai larg de activitate antitumorala, de aceea,
acestea meritd o atentie deosebita.

Tiosemicarbazonele in forma lor neutra sau deprotonata actioneaza ca liganzi N, N, S-tiodentati
in timp ce formeaza compusi chelati cu ioni metalici esentiali manifestand activitate antiproliferativa
pe diferite linii de celule tumorale.

Chelatii macrociclici sintetici ai metalelor de tranzitie au atras multa atentie in coordonarea si
chimia supramoleculard [83]. Unii dintre chelatii formati de tiosemicarbazone au primit o atentie
considerabild ca compusi ai medicamentelor anticanceroase. S-a observat ca activitatea citotoxica
depinde nu numai de ionul metalic, ci si de pozitia gruparii substituente in ciclul aromatic. S-a
demonstrat cd complexele metalice care contin Cu(Il) si Fe(Il) sunt mai active decat semicarbazona
si tiosemicarbazona libera, aceste complexe avand o activitate biologica mai 1nalta [84].

Mecanismele biochimice de actiune ale tiosemicarbazonelor sunt multiple. Ele includ inhibarea

biosintezei ADN-ului prin blocarea enzimei ribonucleotid difosfat reductaza, pe de o parte, iar pe de
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alta parte, legarea de bazele azotate ale ADN sau ARN, fapt ce impiedica sau blocheaza replicarea
acestora. Un alt mecanism consta in lezarea catenelor de ADN prin inducerea stresului oxidativ [85].

Avand in vedere rolul enzimei ribonucleotid difosfat reductaza in multe forme de cancer, datele
prezentate mai sus sugereaza o noud cale de studii promitatoare si relevante in domeniul de dezvoltare
a medicamentelor noi. Inhibarea topoizomerazei II si a interactiunilor ADN este un alt mechanism
important de actiune al tiosemicarbazonelor si complexelor lor cu metalele de tranzitie.
Topoizomeraza Il (Topo-II) este o enzima nucleara a celulei eucariote care despiralizeaza ADN,
trecand un helix prin altul pentru a preveni supra infasurarea in timpul replicarii ADN-ului [86]. Topo-
IT este necesara pentru sinteza ADN-ului si diviziunea celulard, celulele cu proliferare rapida, cum ar
fi cele din tumori, contin in general un nivel ridicat al acestei enzime, ceea ce o face o tinta interesanta
terapeutica 1n celulele canceroase.

Zeglis B. M., Divilov V., Lewis J. S., (2011) au evaluat activitatea antiproliferativa a
tiosemicarbazonelor a-heterociclice si a complecsilor lor de cupru (II). S-a elucidat cd complexele
Cu(ll)(thiosemicarbazonato)Cl inhiba catalitic topoizomeraza-Ila la concentratii cu un ordin de
marime mai mic (0,3-7,2 uM) decat liganzii lor corespunzatori de tiosemicarbazona. S-a estimat, de
asemenea, ca complexele de cupru inhibad proliferarea celulelor cancerului mamar care exprima
niveluri ridicate de topoizomeraza-Ilo (SK-BR-3) la concentratii mai mici decat celulele care exprima
niveluri mai scazute ale enzimei (MCF-7) [87].

Tiosemicarbazonatii de cupru (II) sunt capabili sa inhibe activitatea Topo Ila prin prevenirea
formarii complexului ADN-enzima sau prin interferarea cu domeniul ATP al enzimei. Wilson J. T. et
al (2016) au adus dovezi precum cd complexele Cu(Il) ale tiosemicarbazonelor a-(N)-heterociclice
inhiba catalitic enzima prin domeniul ATPazei, dar promoveaza si scindarea ADN-ului dublu catenar
de catre enzima, fapt ce ar putea fi o strategie foarte promitatoare in lupta impotriva cancerului. Datele
prezentate permit de a incuraja extinderea acestei familii de remedii anticancerigene semnificativ de
active in studiile clinice si in terapia cancerului pe viitor [88, 89].

Topo-Ila este un biomarker bine-cunoscut care este supraexprimat in multe forme de cancer si
reprezintd una dintre cele mai importante tinte pentru chimioterapicele moderne, cu o mare varietate
de inhibitori (inclusiv etoposid, doxorubicinad, mitoxantrond, amsacrin si idarubicina) folositi in clinica
n calitate de remedii antitumorale [90].

Avand 1n vedere potentialul mare al TSC si al complexelor lor metalice in elaborarea agentilor
chimioterapeutici si importanta Topo-Ila in multe forme de cancer, aceste rezultate sugereaza o noud

cale de studii promitatoare care ar putea ajuta la progresul cercetarilor in acest domeniu.
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Proteazomii sunt masini de degradare a proteinelor care joaca multiple roluri in viata celulei:
indeparteaza proteinele anormale si pliate gresit din celula, sunt implicati in reglarea ciclului celular,
in diferentierea celulard (unde degradeaza factorii de transcriptie si enzimele metabolice) si care
manifesta un rol central in reglarea proteinelor ce controleaza progresia ciclului celular si apoptoza,
si de aceea au devenit o tintd importantd pentru chimioterapia antitumorald [91, 92]. Deoarece
concentratiile mai inalte de cupru sunt caracteristice pentru multe tumori umane, tintirea cuprului
celular cu agenti de chelatare a cuprului prin inhibarea proteazomului celulelor canceroase a devenit
o noud cale eficienta in terapia cancerului [93-95]. S-a demonstrat recent ca bazele Schiff si
complexele lor cu Cu pot fi utilizate ca inhibitori tumorali proteazom specifici si inductori de
apoptoza, prin tintirea cdii ubiquitin-proteazomice [96]. Prin urmare, inhibarea selectiva a
proteazomului si inducerea apoptotica 1n celulele canceroase pot fi considerate ca strategii
anticanceroase relevante ale chimiei medicale.

In afard de aceste mecanisme comune, s-a observat, de asemenea, ¢ substitutia azotului terminal
mareste activitatea globala a derivatilor tiosemicarbazonelor si a complexelor lor metalice asupra
diferitor tumori [97]. Complexul terminal amino substituit a prezentat o activitate anticancerigend mai
puternica decat cea a complexului nesubstituit.

Interesul pentru complexele metalice cu tiosemicarbazone si semicarbazone a fost stimulat,
deoarece activitatea biologicd este adesea sporita pe baza complexelor [98]. Explicatia mai rezonabila
a activitatii superioare a complexelor metal-tiosemicarbazone in comparatie cu liganzii liberi consta
in prevalenta mecanismului difuz asupra mecanismului de transport activ prin membrane. Chelarea
ionului metalic de catre regiunile cele mai polare ale liganzilor (atomii donatori) permite o absorbtie
mai usoard de catre celuld. Rezultatele obtinute indicd faptul cd complexarea derivatilor
tiosemicarbazonei cu ioni Cu(II) sporeste activitatea lor anti-neoplazica, efectul lor antitumoral fiind
asociat cu deteriorarea ADN-ului si faza G2 / M a stoparii ciclului celular, precum si cu tulburari ale
expresiei enzimelor antioxidante [99].

Coordonarea tiosemicarbazonei cu ionul de cupru poate activa caile de moarte celulara
apoptoticd prin mecanisme care sunt atat dependente, cat si independente de proteina p53 care este
considerata gardianul celulei. Acest fapt este confirmat de un studiu in care cercetatorii au stabilit ca
aproximativ doud treimi dintre glioame au defecte in calea p53, iar capacitatea compusilor
tiosemicarbazonici de a afecta celulele, indiferent de statutul lor privind proteina p53, sugereaza ca au
un potential eficient de a fi elaborate ca noi candidati chimioterapici pentru terapia tumorilor cerebrale
[100].
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1.2. Impactul utilizarii compusilor coordinativi ai cuprului cu tiosemicarbazone asupra
stresului oxidativ si sistemului antioxidant
Esenta stresului oxidativ (SO) este starea de dezechilibru a sistemului de pro-oxidare-

antioxidare, manifestatd prin concentratia sporitd de SRO instantaneu sau cronic [101]. Majoritatea
celulelor canceroase au prezentat glicoliza anaeroba crescutd, avand ca rezultat producerea de acid
lactic si niveluri ridicate de stres oxidativ [102]. Cu toate acestea, astfel de intensitéti au fost mai putin
nocive decat ar fi in celulele normale, deoarece nivelurile persistente scazute de SO pot promova
proliferarea celulara si migrarea tumorii, In timp ce intensitatea mare a SO poate declansa moartea
celulelor canceroase [103]. Ca metal de tranzitie, ionii de Cu in concentratii crescute in tesutul
canceros manifestd un impact antitumoral care implicd in principal SO prin declansarea reactiei
Fenton si de formare a SRO.

Speciile reactive de oxigen sunt vitale pentru diferite procese biologice din celuld, deoarece
actioneaza ca mesageri secunzi in caile de semnalizare celulard [104]. De asemenea, este bine
cunoscut faptul cd celulele canceroase au niveluri mai ridicate de SRO in comparatie cu celulele
normale, acestea fiind implicate in promovarea tumorii prin inducerea directd a instabilitatii genomice,
fapt datorat intensificarii proceselor de oxidare, metilare a ADN-ului, proteinelor si lipidelor.
Supraproductia de SRO poate afecta reglarea expresiei anumitor gene si proteine care sunt
responsabile pentru restabilirea echilibrului redox. Dintre acestea, cele mai importante sunt genele
care codificd superoxid dismutaza mangan dependentda (MnSOD) si catalaza (CAT). MnSOD este o
proteind mitocondriala extrem de eficienta in captarea anionilor superoxid, transformandu-i in peroxid
de hidrogen, care este scindat in continuare de CAT 1n citosol [105]. Prin urmare, majorarea SRO
poate fi utilizatd ca o cale potentiala pentru distrugerea celulelor canceroase [106].

Intr-un sir de studii s-a demonstrat rolul important al generarii SRO in cresterea activitatii
selective a tiosemicarbazonelor si complexelor lor asupra celulelor tumorale [107-111].

Compusii coordinativi care contin cupru s-au dovedit a fi agenti terapeutici antitumorali
promitdtori care actioneaza prin formarea SRO, precum si prin capacitatea de diminuare a expresiei
enzimelor antioxidante [112].

Celulele canceroase demonstreaza o necesitate mai mare de fier decat celulele normale si acest
fapt se datoreaza cresterii expresiei receptorului transferinei 1 (TfR1), care preia fierul din proteina de
transport a fierului, transferina (Tf), de pe suprafata celulei [113, 114].

Desi mecanismele moleculare implicate in activitatea TSC nu au fost complet elucidate, au fost
raportate o serie de moduri de actiune legate cu homeostazia fierului cum ar fi, inhibarea captarii
celulare a fierului din transferind si mobilizarea fierului din celule [115-117].
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Multe dintre complexele metalice sunt raportate ca avand activitate anticanceroasa si
antioxidanta puternica [118, 119]. Studiile anterioare au estimat ca complexele de ruteniu si nichel ale
TSC au proprietati antioxidante si antimaligne semnificative [120-122]. Mai mult, exista o necesitate
din ce In ce mai mare de a elabora noi medicamente anticancerigene cu capacitatea de captare a
radicalilor liberi, deoarece multe dintre moleculele utilizate in clinica prezinta reactii adverse severe
si toxicitate sistemica [123]. Prin urmare, crearea unor noi molecule cu proprietati antioxidante care
pot inhiba proliferarea celulelor canceroase reprezinta o problema de mare actualitate [124].

Tiosemicarbazonele sunt o clasd bine cunoscutd de compusi cu proprietiti antitumorale
elocvente, dar mecanismele moleculare precise de actiune sunt inca insuficient elucidate [125].

Conceperea de noi agenti antitumorali este asociatd cu multe impedimente, iar principala
problema consta in faptul ca nu existd un ghid general care ar putea directiona sinteza de noi agenti
antitumorali activi cu cele mai reduse proprietati de aparitie a rezistentei. Pana in prezent, s-au
inregistrat progrese semnificative in intelegerea etiologiei moleculare a cancerului, dar modalitatile
terapeutice ideale inca lipsesc. Avand in vedere aceste fapte, este necesar sa se accelereze elaborarea
de noi agenti anticancerigeni. Potentialul terapeutic al diversitatii de molecule (atat liganzi, cat si
complexe metalice) poate fi valorificat pe deplin prin proiectarea de agenti anticancerigeni noi si
eficienti. Astfel, ar fi benefic sa se exploreze complexe de metale de baze heterociclice Schiff cu
diverse caracteristici moleculare si topologii ca agenti anticancer. In plus, strategiile de tintire si
activare pot fi utile in dezvoltarea generatiilor viitoare de medicamente anticancerigene cu capacitatea
de a depasi dezavantajele agentilor disponibili. Prin urmare, studiile chimice ale agentilor anticancer
in conditii relevante din punct de vedere fiziologic devin foarte importante in elaborarea

medicamentelor.

1.3. Aplicatiile multifunctionale bazate pe moartea celulara indusa de cupru

Apoptoza este principala cale de moarte celulard care joacd un rol important in tratamentul
cancerului. Excesul de cupru poate induce niveluri toxice de SRO, care exacerbeaza SO mitocondrial,
provocand leziuni mitocondriale si apoptoza celulara printr-o cale mediata de mitocondrii. Deoarece
mecanismul apoptozei este cunoscut a fi complex si implicd diferite cdi de semnalizare, este popular
ca in strategiile de tratament sa se utilizeze apoptoza ca tintd principald de tratament. Numeroase
cercetari au relevat ca apoptoza pe baza de cupru in cancer este posibild. De exemplu, Yang si colegii
sdi au demonstrat ca sulfatul de cupru (CuSOa4) poate induce apoptoza mediata de SRO 1n hepatocitele
de pui prin calea mitocondriala. SO indus de Cu a crescut Bax pro-apoptotica, in timp ce Bel-2 anti-

apoptoticd, conducand la o modificare a permeabilitatii membranei mitocondriale prin scaderea
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potentialului membranei mitocondriale, stadiu incipient al apoptozei, si prin eliberarea de citocrom c,

a activat caspaza 3 [126].
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Figura 2. Mecanismul declansarii apoptozei de céitre ionii de cupru
conform Aishajiang R. si coaut. [127]

Nota: CP — ceruloplasmina, Nano-CuO/DSF-Cu — nanoparticule de oxid de cupru/complex de
disulfira de cupru, GSH — glutationul redus, ROS — specii reactive de oxigen, Nrf2 —factorul 2 nuclear
eritroid , HO-1 — hemoxigenaza 1, MQO1 - chinona 1 dehidrogenaza, SOD - superoxid dismutaza,
CAT - catalaza, ER - reticulul endoplasmatic, PERK, ATF6, IRE1 — proteine transmembranare,
CHOP -reglator al proteinelor, Bcl-2 — proteina anti-apoptotica, Bax — proteina pro-apoptotica, AKT
— cale de semnalizare celulara, ASK1 — kinaza 1 de reglare a semnalului de apoptoza, JNK - kinaza

c-Jun N-terminala, CytC — citocrom C oxidaza.

Autofagia este un proces adaptativ care precede apoptoza. Deoarece autofagia si apoptoza
reprezintd mecanisme de mentinere a activitatii vitale a macroorganismului sau a organismului
multicelular, multe céi de stres celular activeaza autofagia precoce si ulterior cand stresul este exagerat

induc apoptoza celulara [128].
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Figura 3. Mecanismul de inducere a autofagiei de citre ionii de cupru
conform Aishajiang R. si coaut. [127]
Nota: AMPK - kinaza proteicd, senzor de energie in reglarea metabolismului celular, mMTOR -
regulator central al cresterii celulare, ULK1/2 — kinaza 1 si 2 de activare a autofagiei, Beclin 1 — 0

proteind a sistemului de autofagie celulara.

Cuproptoza este o forma de moarte celulara dependentd de cupru. Tsvetkov si coautorii, Tn anul
2022, au constatat cd cuprul intracelular a indus o noud forma de moarte celulard prin tintirea
enzimelor mitocondriale lipolitice si insotite de pierderea proteinelor Fe-S. Acest proces nu a putut fi
inhibat de alte cai cunoscute de moarte celulard (necroptoza, ferroptoza si apoptoza). Pe baza acestui
studiu, unii cercetdtori au sugerat ca nanomaterialele pe baza de cupru contribuie la terapia anticancer
prin mecanismul de cuproptoza [129].

Cu?* intracelular acumulat este combinat cu dihidrolipoamida S-acetiltransferaza lipolilati

(DLAT), ceea ce induce oligomerizarea acesteia, provocand moartea celulara prin cuproptoza.
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Ferredoxina 1 (FDX1) reduce Cu?* la Cu*, ceea ce de fapt inhibi biosinteza proteinelor Fe-S si induce
moartea celulara [127].

Complexele de cupru cu liganzi, inclusiv 8-hidroxichinolina, un chelator de cupru care inhiba
activitatea proteazomului, au cauzat supresia proliferdrii si apoptoza in celulele canceroase de glanda
mamara si prostata [130, 131]. Ditiocarbamatul (DTC) este un alt ligand cu activitate de inhibare a
proteazomului. Dietilditiocarbamatul (L14a) este principalul produs al Cu si disulfuramului (DSF) si
manifestd, de asemenea, efecte anticanceroase. Dou si colab. au demonstrat ca [Cu(L14b)2]14b ar
putea induce apoptoza in celulele cancerului de prostata si de glanda mamara prin activarea calpainei
si a cdii dependente de caspaza 3 [132].

Compusii mentionati constituie o alternativd mai putin costisitoare si mai sigurd pentru
chimioterapia clasicd bazata pe preparatele pe baza de platina (cum ar fi carboplatina, oxaliplatina si
picoplatind). Utilizarea clinica a preparatelor pe baza de platind implica multiple reactii adverse severe
[133].

Compusii noi ai metalelor 3d cu liganzi chelanti si macrociclici, asamblati in urma condensarii
tiosemicarbazonei cu aldehide si cetone, meritd o atentie deosebitd datoritd activitatii redox si

Mai mult decat atat, compusii coordinativi cu liganzi chelanti i macrociclici, asamblati in urma
condensrii tiosemicarbazidei cu aldehide si cetone, marcati cu ®*Cu, datorita stabilitatii lor in circuitul
sangvin si capacitatii lor de a patrunde usor prin bariera hemato-encefalica, pot fi folositi in calitate
de agenti de imagistici PET (tomografie cu emisie de pozitroni) pretiosi pentru diagnosticarea
patologiilor maligne (identificarea stadiului in care se afla tumora si evaluarea eficientei tratamentului
antineoplazic aplicat), precum si depistarea amiloidului-B (AB) care este semnul distinctiv al bolii
Alzheimer [134].

Se considera ca preparatele antitumorale pe bazd de metale endogene (Cu, Co, Fe, Zn) sunt mai
putin toxice in comparatie cu analogii de platina [135]. Eficienta inalta si perspectivele de aplicare in
practica a compusilor mentionati poate fi explicata prin faptul ca acestia actioneaza prin multiple
mecanisme, cum ar fi inhibarea activitatii proteazomului si a telomerazei [136, 137], formarea
speciilor reactive ale oxigenului [138], degradarea si intercalarea ADN-lui [139], paraptoza [140] si

altele.
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Figura 4. Mecanismul cuproptozei conform Aishajiang R. si coaut. [127]
Nota: ATP7B — polipeptida transportatoare de cupru ATPaza, Ctrl — gend umana ce transporta
cuprul, DLAT - gena dihidrolipoamida S-acetiltransferaza lipolilata, FDX1 — Ferredoxina 1, Fe-S —

proteina fier-sulf, TCA — ciclul acizilor tricarboxilici (ciclul Krebs).

Cuprul este un element de importanta fundamentala pentru formarea si functionarea mai multor
enzime si proteine, precum citocrom C oxidaza si Cu/Zn superoxid dismutaza, care sunt implicate n
procesele de respiratie, iIn metabolismul energetic si in sinteza ADN [141]. Majoritatea compusilor
coordinativi ai Cu(Il) formeaza rapid legaturi cu glutationul — un tripeptid tiolic important, ceea ce
duce la formarea unui compus coordinativ de Cu(I) monovalent capabil sd genereze un anion
superoxid, care poate induce formarea SRO similar reactiei Fenton [142]. Datorita activitatii redox
ridicate, eficacitatea terapeutica a compusilor coordinativi ai cuprului, dupd cum s-a mentionat mai

sus, nu se limiteaza doar la actiunea antiproliferativa.
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2. MATERIALE ST METODE DE CERCETARE A MARKERILOR BIOCHIMICI iN
STUDIUL PRECLINIC EXPERIMENTAL AL COMPUSILOR COORDINATIVI
AUTOHTONI Al CUPRULUI CU TIOSEMICARBAZONE

2.1. Finantarea studiului si consideratii etice

Prezenta cercetare stiintifica a fost realizata in perioada 2017-2022 n cadrul Laboratorului de
biochimie si al Catedrei de biochimie si biochimie clinica a Universitatii de Stat de Medicina si
Farmacie ,,Nicolae Testemitanu”.

Studiul dat a fost realizat in cadrul proiectului doctoral cu tema ,,Efectele metabolice ale
compusilor biologic activi autohtoni cu actiune antitumorald” finantat de Ministerul Educatiei si
Cercetarii al R. Moldova (HG nr.1071 din 22.09.2016 si ordinul MEC nr. 842 din 26.09.2016), a
proiectului institutional de cercetari fundamentale ,,Identificarea mecanismelor biochimice celulare si
moleculare ale actiunii compusilor bioactivi autohtoni noi si argumentarea folosirii lor in
chimiopreventia si tratamentul unor procese tumorale” (cifrul 15.817.04.05F 2015-2019) si a
proiectului din Programul de Stat ,,Produse noi, inovative cu performante remarcabile in medicina
(biofarmaceutica). Elucidarea mecanismelor moleculare si celulare ale actiunii acestor produse noi si
argumentarea folosirii lor la eficientizarea tratamentului unor patologii” (cifrul 20.80009.5007.10,
2020-2023).

A fost realizatd o cercetare de tip preclinic experimentald. Studiile fundamentale ale compusilor
biologic activi autohtoni s-au efectuat in vivo pe animale de laborator si in vitro conform principiilor
contemporane in standardizarea biologica a experientelor. Cercetarile au fost aprobate de Comitetul
de Etica a Cercetarii al USMF ,,Nicolae Testemitanu” cu emiterea avizului favorabil sub nr. 73 din 26
aprilie 2017.

La efectuarea cercetarilor experimentale in vivo s-a tinut cont de cele 3 principii fundamentale
cunoscute drept ,,conceptul celor trei R”, adoptat de Congresul International de Standardizare
Biologica de la San Antonio (Texas, SUA) in anul 1979 [143]. Acest concept exprima preocuparile
pe plan international referitor la standardizarea experientelor pe animale care contribuie la:

»  reducerea (reduction) numarului de animale utilizate n experienta, dar care sa atinga limita
minima pentru prelucrarea statistica a rezultatelor studiului;
»  Tnlocuirea (replacement) metodelor de experimentare pe animale vertebrate prin teste biologice,

atunci cand acestea permit extrapolarea rezultatelor obtinute pe animale vii;
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»  cizelarea (refinement) procedurilor §i tehnicilor experimentale pentru diminuarea suferintelor
animalelor utilizate in experiente (utilizarea substantelor anestezice fara a influenta rezultatul
experientei), cat i ,,umanizarea” actului experimental.

Reiesind din principiile date, la efectuarea experientelor pe animale s-a recurs in mod obligatoriu
la un numar minim posibil de animale, dar totodatd suficient pentru obtinerea rezultatelor veridice.

Toate interventiile pe animalele de laborator, in special, recoltarile de probe si sacrificarea s-au

efectuat In mod obligatoriu sub anestezie prin inhalatie cu eter sulfuric.

2.2. Caracteristica generala a cercetarii

2.2.1. Compusii biologic activi autohtoni noi studiati
Compusii biologic activi autohtoni - bazele Schiff noi cu liganzi chelanti si macrociclici,
combinatia lor cu metale 3d, au fost sintetizati la Catedra de Chimie Anorganica si Fizica de la
Universitatea de Stat din Moldova sub conducerea prof. universitar, acad. Aurelian Gulea [144].
Pentru sinteza compusilor chimici testati au fost utilizati reagenti de puritate inaltd de la compania
»Sigma - Aldrich”.
In studiu au fost utilizati compusii coordinativi ai cuprului autohtoni noi (tabelul 1):
1. cu tiosemicarbazone-benzotiazolice - CMA-18, CMD-8, MG-22;
2. cu fenil-tiosemicarbazone - CMC-34, CMJ-33, CMT-67;
3. cu aliltiosemicarbazone — CMG-41, TIA-123, TIA-160.

Tabelul 1. Compusii coordinativi ai cuprului cu tiosemicarbazone autohtoni noi studati
CMA-18 | Cloro-{1-(1,2-benzotiazol-3-il)-2-[1-(piridin-2-il)etiliden]diazanido}cupru
CMD-8 | Cloro-{4-etil-2-[fenil (piridin-2-il)metilidena] hidrazin-1-carbotioamido} cupru
MG-22 | Cloro-{N'-(4-metoxifenil)-N,N-dimetilcarbamimidotioato}cupru

CMC-34 | Cloro-{N'-[fenil(piridin-2-il)metiliden]-N-piridin-2-ilcarbamohidrazonotioato}cupru
CMJ-33 | Cloro-{4- (3-metoxifenil)-2-[1-(piridin-2-il)etiliden] hidrazin-1-carbotioamido} cupru

CMT-67 | Nitrato-{N-fenil-N'-(piridin-2-ilmetiliden)carbamohidrazonotioato}cupru

CMG-41 | Nitrato-{N'-[fenil(piridin-2-il)metiliden]-N-prop-2-en-1-ilcarbamohidrazonotioato}
cupru

TIA-123 | Cloro-{N'-[fenil(piridin-2-il)metiliden]-N-prop-2-en-1-ilcarbamohidrazonotioato}

cupru

TIA-160 | Acetato-{ 2-({[(metilsulfanil)(prop-2-en-1-ilamino) metiliden]hidraziniliden} metil)
enolato} cupru
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2.2.2. Design-ul general al cercetirii

Rezumatul design-ului studiului este reflectat in figurile 5 si 6.

