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(57) Rezumat:

1

Inventia se refera la chimie si
medicing, §i anume la utilizarea unui compus
coordinativ de cupru biologic activ din clasa
tiosemicarbazidatilor metalelor de tranzitie in
calitate de stimulator al producerii si/sau
activitatii catalazei. Acest compus complex
poate gasi aplicare Tn medicind in calitate de
preparat, care, stimuland producerea si/sau
activitatea catalazei in organism, poate preveni
si/sau reduce dezvoltarea leziunilor celulare si
tisulare, legate de acumularea excesivd a
speciilor reactive ale oxigenului (SRO),
precum si aparitia patologiilor
neurodegenerative, renale, cardiovasculare,
aterosclerozei si carcinogenezei, si proceselor
inflamatorii.

2
Esenta inventiei constd in utilizarea
bromo-2-{[2-(prop-2-en-1-
ilcarbamotioil)hidraziniliden]metil} fenolato-
cupru cu formula:

in calitate de stimulator al producerii si/sau
activitatii catalazei.
Revendicari: 1



(54) Use of bromo-2-{[2-(prop-2-en-1-

ylcarbamothioyl)hydrazinylidene]methyl}phenolatocopper as a catalase

production and/or activity stimulator

(57) Abstract:
1

The invention relates to chemistry and
medicine, namely to the use of a biologically
active copper coordination compound of the
class of transition metal thiosemicarbazidates
as a catalase production and/or activity
stimulator. This complex compound can be
used in medicine as a drug which, by
stimulating the production and/or activity of
catalase in the body, can prevent and/or reduce
the development of cellular and tissular lesions
associated with excessive accumulation of
reactive oxygen species (ROS), as well as the
occurrence of neurodegenerative, renal,
cardiovascular pathologies, atherosclerosis and
carcinogenesis, and inflammatory processes.

2
Summary of the invention consists in
the use of  bromo-2-{[2-(prop-2-en-1-
ylcarbamothioyl)hydrazinylidene]methyl}cop-
per phenolate of the formula:

O Br

(1

NH™ 'NH

as a catalase production and/or activity
stimulator.
Claims: 1

(54) Ucnonb3oBanue 6pom-2-{[2-(mpon-2-en-1-
HJIKAP0AMOTHOMJI)ITMAPAZHHUINIEH |MeTHI}(PEHOJATOMENH B KaUyecTBe
CTUMYJISITOPA BBIPAOOTKH M/WJIM AKTHBHOCTH KaTaJ1a3bl

(57) Pedepar:
1

N3o0pereHne OTHOCUTCS K XUMHH U
MEIUIIMHEe, & HWMEHHO K HCIIOJIb30BaHUIO
OMOJIOrMYECKN aKTHBHOTO KOOPAWHALIOHHOTO
COE/IMHEHUS Menu u3 KJacca
THOCEMHUKap0a3nuaaTOB NEPEXOJHBIX METAJUIOB
B KauecTBE CTHUMYJSATOpA BBIPAOOTKH H/MIN
AaKTMBHOCTH KaTaja3bl. OJTO KOMIUICKCHOE
COEJIMHEHNE MOXET HAWTH TpUMEHEHHEe B
MEIUIMHE B KayecTBE Iperaparta, KOTOPBIH,
CTUMYJIMPYSl BBIPAaOOTKY W/WIM aKTUBHOCTB
KaTajasbl B OpraHusMe, MOXKET
NpefoTBpalllaTh W/WIM yMEHbINATh Pa3BUTHE
KJIETOYHBIX M  TKaHEBBIX  IOBPEXKICHUI,
CBSI3aHHBIX C H30BITOYHBIM  HAaKOIJIEHUEM
peakTuBHBIX GopMm kucnopoaa (POK), a Takxe
BO3HHUKHOBEHHE HeWpo/iereHepaTuBHAIX,
MOYEYHBIX, CEPACYHO-COCYAMCTHIX IATOJIOTUH,

aTepocKiiepo3a u KaHIIeporeHesa, u
BOCHAJIUTENILHBIX TPOLIECCOB.

