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REPERE CONCEPTUALE ALE CERCETARII

Actualitatea si importanta problemei cercetate. Actualmente, bolile oncologice reprezinta o
problema actuald 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 1n tratamentul bolilor neoplazice este toxicitatea ridicata 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].

O atentie deosebita in ultimii ani se acordad bazelor Schiff - compusi chimici importanti care si-
au gasit aplicatii largi in diverse domenii precum chimia anorganicd, analitica si medicala datorita
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 inlocuita cu o grupare imind sau azometina. Grupul lor de compusi contine
electroni, facandu-i candidati ideali pentru dezvoltarea de noi medicamente antitumorale
implementate 1n chimia terapeutica [2, 9, 10]. Dintre substantele organice utilizate ca liganzi, un rol
important 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]. Trebuie de remarcat faptul cd activitatea biologica a
tiosemicarbazonelor in stare liberd este mai putin pronuntatd decat cea a compusilor de coordonare ai
liganzilor cu metalele [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 supramoleculard. 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 libera 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 pe ciclul aromatic [2, 18-23].

Deosebit de valoroase s-au dovedit a fi cercetarile stiintifice privind sinteza dirijata a compusilor
coordinativi ai metalelor 3d, efectuate la Catedra 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 cercetari profunde si detaliate privind influenta acestor compusi asupra
viabilitatii celulare, potentialul 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 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.

S-a efectuat un studiu preclinic experimental in vitro pe anumite sisteme celulare (gliom C6 de
sobolan, hepatocite normale de sobolan) si in vivo 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
autohtone. Pentru realizarea scopului si obiectivelor tezei au fost dezvoltate 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). 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 antitumorala” 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) ,,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); 3)”Produse
noi, inovative cu performante remarcabile in medicinad (biofarmaceuticd). Elucidarea mecanizmelor
moleculare si celulare ale actiunii acestor produse noi si argumentarea folosirii lor la eficientizarea
tratamentului unor patologii” (cifrul 20.80009.5007.10, 2020-2023). Studiul a fost avizat pozitiv de
Comitetul de Etica a Cercetarii a USMF ,,Nicolae Testemitanu” (proces-verbal nr. 73, la nr. 65, din
data de 26.04.2017).

Noutatea stiintificd a cercetarii. S-a cercetat actiunea individuald a diferitor tipuri de CCT
asupra viabilitatii si capacitatii de proliferare in vitro a celulelor canceroase de gliom C6 de sobolan,
care constituie o culturd celularad similara 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 sunt sediul metabolizarii diferitor medicamente si subsecvent tinta actiunii toxice a
substantelor farmaceutice. In ambele cazuri a fost identificati dependenta actiunii de tipul CCT —
benzotiazolici, fenil si alil, si de doza administrata.
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S-au elucidat in vivo, pe animale de laborator sanitoase, efectele CCT autohtone noi asupra
celulelor sangvine (numar si proprietati), sangele fiind implicat in transportul CCT si a metabolitilor
lor, precum si reflecta modificarile metabolice induse de CCT in organe si tesuturi. Schimbarile
produse In hemoleucograma sobolanilor sanatosi au fost selective si in functie de tipul CTT si sexul
animalului de laborator.

Pentru a stabili unele mecanisme de actiune a CCT s-au evaluat in vivo markerii stresului
oxidativ si ai sistemului antioxidant in sangele sobolanilor sanatosi, fiind constanta actiunea
modulatorie a CCT ce poate constitui posibile mecanisme ale actiunii antitumorale a compusilor
testati.

Au fost elaborate procedee optimizate de determinare a actiunii compusilor bioactivi autohtoni.

Aprobarea rezultatelor stiintifice

Rezultatele cercetarii au fost prezentate, discutate si aprobate la mai multe foruri stiintifice
nationale si internationale: a) Zilele Universitatii si Conferintele stiintifice anuale, Probleme
fundamentale ale medicinei. Fiziologia normald si patologica, biochimie, farmacologie si
farmacologie clinica. USMF “Nicolae Testemitanu’’, Chisindau, Moldova, 18-20 octombrie 2017; 15-
19 octombrie 2018; 15-18 octombrie 2019; b) Congresul consacrat aniversarii a 75-a de la fondarea
USMF ,,Nicolae Testemitanu”. Probleme fundementale ale medicinei. Fiziologie, fiziopatologie,
biochimie, farmacologie si medicind de laborator. Chisinau, Moldova, 21-23 octombrie 2020; c)
Conferintele Stiintifice anuale Cecetarea in Biomedicina si Sanatate: Calitate. Excelenta si
Performanta. Probleme fundamentale ale medicinei. Fiziologie, fiziopatologie, biochimie,
farmacologie si medicina de laborator. USMF , Nicolae Testemitanu”, Chisinau, Moldova, 20-22
octombrie 2021; 19-21 octombrie 2022; d) International Chemical Engineering and Materials
Symposium, SICHEM 2020, University Politehnica of Bucharest, Romania, 17-18 september 2020; e)
8th International Medical Congress for Students and Young Doctors MedEspera, USMF “Nicolae
Testemitanu”, Chisinau, Moldova, 24-26 septembrie 2020; f) 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; g) Simpozion Stiintific National cu participare
Internationala: Biotehnologii Moderne - solutii pentru provocarile lumii contemporane, Chisinau,
Moldova, 20-21 mai 2021; h) 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; i) 4th International European Conference on
Interdisciplinary Scientific Researches, Institute of Economic Development and Social Researches,
Warsaw, Poland, august 8-9, 2021; j) 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; k) 5th edition International Scientific
Conferenceon Microbial Biotechnology, Chisinau, Moldova, 1213 october, 2022; I) 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; m) The 47th FEBS Congress ,,Together in bioscience for a better future™, Tours,
France, 8-12 July 2023.