Studiul efectelor biologice ale CCT s-a efectuat in 2 modele experimentale:
a) invitro:
» pe culturi celulare de gliom standardizate C6 de sobolan (ref-CCL-107);
» pe materialul biologic colectat de la animale sanatoase.

b) in vivo pe animale de laborator

In vitro

|4l

Celule de gliom C6 de sobolan Celule de hepatocite (Ratta albicans)

|¢

Gliom C6 cu adaugarea CCT Hepatocite cu adaugarea CCT

Figura 5. Design-ul evaluarii citotoxicitatii CCT in vitro

In vivo

¢‘¢

Administrarea CCT

Evaluarea statistica a rezultatelor

Figura 6. Design-ul evaluarii efectelor metabolice ale CCT in vivo
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2.3. Metodologia studiului citotoxicitatii compusilor coordinativi in vitro pe culturi
celulare

2.3.1. Evaluarea potentialului citotoxic al compusilor coordinativi in vitro in cultura de
gliom C6 de sobolan

Pentru aprecierea potentialului citotoxic al compusilor coordinativi ai cuprului cu
tiosemicarbazone in vitro a fost utilizata linia de celule de gliom C6 de sobolan, care a fost obtinuta
din American Type Culture Collection (ref-CCL-107). Linia celulara de gliom C6 de sobolan este
asemanatoare morfologic cu glioblastomul multiform (GBM). Tumorile derivate din implanturi de
celule C6 de sobolan in creierul de sobolan prezinta caracteristici morfologice si grad de vascularizare
similare cu glioblastoamele umane. Glioblastomul multiform este unul dintre cele mai maligne tipuri
de tumori ale sistemului nervos central. In ciuda progreselor in modalitatile de tratament, acesta
ramane in mare parte incurabil. Desi sunt disponibile mai multe optiuni de tratament, inclusiv
interventia chirurgicald, impreuna cu chimio- si radioterapiea adjuvantd, boala are un prognostic

nefavorabil si pacientii, in general, cedeaza in decurs de 18 luni de la stabilirea diagnosticului.

Figura 7. Celule de gliom C6 de sobolan vizualizate la microscopul inversat cu contrast de faza:

— (x100) in mediu Egale modificat de Dulbeco (DMEM)

Cultura de celule si evaluarea viabilitatii celulare prin testul MTT
Celulele de glioblastom C6 de sobolan (CCL-107) au fost crescute in DMEM suplimentat cu
10% ser fetal bovin, L-glutamina 2mM, 1% aminoacizi neesentiali, gentamicina si fluconazol (100

ug/l) si plasate intr-un incubator la 37°C cu 3,5% CO2, mediul fiind schimbat la fiecare 2 zile. Celulele
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au fost crescute in sticle de culturi celulare de 200 ml. Dupa atingerea confluentei, celulele au fost
spalate cu tampon fosfat salin (PBS) si disociate cu 0,05% tripsina-EDTA, urmatd de centrifugare
(1500 rpm timp de 3 min). Dupa numarare, celulele au fost resuspendate in mediul de cultura si
utilizate pentru a efectua testele propuse. Intr-o microplaci cu fund plat cu 96 de godeuri s-au turnat
cate 100 pl de suspensie de celule la o densitate de 1x10* celule/godeu si lisate si adere timp de 24
de ore la 37°C intr-un incubator cu 3,5% CO2. Dupa 24 de ore de incubare, mediul de cultura s-a
inlocuit cu un mediu proaspat (90 ul). Apoi celulele s-au tratat cu 10 pl de compusi de cercetat in
dilutiile de 1,0 uM/L si 10,0 uM/L intr-un incubator cu COztimp de 24 de ore la 37°C. n calitate de
control pentru stabilirea viabilitatii celulelor de gliom C6 de sobolan s-au folosit celule de gliom
neexpuse la actiunea compusilor coordinativi ai cuprului cu tiosemicarbazone. Ulterior, dupa incubare
s-au adaugat cate 10 ul de solutie de lucru de MTT (5 mg/ml 1n solutie tampon fosfat salin) in fiecare
godeu al plicii si s-a incubat timp de 4 ore la 37°C, pani cand cristalele de formazan violet intracelular
sunt vizibile sub microscop. Apoi mediul s-a inlaturat si cristalele de formazan formate s-au dizolvat
prin addugarea a cate 100 ul de izopropanol per godeu timp de 30 de minute la 37°C. Rezultatele au
fost citite la spectrofotometru utilizand metodologii adaptate microplacilor multimodale Synergy H1
Hydrid Reader (BioTek Instruments, SUA).

Figura 8. Celule control de gliom C6 vizualizate in timpul efectuarii testului MTT

Viabilitatea liniei celulare de gliom C6 de sobolan a fost evaluata prin testul colorimetric MTT
(bromura de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium). Testul MTT a fost realizat conform

metodei propuse de Mosmann’s [145], cu unele modificari Pantea V. si coautorii [146], care se
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bazeaza pe activitatea enzimei succinat dehidrogenaza a ciclului Krebs metabolic activa, strans atasata
de membrana mitocondriilor. Testul MTT implicd determinarea colorimetrica a activitatii metabolice
a celulelor, bazata pe reduerea sarii de MTT [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-tetrazolium
bromura] cu formarea cristalelor de formazan insolubil (E,Z)-5-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-1,3-
difenilformazan) in prezenta dehidrogenazelor active NADP(P)H in celulele vii. Formazanul format
a fost dizolvat cu izopropanol, obtindndu-se o solutie de culoare violeta cu un maximum de absorbtie
de 570 nm. Intensitatea culorii violete este direct proportionald cu numarul de celule vii si, astfel,
releva viabilitatea celulara.

Pentru efectuarea testului MTT intr-o microplaca cu fundul plat cu 96 de godeuri s-au turnat
cate 100 ul de suspensie de celule de gliom C6 (densitatea de 1x10* celule/godeu). Celulele au fost
lasate s adere timp de 24 de ore la 37°C Tntr-un incubator cu 3,5% CO2. Dupi 24 de ore de incubare,
mediul de cultura a fost inlocuit cu mediu proaspat (90 ul). Ulterior celulele au fost tratate cu CCT
cercetati (10 ul) in dilutiile de 1,0 pM/L si 10,0 uM/L si incubate timp de 24 de ore la 37°C in incubator
cu COz. In calitate de control pentru stabilirea viabilitatii celulelor de gliom C6 s-au folosit celule de
gliom C6 intacte, ce nu au fost expuse la actiunea CCT.

Dupa incubare, in fiecare godeu al placii s-au suplimentat cate 10 pl de solutie de lucru de MTT
(5 mg/ml in solutie tampon fosfat salin) si s-au incubat timp de 4 ore la 37°C, pana la formarea in
celule a cristalelor de formazan vizibile la microscop. Mediul a fost inlaturat, iar cristalele de formazan
au fost dizolvate la incubare timp de 30 de minute la 37°C, ca urmare a adaugirii a cate 100 pl de
izopropanol per godeu. Rezultatele au fost citite la spectrofotometru la lungimea de unda 570 nm
(Power Wave HT, BioTek Instruments, SUA).

Pentru aprecierea viabilitétii celulare s-a calculat diferenta procentuald de reducere intre celulele

tratate cu compusii de testare si cele de control neexpuse, folosind formula:
% viabilitatea celulara = ((AbS pr— AbS biy / ( ADS control - ADS b1))*100 (formulal)

Valorile de absorbtie mai mari decat cele de control indica proliferarea celulelor, In timp ce
valorile mai mici sugereazd moartea celulelor sau inhibarea proliferarii.

Testul de citotoxicitate cu resazurind S-a efectuat in corespundere cu metoda descrisa de Riss
T. L. si coaut. [147-148], cu unele modificari Andronache L. si coautorii [149]. Principiul metodei are
la baza capacitatea resazurinei (10-oxid 7-hidroxi-3H-fenoxazin-3-ona) — oxidant de culoare albastra,
de a trece liber prin membrana celulard si membranele organelor (inclusiv a mitocondriilor). Tn

interiorul celulei compusul este redus de dehidrogenaze la resorufind — un compus roz fluorescent.
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Intensitatea fluorescentei este direct proportionald cu numarul celulelor vii si se apreciaza

fluorometric.

Figura 9. Celule control de gliom C6 vizualizate in timpul efectuarii testului cu resazurina

Pentru efectuarea testului cu resazurina intr-o microplaca cu fund plat cu 96 de godeuri s-au
turnat cate 100 uL suspensie de celule de gliom C6 la o densitate de 1x10* celule/godeu. Celulele au
fost lisate si adere timp de 24 de ore la 37°C in incubatorul cu 3,5% CO2. Dupi 24 de ore de incubare,
mediul de cultura a fost inlocuit cu 90 uL. de mediu proaspat. Ulterior, in godeurilre microplacii s-au
adaugat cate 10 pL de CCT in dilutii de 1,0 pM/L si 10,0 uM/L si incubate timp de 24 de ore la 37°C
n incubatorul cu COz2. Probele de control ce au continut celule de gliom C6 nu au fost expuse actiunii
CCT. Cate 20 pl de solutie de 0,15 g/l de resazurind s-au adaugat in fiecare godeu al microplacii si
microplaca a fost incubati timp de 4 ore la 37°C n incubatorul cu 3,5% COz. Absorbtia S-a misurat
la lungimea de unda de 570 nm si 600 nm la spectrofotometru cu microplaci Power Wave HT (BioTek
Instruments, SUA).

Pentru aprecierea citotoxicitatii s-a calculat diferenta procentuald de reducere intre celulele

tratate cu compusii de testare si cele de control neexpuse, folosind formula:

((02 x Absl) - (01 xAbs2) / (02 x C1)- (O1x C2)) x 100, (formula 2)

unde: O1 — coeficientul molar de absorbtie (¢) al resazurinei oxidate la 570 nm;
02 — coeficientul molar de absorbtie (¢) al resazurinei oxidate la 600 nm;
Abs1 — absorbtia probelor de cercetat la 570 nm;
Abs2 — absorbtia probelor de cercetat la 600 nm;
C1 - absorbtia controlului pozitiv la 570 nm;
C2 — absorbtia controlului pozitiv la 600 nm.
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2.3.2. Evaluarea potentialului citotoxic al compusilor coordinativi ai cuprului cu
tiosemicarbazone in vitro n cultura de hepatocite

Pentru aprecierea potentialului citotoxic al compusilor coordinativi ai cuprului in vitro in cultura
de hepatocite, acestea au fost izolate din ficatul unui lot de 3 sobolani albi masculi (ratta albicans) cu
masa de 220-250 g. Tnainte de a fi sacrificate, animalelor intraperitoneal li s-au administrat 5000 Ul
de heparind. S-a efectuat anestezia generald cu ketamina (60 mg/kg) si xilazina (5 mg/kg), apoi a fost
indepartata blana cu un trimmer si campul interventiei a fost prelucrat cu alcool de 70%. Peretele
toracoabdominal a fost Indepartat si o portiune suprahepatica a venei cava inferioare a fost canalizata
cu un cateter de plastic de (18 G) in timpul contractiilor cardiace persistente, pentru mentinerea
hepatocitelor in viata.

Hepatocitele au fost izolate in doua etape. Initial a fost realizata perfuzia in vena cava superioara
cu solutie de 0,05% colagenazi de tip I (Himedia, India), 0,01% dispazi de tip I, HBSS fird Ca?" si
Mg?* (HiMedia, India) cu 0,9 mM MgClz, 0,5 mM EDTA (acid etilendiaminotetra-acetic) si 25 mM

HEPES (acid 4-(2-hidroxietil)-1-piperazinetan sulfonic) (HiMedia, India) [150].

Ficatul a fost transferat in mediul de cultura si capsula Glisson a fost nlaturatd pentru a obtine
o suspensie de celule brute care este apoi filtrata, spalatad, suspendata si diluatd pana la concentratia
celulard necesara pentru culturd si testare. Mediul de culturd utilizat a fost mediul William’s E
(HiMedia, India) cu L-glutamina 2 mM, ser fetal bovin 5% (Lonza, Belgia), solutie antimicotica cu

antibiotice (HiMedia, India), dexametazona 100 nM si insulina 100 nM (figurile 11-12).

Figura 10. Perfuzia ficatului prin vena cava superioara

A - cu solutie Hank cu 0,9 mM MgClz, 0,5 mM EDTA si 25 mM HEPES la o viteza de 15-20 ml/min,

B — cu solutie Hank si colagenaza de tip II / deplasare de tip I cu viteza de 25 ml/min.
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Figura 11. Dezintegrarea mecanica a ficatului (A),

carcasa hepatica dupa izolarea hepatocitelor (B)

Cultivarea hepatocitelor si cuantificarea celulelor vii prin testul cu albastru de tripan.

Testul de evaluare cu albastru de tripan este o0 metoda de colorare versatild utilizatd Tn mod
obisnuit pentru a cuantifica moartea celulelor, precum si pentru a numdra celulele inainte de
insamantarea celulelor in vitro [151]. Acest test se bazeaza pe capacitatea moleculei de albastru de
tripan, un colorant tetrasulfonat anionic cu masa moleculara mare, de a patrunde prin membranele
plasmatice celulare moarte, distruse si care coloreazad proteinele intracelulare in albastru inchis, in
timp ce celulele viabile vor ramane necolorate si mici [152]. Numarul de celule moarte poate fi
monitorizat la inspectia cu microscopie luminoasa folosind un hemocitometru automat sau un contor
de celule. Dupa prelucrarea cu solutie de 0,25% de albastru de tripan, celulele au fost numarate intr-

un hemocitometru automat si a fost apreciatd viabilitatea celulara.

Figura 12. Celule hepatice vizualizate cu microscopul inversat cu contrast de faza KZD: A —
x10, B — x40 [153]
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Testul colorimetric MTT (bromura de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium). Testul
MTT a fost realizat conform metodei propuse de Mosmann’s [145], cu unele modificari Pantea V. si
coaut. [146].

Pentru aprecierea in vitro a citotoxicitatii CCT 1in cultura de hepatocite de sobolan s-au aplicat
testele MTT si cu resazurind, care au fost efectuate conform acelorasi protocoale ca si in cazul

studiului culturii de gliom C6 de sobolan (pct. 2.3.1. pp. 30-33).

2.4. Metodologia studiului efectelor metabolice ale CCT
2.4.1. Cercetarea in vivo pe animale de laborator

Experientele s-au montat pe 120 de animale de laborator — sobolani albi de laborator (ratta
albicans) adulti, de varsta reproductiva (6 — 12 luni). In studiu a fost utilizat un numar egal de masculi
si femele: 60 de masculi cu o greutate de 180 — 230 grame si 60 de femele cu masa de 210 — 228
grame.

Toate animalele, atat cele din loturile experimentale, cat si din cel de referinta au fost Intretinute
in conditii similare si la ratii standarde de vivarium. Considerand mecanismele de reglare circadiana
a ritmurilor biologice (diurne si sezoniere) si influenta acestora asupra concentratiei, structurii si
distributiei componentelor intracelulare, experientele au fost efectuate in cursul acelorasi perioade
sezoniere, iar materialul de investigare se preleva la aceeasi ora a zilei.

Animalele au fost Tmpartite in urmatoarele 10 loturi: lotul-martor si 9 loturi experimentale.
Fiecare lot a inclus 2 subloturi — masculi (a) si femele (b), egale ca numar de animale (nr. 6) (tabelul
2).

Tabelul 2. Divizarea animalelor experimentale in loturile de studiu cu CCT autohtoni

Lot Descriere
Nr.1 | Martor — constituit din animale sanatoase, intacte, intretinute Intr-un regim obisnuit de
vivariu (conditii de viata si alimentatie)
Nr.2 | animale carora le-a fost administrat intramuscular compusul coordinativ CMA-18
Nr. 3 | animale carora le-a fost administrat intramuscular compusul coordinativ CMD-8
Nr.4 | animale carora le-a fost administrat intramuscular compusul coordinativ MG-22
Nr.5 | animale carora le-a fost administrat intramuscular compusul coordinativ CMC-34
Nr.6 | animale carora le-a fost administrat intramuscular compusul coordinativ CMJ-33
Nr. 7 | animale carora le-a fost administrat intramuscular compusul coordinativ CMT-67
Nr.8 | animale carora le-a fost administrat intramuscular compusul coordinativ CMG-41
Nr.9 | animale carora le-a fost administrat intramuscular compusul coordinativ TIA-123
Nr. 10 | animale carora le-a fost administrat intramuscular compusul coordinativ TIA-160
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Substantele de testat au fost dizolvate in ser fiziologic pentru obtinerea concentratiei de 10 mg/L
si administrate la animale zilnic intramuscular timp de 30 de zile. Doza preparatelor a fost de 0,01 mg
de substantd la 1 kg de greutate corporald a animalului. Dupa 24 de ore de la ultima administrare,
animalele au fost sacrificate sub anestezie usoara cu eter sulfuric, materialul de studiu fiind recoltat la
una si acelasi ora a zilei.

Sangele periferic pentru studiul indicilor hematologici a fost prelevat si colectat in eprubete ce
contineau in calitate de anticoagulant solutie de 6% de K4-EDTA cu pH-ul 7,4. Indicii
hemoleucogramei au fost apreciati in sangele periferic la analizorul hematologic PCE-210 (ERMA,
Japonia).

Serul sangvin a fost obfinut prin centrifugarea sangelui periferic prelevat fara anticoagulant la
3000 tur/min timp de 10 minute. Dupa centrifugare serul sangvin a fost transferat in eprubete curate
de unica folosinta de tip Eppendorf si pastrat la frigider la - 40°C pana la finalizarea explorarilor.
Tntreg procesul de preparare a sangelui s-a executat in conditii specifice pentru aprecierea activitatii
enzimatice.

In ser au fost evaluati indicii biochimici conform protocoalelor descrise ale studiului in vivo
(pct. 2.4.2. pp.38-43).

2.4.2. Metode de investigare ale indicilor biochimici

Toate procedeele de determinare a activitatii enzimelor si a continutului de substante au fost
executate dupd tehnici adaptate pentru aplicarea la spectrofotometrul cu micropldci Synergy HI
(Hydrid Reader) (BioTek Instruments, SUA) si la spectrofotometrul Power Wave HT (BioTek
Instruments, SUA).

Pentru realizarea scopului si obiectivelor trasate au fost utilizate metode standardizate, ajustate
studiului actiunii compusilor biologic autohtoni noi asupra indicilor metabolici. Au fost evaluati
indicii stresului oxidativ, ai sistemului antioxidant, ai metabolismului glutationic si tiol disulfidic.

Indicii stresului oxidativ: metabolitii reactivi ai oxigenului, balanta pro-oxidantd-antioxidanta,
produsii proteici de oxidare avansata, dialdehida malonica, metabolitii oxidului nitric.

Determinarea metabolitilor reactivi ai oxigenului (MRO) a fost efectuata prin metoda descrisa
de Ito F. si coaut. [154], modificatd de Andronache L. si coaut. [155]. Principiul metodei de
determinare a metabolitilor reactivi ai oxigenului consta in aceea cd proba de cercetat se incubeaza
intr-o solutie tampon ce contine clorura de fier (II), apoi se adauga o solutie ce contine N, N-dimethy-

p-phenylene-diamine (DMPD). Radicalii liberi, peroxizii continuti in proba de cercetat oxideaza
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moleculele de DMPD sau o-dianisidini in radicali DMPD" ori diansidil, cu formarea unui produs
colorat intr-un grad proportional cu concentratiile lor. S-a determinat 1m/AAbs/min ce corespunde la

23,7 uM tert-butyl hydroxide. Calculul s-a efectuat dupa urmatoarea formula:

MRO tert-butyl hydroxide = (23,7 » AAbs)/0,001, (formula 3)

unde:
1m/AAbs/min — mili/absorbtia probei/minut;
0,001 — calculul la 1ml material biologic.

Procedeul de determinare a balantei pro-oxidante-antioxidante (BPA) a fost efectuat prin
metoda descrisa de Toloue Pouya V. si coaut. [156], modificata de Pantea V. si coaut. [157]. Esenta
procedeului consta in aceea ca la determinarea balantei pro-oxidante-antioxidante (BPA), proba de
cercetat se incubeaza intr-un mediu de lucru ce contine o solutie de tetrametilbenzidind (TMB) si
cation TMB, iar radicalii liberi, peroxizi si antioxidantii continuti in proba de cercetat, influenteaza
asupra colorarii mediului de luctru intr-un grad proportional cu concentratiile lor. Calculul
concentratiei BPA s-a efectuat cu ajutorul curbei de calibrare, construitd in baza dilutiilor succesive
ale solutiei standard de acid uric si a fost exprimat 1n unitati arbitrare.

Nivelul produsilor proteici de oxidare avansata (PPOA) a fost estimat cu ajutorul metodei
propuse de cétre Capeillere-Blandin C. si coaut. [158], modificata de Gudumac V. si coaut. [159],
acestia fiind identificati spectrofotometric datoritd absorbantei specifice la 340 nm. Cantitatea de
PPOA a fost evaluata cu ajutorul curbei de calibrare a sol. standard de cloramina-T (0-100 umol/L),
structurizata in baza dilutiilor succesive. Rezultatul a fost prezentat in umol/L.

Determinarea dialdehidei malonice — produsul final al peroxidarii lipidelor, s-a efectuat conform
procedeului descris de I'anaktuonosa JI. I1. si coaut. [160], modificatd de Gudumac V. si coaut. [161].
Metoda se bazeaza pe identificarea spectrofotometrica a complexului trimetinic colorat, rezultat in
urma interactiunii acidului tiobarbituric cu DAM. Concentratia DAM 1n proba de cercetat este direct
proportionald cu intensitatea coloratiei, iar rezultatul final a fost exprimat in pM/L in supernatantul

biologic cercetat. Calculul s-a efectuat dupa urmatoarea formula:

Abs*10° * 1,55 ml
1,56%10°%0,05 ml*x

DAM uM/L = = Abs «198,7, (formula 4)

unde: Abs — absorbtia probei,
1,55 ml — volumul fazei organice;
1,56+ 10°mol* cm~?! — coeficientul molar de absorbtie al DAM;

X — dilutia probei.
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Dozarea metabolitilor oxidului nitric a fost realizatda conform procedeului descris de
Mertenbckast B. A. si I'ymanosa H. I'. [162], in modificarea Gudumac V. si coaut. [163]. Principiul
metodei consta in deproteinizarea materialului biologic, reducerea nitratilor in nitriti, prelucrarea cu
reactivul Griss a supernatantului si in masurarea ulterioara a densitatii optice a produsului reactiei.
Calculul concentratiei nitritului s-a efectuat cu ajutorul curbei de calibrare, construita in baza dilutiilor
succesive ale solutiei standard de nitrit de sodiu si exprimat in umol/L.

Indicii sistemului antioxidant: activitatea antioxidanta totala, capacitatea antioxidanta totala,
masa substantelor antioxidante, activitatea medie a antioxidantilor, superoxiddismutaza si catalaza.

Evaluarea activitatii antioxidantilor totali prin metoda cu ABTS (AAT-ABTS) s-a efectuat
utilizandu-se procedeul descris de Re R. [164], in modificarea Gudumac V. si coaut. [165]. Principiul
metodei se bazeazd pe degradarea radicalului acidului 2,2-azinobis-3-etilbenzotiazolina-6-sulfonic
(ABTS") la interactiunea cu compusii cu proprietiti antioxidante din proba biologicd si misurarea
inhibitiei/diminudrii la 734 nm [165]. Nivelurile AAT-ABTS au fost exprimate in pM/L.

Determinarea capacitatii antioxidante totale (TAC), masei Substantelor antioxidante (MA) si a
activitatii medii a antioxidantilor(AMA) a fost efectuatd prin procedeiul descris de Zhang M. [166],
modificata de Tagadiuc O. [167]. Procedeul permite aprecierea capacitatii antioxidante totale, a masei
totale a substantelor antioxidante si a capacitatii antioxidante per unitate de masa in probele biologice
prin metoda redox cu permanganat de potasiu. Antioxidantii prezenti in proba de cercetat suprima
formarea coloratiei proportional concentratiei lor. Pentru evaluarea indicilor (TAC, MA, AMA) s-a
masurat absorbtia initiala (Ao) si dupa 30 min de incubare (Aso) cu agitarea permanenta la 700 tur/min
se masoara absorbtia la 570 nm a dilutiilor de lucru ale materialului biologic cu ser fiziologic de 0,9%
(1: 10; 1: 20; 1: 40; 1: 80 si 1: 160), la care se adauga o solutie de KMnOa.

Factorii de dilutie serica (1: 10; 1: 20; 1: 40; 1: 80 si 1: 160) au fost transformati intr-o scara
logaritmica (1.0, 1.30, 1.6, 1.9, si 2.2). Aria de sub curbad a reprezentat inversul TAC. Luand in
considerare cele mentionate si ca urmare a rationamentelor matematice, calcularea TAC a probei de

cercetat s-a efectuat conform formulei 5.

TAC (u/c) =100 /[Absl + 2= (Abs2 + Abs3 + Abs4) + Abs5], (formula 5)

unde:
Absl, Abs2, Abs3, Abs4, Abs5 — absorbtia dilutiilor de lucru a probei de cercetat Abs1 (1: 10); Abs2
(1: 20); Abs3 (1: 40); Abs4 (1: 80) si Abs5 (1: 160).
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Calcularea masei substantelor antioxidante in proba de cercetat s-a efectuat dupa formula:
MA(u/c) = 0,3 X (AbScontrol - AbSminima) / (ADSmaxima - ADSminima) + 1gTminim, (formula 6)

unde:
Abscontrol — reprezinta valoarea de absorbtie a probei de control;
ADSmaxima $1 Absminima — reprezintd valorile Abs mai mari si Abs mai adiacente intervalului de salt;
IgTminim — reprezinta cel mai mic logaritm al dilutiei adiacente intervalului de salt.

