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Nitulescu George Mihai, Lupuliasa Dumitru, Arsene Andreea Letitia, Dinu Pirvu Cristina

Elena

Inventia se referd la un compus de ruteniu(Ill), procedeu de sintezd si actiunea
antiinflamatoare cu potential terapeutic.

Inflamatia este un simptom asociat bolilor cu prevalenta ridicata [Paoletti R si colab., Vasc
Health Risk Manag., 2006; 2(2):145-152.]. Terapiile medicamentoase adresate acestor
afectiuni sunt insotite de reactii adverse care creeaza disconfort pacientilor, reduc calitatea
vietii si pot conduce la intreruperea tratamentului [Roman G si colab., Acta Endo(Buc).,
2015; 11(1):64-72].

Numeroase studii demonstreaza efectul antiinflamator al unor complecsi cu metale
tranzitionale, cel mai cunoscut exemplu fiind cel al compusilor cu aur (aurotiomalat de sodiu,
aurotioglucoza si aurotiopropanol sulfonat de sodiu), utilizati in artrita reumatoida [Rafique
S si colab., Biotechnology and Molecular Biology Reviews, 2010; 5(2):38-45], dar care
datorita toxicitatii renale crescute sunt din ce in ce mai putin folositi. Dintre complecsii
metalelor tranzitionale, cei ai ruteniului prezinta toxicitate scazuta [Allardyce CS si colab.,
Platinum Metals Rev., 2001; 45(2):62-69] deoarece prin complexare cu diverse substante
active, se reduc reactiile adverse (de exemplu complexul diruteniu-ibuprofen cu activitate
antiinflamatoare similara cu cea a ibuprofenului, prezintd avantajul diminudrii semnificative a
reactiilor adverse digestive [Andrade S si colab., Journal of Inorganic Biochemistry, 2000;
81:23-27]). De asemenea, asocierea ruteniului cu liganzi lipsiti de proprietati antiinflamatoare
permite obtinerea de complecsi cu astfel de actiune biologica (complecsi de ruteniu cu acid
nicotinic/izonicotinic) [Freitas CS si colab., J Med Chem., 2015; 58(11):4439-4448].

Inventia de fata se referd la sinteza si caracterizarea unui complex nou al ruteniului(III) cu
acidul  8-hidroxi-7-iodo-5-chinolinsulfonic (ferona) si 1la evaluarea proprietatilor
antiinflamatoare in vederea utilizarii ca tratament in patologii cu astfel de componenta.
Obiectul inventiei constd Intr-un procedeu de sinteza, caracterizarea fizico-chimica a
complexului si evaluarea activitatii antiinflamatoare prin model experimental pe sobolan.
Complexul, conform inventiei, se prezintd ca o pulbere verde-bruna, microcristalind, solubila

in apa.
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Procedeul de sintezd conform inventiei presupune incdlzire si evaporare aproape de sec a
amestecului de reactie, urmata de precipitare cu ajutorul unui solvent de polaritate diferita.
Pentru caracterizarea fizico-chimica s-au folosit analiza elementala (C, H, N, S) si metode
spectrale (spectrometrie infrarosu (IR), UV-Vis, de masa). Actiunea antiinflamatoare a fost
evaluatd prin metoda pletismometricid, in doud modele experimentale de inducere a
inflamatiei la sobolani (caraghenan si caolin).
Avantajele aplicarii inventiei sunt:
- complex nou ruteniu(1ll)-ferona, hidrosolubil
- procedeu de sinteza care utilizeaza solventi netoxici pentru om $i nepoluanti;
- valorificarea unui complex nou al ruteniului cu ferona, ce prezintd proprietiti
antiinflamatoare evidente;
Descrierea pe scurt a figurilor:
- fig.1 - 2 prezintd spectrele IR, UV-Vis ale complexului ruteniu(IIl)-ferona

- fig.3 prezinta evaluarea actiunii antiinflamatoare a complexului ruteniu(I1I)-ferona.

In continuare inventia este ilustrata printr-un exemplu nelimitativ de realizare.

Materiale

Materiale: RuCl; x nH,O, Ferona, Etanol, NaOH. Reactivii prezinta puritate de analiza

Metoda de sinteza

2 mmoli ferona se dizolva intr-o cantitate corespunzatoare de apa, dupa care se adaugi o
solutie apoasa saturatd de 1 mmol RuCl; x nH,O. Amestecului i se ajusteaza valoarea pH-ului
la 8, cu ajutorul unei solutii 2M NaOH, se aduce aproape de sec pe baie de apa, este ricit pe
baie de gheata si apoi se adaugd o cantitate de aprox. 20 mL etanol. Dupa insdmantare, se lasa
la rece (4°C) timp de 2 ore. Precipitatul obtinut se filtreaza la vid si se spald cu etanol pana
cand apele de spalare sunt incolore. Produsul final este uscat la exicator.

