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(57) Rezumat:

Inventia se referd la un amestec sau o compozitie, de preferintd terapeutic activd administrata
topic, care contine cel pufin o sare a unui metal, unde metalul este selectat dintre molibden (Mo),
wolfram (W), vanadiu (V), aur (Au), o lantanida, in particular lantan; cel putin un agent de chelare; cel
putin o sursd de radicali de peroxidare, cel putin un agent tampon, precum si la compozitii
farmaceutice, formate din acest amestec sau contindndu-1, metode de producere si aplicare a acestuia, si
anume pentru o metodd de tratament terapeutic a unei infectii virale, In particular implicand un virus
din familia Herpesviridae, sau ca un antiinflamator.
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Descriere:
(Descrierea se publica in varianta redactata de solicitant)

Prezenta inventie se referd la un amestec activ intr-un tratament terapeutic, amestecul
mentionat continand un peroxometalat, precum de exemplu un peroxomolibdat si/sau, ca de exemplu
un peroxolantanat.

In particular, prezenta inventie se referd la un amestec activ pentru tratamentul preventiv si
curativ al infectiilor cu Herpesviridae si in particular, al infectiilor cu Herpes simplex 1 (HSV-1 sau
HHV-1) si cu Herpes simplex 2 (HSV-2 sau HHV-2). Prezenta inventie de asemenea se referd la
compozitii farmaceutice contindnd un astfel de amestec activ, la metodele de preparare precum si la
utilizérile sale, In particular cu scopul unui tratament terapeutic.

Stadiul anterior

Printre patologiile infectioase, cele datorate virusilor, in plus la gravitatea lor variabild in
functie de tipul lor, care pot conduce chiar la moartea pacientului, si cu o ratd a morbiditatii foarte
inegald in functie de populatie si de vremuri, prezintd o problemd terapeuticd majord. Acest agent
cauzal necesitd o celuld gazdd metabolismul si constituentii cédreia 1i foloseste pentru multiplicare, de
unde dificultatea iradierii prin tratamentul respectiv al tesutului s@nétos in raport cu unul infectat, sau
chiar un tratament preventiv.

Printre infectiile virale care pot afecta oamenii, cele cu Herpesviridae sunt curente, extrem de
contagiose si endemice. Aceastd familie de virusi cu ADN constd din opt tipuri de virusi. Printre
acestia, HHV-1 sau HSV-1 si HHV-2 sau HSV-2 sunt responsabili pentru herpes orofacial-labial si
vaginal-anal.

Toti virusii de herpes, prezintd proteinele clinice si proprietétile structurale ale genomului
precum latenta, recurenta sau activarea liticd. Ca si in cazul tuturor infectiilor virale, mijloacele
terapeutice sunt complexe si frecvent limitate. Inventia este destinatd si solutioneze problema tehnica
ce constd in furnizarea unei compozitii farmaceutice oferind posibilitatea de a actiona impotriva unei
infectii virale, In special a unei infectii virale implicand Herpesviridae si In particular HSV-1 si HSV-
2.

Infectiile cu HSV-1 si HSV-2 sunt foarte contagioase (in special prin contact) si endemice
(Organizatia Mondiald a Sanatdtii (OMS), lanuarie 2016, "The herpes viruses", memorandum No.
400, http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs400/fr/#). Sursa este omul, fard nicio zoonozd sau
orice vector. Prevalenta infectiillor HSV-1 responsabile pentru herpesul orofacial-labial, pentru
anumite forme de herpes genital si a paronichiei herpetice, este variabild in functie de continente,
metode si posibilititi de diagnostic. Ea este estimatd sa fie in medie de la 84 1a 99% in Aftica, de la 50
la 100% in Asia, de la 65 la 98% in Europa si de la 57 la 68% in America de Nord. Prevalenta
infectiilor cu HSV-2, responsabile pentru herpesul genital si anal, este variabild in functie de gen,
profilul etnic si sociologic, varsta si continent. De exemplu (Centrul pentru prevenirea si controlul
deceselor (CCD). MMW R Morb Mortal Wkly Rep., no 59(15), 2010, p. 456-459), seroprevalenta in
Statele Unite pentru intervalul de varstd de la 40 la 49 de ani este estimatd sd fie 32% la femei si 20%
la barbati.

Luénd in considerare rata de morbiditate, infectiile HSV-1 si HSV-2 au un anumit impact
social mondial. Intr-adevar, niciun tratament curativ total eficient nu existi in ceea ce priveste
eradicdrile, dacd administrarea medicamentelor antivirale este per os sau pe cale parenterald, daca
aceasta este un analog pirofosfat (foscarnet, de exemplu), analogi nucleozidelor neactivabile sau
activabile in situ (precum fiacitabin, vidarabin, aciclovir si promedicamentul lor valaciclovir, de
exemplu) sau a unui inhibitor al complexului enzimatic helicaz-primazic (pritelivir). Ei contribuie la
reducerea seriozitatii si frecventei simptomelor, dar nu iradiazd infectia. Cel mai des, conform
solubilitdtii joase a acestor molecule si In particular cele ale familiei «cicloviry (1,3 mg/ml 1n apd la
25°C pentru aciclovir) precum si a absorbtiei lor intestinale limitate (este de ordinul 20% pentru
aciclovir per os), doze consecvente trebuie sd fie administrate la pacienti.

Spre deosebire de medicamentele topice oftalmice, substantele anti-HSV folosite in
dermatologie (precum ciclofovir, ibacitabin, aciclovir, de exemplu) au eficientd clinicd care ramane
modestd si nu constanta.

In plus, formele achizitionate de rezistente la virusi de Herpes simplex la tratamente
conventionale per os sau pe cale parenterald sunt descrise in crestere. Ele sunt cele mai des conectate
la mutatiile genomului viral [1] (Bisa fosi S, et al. Aativiral Res., vol, 8000, 2008, p 81 -85).

In plus la dimensiunile infectarii, durerii si aspectului inestetic recurent al pacientului pe
durata reactivarii virale, aceste infectii pot deveni complicate prin patologii serioase si complexe desi
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rdman destul de rare, precum encefalita herpeticd sau cheratita. Contaminarea neonatald maternald
poate fi 60% mortald in absenta tratamentului. Infectiile herpetice si dezvoltarea lor poate fi asociata
cu alte patologii din cauza imunodepresiei, de fapt, (fie indusd sau patologicd) sau imunosupresiei
pacientului precum de exemplu, in cazul unor cancere sau dupd o grefd. HSV-2 este parte din cele mai
frecvente infectii (de la 60 la 90%) printre persoanele purtitoare HIV. Riscul contactului unei infectii
noi HIV este inmultit la trei in prezenta unei infectiit HSV-2. Purtitorii ambelor infectii au un risc mai
inalt de transmitere a HIV-ului.

Din acest motiv obiectul inventiei este sd rezolve problema tehnicd ce constd in oferirea unet
metode de prepararea a unei astfel de compozitii farmaceutice.

Obiectul inventiei este de asemenea sd rezolve problema tehnicd ce constd in oferirea unei
compozitii farmaceutice active care este topic acceptabila.

Obiectul inventiei este de asemenea sd rezolve problema tehnicd ce constd in oferirea unei
compozitii farmaceutice active care este usor solubild in solventi hidrofilici.

Obiectul inventiei este In plus sd rezolve problema tehnicd ce constd in oferirea unei
compozitii farmaceutice active pe durata pasaj trans-epidermal.

Obiectul inventiei este In plus sd rezolve problema tehnicd ce constd In oferirea unei
compozitii farmaceutice care este dezactivatd pe durata pasajului trans-cutanat.

Obiectul inventiei este In plus sd rezolve problema tehnicd ce constd in oferirea unei
compozitii farmaceutice, biofaza cireia este bine delimitata si atinsa.

Obiectul inventiei este In plus sd rezolve problema tehnicd ce constd in oferirea unei
compozitii farmaceutice pentru care biodisponibilitatea este minima.

Obiectul inventiei este In plus sd rezolve problema tehnicd ce constd in oferirea unei
compozitii farmaceutice active avand un efect anti-replicant asupra unui virus, si in particular asupra
HSV.

Obiectul inventiei este In plus sd rezolve problema tehnicd ce constd in oferirea unei
compozitii farmaceutice active avand citotoxicitate Tnaltd pentru celulele infectate cu un virus, si in
particular cu HSV.

Obiectul inventiei este In plus sd rezolve problema tehnicd ce constd in oferirea unei
compozitii farmaceutice active avand citotoxicitate mica pentru celulele sdnitoase.

Obiectul inventiei este In plus sd rezolve problema tehnicd ce constd in oferirea unei
compozitii farmaceutice active care are o eficienta profilactica si in particular pentru HSV.

Obiectul inventiei este In plus sd rezolve problema tehnicd ce constd in oferirea unei
compozitii farmaceutice active care are o eficienta profilactica in special pe durata fazei prodromice a
infectiei si in particular pentru HSV.

Obiectul inventiei este In plus sd rezolve problema tehnicd ce constd in oferirea unei
compozitii farmaceutice active care are eficienta profilacticd In special prin scurtarea fazei acute si in
particular pentru HSV.

Obiectul inventiei este In plus sd rezolve problema tehnicd ce constd in oferirea unei
compozitii farmaceutice active care poate preveni sau limita procesul infectios si In particular cel al
HSV.

Obiectul inventiei este In plus sd rezolve problema tehnicd ce constd in oferirea unei
compozitii farmaceutice active avand stabilitate bund pe durata péstririi sale la temperatura camerei si
pani la 45°C.

Descrierea inventiei

Inventatorii au descoperit, ci a fost posibil sd rezolve problemele tehnice mentionate mai sus
prin oferirea unei compozitii sau unui amestec terapeutic activ pentru cale topicd, continand cel putin
o sare a unui metal, metalul fiind selectat dintre molibden (Mo), wolfram (W), vanadiu (V), aur (Au),
lantanidd, 1n particular lantan; cel putin un agent de chelare; cel putin o sursd de radicali de
peroxidare; cel putin un agent tampon;

unde compozitia sau amestecul are un potential redox de la 250 la 550 milivolti; sau un
potential redox de la 300 la 450 milivolii si chiar mai de preferintd de la 300 la 420 milivolti.

Prin ,farmaceutic activ” se subintelege faptul cd amestecul sau compozitia au o activitate
beneficad cu scopul unui tratament terapeutic.

Termenul de ,amestec” se referd la o comporzitie si nu limiteazd compozitia pe care o
desemneaza la un preparat particular sau metodd de preparare. Termenul de ,,amestec” aici oferd
posibilitatea de a distinge mai usor din punct de vedere semantic ,,amestecul” de ,.compozitie” in
particular cand de exemplu ,,amestecul” este integrat intr-o «compozitie» care include alti ingredienti.

Inventia mai exact se referd conform unui prim aspect, la o compozitie sau amestec, de
preferinta terapeutic activ printr-o cale topicd, continand:
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- cel putin o sare a unui metal, metalul fiind selectat dintre molibden (Mo), volfram
(W), vanadiu (V), aur (Au), o lantanidd, in particular lantan;

- cel putin un agent de chelare;

- cel putin o sursd de radicali de peroxidare;

- cel putin un agent tampon,

unde amestecul sau compozitia specificatd are un potential redox de la 250 la 550 milivolti.

Inventia se referd in mod avantajos la o compozitie sau amestec, de preferinta terapeutic activ
prin calea topicd, continand:

- cel putin o sare a unui metal, metalul fiind ales dintre molibden (Mo), volfram (W), vanadiu
(V), aur (Au), o lantanida, in particular lantan;

- cel putin un agent de chelare;

- cel putin o sursd de radicali de peroxidare;

- cel putin un agent tampon;

- amestecul mentionat sau compozitia de preferintd avand un potential redox de 250 la 550
milivolti, si de preferintd 300 la 450 milivolti si din nou de preferintd 300 la 420 milivolti.

Amestecul conform prezentei inventii oferd avantajos posibilitatea de a forma un
medicament, si mai exact un medicament stabil si activ in situ.

Amestecul conform prezentei inventii constd Intr-un echilibru al compusului mentionat mai
sus, formand avantajos un complex peroxometalic inclusiv sdrurile sale. Conform inventatorilor, fara
a avea intentia de a fi legat de teorie, amestecul conform prezentei inventii oferd posibilitatea de a
forma o structurd supermoleculard de tip zabrele intr-un echilibru stabil nepermanent, care oferad
posibilitatea de promovare la nivelul extracelular si in situ a unui catalizator pentru reactii precum
Fenton si Haber-Weiss. Aceste reactii se spune cd sunt ,,precum” cand ele au loc din cauza metalului
din amestecul din inventie sau din cauza altui metal care nu este fierul. O portie de substantd reactiva
generatd extemporaneu prin substanta activi ce penetreazd celula, si mai avantajos celula infectata.

Conform unei variante compozitia include mai multe sdruri de metale, metalul fiind ales
dintre molibden (Mo), volfram (W), vanadiu (V), aur (Au), o lantanida, In particular lantan.

fn functie de metoda de producere, sarea metalului este o sare a molibdenului sau continnd
molibden.

Conform unei metode de producere, sarea metalului este sarea lantanidei sau continind o
lantanida.

Conform unei metode de producere, sarea metalului este un amestec a unei siri a
molibdenului si a unei sari a lantanidei.

Inventia se referd In mod avantajos la o compozitie sau amestec, de preferintd terapeutic
activd prin calea topicd, continand:

- cel putin o sare de molibden (Mo), optional In combinatie cu cel putin o sare a unui metal
ales dintre volfram (W), vanadiu (V), aur (Au), o lantanid4, in particular lantan;

- cel putin un agent de chelare;

- cel putin o sursd de radicali peroxidanti;

- cel putin un agent tampon;

- amestecul mentionat sau compozitia de preferintd avand un potential redox de 250 la 550
milivolti, si de preferintd 300 la 450 milivolti si din nou de preferintd 300 la 420 milivolti.

De preferinta, sarea metalului este prezentd ca oxid(oxizi) sau peroxid(peroxizi) intr-un
amestec. Avantajos, oxizii metalici a amestecului din inventie oferd posibilitatea de a forma un
intermediar care este un metal acid, si mai exact un acid Lewis.

Conform unei alternative, este preferat un compus metalic pentru care gradul de oxidare a
metalului este compatibil cu reactia «precum» Fenton-Haber-Weiss si Fenton-Haber-Weiss (o reactie
de oxido-reducere care implicd alti ioni metalici precum fierul, care, In cazul nostru, este intr-un
context de chelare) metastabil, adicd, in special metale de tranzitie si in particular Mo(VI), W(IV) la
(VI), V{ID la (V), Au(I) la (IID).

Conform unei alternative, un compus lantanic este preferat care poate forma un oxid
hexavalent de tip LnO3, pentru care gradul de oxidare este compatibil cu metastabilul Fenton-Haber-
Weiss si Fenton-Haber-Weiss «precum» si in particular La(IIl), Ce(IIl) si (IV), Nd(III) si (IV),
Sm(IID) si AV), GA(IV).

Avantajos, metalul din metalat este de valentd maxima.

Avantajos, metalul este oxidat pand la gradul sdu maxim de oxidare.

Conform unei alternative preferate, sarea metalului include molibden. Prin urmare, conform
unei alternative, sarea metalului este o sare a molibdenului sau contindnd molibden. Mai exact,
amestecul conform prezentei inventii de preferintd include molibdat de sodiu. Conform inventiei,
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utilizarea unei sdri ai molibdenului este preferatd, in care valenta molibdenului este de ordinul VI.
Aceastd sare oferd avantajos posibilitatea de oferire a stabilitatii semnificative amestecului din
compozitie. In plus, molibdenul, in special ca o sare si de exemplu ca o sare de sodiu, cu valentd sa
reactivd (VI), electronegativitatea sa compatibild, citotoxicitatea sa foarte joasd, posibilitatea sa de
reactie Fenton-Haber-Weiss reactie care poate fi ,,precum”, este in particular preferata.

Conform unei alternative, sarea metalului formatd include un peroxometalat, si mai exact
care poate fi géisitd ca o formd intermediard hidro-peroxometalat.

Avantajos, sarea molibdenului este de preferintd o unitate peroxo sau hidroperoxo. Inci in
mod avantajos, substanta activi este de tipul MoO,% sau forma sa hidroperoxo (Oyerinde Oyeyemi F.
et al., Solution structure of molybdic acid from Raman spectroscopy and DFT analysis, Inorganica
Chimica Acta 361, 2008, p. 1000-1007. Doi:10.1016/].ica.2007.06.025), de exemplu, un complex
intermediar cu formula de tipul NasMo:Os(chelare)].10H,O intr-un amestec din inventie.

Conform unei alternative, metalul este sarea lantanidei sau continidnd o lantanida.

Conform unei alternative, sarea metalului formatd include un peroxolantanat, si mai exact
care poate fi dinnou gésit in forma unui intermediar hidro-peroxolantanat. De exemplu, el poate fi din
nou gésit ca un intermediar complex cu o formuld de tip Nal.n(chelare) xH>O2.yH20 (cu x si v care
depinde de tipul lantanidei (Ln) folosite Intr-un amestec din inventie.

Avantajos, sarea molibdenului si lantanidei, si mai exact lantan, este de preferintd o unitate
peroxo sau hidroperoxo (Suponitskiy, Y.L., Proshina, O.P., Dyunin, A.G. et al.. Thermodynamic
properties of lanthanum Molybdates, Russ. J. Phys. Chem. 2016, vol. 90, p. 267. Required:
10.1134/S00360244160202031X).

Avantajos, utilizarea unei sdri ai molibdenului oferd posibilitatea de a limita citotoxicitatea
amestecului conform inventiei, in particular asupra corpurilor rosii si limfocitelor, epiteliului,
fibroblastelor, osteoblastelor.

Un avantaj al utilizdrii molibdenului reiese din prezenta sa naturald ca factori enzimatici
(precum de exemplu xantin oxidaza, gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenaza cu feredoxin, etc.).

Avantajos, utilizarea sirii de lantan ofera posibilitatea de a limita citotoxicitatea amestecului
conform inventiei.

Conform unei alternative preferate, metalul in forma sa de substantd activd joacd un rol a
unui catalizator pentru producerea substantelor reactive HO»e, si optional HO» si Oz,

Conform unei alternative, amestecul conform inventiei include de la 0.1 la 500 uM, si de
preferintd de la 1 1a 200 pM, si Incd de preferintd de la 5 la 150 uM de sare a metalului.

Conform unei alternative, amestecul conform inventiei include de la 0,1 la 100 uM, si de
preferintd de la 1 1a 50 pM, si In plus de preferintd de la 5 la 30 uM de sare metalicad a molibdenului.