Pentru calcularea intervalului de salt s-au aranjat valorile absorbantei probelor (Abs) in ordine
crescanda. Ulterior s-au scazut valorile absorbtiei ale concentratiilor adiacente, iar cea mai mare
valoare absolutd a diferentei este definita ca interval de salt.

Calcularea activitatii medii a antioxidantilor din proba de cercetat se efectueazd dupa formula:

TAC

AMA (u/c) = A (formula 7)

unde:

TAC —reprezintd capacitatea antioxidanta totala;

MA — reprezintd masa substantelor antioxidante din proba de cercetat;

AMA — reprezinta activitatea medie a substantelor antioxidante din proba de cercetat.

Activitatea superoxid dismutazei (EC 1.15.1.1) a fost estimata conform metodelor descrise de
Martromue b. H. si coaut. [168] si [lyoununa E. E. si coaut. [169], modificate de Tagadiuc O. si coaut.
[170]. Principiul metodei consta in inhibitia reducerii sarii de tetrazolium (NBT) 1n sistemul ce contine
fenazinmetasulfat si NADH sub actiunea SOD. In urma reducerii NBT se formeazi nitroformazan,
care are o coloratie albastrd. Cantitatea acestuia a fost dozatd apoi spectrofotometric la 540 nm,
intensitatea coloratiei fiind proportionald cu cantitatea de NBT redus. Activitatea SOD este capabila
sa inhibe acest proces [170]. Activitatea SOD a fost exprimati in unititi conventionale (u.c.). Tn
calitate de unitate a activitatii SOD se ia cantitatea de enzima necesara pentru inhibitia a 50% din
reactia de reducere a NBT. Activitatea enzimei s-a raportat la 1 ml de ser.

Determinarea activitatii catalazei (EC 1.11.1.6) a fost efectuata utilizdndu-se procedeul descris
de Kopomtok M. A. si coaut. [171], modificat de Baciu E. si Nastas 1. [172], estimandu-Se proprietatea
enzimei de a scinda molecula de H202 in H20 si O2. Ulterior, H202 formeaza cu molibdatul de amoniu
un compus complex de culoare galbena, iar descompunerea acestuia de catre enzima induce
decolorarea solutiei, determinata spectrofotometric la 410 nm. Activitatea CAT coreleaza cu gradul

decolordrii si a fost exprimata in micromoli la 1 litru de ser (WM/L).
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Indicii metabolismului glutationic si tiol-disulfidic: glutation peroxidaza, glutation-S-
transferaza, glutation reductaza, glutationul total, homeostazia tiol-disulfidica (SH-grupe tiolice
totale, SH-grupe tiolice libere si SH-grupatri tiolice ale proteinelor).

Activitatea glutation peroxidazei (EC 1.11.1.9) s-a estimat in baza testului optic Warburg,
utilizandu-se procedeul propus de Wendel A. [173], modificat de Tagadiuc O. si coaut. [174],
determindndu-se absorbtia la interval de timp prestabilit la 340 nm. Rezultatul activitatii GPx a fost
exprimat in nanomoli de glutation redus pe secunda la un litru de ser sangvin (nM/s/L).

Activitatea glutation-S-transferazei (EC 2.5.1.18) a fost dozata conform procedeului descris de
Habig W. H. si coaut. [175], modificat de Tagadiuc O. si coaut. [176], avand la baza capacitatea GST
de a cataliza reactia de condensare a GSH cu 1-clor-2,4-dinitrobenzenul, cu formarea unui compus ce
se determina spectrofotometric la 346 nm si a cdrui cantitate este proportionald cu activitatea GST,
care a fost exprimata Tn nanomoli pe secunda la un litru de ser sangvin (nmol/s.L).

Activitatea glutation reductazei (EC 1.6.4.2) s-a determinat prin metoda descrisa de Binacosa C.
H. si coaut. [177], modificata de Gudumac V. si coaut. [178], ce are la baza testul optic Warburg. La
baza metodei std masurarea consumului de NADPH, utilizat de céatre GR cu scopul reducerii GSSG,
observat prin diminuarea absorbantei la 340 nm. Activitatea enzimei a fost exprimata In nanomoli de
GSSG ce a fost transformat in GSH intr-o secunda la un litru de ser sangvin (uUM/s.L).

Determinarea glutationului total s-a facut conform procedeului descris de Akerboom T. P. si
coaut. [179], modificat de Andronache L. si coaut. [180]. Metoda are la baza formarea compusului
colorat dintre GSH si acidul ditiobisnitrobenzoic (DTNB) in mediul de reactie ce contine NADPH,
identificat la 405 nm 1n functie de timp. Calculele se fac conform curbei de calibrare construitd in
baza solutiei standard stock de 10 mM GSH [180]. Rezultatele se exprima in nanomoli la litru (nM/L).

Determinarea homeostaziei tiol-disulfidice (SH-grupe tiolice libere si SH-grupe tiolice totale) a
decurs prin metoda descrisd de Erel O. [181]. Principiul metodei se bazeaza pe reducerea legaturilor
disulfurice reductibile pentru a forma grupari tiol functionale libere. Borhidrura de sodiu reducatoare
neutilizata a fost consumata si indepartatd cu formaldehida si toate gruparile tiol, inclusiv gruparile
tiol reduse si native, au fost determinate dupa reactia cu acidul 5,5’-ditiobis-(2-nitrobenzoic) (DTNB),
stabilindu-se absorbtia spectrofotometrica la 412/700 nm. Activitatea homeostaziei tiol-disulfidice a
fost evaluata cu ajutorul curbei de calibrare a sol. standard de 2-mecraptoetanol (10 mM), structurizata
in baza dilutiilor succesive. Rezultatul a fost prezentat in pM/L.

Continutul de SH — grupari tiolice ale proteinelor In materialul de cercetare s-a apreciat in

conformitate cu procedeul propus de Ellman G. L. si Hu M. L. [182, 183], modificat de Gudumac V.
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si coaut. [184]. Principiul metodei se bazeaza pe interactiunea dintre reactivul Ellman - 5,5'-dithiobis-
(2-nitrobenzoic acid) si grupele tiolice ale proteinelor, ce va forma un compus colorat cu capacitatea
maxima de absorbtie la 412 nm. Rezultatul se exprima in pM/gproteina. Calculul se efectueaza dupa

formula:

1000 _ Ab Vt
SH — grupatri tiolice ale proteinelor (uUM/gprot.) = PT] X 5 ® X Vpr’ (formula 8)

unde:

PT — proteina totala;

Abs — absorbtia probei de cercetat;

Y — coeficientul molar de extinctie (13600 M “‘cm 1) al DTNB;
Vt — volumul total al probei de cercetat;

Vpr — cantitatea de material biologic cercetat.

2.4.3. Tehnologii informationale si procedee de analiza statistica a rezultatelor

Tn literatura stiintifica internationala au fost analizate date de ultima ora ce tin de tematica tezei
de doctor, fiind accesate baze de date cu predilectie de profil medical: PubMed, HINARI, Google
scholar, ARDI, OARE. Au fost utilizate cuvinte-cheie: coordination compounds of
thiosemicarbazides, oxidative stress, antioxidant defense system, reactive oxygen species, malonic
dialdehyde, advanced oxidation protein products, reactive oxygen metabolites, prooxidant antioxidant
balance, nitric oxide, total glutathione, glutathione peroxidase, glutathione S-transferase, glutathione
reductase, total antioxidant capacity, mass of antioxidants, average antioxidant activity.

Teza a fost redactata utilizandu-se programul Microsoft Office versiunea 2013.

Graficele incluse in teza au fost realizate cu ajutorul programului Microsoft Excel 2013.

Evaluarea statistica a datelor obtinute a fost realizata cu ajutorul programului de calculator
Statistical Package for the Social Science (v.23, SPSS Inc. Chicago, IL, SUA). S-au determinat
indicatorii de baza ai statisticii descriptive: media aritmetica = std. deviation, mediana, abaterea
intercuartila, minimum si maximum, percentil 25, percentil 75.

Analiza a presupus, in prima etapa, alegerea testelor potrivite pentru identificarea diferentelor
statistic semnificative intre loturile de studiu [185]. Cu scopul etalarii diferentelor dintre loturi s-au
aplicat testele post-hoc pentru comparatii multiple: Tukey, Bonferroni, Games-Howell dupa One-Way
Anova. Pragul de semnificatie stabilit a fost p< 0,05.

Dupa verificarea datelor obtinute, pentru a evidentia diferenta semnificativa a parametrilor

biochimici studiati in loturile comparate, a fost utilizat testul post-hoc comparatia multipla Games-
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Howell dupa One-Way Anova, testul nonparametric Kruskal-Wallis, pragul de semnificatie p< 0,05,
fiind calculate mediana, abaterea intercuartila si coeficientul nonparametric de corelatie p Spearman.

Coeficientul de corelare a rangului lui Spearman este cea mai raspandita alternativa la r-ul lui
Pearson. Este un coeficient de corelare a rangului, deoarece foloseste clasamentele datelor din fiecare
variabila (de exemplu, de la cel mai mic la cel mai mare) mai degraba decat datele brute in sine.

Coeficientul nonparametric de corelatie p Spearman este bazat pe ranguri (coeficientul de
corelatie a rangurilor) si nu este influentat de reprezentativitatea mediei. Se utilizeaza cand lotul de
cercetare are dimensiuni mici (sub 30 de cazuri) sau cand cel putin una dintre variabile nu Indeplineste
conditiile de administrare a testelor parametrice. Scorurile originale sunt transformate in ranguri si se
analizeaza relatia dintre acestea [185].

Coeficientul p Spearman este folosit atunci cand:

> ambele variabile se afla la nivel ordinal de masuri;

A\

cand o variabila se afla la nivel ordinal, iar cealaltd variabila la nivel scalar;

»  cand ambele se afla la nivel scalar, dar cel putin una dintre ele nu prezinta distributie normala.
Corelatia exprima sub forma numerica gradul de asociere dintre variabile. Raportarea corelatiei

include trei elemente esentiale [185]:

»  sensul dat de semnul coeficientului de corelatie:

T~ (corelatie pozitiva) — directia in care evolueaza o variabila este si directia de evolutie a celeilalte
variabile;

.~ (corelatie negativd) — directia de evolutie a unei variabile reprezintd evolutia inversd a celeilate
variabile.

»  semnificatia (pragul de semnificatie) p< 0,05;

»  valoarea (intensitatea) indica puterea corelatiei:

0,00 — 0,20 — absenta unei corelatii reale sau o corelatie foarte slaba;

0,21 - 0,40 — corelatie slaba;

0,41 - 0,60 — corelatie moderata;

0.61 — 0.80 — corelatie puternica;

0.81- 1.00 — existenta unei legaturi foarte puternice intre doua variabile.
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3. EVALUAREA ACTIUNII COMPUSILOR COORDINATIVI AI CUPRULUI CU
TIOSEMICARBAZONE IN VITRO

Pentru a identifica cei mai eficienti CCT din punctul de vedere al actiunii antitumorale si cu cel
mai mic impact asupra celulelor normale, s-au studiat efectele CCT asupra viabilitatii si proliferarii

culturii celulare de gliom C6 si a hepatocitelor normale de la sobolani sanatosi.

3.1. Evaluarea potentialului citotoxic al CCT in vitro in cultura de celule de gliom C6 de
sobolan (CCL - 107)
proliferarii celulare in vitro pe cultura de celule de gliom C6 de sobolan prin testele MTT si cu
resazurina.
Rezultatele testului MTT au evidentiat o influenta diferitd asupra viabilitatii celulelor de gliom
C6 de sobolan si o toxicitate moderatd in ambele doze (10,0 pM/L si 1,0 uM/L) a compusilor testati

(figura 13).
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control Doxo CMA-18 | CMD-8 | MG-22 | CMC-34 | CMJ-33 | CMT-67 | CMG-41 | TIA-123 | TIA-160
510,0 pM/L| 106,01 85,29 72,71 82,72 103,91 84,76 86,95 85,97 85,66 103,40 112,65
B1,0 pM/L 101,50 64,70 65,51 72,09 96,50 72,64 72,38 66,60 72,50 83,87 94,84

Figura 13. Influenta CCT in dozele de 10,0 pM/L si 1,0 pM/L asupra viabilitatii celulare de
gliom C6 de sobolan testate in vitro prin testul MTT

Nota: Veridicitatea statistica fata de lotul-martor: ** — p<0,01; *** —p<0,001.
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Analiza rezultatelor testului MTT a evidentiat o diminuare semnificativa statistic (p< 0,001) a
viabilitatii celulelor la administrarea compusului de referinta — DOXO, atét in doza de 10,0 uM/L
(-14%), cat si de 1,0 pM/L (-25%), comparativ cu martorul.

Compusul de referintd DOXO administrat in doza de 10,0 uM/L a manifestat actiune similara
cu DOXO CMD-8 (-17, p< 0,001), CMC-34 (-15%, p< 0,001), CMJ-33 (-13%, p< 0,001), CMT-67
si CMG-41 (-14%, p< 0,001). Efectul CMA-18 a fost mai pronuntat (-27%, p< 0,001), iar MG-22,
TIA-123 si TIA-160 nu au exercitat nici o actiune (figura 13).

Micsorarea dozei administrate de 10 ori a potentiat efectele CCT asupra viabilitatii celulelor de
gliom C6. Astfel, CMA-18 si CMT-67 au diminuat viabilitatea celulelor C6 cu cca 35% (p< 0,001 in
ambele cazuri), CMD-8, CMC-34, CMJ-33 si CMG-41 cu cca 27% (p< 0,001 in toate cazurile), iar
TIA-123 doar cu 14% (p< 0,001). MG-22 si TIA-160 nici la aceastd doza n-au influentat viabilitatea
celulelor de gliom C6.

Rezultatele evaluarii proliferarii celulelor de gliom C6 de sobolan sub influenta compusilor de
coordonare ai cuprului cu tiosemicarbazone in dozele de 10,0 uM/L si 1,0 pM/L evaluate cu ajutorul

testului resazurind sunt prezentate in figura 14.

Proliferarea celulelor, %

control Doxo |CMA-18| CMD-8 | MG-22 | CMC-34 | CMJ-33 | CMT-67 | CMG-41 | TIA-123 | TIA-160

210,0 pM/L| 110,31 | 125,16 120,81 123,04 125,53 123,77 119,63 127,80 | 125,29 126,81 122,97
®1,0 pM/L | 101,18 | 108,84 112,18 111,06 107,39 110,27 107,73 104,64 | 114,97 105,49 103,43

Figura 14. Proliferarea celulelor de gliom C6 de sobolan (CCL-107) sub influenta CCT in
dozele de 10,0 pM/L si 1,0 pM/L evaluate prin testul cu resazurina

Nota: Veridicitatea diferentei statistice comparativ cu lotul-martor: ** —p<0,01; *** — p<0,001.

Rezultatele testului cu resazurind au relevat ca proliferarea in timpul perioadei de incubare a
culturii martor a gliomului C6 de sobolan a fost de 10,31%. Modificari semnificativ statistice ale
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proliferarii celulelor de gliom au fost atestate cand celulele au fost tratate in ambele doze cu
preparatele CMA-18 (+9,5% - 10,9%, p< 0,001), CMD-8 (+9,8% - 11,5%, p< 0,001) si TIA-123
(+4,3% - 15%, p< 0,001). In acelasi timp, la administrarea MG-22 in doza de 10 uM/L se atesti o
proliferare cu 13,8%, p< 0,001, iar in doza de 1,0 uM/L o proliferare cu 6,1%, p< 0,01. Compusii
CMC-34, CMT-67, CMG-41 si CMT-67 in doza de 10,0 uM/L au amplificat proliferarea celulelor
veridic statistic cu 11,5% - 15,9% (p< 0,001), pe cand in doza de 1,0 uM/L nesemnificativ cu 2,2% -
13,6% (p> 0,05). Similar, compusul coordinativ CMJ-33 a indus o proliferare nesemnificativa statistic
in doza de 10,0 uM/L cu 8,4% (p> 0,05), iar in doza de 1,0 uM/L cu 6,5% (p< 0,001).

Testele cu MTT si resazurina sunt vizual aplicate pentru studiul compusilor chimici biologic
activi cu potential de medicamente cu scopul de a identifica capacitatea de a influenta viabilitatea
(MTT) si proliferarea (resazurind) celulelor in vitro.

Studiul nostru a stabilit, ca toti CCT cercetati micsoreaza viabilitatea celulelor de gliom C6 in
ambele doze - in diapazon de 3% - 35% fiind administrate in concentratie de 1,0 uM/L si de 15% -
27% in doza de 10,0 uM/L, spre deosebire de DOXO care nu a afectat indicele respectiv.

In acelasi timp, CCT au avut efecte similare cu DOXO asupra proliferirii celulare administrate
in doza de 10,0 pM/L. Micsorarea dozei a relevat lipsa stimularii proliferdrii de catre CMA-18, CMT-
67, CMG-41 si TIA-160.

Astfel, am stabilit cd 4 CCT: CMA-18, CMC-34, CMT-67 si CMG-41, semnificativ inhiba
viabilitatea celulelor de gliom de sobolan C6 si nu induc proliferarea lor. Luand in considerare, ca
testele MTT si cu resazurina se bazeaza pe activitatea metabolicd a celulelor [145], putem presupune
ca CCT interfereazd cu procesele metabolice cardinale, in special cu cele mitocondriale. Efectul ar
putea fi conditionat de prezenta cuprului in componenta CCT si de inducerea de catre metal a
apoptozei mediatd de speciile reactive de oxigen pe calea mitocondriald (eliberarea citocromului c si
activarea caspazei 3) [126].

CCT au manifestat un impact de diferitd amploare, fenomen ce ar putea fi determinat de
diferentele in structura partii organice a CCT, care influenteaza atat proprietatile fizico-chimice, cat
si cele biologice.

3.2. Evaluarea potentialului citotoxic al CCT in vitro Tn cultura de hepatocite

Majoritatea medicamentelor antineoplazice existente pot afecta tesuturile normale, producand
deseori efecte citotoxice [154, 186, 187]. Acest fapt limiteaza utilizarea lor si constituie o indicatie
pentru reducerea dozei de medicament, intreruperea si sistarea completd a tratamentului. In ciuda

progreselor semnificative realizate in chimioterapia cancerului, toxicitatea sistemica mare si rezistenta
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la chimioterapicele antineoplazice ramane o provocare majora pentru farmacoterapia oncologica
contemporana. Multi agenti anticancerigeni provoacad efecte secundare severe, care se datoreaza
efectelor lor citotoxice asupra celulelor normale.

De aceea, este important ca medicamentele anticanceroase sd exercite activitate antiproliferativa
si citotoxicd naltd in celulele tumorale, fara a afecta tesuturile normale. Elaborarea de noi
chimioterapice eficiente, cu efecte adverse minimale este de mare importanta teoreticd §i practica.
Luand in considerare rolul ficatului in detoxifierea compusilor endo- si exogeni, inclusiv a
medicamentelor, organul este o tintd primard a actiunii toxice a substantelor medicamentoase, in
special a celor utilizate Tn chimioterapie. Pornind de la aceste premise, am realizat studiul efectelor
CCT asupra viabilitatii si proliferdrii celulelor normale hepatice obtinute de la sobolani sdnatosi (ratta
albicans).

Rezultatele testului MTT au estimat ca celulele hepatice tratate cu CCT au avut viabilitate relativ

ridicata, indicand o citotoxicitate scazuta a compusilor testati (figura 15).
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control Doxo |[CMA-18 | CMD-8 | MG-22 | CMC-34 | CMJ-33 | CMT-67 | CMG-41 | TIA-123 | TIA-160
310,0 pM/L | 99,38 89,32 87,87 88,63 92,83 93,34 92,69 86,88 94,59 91,69 88,44
31,0 pM/L 99,38 76,54 77,06 75,85 80,62 83,92 78,46 81,89 84,97 78,13 74,26

Figura 15. Rezultatele evaluarii viabilitatii si citotoxicitatii in vitro sub actiunea CCT (10,0
pM/L si 1,0 pM/L) in hepatocite de sobolan
Nota: Veridicitatea statistica fata de lotul-martor: * — p< 0,05; ** — p<0,01; *** — p<0,001.

Suplimentarea de doxorubicina intr-o concentratie de 10,0 uM/L la cultura de hepatocite a indus
o scadere nesemnificativa a viabilitatii hepatocitelor (10%, p> 0,05). Analiza rezultatelor testului
MTT a indicat ca viabilitatea celulelor tratate cu CCT la o concentratie de 10,0 uM/L a scazut

semnificativ doar sub influenta CMC-34 (5,8%, p< 0,001), CMT-67 (12,5%, p< 0,01) si TIA-160

48



(11,0, p< 0,01), in timp ce alti CCT au redus nesemnificativ viabilitatea hepatocitelor cu 5% - 11%
(p> 0,05). In urma cercetarilor se poate concluziona cia CCT la o concentratie de 10,0 pM/L nu au
manifestat un efect toxic asupra celulelor hepatice, care si-au pastrat in mare masurd viabilitatea,
posibil datorita functiilor metabolice pastrate.

La administrarea CCT in doza de 1,0 uM/L s-a constatat, ca toti compusii au scazut sugestiv
statistic viabilitatea: CMG-41 (14,5%, p< 0,001), CMC-34 (17,4%, p< 0,001), CMT-67 (17,6%, p<
0,05), MG-22 (18,8%, p< 0,001),CMJ-33 (21,06%, p< 0,001), TIA-123 (21,4%, p< 0,001). Compusii
CMA-18, DOXO, CMD-8 si TIA-160 au determinat scaderea veridica statistic cu 14 % - 22%, p<
0,001, demonstrand cel mai bun efect asupra celulelor hepatice, care si-au pastrat functiile si
viabilitatea intr-o masura mai mare.

Pentru a determina daca CCT manifesta o influenta directa asupra proliferdrii celulare, am testat
efectele acestora asupra celulelor hepatice in vitro prin testul cu resazurina.

Rezultatele testului cu resazurind au relevat ca proliferarea in perioada de incubare a culturii
martor a hepatocitelor a constituit 12,99%. Efectul CCT 10,0 uM/L asupra proliferarii culturii de
hepatocite, evaluat cu ajutorul testului cu resazurina, a stabilit modificari semnificative statistic la
tratamentul cu CMA-18 (+38%, p< 0,001), CMC-34 (-16%, p< 0,05) si CMJ-33 (-15%, p< 0,05),
cresterea nesemnificativa statistic a fost produsa de CMG-41 (+1%, p> 0,05), MG-22 (+20%, p> 0,05)
si DOXO (+24%, p> 0,05), in timp ce s-a inregistrat o diminuare statistic nesemnificativa la
administrarea CMD-8 (1,17%, p> 0,05), CMT-67 (7%, p> 0,05), TIA-160 (9,62%, p> 0,05) si TIA-
123 ( 15,09%, p> 0,05) (figura 16).

Testul cu resazurind a influentei CCT in doza de 1,0 uM/L asupra proliferarii culturii de
hepatocite atestand o crestere nesemnificativa statistic indusd de DOXO (+2%, p> 0,05) si o scadere
nesemnificativa statistic a MG-22 (4%, p> 0,05). O crestere veridica statistic a proliferarii culturii de
hepatocite a fost atestata la tratarea hepatocitelor cu CMA-18 (+20%, p< 0,05), in timp ce s-a
inregistrat o scadere statistic semnificativa de catre CMD-8 (25%, p< 0,001), CMJ-33 (27%, p<
0,001), TIA-160 (26,62%, p< 0,001), CMT-67 (27,48%, p< 0,001), CMC-34 (27,87%, p< 0,001),
CMG-41 (28,31%, p< 0,05) si TIA-123 (38,37%, p< 0,001).
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control Doxo |CMA-18 | CMD-8 | MG-22 | CMC-34 | CMJ-33 | CMT-67 | CMG-41 | TIA-123 | TIA-160

310,0 pM/L | 112,99 140,59 156,26 111,67 135,50 95,29 95,65 105,26 114,01 95,94 102,12
E1,0 pM/L | 112,99 115,18 135,96 84,66 108,54 81,51 82,49 81,94 81,00 69,63 82,91

Figura 16. Proliferarea hepatocitelor sub influenta CCT in dozele de 10,0 pM/L si 1,0 pM/L
evaluata prin testul cu resazurina

Nota: semnificatia statistica in comparatie cu martorul: * — p<0,05; *** — p < 0,001.

In urma cercetirilor se poate concluziona, ci compusii testati in doza de 1,0 pM/L exerciti
efecte nefavorabile asupra viabilitatii si proliferarii celulare. Majorarea concentratiei conduce la
anihilarea efectelor respective. Astfel, in doza de 10,0 pM/L compusii CMD-8, MG-22, CMG-41 si
TIA-123 nu afecteaza viabilitatea si proliferarea celulelor hepatice normale, iar CMA-18 stimuleaza
proliferarea lor fara a influenta viabilitatea.

3.3. Impactul compusilor coordinativi ai cuprului cu tiosemicarbazone asupra viabilitatii

si proliferirii in vitro a celulelor sanatoase si tumorale

Scopul unui numar semnificativ de studii realizate Tn domeniul chimiei la intersectie cu
oncologia a constituit elaborarea a noi compusi-potentiale medicamente antitumorale selective,
eficiente si cu efecte adverse minime asupra celulelor sinitoase [188-190]. Tn acest domeniu s-au
remarcat tiosemicarbazonele, derivatii carora prezinta un interes sporit ca posibili compusi
chimioterapici, datorita actiunii lor antitumorale farmacologice diverse, cum ar fi inhibarea cresterii,

stoparea invaziei si promovarea regresiei tumorii [19, 191, 192].
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Studii anterioare ale altor grupuri de cercetatori au identificat capacitatea tiosemicarbazonelor
de a inhiba in vitro viabilitatea si/sau proliferarea celulelor de eritroleucemie (K562), de melanom
(SK-Mel-28) si de cancer mamar (MCF-7), carcinom hepatocelular uman (HepG2), carcinom
colorectal uman (HCT-116), carcinom pulmonar uman (A549), cancer pancreatic uman (BxPC3;
AspC1l; MiaPaCa2; PANC-1) etc. [193-196], unele dintre ele exercitdnd actiune antitumorala mai
pronuntata decat doxorubicina — medicament uzual al oncologiei moderne [197].

