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1. Introducere

Biocataliza reprezinta un instrument valoros si atractiv pentru dezvoltarea de noi metode de
sinteza pentru o gama larga de produsi din industria farmaceutica, agrochimica si a chimiei fine,
din domeniul stiintelor medico-legale, microbiologiei sau ingineriei genetice. Companiile
farmaceutice se orienteaza tot mai mult spre biocataliza celulara si enzimatica ca sursa de produsi
enantio- si diastereopuriz, care pot fi obtinuti prin sinteze selective. In acest sens, noi
microorganisme si/sau enzimele lor fac obiectul unui screening intensiv.

in domeniul farmaceutic existd un interes in continui crestere pentru obtinerea de substante
active optic pure, ca precursori pentru medicamente, cu selectivitate mare, cu specificitate inalta si
efecte secundare reduse®. In acelasi timp, se cauta strategii de sintezd cu impact negativ minim
asupra mediului (,,green processes”), cu productivitate inalta, grad crescut de utilizare a materiilor
prime i consum minim de energie. Astdzi, aproximativ 10% dintre metodele de sinteza a
medicamentelor implica utilizarea biocatalizatorilor si mai mult de jumatate din substantele active
au cel putin un centru chiral®.

In cazul unor reactii chimice dificile, biocataliza ofera o alternativa reala pentru realizarea
unor transformari cu chemo-, regio- si/sau stercoselectivitate inaltd, in conditii de lucru (pH,
temperaturd, presiune) moderate si farid utilizarea unor reactivi periculosi. In general,
biocatalizatorii prezinta caracteristici superioare de selectivitate In comparatie cu alti catalizatori.
Integrarea bioinformaticii in genomica si exploatarea biodiversitatii faciliteaza descoperirea de noi
biocatalizatori (enzime si/sau microorganisme); in plus, modificarea prin inginerie genetica a
enzimelor existente si optimizarea conditiilor de lucru permit adaptarea la necesitatile impuse de
scopul urmarit. Aceasta adaptare, este de multe ori necesara intrucét biocatalizatorii enzimatici au
facut obiectul unor secvente mutatie selecttie care au durat milioane de ani, in vederea procesarii
unor substraturi naturale.

Un numir mare de studii>®’ dovedesc aplicabilitatea catalizei mediate de enzime si sisteme
de celule intregi in sinteza de alcooli heterociclici secundari optic puri. Atat heterociclurile din
structura lor, cat si alcoolii secundari heterociclici In general pot reprezenta precursori chirali in
sinteza de medicamente cu structuri complexe si activitate biologica diversa®. Interesul nostru s-a
orientat catre rezolutia cinetica enzimatica a alcoolilor racemici catalizatd de lipaze si reducerea
biocatalitica enantiotop-selectiva a cetonelor prochirale mediata de drojdie, intr-o strategie de
sinteza care a combinat etapele de biosinteza cu cele chemocatalitice. Aceste metode s-au dovedit
a prezenta potential pentru dezvoltarea de tehnologii durabile, economice, care respecta principiile

chimiei verzi.



2. Partea teoretica (date din literatura)

,, Cei mai mulfi produsi naturali, produsi esentiali ai vietii, sunt asimetrici, nesuperpozabili
pe imaginea lor in oglinda. Aceasta stabileste probabil linia de demarcare dintre chimia materiei
fara viata si chimia vietii.”

L. Pasteur, 1858

3. Obiectivele activitatii de cercetare

In ultimele decenii, ca urmare a cererii ridicate de materiale si produse chimice de sinteza
fina (agrochimice, farmaceutice), dezvoltarea de noi metode streoselective de sinteza ale alcoolilor
heteroarilici enantiomeric Tmbogatiti a atras un interes puternic datorita proprietatilor biologice si
farmacologice a acestora precum si prezentei lor in componentii activi ai multor
medicamente® ° °.**, (Capitolul 2.2). Biocatalizatorii sunt principial extrem de utilipentru sinteza
compusilor enantiopurilz, datoritd numeroaselor avantaje specifice utilizarii acestora. Mai mult
decét atdt, procesele biocatalitice s-au dovedit a fi mai ecologice si mai putin periculoase. In
consecinta, biocataliza ofera o oportunitate pentru sinteza compusilor chirali, fiind 0 metoda de
fabricatie care a evoluat de la o tehnologie de cercetare la utilizarea pe scara larga in industria
farmaceutica si chimia compusilor fini®,

Scopul acestei activitati de cercetarca fost sinteza alcoolilor chirali cu enentiopuritate
ridicata cu structuri fenil-furanice, furil-benzotiazolice, precum si a acetatilor acestora, testarea
experimentald a efectelor biologice a acetatului metil substituit al furilbenzotiazolului. Ne-am
orientat catre acesti compusi deoarece atat heterociclurile din structura lor, cat si alcoolii secundari
heterociclici in general pot reprezenta precursori chirali in sinteza de medicamente cu structuri
complexe si activitate biologica diversi®. La aceasta se adauga aspectul de chiralitate, cu
implicatiile ei biologice majore“’. Compusi care contin grupe functionale reactive prin care sa se
poata atasa la alti componenti structurali ai moleculelor medicamentului final si sa permita
transformarea usoara a intermediarilor in alte tipuri de compusi cu un grad ridicat de enantiopuritate
indeplinesc criteriile necesare pentru a putea fi utilizat ca sinton in industria farmaceutica. Datorita
structurii lor fenilfuranii si furilbenzotiazolii Tndeplinesc aceste criterii, acestia actioneazd ca
donori/acceptori de legaturi de hidrogen si deasemenea furnizeaza ioni pozitivi, iar substitutia

inelului heterociclic cu un inel aromatic sau heteroaromatic poate mari diversitatea farmacoforica ™",
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Activitatea de cercetare s-a axat pe trei directii:

1. Sinteza stereoselectiva de noi (hetero)aril, (S)-1-(5-fenilfuran-2-il)etanoli diferit substituiti (S)-
2a-e si ambelor forme enantiomerice ale 1-(5-(benzo[d]tiazol-2-il)furan-2-il)etanolilor (R)-(S)-
3-a-d si acetatilor enantiopuri corespunzatori (R)-(S)-4-a-d. Ca parte a interesului grupului in
dezvoltarea metodelor stereoselective pentru obtinerea alcoolilor secundari heteroaromatici
optic activi, am optat pentru sinteza acestora prin doud metode biocatalitice diferite a. si b.

a. bioreducerea enantiotop selectivda a 1-(5-fenilfuran-2-il) cetonelor prochirale la-h
mediate de drojdie (Schema 9, a.). Metoda este una dintre cele mai importante, practice,
ieftine si eficiente’’, metode cu actiune prietenoasa fata de mediu, asa cum s-a aratat in
Capitolul 2.3.1. Desi in drojdie se gasesc oxidoreductaze cu specificitate (R)- si (S)-,
motiv pentru care enantioselectivitatea produsilor este redusa, in literatura sunt raportate
proceduri de crestere a stereoselectivitatii descrise in Capitolul 2.2.1 si valori mari ale
exceselor enantiomerice pentru produsi obtinuti pe substraturi asemanatoare. Cele de
mai sus, precum si rezultatele foarte favorabile obfinute la sinteza stereoselectiva a
fenilfuran-2-il-etan-1,2-diolilor diferit substituiti®, (Capitolul 2.3.1) au fost motivele
care ne-au condus la alegerea drojdiei ca biocatalizator pentru sinteza fenilfuran-
alcoolilor.

b. biotransformarea 1-(5-(benzo[d]tiazol-2-il)furan-2-il)etanolilor rac-3a-d si acetatilor
rac-4a-d racemici diferit substituiti prin rezolutie cinetica catalizata de lipaza in acilarea
enzimatica selectiva a etanolilor racemici (Schema 9b, ruta Ill) si alcooliza enzimatica
selectiva (Schema 9b. ruta V) a acetatilor racemici corespunzitori. Rezolutia cinetica a
alcolilor racemici catalizata de lipaza s-a dovedit a fi o metoda eficienta de sinteza a
diferitilor alcooli secundari optic puri®, (Capitolul 2.3.2.) Expoatand avantajul lipazei de
a-si conserva enantiopreferinta ( in alcooliza si acilare) si avand in vedere activitatea si
inalta selectivitate a enzimei demonstratd la sinteza cianhidrin-acetatilor pe baza de
furilbenzotiazolil4am optat pentru optimizarea metodei chemoenzimetice de sinteza a
noilor alcooli si acetati pe baza de furilbenzotiazolului optic puri bazata pe rezolutia
cineticd enzimaticd mediata de lipaza.