Conform unei alternative, amestecul conform inventiei include de la 0,1 la 100 uM, si de
preferintd de la 1 la 50 pM, si In plus de preferintd de la 5 la 30 puM sare metalicd a lantanului.

Termenii «agenti de chelare» (sau ..chelatani”) copespund la compusii chimici capabili de a
forma un complex coordinativ stabil cu unul sau cativa ioni si mai exact cu formele ionice ale
metalului prezent in compozitie. Metalul poate fi prezent in orice formd inclusiv intr-o forma
peroxidat sau hidroperoxidat. Aceast complex se spune cd este un ,.chelat”.

Agentii de chelare pot fi potriviti pentru amestec conform prezentei inventii avantajos ar
putea cataliza extracelular, producere in situ a radicalilor reactivi HO»* pe de o parte; in special dar de
asemenea O»* s1 OHe si permit chelarea ionilor de calciu si metalici inclusiv ionilor de fier (Fe(Il) sau
Fe?) si ioni fierici (Fe(Il) sau Fe3*) care sunt extracelulari, legati sau liberi. Eliberarea acestor
reagenti este cu atit mai eficientd cu cit afinitatea chelatilor pentru ionii extracelulari Ca** si Fe**/Fe*
este semnificativd. Acesti chelati sunt compusi stabili prezenti in amestecul farmaceutic activ din
inventie si participd in plus la producerea preferentiala a radicalului HO,e, in activitatea farmaceutica
sau terapeuticd a amestecului conform prezentei inventii, in special prin chelarea preferentiala in situ a
ionilor de calciu si fier. Aceasta chelare in situ ar de asemenea permite reglarea la un nivel
extracelular al influxurilor celulare de calciu, in particular indus de infectia virald pe de o parte,
precum de exemplu prin Herpesviridae, si prin stresul oxidativ datoritd prezentei radicalilor sau
peroxo compusilor din altd parte.

Avantajos, agentii de chelare nu penetreazd celula si rdiman extracelulari.

Conform unei alternative preferate, agentii de chelare stabilizeazad complecsii peroxo si hidro-
peroxomolibdat continuti in formulare. Asemenea peroxo- si hidro-peroxomolibdati pot fi de tip
(M0206)4+ §1 [MO4O12(02)2]4+.

Avantajos, conform unei alternative, agentul de chelare permite stabilizarea prin chelare a
substantei active ion MoO4%, care in forma sa sodici are o masi molecularii de 205,937 g per mol sau
peroxomolibdat (de exemplu in formd de MoO3-BAPTAH22- si/sau MoO3-EGTAH22-).



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

MD 4898 C1 2025.03.31
7

Conform unei alternative, compozitia sau amestecul conform inventiei include cel putin doi
agenti de chelare.

Avantajos, agentul(agentii) de chelare leagé prin coordonare metalatul oxidat sau peroxidat In
solutie.

Conform unei alternative, agentul de chelare formeaza un complex cu metalatul oxidat sau
peroxidat pentru a forma un dimer intermediar complex [Mo02Os(chelatant)]*.10H,0 si/sau al formei
peroxotetramolibdat(VI) [Mo04012(02)2]**-chelatant, apoi sarea metalului este o sare de molibden.

Conform unei alternative, agentul de chelare formeaza un complex cu metalatul oxidat sau
peroxidat pentru a forma un complex [W.Oe(chelatant)]™*.8H,0O, unde sarea metalului este o sare a
volframului.

Conform unei alternative, agentul de chelare formeaza un complex cu un lantanat oxidat sau
peroxidat cu scopul de a forma in special un complex [La(O,)-Chelatant]**.6H,O unde sarea de
lantanidd este o sare a lantanului.

Avantajos, agentul de chelare este compatibil cu captarea stericd a complecsilor oxidati si/sau
peroxidati din metalat. Mai exact, mirimea «buzunarului» sdu N---N care separd resturile carboxilice
implicate In coordonare precum si pliarea stericd a catenei carbonice 1n aceast buzunar care ar trebui
avantajos sd fie compatibil cu capturarea complecsilor metalici intermediari, in special Intr-o forma
oxidatd peroxidatd. Avantajos, agentul de chelare este compatibil cu sarcinile electronice din metalat
sl cu structura orbitalilor sdi atomici externi.

Conform unui aspect, agentul(agentii) de chelare sunt selectati din poliacizii organici si
sdrurile acestora, in special acizi amino-carboxilici. Tipic, acizi amino-carboxilici includ unul sau
cativa atomi de azot ai unei functii amino de preferintd o amind secundard sau tertiard legata de cel
putin doud grupe ale acizilor carboxilici, prin atomi, in general carbon si optional atomi de oxigen.

Conform unei alternative, agentul(agentii) de chelare are(au) cel putin trei grupe de
coordonare, de preferintd grupe ale acizilor carboxilici, la trei capete ale moleculei(moleculelor)
forméand agentul(agentii) de chelare, grupele de coordonare mentionate fiind separate printr-o catend
din cel putin trei atomi inclusiv cel putin un atom de azot.

Avantajos, agentul(agentii) de chelare are(au) cinci grupe de coordonare, de preferintd grupe
ale acizilor carboxilici, la cinci capete ale moleculei(moleculelor) formand agentul(agentii) de chelare,
grupele de coordonare mentionate fiind separate printr-o catend din cel putin sase atomi si de
preferintd noud atomi, inclusiv un atom de azot si de preferintd doi atomi de azot separati prin cel
putin doi atomi.

Conform unei alternative, agentul(agentii) de chelare are(au) patru grupe de coordonare, de
preferintd grupe ale acizilor carboxilici, la patru capete ale moleculei(moleculelor) forménd
agentul(agentii) de chelare, grupele de coordonare mentionate fiind separate printr-o catend din cel
putin sase atomi si de preferinta doisprezece atomi, inclusiv doi atomi de azot separati prin cel putin
opt atomi.

Conform unei alternative, atomii ce separd grupele de coordonare mentionate si/sau atomii de
azot ai agentului(agentilor) de chelare sunt selectat dintre atomii de carbon, azot si de oxigen. Unii
atomi ce separd grupele de coordonare mentionate si/sau atomii de azot ai agentului(agentilor) de
chelare pot fi inclusi In unul sau citeva inele atomice identice sau diferite, precum de exemplu inele
nearomatice, aromatice sau heteroaromatice, de exemplu un fenil sau un piridil.

Avantajos, agentul de chelare este selectat dintre BAPTA (acid 1,2-bis(o-aminofenoxi)etan-
N,N,N'N'-tetraacetic), EGTA: (acid etilen glicol-bis(2-aminoetileter)-N,N,N',N'-tetraacetic)), DTPA
(acid dietilentriaminepentaacetic), si orice amestecuri ai acestora.

Conform unei alternative, agentul de chelare este selectat dintre BAPTA, EGTA si orice
amestecuri ai acestora.

Avantajos, BAPTA si/sau EGTA permit o stabilitate mai buni a precursorilor precum si un
randament de sintezd mai bun.

pKas-ul a patru grupe carboxil ale BAPTA sunt: pK1 si pK2 <4 (BAPTA insolubil), pK3 =
5,47, 51 pK4 =6,36; si a EGTA sunt: pK1 = 2,00, pK2 = 2,65, pK3 = 8,85, si pK4 =9,46.

Avantajos, pKas-le agentului(agentilor) de chelare sunt compatibile cu pH-ul solutiei din
inventie.

Avantajos, pKas-le agentului(agentilor) de chelare sunt compatibile cu pKa-ul metalului acid
sau metal peracid intermediar format In solutia din inventie.

Avantajos, pKas-le agentului(agentilor) de chelare sunt compatibile cu pH-ul regiunilor
infectate, precum de exemplu a epiteliului.

Avantajos, agentul(agentii) de chelare selectati sunt putin citotoxici. Acest lucru este In mod
special notabil in cazul BAPTA si EGTA.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

MD 4898 C1 2025.03.31
8

Sarea metalului si agentii de chelare sunt prezenti intr-o cantitate si raport suficient pentru
producerea complecsilor {peroxo-metalat — chelare} agentul(agentii)}.

De preferintd, cel putin unul din agentii de chelare prezent are o afinitate mai mare pentru
calciu decét pentru metalul folosit intr-un amestec din inventie. Aceasta oferd avantajos posibilitatea
substitutiei complecsilor de chelare a amestecului din inventie cu un agent de chelare-calciu complex
in vivo. Avantajos, concentratia chelatului(chelatilor) este compatibildi cu concentratia Ca®*
extracelular (2-3mM intr-o plasmi umand), adicd agentul(agentii) de chelare prezenti Intr-un amestec
din inventie sunt in cantitdti suficiente pentru formarea eficientd a unui complex din punct de vedere
terapeutic cu cantitatea prezentd de calciu extracelular.

Avantajos, chelatul(chelatii) prezenti au mai mare afinitate pentru fier (Fe**/Fe*) decit
pentru metalele folosite intr-un amestec din inventie. Aceasta avantajos permite substitutia
complecsilor de chelare a amestecului din inventie cu un agent de chelare-Fe?*/Fe®* complex, in vivo.

Conform unei alternative, amestecul conform inventiei include de la 0,0001 la 1 mM agenti
de chelare.

Conform unei alternative, amestecul conform inventiei include de la 0,1 la 100 uM, si de
preferintd de la 1 la 50 uM, si Incd de preferintd de la 5 1a 20 uM BAPTA. Conform unei variante,
amestecul conform inventiei include de la 1 1a 80 puM, si de preferintd de la 20 1la 80 uM BAPTA.

Conform altei alternative, amestecul din inventie include de la 0,1 la 1 mM, si de preferintad
de la 50 la 800 uM, si incd de preferintd de la 200 la 700 uM of EGTA. Conform unei variante,
amestecul din inventie include 200 la 2,000 uM, si de preferintd 600 la 1,400 uM EGTA.

Conform altei alternative, amestecul din inventie include BAPTA si EGTA prezenti intr-o
concentratie de la 0,0001 la 1 mM, si de preferintd de la 5 la 20 uM si de la 200 la 700 uM, respectiv.

Conform unei alternative, sarea molibdenului si agentii de chelare sunt prezenti conform unui
raport de la 10/1 la 1/100 (raport: Mo sare/agent de chelare, exprimata In concentratii molare).

Conform unei alternative, sarea de lantan si agentii de chelare sunt prezenti conform unui
raport de la 10/1 la 1/100 (raport: Mo sare/agent de chelare, exprimata in concentratii molare).

Conform unei alternative, sarea molibdenului st BAPTA sunt prezenti conform unui raport de
la 3/1 la 1/10, exprimat in concentratii molare.

Conform unei alternative, sarea molibdenului si EGTA sunt prezenti conform unui raport de
la 1/10 1a 1/70, exprimat in concentratii molare.

Conform unei alternative, sarea de lantan si BAPTA sunt prezenti conform unui raport de la
3/1 la 1/10, exprimat In concentratii molare.

Conform unei alternative, sarea de lantan si EGTA sunt prezenti conform unui raport de la
1/10 la 1/70, exprimat 1n concentratii molare.

Conform unei alternative, sursa de radicali este In special H2Ox.

Conform unei alternative, una sau citeva surse secundare de radicali pot fi addugate sau
sintetizate In minoritate in situ.

Conform unei alternative, H»O, este o solutie apoasd continand H»O, la 110 volume sau 30%
sau 8,82M.

Avantajos, sursa de H>O; nu include nici un agent de stabilizare selectat dintre: acizi piridin-
carboxilici, precum de exemplu acid picolinic; acizi fosfonici si amino fosfonici; amide sau amine
substituite; acizi alchil sulfonici; si amestecuri ale acestora.

Conform unei alternative, sursa principald de radicali de peroxidaze este peroxidul de
hidrogen. Prin urmare, conform aceastei alternative, sursa principald de radicali de peroxidaze este
prezentd la o concentratie variind de la 200 la 600 mM, de preferintd de la 300 la 500 mM, si in plus
de preferintd de la 340 la 450 mM.

Conform unei alternative, amestecul conform inventiei include o proportie de peroxid de
hidrogen variind de la 30 mM la 4,4 M, si de preferintd de la 150 mM la 3 M, si de preferintd de la
235mM la 1,8 M, si incd de preferintd de la 260 mM la 440 mM. Conform unei alternative, amestecul
din inventie nu include nici un fel de aditie extemporana de peracid.

Avantajos, cantitatea (sau concentratia) de peroxid de hidrogen (H20») este testatd prin
titrare. Tipic, este posibild utilizarea unei testéri prin intermediul solutiei de permanganat de potasiu.

Concentratia peroxidului de hidrogen poate de asemenea fi testatd prin spectroscopie UV.

Avantajos, un agent de tamponare este folosit pentru controlul specific al pH-ului
amestecului conform inventiei.

Avantajos, un agent tampon este folosit cu scopul controlulului specific al pH-ului pe durata
aplicdrii in situ a solutiei conform inventiei.

Dintre agentii de tamponare, un acid carboxilic este preferat.
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De preferintd, agentul de tamponare nu include urmatorii acizi: acizi carboxilici hidroxilati
(de ex., acid malic) sau acizi policarboxilici (de ex., acizi citrici si isocitrici, acid malonic); acizi
carboxilici cu o greutate moleculard mai mare decat 100 g/mol si in particular acizi carboxilici cu
catend lungd (mai mare decét Cs) din cauza destabilizdrilor membranei celulare pe care le pot induce,
precum si acizi carboxilici alifatici nesaturati (acid sorbic, de exemplu) din cauza posibilititii lor de
peroxidare de tip alchenoic care este citotoxic.

Conform unei alternative, prezenta inventie include prezenta anumitor acizi generati in situ
pe durata sintezei, de preferintd intr-o cantitate mica (precum de exemplu acidul peracetic). Ei sunt
folositi ca o sursd accesorie de radicali la producerea inventiei si utilizarea terapeuticd a inventie.

Conform unei alternative, un agent tampon avind pKa la pH-ul fiziologic (piele si mucoase),
adica un pH de exemplu inclus intre 4,4 si 5,0 si compatibil cu pKa a acidului metalic oxidat si/sau
peroxidat, forma céreia este ionizata (pentru ex. MoO4Ha, pkl = 3,61 si pKa2 = 3,89) este preferat.

De preferintd, agentul de tamponare este prezent intr-un amestec din inventie la o
concentratie inclusd Intre 1 si 500 mM, si de preferintd intre 10 si 200 mM, Incéd de preferintd intre 50
si 100 mM.

Raportul concentratiilor molare ale peroxidului de hidrogen si agentului de tamponare este
inclus Intre 2 si 9 si de preferintd intre 3 si 8.

Avantajos, amestecul este tamponat pentru a obtine un pH de la 4.4 la 5,0 care este
compatibil 1) pentru un contact al inventiei cu membranele pielii s mucoasei, i) stabilitatea substantei
active MoO,> in prezenta H,0», iii) reactia cataliticd Fenton-Haber-Weiss fie «precum» sau nu, i, iv)
producerea in situ a speciilor de radicali in special de tipul HOOe.

Conform unei alternative, compozitia sau amestecul include un agent tampon permitdnd un
pH de la 4,0 la 5,2, de preferinta de la 4,4 la 5,0, de exemplu un acid carboxilic, si de preferintd acid
acetic.

Avantajos, compozitia sau amestecul are un potential redox de la 350 la 420 mV.

Eficienta redox a amestecului din inventie poate de asemenea fi estimatd prin oxidarea in
vitro a quercitinei prin ioni de fier(Ill) sau Fe*'. Este deosebit de posibil si se foloseascd pentru
aceasta asa-numita metodd de testarea «metoda quercitinei», (adaptatd de exemplu de la studiile lui El
Hajji H. et al. Interactions of quercetin with iron and copper ions: Complexation and autoxidation.
Free Radic. Res., 2006, vol. 40(3), p. 303-320 and Balcerzak M. et al. Selective determination of
Fe(III) in Fe(IT) samples by UV-spectrophotometry with the aid of quercetin and morin, Acta Pharm.,
2008, vol. 58, p. 327-334).

Prezenta inventie de asemenea se referd la o metodd de preparare a unui amestec sau a unei
compozitii precum este definit conform prezentei inventii. Mai exact, prezenta inventie se referd la o
metodd de preparare a unui amestec sau a unei compozitii conform inventiei care include (i)
prepararea unei soluti tampon (ST) contindnd un agent tampon avand un pH acid, (ii) prepararea unei
solutii a unui complex metalic (SC) contindnd sarea unui oxid metalic, (iil) prepararea unei prime
solutii initiale (Sil) continand peroxid de hidrogen, (iv) prepararea unei solutii initiale secundare (Si2)
prin amestecarea solutiei ST cu solutia Sil, (v) prepararea unei solutii (S1) contindnd un compus
peroxo-metalic prin amestecarea solutiei SC cu solutia Si2, (vi) prepararea unei solutii S2 prin
ajustarea pH-ului solutiei S1 cu o baza, pH-ul solutiei S2 fiind mai bazic decat pH-ul unei solutiei ST,
(vil) addugarea la solutia S2 a unuia sau a citorva agenti de chelare, (viii) optional ajustarea pH-ului,
(ix) ajustarea optionald a volumului solutiei finale, obtinerea unui amestec sau a unei compozitii
precum este definit conform inventiei.

In functie de o variantd, ciAnd doud sau mai multe sdruri de oxid metalic sunt folosite, cu
diferiti oxizi metalici, prepararea unei solutii a unui complex metalic (SC) poate consta In pregatirea
unor solutii separate pentru fiecare sare de oxid metalic si apoi amestecarea acestor solutii simultan
sau succesiv cu solutia Si2 pentru a prepara o solutie S1.

De preferinta, prepararea amestecului conform prezentei inventii este realizatd conform unei
metode de sinteza cataliticd. Sinteza cataliticd a amestecului conform inventiei este tipic secventiala.
Avantajos, metodd din inventie include secventa de ETAPE (ii1) => (iv) => (v) => (vi) => (vii) =>
(viii) => (ix).

Avantajos, metoda de prepararea este urmatd de analiza spectrald (de exemplu prin analiza
spectrului IR, UV si/sau vizibil) a unei sau a mai multor etape de preparare, si de preferinti pe
parcursul tuturor etapelor de preparare.

Conform unei alternative, prima solutie initiald Sil are un prim potential redox mai mare
decét potentialul redox al amestecului conform inventiei.

De preferintd, ulterior pasului (ix), unde nu este o diluare a volumului amestecului pentru
evitarea deplasdri echilibrului chimic a amestecului conform prezentei inventii.
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Desigur, este avantajos si se utilizeze substante sau compusi cu o puritate suficient de
satisfacitoare ca materie prima. In mod deosebit, este necesar ca diferitele substante sau compusi sa
aibad compatibilitate cu utilizarea terapeutica.