O etapa esentiald in elaborarea unui medicament antitumoral este evaluarea citotoxicitatii lui
prin elucidarea in vitro a impactului asupra viabilitatii si proliferarii celulelor atat canceroase, cat si
normale. Printre cele mai utilizate teste n acest scop sunt cele cu MTT si resazurind (Alamar Blue).

Aplicarea testului MTT pentru aprecierea impactului asupra viabilitatii celulelor se bazeaza pe
dependenta transformarii MTT de activitatea lor metabolica, care este direct corelata cu viabilitatea
[198-199]. Sarcina pozitiva si caracterul lipofil al moleculei de MTT fundamenteaza traversarea
membranelor biologice si intrarea in celuld si ulterior in organitele celulare, unde MTT este redus la
formazan de numerosi compusi si enzime (dehidrogenazele NAD(P)H-dependente, acidul ascorbic,
tocoferoli, acidul dihidrolipoic, cisteina, glutationul si glutation-S-transferaza) [198-201]. Desi testul
MTT este considerat a fi un standard de aur pentru testarea citotoxicitatii in vitro si este utilizat pe
scard largd pentru a testa evenimentele citotoxice timpurii, nu este lipsit de limitari. Diferiti factori pot
provoca variatii semnificative in viabilitatea efectiva a celulei, inclusiv variabilitatea activitatii
metabolice a celulei pe parcursul ciclului celular, in diferite faze de cultivare (faza stationara vs
logaritmica) si/sau tipul celulei etc. [150].

Testul cu resazurina ne releva proliferarea celulelor deoarece reducerea compusului in mediul
culturii celulare este direct proportionald cu numarul de celule vii. Conversia reSazurinei in rezorufind
fluorescentd are loc intracelular. Procesul este deosebit de activ in mitocondrii, dar si enzimele
localizate in citoplasmd sunt capabile sa reducd resazurina. Prin urmare, cantitatea de rezorufina
generata se coreleaza direct cu numarul celulelor vii in care are loc transformarea [202-204].

Rezultatele testului MTT au relevat cd CCT testati in studiul nostru au indus scaderea viabilitatii
celulelor de glioblastom C6 de 15-27%, fiind administrate in concentratie de 10,0 uM/L si de 3-35%
in concentratie de 1,0 uM/L dupa o incubare de 24 de ore.

Testul cu resazurind a relevat ca administrarea de DOXO 1n doze de 1,0 uM/L si 10,0 uM/L nu

a avut un impact negativ major asupra proliferarii celulelor C6, care a crescut in comparatie cu

51



culturile martor cu 8,8% si 25,2%, respectiv (p< 0,001 in ambele cazuri). Compusii TSC testati au
prezentat un impact similar cu DOXO atunci cand au fost administrati la o doza de 10,0 uM/L. Cu
toate acestea, la 0 doza mica de 1,0 pM/L, cinci dintre substantele testate (CMA-18, CMC-34, CMT-
67, CMG-41 si TIA-160) nu au indus proliferarea celulara in cultura de gliom.

Studii similare ale altor cercetatori au evidentiat, de asemenea, efectul de inhibare a celulelor de
glioblastom de catre diversi CCT. Astfel, Turan-Zitouni G. si coaut. (2016) au atestat actiunea de
inhibare a celulelor in cultura de glioblastom de sobolan C6 de catre 3,3'-dimetoxi-N(4),N(4)'-bis(4-
(4-bromofenil)tiazol-2-yl)-[1,1'-bifenil]-4,4'-diamina cu o concentratie inhibitorie medie apropiata de
cea utilizatd de noi — 11,3 = 1,2 pg/mL [205]. Diferita sensibilitate la actiunea tiosemicarbazonelor
manifesta si culturile celulare de gliom uman. Astfel, mai multe studii raporteaza ca viabilitatea
celulelor din cultura de gliom uman U-87 a fost modest diminuatd la administrarea
tiosemicarbazonelor noi in concentratie de 100 uM timp de 24 de ore [206-208]. Extinderea perioadeli
de incubare si cresterea concentratiei poate amplifica semnificativ capacitatea tiosemicarbazonelor de
a inhiba celulele de gliom T98G (ICso: 140-1.0 nM) si U87 (ICs0: 160-1.4 nM) [209].

Avand in vedere durata mai scurtd de actiune si concentratia semnificativ mai mica a compusilor
testati de noi, am putea sugera ca ei poseda o capacitate semnificativa de a inhiba viabilitatea celulelor
de glioblastom. O comparatie a actiunilor compusilor a constatat ca toti cei trei derivati fenil (CMC-
34, CMJ-33 si CMT-67) ai tiosemicarbazonelor au demonstrat un efect de scadere asupra viabilitatii
celulelor C6 in comparatie cu derivatii de benzotiazol (CMA-18, CMD-8 si MG-22) si derivatii de
alil (CMG-41, TIA-123 si TIA-160), printre care doar doua substante au prezentat actiune asupra
viabilitatii celulelor de gliom de sobolan C6.

Analizand efectele cumulate ale CCT asupra viabilitatii (testul MTT) si proliferarii (testul
resazurind) celulelor gliomului C6, am constatat ca compusii CMA-18, CMC-34, CMT-67 si CMG-
41 au scazut semnificativ viabilitatea, in timp ce nu au stimulat proliferarea celulara. Prin urmare,
putem concluziona ca derivatii fenil testati In studiul curent au prezentat cele mai promitatoare actiuni
dintre cele trei grupe de substante incluse in studiu.

Compusii coordinativi ai cuprului cu tiosemicarbazone pot interveni prin diverse mecanisme in
procesele metabolice, ce se reflectd asupra functiei si viabilitatii celulare. Efectele mentionate au fost

relatate atat cu privire la celulele canceroase [210-212], cat si la cele normale [213, 153].
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In cercetarea noastra a fost testat impactul CCT asupra hepatocitelor normale de sobolan, luand
in considerare rolul organului in metabolizarea medicamentelor si in mentinerea homeostaziei
organismului. Testul cu MTT a relevat ca in doza de 10,0 uM/L, CCT nu au avut un efect semnificativ
asupra viabilitatii celulelor hepatice (-6-12% la administrarea a CMC-34 si CMT-67), care si-au
pastrat in mare parte viabilitatea, posibil datorita functiilor metabolice pastrate. In concentratie redusa
(1,0 uM/L), toti CCT au diminuat statistic semnificativ viabilitatea hepatocitelor (-15-25%) la nivel
similar cu cel produs de DOXO.

Rezultatele testului cu resazurind au estimat ca proliferarea in perioada de incubare a culturii
martor a hepatocitelor a constituit 12,99%. Efectul CCT 10,0 uM/L asupra proliferarii culturii de
hepatocite, evaluat cu ajutorul testului cu resazurind, a evidentiat cd majoritatea CCT nu au influentat
intensitatea procesului, exceptie facand doar CMA-18, CMC-34 si CMJ-33. Diminuarea cantitatii de
CCT administrat (in doza de 1,0 uM/L) produce numeroase efecte inhibitorii asupra culturii de celule
hepatice normale, atestandu-se scaderea concludenta a proliferarii lor cu cca 25-38%, cu exceptia
CMA-18 care a indus procesul.

Se poate concluziona ca majoritatea CCT testati exercitd efecte selective in functie de doza
utilizatd (10,0 pM/L vs 1,0 pM/L) si tipul de celuld — gliom de soboan C6 vs hepatocite normale de
sobolan. Rezultatele obtinute releva raspunsul individual al celulelor din culturd (directia si
magnitudinea) la actiunea diferitor CCT. Aceasta poate fi o demonstratie a capacitatii CCT studiate
de a produce raspunsuri adaptive ale celulelor, prin care ele isi optimizeaza functionalitatea, proces
cunoscut drept hormezis [214]. In medicind, hormezis-ul este definit ca rispuns adaptiv al celulelor la
stresul moderat si ca reguld intermitent, care poate fi produs de restrictia calorica, efort fizic,
expunerea la anumite substante in doze mici etc. Raspunsurile hormetice sunt mediate de cai de
semnalizare celulard si mecanisme moleculare care conduc la o crestere a productiei in celula a
compusilor protectori si care stimuleazd procesele de regenerare [215].

Raspunsul hormetic al CCT testati poate fi conditionat de prezenta in componenta lor a cuprului,
care este un bioelement esential datoritd implicarii in formarea si mentinerea conformatiei proteinelor,
asigurarea functionalitatii enzimelor (citocrom oxidaza, catalaza, superoxid dismutaza, alcool
dehidrogenaza, lizil oxidaza etc.), care sunt implicate in sinteza ATP, protectia antioxidanta, sinteza

componentelor matricei extracelulare si in alte procese vitale [216, 217].

53



S-a demonstrat ca compusii de coordonare care contin cupru sunt agenti terapeutici antitumorali
promitdtori ce actioneaza prin diferite mecanisme, cum ar fi inhibarea activitatii proteasomului,
formarea speciilor reactive de oxigen, degradarea ADN-ului etc. [218-220]. Tesuturile maligne si
inflamate metabolizeaza o cantitate crescuta de cupru in comparatie cu tesuturile sanatoase [221], ceea
ce confera compusilor de coordonare care contin cupru un avantaj suplimentar fatd de alte
medicamente care includ metale, ce pot fi utilizate in tratamentul cancerului. Crearea de noi compusi
de coordonare ai cuprului cu activitate antitumorala este un domeniu de perspectiva si relevant al
chimiei medicale, ceea ce este confirmat de rezultatele studiului nostru privind efectul CCT asupra

viabilitdtii si proliferarii celulelor hepatice.
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4. INFLUENTA COMPUSILOR COORDINATIVI AT CUPRULUI CU
TIOSEMICARBAZONE ASUPRA INDICILOR HEMOLEUCOGRAMEI SOBOLANILOR
SANATOSI IN VIVO

Cuantificarea indicilor sangvini reprezintd primul pas in evaluarea homeostaziei hematologice
in diagnosticul diverselor afectiuni hematologice si non-hematologice, precum si in evaluarea actiunii
medicamentelor si substantelor cu potential ce ar putea fi utilizate ca medicamente.

Pe parcursul studiului nu s-au constatat decese, modificari in comportamentul §i activitatea
motorie spontand in lotul animalelor martor si in cel al animalelor experimentale.

Valorile de referintd determinate pentru testele de hemoleucograma, asa cum sunt discutate si
evidentiate in literatura de specialitate, pot sd nu reprezinte tocmai cele ale anumitor populatii sau
specii de animale si, prin urmare, ar trebui sa fie atent interpretate. Odatd ce existd o gama larga de
variatii fiziologice, care sunt suplimentar influentate de conditiile de mediu, alimentare, sex, varsta,
origine, sistem reproductiv si descendentd, este necesard stabilirea valorilor de referinta pentru
animalele luate n fiecare studiu individual. Astfel, in studiul nostru a fost inclus lotul animalelor
martor — animale sdnatoase, intacte, care au servit drept referintd pentru compararea rezultatelor

obtinute in grupurile experimentale.

4.1. Evaluarea impactului compusilor coordinativi ai cuprului cu tiosemicarbazone
benzotiazolice asupra indicilor hemoleucogramei sobolanilor in vivo

Rezultatele studiului privind influenta CCT benzotiazolice asupra indicilor sangvini la sobolanii
masculi si femele sunt expuse 1n datele statistice din tabelele 3 si 4.

In urma cercetarilor s-a constatat, ci CCT benzotiazolice administrati animalelor de laborator
nu au modificat statistic semnificativ numarul de eritrocite, precum si raportul eritro-plasmatic (HCT).
Totodata, s-a atestat modificarea continutului total de hemoglobina, care a fost statistic semnificativa
la administrarea MG-22 atat la femele (+3%, p< 0,01), cat si la masculi (-8%, p< 0,05), si la
administrarea CMA-18 la masculi (-9%, p< 0,01). Tn celelalte cazuri la animalele ambelor sexe s-au
atestat doar tendinte neveridice de diminuare a continutului total de hemoglobina de diferita amploare
(-11-5%). De asemenea, nu a fost modificata concentratia medie eritrocitard a hemoglobinei (MCH),
dar s-a remarcat cresterea continutului de hemoglobind per unitate de volum eritrocitar la
administrarea tuturor CCT la femele (CMA-18 - +7%, p< 0,05; CMD-8 - +9%, p< 0,01 si MG-22 - +
8%, p< 0,05) si diminuarea la administrarea MG-22 la masculi (-4%, p< 0,01).
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Tabelul 3. Indicii sangvini la sobolani masculi sub influenta compusilor coordinativi ai

cuprului cu tiosemicarbazone benzotiazolice (in doza de 0,01 mg/kg)

her::gllgtljlco— Martor CMA-18 CMD-8 MG-22
gramei mediana (IQR) mediana (IQR) mediana (IQR) mediana (IQR)
RBC *10%/L 8,28 ; IQR 4,74 7,59 ; IQR 1,20 7,85 ; IQR 0,71 7,70 ; IQR 1,62
% 100 % 92% 95% 93%
, 138,00; IQR . ,
HGB g/L 152,00; IQR12,00 13,00% 145,00 ; IQR 21,00 | 140,00; IQR 13,00 *
% 100% 91% 95% 92%
HCT % 40,40 ; 1QR 24,60 38,70 ; IQR 2,00 40,30 ; IQR 5,15 40,20 ; IQR 3,23
% 100% 96% 99,7% 99,5%
MCV fL 52,90 ; IQR 5,40 52,10 ; IQR 3,95 52,20 ; IQR 2,93 51,55 ; IQR 8,43
% 100% 98% 99% 97%
MCH pg 18,70 ; IQR 22,10 | 18,60;I1QR1,40 | 19,10; IQR 1,55 18,40 ; IQR 2,68
% 100% 99% 102% 98,4%
MCHC 36,60 ; IQR 38,40 35,55;1QR 0,85 | 36,60;IQR0,75** | 35,15; IQR 1,60 **
% 100% 97% 100% 96%
RDW fL 5,90; IQR 0,10 5,80; 1QR 0,43 6,15; IQrR 0,60 * 5.75;I1QR0.45*
% 100% 98% 104% 97%
RDW-CV % 15,40 ; IQR 2,0 16,30 ; IQR 1,70 17,00 ; IQR 2,40 15,60 ; IQR2,10
% 100% 106% 110% 101%
WBC *10°/L 11,72 ; 1QR 6,78 11,86 ; IQR 5,67 12,01; IQR 6,39 9,80; I1QR 6,30 *
% 100 % 101% 103% 84%
Segmentate % 43,50; IQR 1,75 | 20,00; IQR 3,75 ** | 38,50; IQR 3,75*** | 30,50; IQR 2,50 ***
% 100% 46% 88% 70%
Limfocite % 46,00 ; IQR 2,00 | 71,00; IQR 2,25 ** | 51,00; IQR 4,75*** | 61,00; IQR 4,75 ***
% 100% 154% 111% 133%
Monocite % 5,50 ; IQR 4,25 4,50 ; IQR 2,25 3,50 ; IQR 3,25 4,00 ; IQR 2,25
% 100% 82% 64% 73%
Eozinofile % 3,00; IQR 1,50 2,00;1QR0O,75* | 4,00;IQR0,50 * 2,00; IQR 1,25 **
% 100% 67% 133% 67%
Bazofile % 1,00; IQR 0,25 2,00; IQR 1,50 1,00 ;IQR 0,25 1,00; IQR 1,25
% 100% 200% 100% 100%
Nesegmentate % | 0,00 ; IQR 1,00 1,00; IQR 1,25 1,00 ; IQR 1,00 0,50 ; IQR 2,00
% 100% 0,0% 0,0% 0,0%
PLT *10%/L 578,00;IQR 318,0 673,00; IQR 133,5 | 602,00 ; IQR 157,2 | 710,00 ; IQR 230,0
% 100% 116% 104% 123%
MPV fL 6,40 ; IQR 0,10 6,25 ; IQR 0,28 6,45 ; IQR 0,38 6,30 ; IQR 0,23 *
% 100% 98% 101% 98,4%

Nota: Veridicitatea statistica fatd de lotul-martor dupa testul nonparametric Kruskal Wallis:
* —p< 0, 05; ** — p<0,01; *** — p<0,001.

RBC - eritrocite; HGB — hemoglobina; HCT — hematocrit; MCV — volumul mediu al eritrocitului;
MCH - continutul mediu de hemoglobina intr-un eritrocit; MCHC - concentratia medie a
hemoglobinei; RDW - amplitudinea distributiei eritrocitare; RDW-CV - latimea distributiei
eritrocitare; WBC - leucocite; PLT — trombocite; MPV — volumul mediu al trombocitului; IQR —
intervalul intercuartil.
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Cu exceptia CMD-8 la femele (-7%, p< 0,05), CCT testati nu au influentat volumul mediu al
eritrocitelor, MCV variind n limitele de (-1)-(-7)% atat la femele cat si la masculi. Minore au fost si
influentele CCT benzotiazolice asupra indicilor ce releva variatiile dimensiunilor eritrocitului — RDW
si RDW-CV. La femele a fost concludent statistic diminuat RDW-CV de catre MG-22 (-17%, p<
0,001), iar la masculi RDW a fost majorat de catre CMD-8 (+4%, p< 0,05) si micsorat de MG-22
(-3%, p< 0,05) in tabelele 3 si 4.

Analiza impactului CCT benzotiazolice asupra indicilor leucocitari a relevat ca numarul total de
leucocite (WBC) nu a fost modificat de aceste substante cu exceptia MG-22, care a micsorat numarul
WBC la femele cu 22%, iar la masculi cu 16% (p< 0,05, in ambele cazuri).

Totusi, CCT benzotiazolice au manifestat un impact semnificativ asupra formulei leucocitare.
La femele s-a atestat cresterea veridica a segmentatelor (CMA-18 - +117%, p< 0,01; CMD-8 - +18%,
p<0,01 si MG-22 - + 41%, p< 0,01), iar la masculi — diminuarea lor concludenta statistic (CMA-18 —
(-54)%, p< 0,01; CMD-8 - (-12)%, p< 0,001 si MG-22 - (-30)%, p< 0,001). Concomitent nu s-a
modificat numarul de nesegmentate, dar s-au observat modificari de sens opus al numarului
segmentatelor, ale numarului de limfocite: diminuarea la femele (CMA-18 - (-39)%, p< 0,05; CMD-
8 - (-8)%, p< 0,05 si MG-22 - (-11)%, p> 0,05) si cresterea la masculi (CMA-18 - +54%, p< 0,01;
CMD-8 - +11%, p< 0,001 si MG-22 - + 33%, p< 0,001).

Monocitele la femele au fost sugestiv crescute doar de CMA-18 (+203%, p< 0,05) si CMD-8
(+296%, p< 0,05), spre deosebire de MG-22 (+34, p> 0,05), in celelalte loturi ale masculilor fiind
atestata o tendinta de micsorare a numarului lor (-18-36%, p> 0,05). Numarul de eozinofile a fost
influentat la femele doar de CMD-8 (-23%, p< 0,05) si MG-22 (+31%, p< 0,01), pe cand la masculi
de toti 3 CCT benzotiazolice: CMA-18 (-23%, p< 0,05), CMD-8 (+33%, p> 0,05) si MG-22 (-23%,
p>0,01). Nu s-a modificat concludent statistic numarul de bazofile nici la femele, nici la masculi, dar
s-a atestat o tendintd neveridica de crestere a acestor celule la administrarea tuturor CTT studiati la
femele si a CMA-18 la masculi.

Evaluarea numarului de trombocite a specificat modificari de acelasi sens, dar de diferita
amploare si veridicitate statisticd. Numarul plachetelor a fost majorat de toti CCT cercetati. La femele
compusii CMA-18 si CMD-8 au majorat numarul trombocitelor statistic veridic (p< 0,01) cu respectiv
72% si 63%, iar MG-22 neveridic cu 16%. La masculi toate cresterile au fost statistic neconcludente
cu cca 4-23%.
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Tabelul 4. Dinamica indicilor sangvini la sobolani femele sub influenta compusilor coordinativi

ai cuprului cu tiosemicarbazone benzotiazolice (in doza de 0,01 mg/kg)

Indicii hemo- Martor CMA-18 CMD-8 MG-22
leucogramei mediana (IQR) mediana (IQR) mediana (IQR) mediana (IQR)
RBC *10%/L 7,80 ; IQR 1,60 6,98 ; IQOR 0,48 7,26 ; IQR 0,60 8,05 ; IQR 0,85*
% 100 % 89% 93% 103%
HGB g/L 143,00; IQR 34,0 128,00 ; IQR 7,00 134,00 ; IQR 6,00 | 147,00;IQR 13,00**
% 100 % 89% 94% 103%
HCT % 42,40 ; 1QR 20,0 42,70 ; IQR 2,95 44,10 ; IQR 2,20 48,10 ; IQR 5,1*
% 100 % 101% 104% 113%
MCV fL 64,40 ; IQR 4,70 60,90 ; IQR 4,15 60,25 ; IQR 4,65 * 60,30 ; IQR 4,23
% 100% 95% 93% 94%
MCH pg 18,20 ; IQR 1,25 18,10 ; IQR 1,70 18,60 ; IQR 0,65 18,60 ; IQR 1,70
% 100% 99% 102% 103%
MCHC 28,15 ; IQR 1,43 30,15; IQR 1,05 * 30,65; IQR 1,3 ** 30,35; IQR 1,58 *
% 100% 107% 109% 108%
RDW fL 6,90 ; IOR 1,30 6,35 ; IQR 0,55 6,20 ; IQR 0,23 6,75; I0R 1,03
% 100% 92% 90% 98%
RDW-CV % 19,85 ; IQR 4,55 18,40 ; IQR 2,25 16,15 ; IQR 2,65 16,55;1QR1,35 ***
% 100% 93% 81% 83%
WBC *10°/L 9,74 ; IQR 2,79 9,63 ; IQR 5,03 7,15 ; IQR 3,27 7,65;I1QR 2,73 *
% 100% 99% 73% 78%
Segmentate % 17,80 ; IQR 9,8 38,65; IQR 24,25 ** | 21,00; IQR 5,3 ** 25,10; IQR 9,63 *
% 100% 217% 118% 141%
Limfocite % 76,60 ; IQR 8,93 | 47,00;1QR 24,43* | 70,20 ; IQR 6,70 * 68,25 ; IQR 10,58
% 100% 61% 92% 89%
Monocite % 1,45; 1QR 2,20 4,40 ;IQR 7,83 * 5,75; I0R 3,60 * 1,95;1QR 5,43
% 100% 303% 396% 134%
Eozinofile % 2,45;10QR 1,35 1,70; IQR 1,25 1,65;1QR0,35* 3,20; IQR 2,53 **
% 100% 69% 67% 131%
Bazofile % 0,20 ; IQR 0,03 0,25; IQR 0,30 0,25;1QR 0,35 0,30 ; IQR 0,40
% 100% 125% 125% 150%
Nesegmentate % | 0,20 ; IQR 0,35 0,40 ; IQR 0,28 0,40 ; IQR 0,50 0,30;IQrR 0,18
% 100% 200% 200% 150%
PLT *10°%L 406,0 ;IQR 154,0 | 699,0 ;IQR149,0** 660,0;1QR171,5** [473,0; IQR 126,0***
% 100% 172% 163% 116%
MPV fL 7,15 ; IQR 0,63 6,60 ; IQR 0,53 * 6,50 ; IQR 0,30 * 7,00 ;IQR 0,70 *
% 100% 92% 91% 98%

Nota: Veridicitatea statisticd fatd de lotul-martor dupa testul nonparametric Kruskal Wallis:

*—p<O0, 05; ** — p<0,01; *** —p<0,001.

Majorarea numarului de trombocite la femele a fost asociata cu diminuarea statistic veridica a

volumului mediu al trombocitului la administrarea tuturor CTT: CMA-18 cu -8%, CMD-8 cu -9% si
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MG-22 cu -2% ( p> 0,05, n toate cazurile). La masculi doar MG-22 a produs o diminuare veridica
statistic de cca 2% (p< 0,05), pe cand ceilalti CCT nu au avut influente concludente.

In urma cercetirilor se poate concluziona ci CCT benzotiazolice administrati sobolanilor
sandtosi au indus modificari ale indicilor hemoleucogramei de diferita amploare si putere statistica,

care au fost in functie de actiunea CCT individual si sexul animalului.

4.2. Efectele compusilor coordinativi ai cuprului cu feniltiosemicarbazone asupra indicilor
hemoleucogramei sobolanilor in vivo

Rezultatele cercetdrilor efectuate privind influenta compusilor coordinativi ai cuprului cu
feniltiosemicarbazone asupra indicilor sangvini la masculi si femele sunt expuse in datele statistice
ale tabelelor 5 si 6.

Analiza rezultatelor modificarilor liniei eritrocitare a relevat ca CCT fenil nu au modificat
numarul de eritrocite si raportul plasma/elemente figurate (HCT) atat la femele, cat si la masculi.
Totusi, derivatii fenil ai TSC au avut un impact statistic semnificativ, de amploare mica asupra
celorlalti indici eritrocitari ai hemoleucogramei, modificarile fiind mai importante la femele,
comparativ cu masculii. Astfel, la administrarea tuturor CCT fenil la femele s-a atestat diminuarea
statistic veridicd a volumului mediu al eritrocitului — cu 6% (p< 0,01) de catre CMC-34, cu 10% (p<
0,05) de CMJ-33 si cu 5% (p< 0,05) de catre CMT-67, precum si a variatiei dimensiunilor eritrocitului
cu 6% (p< 0,01) de catre CMJ-33 si cu 10% (p< 0,01) de catre CMT-67. Modificarile dimensiunilor
eritrocitelor au determinat schimbari ale cantitatii de hemoglobina per unitate de volum al celulei, care
a crescut ca urmare a administrarii tuturor CCT fenil la femele (CMC-34 - +10%, p< 0,01; CMJ-33 -
+7% si CMT-67 - +6%, p< 0,05 Tn ambele cazuri).

