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Inventia se refera la compusi de ruteniu (I1l) cu chinolone si dimetilsulfoxid, la sintez&
si la utilizarea acestora pentru actiunea antitumorala.

in prezent, cele mai utilizate antitumorale pe baza de complecsi metalici sunt derivatii
platinei (Il) cisplatin si analogii sai, carboplatin si oxaliplatin. Rezistenta tumorilor la medica-
ment si efectele adverse au limitat insa utilizarea lor clinica [Kartalou, M.; Essigmann, J.
M., Mechanisms of resistance to cisplatin. Mutat. Res. 2001, 478, 23-43; Hill, J.M.,
Speer, R.J., Organo-platinum complexes as antitumor agents. Anticancer Res. 1982,
2,173-86]. Aceste limitari au determinat orientarea cercetarilor spre gasirea unor agenti anti-
tumorali non-platinici, pe baza de metale tranzitionale, mai activi $i mai putin toxici. Com-
plecsii ruteniului (I1) si ruteniului (111) au cinetici de schimb de ligand similare cu cele ale com-
plecsilor de platina () si, ca urmare, prezinta efecte biologice similare cu cele ale medi-
camentelor platinice. O altd proprietate a ruteniului, care il face foarte apreciat in chimia
medicinald, este tendinta sa de a lega selectiv biomoleculele, care da socoteala partial de
toxicitatea scazuta a medicamentelor cu ruteniu [Allardyce, C.S., Dyson, P.J., Ruthenium
in medicine: current clinical uses and future prospects. Platinum Metals Rev. 2001, 45,
62-69; Lentzen, O., Moucheron, C, Kirsch-De Mesmaeker, A., Metallotherapeutic drugs
& metal-based diagnostic agents. John Wiley & Sons, Ltd: West Sussex, 2005, 359-
378]. Dintre compusii ruteniului (1), doua clase s-au impus ca fiind cei mai promitatori.

Primul tip de complecsi, obtinuti de Keppler si colab. [Keller, H., Keppler, B.,
Medicament formulations containing ruthenium compounds with an antitumoral
action, US Patent, 4843069, 1989], sunt complecsi anionici ai ruteniului (ll1) cu liganzi donori
de azot heterociclici monodentati, cel mai de succes dintre acestia avand formula trans-
[RuCl,(L),] , unde L este imidazol (KP418) sau indazol (KP1019 si KP1339), iar contraionul
este (LH)" sau Na*. Formulele structurale pentru trei dintre acesti complecsi sunt:

KP1019 si KP1339 s-au dovedit activi in inhibarea carcinoamelor colorectale rezis-
tente la platina la sobolani [Kapitza, S., Pongratz, M., Jakupec, M.A., Heffeter, P., Berger,
W., Lackinger, L., Keppler, B.K., Marian, B., Heterocyclic complexes of ruthenium(ili)
induce apoptosis in colorectal carcinoma cells. J. Cancer Res. Clin. Oncol. 2005, 131,
101-110].

KP1019 a completat recent faza | a trialurilor clinice [Hartinger, C.G., Zorbas-
Seifried, S., Jakupec, M. A., Kynast, B., Zorbas, H., Keppler, B.K., From bench to
bedside - preclinical and early clinical development of the anticancer agent indazolium
trans-[tetrachlorobis(IH-indazole)ruthenate(ll)] (KP1019 or FFC14A). J. Inorg. Biochem.
2006, 100, 891-904].

O a doua serie de compusi de ruteniu (l11), inspirata din compusii mai sus mentionati,
este reprezentata de complecsii dimetilsulfoxid-ruteniu [Mestroni, G., Alessio, E., and Sava,
G. New salt of anionic complexes of Ru(lll) as antimetastatic and antineoplastic
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agents. International Patent, PCT C 07F 15/00, A61K 31/28. WO 98/00431,1998]. Cei mai
activi din serie sunt compusii Na{trans-[Ru(ll1)Cl (dmso)(Him)]}, (Him = imidazol), denumit
NAMI, si [H,Im][trans-Ru(lI)Cl,(dmso)(Him)], cunoscut si ca NAMI-A, mai stabil.