2. Marirea activitdtii si stereoselectivitatii biocatalizatorilor utilizati, in scopul obfinerii unor
randamente si excese enantiomerice cat mai mari acolo unde acestea nu sunt satisfacatoare.

3. Investigarea unor efecte metabolice ale 1-(5-(6-metilbenzo[d]tiazol-2-il)furan-2-il)etil
acetatului, atat a formei racemice, cat si a celor doi enantiomeri. S-a ales pentru testare forma

acilata a alcoolului, mai hidrofoba, care penetreaza mai usor membranele celulare.
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4. Rezultate si discutii

4.1. Sinteza asimetrica a (S)-1-(5-fenilfuran-2-il)etanolilor cu drojdie - Saccharomyces

cerevisiae

4.1.1. Sinteza substraturilor — cetonele prochirale 1a-e

Substraturile prochirale, 1-(5-fenilfuran-2-il)etanonele la-e folosite pentru biotransformarile

ulterioare au fost sintetizate prin metoda Meerwein®® descrisa in literatura®

. Metoda presupune
reactia de cuplare a sarurilor de diazoniu a anilinelor corespunzatoare, foarte instabile, cu 2-acetil-
furanul in prezenta catalitica a CuCl; in sistem apos sau acetond/apa conform schemei 10 Sarurile
de diazoniu s-au obtinut la temperatura scazuta 0-5 °C, prin diazotarea anilinelor cu HNO, si HCL.
Alegerea anilinelor s-a facut urmarind obtinerea unei serii de 1-(5-fenilfuran-2-il) cetone divers
substituite, care sa posede pe langd gruparea carbonilica reductibild si alte grupari functionale al
caror caracter poate influenta bioprocesarea substratului sub aspectul vitezei de transformare a
substratului, in functie de caracterul electronodonor sau electronoacceptor al substituentului sau
chemoselectivitatii transformarii. Cum ar fi gruparea nitro grefata pe inelul fenilic, la randul ei

potential reductibila. Fenilfuran cetonelor 1f-h au fost sintetizate prin reducerea regioselectiva a

gruparii nitro cu SnCl, 1n etanol (Schema 10).

4.1.2. Biotransformari mediate de drojdie la scara analitica

Fenilfuran cetonele la-e, au fost reduse in conditii biocatalitice cu Saccharomyces
cerevisiae obtinandu-se (S)-fenilfuran-2-il-etanolii (S)-2a-e. Monitorizarea desfasurarii reactiei —
transformarea totald a cetonei a fost controlata prin cromatografie pe strat subtire (TLC). Pentru
comparatie, transformarile au fost efectuate si chimic cu borohidrurd de sodiu in metanol,
obtinandu-se cu randamente foarte bune rac-fenilfuran-2-il-etanolii racemici rac-2a-e. Structura
substraturilor fenil-furan-cetonice si a alcoolilor obtinuti a fost confirmata prin spectroscopie *H-
RMN, *C-RMN si spectroscopiec de masi MS. Enantiomerii rac-2a-e au fost separati
cromatografic, ceea ce ne-a permis analiza activitatii si stereoselectivitatii drojdiei la bioreducerea
cetonelor prochirale. Tn timpul procesului de purificare a fenilfuran-2-il-etanoli rac-2a-e, s-a

observat o instabililitate a acestora Tn medii slab acide, de aceea acestea trebuiesc evitate.

12
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Schema 10: Sinteza (S)-fenilfuran-2-il-etanolilor (S)-2a-e prin bioreducerea cu drojdie a

cetonelor la-e.

Biotransformarea substraturilor 1a-e mediata de drojdie a fost efectuata in prima etapa la scara
analitica in conditii fermentative si nefermentative. Rezultatele obtinute releva faptul ca pentru toate
substraturile sistemul fermentativ permite realizarea unor transformari mult mai selective, excesul
enantiomeric maxim al produsului putand atinge 99% si conversii superioare in comparatie cu

sistemul nefermentativ (Tabelul 6).

Tabelul 6. Biotransformarea substraturilor 1a-e in conditii fermentative si
nefermentative

NF Substrat Produs Fermentativ Nefermentativ
crt. ee Rdt. ee Rdt.
(%0) (%0) (%0) (%0)

1 la (S)-2a 64 70 52 49

2 1b (S)-2b - - - -

3 1c (S)-2c 41 85 - -

4 1d (S)-2d 98 80 80 57

5 le (S)-2e 99 87 27 61

13



In urma acetor observatii in continuare s-a aplicat sistemul fermentativ pentru reducere. De
exemplu, bioreducerea compusului 1c in sistem fermentativ are loc cu un randament relativ ridicat,
in timp ce in conditii nefermentative bioreducerea esueaza (Tabelul 6, nr. 3). Bioreducerea
compusului 1b in ambele sisteme este impiedicata, confirmand previziunile noastre bazate pe
observatia facuta anterior in cazul sintezei 1,2-ctandiolilor mediata de dI‘Ojdi621, unde s-a aratat cd
ambele substraturi substituite cu Br ale a-hidroximetil fenilfurancetonelor si o-acetoximetil
fenilfurancetonelor sunt inadecvate pentru echipamentul enzimatic al drojdiei. Esecul bioreducerii
poate fi explicat prin efectul steric al 5-(4-bromofenil)furan-2-il-etanonei ceea ce face imposibila
interacfiunea acestor compusi cu situsul catalitic al oxidoreductazelor din celulele de drojdie si prin
efectul +E al bromului sursa de crestere a densitatii electronice prin conjugare avand loc
dezactivarea carbonilului. Valorile ridicate ale exceselor enantiomerice §i a randamentului pentru
produsii (S)-2d and (S)-2e (Tabelul 6, nr. 4 si 5), sunt deasemenea in concordanta cu cele obtinute
anterior la sinteza corespunzatoare a 1,2-etandiolilor (n=79-80%, ee=87-88%), pe aceleasi
substraturi prin biotransformare mediata de drojdie21. Diferenta intre valorile ee ale produsilor
obtinuti prin bioreducerea compusilor 1c si 1d (Tabelul 6, intrarea 2 si 3) sugereaza faptul ca
substraturile substituite In pozitia para a inelului fenilic sunt preferate celor substituite in pozitia
orto.

Evaluarea stercoselectivitatii biotransformarilor s-a realizat prin separarea cromatografica a
enantiomerilor pe coloane chirale, in vederea calcularii ponderii lor in amestecul rezultat, al

excesului enantiomeric din diagramele de elutie (Figura 5 exemple)
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Figura 5. Cromatogramele obtinute la HPLC pentru a. rac-2d; b. produsi reactiei enzimatice a rac-
2d.