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 in revista internationala recenzate, 2 articole in reviste din Registrul
National al revistelor de profil, categoria B, inclusiv 1 articol iIn Moldovan Journal of Health Sciences
(Revista de Stiinte ale Sanatatii din Moldova) si 14 rezumate in lucrarile conferintelor si congreselor
stiintifice nationale si internationale. Au fost obtinute 3 brevet de inventii si 5 certificate de inovator.

Cuvinte cheie: compusi coordinativi locali ai cuprului cu tiosemicarbazone, viabilitate,
proliferare, citotoxicitate, stres oxidativ, sistem antioxidant.

1. MECANISMELE DE ACTIUNE A COMPUSILOR COORDINATIVI LOCALI AI
CUPRULUI CU TIOSEMICARBAZONE

Capitolul | prezinta o sinteza a literaturii de specialitate, avand drept scop evidentierea acelor
aspecte, care reflectd actualitatea cercetarii efectuate. In subcapitolul | este descris impactul utilizarii
compusilor coordinativi ai cuprului cu tiosemicarbazone asupra stresului oxidativ si sistemului
antioxidant, precum majorarea SRO poate fi utilizata ca o cale potentiala pentru distrugerea celulelor
canceroase, prin urmare, elaborarea unor noi molecule cu proprietati antioxidante care pot inhiba
proliferarea celulelor canceroase, reprezinta o problema de mare actualitate. 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. In subcapitolul 2 sunt relevate aplicatiile
multifunctionale bazate pe moartea celulara indusd de cupru.

2. MATERIALE SI METODE DE CERCETARE A MARKERILOR BIOCHIMICI iN
STUDIUL PRECLINIC EXPERIMENTAL AL COMPUSILOR CORDINATIVI
AUTOHTONI Al CUPRULUI CU TIOSEMICARBAZONE
In perioada 2018-2022 in cadrul Laboratorului Biochimie si Catedrei de biochimie si biochimie

clinica a Universitatii de Stat de Medicind si Farmacie ,,Nicolae Testemitanu” a fost realizatd o
cercetare de tip preclinic experimental a compusilor biologic activi autohtoni in vivo pe animale de
laborator si in vitro pe culturi celulare conform principiilor contemporane in standardizarea biologica
a experientelor.

Tabelul 1. Compusii coordinativi ai cuprului cu tiosemicarbazone autohtoni studiati
Compusii coordinativi ai cuprului cu tiosemicarbazone benzotiazolice
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
Compusii coordinativi ai cuprului cu fenil-tiosemicarbazone
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
Compusii coordinativi ai cuprului cu aliltiosemicarbazone
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




Compusii luati in cercetare. In studiu au fost luati compusii coordinativi ai cuprului autohtoni
noi (tabelul 1). Compusii biologic activi autohtoni - bazele Schiff noi cu liganzi chelanti si
macrociclici, combinatia lor cu metale 3d, au fost sintetizati la Catedra Chimie Anorganica si Fizica
de la Universitatea de Stat din Moldova sub conducerea prof. universitar, acad. Aurelian Gulea [24].
Pentru sinteza compusilor chimici testati au fost utilizati reagenti de puritate inaltd de la compania
»Sigma-Aldrich”.

Desing-ul general a cercetirii

Rezumatul design-ul studiului este reflectat in figura 1. Studiul efectelor biologice ale CCT s-a
efectuat in 2 modele experimentale: a) in vitro pe culturd de hepatocite obtinute din ficaul sobolanilor
sanatosi si pe culturi celulare de gliom standartizate C6 de sobolan (ref-CCL-107); b) in vivo pe
animale de laborator (Ratta albicans).

| Evaluarea citotoxicititii CCT in vitro | | Evaluarea efectelor metabolice ale CCT in vivo |
! !
Cultivarea culturii celulare | Animale de laborator - Ratta albicans |
Celule de gliom Celule de hepatocite
C6 de sobolan (Ratta Albicanis) l
| | | Administrarea CCT |
Testarea CCT ! |
Gliom C6 cu Hepatocite cu adaugarea Determinarea Determinarea
adiugarea CCT CCT hemoleucogramei indicilor
Incubarea in incubator cu CO; timp de 24 de biochimici in
ore la37°C sange
!
| Evaluarea viabilititii si proliferarii celulare |
! !

| Evaluarea statistica a rezultatelor |

Figura 1. Design-ul studiului

Evaluarea viabilitatii si proliferarii celulare in culturile celulare de hepatocite si gliom C6 a
fost realizata prin testul MTT si cu resazurina.