Z L S
Mo N . N
Cl—Ry—_Cl Cl—Ru~—Cl H
Ci 1 Ct T
o T = A-T.:*O

in ambele cazuri, ligandul dmso este coordinat prin intermediul atomului de S. NAMI-
A prezinta activitate antimetastatica asupra unui domeniu larg de tumori, care includ meta-
stazele pulmonare [Sava G., Salerno G., Bergamo A., Cocchietto M., Gagliardi R.,
Alessio E., Mestroni G. Reduction of lung metastases by Na[trans-RuCIl(DMSQO)Im] is
not coupled with the induction of chemical xenogenization. Metal Based Drugs, 3, 61-
73, 1996], si a completat recent faza | a studiilor clinice.

Una dintre directiile importante in proiectarea de complecsi cu actiune terapeutica o
constituie selectarea unor liganzi cu actiune farmacologicéa proprie. Chinolonele sunt agenti
antibacterieni care blocheaza replicarea ADN prin inhibitia topizomerazelor de tipul Il si IV
[Shen, L.L., Mitscher, L.A., Sharm, P.N., O' Donnell, T.J., Chu, W.T.D., Cooper, C.S.,
Rosen, T., Pernet, A.G., Mechanism of inhibition of DNA gyrase by quinolone
antibacterials: a cooperative drug-DNA binding model. Biochemistry, 1989, 28, 3886-
3894; Drlica, K., Zhao, X., DNA gyrase, topoisomerase IV, and the 4-quinolones.
Microbiol. Mol. Biol. Rev., 1997, 61, 377-392]. O serie de studii demonstreaza interactiunea
chinolonelor cu ADN-ul [Lee, H.M., Kim, J.K., Kim, S.K., Molecular modeling study of the
norfloxacin-DNA-complex. J. Biomol. Struct. Dyn., 2002, 19, 1083-1091; Bailly, C,
Colson, P.,Houssier, C, The orientation of norfloxacin bound to double-stranded DNA.
Biochem. Biophys. Res. Commun.,1998, 243, 844-48], o premisa importanta a activitatii
citotoxice a unui compus; intr-adevar, a fost demonstrata actiunea citotoxica sau antitumo-
rala pentru o serie de chinolone, cum sunt fleroxacina, ciprofloxacina, trovafloxacina
[Ebisuno, S., Inagaki, T., Kojimoto, Y., Ohkawa, T., The cytotoxic effects of fleroxacin
and ciprofloxacin on transitional cell carcinoma in Vitro. Cancer 1997, 80, 2263-2267;
Thadepalli, H., Salem, F., Chuah, S. K., Gollapudi, S., Antitumor Activity of
Trovafloxacin in an Animal Model. In Vivo 2005, 19, 269-276)].

in numeroase cazuri, sinteza compusilor coordinativi necesitd incalzirea amestecului
de reactie. In prezent, transformérile conduse termic pot avea loc pe doua céi: incalzire con-
ventionald sau acceleratd cu microunde. In cazul incalzirii conventionale, de tip exterior-
interior, caldura este condusa in substanta, trecand mai intai prin peretii veselei, pentru a
ajunge la solvent si reactanti. Aceasta este o0 metoda lenta si ineficienta pentru a transfera
energia in sistemul de reactie. in al doilea caz, microundele se cupleaza direct cu moleculele
intregului amestec de reactie, conducand la o crestere rapida a temperaturii. Astfel,
incalzirea este de tipul interior-exterior. Deoarece procesul nu este limitat de conductivitatea
termicéd a veselei, rezultatul este o supraincalzire localizata instantaneu a oricarei substante
care va raspunde fie la dipol rotatie, fie la conductia ionica - cele doud mecanisme funda-
mentale pentru transferul energiei de la microunde la substanta(ele) de incélzit [Hayes. B.
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L. Microwave Synthesis: Chemistry at the Speed of Light, CEM Publishing: Matthews,
NC, 2002]. incalzirea asistata de microunde in conditii controlate este o tehnologie nepretuita
pentru aplicatii in chimia medicinala si descoperirea de noi medicamente, deoarece timpul
de reactie este redus de la zile sau ore la minute sau chiar secunde [Kappe, C.O., Stadler,
A., Microwaves in Organic and Medicinal Chemistry. Wiley-VCH, Weinheim, 2005]. De
asemenea, optimizarea metodei (stabilirea parametrilor de reactie, ca temperatura si timpul
dereactie, variatii ale solventilor, aditivilor si catalizatorilor, rapoartele molare ale reactantilor)
se poate realizain cateva ore [C. O. Kappe, Dallinger D. Nature Reviews Drug Discovery,
20086, 5, 51-64]. Sunt mult imbunatéatite randamentul de obtinere si puritatea produsului, prin
reducerea unor reactii secundare nedorite, comparativ cu metodele de incalzire conventio-
nale. Se cunosc putini compusi de Ru(lll) obtinuti prin sinteza cu microunde. Dintre acestia,
mai importanti sunt cei cu ftalocianine si naftalocianine de tipul [PcRu(py),] si PcRu(Cl)
[Rawling, T., McDonagh, A., Ruthenium phthalocyanine and naphthalocyanine
complexes: Synthesis, properties and applications. Coord. Chem. Rev. 2007, 251,
1128-1157].