Pentru a confirma dependenta stereoselectivitatii de pozitia, si efectul electronic, al
substituentului, precum si efectul de modificare al substratului (descris in Capitolul 2.3.2.), s-a
redus selectiv gruparea NO; a compusilor 1 c-e cu SnCI,/EtOH la gruparea NH, corespunzatoare,
cu efect electronic opus. Bioreducerea acestor 1-(amino-5-fenil-furan-2-il)etanone 1f-h, cu drojdie
(Tabelul 6, nr.2) nu a avut loc, similar cu rezultatul obtinut la reducerea derivatului 1b. Absenta
transformarii celulare sugereazd o incompatibilitate structurald 1intre aceste substraturi si
echipamentul enzimatic al drojdiei ceea ce poate fi explicat printr-o distribuire electronicad, o
conjugare electronica cu dezactivarea carbonilului Tn structura amino-cetonelor comparativ cu cea a
nitro-cetonelor. Datorita numarului mare de enzime prezente in drojdie nu se pot determina exact
insusirile substituentilor care influenfeaza in cea mai mare masura bioreducerea, dar se pare ca
efectul steric, pozitia si efectul electronic sunt caracteristici foarte importante.

Modificarea conditiilor de reactie, imobilizarea enzimei, utilizarea unor sisteme tampon,
adaos de cosolventi: EtOH, DMSO, DMF nu a imbunatatit semnificativ stereoselectivitatea
procesului pentru acesti compusi. Aditivii actioneaza ca inhibitori ai enzimelor specifice, in functie
de stereoselectivitatea [(R) sau (S)] enzimei inhibate, astfel se poate observa majorarea sau
diminuarea valorii ee a (S)-alcoolilor obtinuti. Stereoselectivitatea procesului nu a putut fi
imbunatatita pentru compusul 1a,d cele mai bune rezultate raman cele obtinute fara aditivi in
conditii fermentative.

e cea mai mare crestere a Selectivitatii pentru bioreducerea compusului 1c s-a manifestat n
prezenta n-hexanului 0,1%, insa totusi s-a observat o usoara scadere a valorii randamentului

de reactie (Tabelul 7, nr. 3).
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Conditiile optime stabilite pentru reactiile scard analitica, au fost respectate si pentru
bioreducere la scard preparativa a substraturilor 1a,c-e fard modificari semnificative de randament,

stereoselectivitate si timp de reactie (Tabelul 8).

Tabelul 8. Sinteza (S)-fenilfuran-2-il etanolilor mediata de drojdie la scala preparativa 2a, c-e.

Timp 20
Nr.crt. Substrat Produs ee% (zile) Randament % [op7]
1 la (S)-2a® 64 2 65 -6.2

2 1c (S)-2¢® 58 2 81 - 28

3 1d (S)-2d* 98 2 76 +13

4 le (S)-2e*? 99 2 80 -24

4 Sistem fermentativ

b Sistem fermentativ cu n-hexan ca aditiv

4.1.3. Determinarea configuratiei absolute a produsilor de reactie

Folosind calea retrosintezei® si cunoscand configuratia absolutd a (S)-fenilfuran-2-il-1,2-
etandiolilor corespunzatori (S)-5a,c-6”®, s-a propus urmitoarea schemd de reactii: mezitilarea
selectiva a gruparii alcoolice primare a (S)-5a,c-e, urmata de reducerea gruparii sulfonesterice cu
hidrura de litiu si aluminiu, reactiile VI si VII si s-au obtinut (S)- fenilfuran-2-il-etanolii, (S)-2a,c-e.
Configuratia absolutd a fost stabilitd comparand semnele rotatiei optice si timpii de retentic a
enantiomerilor heteroariletanolilor obtinuti prin cele doud metode diferite (Schema 11). In toate

cazurile alcooli au avut configuratia (S)-, in concordanta cu regula Prelog.
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1-4 X
a 2-Cl
C 2'N02
d | 4NO,
e | 2-NO, 4-Cl

(S)-2a,c-e

VI. CH;S0O,ClI, Et;N/THF, -20°C; VII. LiAIH,/THF
Schema 11: Retrosinteza pentru determinarea configuratiei absolute a produsilor: (S)-fenilfuran-2-il

etanolilor (S)-2a,c-e.

4.2. Rezolutia cinetica a etanolilor si acetatilor furilbenzotiazolici racemici

4.2.1. Sinteza chemoenzimatica a heteroerilalcolilor racemici rac-3a-d si derivatilor

acilati ai acestora rac-4a-d

Initial au fost sintetizati alcoolii racemici 1-(5-(benzo[d]tiazol-2-il)furan-2-il)etanol, rac-3a-d
din heteroaril aldehidele 6a-d corespunzitoare printr-o reactie Grignard. Prin acilare chimica a
heteroaril etanolilor rac-3a-d au fost obtinuti acetatii corespunzatoari rac-4a-d. Sinteza alcoolilor
furilbenzotiazolici a fost realizata in cele 7 etape: reactia Canizzaro pentru obtinerea acidului furoic,
clorurarea acidului furoic, condensarea cloruri acidului furoic cu anilina diferit substituita, obtinerea
tiofuranilidei, transformarea 2-tioanilidei n 2-furil benzotiazol - inchiderea ciclului benzotiazolic,
obtinerea carbaldehidei prin formilare Vilsmeier-Haack, sinteza alcoolului racemic prin reactie
Grignard (Schema 12). Metoda biocatalitica de sinteza a benzotiazolilor prin ciclizare mediata de
oxidorectazele din celulele de Saccharomyces cerevisiae a fost propusa pentru prima data de catre
Paizs si colab.?*, in cadrul colectivului nostru iar Farcisan si Paiu® au preparat derivati formilati ai

inelului furilbenzotiazolic cu randamente corespunzatoare pentru acest tip de reactii.
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Schema 12. Sinteza 1-(5-(benzo[d]tiazol-2-il)furan-2-il)etanolilor, rac-3a-d si a 1-(5-

(benzo[d]tiazol-2-il)furan-2-il)etil acetatilor rac-4a-d racemici.

4.2.2. Rezolutia cinetica mediati de lipaze a racemicilor rac-3a-d si rac-4a-d

Pentru a investiga stereoselectivitatea rezolutiei cinetice enzimatice, precum §i activitatea
enzimelor, in prima etapd au fost separati cromatografic enantiomerii racemicilor rac-3,4a-d. Tn
scopul obtinerii produsilor rezolutiei cinetice cu excese enantiomerice ridicate, s-a folosit drept
compus model alcoolul racemic 1-(5-(benzo[d]tiazol-2-il)furan-2-il)etanol, rac-3a. Lipazele
utilizate au fost testate in diversi solventi organici in reactia de acilare enantiomer selectivd a
alcoolului racemic rac-3a cu acetat de vinil (5 echivalenti) si alcooliza acetatului racemic rac-4a in

metanol, etanol, propanol si butanol (8 echiv) (Schema 13).
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L OH OAc OH

R0 R}\ 1. R R/'\
rac-3a-d (R)-4a-d (S)-3a-d
R: R, I
Jou=al
R S (o) 5
OAc OH
R1 R2 }O\Ac )\ + /:\
a | H H R Iv. R R
b Cl H rac-4a-d -4a- R)-3a-d
c | H | cl (S)-4a-d (R)
d | H | CHs || 4 CHyMgl/ THF b. NH,CIH,O II. AcCl, DMAP/Py/CH,Cl,

lll. lipaza, vinil-acetat/solv. org. IV. lipaza, ROH/ solv.org.