Metode de investigare ale indicilor biochimici. Toate procedeele de determinare a activitatii
enzimelor si a continutului de substante au fost executate dupa tehnici adaptate pentru aplicarea la
spectrofotometrul cu microplaci Synergy H1 (Hydrid Reader) (BioTek Instruments, SUA) si
spectrofotometrul Power Wave HT (BioTek Instruments, SUA). Au fost evaluati:

a) Indicii stresului oxidativ: metabolitii reactivi ai oxigenului, balanta pro-oxidanti-antioxidanta,
produsi proteici de oxidare avansata, dialdehida malonica, metabolitii oxidului nitric.

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

C) Indicii metabolismului glutationic si tiol-disulfidic: glutationperoxidaza, glutation-S-transferaza,
glutation reductaza, glutationul total, homeostaza tiol-disulfidica (SH-grupe tiolice totale si SH-
grupe tiolice libere si SH-grupadri tiolice ale proteinelor).

Analiza statistica a rezultatelor s-a efectuat utilizdnd pachetul software SPSS (Statistical
Package for the Social Sciences), versiunea 23.0. Datele experimentelor realizate in vitro au fost
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prezentate prin media aritmetica + deviatia standard; a celor in vivo prin mediana si abaterea
intercuartila (IQR). S-au aplicat testul lui Levene si Kruskal-Wallis cu pragul de semnificatie p <0,
05. S-a aplicat testarea post-hoc pentru comparatia multipla - Games-Hovell dupa One-Way Anova.
Gradul de corelatie dintre doud variabile a fost estimat prin prisma coeficientul al rangurilor p
Spearman.

3. EVALUAREA ACTIUNII COMPUSILOR COORDINATIVI AI CUPRULUI CU
TIOSEMICARBAZONE IN VITRO

3.1. Evaluarea potentialului citotoxic al CCT in vitro in cultura de celulele de gliom C6
de sobolan

Testele cu MTT si resazurind 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 (resazurina) celulelor in vitro.

Analiza rezultatelor testului MTT a evidentiat o diminuare semnificativa statistic (p< 0,001) a
viabilitatii celulelor la administrarea compusului de referinta — DOXO, atat in doza de 10,0 pM/L (-
14%), cat si de 1,0 uM/L (-25%) comparativ cu martorul.

Administrate in doza de 10,0 uM/L au 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 2). 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 aceasta doza
n-a influentat viabilitatea celulelor de gliom Cé.

120,00
100,00 —_— —
80,00 e
60,00

40,00
20,00

control Doxo | CMA-18 | CMD-8 | MG-22 | CMC-34 | CMJ-33 | CMT-67 | CMG-41 | TIA-123 | TIA-160
H10,0 pM/L| 106,01 85,29 72,71 82,72 103,91 84,76 86,95 85,97 85,66 103,40 112,65
H1,0 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 2. 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.

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
proliferarii celulelor de gliom au fost atestate cand celulele au fost tratate in ambele doze cu
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preparatele CMA-18 cu (+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 10,0 uM/L se atesti o
proliferare cu 13,8%, p< 0,001, iar in doza de 1,0 uM/L 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 nesemnificativ 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) (figura 3).

140,00
120,00
100,00
80,00
60,00
40,00
20,00

**k*k

*k*k

control Doxo |CMA-18| CMD-8 | MG-22 | CMC-34 | CMJ-33 [ CMT-67 | CMG-41 | TIA-123 | TIA-160
310,0 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 3. 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 comparative cu lotul-martor: ** —p<0,01; *** — p< 0,001.

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

Luand in considerare rolul ficatului in detoxifierea compusilor endo- si exogeni, inclusiv a
medicamentelor, organul este o tintd primara a actiunii toxice a substantelor medicamentoase, n
special a celor utilizate Tn chimioterapie. Pornind de la aceste premise am realizat studiul efectelor
albicans).

Rezultatele testului MTT au estimat ca celulele hepatice tratate cu CCT au avut viabilitate relativ
ridicatd, indicand o citotoxicitate scazuta a compusilor testati (figura 4).

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 cd 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
(11,0, p< 0,01), in timp ce alti CCT au redus nesemnificativ viabilitatea hepatocitelor cu 5% - 11%,
(p> 0,05). In rezultatul cercetirilor se poate concluziona ci CCT la o concentratie de 10,0 uM/L nu
au manifestat un efect toxic asupra celulelor hepatice, care si-au pastrat in mare masura viabilitatea,
posibil datoritd functiilor metabolice pastrate.
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La administrarea CCT 1n doza de 1,0 pM/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 veridic 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.

120,00
100,00
80,00
60,00
40,00
20,00

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

B100pM/L| 9938 | 8932 | 8787 | 8863 | 928 | 9334 | 9260 | 8688 | 9459 | 9169 | 8844

B1,0pM/L | 9938 | 7654 | 7706 | 7585 | 8062 | 8392 | 7846 | 8189 | 8497 | 7813 | 7426

Figura 4. Rezultatele evaluirii viabilititii 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.