Prezenta inventie propune noi compusi ai ruteniului (Ill) cu liganzi micsti, un derivat
chinolonic si dimetilsulfoxid, care sa combine actiunea ionului metalic cu cea a liganzilor.
Compusii au fost preparati in dimetilsulfoxid, prin incélzire conventionala si cu microunde,
si prezintd actiune antitumorala.

Inventia se referd la combinati de ruteniu (Ill) cu formula generald
[RuCl;(DMSO)(L),] -mDMSO-nH,O, prezentand formula structurala:

A2~ COOR
L

o

¢l

O~ Hu/ . mDMSO | oHO

o I S DMSO
,‘;” LR
N X N\)

i

(T
o)

in cazul in care:

dacd X1=N, X2=N,R1=C,H;, R2=- R83=H, m=0, n= 2, compusul este
[RuCl;(DMSO)(pip),]-2H,0O (pip = acid pipemidic);

daca X1 =N, X2=C, R1=C,H;, R2=F, R8=H, m =0, n=0, compusul este
[RuCl;(DMSO)(enx),] (enx = enoxacina);

daca X1=CH, X2=C,R1=C,H;,R2=F, R3=H, m= 0, n=1, compusul este
[RuCl,(DMSO)(nf),]-H,O (nf = norfloxacina);

daca X1 = CH, X2 = C, R1 =A ,R2=F, R3=H, m=1, n =2, compusul este
[RuCl;(DMSO)(cp),]-DMSO-2H,0 (cp = ciprofloxacina);

daca X1 =CH, X2 =C, R1 =i R2 =F, R3=C,H;, m=0, n=1, compusul este
[RuCl,(DMSQ), s(enro),]H,O (enro = enrofloxacind);

daca X1=CH,X2=C,R1=b_L_ R2=F R3=CH, m=0,n=1, compusul este
[RuCl,(DMSO)(of),]H,O (of = ofloxacina); |
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dacaX1=CH,X2=C,R1=4s_l._ R2=F,R3=CH, m=1,n=8, compusul este
[RuCl,(DMSO)(levof),]DMSO-8H,O(levof = levofloxacina),

la un procedeu de preparare a compusilor de ruteniu (Ill) cu chinolone, prin dizolvarea
ligandului chinolonic in dimetilsulfoxid (DMSO), prin addugarea de RuCl, anh sau cantitatea
corespunzatoare de sare hidratatd astfel, incat raportul dintre reactanti (ion meta-
lic:ligand:solvent) sa fie de 1:2:422. Amestecul rezultat se incalzeste fie la reflux la 180°C,
pe un agitator magnetic cu incalzire, timp de 6 h, fie la 200°C, in prezenta microundelor, timp
de 20 min. Dupa r&cire, la solutia brund obtinutd se adauga un volum dublu de solutie de
NaCl 2M. Precipitatul brun obtinut se separa prin creuzet filtrant G4, se spala cu apa distilata
pana cand apele de spalare nu mai dau reactie pozitivd pentru ionul Cl, si se usuca in
exsicator.