Schema 13. Sinteza si rezolutia cineticd enzimatica a etanolilor racemici 1-(5-(benzo[d]tiazol-2-il)

furan-2-il) rac-3a-d si acetatilor lor corespunzatori rac-4a-d.

Datorita solubilitatii reduse a heteroaril etanolului rac-3a Tn acetatul de vinil acilarea
enzimatica cu diferite lipaze a fost efectuatd in acetonitril, in care solubilitatea substratului este cea
mai mare. In urma testarii enzimelor, comparand valorile exceselor enantiomerice, conversiei §i
raportului enantiomeric, s-a constatat ca Novozyme 435 (lipaza B din Candida antarctica, CaL-B) a
fost enzima cea mai activa si mai selectiva pentru acest scop.

Interesant este faptul cd, desi in rezolutia cineticd si dinamicd a cianhidrinelor
furilbenzotiazolice®** lipaza A din Candida antarctica, (CaL A) este mai eficientd, pentru acilarea
enzimatica a rac-3a activitatea acesteia a fost mai mica, decat cea a CalL B.

In etapa urmitoare folosind enzima cea mai eficients, a fost testat efectul solventului pentru
acilarea enzimatica a rac-3a catalizatd de CalL-B. Doar un numar mic de solventi organici s-au
dovedit a fi utili, deoarece solubilitatea substraturilor in ceilalti solventi a fost foarte mica. S-a
observat o influenta puternica a solventului asupra vitezei de reactie, in timp ce selectivitatea a fost
ridicatd in cele mai multe cazuri. Acetonitrilul s-a dovedit a fi cel mai adecvat solvent (ee si viteza

de reactie mari) pentru acilarea enzimatica a rac-3a. (Tabelul 10, nr. 1).
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Tabelul 10. Influenta naturii solventului asupra acilarii rac-3a cu vinil acetat (8eq), mediata de CaL

B, dupa 3 h.
Nr.crt. Solvent c (%) eep(%) ees(%) E
1 Acetonitril 50 >095 98 »200
2 t-BME 49 >095 95 »200
3 Toluen 47 >995 90 »200
4 1,4-Dioxan 16.4 >99.5 19.6 > 200

Cloroform 384 >995 62.3 »200

Aceeasi procedura de investigare a fost aplicatd si pentru restul substraturilor diferit

substituite rac-3b-d constatandu-se ca metoda optima este aceeasi ca si in cazul rac-3a.

Folosind datele din literatura, prezentate in Capitolul 2.3.2. pentru a obtine ambi enantiomeri
ai substraturilor respectiv (R)-1-heteroariletanoli (R)-3a-d si (S)-1-heteroariletil acetati (S)-4a-d prin
rezolutie cineticd enzimatica, in continuare a fost investigata la scara analitica alcooliza 1-(5-
(benzo[d]tiazol-2-il)furan-2-il)etil acetatilor racemici rac-4a-d. In procesul de optimizare a
alcoolizei enzimatice s-au folosit diverse cantitati (2, 4, 6, 8, 10 echivalenti) de metanol, etanol,
propanol, butanol, in solventi utilizati la acilarea enzimatica. Interesant a fost faptul cd numai
enzima Cal-B a fost catalitic activa. Alcooliza catalizata de toate celelalte lipazele care au
manifestat activitate in acilarea enzimatica (CalL-A, LPS, LAK, CCL si CRL), nu a avut loc. Natura
si concentratia nucleofilului are o influentd puternica asupra selectivitatii Cal-B in alcooliza
catalizatd de aceasta enzima. Cele mai bune rezultate au fost obtinute la utilizarea a 8 echiv de
metanol in acetonitril, asa cum aratd rezultate selectate din procedura de investigare a metanolizei

enzimatice a rac-4a.

Conditiilor optime stabilite pentru metanoliza enzimatica a rac-4a a fost verificatd prin
aplicarea aceleasi proceduri de screening si la alti acetati racemici rac-4b-d. Asa cum era de
asteptat, metanoliza catalizatda de CAL B (8 echiv) in acetonitril s-a dovedit a fi cea mai selectiva
metodd. In toate cazurile la conversie de 50%, au fost obtinute valori ridicate ale exceselor
enantiomerice ee atat pentru produs cat si pentru enantiomerul nereactionat al substratului, aratand
astfel activitatea si enantioselectivitatea inalta a enzimei CalL-B in acetonitril fata de derivati 1-(5-

(benzo[d]tiazol-2-il)furanului investigati (Tabelul 16).
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4.2.3. Sinteza (R)-, (S)-3a-d si (R)-, (S)-4a-d la scaria preparativi

Procedura optima stabilitd la scard analitica, a fost aplicata la scard preparativa pentru ambele
rezolutii enzimatice a rac-1-heteroariletanolilor, rac-3a-d si la etil acetati corespunzatoari rac-4a-d.
Concentratiile, raportul substrat - biocatalizator si conditiilor de reactie au fost aceleasi ca si in
cazul reactiilor la scard analitica. Reactiile au fost monitorizate prin cromatografie la HPLC (Figura
6, 7 exemple) si pe TLC si au fost oprite la conversii de aproximativ 50%, indepartand enzima prin
filtrare. Date privind randamentele, excesele enantiomerice §i rotatia opticd a enantiomerilor
obtinuti sunt prezentate in Tabelul 13.

Identitatea si puritatea compusilor au fost determinate prin spectroscopie "H-RMN si de masia MS.

Tabelul 13. Valorile randamentelor, exceselor enantiomerice, rotatiilor specifice ale produsilor

rezolutiilor cinetice catalizate de Cal B, la scara preparativa.

Nr.crt. Produs c.(%) ee (%) [a]o™* Produs c(%) ee (%) [o]p™**

12 (5)-3a 49  >995 -283 (R)}4a 49 >995 +97
2° (S)-3b 48 98 -40.3 (R)-4b 49 99 +92.9
3? (S)-3c 49 99 -18.7 (R)-4c 49 99 +109.5
42 (5)-3d 49  >995 -128 (R)}-4d 47 >995 +87.5
5P (R-3a 49  >995 +31.1 (S)4a 48 >995 -107

6° (R)-3b 47 98 +42.7 (S)-4b 49 99 -97
7° (R)-3c 48 98 +19.8 (S)-4c 48 98 -103.4
g° (R-3d 50  >99.5 +10.3 (S)-4d 37 99 -94.3

#produsi obtinuti prin acilare enzimatica
b produsi obtinuti prin alcooliza enzimatica
* [a]p® valori pentru ¢ = 0.5 mg/ml

**[o]p”° valori pentru ¢ = 0.25 mg/ml
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Figura 7. Diagrama de elutie corespunzatoare:

a. rac-3d, a. reactiei enzimatice de acilare a dupa a rac-3d dupa 2 ore, b. reactiei enzimatice

de alcooliza a racemicului rac-3d dupa 5 ore.
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4.2.4. Determinarea configuratiei absolute a produsilor obtinuti prin rezolutie cinetica

Configuratia absolutd a produsilor obtinuti prin rezolutia cineticd mediata de lipaza®® poate
fi atribuiti conform regulii empirice a lui Kazlauskas?’. Regula afirmi ci enantiomerul (R)-
reactioneazd mai rapid in timpul rezolutiei cinetice a alcoolilor chirali secundari. Cu toate acestea,
pani in prezent au fost raportate cateva exceptii de la aceasta regula®.