La masculi s-au Tnregistrat modificari concludente ale 3 indicatori eritrocitari — HGB, MCHC si
RDW. Compusul CMC-34 a modificat doar MCHC (-4%, p< 0,05), CMJ-33 (-2, p< 0,05) si CMT-67
(-3, p<0,01). La masculi a fost diminuata HGB de CMJ-33 si CMT-67 cu, respectiv, -14% si -5% (p<
0,05 in ambele cazuri), MCHC cu -4% de catre CMC-34, cu -2% de catre CMJ-34 si cu -3% de catre
CMT-67 (p< 0,05 in toate cazurile), RDW a fost modulat cu 1-3% (p< 0,05) de CMJ-33 si CMT-67.

Ca si in cazul liniei eritrocitare, modificari multiple semnificative ale celei leucocitare au fost
atestate la femele. CMJ-33 a produs cresterea statistic veridicd a numarului de leucocite (+20%, p<
0,05) si segmentate (+56%, p< 0,01) concomitent cu diminuarea limfocitelor (-18%, p< 0,05) si a
eozinofilelor (-4%, p< 0,01). CMT-67 a micsorat numarul total de leucocite (-23%, p< 0,01), de
limfocite (-14%, p< 0,05) si de eozinofile (-8%, p< 0,01) si 1-a majorat pe cel de segmentate (+45%,
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p< 0,05). CMC-34 a indus o tendintd de diminuare a numarului total de leucocite, dar a micsorat

statistic veridic cu 10% (p< 0,05) numarul limfocitelor si 1-a majorat pe cel al segmentatelor (+20%,

p<0,01) si al monocitelor (+245%, p< 0,05) (tabelul 6).

Tabelul 5. Impactul actiunii compusilor coordinativi ai cuprului cu feniltiosemicarbazone

asupra indicilor sangvini la sobolani masculi (in doza de 0,01 mg/kg)

Indicii hemo- Martor CMC-34 CMJ-33 CMT-67
leucogramei mediana (IQR) mediana (IQR) mediana (IQR) mediana (IQR)
RBC *10%%/L | 8,28;IQR 4,74 8,16 ; IQR 1,91 7,16 ; IQR 2,45 8,18 ; IQR 2,08
% 100 % 98% 86% 99%
HGB g/L  [152,00; IQR12,00 | 152,00; IQR 33,00 * | 131,00 ; IQR 28,50* | 144,00 ; IQR 20,50*
% 100% 100% 86% 95%
HCT % 40,40 ;10QR 24,60 43,20 ; IQR 13,10 36,95 ; IQR 6,80 38,80 ; IQR 2,65
% 100% 107% 92% 96%
MCV fL 52,90 ; IQR 5,40 52,70 ; IQR 2,13 52,55 ; IQR 2,33 52,50 ; IQR 3,15
% 100% 99,6% 99% 99%
MCH pg 18,70 ;1QR 22,10 18,70 ; IQR 0,80 18,60 ; IQR 0,65 18,55 ; IQR 0,95
% 100% 100 % 99,5% 99,2%
MCHC 36,60 ; IQR38,40 35,20;IQR 0,93 * 35,90;IQR 1,08 * 35,40 ;10R 0,82 **
% 100% 96% 98% 97%
RDW fL 5,90; IQR 0,10 5.95; IQR 0,55 6.10 ; IQR 0,25* 5,85;1QR 0,38 *
% 100% 101% 103% 99%
RDW-CV % 15,40 ; IQR 2,0 15,65 ; IQR 2,30 16,30 ; IQR 3,40 15,90; 1QR 1,83
% 100% 102% 106% 103%
WBC *10%L | 11,72;1QR 6,78 16,08 ; IQR 5,88 14,01 ;1QR 5,35 7,79 ; IQR 5,22
% 100 % 137% 119% 66%
Segmentate % | 43,50; IQR 1,75 | 36,50; IQR 9,75 *** | 36,50 ; IQR 5,75*** | 31,50; IQR 8,75 ***
% 100% 84% 84% 72%
Limfocite % | 46,00 ; IQR 2,00 | 53,00 ; IQR 6,00*** | 5550 ; IQR 7,00*** | 58,00; IQR14,50***
% 100% 115% 121% 126%
Monocite % 5,50 ; IQR 4,25 7,50 ; IQR 5,25 4,00; 1QR 1,50 5,50 ; IQR 3,50
% 100% 136% 73% 100%
Eozinofile % 3,00; IQR 1,50 3,50 ; IQR1,25 3,50 ; IQR1,25 * 3,50;IQR 2,50 *
% 100% 117% 117% 117%
Bazofile % 1,00; IQR 0,25 1,00; IQR 0,25 1,00; IQR 0,25 1,50; IQR 1,25
% 100% 100% 100% 150%
Nesegmentate % | 0,00 ; IQR 1,00 0,50; IQR 1,00 1,00; IQR 1,25 0,00; IQR 1,00
% 100% 0,0% 0,0% 0,0%
PLT *10%/L 578,00;IQ0R 318,0 | 549,50;1QR 68,50 |578,00;IQR 145,50 | 680,00 ; IQR 146,50
% 100% 95% 100% 118%
MPV fL 6,40 ; IQR 0,10 6,30 ; IQR 0,28 6,50 ; IQR 0,25 6,25; 1QR 0,33
% 100% 98% 102% 98%

Nota: Veridicitatea statistica fatd de lotul-martor dupa testul nonparametric Kruskal Wallis:

* —p<0,05; ** —p<0,01; *** — p<0,001.
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Derivatii fenil TSC administrati masculilor nu au indus modificari concludente numeroase ale

formulei leucocitare. Numarul de leucocite manifestd doar tendinte de amplificare la administrarea

CMC-34 si CMJ-33 si de micsorare la administrarea CMT-67. Schimbari statistic concludente, ce

s-au manifestat prin micsorarea segmentatelor, s-au nregistrat la administrarea tuturor compusilor
fenil (respectiv, -16%, -16% si -28%, p< 0,001 in toate cazurile) (tabelul 5).

Tabelul 6. Influenta compusilor coordinativi ai cuprului cu feniltiosemicarbazone

asupra indicilor sangvini la sobolani femele (in doza de 0,01 mg/kg)

Indicii hemo- Martor CMC-34 CMJ-33 CMT-67
leucogramei mediana (IQR) mediana (IQR) mediana (IQR) mediana (IQR)
RBC *10%/L 7,80 ; IQR 1,60 7,60 ; IQR 0,69 6,95; IQR 0,73 7,25 ; 1QR 0,56
% 100 % 97% 89% 93%
HGB g/L 143,0; IQR 34,0 | 136,00; IQR 16,00 123,00 ; IQR 13,50 | 130,00 ; IQR 16,50
% 100 % 95% 86% 91%
HCT % 42,40 ; IQR 20,0 44,30 ; IQR 4,65 40,10 ; IQR 2,60 43,90 ; IQR 4,80
% 100 % 104% 95% 103%
MCV fL 64,40 ; IQR 4,70 | 60,35;IQR 5,55 ** 58,15;IQ0R4,88* | 61,10;1QR 4,22 *
% 100% 94% 90% 95%
MCH pg 18,20 ; IQR 1,25 18,35; IQR 1,75 17,60 ; IQR 1,18 18,65 ; IQR 1,60
% 100% 101% 97% 103%
MCHC 28,15;I1QR 1,43 | 31,00;IQR 1,00 ** 30,25;IQR1,38* | 29,85;IQR0,78 *
% 100% 110% 107% 106%
RDW fL 6,90; IQR 1,30 6,25 ; IQR 0,85 6,10 ; IQR 1,05 6,65 ; IQR 0,63
% 100% 91% 88% 96%
RDW-CV% 19,85 ; IQR 4,55 17,30; IQR 1,23 18,75;1QR 2,60 ** | 17,80 ; IQR 1,85**
% 100% 87% 94% 90%
WBC *10°/L 9,74 ; 1QR 2,79 8,21; IQR 2,44 11,70 ; IQR 2,07* | 6,55; IQR 4,69 **
% 100% 84% 120% 67%
Segmentate % | 17,80; IQR 9,80 | 21,30; IQR 6,98** 27,80 ; IQR 12,23** | 25,80 ; IQR 15,25*
% 100% 120% 156% 145%
Limfocite % | 76,60;IQR 8,93 | 68,90;10R 6,18 * 62,50; IQR19,35* | 66,25; IQR 22,43 *
% 100% 90% 82% 86%
Monocite % 1,45;1QR 2,20 5,00; IQR 5,53 * 5,20 ; IQR 6,68 3,20 ; 1QR 10,40
% 100% 345% 359% 221%
Eozinofile % 2,45;1QR 1,35 3,20;IQR 1,85 2,35;IQR1,38** | 2,25;1QR 1,70 **
% 100% 131% 96% 92%
Bazofile % 0,20; IQR 0,03 0,25;1QR 0,15 0,25 ;IQR 0,23 0,15;1QR 0,30
% 100% 125% 125% 75%
Nesegmentate % | 0,20 ; IQR 0,35 0,25; IQR 0,50 0,25;I1QR 0,93 0,25; IQR 0,40
% 100% 125% 125% 125%
PLT *10°/L 406,0;1QR154,0 | 685,0;1QR 159,0 ** 546,0; IQR 214,50** 461,00; IQR 82,0***
% 100% 169% 134% 113%
MPV fL 7,15;1QR 0,63 6,60 ; IQR 0,77 6,55;IQR 0,48 * 7,05;1QR 0,55 *
% 100% 92% 92% 99%

Nota: Veridicitatea statisticd, comparativ cu lotul martor, conform testului nonparametric Kruskal

Wallis: * — p<0,05; ** — p<0,01; *** — p<0,001.
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De asemenea, s-a stabilit cresterea veridica a limfocitelor cu, respectiv, +15%; +21% si +26%

(p< 0,001 in toate cazurile), comparativ cu valorile lotului martor, si a eozinofilelor la administrarea
CMJ-33 si a CMT-67 (in ambele cazuri +17%, p< 0,05) (tabelul 5).

Indicii trombocitari nu au fost influentati de compusii coordinativi ai cuprului cu
feniltiosemicarbazone la masculi, pe cand la femele a crescut veridic atat numarul de plachete (CMC-
34 cu 69%, p< 0,01; CMJ-33 cu 34%, p< 0,01; CMT-67 cu 13%, p< 0,001) concomitent cu diminuarea
volumului mediu al trombocitului (CMJ-33 cu -8%, p< 0,05 si CMT-67 cu -1%, p< 0,05) (tabelul 6).

Putem concluziona, cd actiunea compusilor coordinativi ai cuprului cu feniltiosemicarbazone
este selectiva.

4.3. Influenta compusilor coordinativi ai cuprului cu aliltiosemicarbazone asupra
indicilor hemoleucogramei sobolanilor in vivo

Compusii coordinativi ai cuprului cu aliltiosemicarbazone au manifestat un impact important
asupra indicilor hemoleucogramei la sobolanii sanatosi de ambele sexe, fiind influentati atat markerii
eritrocitari, cat si cei leucocitari si plachetari (tabelul 7 si tabelul 8).

La femele, ca urmare a administrarii CMG-41, s-a atestat diminuarea dimensiunilor eritrocitelor
(MCV cu -8%, p< 0,05 si RDW-CV cu -1%, p< 0,01) asociata cu cresterea cantitatii medii de
hemoglobina per eritrocit cu 7% (p< 0,01). S-a modificat statistic veridic numarul de leucocite, dar
s-a modificat si cantitatea diferitor forme. Astfel, a crescut numarul de segmentate (+47%, p< 0,01),
de eozinofile (+68%, p< 0,01), de monocite (+48%, p< 0,05) si s-a micsorat cel al limfocitelor (-11%,
p< 0,05). Numarul de trombocite a fost semnificativ crescut (+43%, p< 0,01), dar volumul mediu al
celulelor plachetare s-a micsorat (-6%, p< 0,05) (tabelul 8).

Administrarea compusului TIA-123 femelelor a produs schimbari practic ale tuturor indicilor
eritrocitari. A crescut atat numarul de eritrocite (+6%, p< 0,01), cat si hematocritul (+13%, p<0,01),
cantitatea totala de hemoglobina (+3%, p< 0,01) si distributia hemoglobinei per unitate de volum
celular (+7%, p< 0,05). De asemenea, s-au marit indicii leucocitari. S-a atestat o crestere veridica
statistic a numarului total de leucocite cu 8% (p< 0,05) si a numarului de eozinofile cu 53% (p<0,01).
Impactul asupra indicilor trombocitari a fost similar cu cel al CMG-41: s-a majorat numarul total de

plachete cu 14% (p< 0,001) si a scazut volumul lor mediu cu 3% (p< 0,05) (tabelul 8).

62



Tabelul 7. Actiunea compusilor coordinativi ai cuprului cu aliltiosemicarbazone

asupra parametrilor sangvini la sobolani masculi (in doza de 0,01 mg/kg)

Indicii Martor CMG-41 TIA-123 TIA-160
hemoleucogramei | mediana (IQR) mediana (IQR) mediana (IQR) mediana (IQR)
RBC *10%/L 8,28 ; IQR 4,74 7,87 ;IQR 2,81 8,16 ; IQR 0,96 7,38 ; IQR 3,03
% 100 % 95% 92% 89%
HGB g/L 152,00; IQR12,00 | 143,00; IQR 10,00 | 150,00;IQR 17,00* | 151,00; IQR 21,50*
% 100% 94% 98% 99%
HCT % 40,40 ; IQR 24,60 | 40,20; 1QR 3,55 41,40 ; IQR 5,00 41,50 ; IQR 7,20
% 100% 99,5% 102% 103%
MCV fL 52,90 ; IQR 5,40 51,40 ; IQR 3,70 49,85 ; IQR 3,23 56,10 ; IQR 12,15
% 100% 97% 94% 106%
MCH pg 18,70 ; 1IQR 22,10 | 18,55;I0QR 1,83 18,15;1QR 1,13 18,85 ; IQR 3,03
% 100% 99,2% 91% 101%
MCHC 36,60 ; IQR 38,40 | 35,60 ; IQR 0,42 ** | 36,05; IQR 1,05 ** | 34,95; IQR 2,00 **
% 100% 97% 95% 95%

RDW fL 5,90; IQR 0,10 6,20 ; IQR 0,53 * 5,95 ; IQR 0,30* 6,20 ; IQR 1,00 *
% 100% 105% 101% 105%
RDW-CV% 15,40 ; IQR 2,0 16,10 ; IQR 1,65 15,95 ; IQR 1,78 15,80 ; IQR 3,23
% 100% 104% 104% 103%

WBC *10%/L 11,72 ; IQR 6,78 15,18 ; IQR 855 | 17,75;IQR 4,61 ** | 13,62;IQR 5,06 **
% 100 % 129% 151% 116%
Segmentate % 4350;IQR 1,75 | 29,00; IQR 5,25 ** | 31,50;IQR 5,25*** | 36,00;IQR 2,00***

% 100% 67% 72% 83%
Limfocite % 46,00 ; IQR 2,00 | 59,0;IQR 11,25** | 55,00;IQR 3,50*** | 54,50;IQR 2,50***
% 100% 128% 120% 118%
Monocite % 5,50 ; IQR 4,25 7,00 ; IQR 4,00 7,50; IQR 3,75 * 550;1QR2,25*
% 100% 127% 136% 100%
Eozinofile % 3,00; IQR 1,50 450;I1QR150* | 350;I0QR 2,25 ** 3,00 ; IQR 2,00
% 100% 150% 117% 100%
Bazofile % 1,00; IQR 0,25 1,00 ; IQR 0,50 1,00; IQR 0,25 1,00; IQR 0,25
% 100% 100% 100% 100%
Nesegmentate % | 0,00 ; IQR 1,00 0,00 ; IQR 0,25 1,00; IQR 1,00 0,00; IQR 1,25
% 100% 0,00% 0,00% 0,00%
PLT *10°/L 578,00;1QR 318,0 | 612,00; IQR 293,75 | 628,00; IQR 130,50 | 735,00;IQR 230,5*
% 100% 106% 109% 127%
MPV fL 6,40 ; IQR 0,10 6,50 ; IQR 0,48 6,15;1QR 0,35 * 6,45; 1QR 0,88
% 100% 102% 96% 101%

Nota: Veridicitatea statisticd, comparativ cu lotul martor, conform testului nonparametric Kruskal

Wallis: * — p<0,05; ** — p<0,01; *** — p<0,001.

Compusul TIA-160 a manifestat o actiune similara celei determinate de TIA-123 la femele.

S-au modificat indicatorii tuturor liniilor celulare sangvine — eritrocitare, leucocitare si trombocitare,

dar cu diferitd amploare si semnificatie. S-au majorat veridic numarul de eritrocite (+3%, p< 0,01),

hematocritul (+16%, p< 0,001) si cantitatea totald de hemoglobind (+2%, p< 0,001), iar RDW-CV
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s-a micsorat cu 12% (p<0,001). La fel, s-a majorat numarul total de leucocite (+2%, p<0,05) si segmentate
(+41%, p< 0,05), iar cel al eozinofilelor s-a micsorat cu 4% (p< 0,01). Efectele asupra indicilor
trombocitari a fost similar cu cel al celorlalti compusi aliltiosemicarbazone: s-a majorat numarul total de
plachete cu 21% (p< 0,001) si a scazut volumul lor mediu cu 3% (p< 0,01) (tabelul 8).

In urma analizei datelor cercetirii am stabilit ci la masculi, similar cu femelele, administrarea
compusilor coordinativi ai cuprului cu aliltiosemicarbazone produce modificari numeroase si
importante ale indicilor hemoleucogramei. CMG-41 a produs un numar limitat de modificari, pe cand
compusii TIA-123 si TIA-160 au semnificat multiple schimbari.

La administrarea CMG-41 masculilor s-a inregistrat doar cresterea RDW cu 5% (p< 0,05)
asociata cu diminuarea MCHC cu 3% (p< 0,01), precum si micsorarea numdrului de segmentate cu
33% (p< 0,001) cu cresterea concomitentd a limfocitelor cu 28% (p< 0,01). Restul indicilor au variat
nesemnificativ, atestdndu-se valori apropiate celor specifice animalelor din lotul martor.

Compusii TIA-123 si TIA-160 nu au modificat numarul eritrocitelor si hematocritul, dar au
determinat diminuarea semnificativa statistic a continutului total de hemoglobina (-1-2%, p< 0,05) si
distributia hemoglobinei per unitate de volum celular cu -5% in ambele cazuri (p< 0,01), posibil
datorita schimbarilor survenite in dimensiunile eritrocitelor — RDW a crescut cu 1-5% (p< 0,05).

Ambii compusi biologici TIA au produs schimbari majore in seria leucocitara a celulelor
sangvine. A crescut semnificativ numarul de leucocite cu 51% (p< 0,01) la administrarea TIA-123 si
cu 16% (p< 0,01) la administrarea TIA-160, fenomen posibil determinat de majorarea numarului de
limfocite cu 20% si, respectiv, 18% (p< 0,001, in ambele cazuri), iar la administrarea compusului
TIA-123 si a numarului de monocite cu (+36%, p< 0,05) si de eozinofile cu (+17%, p< 0,01). Ambii
compusi biologici au micsorat semnificativ statistic numarul de segmentate — TIA-123 cu 28% si TIA-
160 cu 17% (p< 0,001 Tn ambele cazuri) (tabelul 7).

Compusii coordinativi ai cuprului cu aliltiosemicarbazone TIA-123 si TIA-160 nu au modificat
statistic concludent numarul de trombocite, dar au indus tendinte de majorare, cu exceptia TIA-160
care a produs cresterea plachetelor cu 27% (p< 0,05). In acelasi timp, volumul mediu plachetar a fost
diminuat statistic veridic de TIA-123 cu 4% (p< 0,05).

Astfel, putem concluziona cd compusii coordinativi ai cuprului cu aliltiosemicarbazone testati
pe sobolani masculi: CMG-41, TIA-123 si TIA-160 induc numeroase efecte asupra indicilor
hemoleucogramei, ele fiind diferite ca directie, amploare si semnificatie In functie de compusul

individual.
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4.4. Analiza comparativi a influentei compusilor coordinativi ai cuprului cu tiosemicarbazone
asupra indicilor hemoleucogramei sobolanilor in vivo

Hemoleucograma, sau analiza generald a sangelui, este un test de laborator care evalueaza
componentele celulare ale sangelui si anumite proprietati ale acestor celule, permitand de a obtine
informatii despre sdnatatea generald a unui individ. Modificarile hemoleucogramei pot semnala
diferite maladii sau stari patologice, precum prezenta anemiei si uneori geneza si/sau severitatea ei, a
procesului inflamator sau a unei infectii, a dereglarilor de coagulare, a reactiilor alergice etc.

Hemoleucograma este o investigatie de rutina utilizatd in diagnosticul si monitorizarea a
numeroase maladii precum diverse tipuri de anemii [222-224], boli sistemice [225-227], tromboze de
diferita geneza [228-229], astm [230], boli transmisibile [231-233] etc.

Literatura stiintificd de specialitate nu prezinta rezultate exhaustive ale impactului compusilor
coordinativi ai metalelor asupra indicilor hemoleucogramei. Pati M. L. si coaut. (2018) [234], in cadrul
cercetarilor unor tiosemicarbazone multifunctionale si analogilor deconstruiti, au stabilit, ca
tiosemicarbazonele nu induc modificari in componenta celulard a sangelui dupd administrarea
soarecilor C57BL/6 purtatori de tumora KP02.

Poate fi remarcat studiul lui Fayed E. A. si coaut. (2021) [235], care au cercetat efectele mai
multor derivati de tiazlidin/tiosemicarbazid-indolin-2-ona in vivo pe sobolani, accentul fiind pus pe
modificarile hematologice, biochimice precum si pe structura histologica a ficatului si rinichilor etc.
S-au identificat modificari minore ale numarului de eritrocite, leucocite si trombocite, ale cantitatii de
hemoglobina si creatinina si ale activitatii ASAT si ALAT. Un alt studiu, realizat de Farias R. L. si
coaut. (2021) [236], a inclus in protocol cercetarea actiunii hemolitice a 2 complexe-Ni(ll) cu
formulele generale [Ni(L1)2] (Nil) si [Ni(L2)2] (Ni2), unde L1 = trans-cinamaldehida-N (4)-metil
tiosemicarbazona si L2 = trans-cinamaldehida-N (4)-etil tiosemicarbazona. Studiul a evidentiat ca
acesti compusi tiosemicarbazonici au un efect hemolitic redus de 0-9% la concentratii de 1-10 uM.

Totusi, mai multi autori au remarcat capacitatea CCT de a patrunde in eritrocite si de a modifica
compozitia chimicda a celulei si/sau functionalitatea compusilor intracelulari. Unele grupuri de
cercetatori au relatat actiunea methemoglobin formatoare a tiosemicarbazonelor atat in studii in vitro,
cat si in vivo, inclusiv la pacientii din cadrul trialurilor clinice. Ma B. si colegii (2008) [237] au
raportat, ca administrarea Triapinei (3-AP) pacientilor care au participat la un trial de faza II a
determinat cresterea moderata a nivelului de methemoglobina, intre 7,8-17,6% din continutul total de

hemoglobina, si dezvoltarea hipoxiei. Rezultate similare au fost constatate la 11 din cei 15 pacienti cu
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leucemie mieloida refractara, care au fost inrolati in trialul clinic si li s-au testat 3 doze de Triapina

(3-AP). Methemoglobinemia tranzitorie a fost indusi de doza de 75 mg/m? de Triapini (3-AP) [238].

Tabelul 8. Dinamica parametrilor sangvini la sobolani femele sub influenta

compusilor coordinativi ai cuprului cu aliltiosemicarbazone (in doza de 0,01 mg/kg)

Indicii hemo- Martor CMG-41 TIA-123 TIA-160
leucogramei mediana (IQR) mediana (IQR) mediana (IQR) mediana (IQR)
RBC *10*/L | 7,80;IQR 1,60 7,30 ; IQR 0,95 8,30 ; IQR 0,95 ** 8,05; IQR 1,25 **
% 100 % 94% 106% 103%
HGB g/L 143,00; IQR4,00 | 130,00 ; IQR 12,00 | 148,00 ; IQR 20,50** | 146,00; IQR 16,50***
% 100 % 91% 103% 102%
HCT % 42,40 ;1QR 20,0 | 42,60 ; IQR 3,00 48,00 ; IQR 8,10 ** | 49,30 ; IQR 4,40 ***
% 100 % 101% 113% 116%
MCV fL 64,40 ; IQR 4,70 | 59,35;1QR 6,38 * | 59,10;IQR 3,80 * 60,75 ; IQR 3,90
% 100% 92% 92% 94%
MCH pg 18,20;1QR 1,25 | 18,00;IQR 1,00 17,65 ; IQR 0,55 18,30 ; IQR 0,60
% 100% 99% 97% 101%
MCHC 28,15;I1Q0R 1,43 | 30,10 ; IQR 1,45 ** 30,0;IQR1,10 * 29,95 ; IQR 1,50
% 100% 107% 107% 106%
RDW fl 6,90 ; IQR 1,30 6,60; 1QR 1,18 6,55; IQR 0,42 6,50 ; IQR 0,78
% 100% 96% 95% 94%
RDW-CV % |19,85;1QR 4,55 | 19,75;IQR 1,70 ** 18,40 ; IQR 2,48 17,50 ; IQR 1,03***
% 100% 99% 93% 88%
WBC *10%L | 9,74;IQR 2,79 9,61;I0R 2,48 10,56 ; IQR 3,74 * 9,92;IQR 2,38 *
% 100% 99% 108% 102%
Segmentate % | 17,80 ; IQR 9,80 | 26,10; IQR 8,23 ** | 22,95, IQR 5,03 * 25,10 ; IQR 10,23 *
% 100% 147% 129% 141%
Limfocite % | 76,60 ; 1QR 8,93 | 67,95; IQR 9,50 * 72,60 ; IQR 7,95 66,75 ; IQR 10,95
% 100% 89% 95% 87%
Monocite % | 1,45;10R 2,20 2.15; IQR 3.85 * 1,05; IQR 3.53 5.1;IQR1.85
% 100% 148% 72% 352%
Eozinofile % | 2,45;10R 1,35 | 3,35;10QR 4,58 ** 3,75; IQR 3,33 ** 2,35;IQR 1,35 **
% 100% 168% 153% 96%
Bazofile % 0,20; IQR 0,03 0,20;IQR 0,43 0,20; IQR 0,10 0,20; IQR 0,08
% 100% 100% 100% 100%
Nesegmentate% | 0,20 ; IQR 0,35 0,25;I1QR 0,43 0,20; IQR 0,48 0,25; IQR 0,35
% 100% 125% 100% 125%
PLT *10%L |406,00;1QR154,0 | 582,0;1QR 160,5** | 462,0;IQR 104,0 *** |490,00;IQR145,50***
% 100% 143% 114% 121%
MPV fL 7,15;1QR0,63 | 6,75 ;IQR 0,65 * 6,95 ; IQR 0,38 * 6,95 ; IQR 0,68 **
% 100% 94% 97% 97%

Nota: Veridicitatea statistica, fatd de lotul martor, conform testului nonparametric Kruskal Wallis:

* — p< 0,05; ** — p< 0,01; *** — p< 0,001.