Exemplul 1

a) 0,6066 g acid pipemidic se dizolva in 30 ml dimetilsulfoxid (DMSO) si se adauga
0,2074 g RuCl; anhidra, sau cantitatea corespunzatoare de sare hidratatd. Amestecul
rezultat se refluxeaza 6 h la temperatura de 180°C, pe un agitator magentic cu incalzire;
dupa racire, la solutia bruna obtinuta se adauga 60 ml solutie NaCl 2M. Precipitatul brun
obtinut se separa prin creuzet filtrant G4, se spala cu apa distilatd pana cand apele de
spalare nu mai dau reactie pozitiva pentru ionul Cl, si se usuca in exsicator.

b) 0,2022 g acid pipemidic se dizolva in 10 ml dimetilsulfoxid (DMSO), intr-o fiola de
sinteza cu capacitatea de 10...20 ml, si se adauga 0,06913 g RuCl, anhidra, sau cantitatea
corespunzatoare de sare hidratata. Fiola se inchide ermetic si se introduce intr-un aparat
Biotage monomod. Parametrii de reactie se seteaza la urmatoarele valori: preagitare: 1 min,
timp de reactie: 20 min, temperatura de reactie: 200°C, nivelul microundelor: foarte ridicat.

Dupa incheierea sintezei si racire, fiola se decapseaza, proba se transfera intr-un
pahar Berzelius si se prelucreaza astfel: se adauga 20 ml solutie NaCl 2M pentru obtinerea
unui precipitat brun, care se filtreaza prin creuzet G4 si se spala cu apa distilatéd pana cand
apele de spalare nu mai dau reactie pozitivd pentru ionul Cl, se esoreaza si se usuca in
exsicator.

Compusul obtinut corespunde formulei generale [RuCl,(DMSO)(pip),]-2H,O (pip =
acid pipemidic). Analiza chimica: gasit: C, 38,43; H, 8,31; N, 14,95; S, 3,73; Ru, 10,35%;
calculat pentru C,,H,,CI;N,,O,SRu: C, 38,8; H, 8,13; N, 15,08; S 3,44; Ru, 10,88%; IR
(pastilare in KBr), cm™: v (OH), 3426 s;v(C=0) ¢, 1719s;v(C=0) p, 1640 s; v (S = 0),
1050 m.

Exemplul 2

Se lucreaza similar procedeului de la exemplul 1, folosind urmatoarele cantitati de
materii prime:

a) 0,6406 g enoxacina si 0,2074 g RuCl, anh sau cantitatea corespunzatoare de sare
hidratata;

b) 0,2135 g enoxacina si 0,06913 g RuCl; anh sau cantitatea corespunzatoare de
sare hidratata.

Compusul obtinut corespunde formulei generale [RuCl,(DMSO)(enx),] (enx =
enoxacina). Analiza chimica: gasit: C, 41,11; H, 4,62; N, 11,95; S, 3,68; Ru, 10,48%; calculat
pentru C,,H,,Cl,F,N;O,SRu: C, 41,47; H, 4,32; N, 12,10; S 3,46; Ru, 10,91%; IR (pastilare
inKBr),cm™ v(C=0)c, 1718 m;v (C=0) p, 1630 s; v (S=0), 1021 m.

Exemplul 3

Se lucreaza similar procedeului de la exemplul 1, folosind urmatoarele cantitati de
materii prime:

a) 0,6387 g norfloxacina si 0,2074 g RuCl, anh sau cantitatea corespunzatoare de
sare hidratata;
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b) 0,2129 g norfloxacina si 0,06913 g RuCl, anh sau cantitatea corespunzatoare de
sare hidratata.

Compusul obtinut corespunde formulei generale [RuCl,(DMSO)(nf),]-H,O (nf = nor-
floxacind). Analiza chimica: gasit: C, 43,81; H, 4,25; N, 8,49; S, 3,81; Ru, 10,56%; calculat
pentru C,;,H,,CLLF,N,O.;SRu: C, 43,31; H, 4,67; N, 8,92; S 3,39; Ru, 10,72%; IR (pastilare in
KBr), cm™: v (C =0)c, 1719s; v (C=0) p, 1616 s; v (S = O), 1022 m.

Exemplul 4

Se lucreaza similar procedeului de la exemplul 1, folosind urmatoarele cantitati de
materii prime:

a) 0,6627 g ciprofloxacina si 0,2074 g RuCl, anh sau cantitatea corespunzatoare de
sare hidratata;

b) 0,2209 g ciprofloxacina si 0,06913 g RuCl, anh sau cantitatea corespunzatoare
de sare hidratata.