Metoda Mosher se bazeaza pe anizotropia magnetica a nucleului fenil din structura partii
Mosher a conjugatului cu alcoolul secundar. Metoda presupune un studiu detaliat al spectrelor *H-
RMN ale conjugatilor diastereomerici obtinuti prin esterificarea enantiomerilor (R)- si (S)- ali
alcoolului cu enantiomerii (R)- si (S)- ai MTPA. Tn Figura 8 se prezinti conformatiile conjugatilor
diasteromerici (R)-3b-(S)-MTPA si (S)-3b-(S)-MTPA in care se evidentiaza efectele anizotropiei
aromatice dintr-o structurd (mosher/alcoolicd) asupra protonilor atasati carbonului adiacent
centrului sterogenic din structura conjugata (alcoolica Mosher).

Deplasarile chimice ale protonilor din structura esterilor diastereomerici sunt influentate de
prezenta, respectiv absenta efectului diamagnetic exercitat de gruparea fenil a fractiunit Mosher
asupra protonilor proximali®.

Conjugatii diastercomerici au fost obtinuti prin acilarea (R)- si (S)-alcoolilor rac-3b cu
clorura acidului Mosher [(R)-MTPA-CI]*, in prezenta DMAP.

Asa dupd cum s-a ardtat, modificarile in spectrele *H-RMN ale diastereomerilor (R)-2b-(S)-
MTPA si (S)-3-(S)-MTPA sunt cauzate nu doar de influenta fenilului fractiunii Mosher asupra
protonilor -CHj3 ai alcoolului, ca in situatia discutatd mai sus (Figura 8a), ci, suplimentar, si de
influenta heteroarilului alcoolului asupra protonilor -OCHj3; din fractiunea Mosher (Figura 8b).
Protonii -CHgs, a caror semnal de rezonanta este un dublet, si respectiv protonii -OCH3 cu semnal de
rezonanta singlet au fost utilizati pentru analiza configurationald a diastereoizomerilor obtinuti.
Diferentele intre deplasarile chimice ale acestor protoni in spectrele celor doi esteri permit

atribuirea corecta a configuratiei absolute a noilor alcooli enantiomerici.
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(R)-3b-(S)-MTPA (S)-3b-(S)-MTPA

Figura 8. Efectul diamagnetic aromatic 1n structurile derivatilor diastereomerilor (R)-3b-
(S)-MTPA si (S)-3b-(S)-MTPA

Esterificarea are loc selectiv, obtinandu-se un amestec al esterilor Mosher corespunzatori in
raport de 1,7:1, in acord cu observatia anterioard a lui Heathcock® (Figura 9). Noi am remarcat
faptul ca, in functie de impiedicarea sterica ce implica gruparea -OH, distribuirea inegala a esterilor
Mosher corespunzatori nu este observata intotdeauna®”. Selectivitatea poate fi explicatd prin
repulsia sterica existentd intre fractiunea heteroaril a compusului 3b si gruparea fenil a omologului
MTPA in cazul diastereomerului (R)-3b-(S)-MTPA. Tn schimb, in cazul (S)-3b-(S)-MTPA,
gruparile heteroaril si fenil nu sunt foarte apropiate (Figura 8).

Prin urmare, pe baza selectivitatii esterificarii, semnalele protonilor din spectrele *H-RMN
ale celor doi diastereomeri, (R)-3b-(S)-MTPA si (S)-3b-(S)-MTPA, pot fi atribuite ih mod clar,
dupa cum urmeaza:

- semnalele protonilor -CHg, respectiv —-OCHg; au intensitate mare (6 = 1,70 ppm si 6 =

3,54 ppm) n compusul (S)-3b-(S)-MTPA (Schema 15 a, c)
- semnalele mai putin intense ale acelorasi protoni (6 = 1,78 ppm si 6 = 3,58 ppm) apartin
diastereomerului (R)-3b-(S)-MTPA (Schema 15 b, d).

Dupa cum se vede in schema 15 a, b, protonii -CH3 sunt mai ecranati (dcnz = 1,70 ppm) in
cazul (S)-3b-(S)-MTPA decat in cazul (R)-3b-(S)-MTPA (6cnz = 1,78 ppm), la care distanta dintre
gruparile fenil §i metil este mai mare. Efectul diamagnetic puternic al inelului fenil determina
rezonanta protonilor proximali ai -CH3 la cAmpuri mai Tnalte®.

Protonii gruparii -OCHs ai (S)-3b-(S)-MTPA sunt, de asemenea, mai ecranati, docnz = 3,54
ppm, comparativ cu analogii lor din (R)-3b-(S)-MTPA, docHs = 3,58 ppm. Acest lucru se datoreaza
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efectului diamagnetic al inelului heteroaril proximal (Schema 15c¢, d). In acest caz, datorita distantei

mari dintre gruparea -OCHj si heteroaril, efectul diamagnetic al acestuia este mai redus, asa cum 0

arata diferenta mai mica intre valorile deplasarilor chimice 6 (Adchsz = 0,08 ppm, respectiv AdocHs =

0,04 ppm).

O confirmare suplimentard a configuratiei absolute a enantiomerilor alcoolului vine din

rezultatele reactiei de esterificare cu clorura (R)-MTPA a alcoolului 3b optic pur ramas

netransformat in urma reactiei de acilare catalizate de CalL-B. Conform regulii lui Kazlauskas,

produsul acestei reactii ar trebui sa fie esterul (S)-MTPA-(S)-3b. Similitudinea intre spectrele *H-

RMN al compusului obtinut si respectiv al diastereomerului (S)-MTPA-(S)-3b obtinut prin

esterificarea rac-3b cu (R)-MTPA confirma configuratia prezisa de regula lui Kazlauskas.
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Schema 15. Efectul de ecranare al gruparilor fenil si heteroaril asupra protonilor -CHs, respectiv -
OCHjs, ai esterilor (R)-3b-(S)-MTPA si (S)-3b-(S)-MTPA

Configuratia absoluta pentru restul compusilor a fost stabilitd comparand semnele rotatiilor

optice cu cele specifice (+)-(S)-3b.

5. Concluzii

Au fost sintetizati o serie de 4 noi fenilfuran-2-il-etanoli (S)- 2a-d prin reactii mediate de
drojdie. Procedura a condus la obtinerea enantiomerilor (S)- ai alcoolilor cu randament moderat
pana la ridicat.

A fost observat si investigat efect puternic al substituentului inelului fenilic in comparatie cu
rezultatele obtinute anterior la sinteza fenilfuran-2-il-etandiolilor, compusi noi prin bioreducere
catalizata de drojdie.

Rezolutia cineticd enzimatica a etanolilor racemici pe baza de furilbenzotiazoli rac-3a-d si
acetatilor acestora rac-4a-d este o metoda eficienta.

Ambele procese, acilare si alcooliza enzimatica au fost eficiente in acetonitril. Utilizand ca
si catalizator enzima Cal-B, s-au obtinut excese enantiomerice ridicate ale compusi tintd 8 noi
alcooli heterociclici (R)-, (S)-3a-d si 8 noi acetati corespunzatori (R)-, (S)-4a-d.

Configuratia absoluta a produsilor obtinuti a fost determinatd printr-un studiu detaliat
spectrelor *H-RMN a derivatilor Mosher a rac-3b and (S)-3b.
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7. Testarea activitatii biologice a 1-(5-(6-metilbenzo[d]tiazol-2-
ifuran-2-il)etil acetatului rac-4d si (S)-, (R)- 4d

7.1. Material si metode

7.1.1. Material biologic

Animalele de experienta au fost sobolani albi Wistar, masculi adulti, in greutate de 200+20
g, mentinuti pe tot parcursul experimentului in biobaza Catedrei de Biologie Experimentald a
Facultatii de Biologie si Geologie, in conditii zooigienice corespunzatoare: temperaturd si umiditate
constanta, ritm lumind/intuneric 12/12 ore, dietd Larsen (cu sau fara adaos de FBT), acces liber la

apa, respectiv la solutia de etanol.