66




Studiul in vitro efectuat de Bash M.T. si coaut. (2015) [239] a stabilit mecanismul molecular al
oxidarii hemoglobinei de catre tiosemicarbazone. Cercetarea prin spectroscopie de absorbtie UV-
vizibila rezolvata in timp a identificat implicarea gruparii terminale amino a tiosemicarbazonelor in
oxidarea oxihemoglobinei cu formarea methemoglobinei. Un impact asupra mentinerii starii
functionale a hemoglobinei sub actiunea tiosemicarbazonelor poate avea modificarea activitatii unor
enzime eritrocitare, precum glucozo-6-fosfat dehidrogenaza si glutation peroxidaza, efecte raportate,
respectiv, de Temel Y. si coaut. (2019), si Karatepe M. si colab. (2006) [240-241]. Echipa Temel Y.
a stabilit, ca efectul inhibitor al derivatilor de aza-ilida pe baza de tiosemicarbazona 3a-3e se manifesta
la concentratia de la 40,77 uM péna la 58,0 uM.

Rezultatele unui studiu al efectelor antiinflamatoare ale tiosemicarbazonelor, realizat de Jacob
[.T.T. si colab. (2021), au relevat ci unii compusi, codificati ca LT76, LT81 si LT87, au demonstrat
o capacitate de inhibare a proliferdrii limfocitelor mai eficienta decat indometacina, cu o CC50
(concentratia medie de citotoxicitate) de 0,56+0,036, 0,9+0,01 si, respectiv, 0,5+0,07 uM.

Efecte suplimentare asupra compozitiei sangvine poate exercita si cuprul prezent in compusii
coordinativi, inclusiv cei studiati de noi, dat fiind importanta fiziologica a cuprului si implicarea lui
Tn mecanismele patobiochimice ale diverselor maladii relatate detaliat in capitolul 1 (pag. 16-18).

Studiul actiunii compusilor coordinativi ai cuprului cu tiosemicarbazone asupra indicilor
hemoleucogramei sobolanilor sandtosi efectuat in cadrul cercetarii actuale a relevat efecte minore,
care au fost dependente de tipul compusului tiosemicarbazonic — benzotiazolic, fenil sau alil, si de
sexul animalului de laborator.

Markerii seriei eritrocitare

Conform dictionarului Merriam-Webster hematocritul reprezintd raportul dintre volumul
globulelor rosii din sadnge si volumul total de sange determinat prin separarea globulelor rosii din
plasma, de obicei prin centrifugare [https://www.merriam-webster.com/dictionary/hematocrit].
Micsorarea hematocritului este asociatd cu micsorarea numarului de eritrocite normale sau cresterea
pe o perioadd mai indelungatd a numarului de leucocite, iar cresterea se atestd in deshidratari,
policitemia vera, maladii pulmonare sau cardiace [242].

Cercetarea noastra a relevat cd CCT luati in studiu nu exercitd efecte semnificative statistic
asupra hematocritului, modificarile fiind in limitele de (-14%) — (+13%), cu exceptia compusilor
aliltiosemicarbazonici TIA-123 si TIA-160, care au indus cresterea HCT cu 13% (p<0,01) si,
respectiv, 16% (p<0,001) la femele. Efecte similare au fost constatate la analiza actiunii CCT asupra

numarului de eritrocite in sangele periferic al sobolanilor sandtosi de ambele sexe, fiind identificate
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variatii intre (-1) — (-8)%. Doar compusii TIA — compusi coordinativi ai cuprului cu
aliltiosemicarbazone, au indus cresterea statistic semnificativa a numarului de eritrocite (+3% +6%,
p< 0,01) la femele.

Capacitatea de transport al oxigenului de la pulmoni la tesuturile extrapulmonare depinde de
mai multi factori, dintre care pot fi evidentiati in contextul cercetdrii actuale continutul total de
hemoglobind, MCHC, MCV si RDW-CV. Unii autori considera volumul eritrocitelor circulante drept
un indicator mai precis al capacitatii totale de livrare a oxigenului in corp decat HCT sau concentratia
de HGB din sangele total [243].

Continutul total de hemoglobina a fost majorat veridic doar de MG-22 si ambii compusi TIA la
femele (cca + 3%) si diminuat concludent de CMA-18 si MG-22 la masculi (cca -8% -9%), pe cand
in restul loturilor de studiu nu s-au inregistrat schimbari statistic semnificative ale indicelui. Impactul
CCT asupra continutului mediu de hemoglobina per eritrocit (MCHC) a fost variabil si s-a constatat
atat majorarea sau scaderea indicelui, cat si lipsa actiunii. S-a atestat majorarea statistic semnificativa
a MCHC in toate loturile de studiu ce au inclus femele, cu exceptia TIA-160 — modificarea fiind
neconcludentd. La masculi a prevalat diminuarea statistic semnificativa a MCHC cu exceptia a 2
loturi: CMA-18 nu a produs schimbari veridice, iar CMD-8 a mentinut markerul statistic veridic la
limita valorilor lotului martor. In pofida faptului ci majoritatea modificirilor au fost statistic
concludente, amploarea lor a fost discretd, in limitele a cateva procente, comparativ cu valorile
identificate la animalele din lotul martor.

Sinteza de hemoglobini este un proces reglat foarte fin din 2 puncte de vedere. Tn primul rand,
are loc corelarea exacta a numarului de globine alfa si beta produse (a cate doud) cu numarul de hemuri
sintetizate (nr. 4) pentru a garanta formarea unei molecule structural corecte. Tn al doilea rand,
procesul va asigura o cantitate optima de hemoglobina in eritrocit, ce corespunde unei concentratii de
aproximativ 33%. La acest nivel HGB este solubila in mediul celular si poseda functionalitate optima.

Cresterea fiziologica a MCHC poate fi determinata de schimbari ale formei eritrocitului, in
special la aparitia sferocitelor ce, ca reguld, se atestd la acumularea HGB péna la cca 42% (limita
fiziologica de concentrare a HGB in eritrocit) [242]. In studiul nostru, nivelul de HGB si MCHC nu a
atins valori critice pentru functionarea corespunzatoare a celulei si transportul oxigenului, din
perspectiva cantitativa.

Volumul eritrocitar mediu (MCV) releva dimensiunea si volumul mediu al eritrocitelor si este

util in evaluarea anemiilor impreuna cu evaluarea nivelului de hemoglobina si valorii hematocritului.
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In general, este un indice de diferentiere intre diferite tipuri de anemii: micro-, normo- si macrocitare,
cele microcitare fiind determinate, de regula, de sinteza defectuoasa a HGB, iar cele macrocitare de
anomalii ale eritropoiezei in cazul asocierii cu niveluri scazute [244]. Cercetarile noastre au stabilit
modificari minore, dar statistic veridice ale volumului mediu al eritrocitului (MCV) la femele, pe cand
la masculi markerul a oscilat la valori apropiate de valorile medii specifice masculilor din lotul martor
(variatii de maxim +6%). CCT benzotiazolica CMD-8, toti compusii fenil si 2 compusi alil (CMG-41
si TIA-123) au micsorat statistic semnificativ MCV la femelele sanatoase cu 2-10%, comparativ cu
valorile martor.

Latimea distributiei globulelor rosii (RDW) reflecta distributia dimensiunii eritrocitelor si este
un indice fiabil al anizocitozei. RDW este utilizat pe larg pentru diagnosticul diferential al anemiilor
micro- si normocitare, precum anemiile fierodeficitare si cele determinate de hipovitaminoza B12
si/sau acidul folic, hemolitice, talasemii si sferocitoza ereditara etc. [245]. Rezultatele cercetarilor
noastre au constatat doar o singurd modificare statistic veridica la femele, care a survenit ca urmare a
administrarii MG-22 (-17%, p< 0,001), pe cand la masculi modificari concludente au fost induse de 2
compusi benzotiazolici ai CCT (CMD-8 si MG-22) si de toti compusii alil.

Analizand comparativ la femele si masculi modificarile identificate ale markerilor seriei
eritrocitare, putem conchide ca femelele sanatoase sunt mai sensibile la actiunea CCT testati fata de
masculi. La masculi numarul modificarilor a fost discret, fiind stabilit impactul CMA-18 si MG-22
asupra continutului total de hemoglobinad, a CMD-8, MG-22, CMC-34, CMJ-33, CMT-67, CMG-41,
TIA-123 51 TIA-160 asupra MCHC si a CMD-8, MG-22, CMG-41, TIA-123 si TIA-160 asupra RDW.
Tn loturile de femele au fost identificate devieri semnificative ale:

- HCT produse de TIA-123, TIA-160,

- numarului de eritrocite — TIA-123, TIA-160,

- cantitatii totale de HGB — TIA-123, TIA-160, MG-22,

- MCHC - CMA-18, CMD-8, MG-22, CMC-34, CMJ-33, CMT-67, CMG-41, TIA-123,
- MCV - CMD-8, CMC-34, CMJ-33, CMT-67, CMG-41, TIA-123,

- RDW - MG-22, CMG-41.

Ca urmare a analizei comparative a impactului CCT in functie de natura chimica, putem
concluziona cd aliltiosemicarbazonele produc cele mai multe modificari statistic semnificative ale
markerilor eritrocitari, n special TIA-123. Aliltiosemicarbazonele sunt urmate de tiosemicarbazonele
benzotiazolice, cu efecte deosebit de evidente ale MG-22. Cele mai neinsemnate modificari au fost

produse de feniltiosemicarbazone, fard deosebiri Intre compusii individuali.

69



Markerii seriei leucocitare

Analiza rezultatelor obtinute a relevat ca atat la femele, cat si la masculi compusul MG-22 (CCT
benzotiazolic) a diminuat numarul de leucocite, pe cadnd cei TIA-123 si TIA-160
(aliltiosemicarbazone) au majorat numarul lor. Compusii feniltiosemicarbazonici au indus modificari
doar la femele, care au fost de sens opus — CMJ-33 a produs leucocitoza, CMT-67 — leucopenie, iar
CMC-34 nu a influentat in nici un fel WBC.

Neutrofilele reprezinta intre 50% si 70% din leucocitele circulante si reprezinta linia initiald de
apdrare a organismului, fiind complet implicate in raspunsul inflamator acut la infectia bacteriana si
in indepartarea bacteriilor prin fagocitoza. De asemenea, ele ajung prin diapedeza la locul leziunii sau
infectiei unde participa la recunoasterea, fagocitoza si degradarea bacteriilor, a diferitor agenti
infectiosi, celule moarte etc. [246].

Modificari statistic semnificative, de amploare majord a numarului de neutrofile segmentate au
produs toti CCT cercetati. La femele toti CCT cu exceptia TIA-123, au majorat numarul neutrofilelor
segmentate cu cca 18-117%, iar la masculi absolut toti CCT au produs diminuarea markerului de la
12% pani la 54%. In acelasi timp, numarul neutrofilelor nesegmentate nu s-a modificat statistic
semnificativ, dar a fost indusa o tendinta generald de majorare a indicelui de toti CCT, indiferent de
natura lor chimica.

Numarul eozinofilelor a fost potent, statistic veridic majorat la masculi de majoritatea CCT (cu
exceptia CMA-18 si MG-22 s-au micsorat), pe cand la femele modificarile au fost induse de 4 din cei
9 CCT cercetati — CMA-18, CMD-8, CMJ-33, CMT-67 a diminuat markerul, iar CMC-34, MG-22,
CMG-41, TIA-123 si TIA-160 — I-au majorat. Limitele variatiilor au fost intre 4 si 50%, comparativ
cu valorile stabilite la animalele martor de sexul respectiv.

Eozinofilele sunt implicate in mecanismele inflamatiei cronice, reactiile alergice si protectia
gazdei de infectiile parazitare. De asemenea, moduleaza efectele potential daunatoare ale mediatorilor
vasoactivi inflamatori prin reducerea nivelului de leucotriene si histamina datorita activarii enzimelor
ce le activeaza — arilsulfataza si histaminaza, precum si prin eliminarea complexelor antigen-anticorp
prin fagocitoza lor [247].

Efect concludent asupra numarului de bazofile au exercitat doar la femele CCT CMT-67, care
au micsorat markerul cu 25%, pe cand CMA-18, CMD-8, CMC-34, CMJ-33 si MG-22 |-a majorat cu
25% - 50%. Totodatd, CMG-41, TIA-123 si TIA-160 au mentinut numarul de bazofile la nivelul
valorilor lotului-martor. Bazofilele nu manifesta capacitati de fagocitare, dar au functii similare cu

celulele mastocite si le completeaza activitatea, deci sunt implicate in reactiile de inflamatie si in cele
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alergice. Medierea alergiilor este corelata cu atasarea IgE de receptorii de suprafata ai bazofilelor si
degranularea celulelor cu eliberarea de mediatori specifici (histamina, factorul chemotactic al
eozinofilelor, factorul de activare a trombocitelor si fosfolipaza A2 [248].

Numarul de limfocite a demonstrat schimbari opuse ca sens celor ale numarului de neutrofile
segmentate. Astfel, la femele 2 compusi benzotiazolici (CMA-18 si CMD-8), toti compusii
feniltiosemicarbazonici si CMG-41 (aliltiosemicarbazona) au diminuat numarul de limfocite cu 8%-
39%, comparativ cu valorile identificate la animalele sdnatoase de acelasi sex. La masculi toti CCT
au produs cresterea sugestiv statisticd a numarului de limfocite cu cca 11%-54%. Limfocitele sunt
parte majord a mecanismelor adaptive de protectie imund, reprezentand componenta sangvina,
circulatorie. Limfocitele in calitate de celule imunocompetente au capacitatea de a recunoaste si de a
reactiona la antigeni si de a initia si sustine mecanismele imune de eliminare [249].

Monocitele au fost influentate semnificativ statistic de TIA-123 la masculi (+36%) si de 8 CCT
la femele, care produc majorarea indicelui (CMA-18, CMD-8, MG-22, CMC-34, CMJ-33, CMT-67,
CMG-41 si TIA-160), iar TIA-123 — il micsoreazd. Monocitele contribuie major la procesele de
eliminare a bacteriilor, celulelor moarte/deteriorate prin mecanismul de fagocitare odatd ajunse in
tesutul afectat, unde are loc transformarea lor in macrofage/osteoclaste/celule Kupffer (de ex. in
pulmoni, tesutul conjunctiv si osos etc.) [250].

Analiza comparativda a actiunii compusilor coordinativi ai cuprului cu tiosemicarbazone la
femelele si masculii sanatosi a relevat dependenta de sexul animalelor, atestandu-se efecte numeroase
la femele si un numar redus la masculi. Astfel, markerii leucogramei au fost influentati la femele de:

-nr. de leucocite - MG-22, CMT-67, CMJ-33, TIA-123, TIA-160;
-nr. de neutrofile segmentate - CMA-18, CMD-8, MG-22, CMC-34, CMJ-33, CMT-67, CMG-41,

TIA-123, TIA-160;

-nr. de limfocite - CMA-18, CMD-8, CMC-34, CMJ-33, CMT-67, CMG-41,

-nr. de monocite - CMA-18, CMD-8, CMC-34, CMG-41,;

-nr. de eozinofile - CMD-8, CMJ-33, CMT-67, MG-22, CMG-41, TIA-123, TIA-160.

La masculi s-a inregistrat impactul CCT asupra urmatorilor markeri ai leucogramei:

-nr. de leucocite — MG-22, TIA-123, TIA-160;

-nr. de neutrofile segmentate — CMA-18, CMD-8, MG-22, CMC-34, CMJ-33, CMT-67, CMG-41,
TIA-123, TIA-160;

-nr. de limfocite - CMA-18, CMD-8, MG-22, CMC-34, CMJ-33, CMT-67, CMG-41, TIA-123,
TIA-160;
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-nr. de monocite — TIA-123;
-nr. de eozinofile — CMA-18, CMD-8, MG-22, CMJ-33, CMT-67, CMG-41, TIA-123.

Efectuand analiza comparativa a impactului CCT in functie de natura chimica asupra indicilor
leucogramei, putem concluziona cd nu s-au identificat diferente importante in numarul de efecte
produse de compusii unui anumit tip de CCT.

Trombocitele reprezinta celule sangvine cu structura particulara si responsabile de o multitudine
de functii, in primul rand, fiind implicate n procesele de fibroza si mentinere a hemostazei normale.
Studiul MPV (volumul mediu al trombocitului) poate oferi informatii importante despre evolutia si

prognosticul multor afectiuni inflamatorii. MPV ar trebui intotdeauna evaluat impreund cu numarul
de trombocite, deoarece existi o relatie inversa neliniara intre PLT si MPV [251].

Studiul nostru a identificat modificari evidente, statistic veridice, de sens opus al celor 2 indici
la femele si un numadr discret de schimbdri la masculi la administrarea CCT, ce denota sensibilitatea
mare a femelelor la aceste substante. In urma studiului s-a inregistrat cresterea semnificativa a
numadrului de trombocite la administrarea a 2 compusi CCT benzotiazolici — CMA-18 si CMD-8,
precum si a tuturor substantelor fenil- si aliltiosemicarbazone cu variatii intre 14% si 72%. In acelasi
timp, toti compusii benzotiazolici si aliltiosemicarbazonici si 2 feniltiosemicarbazone (CMJ-33 si
CMT-67) au diminuat concludent MPV pana la 9%, comparativ cu valorile specifice animalelor
sandtoase de acelasi sex. La masculi s-a atestat doar cresterea numadrului de trombocite la
administrarea TIA-160 (27%) si diminuarea MPV — MG-22 si TIA-123 (pani la 4%). In urma
cercetarilor putem concluziona cé toti CCT cercetati exercitd un numar similar de actiuni asupra
indicilor trombocitari, fara diferente asociate de tipul CCT — benzotiazolice, fenil sau alil.

Tn general, studiul a relevat un impact mai mare al CCT asupra indicilor hemoleucogramei la

femele, precum si un numar putin evident de efecte ale compusilor feniltiosemicarbazone.
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5. INFLUENTA COMPUSILOR COORDINATIVI AI CUPRULUI CU
TIOSEMICARBAZONE ASUPRA INDICILOR STRESULUI OXIDATIV SI Al
SISTEMULUI ANTIOXIDANT iN SERUL SANGVIN AL SOBOLANILOR SANATOSI

5.1. Evaluarea activitatii compusilor coordinativi ai cuprului cu tiosemicarbazone asupra

markerilor stresului oxidativ in vivo

Dezvoltarea unor procese degenerative este corelata cu existenta unui surplus nociv de radicali
liberi, promotori ai unor procese oxidative dezastruoase pentru organism. Pentru a evalua proprietatile
CCT inclusi in studiu si a determina caracterul lor — prooxidant, antioxidant sau modulator - s-au
evaluat capacitatea de a induce SO si acumularea produsilor lui. Analiza rezultatelor obtinute s-a
efectuat luand in considerare grupul CCT (benzotiazolici, fenil si alil), precum si sexul animalelor de
laborator.

Derivatii benzotiazolici ai CCT nu au exercitat actiune prooxidantd, cu exceptia inducerii
amplificariit MRO de catre CMA-18 (+83%, p< 0,05) si CMD-8 (+21%, p< 0,05) la femele.
Concomitent CMD-8 a diminuat BPA la femele pana la 23% (p< 0,001) din valorile specifice
animalelor martor. CMA-18 a indus si o tendinta neconcludenta de crestere a DAM (+30%, p> 0,05)
si a PPOA (+12%, p> 0,05) la femele, iar in cazul CMD-8 aceasta tendinta a fost de 21% pentru ambii
indici (p> 0,05) la femele (tabelul 9).

Derivatii fenil ai CCT au avut, la fel, impact nesemnificativ asupra stresului oxidativ.
Modificarile identificate, ca si in cazul derivatilor benzotiazolici, au fost specifice doar pentru femele.
Compusul CMJ-33 a amplificat semnificativ MRO (+24%, p> 0,05) induc&nd concomitent o tendinta
veridica de crestere a BPA (+99%, p< 0,001), DAM (+15%) si PPOA (+13%). CMT-67 a determinat
tendinte de majorare a MRO (+13%), BPA (+15%) si PPOA (+12%), afectand concludent lipidele
care s-au atestat prin cresterea veridica a DAM (+36%, p< 0,01). Dezechilibre in procesele pro- si
anti-oxidante la femele a indus CMC-34, caracterizate prin tendinta de crestere a MRO (+26%) si
diminuare neveridic statistic a BPA (-18%, p> 0,05).

Derivatii alil ai CCT au indus modificari statistic veridice doar ale BPA. S-a stabilit cresterea
statistic semnificativa a indicelui la femele ca urmare a administrarii CMG-41 (+19%, p< 0,01) si la
masculi la tratamentul cu TIA-123 (+31%, p< 0,05) si TIA-160 (+33%, p< 0,05), comparativ cu
valorile martor. Cresterea atestatd la femele a fost asociata cu tendinte de majorare a MRO (+17%),

DAM (+20%) si PPOA (+16%), pe cand la masculi modificarile au fost neunivoce.
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Tabelul 9. Nivelul indicilor stresului oxidativ si al balantei prooxidante-antioxidante (PAB) in

serul de sobolani la actiunea compusilor coordinativi ai cuprului cu tiosemicarbazone

Grupurile de MRO tret-butil BPA, unitati PPOA, DAM,
studiu hydropoxide, arbitrare puM/L puM/L
uM/L
M | 450,30 ; IQR 124,43 | 103,69 ; IQR 13,10 29,25 ; IQR 9,29 6,96 ; IQR 1,89
Mart 100% 100% 100% 100%
artor F | 276,50 IQR 29,63 | 98,83 IQR 2,35 33,67 ; IQR 8,67 7,85 ; IOR 1,49
100% 100% 100% 100%
CCT cu benzotiazolici
M [ 604,35 ; IQR 231,08 | 105,39 ; IQR 28,94 38,90 ; IQR 23,34 7,71 1QR 3,08
CMA — 18 134% 102% 133% 111%
- F |505,60; IQR 150,10 * | 95,14 ; IQR 9,97 37,59 ; IQR 3,98 10,23 ; IQR 2,29
183% 96% 112% 130%
M | 438,45 ; IQR 65,18 102,08 ; IQR 29,39 36,82 ; IQR 8,23 8,48 ; IQR 3,42
CMD - 8 97% 98% 126% 122%
- F | 33575;I1QR51,35* | 76,33 ; IQR 6,40 *** 40,60 ; IQR 6,15 9,54; IQR 2,34
121% 77% 121% 121%
M | 438,45 ; IQR 88,88 147,81; QR33,89 37,77 ; IQR 34,66 6,36 ; IQR 1,89
MG — 22 79% 142% 129% 91%
- F | 363,40;1QR 100,73 | 115,02 ; IQR 36,63 39,54 ; IQR 4,07 8,84 ; IQR 3,48
131% 116% 117% 113%
CCT cu fenil
M | 533,25 ; IQR 189,60 98,43 ; IQR 12,95 37,39 ; IQR 11,84 7,79 ; IQR 2,49
CMC — 34 118% 95% 128% 112%
- F |347,60; IQR 37,53 ** | 81,57 ; IQR 27,16 36,10 ; IQR 5,21 9,24; IQR 1,99
126% 82% 107% 118%
M | 485,85 ;IQR 106,65 | 120,63 ; IQR 86,01 37,39;IQR 6,54 | 7,10;IQR 3,43
CMJ — 33 108% 116% 128% 102%
- F | 343,65; IQR 33,58 196,44:1QR 25,69*** | 38,03 ; IQR 2,81 9,04 IQR 2,34
124% 199% 113% 115%
M | 438,45; IQR77,03 | 111,25;IQR 16,98 33,10 ; IQR 4,52 9,68 ; IQR 3,93
CMT - 67 97% 107% 113% 139%
- F | 316,00; IQR73,08 | 114,09; IQR19,05 | 37,70; IQR5,17 10,73 ; IQR 1,30 **
113% 115% 112% 136%
CCT cu alil
M [ 48585;I1QR 124,43 [ 132,52 ;IQR 53,10 33,50;IQR 7,37 |6,92;IQR1,79
CMG — 41 108% 128% 114% 99%
- F [323,90;1QR 37,53 118,03; IQR 12,65 ** | 39,03;IQR6,51 | 9,44 ; IQR 1,25
117% 119% 116% 120%
M | 426,60 ; IQR 100,73 | 135,73 ;IQR 26,66 * | 27,40 ;IQR 3,90 | 6,12;IQR 1,00
TIA — 123 95% 131% 94% 88%
- F [ 221,20;1QR 15,80 111,68 ; IQR 19,88 40,01;1QR 3,00 |8,05;IQR 1,64
80% 113% 119% 102%
M | 474,00; IQR82,95 | 138,13;IQR 14,87 * | 32,98;IQR 10,76 | 7,85;IQR 2,02
TIA — 160 105% 133% 113% 113%
- F | 248,85;1QR 57,28 130,22 ; IQR 41,15 35,30 IQR 5,93 | 9,54;IQR 1,94
90% 132% 105% 121%

Nota: Veridicitatea statistica fatd de lotul-control: * — p< 0,05; ** — p<0,01; *** — p<0,001.