Rezultatele testului cu resazurind au relevat ca proliferarea in perioada de incubare a culturii
martor a hepatocitelor a constituit de 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 5).

Testul cu resazurind a influentei CCT in doza de 1,0 uM/L asupra proliferarii culturii de
hepatocite a atestat o crestere nesemnificativ statistic indusa de DOXO (+2%, p> 0,05) si o scadere
nesemnificativa statisticd a MG-22 (4%, p> 0,05). O crestere veridic statistica ale proliferarii culturii
de hepatocite au fost atestate atunci cand hepatocitele au fost tratate cu CMA-18 (+20%, p< 0,05), in
timp ce s-a inregistrat o scadere statistic semnificativa cu 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).

In rezultatul cercetarilor se poate concluziona ci compusii testati in doza de 1,0 uM/L exercita
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
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TIA-123 nu afecteaza viabilitatea si proliferarea celulelor hepatice normale, iar CMA-18 stimuleaza
proliferarea lor fard a influenta viabilitatea.

180,00
160,00 xHx
140,00
120,00
100,00
80,00
60,00
40,00
20,00

control Doxo |CMA-18 | CMD-8 | MG-22 | CMC-34 | CMJ-33 | CMT-67 [ CMG-41 | TIA-123 | TIA-160
=10,0 pM/L | 112,99 140,59 156,26 111,67 135,50 95,29 95,65 105,26 114,01 95,94 102,12
B1,0 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 5. Proliferarea hepatocitelor sub influenta CCT la 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.

4. INFLUENTA COMPUSILOR COORDINATIVI Al CUPRULUI CU TIOSEMICARBAZONE
ASUPRA INDICILOR HEMOLEUCOGRAMEI SOBOLANILOR SANATOSI IN VIVO
4.1. Evaluarea impactului compusilor coordinativi ai cuprului cu tiosemicarbazone
asupra indicilor hemoleucogramei sobolanilor in vivo

S-a constat ca 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 s-au atestat la animalele ambelor sexe doar tendinte
neveridice de diminuare a continutului total de hemoglobina de diferita amploare (-11-5%). La fel nu
a fost modificatd concentratia medie eritrocitarda a hemoglobinei (MCH), dar s-a atestat cresterea
continutului de hemoglobina 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 a MG-22 la masculi (-4%, p< 0,01).

Cu exceptia CMD-8 la femele (-7%, p< 0,05) CCT testati nu au influentat volumul mediul al
eritrocitelor, MCV variind in 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
st RDW-CV. La femele, a fost concludent 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).
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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).

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

La masculi s-au inregistrat modificari concludente ale 3 indicatori eritrocitari — HGB, MCHC si
RDW. CMC-34 modifica 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, -2% de catre CMJ-34 si cu -3% de catre CMT-67
(p< 0,05 Tn toate cazurile), RDW a fost modulat cu 1-3% (p< 0,05) de CMJ-33 si CMT-67.

Compusii coordinativi ai cuprului cu aliltiosemicarbazone au manifestat impact important
asupra indicilor hemoleucogramei la sobolanii sandtosi de ambele sexe, fiind influentati atat markerii
eritrocitari, cat si cei leucocitari si plachetari.

La femele, 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).

Administrarea TIA-123 femelelor a produs schimbari practic a 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).

TIA-160 a manifestat actiune apropiata celei determinate de TIA-123 la femele. S-au modificat
indicatorii tuturor liniilor celulare sangvine — eritrocitare, leucocitare si trombocitare, dar cu diferita
amploare si semnificatie. S-au majorat veridic numarul de eritrocite (+3%, p< 0,01), hematocritul
(+16%, p< 0,001) si cantitatea totald de hemoglobina (+2%, p< 0,001), iar RDW-CV s-a micsorat cu
12% (p< 0,001). La fel, s-au 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
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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).

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).

4.2. Analiza comparativi a influentei compusilor coordinativi ai cuprului cu
tiosemicarbazone asupra indicilor hemoleucogramei sobolanilor in vivo
Analizand comparativ la femele si masculi modificarile identificate ale markerilor seriei
eritrocitare putem conchide ca femelele sdndtoase sunt mai sensibile la actiunea CCT testati fata de
masculi. 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 secundate de
tiosemicarbazonele benzotiazolice, cu efecte deosebit de numeroase ale MG-22. Cele mai putine
modificari au fost produse de feniltiosemicarbazone, fara deosebiri intre compusii individuali.
Analiza comparativa a actiunii compusilor coordinativi ai cuprului cu feniltiosemicarbazone la
femelele si masculii sanatosi, intacti a relevat dependenta de sexul animalelor, atestandu-se efecte
numeroase la femele si un numar redus la masculi. Totodata, nu s-au identificat diferente importante
in numarul de efecte produse de compusii unui anumit tip de CCT.
Putem concluziona cd toti CCT cercetati exercita un numdr similar de actiuni asupra indicilor
trombocitari, fara diferente dictate de tipul CCT — benzotiazolice, fenil sau alil.
Per general, studiul a relevat un impact mai mare a CCT asupra indicilor hemoleucogramei la
femele, precum si un numar putin mai mic de efecte ale compusilor feniltiosemicarbazonice.