7.1.2. Protocol experimental

Cercetarile noastre au fost efectuate pe un model experimental in vivo, Tn care animalelor li
s-a administrat:

1. furilbenzotiazolul (FBT, enantiomerul R, respectiv S).

Administrarea FBT s-a facut prin amestecarea substantei in furaj:

- 400 mg/kg de furaj, pentru fiecare enantiomer;

Dozele au fost astfel calculate incat sa corespunda la 20 mg/kg corp/zi.
Durata experimentului a fost de 15 zile.

Sobolanii au fost grupati in 3 loturi: martor M (n=10), FBT-R (n=10), FBT-S (n=10).

2. in paralel etanol si FBT.

Etanolul a fost administrat zilnic, timp de 30 de zile, ca solutie 10% (v/v) in apa de baut.

Administrarea FBT (enantiomerii R §i S, respectiv racemicul) s-a facut prin amestecarea
substantei in furaj, In urmatoarele doze:

- 400 mg/kg de furaj, pentru fiecare enantiomer;

- 800 mg/kg de furaj, pentru racemic.

- 20 mg/kg corp/zi pentru enantiomeri, respectiv 40 mg/kg corp/zi pentru racemic.

FBT a fost introdus in dieta animalelor incepand cu ziua a 16-a a experimentului, pentru
urmatoarele 15 zile.

Sobolanii au fost grupati in 5 loturi: martor M (n=5), EtOH (n=5), (EtOH-R) (n=5,
(EtOH-S) (n=5), (EtOH-Rac) (n=5).

Durata experimentului a fost de 30 de zile, dupa care animalele au fost sacrificate si s-a

recoltat sangele, precum si probe de tesut hepatic, pentru determinari morfologice si biochimice.
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7.2. Rezultate si discutii

7.2.1. Efectele administrarii de furil-benzotiazol (enantiomerii R si S) la sobolani

7.2.1.1. Parametri hematologici

Numarul hematiilor, la sobolanul adult, variaza intre 6 si 10x10° celule/mm? de sange. Tn
varianta noastra experimentald, valorile medii pe lot s-au situat in limitele normale (tabelul 15). O
tendinta de crestere (cu 14,4%) a numarului de hematii a fost inregistrata la lotul FBT-R, cresterea
devenind semnificativa statistic sub influenta enantiomerului (S)- (+19,66%).

Hematocritul s-a incadrat intre limitele normale pentru sobolanul adult (35,5-43,6%) si nu
a prezentat variatii semnificative intre loturi.

Se impune concluzia cd, in doza administrata, FBT nu a avut efecte negative asupra

parametrilor sanguini ce caracterizeaza hematiile.

Tabelul 15. Variatia unor parametri hematologici (ai hematiilor) la sobolanii tratati cu
furilbenzotiazol.

Pa"r‘;tn‘ig'tri M FBT-R FBT-S
Nr. de hematii | XES | 7.1240,39 8,17+0,47 8,52+0,46
(nr. x 10%/mm?®) n 10 10 10 -

p (M) >0,05 NS <0,05
Hemoglobina X+ES | 19,92+1,66 | 19,24+0,66 | 20,23+1,86
(L) n 10 10 10
p (M) >0,05 NS >0,05 NS
Hematocritul X+ES | 41,05x0,69 | 41,43%0,72 | 41,47+051
06) n 10 10 10
p (M) >0,05 NS >0,05 NS

x+ES = mediazeroarea standard; n = nr. de indivizi/lot; p (M) = semnificatia statistica fata de lotul
martor; stelutele marcheaza diferente semnificative statistic fata de lotul martor, astfel:p < 0,05 -* ;
p<0,01-**;p<0,001-***,
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Figura 10. Variatia unor parametri hematologici (ai hematiilor) la sobolanii tratati cu furilbenzotiazol.
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Figura 11. Variatia unor parametri hematologici (leucocite, formula leucocitard) la sobolanii tratati cu
furilbenzotiazol.

La sobolanul matur, numirul leucocitelor variaza intre 8 $i12x10° celule/mm?® de sange.

Valorile obtinute in acest experiment (tabelul 16, fig. 11) se incadreaza intre aceste limite, cu o
usoara crestere (+9,5%) la lotul FBT-R, comparativ cu lotul de control.

A fost remarcata, la loturile tratate cu ambii enantiomeri ai FBT, o crestere a ponderii

limfocitelor insotitd de o scadere semnificativd a procentului de monocite circulante. Scaderea

procentului de monocite este urmarea fixarii acestora In numar mai mare in sinusoidele tesutului

hepatic, ca reactie la sarcina metabolica suplimentara reprezentatd de adaugarea in hrana a FBT.
7.2.1.2. Parametri biochimici

Glicemia sobolanilor adulti este cuprinsd intre 70 si 90 mg%>* limite intre care se
incadreaza si media lotului de control din experimentul nostru (tabelul 3, fig. 3). Enantiomerul R al
FBT a determinat o scadere cu 12,25% a glicemiei, neasiguratd statistic, in timp ce in cazul
enantiomerului S reducerea glicemiei a fost semnificativa, de 26,39%. Concentratiile glucozei si
glicogenului hepatic au fost de asemenea reduse, la ambele loturi tratate cu FBT.

Tntr-un experiment pe microsomi hepatici, Su si colab. (2006)* au demonstrat proprietatea
hipoglicemiantd a unor derivati benzotiazolici. Un studiu in vivo pe sobolani obezi a demonstrat
eficienta unor compusi benzotiazolici in reducerea consumului de glucoza si a greutatii corporale36.

In ceea ce priveste furil-benzotiazolul sintetizat si testat de noi, este utili continuarea
cercetarilor privind capacitatea hipoglicemianta a enantiomerului S pe un model experimental de

diabet streptozotocinic.
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Tabelul 17. Variatia glicemiei, a concentratiei glucozei si glicogenului din tesutul hepatic la
sobolanii tratati cu furilbenzotiazol.

Loturi
Parametri M FBT-R FBT-S
Glicemie x+ES 72,9445,28 64,02+4,23 53,69+3,69
(mg n 10 10 10
glucozi p (M) >0,05 NS <0,01**
/dL)

Glucozi X£ES 2,46+0,34 1,93+0,11 1,96+0,18
(mg/g n 8 10 8
tesut) p (M) >0,05 NS > 0,05 NS

Glicogen x+ES 1,88+0,31 1,18+0,20 1,24+0,11
(mg/g n 10 10 10
tesut) p (M) < 0,05* <0,05*

Date recente’’ *® (2011) semnaleaza capacitatea unor compusi benzotiazolici de a reduce

nivelurile trigliceridelor si colesterolului plasmatic. In experimentul nostru, numai enantiomerul S a
produs o scadere neasiguratd statistic, cu 6% a colesterolului total seric, in conditiile in care
compusul, neoptimizat din punct de vedere al biodisponibilitatii, a fost administrat in furajul
animalelor normale (tabelul 18, fig. 13). In aceleasi conditii, s-a inregistrat o crestere semnificativa
a colesterolului hepatic, cu ambii enantiomeri, dar mai mare in cazul FBT-S. Deoarece in acest
experiment a fost determinat numai colesterolul total, nu putem afirma predominanta fractiunii

HDL sau a LDL. In orice caz, putem suspecta un turnover scazut al colesterolului hepatic.
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Figura 13 Variatia colesterolemiei si concentratiei colesterolului hepatic la sobolanii
tratati cu furilbenzotiazol.