CyIIHOCTh M300pETeHUsT COCTOUT B
UCIIOJIb30BaHUU 6pom-2-{[2-(nmpon-2-eH-1-
WIKapOaMOTHOWI)IHIPa3UHUINICH [METHIT }
(deHONMATOMETN POPMYITBL:

O Br

-

NH™ "NH

B KAauecTBE CTHUMYJISITOpa BBIPAOOTKU M/MIH
AKTUBHOCTH KaTalasbl.
I1. popmymsr: 1
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Descriere:

Inventia se referd la chimie si medicind, si anume la utilizarea unui compus coordinativ de
cupru biologic activ din clasa tiosemicarbazidatilor metalelor de tranzitie in calitate de stimulator
al producerii si/sau activitdtii catalazei. Acest compus complex poate gasi aplicare in medicind 1n
calitate de preparat, care stimuland producerea si/sau activitatea catalazei in organism, poate
preveni si/sau reduce dezvoltarea leziunilor celulare si tisulare, legate de acumularea excesiva a
speciilor reactive ale oxigenului (SRO), precum si aparitia patologiilor neurodegenerative, renale,
cardiovasculare, aterosclerozei si carcinogenezei, si proceselor inflamatorii.

S-a constatat ca rezistenta naturala fata de stresul oxidativ in celulele canceroase umane
indus de acidul ascorbic este mediata in principal de activitatea catalazei, iar silencierea (stingerea)
catalazei creste sensibilitatea acestor celule la stresul oxidativ (Klingelhoeffer, C., Kammerer, U.,
Koospal, M. et al. Natural resistance to ascorbic acid induced oxidative stress is mainly mediated
by catalase activity in human cancer cells and catalase-silencing sensitizes to oxidative stress.
BMC Complement Altern. Med. vol.12, no 61, 2012. https://doi.org/10.1186/1472-6882-12-61).

S-a constatat cd catalaza scade semnificativ aberatiile cromozomiale si, de asemenea,
intarzie sau previne transformarea neoplazica spontana la soareci in fibroblastele si keratinocitele
epidermice (G. M. Jones, K. K. Sanford, R. Parshad, R. Gantt, F. M. Price, and R. E. Tarone.
Influence of added catalase on chromosome stability and neoplastic transformation of mouse cells
in culture. British Journal of Cancer, 1985, vol. 52, no. 4, p. 583-590). Tot asa, activitatea catalazei
hepatice scade in prezenta unei tumori in crestere, iar dupa ce tumoarea este inlaturata, aceasta
activitate revine la normal, fapt ce demonstreaza importanta acestei enzime antioxidante in
tumorogeneza (J. P. Greenstein, W. V. Jenrette, and J. White. The liver catalase activity of
tumorbearing rats and the effect of extirpation of the tumors. Journal of the National Cancer
Institute, 1941, vol. 2, p. 283-291).

Metodele de crestere a activitatii catalazei sunt importante pentru tratarea stresului
oxidativ retinian asociat cu retinopatia diabeticd (Courtney R. Giordano, Robin Roberts, Kendra A.
Krentz, et al. Catalase Therapy Corrects Oxidative Stress-Induced Pathophysiology in Incipient
Diabetic Retinopathy. Invest. Ophthalmol. Vis. Sci. 2015, no 56(5), p. 3095-3102).

Astfel, catalaza este una dintre enzimele antioxidante cruciale, care intr-o masura
considerabila atenueazd stresul oxidativ prin distrugerea peroxidului de hidrogen celular.
Deficienta sau functionarea deficitard a catalazei este legatd de patogeneza mai multor boli
degenerative asociate varstei, cum ar fi diabetul zaharat, hipertensiunea arteriald, anemia, vitiligo,
boala Alzheimer si Parkinson, tulburarea bipolara, cancerul si schizofrenia (Ankita Nandi, Liang-
Jun Yan, Chandan Kumar Jana, Nilanjana Das. Role of Catalase in Oxidative Stress- and Age-
Associated Degenerative Diseases. Oxidative Medicine and Cellular Longevity, 2019, 19 pages,
Article 1D 9613090, https://doi.org/10.1155/2019/9613090).