Conform unei alternative, este posibil s se foloseascd IR-FT, si/sau spectrometrie de masa
RMN-H a amestecului produs conform inventiei cu scopul de a fi siguri de conformitatea compozitiei
amestecului cu cerintele industriale, si in special pentru utilizarea farmaceuticd terapeuticd. De
asemenea, de preferintd se efectueazi o spectrometrie IR-FT asupra componentelor precursoare ale
amestecului conform inventiei.

Conform unei alternative, pH-ului poate fi controlat la una sau cateva, sau chiar in toate
etapele de preparare.

Conform unei alternative, potentialul redox poate fi controlat la una sau cateva, sau chiar in
toate etapele de preparare.

Conform unei alternative, amestecul inventiei poate fi controlat prin densitometrie si/sau
spectrofotometrie UV, la una sau cateva, sau chiar in toate etapele de preparare.

Conform unei alternative, este posibild testarea eficienta redox a amestecului din inventie
prin intermediul metodei quercitinei (analiza spectrofotometricd UV a oxidarii in vitro a quercetinei
prin Fe** prezent sau produs in vitro).

Avantajos, peroxidul de hidrogen este prezent in solutia Sil la o concentratie variind de la
200 la 600 mM, de preferintd de la 300 la 500 mM, si de preferintd de la 330 la 460 mM.

Conform unui exemplu de realizare, materialul folosit este metal si este de preferintd in otel
inovidabil, optional metal pasivat.

Conform unui exemplu de realizare, materialul poate fi re-pasivizat dupd prepararea
amestecului conform inventiei, de exemplu prin punerea materialului (care va fi in contact cu
amestecul sau cu precursorii acestuia) in contact cu o solutie de peroxid de hidrogen.

Este de preferat si se efectueze o analizd a sursei de peroxid de hidrogen pentru a se asigura
cantitatea de peroxid de hidrogen prezent si a se aloca In prepararea amestecului conform inventiei.
Aceastd analizd poate fi efectuata, de exemplu, prin titrare sau prin spectrofotometrie UV (in general
la 240 nm).

Avantajos, pH-ul solutiei tampon ST este de la 4,4 1a 5,0, si de preferintd de la 4,7 la 4,8.

Avantajos, agentul tampon a solutiei ST este un tampon acid carboxilic/carboxilat si solutia
ST are un raport peroxid de hidrogen/carboxilat cuprins intre 20/1 si 1/1, si de preferintd de
aproximativ 5/1.

Avantajos, raportul dintre acidul acetic (AcOH) si sarea sa addugatd In cantitate limitata,
permite obtinerea celei mai mici productii de acid peracetic (AcOOH). Avantajos, intr-o metoda de
preparare conform inventiei, productia de acid peracetic este minima si influenta cataliticd a acestuia
este foarte mica.

Prepararea primei solutii initiale Sil include prepararea unei solutii apoase de acid carboxilic,
si de preferintd a acidului acetic si apoi addugarea peroxidului de hidrogen.

De preferintd, prima solutie initiald Sil are un pH de la 2,5 la 4,6, si de preferintd de la 2,7 la
4,2. Avantajos, prima solutie initiald Sil are un potential redox de la 400 la 550 mV, si de preferinta
de la 420 1a 500 mV.

Avantajos, metoda include o mdisurare a potentialului redox in etapele (iii) la (ix), si de
preferinta de asemenea include o masurare a pH-ului in etapele (ii1) la (ix).

Conform unei alternative, a doua solutie initiald Si2 are un pH de la 2,5 la 3,2, si de preferintad
de aproximativ 2,9. Conform unei alternative, solutia initiald Si2 are un potential redox mai mare
decét potentialul redox al primei solutii initiale Sil. Potentialul redox al celei de a doua solutii initiale
Si2 poate fi de la 420 la 570 mV, si de preferintd de la 440 la 520 mV.,

Conform unei alternative, solutia tampon ST este introdusd in prima solutie initiald Sil.

Conform unui exemplu de realizare, concentratia de peroxid de hidrogen in a doua solutie
initiald Si2 variazd de la 300 la 500 mM, si de preferintd de la 260 la 440 mM.

Avantajos, 1n etapa (iv), pH-ul este mentinut mai jos de limita admisibild a pH-ului reactiei
de sintezd cataliticd pentru amestec conform inventiei. Un agent tampon este avantajos folosit in etapa
(@iv).

Avantajos, 1n etapa (iv) producerea generata in situ de acid peracetic este minima4.

Avantajos, 1n etapa (iv) potentialul redox al solutiei Sil a etapei (iii) este crescut, de exemplu
prin trecerea valorii de la 440 la 460mV la o valoare de 460 la 480mV in etapa (iv).

Prin monitorizarea concentratiei peroxidului de hidrogen prezent pe durata prepardrii
amestecului din inventie, producerea peroxidului este observatd pe durata introduceri acestuia, adica
punerea peroxidul de hidrogen In contact cu solutia tampon (etapa (iv)). Avantajos, addugarea de
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peroxid de hidrogen este realizatd intr-o solutie apoasd tamponatd preventiv la un pH acid. Prin
urmare, pentru prepararea primei solutii initiale Sil, peroxidul de hidrogen este addugat intr-o solutie
cuun pH acid, si de exemplu cuun pH de la 2,7 [a 4,2,

Avantajos, etapa (iv) duce la deplasarea echilibrului cétre producerea in situ a H.O, cu
distrugerea acidului peracetic eventual generat de echilibrul chimic.

Conform unei alternative, solutia tampon SC este introdusa in solutia S1.

Conform unei alternative, solutia S1 contindnd un complex peroxometalic are un pH de la 2,5
la 3,5, si de preferintd de la 2,8 la 3,0.

Conform unui exemplu de realizare, potentialul redox al solutiei S1 contindnd un complex
peroxometalic variaza de la 400 la 550 mV, si de preferintd de la 440 la 500mV.

Conform unui exemplu de realizare, concentratia peroxidului de hidrogen in solutia Sl
continand un complex peroxometalic variaza de la 250 la 500 mM, si de preferintd de la 320 la 450
mM.

In etapa (v), sarea molibdat adiugati este in forma de acid molibdenic MoO3.HO si
MOO3.2H20.

fn conditii non-inventive, sinteza la echilibrul substantei active MoO.>, la temperatura
camerei, fard nici un catalizator si fard addugarea oricdrui acid puternic (H.SO4, de exemplu) ar
necesita mai multe zile.

Conform unui exemplu de realizare, pH-ul solutiei S2 este tamponat la o valoare cuprinsa, de
preferintd inclusd intre 4,4 si 5,0, si de exemplu de la 4,5 la 5,0. Avantajos, la acest pH tamponat, este
forma instabild MoO4? cea care predomina (starea de oxidare Mo(VI)) si peroxidul de hidrogen este
stabilizat. Peroxidul de hidrogen este adesea stabilizat industrial printr-un tampon fosfat. Se poate
forma un compus intermediar instabil de fosfomolibdat (galben) care dispare la echilibru, facand H»O»
mai reactiv.

Conform unei alternative, potentialul redox al solutiei S2 variazd de la 300 la 450 mV, si de
preferinta de la 360 la 410 mV.

Oxizii de molibden Mo(VI) intr-o solutie apoasd si la pH pentru sintetiza amestecului
conform inventiei pot exista sub structuri moleculare diferite: MoO4> si  [MoOg%],
[M0203(02)4(H20)2]%, dar si in formele polinucleare reactive (cum ar fi structurile complexe
binucleare oxo-Mo(VI) (Dement'ev L A. et al. Mononuclear, polynuclear, and cluster complexes of
molybdenum and their reactions as models of biochemical systems and processes. Russ. J. Gen.
Chem., 2007, vol. 77(5), p. 822-843).

Avantajos, conditille de preparare permit formarea in situ a peroxo- si  hidro-
polioxomolibdatului cand sarea de metal utilizata este o sare de molibden. Acestea din urma fac parte
din: tipul [Mo0203(02)4(H20)2]>". Conform unei alternative, un exces molar de peroxid de hidrogen de
mai mult de 1000 de ori si de sare de metal si In particular de mai mult de 10,000 de ori si incd
preferabil de 15,000 de ori, relativ la Mo(VI) este preferat.

Avantajos, agentul(agentii) de chelatare, precum si pH-ul de sintezd limiteazd deplasarile
reactiei tipului ,,reducétor Jones” constind in reducerea ionului metalat, avantajos adicd molibdat, intr-
o stare de oxidare scdzutd corespunzitoare molibdenului metalic. Conform unei alternative, aceasta
deplasare este limitata Intr-un mediu apos usor acid, in mod tipic cu un pH cuprins intre 4,4 si 5,0, si
de exemplude la4,51a 4,7.

De preferinta, apoi cativa agenti de chelare sunt prezenti, se prepard solutii independente de
agenti de chelare, fiecare solutie cuprinzdnd un agent de chelare specific.

Conform unei alternative preferate, addugarea agentilor de chelare este realizatd cu o ordine
de crestere a pKas.

De exemplu este posibil sé se prepare o solutie cuprinzand un agent de chelare de tip BAPTA
pe de o parte si o solutie de agent de chelare de tip EGTA pe de altd parte. Preferabil se adauga
BAPTA si apoi EGTA.

Avantajos, agentul(tii) de chelare oferd posibilitatea in situ, adicd dupd aplicarea topicd, in
special reactia Fenton-Haber-Weiss, cu o constantd de disociere remarcabild Kdchelat: Fe/Fe** >
Ca*.

Avantajos, agentul(agentii) de chelare permit posibilititi extracelulare in situ, auto-sustinerea
productiei radicale reactive HOO-+ In principal si in minoritate Oz si HO-.

Conform unei alternative, este mai intai posibil sd se adauge BAPTA la solutia S2 pentru a
obtine o solutie S3 rezultatd. Solutia S3 are, de exemplu, un pH cuprins Intre 4,0 si 5,0 si preferabil
intre 4,3 si 4,8. De exemplu, solutia S3 are un potential redox identic cu cel al solutiei S2. Cu alte
cuvinte, potentialul redox nu variazd dupd adaugarea agentului de chelare de tip BAPTA. Conform
unei alternative, potentialul redox al solutiei S3 variazd de la 250 la 450 mV si, de preferinta, de la
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300 la 400 mV. Avantajos, dizolvarea preliminard a BAPTA intr-un volum mic de solutie S2 este
realizatd Tnainte de punerea ei In contact cu restul solutiei S2.

De preferintd, concentratia BAPTA este Intr-un raport molar de la 1/1 1a 1/3 si de preferinta
1/2, relativ la sarea de molibden.

De exemplu, solutia S3 are o concentratie de peroxid de hidrogen de la 250 la 500 mM si de
preferinta de la 320 péana la 440 mM.

Avantajos, este posibil sd se adauge cel putin un alt agent de chelare de tip EGTA in solutia
S3 pentru a obtine o solutie rezultatd S4. Conform unei alternative, solutia S4 are un pH care variaza
de la 4,0 la 5,0 si preferabil de la 4,3 pand la 4,7. Conform unei alternative, potentialul redox al
solutiei variazd de la 300 la 400 mV si de preferintd de la 350 1a 390 mV.

De preferintd, concentratia EGTA este intr-un raport molar de la 10/1 la 50/1 si de preferinta
de aproximativ 25/1, relativ la sarea de molibden.

De exemplu, solutia S4 are o concentratie de peroxid de hidrogen de la 250 la 550 mM si de
preferinta de la 320 péana la 470 mM.

Conform unei alternative, pH-ul din etapa (viii) este ajustat cu o solutie bazicd, de exemplu
de tip hidroxid de sodiu, preferabil concentrat, de exemplu la o concentratie de la 8 la 15 M.
Avantajos, pH-ul din etapa (viii) poate fi ajustat la o valoare de la 4,4 pand la 5,0 si de preferintd de
aproximativ 4,6.

Conform unei alternative, pH-ul amestecului conform inventiei este cuprins Intre 4,50 la
4,70. Avantajos, potentialul redox al amestecului conform inventiei variaza de la 320 1a 390 mV.

Conform unei alternative preferate, metoda cuprinde o reducere a potentialului redox in etapa
(vi). O reducere a potentialului redox poate de exemplu fi de la 50 1la 150 mV, si tipic de aproximativ
90 mV.

De preferinta, potentialul redox este in mod substantial constant dupa reducerea potentialului
redox al etapei (vi).

Avantajos, amestecul conform prezentei inventii este stabil pe decursul depozitdrii, de
exemplu la temperatura camerei sau pand la o temperaturd de 45°C timp de sase luni. Se recomanda
mentinerea amestecului in intuneric si la distantd de umiditate.

pH-ul este méasurat cu ajutorul unui pH-metru calibrat si compensat la temperaturd, cu un
electrod combinat KCl 4M/AgCl.

Potentialul redox este mésurat cu un pH-metru combinat de pH/redox, echipat cu un electrod
Platind/calomel calibrat. In mod tipic, aceastd masurare este efectuatd la temperatura camerei, adica
20°C si la presiunea ambiantd, adicd 101325 Pa.

Concentratia de peroxid de hidrogen este de preferat evaluatd in solutiile mentionate mai sus
prin spectroscopie UV conform ecuatiei derivate din legea Beer-Lambert: A240nm = 43,6 x 1 x [H20:]
cu | in centimetru si [H20-] in moli (Noble R.W. et al. The reaction of ferrous horseradish peroxidase
with hydrogen peroxide. J. Biol. Chem., 1970, vol. 245(9), p. 2409-2413).

Conform unei alternative specifice, compusul peroxo-metalic al solutiei S1 este un compus
peroxo-molibdenic.

Amestecul conform inventiei cuprinde, prin urmare, in conformitate cu aceasta alternativd un
compus peroxometal. Conform unei alternative preferate, amestecul conform inventiei cuprinde un
complex peroxo-molibdenic.

Conform unei alternative, solutia contine molibdat de sodiu in forma Mo(VI). Avantajos,
pentru pH-ul solutiilor conform inventiei, sarea este in principal in forma catalitici MoO3-BAPTA? in
special si MoO3-EGTA? in special, ambele surse ale substantei active MoO4%",

Conform unei variante de realizare particulare, amestecul conform inventiei cuprinde o sare,
de preferintd sodiu, de molibden, un amestec din doi agenti de chelare, de preferintd de tip BAPTA si
EGTA, peroxid de hidrogen si un agent de tamponare acetat (acid acetic/acetat de sodiu, de exemplu).

Conform unei alternative specifice, amestecul conform prezentei inventii include:

- Sare de molibdat, si de exemplu molibdat de sodiu;

- BAPTA;

- EGTA;

- H202;

- CH3COOH/CH3COONGa;

- Eredox de la 250 la 550 mV, si de preferintd de la 300 la 450 mV, si din nou de preferintd
de la 300 1a 420mV;

-pH44-50.

Conform unei variante specifice, amestecul conform prezentei inventii include:

- Sare de molibdat, si de exemplu molibdat de sodiu;
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- Sare de lantan, si de exemplu nitrat de lantan;

- BAPTA;

-EGTA;

-H202;

- CH3COOH/CH3COONa;

- Ercdox de 1a 250 la 550 mV, si de preferinta de la 300 la 450 mV, si din nou de preferintd de
la 300 1a 420 mV;

-pH 4,4 -5,0.

Avantajos, compusii din amestec sunt in cantitdti necesare si conditii pH si conditii de
potential redox pentru formarea unui complex peroxomolibdat sau complex hidroperoxomolibdat in
care molibdenul are valenta VI.

Conform unui exemplu de realizare particular, amestecul conform inventiei cuprinde cel
putin un agent de chelare si in cel mai bun caz si cel putin doi agenti de chelare si, de preferinta, la o
concentratie de la 5 1a 20 pM si 200 la 700 uM, respectiv.

Conform unui exemplu de realizare particular, amestecul din inventie include 340 mM la 450
mM din principalul donator radical ca H20;.

Inventia se referd In special la o compozitie farmaceuticd pentru uz extern, conform inventiei
ca un amestec sau a compozitie terapeutic activi, respectiva compozitie sau amestec cuprinzand cel
putin o sare a unui metal, metalul fiind selectat dintre molibden (Mo), wolfram (W), vanadiu (V), aur
(Au), o lantanidd, in particular lantan; cel putin un agent de chelare; cel putin un agent tampon si o
sursd de radicali peroxidare, unde amestecul sau compozitia specificatd are un potential redox de la
250 la 550 milivolti. O astfel de compozitie conform inventiei este utild intr-o metoda de tratament
terapeutic.

Inventia se referd, de asemenea, la o metoda de tratament terapeutic contindnd administrarea,
mai avantajos prin aplicare topicd, la un subiect ce are nevoie de o cantitate terapeutic eficienta a unei
compozitii farmaceutice continand cel putin o sare a unui metal, metalul fiind selectat dintre molibden
(Mo), wolfram (W), vanadiu (V), aur (Au), o lantanida, in particular lantan; cel putin un agent de
chelare; cel putin un agent tampon si o sursd de radicali peroxidanti, unde compozitia are un potential
redox de la 250 pana la 550 milivolti.

Inventia se referd, de asemenea, la un procedeu pentru prepararea unei compozitii
farmaceutice conform inventiei pentru utilizare intr-o metoda de tratament terapeutic.

Inventia in particular se referd la compozitii farmaceutice continand sau ce constd dintr-un
amestec conform inventiei.

Inventia se refera astfel la o compozitie farmaceutica pentru utilizare locald, caracterizata prin
aceea cd ea cuprinde un amestec terapeutic activ, asa cum este definit conform inventiei sau care poate
fi obtinut conform unei metode definite in conformitate cu inventia.

fn mod avantajos, compozitia farmaceutica pentru uz extern conform inventiei cuprinde de la
0,001 pand la 5 mM, de preferintd de la 0,01 pand la 2 mM si Incd preferabil de 1a 0,02 la 1 mM de un
amestec farmaceutic activ.

Inventia se referd in special la o compozitie farmaceuticd pentru uz extern, conform inventiei,
pentru utilizarea sa intr-o metodad de tratament terapeutic a unei infectii virale, si In particular
implicdnd un virus din familia Herpesviridae.

Inventia se referd in special la o compozitie farmaceuticd conform inventiei pentru utilizarea
el Intr-o metodd de tratament terapeutic a unei infectii implicand HSV-1 si/sau HSV-2.

Inventia se referd in special la o compozitie farmaceuticd conform inventiei pentru utilizarea
el Intr-o metoda de tratament terapeutic antiinflamator.

Inventia se referd In special la o compozitie farmaceuticd conform inventiei, pentru utilizarea
el Intr-o metodd de tratament terapeutic preventiv sau curativ.

Inventia se referd, de asemenea, la o compozitie farmaceuticd, avand un potential redox de la
250 pand la 550 milivolti si contindnd molibden, cel putin un agent de chelare, cel putin un agent
tampon si o sursd de radicali de peroxidare pentru utilizarea ei intr-o metodd de tratament terapeutic al
herpesului.