Ambii enantiomeri ai FBT au crescut concentratia proteinelor totale hepatice (valori
neasigurate statistic), in cazul enantiomerului S inregistrandu-se o crestere de 10%. Pe de alta parte,

proteinemia a Inregistrat o scddere la ambele loturi tratate, semnificativd (+15%) in cazul
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enantiomerului S al FBT (tabelul 19 si fig. 14). Rezultatele obtinute se datoreaza unei usoare

inhibari a exportului proteinelor.

Tabelul 19. Variatia concentratei proteinelor din ser si tesutul hepatic la sobolanii tratati cu
furilbenzotiazol.

Loturi
Parametri M FBT-R FBT-S

_ x+ES 5,14+0,29 4.6820,32 4,36+0,24

Proteine
(Se/gcl_e) n 10 10 10
g p (M) >0,05 NS <0,05*

_ Xx+ES | 364,79+19,7 | 400,85+250 | 403,81+18,7
Proteine 8 7 4
hepatice

P n 10 10 10
(mg/
g fesut) p(M) S0.05NS | 5005NS

7.2.1.3. Parametri enzimatici

Catalaza. Data fiind localizarea intracelulara a enzimei activitatea sa in ser este una
reziduald, enzima provenind din tesuturi, ca urmare a modificarii permeabilitatii membranelor
plasmatice, respectiv a destructiilor membranare. Prin urmare, o prezenta scazutda a enzimei in ser,

asa cum s-a inregistrat la lotul FBT-S (tabelul 23 si fig. 18), este dovada unei stabilitati membranare

crescute.
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Figural8. Activitatea catalazei serice si hepatice la sobolanii tratati cu furilbenzotiazol.

Activitatea CAT 1n tesutul hepatic a fost redusd cu 40% si respectiv cu 35% in prezenta
enantiomerilor R si S ai FBT, comparativ cu valoarea medie de la lotul martor. Cum enzima este
indusd proportional cu cantitatea de substrat (H2O;) produsd in metabolismul oxidativ, putem

presupune ca sinteza CAT este redusa ca urmare a unei productii scazute de H,0;.
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Superoxid dismutaza. Deoarece reactia catalizatda de SOD ofera substrat (H,0,) catalazei,
intre activitatile celor doud enzime ar trebui sa existe o relatie de proportionalitate. Acest aspect este
evident Tn cazul experimentului nostru (tabelul 24 si fig. 19): SOD serica este redusa semnificativ,
cu 45%, la lotul FBT-S, iar activitatea SOD hepatica este scazuta semnificativ la ambele loturi

tratate cu FBT, mai pregnant in cazul FBT-R.

Tabelul 24. Superoxid dismutaza serica si hepatica la sobolanii tratati cu furilbenzotiazol.

Loturi
Parametri M FBT-R FBT-S
SOD X*ES 0,86+0,08 0,82+0,14 0,48+0,09
serica n 10 10 10
(Usob/ml p (M) >0,05 NS <0,01**
/min)

SOD X+ES 3,91+0,57 1,66+0,12 2,42+0,55
hepatica n 10 10 10
(USOD/mgp p (M) <0,001*** <0,05*

roteina/min
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Figura. 19. Activitatea superoxid dismutazei serice si hepatice la sobolanii tratati cu furilbenzotiazol.
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7.2.1.4. Concluzie

Acest experiment preliminar, privind actiunea biologicd a FBT sintetizat de noi asupra
organismului normal de mamifer, a evidentiat urmatoarele:

- cresterea numarului de hematii;

- scaderea monocitelor circulante, probabil ca urmare a transformarii lor in macrofage fixate
ale ficatului;

- scaderea glicemiei si a glicogenului hepatic, ceea ce face din aceasta substantd un candidat
interesant pentru dezvoltarea de medicamente antidiabetice;

- lipsa efectelor nocive asupra turnover-ului proteic si asupra enzimelor marker ale
integritatii membranare;

- o productie scazuta de radicali liberi.

Efectele cele mai semnificative au fost observate in cazul enantiomerului S.

7.2.2. Efectele administrarii de furil-benzotiazol rac, enantiomerii (R)- si (S)- la

sobolani intoxicati subcronic cu etanol

Deoarece existd semnalari privind actiunea antioxidantd si citoprotectoare a furanilor in
cazul intoxicatiilor cu lipopolizaharide, precum si proprietatile antiinflamatoare ale
benzotiazolilor®”, am considerat interesant de urmarit efectele FBT pe un model experimental de

etilism subcronic.

7.2.2.1. Parametri hematologici

Numarul de hematii a crescut semnificativ sub influenta etanolului, fenomen intalnit si in alte
experimente similare. Cresterea numarului de hematii reprezintd o incercare de adaptare a

organismului pentru suplinirea necesitatii crescute de O. Cei doi enantiomeri §i amestecul racemic au

readus numarul de hematii la valori apriopiate de cele ale martorului (tabelul 25, fig.20).
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Tabelul 25. Variatia unor parametri hematologici (ai hematiilor) la sobolanii intoxicati cu etanol si
tratati cu furilbenzotiazol.

Loturi Parametri M EtOH EtOH-R EtOH-S EtOH-Rac
x+ES 9,563+0,50 12,24+0,98 9,32+0,37 9,66+0,82 9,80+0,32
Tt S T S O A W
p1 (M) < 0,05* >0,05 NS >0,05 NS >0,05 NS
p, (EtOH) < 0,05* < 0,05* <0,05*
X+ES 17,01+0,71 | 14,04+1,52 | 17,35+0,97 | 17,48+0,75 | 18,54+0,47
Hemoglobina n S S S S S
(g/dL) p1(M) >0,05NS >0,05 NS >0,05 NS >0,05NS
p. (EtOH) >0,05 NS < 0,05* <0,05*
x+ES 44,98+0,36 | 45,62+1,23 | 46,01+0,97 | 45,94+1,00 | 45,84+0,42
Hematocritul n 5 &) S S S
(%) p1(M) >0,05 NS >0,05 NS >0,05 NS >0,05 NS
p. (EtOH) >0,05 NS >0,05 NS >0,05 NS

x+ES = mediazeroarea standard; n = nr. de indivizi/lot; p; (M) = semnificatia statistica fata de lotul
martor; p2 (EtOH) = semnificatia statistica fatd de lotul tratat cu etanol. Stelutele negre marcheaza
diferente semnificative statistic fatd de lotul martor; stelutele rosii marcheaza diferente
semnificative fata de lotul EtOH.

Cei doi enantiomeri ai acetil-furilbenzotiazolului readuc concentratia hemoglobinei la valori
aproape identice cu cele de la martor, in timp ce racemicul a determinat o usoara crestere a
concentratiei de hemoglobina peste valoarea martorului, dar in limite fiziologice.

Numarul de leucocite s-a modificat semnificativ atat fatd de martor, cat si fata de lotul cu
EtOH numai sub influenta enantiomerului (S)- al compusului studiat. Aceste modificari nu sunt
benefice organismului, reducerea numarului de leucocite insemnand o deprimare a functiei
imunitare. Enantiomerul (S)- a avut un efect clar imunosupresor care s-a suprapus actiuni EtOH.
Amestecul racemic s-a comportat diferit fata de cei doi enantiomeri, numarul de leucocite in cazul
lotului EtOH-Rac fiind foarte apropiat de cel al martorului.