Prin urmare, stimularea terapeutica a producerii si/sau activitatii catalazei sau mentinerea
la un nivel fiziologic optimal al biosintezei catalazei este 0 contributie noua, deoarece substantele
bioactive care influenteaza asupra capacitatii de stimulare a producerii endogene a catalazei pot fi
folosite in calitate de remedii pentru prevenirea si medicatia diferitor boli (Gaspar, T., Domoki, F.,
Lenti, L., et al. Neuroprotective effect of adenoviral catalase gene transfer in cortical neuronal
cultures. Brain research. 2009, no 1270, p. 1-9. https://doi.org/10.1016/j .brainres.2009.03 .006).

Este cunoscutd o metodad de crestere a activitatii catalazei in eritrocitele pacientilor cu
diabet zaharat de tip II prin administrarea acestora cu metformina [1].

Dezavantajul acestei metode constd in faptul cd ea este putin eficientd, deoarece nu
asigura o stimulare suficient de Tnalta a activitatii catalazei.

Mai este cunoscutd o metodad de crestere a producerii si/sau activitatii catalazei in linia
celulara RAW264 asemanatoare macrofagelor de soarece prin tratarea cu nitroprusiat de sodiu
(SNP) si 1-hidroxi-2-0x0-3,3-bis-(2-aminoetil)-1-triazen (NOC18), care in concentratia maxima de
300 mkM/L cresc activitatea catalazei statistic concludent pana la circa 150%, fapt ce protejeaza
macrofagele de apoptoza indusa de H.0- [2].

Dezavantajul acestei metode constd in faptul cd ea este putin eficientd, deoarece nu
asigurd o stimulare suficient de 1nalta a activitatii catalazei.

Mai este cunoscutd o metoda de crestere a activitatii catalazei 1n tesutul hepatic in
carcinogeneza experimentala prin infuzii de cafea incorporata in hrana animalelor, fapt manifestat
prin restabilirea catalazei din ficat, valorile acestei enzime apropiindu-se de conditiile animalelor
sanatoase [3].
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Dezavantajul acestei metode constd in faptul ca ea este putin eficientd, deoarece nu
asigurd o stimulare suficient de 1nalta a activitatii catalazei.

Mai este cunoscutd o metoda de crestere a activititii catalazei in celulele mononucleare
ale sangelui periferic (PBMC) prin tratarea cu melatonind, manifestata prin cresterea semnificativa
a activitatii catalazei (CAT) cu 80% (p = 0,015), comparativ cu celulele netratate [4].

Dezavantajul acestei metode constd in faptul cd ea este putin eficientd, deoarece nu
asigurd o stimulare suficient de inalta a activitatii catalazei.

Mai este cunoscuta o metoda de crestere a activitatii CAT prin tratamentul cu acid ursolic
a diabetului zaharat experimental, manifestata prin cresterea semnificativa a acesteia (cu 60%, p <
0,05), comparativ cu grupul de animale netratat [5].

Dezavantajul acestei metode constd in faptul ca ea este putin eficientd, deoarece nu
asigura o stimulare suficient de 1nalta a activitatii catalazei.

Mai este cunoscuti o metodd de crestere a producerii si/sau activitdtii catalazei in
eritrocite prin tratarea cu fulerenol Ceo(OH)s6, manifestatd prin cresterea semnificativa a enzimei
CAT cu 24% (p < 0,05), comparativ cu eritrocitele netratate [6].

Dezavantajul acestei metode constd in faptul cd ea este putin eficientd, deoarece nu
asigurd o stimulare suficient de inalta a activitatii catalazei.