Termenul ,conform inventiei” face referire la oricare dintre exemplele de realizare,
alternative, avantaje, preferinte sau exemple ale inventiei, luate singure sau in conformitate cu oricare
dintre combinatiile lor.

In mod tipic, compozitiile farmaceutice pentru uz topic conform inventiei contin excipienti si
in special excipienti aprobati pentru farmacopee.

Prin tratament terapeutic antiinfectios se Intelege atdt un tratament terapeutic preventiv, un
tratament profilactic si un tratament curativ, care dd posibilitatea de a limita, de exemplu, infectia in
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cazul contactului contaminant, aparitia unei boli, faza acutd cu, fie partial eradicarea sau nu a
agentului cauzal si/sau limitarea disemindrii sale.

fn mod avantajos, amestecul activ sau compozitia farmaceuticd conform prezentei inventii
este activi in situ In timpul aplicdrii sale.

fn mod avantajos, amestecul activ sau compozitia farmaceuticd conform prezentei inventii
este activ In timpul trecerii trans-epiteliale si, de preferintd, nu permite sau numai intr-un mod limitat
trecerea transcutanata.

Avantajos, amestecul activ sau compozitia farmaceutici conform prezentei inventii este
dezactivata in timpul trecerii transcutanate.

Conform unei alternative, amestecul conform inventiei sau o compozitie care il contine este
aplicatd pe cale topicd la nivelul orofacial.

Conform unei alternative, amestecul conform inventiei sau o compozitie care il contine este
aplicatd pe cale topicd la nivel genital sau anal.

Conform unei alternative, amestecul conform inventiei sau o compozitie care il contine se
aplicd pe cale topica pe piele.

Conform unei alternative, amestecul conform inventiei sau o compozitie care o contine este
aplicatd pe cale topicd pe o mucoasi.

Conform unei alternative, excipienti aprobati de Farmacopeea Furopeana (Ph. Eur.),
Farmacopeea Nationald (USP, JP, IP, Ph. Helv., Ph.Belg., Ph Fr., BP, DAB, OAB, in special) si
Farmacopeea Internationald (Ph. Int., WHO), pot fi introdusi in timpul fabricérii inventiei si/sau in
~amestecul” mentionat ca ,,Amestec 17

Amestecurile si compozitiille conform inventiei sunt in mod special adecvate pentru
activitatea farmaceuticd la fiintele umane.

Avantajos, amestecul activ al inventiei dd posibilitatea de a aplica reactii de tip Fenton-
Haber-Weiss si precum cele de tip Fenton-Haber-Weiss si de a genera preferential radicalul HO»e si in
minoritate radicalii O,e, HO-.

Conform inventatorilor, permearea substantei reactive HOO», este suficientd pentru a induce
intr-o manierd limitatd si controlatd apoptoza celulelor.

Conform inventatorilor, permeatia substantei reactive HOOs», este suficientd pentru a avea
intr-un mod eficient si controlat un efect anti-replicare viral.

Conform inventiei, potentialul redox al amestecului conform inventiei este de preferintd
utilizat pentru limitarea intr-un domeniu restrdns a concentratiilor precursorilor substantelor active
radicale astfel incat sd genereze un echilibru de sunet intre: un efect anti-replicare/citotoxicitate
moderatd pentru celuld sdndtoasd/citotoxicitate semnificativa pentru celula infectatd/efect de prevenire
a infectiel.

Avantajos, amestecul terapeutic sau farmaceutic activ, conform inventiei, dd posibilitatea
producerii, in principal si preferential, a speciilor radicale reactive HOO-.

Prin urmare, conform prezentei inventii, calciul extracelular in vivo este principalul factor de
declansare a producerii de HOO-. De exemplu, aceasta este in principal o actiune la complex 2Mo -
BAPTA»(H20,) cand sarea de molibden si BAPTA sunt introduse in amestecul din inventie. De
exemplu, aceasta este in principal o actiune la complexul 2Mown-EGTA2(H20,) cand sarea de
molibden si EGTA sunt puse in joc in amestecul conform inventiei.

Avantajos, producerea in mediu extracelular a HOO+ permite modificari extracelulare (de
exemplu, oxidarea reziduurilor de aminoacizi extra-membranare) care pot limita astfel infectia virala
prin modificarea recunoasterii celulare.

Avantajos, producerea In mediul extracelular a HOO+ precum si permeatia sa celulard sunt
compatibile cu durata lungd de viatd (> 1 s) si cu penetrarea mare a celulei in raport cu OHe sau Oze (1
ms si penetrarea de ordinul 1 nm). Avantajos, aceastd substantd HOO« este implicatd in reactia Haber-
Weiss si reactia Fenton (,,precum” sau nu) la nivelul extracelular si intracelular si permite auto-
sustinerea acesteia din urma.

Avantajos, amestecul care contine Mo (IV) conform prezentei inventii are un pH de la 4,4
péni la 5,0. Acest lucru permite in special optimizarea constantei ratei kobs (M-'.s™") de descompunere
HOz'/ 02'.

Avantajos, modificarea potentialului redox intracelular prin contactarea cu compozitia
conform inventiei permite un echilibru apoptotic/anti-apoptotic. Mai exact, acest echilibru
apoptotic/antiapoptotic depinde In mod deosebit de existenta unei infectii cu HSV si in principal de
HSV-1si -2.

Conform unei alternative, amestecul conform inventiei este selectiv activ asupra celulele
infectate cu HSV si In principal de HSV-1 si -2.
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Astfel, existd un echilibru apropiat intre cdile stresului indus de infectia cu HSV, incluzénd
influxul de calciu si reglarea apoptozei.

Acest echilibru este perturbat de prezenta radicalilor intra-citoplasm si de modificarile
potentialului redox celular. Acesta induce aceleasi cidi celulare de stres ca o infectie cu HSV, aceleasi
influxuri de calciu si aceleasi inductii ale céilor metabolice, aceleasi céi fiind reglate Inapoi spre un alt
echilibru antiapoptotic. Acesta sustine efectul terapeutic al amestecului conform inventiei sau al
compozitiilor care il compun.

Conform unei alternative, compozitia farmaceuticd sau amestecul conform inventiei este
utilizata intr-o metoda terapeuticd de tratament pentru herpesul labial si orofacial.

Conform unei alternative, compozitia farmaceuticd sau amestecul conform inventiei este
utilizata intr-o metoda terapeuticd de tratament a herpesului genital si anal.

Conform unui exemplu de realizare, amestecul activ conform inventiei are o eficientd
antiinfectioasd (actiune directd moderata pana la scdzutd asupra virusului, receptorii virali la celuld ca
posibili candidati), anti-recunoastere si internalizare (actiune semnificativa, receptorii celulei la virus).
Aceste eficiente sunt externe celulei si limiteaza infectiozitatea virale. Astfel, amestecul activ conform
inventiei are o actiune profilactica. Astfel, din nou, amestecul activ conform inventiei are o eficienta
antiinfectioasa.

Conform unei alternative, compozitia farmaceuticd sau amestecul conform inventiei este
utilizatd intr-un tratament terapeutic al unei populatii care exprimd HSV sdu pliat, replicativ sau
infectios.

Conform unei alternative, compozitia farmaceuticd conform inventiei sau amestecul este
utilizat Intr-un tratament terapeutic al unei populatii celulare sau al unui tesut care prezintd HSV-1
(Kessler H.H. et al. Detection of Herpes Simplex Virus DNA by real-time PCR. J. Clin. Microbiol.,
2000, vol. 38(7), p. 2638-2642).

Conform unei alternative, compozitia farmaceuticd sau amestecul conform invensiei este
utilizat Intr-un tratament terapeutic al unei populatii celulare sau al unui tesut care prezintd HSV-2
(Kessler H.H. et al. Detection of Herpes Simplex Virus DNA by real-time PCR. J. Clin. Microbiol.,
2000, vol. 38(7), p. 2638-2642).

Avantajos, amestecul activ conform inventiei are o eficacitate anti-replicare indusa de faptul
cd existd un contact preliminar cu infectia cu o celuld sau tesut sdnitoasd. Amestecul activ conform
inventiei poate fi utilizat pentru prevenirea unei infectii prin limitarea replicarii virale intracelulare si/
sau prin limitarea penetrarii virusului in celula.

Avantajos, amestecul activ conform inventiei are o eficientd pre-anti-replicare asupra
metabolismului celular al celulei infectate (cdi de stres oxidativ si canale de calciu). Amestecul activ
conform inventiei poate fi utilizat In mod specific pentru a actiona direct impotriva replicdrii virale
intracelulare si iImpotriva unei infectéri a celulelor cu HSV-1 si/sau HSV-2 ale aceluiasi tesut infectat
sau a unui tesut sandtos apropiat de cel precedent.

Conform unei alternative, amestecul activ conform inventiei induce In mod eterogen o
inhibare a productiei de interleukind-6 (IL-6) a unui fragment cutanat uman si are astfel o eficienta
antiinflamatorie.

in figuri:

Fig. 1 - reprezintd variatiile potentialului redox si ale concentratiei de H,O, In timpul
prepararii Amestecului 1.

Fig. 2 - ilustreaza un calcul Fe3+ utilizat pentru analiza eficientei redox a Amestecului 1.

Fig. 3 - este o ilustrare a eficientei redox a Amestecului 1 la diferite concentratii ale acestuia
(absorbanta quercetinei de catre Fe (III) intr-un mediu plasmatic uman dupd contact (2 minute) cu
Amestecul 1 (in 1M MoO4>).

Fig. 4 - ilustreazd un calcul al eficientei redox a Amestecului 1 la diferite concentratii ale
acestuia din urma

Fig. 5 - ilustreazi influenta Amestecului 1 la o concentratie diferitdi de MoO4* asupra
producerii in situ in plasmd umand a Fe*, i) care rezultd din complexul transferin-Fe** dupi
contactarea cu formularea, ii) asupra echilibrului Fe?*/Fe®* i iii ) asupra oxidarii quercitinei.

Fig. 6 - ilustreazd productia de interleucind-6 (IL-6) in supernatantele culturii biopsiilor
neopatologice ale pielii umane (2 minute) stimulate de Amestecul 1 (24,3 pM de substanta activd) sau
NaCI (100 mM) ca control. (D1-5: donatorul 1 pand la 5, B1 sau 2: biopsia 1 sau 2).

Fig. 7 - ilustreazd media productiei la 6 ore si 24 ore dupé contactul cu interleucina-6 (IL-6)
in supernatantele de culturd ale biopsiei cutanate umane stimulate non-patologic (2 min.) prin
Amestecul 1 (24,3 uM de substantd activd) sau NaCl (100 mM) drept control.
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Fig. 8 - este o reprezentare a eficientei redox a Amestecului 1 si a Amestecului 2 la
concentratii diferite (absorbtia quercetinei de catre Fe(IIl) in plasma umana dupa contactul (2 min.) cu
Amestecul 1 (in nM MoO,%) sau cu amestecul 2 in (in nM La(MoQO4)").

Exemple

Exemplul 1 - Exemplul unui amestec activ conform inventiei
Exemplul prezent este realizat cu o sare de molibden. O compozitie cu o formuld conform
tabelului 1 (“Amestec 17), exprimatd in concentratia initiald a constituientilor este preparata:

Tabelul 1

Molibdat de sodiu 20,7 uM
BAPTA 12,6 uM
EGTA 526 uM

H:0, 353 mM
CH3;COOH/CH3COONa 70 mM

Ph (cu NaOH) 44 -50

Eredox 300 1a 420 My

Compozitia se spune cd este o compozitie ,,initiald” deoarece ea corespunde la concentratiile
reagentilor addugati fard a lua In considerare procesul catalitic aplicat.
Toti constituientii folositi pentru sintezd precum si produsele finale sunt confirmate prin

spectrele lor IR-FT.

Tabelul 1a
Produs Puritate Formula brutd CAS No.
Molibdat de sodiu dihidrat 98-103% Na,MoO42H,0O 10102-40-6
BAPTA: acid (1,2-biS(O- >98% C2H24N2010 85233-19-8
aminofenoxi)etan-N,N,N',N'-
tetraacetic)
EGTA: acid (etilen glicol-bis(2- | >99% C14H24N2010 67-42-5
aminoetileter)-N,N,N N "-
tetraacetic)
Peroxid de hidrogen 29-31% H>0, 722-84-1
Acid acetic glacial 99,8-100,5% CH;COOH 64-19-7
Acetat de sodiu trihidrat 99-101% C>H3NaO,.3H,0O 5010524
Hidroxid de sodiu 10N NaOH 1310-73-2
Apa demineralizata 1uS H,O 7732-18-5

Figurile mésurdrilor realizate pe durata si dupa sintezd sunt mediile a trei repetari.
Cantitatile indicate mai jos sunt pentru prepararea unui litru de Amestec 1.

A — ETAPA (i): pregitirea solutiei tampon (solutia ST)
CH;COOH (100%; d: 1,05g.cm™ (lichid, 20°C)) 4,0 ml (final 70 mM)
CH3;COONa-3H,0 (100%) 8 g (final 59 mM)
Apa gsp 1L
Verificarea pH-ului: 4,748
Temperatura camerei (20°C)

B — ETAPA (ii): pregatirea solutiei complexului metalic (solutia SC)
Na;Mo0O42H,0 (sursd de Mo(VI); 100%) 200 mg (final 2,4 mM)
Apa gsp 340 ml
Agitare ugoard, Temperatura camerei

C — ETAPA (iii): pregatirea solutiei initiale (Sil)

Apa 900 mL

CH3COOH (100%) 4 mL (70 mM)
Addugati foarte lent i la agitare foarte usoard (250 rpm),
pH: 2,9 - 3,8

Eredox: 470 - 490 mV
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sl apoi,
H>0, (30%) gsp pentru 1,2% final dupd masa si conform testelor preliminare
La 45 min:
pH: 2,70 - 2,90
Eredox: 440 - 460 mV
Prin ecuatia lui Noble: [H20,] = 380-410 mM (Solutia Sil)
D — ETAPA (iv): pregatirea solutiei initiale (Si2)
Introduce ,,Solutia ST” in solutia Sil 12 mL (= 1mM acetat)
Adaugd la o agitare ugoara.
La 45 min:
pH: = 2,90
Eredox: 460 - 480 mV
Prin ecuatia lui Noble: [H20,] = 360 - 410 mM (Solutia Si2)
E — ETAPA (v): pregatirea solutiei peroxomolibdenice S1
Introduce ,,Solutia SC” in solutia Si2 10 mL
La 45 min:
pH: 2,80 - 3,00
Eredox: 450 - 480 mV
Prin ecuatia lui Noble: [H20,] = 370 - 400 mM (Solutia S1)

F — ETAPA (vi): pregatirea solutiei S2
Ajustarea pH-ului la agitare ugoara:
NaOH 9,9-10,1M 3,6 mL pentru = 0,9 L de Amestec 1

pH4,5-5,0
La 45 min:
pH: 4,60
Eredox: 380 - 390 mV (Solutia S2)
G — ETAPA (vii): Adiaugarea agentilor de chelare — Pregatirea solutiei S4
Introducerea BAPTA (98,8%) 6 mg/L,

dupa dizolvarea foarte lentd a BAPTA la agitare usoara intr-o alicotd de formulare S2 (1,4 L)

echilibratd 1n prealabil la 25°C (asa numita solutie ,,S3.17).

Uneste solutia S3.1 cu solutia S2 pentru a forma solutia S3.2.
La 45 min:

pH: 4,40-4,70

Eredox: 380 - 390 mV

Prin ecuatia lui Noble: [H20,] = 370 - 390 mM

Introduce EGTA (99,1%) 200mg/L in solutia S3.2 pentru a forma solutia S4
Dizolva la agitare usoara.
La 45 min:
pH: 4,40 - 4,60
Eredox: 380 - 390 mV
Prin ecuatia lui Noble: [H20,] = 370 - 420 mM
H - ETAPA (viii): Ajustarea pH-ului
Ajustarea pH-ului (NaOH 9, 9-10,1M, adica =400g/L) => pH: 4,60 £ 0,2
I-ETAPA (ix): ajustarea volumului solutiei finale (FS)
Ajustarea volumului cu apd demineralizata gsplL
La 12-18 ore:
pH: 4,50 - 4,70
Eredox: 380 - 390 mV
Prin ecuatia lui Noble: [H20,] = 350 - 380 mM
Prin titrare: [H202] = 400 - 430 mM
Densitatea: 6 = 1,004 g/ml
Amestecul gata pentru uz, conform inventiei, este stabil la intuneric mai mult de 6 luni la

temperatura camerei sau la 45°C.

Hidro-peroxomolibdatul de sodiu este la o concentratie de 24,3 uM 1n amestecul final 1.
Exemplul 2 - Semnétura prin variatia potentialului redox
Semndtura amestecului activ conform prezentei inventii este evaluatd prin variatia

potentialului redox pe durata sintezei unei compozitii preparate conform Exemplului 1.
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Conform Fig. 1, fata de solutia initiald (=470 mV; ETAPA 3), reducerea potentialului redox
la ®90mV (=380mV) in ETAPA 6 (ajustarea pH-ului cu soda). Potentialul redox rdméne constant
pana la sfarsitul sintezei (ETAPA 9). Acelasi lucru este valabil pe durata Imbétranirii formulelor
amestecului din inventie conform Exemplului 1 timp de 6 luni la temperatura camerei (389 mV £ 5
mV) sila45°C 389 mV =8 mV) laun pH de 4,56 + 0,40 si 4,53 + 0,41, respectiv.

Exemplul 3 — Semnétura de consum si producere a H,O» — generarea echilibrului peroxo-
reagentului si a potentialului redox al Amestecului 1.

Semndtura amestecului activ conform prezentei inventii este evaluatd de consumul si
producerea H,O; pe durata sintezei unei compozitii preparate conform Exemplului 1.

Conform Fig. 1, privind concentratia intiald a H.O» (353 mM; ETAPA 3 la 10), o productie
bruscd (=42 mM; inclusiv o fractie micd de acid peracetic) este observatd din cauza addugérii H.O, in
solutia tampon (acid acetic/acetat). Dacd addugarea H»O» nu este realizatd intr-o solutie apoasi
tamponata initial cu acid (ETAPA 3; pH = 2,84 + 0,1), degradarea sa spontand si rapida ar rezulta din
cauza pH-ului prea mare (Apd) (pKanoz—o2-- 4.8).

De la ETAPA 4 pana la ETAPA 7, un consum limitat de H,O, este observatd (10 mM =+ 6
mM), pand la stabilizarea sa la 381 mM + 5 mM (ETAPA 7; +BAPTA).