5. INFLUENTA COMPUSILOR COORDINATIVI AI CUPRULUI CU
TIOSEMICARBAZONE ASUPRA INDICILOR STRESULUI OXIDATIV SI AI
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-a evaluat
capacitatea de a induce SO si acumularea produsilor lui. Analiza rezultatelor obtinute s-a efectuat
ludnd n considerare grupul CCT (benzotiazolice, fenil si alil), precum si sexul animalelor de laborator.

Derivatii benzotiazolice ai CCT nu au exercitat actiune prooxidantd, cu exceptia inducerii
amplificariit MRO de catre CMA-18 (+83%, p< 0,01) si CMD-8 (+21%, p< 0,01) 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 tendintd neconcludenta de crestere a DAM (+30%, p> 0,05)
si 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 2).
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Tabelul 2. 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 arbitrare PPOA, DAM,
studiu masculi hydropoxide, uM/L uM/L uM/L
M | 450,30 ; IQR 124,43 | 103,69 ; IQR 13,10 29,25 ; IQR 9,29 6,96 ; IQR 1,89
100% 100% 100% 100%
Martor F | 276,50 ; IQR 29,63 98,83 ; IOR 2,35 33,67 ; IQR 8,67 7,85 IOR 1,49
100% 100% 100% 100%
CCT benzotiazolici
M | 604,35 IQR 231,08 | 105,39 ; IQR 28,94 38,90 IQR 23,34 | 7,71; IQR 3,08
134% 102% 133% 111%
CMA-18 |"F | 505,60; IQR150,1* | 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
97% 98% 126% 122%
CMD -8 F | 33575:1QR51,35* | 76,33 IQR 6,40 *** 40,60 ; 1QR 6,15 9,54 : IQR 2,34
121% 7% 121% 121%
M | 438,45 ; IQR 88,88 147,81; QR33,89 37,77 ; IQR 34,66 6,36 ; IQR 1,89
79% 142% 129% 91%
MG - 22 F | 363,40 IQR 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 1295 | 37,39 ; IQR1138 7,79 IQR 2,49
oMC - 34 118% 95% 128% 112%
F | 347,60; IQR37,5** | 81,57 ; IQR 27,16 36,10 ; IQR 5,21 9,24; IQR 1,99
126% 82% 107% 118%
M | 48585 IQR 106,65 | 120,63 ; IQR 86,01 37,39;IQR 654 | 7,10; IQR 3,43
OMJ - 33 108% 116% 128% 102%
F | 343,65 ; IQR 33,58 196,441QR 25,7 *** | 38,03 ; IQR 2,81 9,04 IQR 2,34
124% 199% 113% 115%
M | 438,45 ; IQR 77,03 111,25 ; IQR 16,98 33,10 ; IQR 4,52 9,68 IQR 3,93
97% 107% 113% 139%
CMT-67  F131600; IQR7308 | 114,09; IQR19,05 |37,70; IQR5.2 10,73; IQR 1,3 **
113% 115% 112% 136%
CCT cu alil
M | 48585 IQR 124,43 | 132,52 ; IQR 53,10 33,50 ; IQR 7,37 6,92 IQR 1,79
108% 128% 114% 99%
CMG-41  "E™17323,90 ; IQR 37,53 118,03; IQR 12,6 ** | 39,03 ; IQR 6,51 9,44 1QR 1,25
117% 119% 116% 120%
M | 426,60 IQR 100,73 | 135,73 ;IQR 26,7 * | 27,40 ; IQR 3,90 6,12 IQR 1,00
95% 131% 94% 88%
TIA-123  FE17221.20; IOR 15,80 111,68 ; IQR 19,88 40,01;IQR3,00 | 8,05; QR 1,64
80% 113% 119% 102%
M | 474,00 ; IQR 82,95 138,13 IQR 14,9 * | 32,98 ; IQR 10,8 7,85 IQR 2,02
1A 160 105% 133% 113% 113%
F | 248,85 ; IQR 57,28 130,22 ; IQR 41,15 3530;IQR593 | 9,54 IQR 1,94
90% 132% 105% 121%

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

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.
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Compusul CMJ-33 a amplificat semnificativ MRO (+24%, p> 0,05) inducand 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
semnificativ statistica a indicilui la femele urmare a administrariit 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 atestata 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. TIA-123 a indus
tendinte de micsorare a tuturor markerilor - MRO (-5%), DAM (-12%) si PPOA (-6%) s iar TIA-160
— de amplificare - MRO (+5%), DAM si PPOA cu 13%.