74




TIA-123 a indus tendinte de micsorare a tuturor markerilor — MRO (-5%), DAM (-12%) si
PPOA (-6%), iar TIA-160 — de amplificare - MRO (+5%), DAM si PPOA cu 13%.

S-a stabilit ca derivatii benzotiazolici ai CCT au efecte selective, dependente de sex, asupra
nivelului metabolitilor NO (figura 17). Astfel, CMA-18 a produs o crestere de 7% (p< 0,05) a indicelui
la femele, MG-22 — de 9,6% (p< 0,05) la masculi, iar CMD-8 nu a produs modificari veridice statistic.

Metabolitii oxidului nitric, pM/L

90,00
80,00 T =
70,00
60,00
50,00
40,00
30,00
20,00
10,00

"
_|

T

control | CMA-18| CMD-8 | MG-22 | CMC-34 | CMJ-33 | CMT-67 | CMG-41 | TIA-123 | TIA-160
@ Masculi| 64,07 67,43 73,89 71,56 71,30 71,30 74,02 69,88 70,40 75,05
mFemele | 63,55 68,72 74,53 69,62 69,62 70,92 72,34 66,91 75,95 75,18

Figura 17. Aprecierea metabolitilor oxidului nitric in serul sagvin la sobolani dupa
administrarea compusilor coordinativi ai cuprului cu tiosemicarbazone

Nota: Veridicitatea statistica fata de lotul-control: * — p< 0,05; ** — p< 0,01.

Nici un derivat fenil al CCT nu a modificat nivelul metabolitilor NO in serul sobolanilor
comparativ cu martorul, totusi tendintele manifestate au fost de majorare atit la femele, cat si la
masculi.

Derivatii alil ai CCT TIA-123 si TIA-160 au indus marirea statistic veridica a valorilor NO in
ser atat la femele (+20%, p< 0,001 si, respectiv, +18%, p< 0,01), cat si la masculi (+10%, p< 0,05 si,

respectiv, +17%, p< 0,01), pe cand CMG-41 a determinat doar tendinte nesemnificative de crestere.
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5.2. Evaluarea actiunii compusilor coordinativi ai cuprului cu tiosemicarbazone asupra
indicilor sistemului antioxidant in serul sangvin al sobolanilor sinaitosi

Sistemul de protectie antioxidanta (SAQO) este esential pentru a mentine in limitele fiziologice
intensitatea proceselor prooxidante si pentru a preveni declansarea stresului oxidativ (SO). Evaluarea
agresiunii oxidative, iar studiul unor markeri individuali — de a stabili mecanismele prin care se
realizeaza apararea antioxidanta.

Pornind de la aceste premise, s-au cercetat indicii generali (capacitatea antioxidanta totala,
antioxidantii totali evaluati prin metoda cu ABTS, activitatea medie a antioxidantilor, masa
substantelor antioxidante) si individuali ai SAO (SOD, CAT, GPO, GST, GR, glutationul total,
continutul de grupdri tiolice), pentru a evalua impactul administrarii CCT asupra proceselor pro- si

antioxidante din organismul animalelor sanatoase.

5.2.1. Evaluarea actiunii compusilor coordinativi ai cuprului cu tiosemicarbazone asupra

indicilor generali ai sistemului antioxidant in serul sangvin al sobolanilor sanitosi

Analiza influentei exercitate de compusii coordinativi ai cuprului, derivati ai tiosemicarbazonei
asupra indicilor generali ai sistemului antioxidant in serul sangvin al sobolanilor sanatosi, a relevat
lipsa unor influente majore (tabelul 10). S-au identificat doar doua modificari statistic semnificative
la masculi — diminuarea antioxidantilor totali evaluati prin metoda cu ABTS cu 30% (p< 0,001) la
administrarea CMA-18 si cu 22% (p< 0,05) la administrarea CMC-34.

Totusi, este necesar de a mentiona ca toti compusii studiati au indus la femele tendinte de
micsorare a AAT evaluatd cu ABTS cu 9-11%, cu exceptia TIA-160. Au fost atestate si tendinte
statistic neveridice de majorare a TAC la animalele de ambele sexe la administrarea CMA-18 (17-
19%) si CMC-34 (15-18%), precum si a AMA cu, respectiv, 15-17% si 14-15%.

Nu au fost constatate modificari sugestiv statistice sau tendinte de modificéri ce merita de a fi
mentionate ale masei substantelor antioxidante la administrarea tuturor CCT, a capacitatii antioxidante
totale si activitatii medii a antioxidantilor la administrarea CMD-8, MG-22, CMJ-33, CMT-67, CMG-
41, TIA-123 si TIA-160. Ultimul compus nu a afectat nici nivelul antioxidantilor totali evaluati prin
metoda cu ABTS.
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5.2.2. Evaluarea actiunii compusilor coordinativi ai cuprului cu tiosemicarbazone asupra

indicilor individuali ai sistemului antioxidant in serul sangvin al sobolanilor sianitosi

Evaluarea markerilor individuali ai SAO ne permite de a identifica actiunea compusilor studiati
asupra diferitor verigi ale protectiei antioxidante. Astfel, SOD este implicatd in neutralizarea
radicalului superoxid si in preventia initierii proceselor de peroxidare, CAT si sistemul glutationului
(GPO, G-S-T, GR, glutationul total, continutul de grupari tiolice) intervin in detoxifierea peroxizilor
(de hidrogen si organici) si in blocarea propagarii proceselor oxidative atipice cu declansarea stresului
oxidativ si deteriorarea macromoleculelor si structurilor celulare.

Analiza rezultatelor obtinute la evaluarea activitatii SOD si a CAT a relevat modificari de diferita
amploare si directie la administrarea CCT, doar un numar redus din ele fiind statistic semnificative
(tabelul 11).

In urma cercetirilor, CMD-8 la administrarea masculilor s-a atestat diminuarea veridici a
activitatii SOD (-36%, p< 0,01) si cresterea concomitenta a activitatii CAT (+22%, p< 0,05), iar la
administrarea CMC-34, respectiv, diminuarea enzimoactivitatii SOD cu 48% (p< 0,01) si majorarea
CAT cu 38% (p< 0,05), pe cand CMA-18 si TIA-123 nu au modificat nivelul functional SOD, dar au
amplificat activitatea CAT la masculi cu, respectiv, 18% (p< 0,05) si 34% (p< 0,05).

Tendinte similare, dar nu identice s-au identificat ca urmare a administrarii altor CTT. Astfel,
tendinta de micsorare a activitatii SOD a fost indusa la masculi de CMJ-33 cu 16% (p> 0,05), de
CMT-67 cu 15% (p> 0,05) si de CMG-41 cu 30% (p> 0,05), pe cand la femele acesti compusi au
determinat cresterea neveridica a activitatii CAT — cu 11% (p> 0,05) de catre CMJ-33 si TIA-160, pe
cand TIA-123 cu 16% (p> 0,05).

Tendinte de amplificare a activitatii ambelor enzime au fost produse de citre MG-22 atét la
masculi, cat si la femele si de TIA-160 la masculi. MG-22 a indus tendinte de majorare a
enzimoactivitatii SOD cu 25% la masculi si totodata s-a micsorat cu 4% la femele, iar a activitatii
CAT —cu 12% la masculi si 17% la femele (p> 0,05, in toate cazurile). TIA-160 a crescut activitatea
SOD la masculi cu 14% (p> 0,05) si a CAT cu 29%, (p< 0,01).

Putem conchide cd CCT induc diminuarea veridica sau tendinte de diminuare a activitatii SOD
cu exceptia MG-22 si TIA-160 la masculi. Activitatea CAT este majorata mai mult sau mai putin
pronuntat de toti CCT studiati comparativ cu nivelul stabilit la animalele martor. Modificarile atestate
pot demonstra o modulare a activitdtii enzimatice adaptate la cresterea nivelului de MRO (descrisd in
subcapitolul 5.1) cu scopul de a stopa declansarea stresului oxidativ la etapele initiale. in cadrul
actiunii CTT asupra activitatii SOD si CAT nu au fost remarcate diferente semnificative intre ei dictate

de structura chimica, fiind atestate doar unele efecte individuale conditionate de sexul animalelor.
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Tabelul 10. Influenta compusilor coordinativi ai cuprului cu tiosemicarbazone asupra indicilor

generali ai sistemului antioxidant in serul sangvin al sobolanilor sinitosi

Grupurl_le de AAT cu ABTS, TAC, ulc MA. u/c AMA. u/c
studiu pM/L

M | 44582 10R 49,88 9,18;1QR0,96 | 1,66;IQR 0,03 5,54 ; IQR 0,47

Martor 100% 100% 100% 100%
= 483,72 ; IQR 57,43 11,75 ; IQR 1,06 1,94 ;I1QR 0,01 6,07 ; IQR 0,53

100% 100% 100% 100%

CCT cu benzotiazolici

M 311,49 ; IQR 41,84*** | 10,91 ; IQR 1,45 1,73 ; IQR 0,09 6,35;IQR 0,76

CMA-18 70% 119% 104% 115%
F 438,81;1QR32,26 | 13,70;I1QR1,82 | 1,93;IQR 0,02 7,09 ; IQR 0,93

91% 117% 99,5% 117%
M 455,11 ; IQR 28,91 9,55;IQR 1,13 1,67 ; IQR 0,03 577 ; IQR 0,59

CMD-8 102% 104% 101% 104%
F 430,70 ; IQR 7,92 12,41;1QR 1,13 | 1,94;1QR 0,02 6,35 ; IQR 0,51

89% 106% 100% 105%
M 435,13; IQR 133,46 9,47 ;IQR 1,62 1,68 ; IQR 0,04 572 ;1QR 0,82

MG-22 98% 103% 101% 103%
E 437,70 ; IQR 23,78 11,67 ; IQR 0,81 1,95;1QR 0,01 5,99 ; IQR 0,40

90% 99% 100,5% 99%

CCT cu fenil

M 348,84; IQR 80,10* 10,80 ; IQR 2,07 1,70 ; IQR 0,04 6,39 ; IQR 1,00

CMC-34 78% 118% 102% 115%
E 426,66 ; IQR 25,56 13,49 ; I0R 1,80 1,94 ;I1QR 0,01 6,94 ; IQR 0,96

88% 115% 100% 114%
v | 41750 1QR 48,25 9,76 ;IQR0,88 | 1,68;1QR 0,04 5,83 ; IQR 0,51

CMJ-33 94% 106% 101% 105%
E 436,22 ; IQR 45,73 11,95; IQR 0,64 1,94 ;IQR 0,01 6,17 ; IQR 0,27

90% 102% 100% 102%
M | 429.261QR 27,62 9,48 1QR 1,18 | 1,67;IQR0,05 5,67 ; IQR 0,62

CMT-67 96% 103% 101% 102%
E 438,44 ; IQR 27,42 12,44 ; 10R 1,93 1,94 ;I1QR 0,01 6,43 ; IQR 0,96

91% 106% 100% 106%

CCT cu alil

M 434,38 ; IQR 6,41 9,82;I1QR 1,04 1,68 ; IQR 0,02 5,89 :I1QR 0,52

CMG-41 97% 107% 101% 106%
E 432,17 ; IQR 9,74 12,14 ; IQR 0,82 1,94 ;1QR 0,01 6,26 ; IQR 0,41

89% 103% 100% 103%
M 463,80 ; IQR 27,27 8,99 ;IQR 0,32 1,64 ;1QR 0,01 547 ;1QR 0,21

TIA-123 104% 98% 99% 99%
F 43328 ;1QR 16,58 | 11,28;1QR1,06 | 1,94;IQR 0,01 5,83 ; IQR 0,52

90% 96% 100% 96%
M 451,08 ; IQR 17,77 8,91 ;IQR 0,96 1,65; IQR 0,03 540;I1QR 0,52

TIA-160 101% 97% 99% 97%
F 487,44 :1QR 40,28 | 11,66;I1QR057 | 1,94;IQR0,01 6,04 ; IQR 0,29

101% 99% 100% 99%

Nota: Veridicitatea statisticd comparativa cu lotul-martor: * — p<0,05; ** — p<0,01; ***— p<0,001.

78




Rolul pivotal al glutationului si al enzimelor glutationice in sistemul de protectie antioxidanta
este incontestabil. Analiza rezultatelor studiului actiunii CTT asupra activitatii enzimelor ciclului
glutationic — GPO, GST si GR, in serul sangvin al sobolanilor sanatosi a relevat modificari in raport
cu dinamica indicilor stresului oxidativ si a SOD si CAT (tabelul 12), totusi un numér mai mare de

schimbari sunt statistic veridice.

Tabelul 11. Actiunea compusilor coordinativi ai cuprului, derivati ai tiosemicarbazone, asupra

indicilor ce reflecta capacitatea de neutralizare a radicalilor in serul sagvin al sobolanilor

Grupurile de studiu SOD, u/c Catalaza, pM/L
Martor M 55,36 ; IQR 8,93 ; 100% 18,10 ; IQR 1,9 ; 100%
F 67,28 ; IQR 9,37 ; 100% 17,50 ; IQR 3,41 ; 100%
CCT cu benzotiazolici
CMA-18 M 49,82 ; IQR 9,22 ; 90% 21,40 ;IQR 1,65 ;118% *
F 64,16 ; IQR 8,48 ; 95% 19,60 ; IQR 5,25 ; 112%
CMD-8 M 35,68 ; IQR 9,15 ; 64% ** 22,07 ;IQR 1,92 ; 122% *
F 67,95 ; IQR 4,24 ; 101% 19,30 ; IQR 5,67 ; 110%
MG-22 M 69,15 ; IQR 25,77 ; 125% 20,27 ; IQR 2,33 ; 112%
M 64,38 ; IQR 4,47 ; 116% 20,57 ; IQR 3,83 ; 117%
CCT cu fenil
CMC-34 M 28,71 ; IQR 14,22 ; 52% ** 25,00 ; IQR 3,46 ; 138% *
F 65,05 ; IQR 3,35 ; 97% 19,00 ; IQR 2,36 ; 109%
CMJ-33 M 46,51 ; IQR 21,76 ; 84% 19,37 ; IQR 1,99 ; 107%
F 67,51 ; IQR 8,26 ; 100,3% 19,52 ; IQR 4,13 ; 111%
CMT-67 M 46,86 ; IQR 11,40 ; 85% 19,15; IQR 1,05 ; 106%
F 65,94 ; IQR 4,35 ; 98% 20,87 ; IQR 5,70 ; 119%
CCT cu alil
CMG-41 M 38,79 ; IQR 12,85 ; 70% 22,07 ; IQR 3,90 ; 122%
F 63,71 ; IQR 4,13 ; 95% 18,40 ; IQR 5,67 ; 105%
TIA-123 M 57,63 ; IQR 17,12 ; 104% 24,25 ; IQR 5,56 ; 134% *
F 64,38 ; IQR 6,69 ; 96% 20,27 ; IQR 3,71 ; 116%
TIA-160 M 63,17 ; IQR 11,98 ; 114% 23,42 ; IQR 2,63 ; 129% **
F 63,49 ; IQR 10,93 ; 94% 19,45;1QR 1,95 ;111%

Nota: Veridicitatea statistica fatd de lotul-martor: * — p< 0,05; ** — p<0,01.

Toti CCT studiati au indus cresterea activitdtii GPO la sobolani, in majoritatea cazurilor statistic
semnificativ. La femele majorari concludente, comparativ cu valorile specifice grupului martor, au
fost identificate dupa administrarea CMD-8 (+51%, p< 0,01), MG-22 (+35%, p< 0,05) si CMJ-33
(+35%, p< 0,01), CMG-41 (+42%, p< 0,01), TIA-123 (+48%, p< 0,001), TIA-160 (+39%, p< 0,001),

pe cand la masculi asemenea schimbari au fost produse de CMC-34 (+39%, p< 0,01), MG-22 (+36%,
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p< 0,01), TIA-123 (+36%, p< 0,05) si CMJ-33 (+26%, p< 0,05). In toate celelalte cazuri s-au stabilit
tendinte neveridice de amplificare a activitatii GPO in limitele de la 16% péana la 36%, cu exceptia
TIA-160, care a produs o diminuare neconcludenta de 5%.

Modificari similare, dar de amploare mai mica au fost relevate la evaluarea activitatii G-S-T n
serul sangvin al sobolanilor sanatosi dupa administrarea CCT. O alta deosebire a constat n
manifestarea concludenta a efectului preponderent la masculi.

La analiza rezultatelor obtinute la evaluarea modificarilor nivelului de G-S-T s-a constatat lipsa
modificarilor statistic veridice ale indicatorului (tabelul 12). Au fost atestate tendinte considerabile de
majorare a continutului glutationului total la femele la administrarea TIA-123 (+83%, p< 0,001),
CMC-34 (+83%, p< 0,05) si CMT-67 (+87%), concomitent s-a atestat o crestere veridica la
administrarea CMD-8 (+94%, p< 0,01), TIA-160 (+98%, p< 0,001), moderat la administrarea CMA-
18 si CMG-41 (cate 52%, p< 0,05). La masculi au prevalat tendintele de crestere a continutului de
glutation total, ele fiind inregistrate la grupul benzotiazolice cu (96% - 140%, p< 0,01), pe céand la
grupul fenil s-a evidentiat o majorare veridica la administrarea CMC-34 si CMJ-33 cu (61% - 125%,
p< 0,05), la administrarea TIA-123 (+101%, p< 0,001), CMG-41 (+91%, p< 0,01), TIA-160 (+86%,
p<0,01), fata de lotul-martor (tabelul 13).

Functionalitatea atdt a GPO cat si a G-S-T depinde de disponibilitatea glutationului redus
(GSH), care este regenerat din cel oxidat (GSSG) de catre GR. Toti compusii studiati au avut un
impact minim asupra activitatii acestei enzime, fiind atestate variatii minime, in limitele comparative
cu valorile specifice animalelor din lotul-martor de ambele sexe. Mentinerea la nivel fiziologic a
activitatii GR asigurd regenerarea eficientd a GSSG la GSH ce sustine nivelul sporit de functionare a
GPO si GST.

Activitatea GR a fost semnificativ majorata la masculi de CMA-18 (+41%, p< 0,01), CMD-8
(+22%, p< 0,05), MG-22 (+37%, p< 0,05), CMC-34 (+40%, p< 0,001), CMJ-33 (+25%, p< 0,01), iar
TIA-123 a actionat asupra activitatii enzimei atat la masculi (+50%, p<0,001), cat si la femele (+86%,
p< 0,01). Tn toate celelalte cazuri s-au atestat tendinte nesugestive statistic de majorare a activitatii
enzimei in limitele de la 10% péana la 41% (tabelul 12).

Rezultatele descrise confirma eficienta functionarii mecanismelor glutation-dependente de

mentinere a echilibrului pro-si antioxidant.
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Tabelul 12. Modificarile activitatii enzimelor metabolismului glutationului in serul sangvin de

sobolan la administrarea compusilor coordinativi ai cuprului cu tiosemicarbazone

Grup de studiu GPO, nM/s.L G-S-T, nM/s.L GR, nM/s.L
M 625,22 ; IQR 89,32 89,90 ; IQR 8,4 893,20 ; IQR 156,30
Martor 100% 100% 100%
ar . 560,27 ; IQR 93,37 114,40 ; IQR 11,72 1.045,02 ; IQR 58,06
100% 100% 100%
CCT cu benzotiazolici
M 730,78 ; IQR 170,52 84,36; IQR 14,57 1.259,35 ; IQR 272,40 **
CMA-18 117% 94% 141%
F 763,26 ; IQR 190,82 107,51 ; IQR 10,34 1.393,36 ; IQR 602,90
136% 94% 133%
M 747,02 ; IQR 158,34 96,76 ; IQR 22,01 1.089,65 ; IQR 236,68 *
CMD-8 119% 108% 122%
F 844,46 ; IQR 182,70 ** 122,67 ; IQR 17,23 1.312,97 ; IQR 455,52
151% 107% 126%
M 852,58 ; IQR 109,62 ** 84,74 : IQR 17,77 94% 1.223,65 ; IQR 250,08 *
MG-22 136% 137%
F 755,14 ; IQR 186,76 * 121,30 ; IQR 18,61 1.473,74 ; IQR 361,74
135% 106% 141%
CCT cu fenil
M 868,82 ; IQR 142,09 ** 78,78 ; IQR 9,93 1.250,40 ; IQR 174,15 ***
CMC-34 139% 88% 140%
F 828,22 ; IQR 272,02 118,54 ; IQR 11,72 1.607,72 ; IQR 902,11
148% 104% 154%
M 787,62 ; IQR 146,16 * 81,47 ; IQR 18,60 1.116,45 ; IQR 67,05 **
CMJ-33 126% 91% 125%
F 755,14 ; IQR 150,22 ** 104,75 ; IQR 9,65 1.286,18 ; IQR 535,90
135% 92% 123%
M 730,78 ; IQR 113,68 82,63 ; IQR 19,74 1.170,05 ; IQR 267,98
CMT-67 117% 92% 131%
F 673,94 ; IQR 146,16 115,78 ; IQR 24,12 1.152,20 ; IQR 330,48
120% 101% 110%
CCT cu alil
722,66 ; IQR 194,88 95,07 ; IQR 9,09 106% 1.143,25 ; IQR 326,03
CMG-41 M 116% 128%
) F 795,74 ; IQR 109,62 ** 119,92 ; IQR 8,27 1.384,43 ; IQR 415,33
142% 105% 132%
M 852,58 ; IQR 203,00 * 79,15 ; IQR 19,95 1.339,80 ; IQR 133,95 ***
TIA-123 136% 88% 150%
F 828,22 ; IQR 109,62 *** 119,92 ; IQR 40,66 1.947,13 ; IQR 451,06 **
148% 105% 186%
M 592,74 ; IQR 117,73 82,34 : IQR 18,19 1.179,00 ; IQR 326,00
TIA-160 95% 92% 132%
F 779,50 ; IQR 85,26 *** 119,92 ; IQR 51,00 1.259,38 ; IQR 763,67
139% 105% 120%

Nota: Veridicitatea statistica a diferentelor fatd de lotul-martor: * — p<0,05; ** — p<0,01;

% n< 0,001,

La administrarea tuturor CCT s-a identificat majorarea concludent statistica a continutului total

de grupari tiolice la masculi (tabelul 13). Cresterile au fost importante ca amploare, astfel derivatii
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benzotialozici au determinat majorari de 27-32% (p< 0,001), derivatii fenil — de 26-41% (p< 0,001)
si cei alil — de 31-40% (p< 0,001). La femele toti compusii au indus tendinte neveridice de diminuare
a nivelului total de grupari tiolice (-8-12%, p> 0,05), cu exceptia TIA-160 care a majorat valorile
gruparilor tiolice totale cu 32% (p< 0,001).

Cresterile descrise nu sunt determinate de cresterile corespunzétoare ale gruparilor tiolice libere

totale si/sau ale gruparilor tiolice ale proteinelor, modificarile acestor indici fiind statistic neveridice
(tabelul 13). Analiza rezultatelor evaludrii markerilor respectivi releva, totusi, unele schimbari ce
trebuie considerate ca valoare informativa. Astfel, gruparile tiolice libere totale denotd o tendinta de
majorare la administrarea tuturor CCT benzotiazolici femelelor cu cca 8-13% (p> 0,05), concomitent
majorandu-se si continutul de grupari tiolice libere proteice cu cca 5-15% (p> 0,05). Derivatii fenil ai
CCT induc tendinta de diminuare a valorilor grupdrilor tiolice libere proteice atat la masculi, cat si la
femele (-8-30%, p> 0,05), cu exceptia CMT-67 care a majorat continutul acestor grupari cu 21%
(p> 0,05) si, concomitent, a indus tendinta de crestere a continutului de grupatri tiolice libere cu 14%
(p> 0,05). Derivatii alil ai CCT au manifestat actiune similard cu cea a derivatilor fenil la masculi,
inducéand tendinta de micsorare a gruparilor tiolice libere proteice (-5-17%, p>0,05), pe cand la femele
a fost indusa majorarea lor cu cca +12-32% (p> 0,05), cu exceptia TIA-160 care a determinat
diminuarea acestora cu 27%.

Putem concluziona cd CCT studiati induc modificari in acord ale markerilor individuali ai
sistemului antioxidant care denota o influenta adaptiva orientatd spre potentarea activitatii enzimelor
antioxidante majore, fenomen asociat cu modularea cantittii tiolilor necesari pentru functionarea lor
optimd si mentinerea echilibrului tiol-disulfidic asociat si cu functionalitatea altor biomolecule

esentiale.