Caracterizarea fizico-chimica

Analiza elementala C, H, N, S (Perkin-Elemer 2400 Series Il CHNS/O Analyzer)
Ru(III)-ferona raport de combinare 1:2. Calculat (%): C 25,84, H 1,21, N 3,35, S 7,66. Gasit:
C 25,80, H 1,28, N 3,29, S 7,68. Formula identificata: Ru(CoHsINO4S),Cl1 (M = 836,72
g/mol).

Analiza spectrala

Spectrele IR (Spectrometru Jasco 4200 FTIR)

Tabel I

1
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Atribuirea principalelor benzi caracteristice

Compus C-0O fenolic | C-O fenolic SO;H SO;H C-1 C=N-C
(aromatic)

Ferona 1458 1211 1041 1297 530 1619

Ru(Ill)-ferona | 1440 1230 1040 1307 534 1697

Se observd coordinare prin N si legdtura prin atomul de O deprotonat (absentd banda
3300)

Spectrele UV-Vis (Spectrometru Jasco V 650)

Tabel 11
Pozitia benzilor de absorbtie in spectrele UV-Vis ale feronei si complexului cu Ru(I1)
Compusul Amax (nm)
Feroni 252 312 (umir) 379,5 |
Ru(IIl)-ferona 258 314 (umar) 400-900 nm banda larga

Spectrul UV-Vis al feronei prezinta maxime de absorbtie la 252 nm, 312 nm (umar) si 379,5
nm, datorate tranzitiilor © — 7*. In spectrul complexului banda de la 252 nm prezinti o
deplasare batocromica de 6 nm, in timp ce umarul de la 312 nm este prezent aproape
nemodificat. Principala modificare in spectrul complexului comparativ cu spectrul ligandului
o constituie prezenta unor benzi largi in domeniul vizibil, cu maxime la 420-447 nm. Acestea
rezultd prin suprapunerea benzilor datorate tranzitiilor T — w* cu cele datorate transferului de
sarcind. In spectrul complexului Ru(I1T) ferond, umirul de intensitate mai redusi de la 733

nm se poate atribui tranzitiei interzise de spin 2T2—>4T1.

Spectrele de masd (Thermo Finnigan MAT-900S mass spectrometer with FAB (Cs-gun,

Thermo-Finnigan) au fost realizate utilizand o sursé de ionizare pozitiva.

Tabel 111
Valorile nominale m/z in urma ionizarii in mod pozitiv a complexului Ru(IIT)-ferona
Valoare nominald m/z Ion pozitiv
352,12 [Hferron+H]"
486,62 [Ru(ferron)Cl]"
504,63 [Ru(ferron)CI(H,0)]"
522,64 [Ru(ferron)CI(H,0),]"
540,65 [Ru(ferron)CI(H,0)3] "
663.4 [Ru(ferron-SO5),(H,0)]"
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Evaluarea proprietdtilor antiinflamatoare

Pentru evaluarea in vivo a proprietatilor antiinflamatoare ale complexului Ru(III)-ferona,
s-a utilizat metoda pletismometricad de evaluare a edemului labei de sobolan, indus cu 2
agenti inflamatori (carrageenan si caolin) [Olar R si colab., JTAC, 2017; 127(1):685-696;
Hovanet MV si colab., Farmacia, 2016; 64(5):802-808]), care dupd administrarea
intraplantara produc inflamatie prin mecanisme distincte. Edemul rezultat dupd administrarea
intraplantard a carrageenanului este datorat eliberdrii, la locul de administrare, a
prostaglandinelor proinflamatorii [Hovanet MV si colab., Farmacia, 2016; 64(5):802-808].
Edemul rezultat dupa administrarea intraplantara a caolinului are la bazi eliberarea de
citokine proinflamatoare (interleukina (IL)-1pB, IL-6 si factorul de necroza tumorala (TNF)a)
[Camargo LL si colab., Neuroimmunomodulation, 2015; 22(6):373-384].

Descrierea materialelor si a metodei de inducere a inflamatiei

Materiale:

Solutii si reactivi:

Solutie carrageenan 1% (A Carrageenan, Sigma(R));
Suspensie caolin 10% (Caolin, Health Chemicals Co., Ltd. (China));
Solutie diclofenac sodic 1% (Diclofenac, Sigma(R))
Solutie uretan 13% (Uretan, Sigma(R));
Complex Ru(Iil)-ferona.

Aparatura:

Pletismometru : Ugo Basile Plethysmometer Cat. No. 7140
Specificatii ale aparatului: cuve cu apa: 3,5cm pentru sobolani; rezolutia aparatului: 0,01 mL.
Animale:

Au fost folosifi 48 de sobolani masculi, susa Wistar, cu greutatea 212 + 48 g.