Cei doi enantiomeri prezenfi in racemic au determinat o scadere potentiald a reactiei
inflamatorii (numar scazut de neutrofile), o crestere a reactiei imune specifice (prin limfocite) si o

reactivitate a monocitelor asemanatoare cu a lotului martor.

7.2.2.2. Parametri biochimici

Glicemia nu a suferit modificari semnificative la nici unul dintre loturi (tabelul 27, fig.22).
Crestere a glucozei tisulare sub influenta EtOH a fost accentuata semnificativ de acetil-
furilbenzotiazolul, atat ca enantiomeri separati cat si ca amestec racemic.

Daca la animalele normale FBT, in special enantiomerul (S)-, a avut un net efect
hipoglicemiant si de scadere a depozitelor glucidice, pe fondul intoxicatiei etilice efectul a fost
opus.
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Colesterolemia a suferit modificari evidente la toate loturile tratate (Tabelul 28, Fig.23):
dacad valorile loturilor EtOH si EtOH-R sunt semnificativ scazute fatd de lotul martor, loturile
EtOH-S si EtOH-Rac se remarca prin valori semnificativ scazute atat fatd de martor cat si fata de
lotul cu EtOH. Reiese de aici caracterul hipocolesterolemiant al enantiomerului (S)- si al
racemicului, fapt semnalat in literatura si pentru alti benzotiazoli®’ (2011).

Colesterolul total hepatic a crescut semnificativ numai la lotul tratat cu racemic, comparativ

cu valoarea scazuta sub influenta EtOH.

Tabelul 27. Variatia concentratiei glicemiei si glucozei si glicogenului din tesutul hepatic la
sobolanii intoxicati cu etanol si tratati cu furilbenzotiazol.

Loturi
Parametri M EtOH EtOH-R EtOH-S EtOH-Rac
Glicemie X£ES 206,72+20,11 214,53+18,11 232,85+22,24 249,66+31,50 245,92+26,27
(mg n S S S 5 5
glucozi p1 (M) >0,05 NS >0,05 NS >0,05 NS >0,05 NS
/dL) p2 (EtOH) >0,05 NS >0,05 NS >0,05 NS >0,05 NS
. X£ES 12,92+4,31 19,46+4,59 30,8445,01 29,29+5,81 30,18+6,33
Glucoza
/ n 5 5 5 5 5
gns?lg p: (M) >0,05 NS < 0,05* < 0,05* < 0,05*
p2 (EtOH) >0,05NS >0,05 NS >0,05 NS
. X£ES 0,92+0,07 0,78+0,21 1,68+0,32 2,38+0,54 1,79+0,17
Glicogen
/ n 5 5 5 5 5
gznsglllg p1(M) >0,05 NS <0,05* <0,05* < 0,001***
p. (EtOH) < 0,05* < 0,05* <0,01**
Colesterolul seric Concentratia colesterolului hepatic
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Figura 23. Variatia colesterolemiei si concentratiei colesterolului hepatic la sobolanii

ntoxicati cu etanol si tratati cu furilbenzotiazol.

Proteinemia a suferit modificari semnificative numai in cazul EtOH-Rac, (tabelul 29, fig.
24) unde se remarca o crestere accentuata datoratad si unei sinteze accentuate a proteinelor hepatice.

Acetil-furilbenzotiazolul, chiar administrat pe fndul de EtOH a stimulat sinteza proteinelor hepatice
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(semnificativ in cazul enantiomerului (S)- si a racemicului) si exportul proteinelor din ficat in cazul

racemicului (tabelul 29, fig. 24).

Tabelul 29. Variatia concentratei proteinelor din ser si tesutul hepatic la sobolanii intoxicati
cu etanol si tratati cu furilbenzotiazol.

Loturi
Parametri M EtOH EtOH-R EtOH-S EtOH-Rac
x+ES 6,89+0,07 7,46%0,92 7,40+0,91 7,44+1,10 9,21+1,30
Proteine
serice n 5 5 5 5 5
(g/dL) p: (M) >0,05 NS >0,05 NS >0,05 NS >0,05 NS
p. (EtOH) >0,05 NS >0,05 NS >0,05 NS
Proteine x+ES 245,37458,54 | 232,29+45,13 | 311,45+58,64 | 340,68+16,23 | 352,21+24.11
hepatice n 5 5 5 5 5
(mg/ p: (M) >0,05 NS >0,05 NS >0,05 NS >0,05NS
g tesut) | p, (EtOH) >0,05 NS <0,05* <0,05*

7.2.2.3. Parametri enzimatici

Enzime antioxidante. Rezultatele noastre privind activitatea catalazei in ser desi neasigurate
statistic datoritd numarului mic de animale utilizate demonstreaza o activitate hemoliticd intensa
sub actiunea etanolului (tabelul 33, fig.28), efect mult redus in prezenta celor doi enantiomeri si mai
ales in pezenta racemicului. Aceste date se coreleaza cu concentratia hemoglobinei. Enantiomerii
acetil-furilbenzotiazolului au stimulat activitatea catalazica, aducand-o la valori superioare
martorului. In cazul racemicului cresterea este si mai evidenta si asigurata statistic, comparativ cu

lotul tratat cu EtOH.
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Figura 28. Activitatea catalazei serice si hepatice la sobolanii intoxicati cu etanol si tratati
cu furilbenzotiazol.
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Inflamatia produsa de EtOH in tratamentul subcronic a scazut activitatea tisulara a SOD la
toate cele patru loturi care au primit EtOH. Enantiomerii si racemicul acetil- furilbenzotiazolului nu
au redus efectul etanolului in privinta acestei enzime; enantiomerii (R)- si (S)- au scazut si mai mult
ativitatea enzimei pe fondul etanolului, iar efectul lor cumulat este maxim in cazul lotului EtOH-
Rac (tabelul 34, fig. 29).

Activitatea SOD in ser Activitatea SOD in tesutul hepatic
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Figura 29. Activitatea superoxid dismutazei serice si hepatice la sobolanii intoxicati cu etanol si
tratati cu furilbenzotiazol.

7.2.1.4. Concluzii

1. Efectul protector asupra parametrilor hematologici, exercitat de cei doi enantiomeri ai
FBT si de amestecul racemic, s-a concretizat prin restaurarea la nivelul de control a unor parametri
alterati de intoxicatia etilica: numarul de hematii, concentratia hemoglobinei si hematocritul. Cu
toate acestea, enantiomerul (S)- a mentinut deprimarea functiei imunitare indusd de etanol
(scaderea numarului de leucocite). Racemicul a redus reactia inflamatoare prin scaderea
neutrofilelor si a stimulat imunitatea specifica prin cresterea numarului de limfocite.

2. La nivelul metabolismului glucidic, cele trei forme de FBT au determinat o incarcare a
hepatocitelor cu glicogen, cresterea glicemiei si glucozei hepatice.Atat enantiomerii, cat si
amestecul racemic au avut efect hipocolesterolemiant, cel mai evident ih cazul enantiomerului (S)-.
Sinteza hepaticd a proteinelor a fost stimulatd de toate cele trei forme ale FBT testate, comparativ
cu lotul EtOH, valori semnificatve fiind obtinute in cazul enantiomerului S si a racemicului.

3. Cresterea activitatii ALAT si LDH serice, sub influenta EtOH, a fost amplificata de
prezenta enantiomerilor si a racemicului FBT, ceea ce poate sugera o alterare (cel putin incipientd) a
permeabilitatii si structurii membranare. Urmeaza ca aceste date sa fie confirmate de microscopia
electronica. Activitatea antioxidanta a furilbenzotiazolilor, mai ales a amestecului racemic, s-a

concretizat Tn stimularea activitatii catalazei hepatice.
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