In calitate de cea mai apropiata dupi esenta tehnici si rezultatul obtinut este metoda, care
se bazeaza pe cresterea productiei si/sau activitatii catalazei la un organism animal sau uman prin
administrarea vitaminei D3 sau a derivatilor ei [7].

Metoda mentionata prezinta un sir de dezavantaje manifestate prin aceea ca nu asigurad
stimularea suficient de 1nalta a productiei si/sau activitatii catalazei, iar utilizarea concomitenta a
vitaminei D3 cu alti analogi ai acesteia creste riscul aparitiei hipervitaminozei D si a efectelor
toxice ale acesteia.

Problema pe care 0 rezolva prezenta inventie consta in utilizarea in calitate de stimulator
sintetic al producerii si/sau activitatii catalazei a compusului bromo-2-{[2-(prop-2-en-1-
ilcarbamotioil)hidraziniliden]metil}fenolatocupru, cu scop de extindere a arsenalului de compusi
sintetici cu activitate de stimulare a productiei si/sau activitatii catalazei.

Esenta inventiei consta in utilizarea bromo-2-{[2-(prop-2-en-1-
ilcarbamotioil)hidraziniliden]metil}fenolatocupru cu formula:

in calitate de stimulator al producerii si/sau activitatii catalazei.

Compusul dat, proprietatile lui si procedeele de sinteza sunt descrise in sursele (Graur, V.
Designul si sinteza compusilor biologic activi ai metalelor 3D cu 4-alilcalcogensemicarbazone si
derivatii lor. Autoreferat al tezei de doctor in stiinte chimice. Chigindu, 2017, 30 p.; Gulea A., E.
Zariciuc E., Graur V., Tsapkov V., Rudic V. The study of antimicrobial and antitumor activity of
biometal coordination compounds of substituted salicylaldehyde 4-allylthio semicarbazones.
International Scientific Conference on Microbial Biotechnology. 3rd edition. Chisinau. Moldova.
October 12-13, 2016. Abstracts. p. 67-68).

In calitate de etalon pentru determinarea activitatii de stimulare a producerii si/sau
activitatii catalazei s-a utilizat vitamina D3 cu formula:

HO"
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Rezultatul tehnic al inventiei consta in stabilirea la compusul revendicat a activititii de
stimulare a producerii si/sau activitatii catalazei, care se manifestd prin stimularea activitatii
concludente a catalazei eritrocitelor, ce depaseste de 2,7 ori nivelul controlului, aceste valori fiind
superioare in raport cu cele manifestate de vitamina Ds, utilizatd in calitate de cea mai apropiata
solutie pentru determinarea capacitatii de stimulare a producerii si/sau activitatii catalazei.

Proprictatea  stabiliti a  compusului  bromo-2-{[2-(prop-2-en-1-ilcarbamotioil)
hidraziniliden]metil}fenolatocupru mentionat este noud, deoarece, pAnd acum nu a fost descrisd
utilizarea lui in calitate de stimulator al producerii si/sau activitatii catalazei.

Esenta inventiei poate fi confirmata prin urmatoarele date experimentale.

Exemplu de utilizare a bromo-2-{[2-(prop-2-en-1-ilcarbamotioil)
hidraziniliden]metil}fenolatocupru in calitate de stimulator al producerii si/sau activitatii catalazei.

Actiunea compusilor bioactivi asupra catalazei eritrocitare a fost evaluata in experiente pe
un lot de 30 de sobolani albi, masculi, cu masa de 180...230 g, divizati in 3 loturi, a cate 10
animale in fiecare. Primul lot este lotul martor, a fost constituit din 10 animale, intretinute la un
regim obignuit alimentar de vivariu §i carora li s-a injectat subcutanat de 3 ori pe saptamana solutie
fiziologica, timp de 30 de zile.