Adidugarea EGTA deplaseazi echilibrul peroxidic («precum» reactia Fenton) prin degradarea
peroxidului, adicd 393 mM + 29 mM in ETAPA 7,1a 357 mM £ 26 mM in ETAPA 9, 51 365 mM + 15
mM In ETAPA 9 + 12 ore.

fn ETAPA 6, a scidere brusca a potentialului redox este observata (de la 463 mV £ 15 mV la
392 mV £+ 17 mV) prin ajustarea pH-ului. Addugarea (ETAPA 7) agentilor de chelare BAPTA si apoi
EGTA contribuie succesiv la stabilizarea potentialului redox (386 mV = 5 mV s1 383 mV £6 mV) prin
stabilizarea echilibrului chimic.

Exemplul 4 - Testarea eficientei redox a amestecului din inventie: metode quercitinice.

A — Solutiile reactivilor

1 - Quercitina

O solutie a quercitinei dihidrat (2-(3,4-dihidroxifenil)-3,5,7-trihidroxi-4H-1-benzopiran-4-
ona dihidrat, 3,3',4',5,7-pentahidroxiflavona dihidrat; (CisH1007.2H20) la 10~ mol/L este preparati in
metanol.

2 - Solutie hidroclorica

Prima solutie de acid clorhidric 1M este preparatd in metanol. A doua solutie este preparata
de 0.3 M in metanol. Solutia reactivd este preparatd prin addugarea 343ul solutie de 1M la 1,357ul la
solutia de 0.3 M.

3 - Solutii de Fe** (calcul de referinti)

O solutie de Fe** (Fex(SO4)3.xH20) la 2 mg/ml este preparati in api HPLC. Ea este apoi
diluatad pentru a obtine opt solutii de referinta la: 20, 100, 200, 300, 400, 500, 1,000 si 1,500 pg/ml.
Aceste solutii sunt la final diluate de 20 de ori in plasmad umand sau in apd HPLC pentru a obtine la
final concentratiile de: 0, 1, 5, 10, 15, 20, 25, 50 1 75 pg/ml.

4 - Solutii de Fe?* (calcul de referints, controlul activititii)

O solutie de Fe?* (FeS04.7H,0) de 89 mg/ml este preparatd in apd HPLC. Ea este apoi
diluata pentru a obtine trei solutii de referintd la: 0.445, 4.45 s1 44.5 mg/ml. Aceste solutii sunt la final
diluate de 10 ori in apd HPLC pentru a obtine la final concentratiile de: 0, 0.0445, 0.445 si 4.45
mg/ml.

B - Testdrile prin metoda quercitinica

Prezenta Fe** (calcul) sau producerea sa (Fe?* calcul si eficienta amestecului din inventie
dupa 2 min de contact) sunt cuantificate prin metoda quercitinica.

Conform conditiilor de analiza sau folosire a Amestecului 1:

~amestecox” se referd la un amestec conform inventiei ca un oxidant.

»amestecrd” se referd la un amestec conform inventiei ca un agent de reducere.

Producerile de Fe?* sunt urmitoarele:

Transferrin-2Fe®* + amestecreq + 3H*— Transferringed + 2Fe* g + amestecox (1)
Fe3+(aq) + amesteCreq + € 2 Fez+(aq) + amestecCox )
Fe**q + quercitinareq —> quercitinaosx + Fe?*(aq) (3)

Reactia (1) este Intr-un mediu de plasma.

Reactia (2) este Intr-un mediu de plasma sau in apd HPLC si corespunde la echilibrul reactiei Fenton-
Haber-Weiss.

Reactia (3) este reactia de oxidare a quercitinei pentru evaluarea potentialului redox al Amesteculuil.
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Intr-un mediu acid si la 70°C, quercitina este oxidata specific de cétre ionul feric (Fe**; El
Hajji et al. 2006 si Balcerzak et al., 2008) néscut de transferrin intr-un mediu de plasma si nu de ionul
feros (Fe?*). Ionul Fe** este solubil 1n aceste conditii.

30 pl de solutie de quercitind sunt addugate la 170 ul solutie reactiva hidrocloricd. Dupa
omogenizare, 50 ul de probi (Fe** in plasmi umani sau in apid HPLC, Fe?* in apid HPLC, amestecul
din inventie dupd 2 min de contact cu plasma umand) sunt addugate. Solutiile sunt agitate intens si pe
o duratd scurtd si apoi incubate pentru 1 oréd la 70°C. Dupa incubare, probele sunt centrifugate pentru
15 min. la 14,000 rpm si la temperatura camerei. 100 pl de supernatante sunt esantionate. Spectrul UV
al fiecdrei probe este achizifionat de la 230 la 500 nm. Blank-urile: api, Fe?*, Fe**, plasma sunt
sciizute In conformitate cu tipul experimentului. Peak-ul de absorblie a quercitinei oxidate de Fe*
produs de transferinul din plasmi si reactia Fenton-Haber-Weiss in situ este retinut (de la 285-305
nm).

Peak-ul curbei este centrat la 292 nm apoi experimentul este realizat in apd HPLC sau In plasma. El
poate fi deplasat cu un maxim de 10 nm apoi blank-urile experimentale sunt scizute.

1 - Fe** calcul.

Un calcul pentru ionul de Fe(IIl) este produs de exemplu prin mésurarea absorbantei UV (in
intervalul 250-330nm) a quercitinei oxidate pentru diferite concentratii ale Fe®* (compar. Fe**
intervalul de mai sus) In plasma uman, si prin raportarea densitatii optice la lungimea de unda.

De la spectrul regiunii 250-330 nm, aria de sub curbd (AUC) intre 285 si 305 nm este calculat
cu formula:

305 305nm 305nm

nitt

AVC o som — J®x = Absorbance . d(4)
285mm 285nm

Prin urmare, fiecare arie a suprafete picului 285-305 nm pentru fiecare punct din intervalul
lui Fe** este plotat pentru ilustratia graficd. Tendinta curbei este plotatd (Excel), ecuatia (corelatia
coeficientului R? pentru care cea mai apropiatd valoare de 1 valideazd experimentul) este dedusi
(Excel).

Ea poate fi o form3 lineard sau polinomiala de tipul: y = ax? + bx +c. Prin experiment, aceastd
relatie poate fi de tipul y = -0,0021x? +0,4819x + 0,4521; R2=0,9966 (Fig. 2)  (4).

Pentru un amestec conform inventiei, concentratia echivalentului Fe** produs intr-un mediu
de plasmi sau de Fe?* este reflectia potentialului de oxidare din inventie si este calculat prin ecuatie
(4). Acecasta este o0 metodd indirectd pentru méasurarea eficientei redox a Amestecului 1 prin testarea in
lumina UV a quercitinei oxidate de Fe®'. Prin urmare, o concentratie a Fe>* «echivalent» este
mentionata. De asemenea, este posibil de comparat potentialul redox a unei solutii conform inventiei
de testat, in raport cu o solutie de referintd conform inventiei, cu alte cuvinte de a face o comparatie cu
cuantificarea eficientei redox a unui amestec conform inventiei.

2 - Fe?* calcul.

fn acelasi mod ca si pentru ionul de Fe(IID), un calcul este produs pentru ionul de Fe(Il). De
exemplu, absorbanta UV (230 - 500 nm) al picului quercitinei oxidate de citre Fe** obtinut dintr-un
amestec din inventie la 1,22 pM de substan{ activd (250 pg/L) si 2 min de contact cu Fe?* este de
exemplu misurat pentru sirul descris mai sus. Aceleasi analize matematice a AUC precum cele
descrise pentru ionul de Fe(III) pot fi realizate.

3 - Testarea eficientei redox a amestecului din inventie de exemplu la 1,22 uM (250 ug/L) de
substanta activd MoO4%.

Conform procedurii descrise In B-, eficienta redox a unui amestec conform inventiei (1,22
uM de MoO.* in plasmi umani) este testatd pentru: i) evaluarea imbitranirea sa la temperatura
camerei si la 45°C, i1) validarea producerii sale §i evaluarea comparativd a formuldrilor, ii1)
cuantificarea pasajului siu transcutanat, 1v) biodisponibilitatea sa si, v) biofaza sa.

Conform ecuatiei (4), aria specificd a picului de absorbantd UV este calculatd (ca un AUC)
intre 285 si 305 nm al picului quercitinei oxidate de citre Fe?* liber produs dupi contactul cu plasma
pentru 2 min a amestecului din inventie (ecuatiile (1), (2) si (3)) la o concentratie finald de 1,22 pM cu
complexul transferin-Fe**. In medie, producerea echivalentului de Fe3* (Fe**.) este de ordinul de la
30 1a 50 pg/ml de plasma.

4 - Calcul de estimare intr-un mediu de plasmd a concentratiei eficiente a amestecului
conform inventiei.
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Fierul din plasma nu este liber. Ea este legat de transferrin (sau siderofilin) in forma sa fierica
(Fe*) intr-o cantitate de la 1 la 2 resturi per moleculd. Fierul in forma sa fieroasi (Fe?*) nu circuld in
afara complexdrii sale cu hemoglobina. Se considerd cd plasma umand folositd nu este hemolizata.
Reactia quercitinei din amestecul din inventie cu cuprul din plasma este consideratd neglijabila.

Un sir de concentratii a amestecului din inventie (15,2, 7.6, 3,8 si 1,9 nM al MoQ,? final) a
fost incubat In plasma umani. Reactia cu quercitina a fost realizatd precum cele descrise in B-. Picul
de absorbtie specifici (scdderea blank-ului plasmei + quercitina) a fost integrat precum cele descrise
in B-1 (Fig. 3).

Calculul a fost plotat (Excel) la o scalad polinomiald si tendinta ecuatiei a fost calculatd (y =
0,0144x% + 0,5863x + 0,4511 cu R?= 0,9934 (5); Fig. 4).

O relatie de proportionalitate (ecuatia 5) este constatatd intre cantitatea din inventie intr-o
concentratie adiugati in plasma umani si cantitatea de echivalent de Fe** (ecuatia 4) detectat prin
reactia de oxidare a quercitinei, adicd 28,95, 12,19, 3,97, 3,12 ug de Fe*./ml de plasmi umani,
conform sirului amestecului din inventie descris mai sus.

Exemplul 5 - Evaluarea eficientei oxidarii-reducerii din inventie asupra plasmei umane

Dupa addugare amestecul conform inventiei (Exemplul 1 — Amestec 17) la plasma umana si
dupd un contact timp de 2 min, pani la o concentratie de 0,03038 uM de MoO.?, reactia de oxidare a
quercitinei pentru producerea Fe** eliberat de la transferinul din complexul plasma-Fe** si reactia
Fenton-Haber-Weiss este optimum si linear (compar. Exemplul 4).

Dupa scaderea blank-urilor experimentale, o crestere a concentratiei din inventie genereaza o
reducere a producerii in situ a quercitinei oxidate de Fe** din cauza deplasirii echilibrului reactiei
Fenton-Haber-Weiss (Fe** 2 Fe?"). Concentratiile finale testate de MoO4? au fost apoi 0,00, 1,22,
4,05, 12,15, 24,30 51 30,38 uM (Fig. 5).

Exemplul 6 - Eficienta antireplicarii

A - Modelele

- Patru modele de contact de amestec conform Exemplului 1 (,Amestec 17) au fost testate.
Ele reprezintd patru posibilitdti fiziologice cd Amestecul 1 poate fi intdlnit pe durata unei aplicatii
terapeutice topice, adica:

Model 1:Amestec 1 pe celule infectate cu HSV-1.

Model 2: Amestec 1 pe celule incd neinfectate cu HSV-1.

Model 3:Amestec 1 pe celule incd neinfectate i amestec 1 asupra HSV-1 liber (neinfectios
incd).

Model 4: Amestec 1 pe HSV-1 inainte de infectare.

- Doi timpi de contact a Amestecului 1 au fost testati, adicd 2 min sau 1,5 min, i apoi
indepartarea amesteculuiui 1.

- Doua concentratii de amestec 1 au fost testate: 0,81 s1 2,03 uM de substanti activi, adica
167 1417 pg/L, respectiv.

- Metodd pentru cuantificarea eficientelor este qPCR (quantitative Polymerase Chain
Reaction; Mullis K. et al. Specific Enzymatic Amplification of DNA In vitro: The Polymerase Chain
Reaction. Cold Spring Harb. Symp. Quant. Biol. 1986, vol. 51 (Pt 1), p. 263-273.)

- Eficienta antireplicare (AE) a Amestecului 1 asupra HSV 1 a fost evaluatd in qPCR cu
primerii specifici ai genomului viral (Kessler H.H. et al. Detection of Herpes simplex virus DNA by
real-time PCR. J. Clin. Microbiol. 2000, vol. 38(7), p. 2638-2642).

- Citotoxicitatea Amestecului 1 (C) asupra liniei BHK-21 a fost evaluatd In qPCR cu primeri
specifici ai genei sununitdtii ribosomale mici 18S (Texcell - Evry, France).

- Multiplicitatea infectiei (MOI): 1, adici 5,10° TCIDso (Doza inefectivd a culturii tisulare
50%).

- Experimentele qPCR au fost realizate la tOh (2 ore dupa contact intre BHK-21 si HSV-1, si
apoi indepartarea lui HSV-1), t2h- , t4h- si t8h-post-infectie.

- Rapotul AE/C ne oferd Indicile de Eficientd in vitro (IE) a Amestecului 1 corespunzitor la
un model de studii.

Modelul 1:

BHK-21 + HSV-1 (2 ore; infectie) => spilare (PBS) pentru indepértarea virald => probe tOh
=> + Amestec 1 (2 min) => spilare (mediu de culturd) pentru Indepirtareca Amestecului 1 =>
incubarea celulelor 1a 37°C => probe t2h-, t4h- si t8h-post-infectie.

Modelul 2:
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BHK-21 + Amestec 1 (1,5 si 2 min) => spélare (PBS) pentru indepértarea Amestecului 1 =>
celule + HSV-1 (2 ore; infectie) => spélare (mediu de culturd) pentru Indepértarea HSV-1 => probe
tOh => incubarea celulelor la 37°C => probe t2h-, t4h- si t8h-post-infectie.

Modelul 3:

BHK-21 + Amestec 1 (1,5 si 2 min) => spélare (PBS) pentru indepartarea Amestecului 1.

HSV-1 + Amestec 1 (1,5 si 2 min) => spilare (PBS) pentru Indepartarea Amestecului 1.

Amestecarea celulelor si a virugilor a fost in contact preliminar cu Amestecul 1 (2 ore;
infectie) => spdlare (mediu de culturd) pentru indepirtarea HSV-1 => probe tOh => incubarea
celulelor la 37°C => probe t2h-, t4h- si t8h-post-infectie.

Modelul 4:

HSV-1 + Amestec 1 (2 min) => spélare (PBS) pentru indepértarea Amestecului 1 => + BHK-
21 (2 ore; infectie) => spalare (mediu de culturd) pentru indepartarea HSV-1 => probe tOh =>
incubarea celulelor 1a 37°C => probe t2h-, t4h- si t8h-post-infectie.

B — Rezultate

Reducerea la 8 ore al multiplicarii celulelor HSV-1 in BHK-21 dupa contactul cu Amestecul
1 (in pug/LL de substantd activa) sau al aciclovirului (ACV); Indice de eficientd in vitro (IE)._
Tabelul 2

Modelul 1 -97 -98 -12 NT NT 37 48 2 T NT
Modelul 2 =72 -96 -1 -70 -86 4 23 1 3 7
Modelul 3 -93 -97 -6 -78 -90 14 35 1 4 10
Modelul 4 -56 -69 -52%  NT NT 2 3 2# NT NT

* Reducerea replicarii HSV (RR) de cétre substantele testate (Amestec 1, control aciclovir) este
exprimatd ca procentaj si corespunde la raportul cuantificérilor gPCR al genomurilor HSV-1 si al
citotoxicitdtii care este evaluatd prin cuantificarea sub-unitatii 18S al celulei gazda: RR = {(100 x
([HSV'l]test/[lgs]test)) / ([HSV'l]ComroH/[188]control+)} - 100
** Indicele Eficientei Antireplicare in vitro (IE) al substantelor testate este reprezantat prin ((HSV-1]/
[18S] evaluatd pe gPCR specific) al controlului pozitiv infectat cu HSV ([HSV-1]contror+/[18S]contror+)
fatd de cel al substantelor testate (Amestec 1, control aciclovir): IE = ([HSV-1]contror+/[ 18S]control+) /
([HSV'l]test/[lgs]test)-
#[ACV]: 1 g/lL

- Cei mai buni EIs (Tabel 2) sunt obtinuti dupa 2 minute de contact al Amestecului 1 si cu o
concentratie de 417 pg/L.. Observim o influientd semnificativd a timpului de contact asupra Els (1,5
min si 2 min; modelele 2 si 3).

Els-urile obtinute cu modelele 1 si 3 la un contact timp de 2 min §i o concentratie a
Amestecului 1 de 167 pg/L, sunt deosebit de semnificative.

- Indiferent de model, Eis-ul obtinut cu aciclovir (“ACV”) nu sunt semnificative (Tabel 2).

Cuantificdri procentuale prin gPCR (gend 18S sau HSV;, la 8 ore post-contact de 2 min): 1) al
multiplicdrii liniei BHK-21 (control: linie neinfectatd) si, ii) al replicdrit HSV-1 (control: linie
infectata).

Tabelul 3

Amestec 1 Amestec 1

ACV ACV
167 417 mg/L 167 417 mg/L 167 417

ng/l | ng/L ng/L | pg/l ne/l | ng/L

Amestec 1

ACV mg/L.

45 27 108 (1) |49 30 118(H) |1 <1 76 (1)
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62 41 57 (1) 68 44 62 (1) 19 2 61 (1)

118 |70 111 (1) |98 58 7 2 86 (1)

97 (10%) 64 38 54 (10%)

- Pentru Amestecul 1 (la 167 la 417 pg/L) sau ACV (la 1 sau 10° mg/L), indiferent de
controlul folosit (linie + PBS — HSV sau linie + PBS + HSV), cuantificarea rezultatelor lui 18S sunt
comparabile pentru acelasi model (Tabel 3, test 1 vs. 4,2 vs. 5,3 vs. 6).

- Pentru Amestecul 1, o eficientd anti-replicare remarcabild in functie de doza (Tabel 3,
testele 7 si 8) este constatatd pentru modelele 1, 2 si 3. Aceasta nu este observatd pentru ACV (Tabel
3, test 9).

- O citotoxicitate comparabild a Amestecului 1 (167 pg/L) si a ACV (Img/L) (Tabel 3) se
observa Conform modelelor 2 si 3 (Tabel 3, teste 1, 3, 4 51 6).