5.2. Evaluarea actiunii compusilor coordinativi ai cuprului cu tiosemicarbazone asupra
indicilor sistemului antioxidant in serul sangvin al sobolanilor sanatosi

Analiza influentei exercitate de compusii coordinativi ai cuprului derivati ai tiosemicarbazonei
asupra indicilor generali ai sistemului antioxidant in serul sangvin al sobolanilor sdnatosi a relevat
lipsa unor influente majore (tabelul 3). S-au identificat doar doud 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) a 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% (tabelul 3).

Nu au fost atestate modificari semnificative statistic sau tendinte de modificari ce merita a fi
luate Tn vedere ale masei substantelor antioxidante la administrarea tuturor CCT, a capacittii
antioxidante totale si activititii 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.

Analiza rezultatelor obtinute la evaluarea activitatii SOD si a CAT a relevat modificari de diferita
amploare si directie la administrarea CCT, doar un numadr redus din ele fiind statistic semnificative
(tabelul 4).

S-a atestat la administrarea masculilor a CMD-8 diminuarea veridica a activitatii SOD (-36%,
p< 0,01) si cresterea concomitenta a activitdtii CAT (+22%, p< 0,05) si la administrarea a CMC-34,
respectiv, a SOD cu 48% (p< 0,01) si CAT cu 38% (p< 0,05), pe cand CMA-18 si TIA-123 nu au
modificat activitatea 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
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determinat cresterea neveridica a activitatii CAT — cu 11% (p> 0,05) CMJ-33 si TIA-160 si cu 16%
(p> 0,05) TIA-123.

Tabelul 3. Influenta compusilor coordinativi ai cuprului cu tiosemicarbazone asupra indicilor

generali ai sistemului antioxidant in serul sangvin al sobolanilor sinitosi

Grupurile de
studiu AAT cu ABTS, uM/L TAC, u/c MA, u/c AMA, u/c
M 445,82 ; IQR 49,88 9,18 ; IQR 0,96 1,66 ; IQR 0,03 5,54 ; 1IQR 0,47 100%
Martor 100% 100% 100%
F 483,72 ; IQR 57,43 11,75; 1IQR 1,06 1,94 ;1QR 0,01 6,07 ; IQR 0,53
100% 100% 100% 100%
CCT benzotiazolici
M 311,49 ; IQR 41,84*** 10,91 ;1IQR 1,45 1,73 ; IQR 0,09 6,35; IQR 0,76
CMA-18 70% 119% 104% 115%
F 438,81 ; IQR 32,26 13,70 ; IQR 1,82 1,93; IQR 0,02 7,09 ; IQR 0,93
91% 117% 99,5% 117%
M 455,11 ; IQR 28,91 9,55;I1QR 1,13 1,67 ; IQR 0,03 577 ; 1QR 0,59
CMD-8 102% 104% 101% 104%
F 430,70 ; IQR 7,92 12,41 ;1QR 1,13 1,94 ; IQR 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 5,72 ; 1QR 0,82
MG-22 98% 103% 101% 103%
F 437,70 ; IQR 23,78 11,67 ; IQR 0,81 1,95;IQR 0,01 5,99 ;1QR 0,40
90% 99% 100,5% 99%
CCT cu fenil
CMC-34 M 348,84; IQR 80,10* 10,80 ; IQR 2,07 1,70 ; IQR 0,04 6,39 ; IQR 1,00
78% 118% 102% 115%
F 426,66 ; IQR 25,56 13,49 ; IQR 1,80 1,94 ; IQR 0,01 6,94 ; IQR 0,96
88% 115% 100% 114%
CMJ-33 M 417,50 ; IQR 48,25 9,76 ; IQR 0,88 1,68; IQR 0,04 5,83;I1QR 0,51
94% 106% 101% 105%
F 436,22 ; IQR 45,73 11,95; IQR 0,64 1,94 ;I1QR 0,01 6,17 ; IQR 0,27
90% 102% 100% 102%
CMT-67 M 429,26 ; IQR 27,62 9,48 ;I1QR 1,18 1,67 ; IQR 0,05 5,67 ; IQR 0,62
96% 103% 101% 102%
F 438,44 ; 1QR 27,42 12,44 ; 1QR 1,93 1,94 ;1QR 0,01 6,43 ; IQR 0,96
91% 106% 100% 106%
CCT cu alil
CMG-41 M 434,38 ; IQR 6,41 9,82:I1QR 1,04 1,68 ; IQR 0,02 5,89 : IQR 0,52
97% 107% 101% 106%
F 432,17 ; 1IQR 9,74 12,14 ; 1QR 0,82 1,94 ;1QR 0,01 6,26 ; IQR 0,41
89% 103% 100% 103%
TIA-123 M 463,80 ; IQR 27,27 8,99 ; IQR 0,32 1,64 ; 1QR 0,01 547 ;1QR 0,21
104% 98% 99% 99%
F 433,28 ; IQR 16,58 11,28 ; IQR 1,06 1,94 ;I1QR 0,01 5,83;I1QR 0,52
90% 96% 100% 96%
TIA-160 M 451,08 ; IQR 17,77 8,91; IQR 0,96 1,65; IQR 0,03 5,40 ; IQR 0,52
101% 97% 99% 97%
F 487,44 ; 1QR 40,28 11,66 ; IQR 0,57 1,94 ;I1QR 0,01 6,04 ; IQR 0,29
101% 99% 100% 99%

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

17




Tendinte de amplificare a activitatii ambelor enzime au fost produse de catre MG-22 atét la
masculi, cat si la femele si de TIA-160 la masculi. MG-22 a indus tendinte de majorare a SOD cu 25%
la masculi si cu 16% la femele, iar a activitatii CAT — cu 12% la masculi si 17% la femele (p> 0,05,
n toate cazurile). TIA-160 a crescut activitatea SOD la masculi cu 14%, (p> 0,05) si a CAT cu 29%,
(p< 0,01).