5.3. Sinteza impactului actiunii compusilor coordinativi ai cuprului cu tiosemicarbazone
asupra indicilor stresului oxidativ si ai sistemului antioxidant in serul sangvin al sobolanilor
sanatosi

Speciile reactive de oxigen (SRO) si de azot (SRN) sunt indispensabile pentru realizarea a
numeroase procese metabolice si fiziologice celulare, cum ar fi regenerarea membranelor,
semnalizarea celulara, distrugerea compusilor fagocitati, apoptoza etc. [252-253]. Stresul oxidativ se
dezvolta in conditii de dezechilibru intre viteza de productie a speciilor reactive de oxigen/azot si
eficienta mecanismelor antioxidante endogene ce contracareaza efectele SRO si/sau repard daunele

oxidative produse [254].
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Tabelul 13. Modificarile nivelului glutationului total si al gruparilor tiolice in serul sangvin de

sobolan la administrarea compusilor coordinativi ai cuprului cu tiosemicarbazone

. . - . rupe tioli
Grupurile de Glutation total, Grupe tiolice Grupe tiolice G upr?)te(i)n cea
studiu MM/L totale, UM/L libere, uM/L ur:\/llg.pr'(’Jt
M | 29146 1QR 83,01 77,38 ; IQR 6,21 74,38 ;1QR3,94 | 4,47;1QR1,48
Martor 100% 100% 100% 100%
F | 366.71 ;1QR 104,07 80,40 ; IQR 19,18 59,7 ; IQR 14,9 5,88 ; IQR 1,63
100% 100% 100% 100%
CCT cu benzotiazolici
M 614,51; IQR 78,31*** 98,44 ; IQR 9,21*** | 70,24 ;I1QR 8,46 | 4,66;IQR 0,83
CMA-18 211% 127% 94% 104%
F 557,31 ; IQR 106,99 * 70,62 ; IQR 13,36 64,60 ; IQR5,07 | 6,18 ;IQR 5,56
152% 88% 108% 105%
M 699,03; IQR 161,68*** 100,70;IQR 3,39*** | 74,00;IQR 9,41 | 4,28;IQR0,72
CMD-8 240% 130% 99% 96%
F 712,99 ; IQR 117,11 ** 75,13 ; IQR 7,90 64,22 ;1QR 3,39 | 6,78;IQR 1,66
194% 93% 107% 115%
M 571,69; IQR 121,30*** 102,20; IQR 7,71*** | 75,13;1QR3,39 | 4,14;IQR 2,21
MG-22 196% 132% 101% 93%
F 614,51 ; IQR 98,91 *** 77,01 ; 1QR 6,39 67,23;1QR5,07 | 6,61;I1QR0,78
168% 96% 113% 112%
CCT cu fenil
M 470,23 ; IQR 139,05 * 97,31;IQR6,77*** | 73,25;I1QR 4,32 | 4,10; IQR 1,05
CMC-34 161% 126% 98% 92%
F 670,86 ; IQR 187,80* 75,51 ; IQR 11,84 66,86 ; IQR 11,85 | 7,51;IQR 1,34
183% 94% 112% 70%
M 655,62 ; IQR 275,78 * 108,97;IQR 2,41*** | 77,39;I1QR11,5 | 3,92;IQR 1,12
CMI-33 225% 141% 104% 88%
F 600,29 ; IQR 134,79 ** 73,63;1QR 6,76 63,47 ;1QR 4,52 | 5,68;IQR 1,99
164% 92% 106% 97%
M 542,84 ; IQR 265,06 100,32;IQR 3,76*** | 72,50 ; IQR 22,0 3,99;IQR 1,17
CMT-67 186% 130% 97% 89%
F 684,99 ; IQR 187,80** 78,14 ; IQR 5,45 67,98;1QR2,07 | 7,10;IQR 1,19
187% 97% 114% 121%
CCT cu alil
M 557,31 ; IQR 121,76** 108,22 ; IQR 5,27*** | 68,74;I1QR3,01 | 3,76;IQR 0,67
CMG-41 191% 140% 86% 84%
F 557,31 ; IQR 129,08 * 75,13 ; IQR 4,14 65,36; IQR4,51 | 6,61;IQR 2,60
152% 93% 109% 112%
M | 58582 IQR 135,81 ** 102,20; IQR 8,65*** | 80,02;I1QR526 | 3,71;IQR0,63
TIA-123 201% 132% 108% 83%
£ | 670.86;IQR 119,21 *** 78,14 ; IQR 16,55 71,37;1QR 8,27 | 7,75;IQR 0,79
183% 97% 119% 132%
M | 54284 1QR13550 ** 101,45;1QR10,15*** | 71,74;1QR 2,07 | 4,27 ;IQR0,64
TIA-160 186% 131% 96% 95%
£ | 72686 ;IQR 17171 *** 102,20; IQR 8,65*** | 80,02;I1QR5,26 | 3,71;IQR 0,63
198% 132% 108% 63%

Nota: Veridicitatea statistica a diferentelor fatd de lotul-martor: * — p< 0,05; ** — p<0,01;

8% — < 0,001,
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Severitatea leziunilor oxidative este in directa corelare cu nivelul de Specii reactive, care la
randul sau depinde de gradul de implicare a sistemului de protectie antioxidantd. Capacitatea
sistemului antioxidant al organismului, reflectatd in indicatorii sangvini, este direct corelatd cu
continutul de substante antioxidante din ser sau cu activitatea lor, sau cu o combinatie a ambelor [255-
257].

Celulele canceroase se caracterizeaza prin rolul amfipatic al SRO/SRN, care 1n cantitdti scdzute
activeaza in calitate de mesageri secunzi ce propaga dezvoltarea tumorii si pot declansa mecanismele
de metastazare, iar In concentratii mari, specifice stresului oxidativ, pot declansa moartea celulelor
canceroase [258]. Astfel, este evident cd compusii chimici ce stimuleaza producerea SRO/SRN si
ulterior SO 1n celulele canceroase denotd potential terapeutic anticanceros si necesitd a fi studiati si
inclusi in lista de substante ce sunt potentiale medicamente antineoplazice. In acelasi timp,
amplificarea stresului oxidativ in celulele sdnatoase este asociatd cu dereglarea functiilor lor si
fundamenteaza efectele adverse ale numeroaselor medicamente chimioterapeutice, ce scoate in prim
plan necesitatea credrii compusilor chimici cu efecte selective — citotoxice fata de celulele tumorale
si citoprotectoare sau inofensive fata de celulele sanatoase.

Au fost atestate mai multe mecanisme moleculare prin care CCT 1isi exercita actiunea asupra
celulelor canceroase, cum ar fi inducerea apoptozei, modularea ciclului celular si stoparea celulelor in
faza G2/M, supresia exprimarii Bel-XL si Bcel-2 si hiperexpresia caspazei-3 [259], amplificarea
expresiei proteinei supresoare de metastaze — N-myc downstream regulated gene-1 (NDRG1) [260],
chelarea ionilor metalici ca unul din mecanismele efectelor antiproliferative [261] etc. Gutierrez E.
M. si coaut. (2016) au raportat capacitatea CCT de a determina distrugerea celulelor canceroase
(MCF7) datoritd inducerii generarii radicalilor liberi ai oxigenului si deteriorarea membranelor [262].
Totusi, numarul studiilor actiunii CCT asupra celulelor sdnatoase si/sau organismului sandtos sunt
limitate si necesita a fi aprofundate [263-265].

Rezultatele cercetdrii noastre privind influenta compusilor coordinativi ai cuprului, derivati ai
tiosemicarbazonelor asupra parametrilor stresului oxidativ si ai sistemului antioxidant evaluati in vivo
pe animale de laborator sinitoase (Ratta albicans) semnifica in general efecte pozitive, adesea
sinergice, care ofera posibilitatea de a modula statutul redox al organismului.

Analiza sistemica a rezultatelor noastre a remarcant ca cele mai numeroase si pronuntate efecte
asupra markerilor stresului oxidativ/nitrozativ si ai sistemului antioxidant 1-au exercitat derivatii alil
ai CCT. S-a atestat cresterea valorilor balantei pro- si antioxidante (BPA), ce denotd majorarea

nivelului sumar de radicali liberi si peroxizi, deci deplasarea echilibrului spre un statut prooxidant.
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Ambii compusi TIA au determinat atat la masculi, cat si la femele acumularea metabolitilor oxidului
nitric, ce poate induce stresul nitrozativ prin generarea de peroxinitrit. La femele substantele acestui
grup au indus tendinte de majorare a nivelului produsilor stresului oxidativ derivati din peroxidarea
lipidelor (DAM) si oxidarea atipica a proteinelor (PPOA). Concomitent nu s-au intregistrat modificari
ale indicilor ce caracterizeaza la general eficienta raspunsului antioxidant — AAT, TAC, MA si AMA.
Cresterea activitdtii componentei enzimatice a SAO, manifestatd prin sporirea activitatii GPO la
femele de catre toti derivatii alil ai CCT, iar de catre TIA-123 si la masculi, a asigurat neutralizarea
peroxidului de hidrogen si a celor organici. Efect sustinut de TIA-123 atat la femele, cat si la masculi
prin amplificarea activitatii G-S-T. La animalele a 4 loturil (CMG-41 si TIA-123 — masculi, TIA-160
— masculi si femele) activitatea enzimelor glutationice s-a majorat cu cca 31-40% (p< 0,001 in toate
cazurile), inclusiv continutul total de grupari tiolice, concomitent cu tendinta de diminuare a grupelor
tiolice libere si grupelor tiolice proteice, totodatd se atestd o majorare al nivelului glutationului total,
ce atesta un dezechilibru al homeostaziei tiol-disulfidice. Astfel, per total sistemul antioxidant a
manifestat suficientd capacitate de a contracara efectele prooxidante si in final s-au atestat doar
tendinte de crestere a produsilor stresului oxidativ, care au fost mentionate anterior.

Derivatii benzotiazolici ai CCT testati In cercetare au avut un impact mai putin pronuntat asupra
indicilor stresului oxidativ si ai sistemului antioxidant comparativ cu cei fenil. La administrarea CMD-
8 femelelor s-a atestat o diminuare deosebit de mare, semnificativa statistic a BPA asociatd cu
cresterea concludenta a nivelului MRO si cu tendinte de majorare a produsilor stresului oxidativ —
PPOA si DAM. Efectele mentionate au fost contracarate de cresterea semnificativa a activitatii GPO
asociata cu tendinte de modificari de acelasi directie ale activitatii CAT, G-S-T si GR si continutului
de glutation total si grupari tiolice totale. La femele ceilalti CCT nu au produs modificari statistic
semnificative, cu exceptia cresteriit MRO si derivatilor NO la administrarea CMA-18 si a activitatii
GPO la administrarea MG-22. La masculi, toti cei 3 CCT derivati benzotiazolici au produs unele
schimbari ale markerilor analizati. Astfel, CMA-18 a determinat diminuarea capacitatii antiradicalice
concomitent cu cresterea activitatii G-S-T si nivelului de grupe tiolice totale, asociate cu tendinte
neveridice de sporire a statutului prooxidant (cresterea BPA, PPOA si DAM) si a activitatii SAO
(TAC, AMA, CAT, GPO si GR), iar MG-22 a indus cresterea concludenta a derivatilor NO, a
activitatii GPO si GR, precum si a nivelului de grupe tiolice totale. Sumar, toti compusii acestui grup
au amplificat la masculi activitatea GR si nivelul de grupe tiolice totale.

Derivatii fenil ai tiosemicarbazonelor au produs cele mai mici modificari ale indicilor stresului

oxidativ si ai sistemului antioxidant la animalele sdnatoase, dar mai putine veridic comparativ cu
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derivatii benzotiazolici. Doar CMC-34 a produs modificari numeroase la masculi — s-a micsorat
semnificativ activitatea antiradicalica si cea a SOD, ce releva o diminuare importanta a capacitatii de
neutralizare a radicalilor liberi, ce Tn pofida majorarii concludente a activitatii CAT, CPO si GR nu a
contracarat complet efectele SRO/SRN si a determinat tendinte de sporire a PPOA si DAM, a
glutationului total si cresterea nesemnificativa a grupelor tiolice libere. De asemenea, la masculi CMJ-
33 a majorat activitatea GPO si GR si cantitatea grupelor tiolice totale. La femele acest compus a
majorat 2 indici — nivelul MRO si activitatea GPO. CMT-67 a influentat cate un marker la masculi —
grupele tiolice totale, si la femele — DAM, ambii demonstrand majorari.

Literatura de specialitate nu ne ofera suficienta informatie cu privire la proprietatile si efectele
metabolice/biologice ale derivatilor alil si benzotiazolici ai tiosemicarbazonelor. Putinele studii
accesibile in bazele de date relevante atesta practic doar efectele antimicrobiene (Staphylococcus
aureus, Escherichia coli si Pseudomonas aeruginosa), antituberculoase (Mycobacterium
tuberculosis), antifungice (Candida albicans) si antiparazitare (Schistosoma mansoni) ale acestei
grupe de compusi chimici. Totodata, Singh M. si coaut. (2016) au raportat nivelul jos de citotoxicitate
al compusilor cercetati evaluat prin teste de hemoliza [266-269].

Unele studii privind actiunea biologica a derivatilor fenil ai tiosemicarbazonelor au relevat in
studii in vitro potentialul lor antitumoral semnificativ in cazul a diferite tipuri de culturi celulare
tumorale. Kotian A. si coaut. (2021) au raportat cd complexele Co(III), Ni(Il) and Cu(II) ale derivatilor
8-hidroxiquinoline ai p-halo N4-fenil tiosemicarbazonelor manifesta activitate antiproliferativa fata
de linia celulara MCF-7 de cancer mamar [270]. Complexele polimerice de cupru(ll) cu
tiosemicarbazone de 3-metil-5-oxo-1-fenil-3-pirazolin-4-carboxaldehida si 5-oxo-3-fenil-3-pirazolin-
4-carboxaldehidd au un potential citotoxic mai mare fatd de mai multe linii celulare de cancer (HL60,
REH, C6, L929 si B16) In comparatie cu cisplatina, sugerand astfel ca apoptoza ar putea fi un posibil
mecanism de inducere a mortii celulare [271]. Totodata, Lukmantara A.Y. si coaut. au evaluat
impactul comparativ al 2'-benzoilpiridine tiosemicarbazonelor 4-fenil-substituite asupra celulelor
canceroase vs cele sanatoase, au comunicat efectul mai pronuntat asupra celulelor tumorale in vitro
[272]. Soares M. A. si coaut. au relatat lipsa efectului hemolitic al unui sir de 2-acetilpiridin
tiosemicarbazide N*-fenil-substituite in concentratie de pani la 10°M care au fost mai eficiente decat
etoposidul la testarea in culturile celulare de cancer mamar (MCF-7) si gliom (T98G si U87) [273].

Putem concluziona cad CCT cercetati 1n studiul dat exercita efecte moderate sau minore asupra
stresului oxidativ/nitrozativ si sistemului antioxidant, cu predilectie activand enzimele antioxidante

(GPO si GR) si majorand continutul total de grupe tiolice, ce poate fi considerat un raspuns adaptiv
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favorabil al organismului la actiunea CCT. Pentru a detaliza cunostintele privind efectele intime
metabolice ce conditioneaza modificarile sangvine este necesar de a extinde cercetdrile markerilor
analizati in acest capitol in vivo in organe individuale (ficat, rinichi, inima, pulmoni etc.) ale

animalelor sanatoase, precum si in vitro — in culturi de celule normale si canceroase de diferite tipuri.
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b)

CONCLUZII GENERALE

Majoritatea CCT testati exercita citotoxicitate selectiva in functie de doza utilizata (10,0 uM/L

vs 1,0 uM/L) si tipul de celuld — gliom de soboan C6 vs hepatocite normale de sobolan.

Toti CCT au indus scaderea viabilitatii celulelor de glioblastom C6 atat in concentratie de 10,0
uM/L (15-27%), cat si de 1,0 uM/L(3-35%) dupa o incubare de 24 de ore. Proliferarea celulelor
de glioblastom C6 a fost stimulatd de CCT similar cu DOXO la doza de 10 uM/L, iar la doza de
1 uM/L cinci dintre substantele testate (CMA-18, CMC-34, CMT-67, CMG-41 si TIA-160) nu
au indus proliferarea celulara in cultura de gliom. Cumulativ CMA-18, CMC-34, CMT-67 si
CMG-41 au scazut semnificativ viabilitatea, Tn timp ce nu au stimulat proliferarea celulelor

gliomului C6.

In doza de 10,0 uM/L CCT nu au avut un efect semnificativ asupra viabilitatii si proliferirii
celulelor hepatice, iar in concentratie redusa (1,0 uM/L) toti CCT au diminuat statistic
semnificativ viabilitatea hepatocitelor la nivel similar cu cel produs de DOXO, precum si au

micsorat concludent proliferarea lor (25-38%), cu exceptia CMA-18 care a indus procesul.

S-au relevat efecte de amploare redusa ale compusilor coordinativi ai cuprului cu
tiosemicarbazone asupra indicilor hemoleucogramei sobolanilor sandtosi, care au fost
dependente major de sexul animalului de laborator si in masurd mica de tipul compusului
tiosemicarbazonic — benzotiazolic, fenil sau alil. Femelele sanatoase sunt mai sensibile la
actiunea CCT testati comparativ cu masculii, la ele atestindu-se semnificativ mai multe
modificari veridice ale hemoleucogramei. Nu s-au identificat diferente importante in numarul
de efecte produse de compusii unui anumit tip de CCT, cu exceptia impactului asupra markerilor

eritrocitari, care nu au fost semnificativ modificati de feniltiosemicarbazone.

Rezultatele cercetarii influentei compusilor coordinativi ai cuprului cu tiosemicarbazone asupra
parametrilor stresului oxidativ si ai sistemului antioxidant evaluati in vivo pe animale de
laborator sandtoase au relevat in general efecte pozitive, adesea sinergice, care ofera
posibilitatea de modulare a statutului redox al organismului. CCT cercetati au exercitat efecte
moderate sau minore asupra stresului oxidativ/nitrozativ si sistemului antioxidant, cu predilectie
activand enzimele antioxidante (GPO si GR) si majorand continutul total de grupe tiolice, ce

poate fi considerat un raspuns adaptiv favorabil al organismului la actiunea CCT.
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Studiul mecanismelor biochimice de actiune al compusilor coordinativi ai cuprului cu
tiosemicarbazone pentru selectarea celor cu efecte toxice minime nu au identificat deosebiri
semnificative ale efectelor lor, toti CCT exercitand influenta de amploare micd sau moderata

asupra markerilor cercetati.
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RECOMANDARI PRACTICE

Se recomanda aplicarea metodelor optimizate de evaluare a indicilor biochimici in cercetarea
efectelor compusilor chimici sintetici si naturali, potentiale medicamente, deoarece modificarile
propuse au permis de a simplifica procedeul analitic, de a micsora cheltuielile de reactivi
costisitori si timpul de efectuare a analizelor prin procesarea concomitentd a unui numar mare
de probe biologice si de a mari reproductibilitatea si precizia micrometodei de determinare.

Se recomandd extinderea cercetarilor actiunii compusilor coordinativi ai cuprului cu
tiosemicarbazone benzotiazolice, fenil si alil pentru evaluarea:

in vitro a impactului asupra stresului oxidativ si a sistemului antioxidant in culturile celulare de
gliom C6 si hepatocite normale de sobolan, pentru a stabili rolul proceselor in modificarile
viabilitatii si proliferarii stabilite n studiul curent;

in vVivo a actiunii asupra stresului oxidativ si a sistemului antioxidant in creierul si ficatul
animalelor de laborator sdnatoase, precum si in alte organe si tesuturi;

in vivo a actiunii asupra stresului oxidativ si a sistemului antioxidant in glioamele induse in

animalele de laborator sanatoase.
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Anexa 2. Acte de implementare a inventiilor si certificatelor de inovator
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dr. hab. n st. med.,
. ROJNOVEANU
i 2018

rol. uf

ACTL

DE IMPLEMENTARFE A INOVATIE]
(in procesul stiintilico practic)

i Desimtirea ofertel pentru implementare: “PROCEDEU DE DETERMINARE A
METABOLITILOR REACTIVI Al OXIGENULUI™.

2. Autorii: ANDRONACHE Lilia. cerc. st., GUDUMAC Valentin, dr. hab. in 5t, med.,
profuniv., sef

ab.. PANTEA Valeriana, cerc. st.. SARDARI Veronica, cere. st. superior,
SVET Inne, cerc. st

3. Numarul inovatiei: Nr. 3671 din 24 octombric, 2018

4. Unde i cind a fosi implementatd: In laboratorul de Biochimic, USME ,Nicolae
Testemitanu” in perioada 2017 - 2018,

5. Effcacitatea implementirii: Problema pe in

o rezolvil procedeul optimizat propus ¢ons
plificarca metodel. reducerea duratei de timp chiehuit la realizarca metodei, iar pentru
irea performantei analitice - reproductibi

m ii s preeizitalii metodei. procesarea probelar se
efectueazi in conditii de standardizare maxima. in loc de cuve de cuart se folosese microplaci
folometrice obignuile, fapt ce permile procesarea concomitenta a unui numar mare de probe.

6. Obivefii/Propuneri: Avantajul propunerii m
etapelor realizirii analizei Nreslele'v reproductibi
timpului de ¢ i

nfionate constd in standardizarea maximald a

Ati si precizitatii metod

micsorarea
Prezenta inovafie este implementatd conform descrierii in cerere

Sef lab. Biochimie,

Lt errene 5

dr. hab. in st med... prof. univ. alentin GUDUMAC
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Prof. univ.. dr. hab.In st med Ghenadie CUROCICHIN
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L2018

DE IMPLEMENTARE A INOVATIE]
(in procesul stiingifico-practic)

1. Denumirea  ofertei  penira  implementare:  “METODA  DE  APRECIERE A
C 1.

T
ANDRONACH
dr. hab. in 51, med., prof.uni
Valeriana, cere. §i.

3. Nuntarul inovapiel Ne. 5668, din 24 actombrie 2008

4 Unde §i cimd a jost implementati: shoratergl de Biochimie, USMF  Micolae
Testemifanu™ in perioada 2017 - 20018,

5. Eficacitaten implementirii: Problema pe care o rezolvi procedenl optimizal propus consta in
simplificares metodei, reducerea duratei dc imp- chielwit [a realizarca metodei 5i se barcazi pe
metoc sp T ica de aci 1} :pmlm.r’\rn celulare).

6. Ohieefil/Propueri: Avantajul proy constd i dardizares maximald a
etapelor realizirii analizei, cresterea reproductibilitagii si precizithfii metodei. micgorarea impului de
cfectuare a analizei.

SVET| Inna. cerc. st GUDLUMAC Valenti
H\Rl)!\kl\.’\mmw cerc, gb. superior, PANT

Prezenta inovagie este implementard conform descrierii in cerere

Sef lab. Biochimie. el
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Prof. univ., dr, hab.gi. med. e e Ghenadic CUROCICHIN
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Valentin, dr.hab. in st. med. i
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- 3. Numarul inavafiei: Nr. SA69. din 24 octombric 2018

& Unde §i cdnd a fost inpi, az Tn de Biochimie, USME . Nieolae
Testemitany” in perioada 2017 - 2018

5. Eficacitaten implementirii: Problema pe care o rezolvi pracedeul nptimizar propus consia
in simplificarea metodei, reducerca cantititii de reagenti cheltuili b realizarea analizel, duratei de
timp chielwit la realizarea metodei.

6. ObieciProputteri: Procedeu] posedi novtale si pind a marmentul aetuzl in USMF,
Testemifanu” nu s-a aplicat. Avantajul propunes canstd in simplifi I
analitic, micgorarea timpului de efectuare i a costului analizei

icolae

Prezenta inavatie este implementeta confarm descrierii in cerere
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Prof. univ., d. hab.in §t. med. _ji}f'/‘/‘“»u{‘ _ Valentin GUDUMAC
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ACTUL pr. 19

DE IMPLEMENTARE A INOVATIETD
(in procesul gtiingifico—practic)

L Denumirea  ofertei  pentru  implementare:  METODA PENTRU
DETERMINAREA CAPACITATII  ANTIOXIDANTE  TOTALE, MASEl
SUBSTANTELOR ANTIOXIDANTE sl A ACTIVITATI MEDI A
ANTIOXIDANTILOR iN PROBELE BIOLOGICE,,

2. Autorii: TAGADIUC Olga, dr. hab. in st. med.. profuniv., ANDRONACHE Lilia, cere,
st  PANTEA Valeriana, cere. $t., GUDUMAC Valentin, dr. hab, in . med., profuniv., ef.
lab. Sver Inna, cerc, §t., SARDARI Veronica, cere. g1 Superior.

3. Numarul inovatiei Nr.5641. din 26 martieic 2018

4. Unde g cind a fosr implementard: In laboraorul de Biochi
Testemitanu” in perioada 2016 - 2018,

5. Eficacitatea implementirii: Problema pe care o rezolvd procedeul optimizal propus
constd in simplificarea metodei, reducerea cantitafii de reagenfi cheltuili la realizarca anali
duratei de timp chielit la realizarea metodei. Antioxidantii prezen)i in  proba de cercetat
suprim formarca colorajiei intr-un grad proporfional eu concentratiile lor, iar pentru mirirea
performanjei analitice - reproductibilithii si precizitaii metodei,  procesarea probelor se
efectueazi in condifii de standardizare maximd, fapt oo pcn'nilc procesarca concomitentl a unui

ie,USMF | Nicolae

numir mare de probe. 6 ObiectiiProp i: 1 propunerii i consti in
standardizarea maximald a etapelor realizisii ana]un cmtrrv:a reproductibilitai. precizitiii §i
infi ivitdfii metodei, posibil procesirii ¢ a probelor in serie, micgorarea

timpului de efectuare a analizei.
Prezenta inovafie este implementati conform descrierli in cerere

Sef lab. Biochimie,
+ /n% A
Prof. univ., dr. hab.in 5t. med. j jzj“"“’-‘{. - Valentin GUDUMAC

Sef Departament Stiinjd,
Prof. univ., dr. hab.in §1. med. el

— _Ghenadie CUROCICHIN
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Dnei Valeriana Pantea,

cercetator stiintific,
Laboratorul de biochimie,

in semn de apreciere si recunoastere a excelentei
si a performantei in activitatea de cercetare si inovare,
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