Animalele aduse din crescitorie au fost lasate timp de 3 zile sa se obisnuiascd cu noul
habitat. Hrana (granule pentru rozitoare, Institutul Cantacuzino, Bucuresti) a fost
administratd ad libitum. Apa a fost administrata ad libitum, din biberoane.

Animalele au fost finute in conditii de umiditate si temperaturd monitorizate cu un
termohigrometru. Valorile inregistrate au fost cuprinse intre 35-45% pentru umiditate si 20-
22°C pentru temperatura.

Inducerea inflamatiei:

S-au utilizat doi agenti de inducere a inflamtiei cu carrageenan si, respectiv, caolin, care

s-au administrat intraplantar, in laba dreapta a animalelor.

¥
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fnainte sila 1, 2, 3, 4, 5 si 24 de ore de la inducerea inflamatiei s-a determinat volumul
labei sobolanilor, respectiv a edemului indus.
Protocolul de lucru:
48 de sobolani masculi, susa Wistar, cu greutatea 212 + 48 g, au fost impartiti in 6 loturi
de 8 animale, care au primit urmatoarele tratamente:
* Lotul 1-car: apa distilata, in volum de 1 mL/100g corp, intraperitoneal.
* Lotul 2-car: diclofenac, in doza de 50 mg/kg corp, solutie 0,5%,
intraperitoneal.
* Lotul 3-car: complex ruteniu(lll)-ferona, 50 mg/kg corp, sol 0,5%,
intraperitoneal.
* Lotul 1-cao: apa distilatd, in volum de 1 mL/100g corp, intraperitoneal.
* Lotul 2-cao: diclofenac, in doza de 50 mg/kg corp, solutie 0,5%,
intraperitoneal.
* Lotul 3-cao: complex ruteniu(Ill)-ferond, 50 mg/kg corp, sol 0,5%,

intraperitoneal.

Dupa administrarea substantelor, animalele au fost anesteziate cu uretan 1,3 g/kg corp,
administrat i.p., sub forma de solutie apoasa de concentratie 13%.

Dupa instalarea anesteziei generale s-a determinat volumul initial al labei sobolanilor.

Urmatorul pas al protocolului a fost inducerea inflamatiei labei sobolanului prin
administrarea intraplantard de 0,2 mL agent inflamator.

Dupa administrarea agentului inflamator s-a urmarit evolutia edemului indus la urmatorii
timpi: 1, 2, 3,4, 5, 24 ore.

Pentru evaluarea actiunii antiinflamatoare a complexului ruteniu(IIl)-ferona s-a folosit ca
substanta de referintd diclofenacul (antiinflamator nesteroidian eficient in inflamatia indusa
cu carragheenan sau caolin [Olar R si colab., JTAC. 2017;127(1):685-696; Hovanet MV si
colab., Farmacia, 2016; 64(5):802-808]).

Calculul statistic:

Rezultatele sunt exprimate ca Medie + Deviatie Standard.

Analiza statistica s-a realizat cu ajutorul programului GraphPad Prism version 5.00 for
Windows, GraphPad Software, San Diego California USA, www.graphpad.com.

Interpretarea statistica a rezultatelor s-a realizat dupa urmatorul algoritm:

1. S-a verificat daca distributia rezultatelor este normald (gaussiand):

a. Daca distributia rezultatelor a fost normala s-a trecut la pasul 2;

W
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b. Daca distributia rezultatelor nu a fost normala s-a aplicat testul de excludere a valorilor
extreme prevazut in Farmacopeea Romand Ed. X (FRX) (xxx. Farmacopeea Romaina, editia a
X-a, Editura Medicala, Bucuresti, 1993.).

2. Pentru interpretarea statisticd a setului de date rezultat in urma verificarii normalitatii,
s-au aplicat teste parametrice (t-student, ANOVA pe o cale) de evidentiere a diferentelor
dintre medii.

Rezulatele testelor statistice de discriminare aplicate prezintd un interval de incredere de
95%, iar semnificatia statistica a fost considerata pentru p < 0,05.

Evolutia procentuald a inflamatiei s-a calculat dupa formula urmatoare:

% = 2xa=% ¢ 100,
Vo

unde V, este volumul intial al labei de sobolan, iar Vy, este volumul labei de sobolan la

momentul determinarii.

Rezultatele evaluarii actiunii antiinflamatoare a Complexului Ru(Ill)-ferond
in tabele IV si V sunt prezentate rezultatele determindrilor pletismometrice si interpretarea
statisticd a rezultatelor fatd de valorile initiale, inainte de administrarea agentului inflamator,

pentru carrageenan si respectiv caolin.