Tabelul 4. Actiunea compusilor coordinativi ai cuprului derivati ai tiosemicarbazone asupra

indicilor ce reflectd capacitatea de neutralizare a radicalilor in serul sagvin de sobolani

Grupurile de studiu SOD, u/c Catalaza, uM/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;1QR 1,92 ; 122% *
F 67,95; 1QR 4,24 ; 101% 19,30 ; IQR 5,67 ; 110%
MG-22 M 69,15 ; IQR 25,77 ; 125% 20,27 ;1IQR 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 ;1IQR 1,99 ; 107%
F 67,51 ; IQR 8,26 ; 100,3% 19,52 ;1QR 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 ; 1IQR 3,90 ; 122%
F 63,71 ; 1QR 4,13 ; 95% 18,40 ; IQR 5,67 ; 105%
TIA-123 M 57,63 ;1IQR 17,12 ; 104% 24,25 ;1QR 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 ; 1IQR 2,63 ; 129% **
F 63,49 ; IQR 10,93 ; 94% 19,45;1QR 1,95 ; 111%

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

Putem conchide ca 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 0 modulare a activitatii enzimatice adaptate la cresterea nivelului de MRO (descrisa 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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5.3. Sinteza impactului actiunii compusilor coordinativi ai cuprului cu tiosemicarbazone
asupra indicilor stresului oxidativ si sistemului antioxidant ai serului sangvin al sobolanilor

sanatosi

Evaluarea markerilor individuali ai SAO ne permite de a identifica actiunea compusilor studiati
asupra diferitor verigi ale protectiei antioxidante.
Tabelul 5. Modificarile in serul sangvin de sobolan ale nivelului glutationului total si ai

gruparilor tiolice la administrarea compusilor coordinativi ai cuprului cu tiosemicarbazone

Grupurile de Glutation total, Grupe tiolice totale, Grupe tiolice Grupprg;[:i)rilce a
studiu uM/L uM/L libere, uM/L UM/g.prot
Martor M | 291,46 ; IQR 83,01 77,38 IQR 6,21 7438:I1QR3,94 | 4,47:I1QR1,48
100% 100% 100% 100%
F | 366,71 ; IQR 104,07 80,40 ; IQR 19,18 59,7 ; IQR 14,9 5,88 ; IQR 1,63
100% 100% 100% 100%
CCT benzotiazolici
CMA-18 M 614,51; IQR 78,31*** 98,44 ; IQR 9,21*** 70,24 ; IQR 8,46 4,66 ; IQR 0,83
211% 127% 94% 104%
F 557,31 ; IQR 106,99* 70,62 ; IQR 13,36 64,60 ; IQR 5,07 6,18 ; IQR 5,56
152% 88% 108% 105%
CMD-8 M 699,03; IQR 161,68*** 100,70;1QR 3,39*** 74,00 ; IQR 9,41 4,28 ;1QR 0,72
240% 130% 99% 96%
F 712,99 ; IQR 117,11 ** 75,13 ; IQR 7,90 64,22 ; IQR 3,39 6,78 ; IQR 1,66
194% 93% 107% 115%
MG-22 M 571,69; IQR 121,30*** 102,20; IQR 7,71*** 75,13 ; IQR 3,39 4,14 ;1QR 2,21
196% 132% 101% 93%
F 614,51 ; IQR 98,91 *** 77,01 ; IQR 6,39 67,23 ; IQR 5,07 6,61; IQR 0,78
168% 96% 113% 112%
CCT cu fenil
CMC-34 M 470,23 ; IQR 139,05 * 97,31 ; IQR 6,77*** 73,25 ; IQR 4,32 4,10; IQR 1,05
161% 126% 98% 92%
F 670,86 ; IQR 187,80* 75,51 ;1QR 11,84 66,86 ; IQR 11,85 7,51;10QR 1,34
183% 94% 112% 70%
CMJ-33 M 655,62 ; IQR 275,78 * 108,97;1QR 2,41*** 77,39 ;IQR 11,5 3,92;1QR 1,12
225% 141% 104% 88%
F 600,29 ; IQR 134,79 ** 73,63 ; IQR 6,76 63,47 ; IQR 4,52 5,68 ; IQR 1,99
164% 92% 106% 97%
CMT-67 M 542,84 ; 1QR 265,06 100,32;1QR 3,76*** 72,50 ; 1QR 22,0 3,99;IQR 1,17
186% 130% 97% 89%
F 684,99 ; IQR 187,80** 78,14 ; IQR 5,45 67,98 ; IQR 2,07 7,10 ; IQR 1,19
187% 97% 114% 121%
CCT cu alil
CMG-41 M 557,31 ; IQR 121,76** 108,22 ; IQR 5,3*** 68,74 ; IQR 3,01 3,76 ; IQR 0,67
191% 140% 86% 84%
F 557,31 ; IQR 129,08 * 75,13 ;IQR 4,14 65,36 ; IQR 4,51 6,61 ; IQR 2,60
152% 93% 109% 112%
TIA-123 M 585,82; IQR 135,81 *** 102,20; IQR 8,65*** 80,02 ; IQR 5,26 3,71;1QR 0,63
201% 132% 108% 83%
F 670,86 ; IQR 119,21 *** 78,14 ; IQR 16,55 71,37 ; IQR 8,27 7,75; 1QR 0,79
183% 97% 119% 132%
TIA-160 M 542,84 ; IQR 135,59 ** 101,45;1QR10,15*** 71,74 ; 1QR 2,07 4,27 ;1QR 0,64
186% 131% 96% 95%
F | 726,86 ; IQR 171,71 *** 102,20; IQR 8,65*** 80,02 ; IQR 5,26 3,71;1QR 0,63
198% 132% 108% 63%