Animalelor din loturile experimentale 2 si 3 li s-au administrat compusi bioactivi
subcutanat de 3 ori pe saptdmana, pe parcursul a 30 de zile, in urmatoarea succesiune: lotul 2 -
compusul coordinativ al cuprului - bromo-2-{[2-(prop-2-en-1-
ilcarbamotioil)hidraziniliden]metil}fenolatocupru (1,0 uM/kg), lotul 3- vitamina D3 (20,0 uM/kg).

Dupa 24 ore de la expirarea termenului experientelor, a fost colectat sange pentru
evaluarea catalazei. Masa eritrocitard, obtinuta dupa decantarea serului sangvin, a fost spalata de 3
ori cu ser fiziologic. Determinarea activitatii catalazei (CAT) a fost efectuatd conform metodei
descrise (Kopostok M.A., Wsanosa JI.W., Maiioposa WU.I'., TokapeB B.E. Meron onpenencuus
akTHBHOCTH Katanasel. Jlabop. Jlemo, 1988, Nel, p. 16-19). Determinarea a fost efectuatd in
microplici cu 96 de godeuri in modul urmator. Se masoara cate 0,01 mL de material de cercetat
(masa eritrocitara diluata de 1000 ori cu apa distilatd) si s-a adaugat cate 0,18 mL sol. 0,03% H20..
in probele martor in loc de H,0; s-a adiugat aceiasi cantitate de apa distilata. Paralel s-au pregatit
3 probe paralele de referinta, care contin numai H,0> si apd distilata. Probele s-au incubat timp de
10 min la temperatura de 37°C, apoi s-a adaugat cate 0,10 mL de solutie de 4% de molibdat de
amoniu, s-a agitat si s-a masurat absorbanta la 410 nm. S-a calculat diferenta dintre absorbanta
probei de referintd si celei experimentale. Calcularea activitatii enzimatice se efectueaza utilizand
curba de calibrare si se exprima in umol pe s la 1 g Hb (umol/s-g Hb).

Evaluarea statistici a datelor obtinute a fost efectuatda cu ajutorul programului
computerizat StatsDirect. A fost calculatda media aritmeticd + eroarea mediei (M+m). Pentru
testarea diferentei semnificative dintre indicii studiati ai loturilor comparate s-a utilizat testul
statistic nonparametric ,,U Mann-Whitney” si pragul de semnificatie ,,p” (p<0,05).

Datele experimentale obtinute privind studierea proprietatilor de stimulare a producerii
si/sau activitatii catalazei de catre bromo-2-{[2-(prop-2-en-1-ilcarbamotioil)
hidraziniliden]metil}fenolatocupru sunt prezentate in tabel, din care se observa, ci compusul
mentionat manifestd activitate mai inalta, decat cea produsa de vitamina Ds, utilizata in calitate de
solutia cea mai apropiata.

Influenta bromo-2-{[2-(prop-2-en-I-ilcarbamotioil)hidraziniliden]metil}fenolatocupru
precum si a vitaminei D3 asupra proprietatilor de stimulare a producerii si/sau activitatii
catalazei eritrocitare

Tabel
Grupurile de studiu Catalaza, ILM/s.g.Hb

1. Lotul martor (grupul de control) 118,80+1,34

(100%)
2. Bromo-2-{[2-(prop-2-en-l-ilcarbarnotioil) 50,8+2,66***
hidraziniliden]metil}fenolatocupru (270%)
(0.1 pM/kg)
3. Vitamina D3z (cea mai apropiatd solutie) (20 | 28,6+1,42%*###
uM/kg) (152%)
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Nota: diferenta statistic semnificativd cu lotul martor: ** - p<0,01; *** - p<0,001);
diferenta statistic semnificativa cu lotul cu bromo-2-{[2-(prop-2-en-I-
ilcarbamotioil)hidraziniliden]metil}fenolatocupru ### - p<0,001).