Tabel IV
Rezultatele determindrilor pletismometrice si interpretarea statistica a rezultatelor fatd de

valorile initiale (inainte de administrarea carrageenanului)

Vo Vi1h V2h V3h V4h V5h V24h
(mL) (mL) (mL) (mL) (mL) (mL) (mL)

Lot 1-car | 1,31+0,11 | 1,89+0,18 | 1,92+0,14 | 1,90+0,15 | 1,99+0,14 | 2,12+0,24 | 1,95+0,15
Testt, p p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05

Lot 2-car | 1,28+0,11 | 1,78+0,22 | 1,79+0,15 | 1,79+£0,20 | 1,80+0,20 | 1,83+0,22 | 1,77+0,27
Testt, p p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05

Lot 3-car | 1,2720,16 | 1,61+£0,21 | 1,49+0,19 | 1,42+0,18 | 1,5240,11 | 1,43+0,18 | 1,48+0,11

Testt, p p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05
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Tabel V

Rezultatele determinarilor pletismometrice si interpretarea statistica a rezultatelor fata de

valorile initiale (inainte de administrarea caolinului)

Vo V1h V2h V3h V4h V5h V24h
(mL) (mL) (mL) (mL) (mL) (mL) (mL)

Lot 1-cao | 1,28+0,10 1,70£0,29 1,84+0,27 1,80+0,29 1,84+0,34 1,90+0,32 1,74+0,27

Testt, p p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05
Lot 2-cao | 1,24+0,07 1,70£0,10 1,78+0,11 1,74+0,10 1,87+0,10 1,91+0,06 1,78+0,17

Testt, p p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05
Lot 3-cao | 1,35+0,19 1,67+0,25 1,59+0,22 1,56+0,25 1,5540,20 1,59+0,23 1,72+0,19

Testt, p p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05

Pe tot parcursul experimentului volumul edemului indus nu revenit la valorile bazale.

Evolutia comparativa a procesului inflamator este redata in figura 3 A si B.

Procesele globale inflamatorii au diferit (ANOVA, p < 0,05) indicAnd mecanisme

diferite de actiune pentru substantele testate fata de lotul martor.
In urma analizei statistice a evolutiei % comparative pentru cele doui procese inflamatorii se
constatd efect antiinflamator pentru loturile de animale care au primit complexul
Ruteniu(Ill)-ferona, pe toatd durata experimentului. Semnificatie statistica a fost Inregistrata
pentru:
e carrageenan
O pe toatd durata experimentului (test t, p < 0,05) fata de lotul martor tratat cu
apa distilata
O 1,2,3,45i5 ore (test t, p <0,05) fatd de lotul de referinta tratat cu diclofenac
e caolin
O 2,3,4 515 ore (test t, p < 0,05) fata de lotul martor tratat cu apa distilata
0 1,2,3,45i15 ore (test t, p <0,05) fatd de lotul de referinta tratat cu diclofenac

Reducerea semnificativa a edemului local de catre complexul ruteniu(IIT)-ferona presupune o

interventie in expresia prostaglandinelor si citokinelor proinflamatorii.

REVENDICARI
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1. Complex ruteniu(IIl)-ferona, cu structura:

0
HO\ Ve =
S
O// N O
N/
| Ru |
o/ \N 0
/ 4
|
cl = o// \OH

2. Procedeu de sintezd pentru compusul definit la revendicarea 1, caracterizat de faptul ca
ligandul se dizolva intr-o cantitate corespunzatoare de apd, la care se adauga o solutie apoasa
saturatd de RuCl; x nH;0O, in raport molar ligand:ion metalic: 1:2. Amestecului i se ajusteaza
valoarea pH-ului la 8, cu ajutorul unei solutii 2M NaOH, se aduce aproape de sec pe baie de
apa, este racit pe baie de gheata si apoi se adaugd o cantitate de aprox. 20 mL etanol. Dupa
insamantare, se lasa la rece (4°C) timp de 2 ore. Precipitatul obtinut se filtreaza la vid si se
spald cu etanol pana cand apele de spalare sunt incolore. Produsul final este uscat la exicator.

3. Complex Ruteniu(Ill)-ferond, conform revendicarilor 1 si 2 cu efect antiinflamator.
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Figura 1. Spectre FTIR suprapuse (Ferona - rosu, complex Ru(lll)-ferona - albastru)
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Figura 2. Spectre UV-Viz suprapuse (Ferona — verde, complex Ru(Ill)-ferona-albastru)
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Fig. 3. Efectul complexului ruteniu(Ill)-ferona asupra inflamatiei generate de carrageenan

(A) si de caolin (B) comparativ cu lotul tratat cu diclofenac: 1 - lotul tratat cu apad; 2 - lotul

Evolutia inflamtiei (%)

tratat cu diclofenac; 3 - lotul tratat cu ruteniu(Ill)-ferona.
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