- O absenta a eficientei anti-HSV (Tabel 2 si Tabel 3, test 9) pentru ACV (1 mg/L sau 1g/L)
se observd. Modelele introduse pentru studiul Amestecului 1 nu pot corespunde la un studiu realizat
cu ACV.

Pentru modelul 1 (Amestecul 1 pe celule infectate).

- Cel mai bun IE (Tabel 2) cu doud concentratii de amestec 1 (2 min de contact, 167 si 417
png/L, IE: 37 si 48, respectiv).

- Amestecul 1 are eficientd directd (Tabelele 2 si 3) asupra replicérii virale intranucleare,
asupra metabolismului celular probabil.

- Amestecul 1 are specificitate bund asupra celulelor infectate (Tabel 3, teste 4 si 5; model 1
vs. 2).

Pentru modelul 2 (Amestecul 1 pe o celula inainte de infectare).

- Un [E interesant (Tabel 2; contact pentru 2 min s1 417 pg/L, IE: 23).

- Amestecul 1 are o actiune asupra celulei care devine putin receptiva la infectie si/sau
dobandeste un metabolism incompatibil cu replicarea virusului (Tabel 3, teste 7 si 8).

Pentru modelul 3 (Amestecul 1 asupra celulei neinfectate si HSV-1, separat si Inainte de
amestecare).

- Un IE interesant (Tabel 2) cu doud concentratii de amestec 1 (2 min de contact, 167 si 417
pg/L, IE: 14 si 35, respectiv).

- In functie de doza aplicatd (167 sau 417 ug/L) zero citotoxicitate (Tabel 3, test 4) sau
citotoxicitate limitatd (Tabel 3, test 5) pentru eficientd antivirald foarte buna (Tabel 3, testele 7 s1 8,
respectiv).

- Noi avem o eficientd a Amestecului 1 care ar fi o acumulare a modelului 2 cu o actiune
semnificativa asupra celulei si a modelului 4 cu o actiune limitatd doar asupra virusului (Tabelele 2 si
3).

Pentru modelul 4 (Amestecul 1 asupra HSV-1).
- Un IE jos (timp de contact: 2 min, 167 s1 417 ug/L, IE: 2 si 3, respectiv; Tabel 2) care este
confirmat prin absenta toxicitatii dar replicare virald semnificativa (Tabel 3, teste 8 51 9).

C — Concluzii.

Asupra liniei BHK-21, principalele eficiente ale Amestecului 1 sunt: i) de a avea o toxicitate
preferentiald asupra celulelor infectate, i1) de a inhiba replicarea virald in celula infectata si, iii) de a
limita infectia celulei sanitoase.

Tinta poate fi o membrand (receptori pentru virusi, de exemplu) si/sau metabolicd (reglarea
stresului si cdilor apoptotice, de exemplu).

Recunoasterea virala si internalizarea.
Conform modelului 4, Amestecul 1 are o eficienta scdzutd anti-replicare directd la virusi. In
aceste conditii experimentale, apropiate de utilizarea terapeutici topicd, aceastd observatie este in
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favoarea unei alterdri limitate a receptorilor virali la celuld: gB (HSV-2), gC (HSV-1), gD si gH/gL
(HSV-1 si -2). Amestecul 1 ar schimba doar Intr-un mod limitat glicoproteinele virale prin reactia sa
Fenton-Haber-Weiss in vitro.

Similar, nu am observat influientd semnificantd a Amestecului 1 asupra membranei
fosfolipidice a HSV care poate perturba penetrarea si fuziunea membranei.

In aceste conditii experimentale, Amestecul 1 nu este un virucid.

Replicarea viralad si metabolismul celular.

Tehnica qPCR foloseste lizatul celular la 8 ore post-infectie. O reducere in replicarea virald
poate rezulta de la recunoasterea slabd si/sau internalizarea si/sau replicarea (modificarea
metabolismului celular indus de infectie si/sau Amestecul 1).

Dacai calea de desalinizare virald a fost modificatd de Amestecul 1 fard modificare altor rute
si indiferent de model, Els-ul rezultat ar fi mult mai mic din cauza acumulirii citoplasmatice a
virionilor.

Conform modelului 2 (IE: 23 cu 2 min de timp de contact s1 417 ug/L), replicarea virald joasa
dupa contactul preliminar al celulei cu Amestecul 1 (Tabel 2 si Tabel 3, test 8) este observata.

Conform acestui model, celula BHK-21 a fost in contact timp de 2 min cu Amestecul 1.
Timpul de contact cu HSV Intr-un mediu complet si nutritiv de culturd a fost 2 ore. Amestecul 1 a
indus modifcérile celulelor avand o duratd de viatd ce dureazd mai mult de 2 ore si anticipand in
continuare eficienta profilacticd a Amestecului 1.

fn plus la recunoasterea lui HSV-1 de citre celulele partial afectate de Amestecul 1 din cauza
actiunii probabile si limitate asupra glicoproteinei virale gD (38% din replicare; Tabel 2), Aceastd
recunoastere poate de asemenea fi afectatd printr-o actiune asupra receptorilor celulari la gD (HVEM
s1 nectin) precum si asupra altor doi receptori celulari de suprafatd la gB g1 gH/gl. care are heparan
sulfati si integrine.

Din cauza pitrunderei radicalice (modificarea potentialului redox intracelular si
transmembranic, reglarea cédilor de stres oxidativ), influxurile celulare de calciu pot fi miscate. Aceste
influxuri celulare de calciu sunt de asemenea induse de infectia HSV. In orice caz ultimile pot fi
demobilizate imediat din cauza introducerii in Amestecul 1 a agentilor de chelare liberi si non-
permeabili (limitarea citotoxicitdtii celulare). Alte modificdri celulare majore din altd parte nu trebuie
excluse si pot corespunde reducerilor si oxidarilor proteinelor (punti cisteinil, de exemplu) si in
particular a proteinelor structurale care pot decurge 1n endocitozele virale.

Conform modelului 3 (Tabel 2 si Tabel 3, teste 7 i 8), o reducere semnificativa in replicarea
virald este observatd (IE: 14 si 35 pentru 2 min de timp de contact, 167 51417 ug/L, respectiv).

Ambele fenomene se acumuleazad. Primul este o actiune limitata la virugi (compar. modelul
4), al doilea mai semnificativ (compar. modelul 2) este la celula.

Addugarea Els-ului al modelelor 2 i 4 (2 min $1 417 pg/L), adicd 23 si 3, respectiv, oferd o
sumd (26) mai putin decét dar apropiatd de cea obtinutd experimental pentru modelul 3, adica 35.

O acumulare potentiald 1) de recunoastere slaba a partenerilor HSV si celule este contemplata
s1 11) o internationalizare inhibatd si/sau replicarea In special prin modificarea metabolismului celular.

Modelul 1 (IE: 48 cu 2 min de timp de contact si 417 pg/L) este cel mai performat.

Actiunea amestecului antiinfectios 1 este preferential asupra celulei decat asupra virusilor.
Aceastd actiune este cu atdt mai mult performantd, deoarece celula este infectata in prealabil.

fn acest model care corespunde cu cea mai bund problemi terapeutica, este evident ci
Amestecul | are o eficientd farmacologica intracelulard specifici majord. Pentru 417 pg/L de
substantd activd, Tabelul 3 aratd ci cantitatea de sub-unitati ribozomale 18S este joasd (in functie de
controlul folosit, 27 si 30%, teste 2 si 5) In acest model ca in modelul 2 (in functie de controlul folosit,
41 s1 44%, teste 2 s1 5) s1 in modelul 3 (in functie de controlul folosit, 70 si 58%, teste 2 si 5) care este
un argument pentru specificitatea celulelor infectate vs. celulele sdnédtoase.

Tintele Amestecului 1 in acest model nu pot fi nici recunoasterea sau internalizarea, dar de
fapt modificarile metabolice. Ultimile sunt plasate intr-un echilibru nou, in special din cauza pasajului
radicalic transmembranic, modificarea potentialului redox al celulelor si prezenta agentilor de chelare
externi, Intre cdile de stres oxidativ (deja indus de infectie), fluxurile de calciu (deja indus de infectie),
inhibarea eliberdrii dependenta de calciu a virionilor, modificérile prin oxidare a proteinelor direct sau
indirect implicate In replicarea virala.

Exemplul 7 - Evaluarea ex vivo a producerii interleucinelor

Biopsiile nepatologice (8 biopsii i 4 donori) a pielei umane provenite de la operatiile
chirurgicale pentru reducerea greutdtii au fost tratate ex vivo cu Amestecul 1 (5 mg/l. de substanta
activd; 2 min). Supernatantii in care biopsiile au fost gésite au fost esantionate la 6 ore si 24 ore post-
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contact cu scopul de a cuantifica interferonii-o (IFN-o; inhibition of the infection with HSV;
Mikloska Z. et al. Alpha and Gamma Interferons Inhibit Herpes Simplex Virus Type 1 Infection and
Spread in Epidermal Cells after Axonal Transmission. J. Virol., 2001, vol. 75(23), p. 11821-11826), -
B(IFN-B; inhibition of HSV replication; Sainz Jr. B. et al. Alpha/Beta Interferon and Gamma
Interferon Synergize To Inhibit the Replication of Herpes Simplex Virus Type 1. J. Virol., 2002, vol.
76(22), p- 11541-11550) si interleucin 6 (IL-6; inflammation marker).

Controlul experimental pozitiv este un solut fiziologic (NaCl 100mM).

Nicio modificare a nivelului de baza celular al [FN-a si IFN-b nu a fost observat.

In functic de biopsii si de donori si prin urmare de trauma operatiei chirurgicale si
manipuldrii experimentale.

La 6 ore post-contact (Fig. 6 51 7):

- cu NaCl ca un control, producerea de IL-6 bazal de 277 pg/mL + 11 la 2,866 pg/mL + 206.

- cu Amestecul 1, inhibitia al producerii IL-6 in raport cu controlul NaCl, de la O pg/mL la
1,015 pg/mL + 17,

La 24 ore post-contact (Fig. 6 1 7):

- cu NaCl control, producerea bazald a [1.-6 de 1,485 pg/mL + 37 1a 7,454 pg/mL £ 199.

- cu Amestecul 1, inhibitia producerii IL-6 in raport cu controlul NaCl, de 84 pg/mL + 15 la
5,910 pg/mL + 29.

Concluzii:

- producerea si heterogenitatea supraproducerii (6 ore si 24 ore, respectiv) pentru 1L -6 post-
contact NaCl s1 Amestecul 1 (Fig. 6).

- o0 inhibitie heteroheni a producerii IL.-6 post-contact cu Amestecul 1 (5 mg/L. de substanta
activd) care este in medie 28% la 6 ore s1 19% la 24 ore, In raport cu controlul NaCl (Fig. 6).

Prin aceasta inhibitie a producerii, Amestecul 1 are proprietatea de a fi un antiinflamator (Fig.
7).

Exemplul 8 - Degradarea plasmei si ' viata.

Unul din donorii de radicali (In special HO, care are o duratd de viatd pani la cateva
secunde §i un indice de penetrare a celulelor notabil) printr-o reactie de tip Fenton-Haber-Weiss a
substantei active MoO4* a Amestecului 1 este H20,. Degradarea acestui traser a fost urmati pentru
evaluarea ratei de consum a Amestecului 1 sau dezactivarii lui.

Tehnica.

Amestecul 1 (68,9 uM sau final 14,2 png/l.) a fost incubat In plasmd umand proaspata.
Cinetica disparitiei H2O; a fost urmati de o reactie peroxidazicd asupra alicotelor esantionate la timpi
succesivi.

Rezultate.

- In medie (n = 10), procentajul degradarii a substantei traser a Amestecului 1 in plasma
umand la temperatura camerei dupd un contact timp de 2 min este de 85.3 = 9.4%, 74% + 15.2 % din
care n primul minut.

- In primul minut, ., Timpul de Degradare 50%” sau DTso = 0,812 min pentru o solutie de
amestec 1 la un initial de 68,9 uM de substanta activd i initial ImM de H2Oo.

- Rata de degradare Kcmoo: # 740 umoli de Amestec 1 la un initial de 1mM de H,O»/min./L
de plasmi sau Kemoos2: = 51,0 umoli de Amestec 1 la initial 68,9 uM de substantd activd MoO.>
/min/L. de plasma, in primul minut de incubare la temperatura camerei.

- Pentru o proba de 200 ul. a Amestecului 1 la 24,3 uM (5,0 mg/L) de substantd activa sau
353 mM (12 g/L) de traser H2O,, cu scopul unei aplicatii terapeutice topice, unde sunt ~ 5 nmoli de
substantd activi MoO4? sau 70 umoli de traser H»O». Aceasta probd, in 11 de plasmi, este degradati
in ~ 0,1 minute.

Exemplul 9 - Hematoxicitate limitatd asupra sangelui periferic.

Scopul acestui studiu este de a evalua hematoxicitatea Amestecului 1 (24,3 uM sau final 5,0
mg/L) dupd incubare de 2, 3 si 5 minute In sdnge periferic uman. Toxicitatea pentru care hematoliza
este evaluatd urméand principalii parametri ai singelui, adicd numdérarea eritrocitelor, leucocitelor,
hematociteelor, a trombocitelor, volumul mediul al globulelor si nivelul hemoglobinei.

Concluzii.

Parametrii hematologici referitori la numérul de eritrocite, leucocite, hematocite, volumul
mediu al globulelor si nivelul hemoglobinei nu sunt modificate prin incubare timp de pani la 5 minute
cu amestecul conform inventiei.

Numirul de trombocite este modificat prin contactul cu Amestecul 1 de la -35% imediat dupa
addugarea acestuia, la -69% la 5 minute.
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Exemplul 10 - Pasajul transcutanat limitat al amestecului conform inventiei, absorbtia,
biofaza si biodisponibilitatea (OECD 428; EMEA, Uman Guideline, 2001).

Amestecul 1 utilizat a fost de cinci ori mai concentrat (Amestec 1 x 5) pentru a arita cele mai
mici pasaje substantelor. Scopul acestui studiu a fost de a evalua (referintd t0, t 2min., pand la
t60min) trecerea Amestecului 1 x 5, precum si a markerului H>O» prin biopsiile neopatologice ale
pielii umane.

Aceastd procedurd se aplicd la trei tipuri de substrat: biopsie totald, biopsie disecatd In
epiderma pe de o parte si In dermd pe de altd parte.

Tehnica.

Au fost testate 12 biopsiile de la 2 donatori (masurédtori in picdturd depuse pe fragmente [30
pL]) si In mediu sub acestea (800 pL), conform ambelor metode (Tabelul 4): i) quercetina care
evalueazi eficienta redox a Amestecului 1x5 si, i) peroxidaza care mésoard concentratia H.O, a
markerului.

Picédtura (30 pL) depusd deasupra biopsiilor si a fragmentelor epidermale si dermice este de 5
ori mai concentratd in substanta activd (121,5 uM sau 25,02 mg/L.) si In marker (1,77 M sau 60 g/ L)
decét formularea terapeutica. In 30 pL de depuneri de Amestec 1x5, existd 3,65 nmoli sau 750 ng
substantd activd si 53 pmol sau 1,8 mg marker.

Rezultate:

Tabel 4

Eficientd redox -5,71a-23,9 NT

marker H.O» -16,51a -57,7 -72,51a-99,9 -99.6
Eficientd redox +3,71a+9,0 +0,8 la +80,6 +44.5 1a +100
H>0, marker < +0,001** 1a +0,09 +0,38 1a +1,7 +0,16 la +0,46

in % in raport cu t O (-: descrestere, +: crestere)
** limite de detectie.

Se observd o scddere de ka joasd pand la moderata (testul 1) a eficientei redox a Amestecului
1 in piciturd deasupra fragmentului (de la -1,4 1a -23,9%).

Se observd o scidere moderatd pana la semnificativa (testul 2) a cantitdtii de marker H.O» din
Amestecul 1 in picdturd deasupra fragmentului (de la -16,5 la -99,9%).

Se observd o crestere usoard pand la semnificativa (testul 3) a eficientei redox a mediului sub
fragment. Ea depinde de fragment si de tipul acestuia. Cand aceasta este o biopsie completd, aceasta
crestere datoratd trecerii transcutanate este scizutd. In medie, acesta este de 6,35% si corespunde
trecerii a 232 pmoli (47,6 ng) de substantd activd din Amestecul 1. Cand aceasta este epiderma sau
derma, aceasta crestere este foarte variabild (de la 0,8 la 100%). Acest lucru se datoreazd probabil
diferentelor in structurile histologice (porii, irigarea dermicd a sangelui, terminarea nervilor
epidermici, de exemplu).

O crestere de la nedetectabild la ugoard (testul 4) a cantitatii de marker H.O» 1n mediu sub
fragment este observatd indiferent de tipul sdu (de la <+ 0,001 la 1,7%). Atunci cand aceasta este o
biopsie completd, aceastd crestere datoratd trecerii transcutanate este deosebit de scdzutd (<0,53 péna
la 47,7 nmoli, adicd <0,018 pand la 1,62 ng). Cand aceasta este epiderma sau dermul, in medie,
aceastd crestere este scdzutd (1,04 si 0,31%, adicd 0,55 pumoli s1 0,16 pumoli sau 18,7 pg si 5,6 ug
respectiv).

Concluzii.

Existd independentd tisulard (absorbtie, dezactivare, permeatie) a celor doi parametri
considerati ca fiind tipici pentru Amestec 1, care sunt eficienta redox datorita substantei active si dozei
de marker peroxid, un donator de radicali.

Luénd in considerare biopsia totald, indicele de penetrare a Amestecului 1 corespunde
grosimii fragmentului, adicd 1| mm (grosime medie a epidermei) pand la 2 mm.

Epiderma contine multe terminatii nervoase care pot fi centrul desalinizirii axonului de
virioni herpetici la pacient. Acestea sunt {intele Amestecului 1 in acelasi mod ca celulele epidermice
infectate sau Inainte de o posibild infectie. Luénd in considerare succesiunea ambelor tesuturi, biofaza
Amestecului 1 este cvasi-strict cea a grosimii epidermei (1 mm) si este atinsd n totalitate pentru
absorbtia tesutului {intd maxim.

Luind in considerare cd doar derma este vascularizatd, cel mult 80,6% din eficienta redox a
Amestecului 1 poate fi gdsitd din nou la contactul siu si la 1,7% din marker. In aceste conditii
experimentale, biodisponibilitatea Amestecului 1 x 5 este de 2,94 nmol sau 605 ng substantd activa si
0,9 umol sau 30,6 pg de marker peroxid.
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fntr-un studiu de genotoxicitate in vitro, cu testul Ames, amestecul conform inventiei si
metabolitii sdi nu este mutagenic in prezenta activatorului S9 (5/5 tulpini de Salmonella), este
mutagenic la 1/5 tulpind in absenta sa.