La animalele expuse actiunii bromo-2-{[2-(prop-2-en-I-
ilcarbamotioil)hidraziniliden]metil}fenolatocupru s-a constatat o stimulare a producerii si/sau
activitatii catalazei eritrocitare, care excedeaza de 2,7 ori valorile martorului, aceste valori fiind cu
56% (p<0,001) mai mari comparativ cu vitamina D. Aceasta indica existenta unei sinteze excesive
a catalazei la actiunea acestui compus, fapt deosebit de important, stabilit de noi in premiera.

Semnificatia importantd a fenomenului de stimulare a producerii si/sau activitatii
compus ar putea fi folosit in calitate de remediu eficient pentru tratarea si prevenirea fibrozei
renale indusa de deficienta catalazei (Mizuho Kobayashi, Hitoshi Sugiyama, Da-Hong Wang, et al.
Catalase deficiency renders remnant kidneys more susceptible to oxidant tissue injury and renal
fibrosis in mice. Kidney International, vol. 68, 2005, p. 1018-1031) sau tratarea unor forme ale
infertilitatii (Park, Y.S., You, S.Y., Cho, S.,et al. Eccentric localization of catalase to protect
chromosomes from oxidative damages during meiotic maturation in mouse oocytes. Histochem.
Cell Biol. 2016, no 146, p. 281-288).

Reiesind din capacitatea derivatilor tiosemicarbazidei de a patrunde usor prin bariera
hematoencefalica (Xue Fu, Yanshu Zhang, Wendy Jiang, et al. Regulation of Copper Transport
Crossing Brain Barrier Systems by Cu-ATPases: Effect of Manganese Exposure, Toxicological
Sciences, vol 139, Issue 2, June 2014, p. 432-451) impreuna cu stabilitatea lor in fluxul sangvin,
acest compus ar putea fi folosit pentru dezvoltarea unor noi metode eficiente de diagnostic
timpuriu a maladiilor severe ale creierului, cum ar fi tumorile craniene si a metastazelor lor,
precum si vizualizarea placilor A ai bolii Alzheimer.

De asemenea, acest compus ar putea fi extrem de util pentru dezvoltarea unor terapii
eficiente ale disfunctiilor cerebrale si neurologice, tratarea maladiilor neurodegenerative, reiesind
din faptul ca, activitatea catalazei cerebrale este extrem de scazutd in comparatie cu alte tesuturi si
organe si scaderea activitatii catalazei prin stres oxidativ joaca un rol important in etiopatogeneza
bolilor mentionate mai sus (Mustafa Naziroglu. Molecular role of catalase on oxidative stress-
induced Ca?* signaling and TRP cation channel activation in nervous system, Journal of Receptors
and Signal Transduction, 2012, vol. 32, no 3, p. 134-141). Compusul mentionat ar putea fi o {inta
terapeuticd atragatoare pentru prevenirea complicatiilor si medicatia infectiei cu SARS-CoV-2
(Qin Meng, Cao Zheng, Wen Jing, Yu Qingsong et al. An Antioxidant Enzyme Therapeutic for
COVID-19. Advanced materials (Deerfield Beach, Fla.). 32, 2004901, 2020.
10.1002/adma.202004901; Cardenas-Rodriguez N., Bandala C., Vanoye-Carlo A., et al. Use of
Antioxidants for the Neuro-Therapeutic Management of COVID-19. Antioxidants. 2021, vol.
10(6), p. 971).

Astfel, proprietatile depistate ale compusului bromo-2-{[2-(prop-2-en-1-ilcarbamotioil)
hidraziniliden]metil} fenolatocupru prezinta un mare interes pentru medicina din punct de vedere al
extinderii arsenalului de stimulatori sintetici ai producerii si/sau activitatii catalazei.
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7. RU 2012157084 A 2014.08.10

(57) Revendiciari:

Utilizarea  bromo-2-{[2-(prop-2-en-1-ilcarbamotioil)hidraziniliden]metil}fenolatocupru

cu formula:
QOMBr /
~S
‘s

.4
NH™ 'NH

in calitate de stimulator al producerii si/sau activitatii catalazei.
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