Nota: Veridicitatea statistica a diferentelor fata de lotul-martor: * — p< 0,05; ** — p< 0,01; *** — p<0,001.
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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 cand 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< 0,001), fata de lotul-martor (tabelul 5).

La administrarea tuturor CCT s-a identificat majorarea semnificativa statistic a continutului total
de grupari tiolice la masculi (tabelul 5). Cresterile au fost importante ca amploare, astfel derivatii
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 a gruparilor tiolice ale proteinelor, modificarile acestor indici fiind statistic neveridice
(tabelul 5). Analiza rezultatelor evaluarii markerilor respectivi releva, totusi, unele schimbari ce
trebuie considerate cu valoare informativa. Astfel, gruparile tiolice libere totale denota o tendinta de
majorare la administrarea tuturor CCT benzotiazolici femelelor cu cca 8-19% (p> 0,05), concomitent
majorandu-se si continutul de grupari tiolice libere proteice cu cca 8-13% (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 grupari tiolice libere cu 14% (p>
0,05). Derivatii alil ai CTT au manifestat actiune similara cu cea a derivatilor fenil la masculi,
inducand 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 lor cu 12%.

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

Derivatii benzotiazolici ai CCT testati in cercetare au avut un impact mai putin pronuntat asupra
indicilor stresului oxidativ si ai sistemului antioxidat compartiv cu cei fenil. Analiza sistemica a
rezultatelor noastre au remarcant cd cele mai numeroase si pronuntate efecte asupra markerilor
stresului oxidativ/nitrozativ si ai sistemului antioxidat I-au exercitat derivatii alil ai CCT.

Putem concluziona cd 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
favorabil al organismului la actiunea CCT.
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CONCLUZII GENERALE
Majoritatea CCT testati exercitd citotoxicitate selectiva in functie de doza utilizata (10,0 uM/L
vs 1,0 uM/L) si tipul de celula — gliom de soboan C6 vs hepatocite normale de sobolan.
Toti CCT au indus scaderea viabilitatii celulelor de glioblastom C6 atét 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, in timp ce nu au stimulat proliferarea celulelor
gliomului C6.
In doza de 10,0 uM/L CCT nu au avut un efect semnificativ asupra viabilititii si proliferarii
celulelor hepatice, iar in concentratie redusa (1,0 pM/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 redusd 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 sdnatoase 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.
Studiul mecanismelor biochimice de actiune a compusilor coordinativi ai cuprului cu
tiosemicarbazone pentru selectarea celor cu efecte toxice minime nu au identificat deosebiri
semnificative ale efectelor lor, toti CCT exercitind influenta de amploare mica sau moderata
asupra markerilor cercetati.

RECOMANDARI PRACTICE
Pentru cercetarea efectelor chimici sintetici si naturali in calitate de potentiale medicamente se
recomandd aplicarea metodelor optimizate, deoarece modificarile propuse au permis
simplificarea procedeului analitic, micsorarea cheltuielilor de reactivi costisitori si timpul de
efectuare a analizelor prin procesarea concomitentd a unui numar mare de probe biologice,
Se recomandda extinderea cercetarilor actiunii compusilor coordinativi ai cuprului cu
tiosemicarbazone benzotiazolice, fenil si alil pentru evaluarea:
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10.

in vitro a impactului asupra stresului oxidativ si al sistemului antioxidant in culturile celulare de
gliom C6 si hepatocite normale de sobolan cu scopul de a stabili rolul proceselor in modificarile

in Vivo a actiunii asupra stresului oxidativ si al sistemului antioxidant in creierul si ficatul,
precum si in alte organe si tesuturi ale animalelor de laborator sanatoase;

in vivo a actiunii asupra stresului oxidativ si al sistemului antioxidant in glioamele induse pe
animalele de laborator sanatoase.
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