La aplicarea locala pe piele, fie stimulatd sau nu, amestecul conform inventiei (24,3 uM sau
5,0 mg /L de substanti activd) nu are asociatd nici o toxicitate legatd iritare.

Intr-un studiu a iritatiei bucale si vaginale, amestecul conform inventiei (24,3 uM sau 5,0
mg/L) nu este iritant (scor 0/16) si foarte slab (scor 1/16), respectiv.

Intr-un studiu extrem de sensibil al iritatici membranei chorioalantoice a unui ou de géing,
Amestecul 1 (18,23 g1 24,3 pM sau 3,75 s1 5,0 mg/L) este moderat iritant (Indice de iritare sau I = 6,8
+0,4 51 6,3 £0/21 , respectiv).

Intr-un studiu de toxicitate acuta prin aplicare dermicd, amestecul conform inventiei la doze
de 25,0 si 31,3 pg/kg de substantd activa continutd in 60 si respectiv 75 mg/kg de marker H,0O, este
bine tolerat fard nici un simptom, pentru o dozd maximd tolerabild (DMT) si o dozd maxima fara
efecte ddunitoare observate (DMFEDOQ) sau "NOEEL" de 31,3 pg/kg de substanta activd si 75 mg/kg
de marker.

Intr-un studiu de toxicitate acutd cu injectie intravenoasd, amestecul conform inventiei la
doze de 10,4 s1 12,5 ug/kg de substanta activd continute in 25 si respectiv 30 mg/kg de marker de
H>0,, este tolerat fard simptome notabile pentru o "Dozd maximé tolerantd" (DMT) de 12,5 ug/kg
substanta activa.

Exemplul 11 - Toxicitate acceptabild a amestecului conform inventiei

I — Mutagenitate in vitro (Test Ames— OECD 471)

Scopul acestui studiu a fost evaluarea activitifii mutagene a amestecului activ conform
inventiei (Amestecul 1) si a metabolitilor sdi (produsi de fractia S9 a unui ficat de gobolan) pe
tulpinile de Salmonella typhimurium TA97a, TA98, TA100, TA102 si TA1535.

Concluzii.

- Fara nici un sistem de activare S9, amestecul activ (7,7 uM sau 2,43 uM, adicd 1,58 mg/L.
sau 0,50 mg/L.) conform inventiei $i metabolitii sdi nu au efecte mutagene asupra liniilor TA97a,
TA98, TA100 si TA1535.

- Cu un sistem de activare S9, amestecul activ (Amestec 1 x 5: 121,5 uM sau 25,02 mg/L.)
conform inventiei si metabolitii sdi nu au efecte mutagene asupra liniillor TA97a, TA98, TA100,
TA102 1 TA1535.

- Fard nici un sistem de activare S9, amestecul activ conform inventiei nu este mutagenic
asupra liniei TA102 la 0.50 mg/L.

In acest test in vitro, efectul mutagen al amestecului activ si al metabolitilor sai, conform
inventiel, este limitat pentru utilizarea sa (tulpina TA102).

II — Dermato-sensibilizarea dupa inductie (femela de hamster, OECD 406, ISO 10993-
10: 2013 si Memorandumul ICH SCCP 2005)

Conform protocolul Magnusson & Kligman (Magnusson B. et al. The identification of
contact allergens by animal assay. The guinea pig maximization test", J. Invest. Dermatol., 1969, vol.
52(3), p. 268-276), potentialitdtile de sensibilizare ale pielii femelelor de hamster au fost studiate in
conformitate cu trei protocoale.

Protocolul 1: Determinarea dozei limitd tolerate.

Concentratiile Amestecului 1 de la 1,25 mg/LL la 20,00 mg/L. de substantd activa continute In
3 g/L pana la 48 g/l de marker H,O», respectiv Intr-un ,,plasture” de 1 ml au fost aplicate timp de 24
de ore pe flancul animalelor, iar apoi animalele au fost observate.

Concentratia Amestecului 1 la 10 mg/l substantd activd in 24 g/I. de marker este bine
toleratd si provoaca iritatii moderate.

Concentratia Amestecului 1 la 5,0 mg/L. de substanta activa continutd in 12 g/l de marker
H,0, este bine tolerata si este consideratd ca doza maxima neiritanta.

Protocolul 2: Determinarea dozei limita tolerate dupa inductie prin injectare subcutanata.

Concentratii de la 5 mg/L. la 10 mg/L. de substantd activd continute In 12 g/I. la 24 g/L. de
marker H>O», respectiv, a Amestecului 1 au fost injectate (100 uL) printr-o cale subcutanata. La 8 zile
(prima provocare), a fost realizatd o primd aplicare locald ca un plasture de 1 ml. La 27 zile (a doua
provocare) a fost realizatd o a doua aplicatie locald ca un "plasture” de 1 ml. Observatiile au fost
facute la 29 de zile.

Concentratia Amestecului 1 la 5 mg/L. de substantd activa, continutd in 12 g/I. de marker,
este bine tolerata si nu produce iritatii.
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Protocolul 3: Studiul iritatiei induse de stimulare si aplicare topicd a Amestecului 1 la 5 mg /
1 de substanta activa continutd 1n 12 g/I. de marker H2Os.

Au fost injectate 100 pl de amestec 1 la 5,0 mg/L. pe cale subcutanatd. La 4 zile, zona
injectatd a fost stimulatd cu o solutie de dodecil sulfat de sodiu (SDS) la 10% inainte de aplicarea
topicd a Amestecului 1 (1 ml) intr-un ,,plasture”. La 6 zile, a fost realizatd o a doua aplicare topica. La
21 zile (provocare) s-a obtinut o aplicare topicd a Amestecului 1 (I ml) intr-un "plasture” cu
concentratii de 6,26 pand la 10 mg/L de substanta activa continuta in 15 pana la 24 g/I. de marker.

Amestecul 1 la 5,0 mg/L. de substantd activa continut in 12 g/I. de marker este bine tolerat si
scorul sensibilizdrii cutanate de citre formulare este egal cu 0/3.

Concluzii: Amestecul 1 la 5,0 mg/l, de substanti activd nu este iritant. Nu a fost observata
nici o modificare macroscopica a pielii animalelor. In consecinta, nu este nevoie de nici un studiu
anatomo-patologic.

III — TIritare bucala si vaginala (iepure femeld, OECD (99) 20, -21, -23 -24, - (95) 115, -
(02) 9 5i ISO-10993-10.

Scopul acestui studiu a fost de a evalua toleranta vaginald si bucald a Amestecului 1 la 5,0
mg/L. de substantd activd continutd in 12 mg/[. de marker conform unei expuneri compatibile cu o
utilizare terapeuticd umand de 5 zile.

De la ziua 0 la ziua 6, la fiecare 24 ore, animalele sunt tratate (1 ml) printr-o cale bucald si
vaginald. La ziua 7, animalele sunt observate si misurata greutatea acestora.

Concluzii: Concentratia Amestecului 1 la 5,0 mg/l. substantd activd este bine tolerata.
Indicele iritatiei bucale si vaginale este de 0/16, respectiv de 1/16. In consecintd, nu este nevoie de un
studiu anatomo-patologic.

IV — Test de iritare ocular (ICCVAM App B).

Testul de iritare oculard a folosit testul de substitutie HET-CAM (Testul de oud de géina -
Membrana Chorioalantoicd), publicat in Jurnalul Oficial din 26/12/1996. Ea este recomandatd de
ICCVAM.

Desi aceastd metodd deosebit de sensibild nu este validatd oficial de U.E., aceasta este
acceptata pentru o utilizare care are ca scop localizarea substantelor chiar usor iritante, inclusiv a celor
care ar fi iritante ocular, pentru a le atribui eticheta R41 (2002)

Pe scurt, metoda constd in aplicarea unei substante de testat a Amestecului 1 la 3,75 si 5,00
mg/L dintr-o substantd activd in 9 si respectiv 12 g/I. de marker pe membrana chorioalantoicd a unui
ou fertilizat de gdind. La 0.5, 2 si 5 minute dupa contact, se observa si se noteazd urmitoarele trei
criterii: hemoragie, coagulare si hiperemie.

Rezultate si concluzii.

Amestecul 1 la 3,75 mg/L sau 5,00 mg/l. de substantd activd poate fi clasificat ca fiind
moderat iritant (indice de iritare sau II = 6,8 £ 0.4 si respectiv 6,3 + 0/21), adicd induce o ugoard liza
(severitate = 1/3) imediat dupd introducere sau la 30 de zile dupd contact, fard hemoragie sau
coagulare.

Avand in vedere valoarea Q (raportul dintre indicii intre substantele de referintd pozitive
NaOH 0,1M [ESTE = 15 £ 3] 51 1% SDS [10 + 2] vs. Amestecul 1), Q vs. NaOH = 0,51 la 0,54 si Q
vs. SDS = 1,10 la 1,18 pentru Amestecul 1 1a 3,75 si 5,00 mg/L. de substantd activd, respectiv.

Prin urmare, in ceea ce priveste acest test de sensibilitate extremd, care este mult mai
semnificativ decét testul de iritare a vaginului deja desfasurat asupra iepurilor de sex feminin,
Amestecul 1 este considerat ca fiind o substantd de la usor (3,75 mg /1) pand la moderat (5,00 mg /1)
iritantd.

V — Studiul toxicitatii acute prin aplicarea cutanata si injectarea intravenoasa - Dozele
maxime tolerate (DMT) si doza fara efect toxic observabil (NOAEL) (sobolan, OECD 474, ICH
M3 (R2) si S6 (R1)).

Scopul acestui studiu este de a determina doza maxima tolerantd (DMT) a Amestecului 1 prin
aplicare cutanatd (1 ml) sau prin injectie intra-caudald (5 ml/kg). Observatiile clinice sunt raportate
pani 1n ziua 14.

Concluziile protocolului aplicérii cutanate.

Amestecul 1 are o dozd de 50 pg/kg de substantd activd (1 ml pand la 10 mg/L), care este
bine toleratd. Se observd un usor eritem al zonei tratate, precum si aparifia unor cruste mici care
dispare in decurs de 2 zile. Nu se observa iritatii.

Aceleasi simptome In mod proportional mai reduse sunt observate pentru o aplicare a
Amestecului 1 de 37,5 pg/kg substantd activad (1 ml la 7.5 mg/L).

Amestecul 1 la doze de 25,0 si 31,3 ng/kg de substantd activa (1 ml la 5,0 s1 6,26 mg /1) este
bine tolerat. Nu se observid simptome cutanate, metabolice sau fiziologice la D14.
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DMT a Amestecului 1 la o aplicare cutanatd la sobolani este de 31,3 pg / kg de substanta
activd (1 ml la 6,26 mg/L).

NOAEL (dozad fard efect toxic observabil) a Amestecului 1 in administrare cutanatd la
sobolani este de 31,3 pg/kg de substantd activad (1 ml la 6,26 mg/L).

Concluziile protocolului de injectare intra-caudala.

Dificultatea administrarii intravenoase a Amestecului 1 nu se afld intr-o toxicitate intrinsecd a
inventiei, ¢i pe descompunerea sa In contact cu singele care genereazd in mod special oxigen
molecular care poate fi responsabil pentru embolie. Doza limita etica (3 sobolani) care au demonstrat
un stop respirator reversibil este de 14,6 pg/kg de substanta activd (5 ml/kg din Amestecul 1 la 2,92
mg/L). Nu s-au Inregistrat semne de toxicitate pand la D14,

Amestecul 1 este tolerat dupd injectarea intravenoasa la 12,5 pg/kg substanta activa (5 ml/kg
din Amestecul 1 la 2,5 mg/L). Dificultati fiziologice (miscari si dificultdti respiratorii) au fost
observate la animale la momentul injectérii. Nu s-au inregistrat semne de toxicitate pana la D14.

Aceleasi simptome, proportional mai putin semnificative, au fost observate dupa o injectie
intravenoasd la 10,4 pg/kg de substantd activd (5 ml/kg din Amestecul 1 la 2,1 mg/L). Nu a fost nini
un semnal clinic sau modificare a curbei de greutate. Nu s-au inregistrat semne de toxicitate pand la
D14. Observarea macroscopica a organelor la D14 dupd autopsie nu a dezvéluit nimic.

DMT a Amestecului 1 intr-o injectie intra-caudald este 12,5 pg/kg de substantd activad (5
ml/kg de Amestecului 1 1a 2,5 mg/L).

VI — Studiul genotoxicitatii in vivo prin cautarea generarii micronucleilor dupa
injectarea intravenoasa a Amestecului 1 (masculi si femele de sobolan, OECD 474 si ICH S2
(R1)).

Au fost injectate femele de sobolan (n=5) si sobolani masculi (n=5) (doua tratamente la un
interval de 22-26 ore, 5 ml / kg) cu transportorul de apd HPLC (cale intravenoasd) si 10 mg / kg, cale
intravenoasd si metansulfonat de etil la 100 si 150 mg / kg (cale intraperitoneald) si Amestecul 1 la
1,46, 4,17 $1 12,5 pg / kg substanta activa (cale intravenoasd).

Au fost observate morbiditatea, mortalitatea, greutatea animalelor i parametrii clinici
(temperatura, pielea, parul, ochii, membranele mucoase, secretiile si excretiile, functia respiratorie si
neurologicd, mersul si postura). 36 ore la 48 ore dupi cel de-al doilea tratament, sdngele animalelor a
fost colectat i analizat in citometrie in flux (controlul toxicitatii: reducerea proportiei eritrocitelor
imature (CD-71-pozitive). Proportia de eritrocite imature micro-nucleate (reticulocite) a fost evaluata
pe 4.000 de observatii pe probd de sange. Fiecare populatie de sobolani (n = 10) pentru fiecare
substanta testata reprezintd 40.000 de observatii (Tabelul 5).

5

mascul 5 4,39+0,92 0,15+0,09
# femeld 5 2.,60+0.57 0,17+0,07
4 mascul 5 5,17+1,47 0,32+0,31
femeld 5 3,8240,29 0,1240,04
5 mascul 5 3,99+0,49 0,56+0,17
femeld 5 2.414+0,54 0,40+0,13
10 mascul 5 1,95+0,59 1,62+0,29
femeld 5 1,304+0,43 1,02+0,26%*
100 mascul 5 1,41+0,32 0,68+0,35%*
femeld 5 1,86+0,25 0,48+0,16**
150 mascul 5 1,33+0,34 0,810, 48**
femeld 5 0,45+0,33 0,59+0,26**
146 10 mascul 5 5,324+0,76 0,10+0,02
T femeld 5 3,354+0,46 0,09+0,03
417 103 mascul 5 4,82+0 41 0,11+0,03
o femeld 5 3,3540,83 0,09+0,02
mascul g* " | 4,7940,16 0,2240,12
12.5 .10 5
femeld 1% 3,4040,19 0,09+0,02
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* animalele moarte in timpul primului tratament prin embolie datoritd eliberdrii oxigenului
molecular din Amestecul 1 in contact cu sangele.

** gtatistic diferit de grupul de control.

#1n substanti activi MoO,>

Conclusion: In comparatie cu grupurile de control (pozitive si negative), Amestecul 1 nu are
nicio genotoxicitate prin inducerea productiei de reticulocite micro-nucleate dupa injectia intravenoasa
la sobolani (n = 10, incluzdnd 5 masculi §i 5 femele) cu un interval de 1,46, 4,17 si 12,5 ng/kg
substanta activa.

Exemplul 12 - Comparatie cu alte compozitii.

Prezentul exemplu aratd in mod deosebit influenta compozitiei, in special a potentialului
redox asupra:

1 - rolulului calciului in cataliza FentonfHaber-Weiss "precum” formularilor testate;

2 - existentei unei diferente intre trei formulari de substantd activd de 5,0 mg/L.

S1: Amestecul 1,
S2: compozitie conform US 6,660,289,
S3: compozitie conform W0O/2010/004161.

Protocolul 1 (Tabele 6 si 7):

- 2 parametri méasurati: 1) pH, ii) potential redox.

- catalizator CaCl, (1M, In H20): Adaugarea Intr-o concentratie finald de 24 mM

- cineticd: initiald (TO), 1, 2, 3 minute (T 1, T2, T3) dupd addugarea de CaCl, cu agitare.
Rezultate si descriere.

Tabelul 6

pH 4,70 1 12 TO 4,58 @59 K.59 H,59 timp de 3 min. -0,11
Pot. Redox E° (mV) [359 2 383 383 383 383 timp de 3 min. +24

pH 2,85 12 TO 2,65 [265 [2,66 [2,65 timp de 3 min -0,20
Pot. Redox E° (mV) K37 a 479 W75 @74 |76 timp de 3 min +39

pH BOL [ 1o .86 [2.87 [2.87 P.87 timp de 3 min. 0,
Pot. Redox E° (mV) 414 a 465 464 464 464 timp de 3 min +50

pH-ul pielii este de la 4,93 +/- 0,45 pana la 5,12 +/- 0,56. pH-ul vaginal este in mod normal
de ordinul 4,50 si poate varia pand la 6,00 la menopauza.

- Solutia S1 este tamponatd si la un pH de ordinul unuia dintre pielea umana $i membranele
mucoase. Acest pH rdméne relativ constant pana la 3 minute de contact dupd addugarea a 24 mM
CaCl, final. Se observd o crestere moderatd a E°, care poate proveni partial din addugarea clorului din
CaClz.

- Un pH acid amplificd peroxidarea citotoxica a lipidelor mediata de fier.

Solutia S2 nu este tamponatd. pH-ul sdu nu este foarte compatibil pentru contactul cu pielea
sau mucoasa (inclusiv distrugerea probabild a florei comensale Intr-o utilizare terapeuticd). Acest pH
rdmane relativ constant pana la 3 minute de contact dupd addugarea de CaCl; la o valoare finald de 24
mM. Se observi o crestere cel putin un pic mai moderatd fatd de S1 din E°, care poate proveni partial
din adaugarea clorului din CaCl,.

Solutia S3 nu este tamponatd. pH-ul sdu nu este foarte compatibil pentru contactul cu pielea
sau membranele mucoase (inclusiv distrugerea probabild a florei comensale intr-o utilizare
terapeuticd). Acest pH rdmane relativ constant pana la 3 minute de contact dupa addugarea a 24 mM
CaCl, final. Se observd o crestere semnificativd (+ S0mV) a E°, care poate proveni partial din
adaugarea clorului din CaCl,, dar cu privire la diferenta de crestere potentiald fatd de S1 si S2,
probabil cd nu ar fi acest singur factor.

fn ceea ce priveste ionii Fe in situ, la un pH acid (<2,33), potentialul redox este de ordinul
400 mV si Fe in forma (I11), adicd in forma sa cea mai citotoxicd. La un pH de ordinul 4,5, potentialul
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redox este de ordinul a 300 mV, hemoglobina Fe in forma (II) i plasma Fe complexata cu transferina
in forma (II1).
La pH-ul solutiilor S2 si S3, oxidul de fier formeazi Fe(OH)s; foarte dezavantajat. in
consecintd, reactiile Fenton-Haber-Weiss nu sunt foarte eficiente.
Valoarea potentialului perechii Fe(OH)s/Fe?* (tip Fenton) este: E™° = 1,19 — 0,18 x pH.
Tabelul 7

4,70 344
2,80 686 428
3,00 650 418

* nivel celular cu fier in situ

Conform acestui studiu, existi o confirmare a faptului cd perechea Fepompa/Fe** este
dezavantajatd. Chiar dacd potentialul redox al acestei perechi este Imbunitatit (418 — 428 mV), acesta
rdmane prea semnificativ pentru contactul celular.

- potentialul transmembranar al unei celule animale este negativ (= -70 mV). Cu cit este mai
semnificativ potentialul de reducere a oxidédrii solutiei, cu atdt mai mare va fi modificarea
potentialului transmembranar si mai mare va fi inducerea stresului oxidativ celular (inducerea genetica
a apoptozei, a rutelor eNOS, ...) cu inducerea concomitentd a unui influx de calciu care potenteaza
stresul celular semnificativ deja indus de solutiile 2 si 3.

fn consecinta, pH-ul si potentialul redox al formularii S2 si mai ales potentialul redox al
formularii S3 sunt cel mai probabil citotoxice. Ambele solutii S2 si S3 nu pot fi adecvate pentru
utilizare terapeuticd.

Protocolul 2 (Tabelul 8).

Concentratiile de calciu In celule si plasma sunt de ordinul a 2 pand la 3 mM. Acest protocol
se bazeazd pe utilizarea terapeuticd a formulérilor.

- 1 parametru mésurat: cantitate reziduald de peroxizi (H20», acid peracetic, interval de test
Quantofix Intre 0 s1 25 mg/L).

- catalizator CaCl, (1M, in H,O): adaugare intr-o concentratie finald de 1,25, 2,5, 10, 25 s1 50
mM.

- volumul final: 1 ml = 0,950 pL de solutie testatd + 0,05 pL din dilutia de CaCl2. Factorul
de diluare al solutiei testate: 1.05. Concentratia finald a solutiei testate 11,4 g/ (initial 12 g/L) de
marker H>O, contindnd 4,76 mg/L. substanta activa (initial 5,00 mg/L).

- cineticd: la 5 minute dupa adaugarea de CaCl, cu agitare.

Rezultate.

Tabelul 8

Dezactivarea formuldrii S1 la 5 minute de contact cu CaCl, 2,5 mM (concentratie fiziologicd)
corespunde unei scideri a peroxidului cu un factor de 1,500 (Testul 4), adica de la 12 g/L. 1a 8 mg/L de
marker s1 5.00 mg/L 1a 3,33 pg/L. de substanta activd).

Concluzii comparative privind formularile S2 si S3

Solutia S2, indiferent de metalul utilizat, nu este compatibild cu o aplicatie terapeutica, prin:

- pH-ul acesteia ne-tamponat pentru mentinerea potentialitatilor sale,

- potentialul acesteia redox citotoxic,

- independenta relativa fatd de cataliza calciului,

- citotoxicitatea acesteia In conditii fiziologice datoritd H.O» si a acidului peracetic (in plus
fata de prezenta ionilor Ag *, de exemplu, avand o citotoxicitate ireversibila),
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- In conditiile experimentale utilizate, nu existd o catalizd aseméinatoare cu Fenton-Haber-
Weiss, prin urmare nu exista o productie radicald reactiva pentru utilizarea terapeutica.

Solutia S3, indiferent de metalul utilizat si de perechea de chelatizare descrisd in cererea de
brevet W0O2010/004161, nu este compatibila cu o aplicatie terapeutica, prin:

- pH-ul acesteia nu este compatibil cu BAPTA,

- potentialul redox citotoxic al acesteia,

- independenta relativa la cataliza cu calciu,

- citotoxicitatea acesteia in conditii fiziologice datorate la H2Os si acidul peracetic,

- In conditiile experimentale utilizate, nu existd o catalizd aseméinatoare cu Fenton-Haber-
Weiss, prin urmare nu exista o productie radicalica reactiva pentru utilizare terapeutica.

Dimpotriva, modelul chimic de reactie al formulérii S1 conform inventiei este corect din
cauza destabilizdrii sale prin calciu.

Pentru formularea S1, selectiile:

- pH-ului,

- perechii de tamponare (addugarea unui singur element al perechii: acid acetic, deoarece
acidul peracetic este usor produs in situ),

- metalului de tranzitie si a valentelor sale compatibile cu reactiile de tip Fenton-Haber-Weiss
sau nu,

- perechii de agenti de chelare (compatibilitate Intre acestea cu Kdcaz+ $1 Kdmo, Kdreripess
intr-o "cascadd"),

- penetrarea non-celulard a agentilor de chelare,

- activarii complexului solutiei S1 prin calciu sau de alti ioni metalici existenti in sifu, la doze
fiziologice i pH (importanta selectiei agentilor de chelare), la un potential redox care limiteazad in
special oxidarea lipidelor (productia micd de Fe (III)) si generarea instantanee a radicalilor reactivi
permeabili intr-un interval scurt, fard acumulare, fac ca aceastd formulare si fie compatibild cu
utilizarea terapeutica.

Solutia S1 este foarte puternic degradatd la concentratii fiziologice de calciu cu un minim la
2,5 mM. O reducere (1,25 mM) sau o crestere (de la 10 la 50 mM) a acestei concentrafii non-
fiziologice de calciu modificd puternic aceastd degradare a peroxizilor datoritd reactiilor aseméanatoare
cu Fenton-Haber-Weiss prin inlocuirea echilibrelor. Complexul chimic corespunzétor solutiei S1 este
complet adaptat la o reactie specifica In constanta calciului in celule si plasma.

Exemplul 13 - Exemplu de amestec activ conform inventiei cu o combinatie de Mo si La.

Acest exemplu de compozitie ("Amestecul 2") conform acestei inventii este realizat cu o sare
de molibden i o sare de lantan. Se prepard o compozitie cu formula conform Tabelului 9, exprimata
ca concentratia initiald a componentelor:

Tabelul 9

Molibdat de sodiu 20,7 uM
Nitrat de lantan 11,5 uM
BAPTA 42 uM
EGTA 1051,6 uM
HO» 353 mM
CH;COOH/CH3COONa 70 mM

pH (by NaOH) 44-5,0
Eorédox 300 — 420 mV

Compozitia este denumita "initiald" deoarece corespunde concentratiilor reactivilor addugati
fard a lua in considerare procesul catalitic utilizat.
Toate substantele utilizate 1n sinteza si produsul finit sunt validate prin spectrul IR-FT.

Tabelul 10
Produs Puritate Formula Moleculard | N° CAS
Molibdat de sodiu dihidrat 98-103% Na,Mo0O4,2H,O 10102-40-6
Nitrat de lantan hexahidrat >99% La(NO3)36H20 10277-43-7
BAPTA: acid (1,2-biS(O- >98% C22H24N2010 85233-19-8
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aminofenoxi)etan-N,N,N',N'-
tetraacetic)
EGTA: acid (etilen glicol-bis(2- | >99% C14H24N2010 67-42-5
aminoetileter)-N,N, N’ N'-tetra
acetic)
Peroxid de hidrogen 29-31% H>O» 722-84-1
Acid acetic glacial* 99,8-100,5% CH;COOH 64-19-7
Acetat de sodiu trihidrat 99-101% C;H3Na(O;3H,0 5010524
Hidroxid de sodiu 10N NaOH 1310-73-2
Apd demineralizata 1uS H>O 7732-18-5

Substanta activi este: (MoO4)!", Na* (hidroperoxo-molibdat de lantan).

Greutate moleculard: 481,81 g/mol.

Proces de fabricatie.

Procesul de fabricatie este identic cu cel al Amestecului 1 din Exemplul 1, cu exceptia
modificérilor descrise mai jos.

- Doua solutii SC sunt pregétite.

Solutia A - NaxMoQO42H,0 (sursd de Mo(VI); 100%) 200 mg (final 2,4 mM)

Apa gsp 340 ml

Agitare ugoara, temperatura camerei

Solutia B - La(NO3)36H20 (sursi de La(Ill); 100%) 200 mg (1,4 mM final)

Apa gsp 340 ml

Agitare ugoara, temperatura camerei.

- Solutia A (10 mL) si apoi Solutia B (10 mL) sunt introduse treptat In solutia de Si2 pentru a
prepara o solutie S1 de hidroperoximolibdat de lantan.
- ETAPA (vii): Addugarea agentilor de chelare - Pregatirea unei solutii S4

Introducerea BAPTA (98,8%) 20 mg/L,
Introducerea EGTA (99,1%) 400 mg/L
- pH-ul solutiei finale este ajustat prin NaOH la 4,67

- Eredox funal este: 380 mV.

Tn Amestecul 2, concentratia finald de La(MoOy)!", Na* este: 20,8uM.

Exemplul 14 - Evaluarea eficientei de oxido-reducere a inventiei in complex dublu molibdat
s1 lantanat asupra plasmei umane.

Pentru a compara eficienta oxidativa a formulirilor (MoO4)* (Amestecul 1) si LaMoOuq)!
(Amestecul 2) cu concentratii comparabile cu cele descrise in Fig. 3 si mai mici decat cele descrise In
Fig. 5 au fost contactate cu plasmid umand timp de 2 minute. Dupd scdderea blanku-rilor
experimentale, in special in aceastd zond de concentrare, Amestecurile 1 si 2, conform inventiei,
genereazi o crestere a productiei in situ de quercetind oxidatd. Concentratiile finale de MoO4? si
La(MoOu)'- testate au fost apoi: 0,00, 3,80, 7,59, 1215 nM and 0.00, 3,25, 6,50, 1,040 nM respectiv
(Fig. 8).

Diferenta dintre producerea de quercetind oxidatd (picul in jur de 295 nm) intre cele doua
formulari (Amestec 1 si Amestec 2) nu este semnificativa. Eficacitatea oxidoreductiva intre cele doud
compozitii conform inventiei este comparabild.

(56) Referinte bibliografice citate in descriere:

1. Bacon T.H. et al. Clin. Microbiol. Rev., no 16(1), 2003, p. 114-128
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(§7) Revendicari:

1. Compozitie sau amestec, terapeutic activ pentru cale topicd, continand:

- cel putin o sare a unui metal, metalul fiind selectat dintre molibden (Mo), wolfram (W),
vanadiu (V), aur (Au), lantanid4, in particular lantan;

- cel putin un agent de chelare;

- cel putin o sursd de radicali de peroxidare;

- cel putin un agent tampon;

unde amestecul sau compozitia specificatd are un potential redox de la 250 la 550 milivolti.

2. Compozitie sau amestec, conform revendicdrii 1, caracterizata prin aceea ca compozitia
sau amestecul mentionat are un potential redox de la 300 la 450 milivolti si chiar mai de preferinta de
la 300 la 420 milivolti.

3. Compozitie sau amestec, conform revendicérii 1 sau 2, caracterizata prin aceea ca
metalul din metalat este de valentd maxima.

4. Compozitie sau amestec, conform oricdreia din revendicérile 1-3, caracterizata prin
aceea ca metalul este oxidat pand la gradul sdu maxim de oxidare.

5. Compozitie sau amestec, conform oricdreia din revendicdrile 1-4, caracterizata prin
aceea ca sareca metalului este o sare a molibdenului sau contindnd molibden.

6. Comporzitie sau amestec, conform oricdreia din revendicérile 1-5, caracterizata prin
aceea ca sarca metalului este sarea lantanidei sau continind o lantanida.

7. Compozitie sau amestec, conform oricdreia din revendicérile 1-6, caracterizata prin
aceea ca sarca metalului este un amestec a unei siri a molibdenului si a unei siri a lantanidei.

8. Compozitie sau amestec, conform oricdreia din revendicdrile 1-7, caracterizata prin
aceea ca sarca molibdenului este de preferinta o unitate peroxo sau hidroperoxo.

9. Comporzitie sau amestec, conform oricdreia din revendicérile 1-8, caracterizata prin
aceea cdl substanta activi este de tipul MoO4> sau forma sa hidroperoxo.

10. Compozitie sau amestec, conform oricareia din revendicdrile 1-9, caracterizata prin
aceea ca ea include cel putin doi agenti de chelare.

11. Compozitie sau amestec, conform oricdreia din revendicérile 1-10, caracterizata prin
aceea ca agentul(agentii) de chelare are(au) cel putin trei grupe de coordonare, de preferintd grupe ale
acizilor carboxilici, la trei capete ale moleculei(moleculelor) formand agentul(agentii) de chelare,
grupele de coordonare mentionate fiind separate printr-o catend din cel putin trei atomi inclusiv cel
putin un atom de azot.

12. Compozitie sau amestec, conform oricdreia din revendicérile 1-11, caracterizata prin
aceea ca agentul de chelare este selectat dintre BAPTA, EGTA si orice amestecuri ai acestora.

13. Compozitie sau amestec, conform oricdreia din revendicérile 1-12, caracterizata prin
aceea ca sursa principald de radicali de peroxidare este prezentd la o concentratie variind de la 200 la
600 mM, de preferinta de la 300 la 500 mM si de preferinta de la 340 la 450 mM.

14. Compozitie sau amestec, conform oricdreia din revendicérile 1-13, caracterizata prin
aceea ca amestecul include un agent tampon permitdnd un pH de la 4,0 1a 5,2, de preferintd de la 4,4
la 5,0 de exemplu un acid carboxilic si de preferintd acid acetic.

15. Compozitie sau amestec, conform oricdreia din revendicérile 1-14, caracterizata prin
aceea ca amestecul are un potential redox de la 350 la 420 milivolti.

16. Metodd de preparare a unui amestec sau a unei compozitii precum este definit, conform
oricareia din revendicdrile 1-15, caracterizata prin aceea ca include (i) prepararea unei solutii
tampon (ST) contindnd un agent tampon avand un pH acid, (i) prepararea unei solutii a unui complex
metalic (SC) contindnd sarea unui oxid metalic, (iii) prepararea unei prime solutii inifiale (Sil)
continand peroxid de hidrogen, (iv) prepararea unei solutii initiale secundare (Si2) prin amestecarea
solutiei ST cu solutia Sil, (v) prepararea unei solutii (S1) contindnd un compus peroxo-metalic prin
amestecarea solutiei SC cu solutia Si2, (vi) prepararea unei solutii S2 prin ajustarea pH-lui solutiei S1
cu o bazi, pH-ul solutiei S2 fiind mai bazic decat pH-ul solutiei ST, (vii) addugarea la solutia S2 a
unui sau céativa agenti de chelare, (viil) ajustarea optionald a pH-ului, (ix) ajustarea optionald a
volumului solutiei finale, obtinerea unui amestec sau a unei compozitii precum este definit conform
oricareia din revendicarile 1-15.

17. Metodd, conform revendicdrii 16, caracterizata prin aceea ca peroxidul de hidrogen
este prezent in solutia Sil la o concentratie variind de la 200 1la 600 mM, de preferintd de la 300 la 500
mM si de preferintd de la 330 1la 460 mM.
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18. Metodd, conform revendicdrii 16 sau 17, caracterizata prin aceea ca agentul tampon al
solutiei ST este un tampon acid carboxilic/carboxilat si solutia ST are un raport de peroxid de
hidrogen/carboxilat inclus intre 20/1 si 1/1, si de preferintd aproximativ 5/1.

19. Metodd, conform oricdreia din revendicdrile 16-18, caracterizata prin aceea ca metoda
include o mésurare a potentialului redox 1n etapele (iii) pand la (ix), de preferinta de asemenea include
o mésurare a pH-ului 1n etapele (ii1) pand la (ix).

20. Metoda, conform oricdreia din revendicdrile 16-19, caracterizata prin aceea ca,
compusul peroxo-metalic al solutiei S1 este un compus peroxo-molibdenic.

21. Compozitie farmaceuticd sau un amestec, continand cel putin o sare a unui metal, metalul
fiind selectat dintre molibden (Mo), wolfram (W), vanadiu (V), aur (Au), o lantanida, in particular
lantan; cel putin un agent de chelare; cel putin un agent tampon si o sursd de radicali de peroxidare,
unde amestecul sau compozitia specificatd are un potential redox de la 250 la 550 milivolti.

22. Compozitie farmaceutica pentru uz extern, caracterizata prin aceea ca ea include un
amestec sau o compozitie terapeutic activd, avand un potential redox de la 250 pand la 550 milivolti,
precum este definitd conform oricdreia din revendicdrile 1-15, sau care poate fi obtinutd conform unei
metode precum este definita in oricare din revendicérile 16-20.

23. Compozitie farmaceutica pentru uz extern, conform revendicdrii 21 sau 22, caracterizata
prin aceea ca include de 1a 0,001 la 5 mM, de preferintd de la 0,01 la 2 mM, de preferintd de la 0,02
la 1 mM de un amestec farmaceutic activ.

24. Compozitie farmaceuticd pentru uz extern, conform oricdreia din revendicérile 21-23,
pentru utilizarea sa intr-o metodd de tratament terapeutic a unei infectii virale, $i in particular
implicdnd un virus din familia Herpesviridae.

25. Compozitie farmaceuticd, conform oricédreia din revendicdrile 21-24, pentru utilizarea sa
intr-o metoda de tratament terapeutic a unei infectii implicdnd HSV-1 si/sau HSV-2.

26. Compozitie farmaceuticd, conform oricdreia din revendicérile 21-24, pentru utilizarea sa
intr-o metoda de tratament terapeutic antiinflamator.

27. Compozitie farmaceuticd, conform oricédreia din revendicérile 21-26, pentru utilizarea sa
intr-o metodd de tratament terapeutic preventiv sau curativ.

28. Compozitie farmaceuticd, avand un potential redox de la 250 pand la 550 milivol{i si
continand molibden, cel putin un agent de chelare, cel putin un agent tampon si o surséd de radicali de
peroxidare pentru utilizarea sa intr-o metoda de tratament terapeutic al herpesului.

29. Metodd de tratament terapeutic contindnd administrarea, mai avantajos prin aplicare
topicd, la un subiect ce are nevoie de o cantitate terapeutic eficientd a unei compozitii farmaceutice
continand cel putin o sare a unui metal, metalul fiind selectat dintre molibden (Mo), wolfram (W),
vanadiu (V), aur (Au), o lantanida, in particular lantan; cel putin un agent de chelare; cel putin un
agent tampon si o sursd de radicali de peroxidare, unde compozitia are un potential redox de la 250
pani la 550 milivolti

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