Compusul obtinut corespunde formulei generale [RuCl;(DMSO)(cp),]-DMSO-2H,0
(cp = ciprofloxacind). Analiza chimica: gasit: C, 42,58; H, 4,51; N, 7,34; S, 6,35; Ru, 9,31%;
calculat pentru C,;H,,CLLF,N,O,,S,Ru: C, 42,93; H, 4,89; N, 7,90; S 6,03; Ru, 9,51%; IR
(pastilare in KBr), cm™: v (C=0) ¢, 1723 s;v(C=0) p, 1615 s; v (S = O), 1027 s.

Exemplul 5

Se lucreaza similar procedeului de la exemplul 1, folosind urmatoarele cantitati de
materii prime:

a) 0,7188 g enrofloxacina si 0,2074 g RuCl, anh sau cantitatea corespunzatoare de
sare hidratata;

b) 0,2396 g enrofloxacina si 0,06913 g RuCl, anh sau cantitatea corespunzatoare de
sare hidratata.

Compusul obtinut corespunde formulei generale [RuCl,(DMSO), s(enro),]-H,0 (enro
= enrofloxacind). Analiza chimica: gasit: C, 47,88; H, 5,63; N, 8,94; S; 1,87; Ru, 10,65%;
calculat pentru C;oH,,Cl;F,NO; S, sRu: C, 47,60; H, 5,19; N, 8,54; S 1,62; Ru, 10,27%; IR
(pastilare in KBr), cm™: v (C=0) ¢, 1722 s; v(C=0) p, 1615 s; v (S = 0), 1026 m.

Exemplul 6

Se lucreaza similar procedeului de la exemplul 1, folosind urmatoarele cantitati de
materii prime:

a) 0,7227 g ofloxacina si 0,2074 g RuCl, anh sau cantitatea corespunzatoare de sare
hidratata;

b) 0,2409 g ofloxacina si 0,06913 g RuCl, anh sau cantitatea corespunzatoare de
sare hidratata.

Compusul obtinut corespunde formulei generale [RuCl;(DMSO)(of),]-H,O (of = oflo-
xacind). Analiza chimica: gasit: C, 44,97; H, 4,76; N, 863; S, 3,59; Ru, 9,31%; calculat
pentru C,;H,CI,F.N,O,,SRu: C, 44,44; H, 4,67; N, 8,19; S 3,12; Ru, 9,84%; IR (pastilare in
KBr),cm™:v(C=0)c, 1721s;v(C=0Q) p, 1617 s; v (S=0), 1025 i.

Exemplul 7

Se lucreaza similar procedeului de la exemplul 1, folosind urmatoarele cantitati de
materii prime:

a) 0,7227 g levofloxacina si 0,2074 g RuCl; anh sau cantitatea corespunzatoare de
sare hidratata;

b) 0,2409 g levofloxacina si 0,06913 g RuCl, anh sau cantitatea corespunzatoare de
sare hidratata.

Compusul obtinut corespunde formulei generale [RuCl,(DMSO)(levof),]-DMSO-8H,0
(levof = levofloxacind). Analiza chimica: gasit: C, 39,84; H, 5,92; N, 6,43; S, 5,79; Ru, 8,44%;
calculat pentru C ,,Hg,Cl,F,N,O,;S,Ru: C, 39,54; H, 5,60; N, 6,92; S 5,27; Ru, 8,32%; IR (pas-
tilare in KBr), cm™: v (OH), 3424 s;v(C=0)c, 1715 m; v (C=0Q) p, 1617 s; v (S = O),
1058 m.
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Determindari farmacologice

Materialul biologic a cuprins sobolani Wistar albino, obtinuti din biobaza Institutului
Oncologic "Prof. Dr. Alexandru Trestioreanu" din Bucuresti, ingrijiti $i hraniti cu alimentatie
standard preparata local, care cuprinde paine, lapte, morcovi, ovaz si orz, asigurandu-se
toate elementele nutritive de care au nevoie rozatoarele. In plus, se suplimenteaza lunar ali-
mentatia cu minerale din produse farmaceutice $i, atunci cand este cazul, se administreaza
si antibiotice, pentru eliminarea eventualelor infectii. Inainte de orice experiment, animalele
sunt preluate din Biobaza si tinute in conditii standard in laboratoarele de lucru cel putin 3...4
saptamani. Se urmaresc zilnic astfel incat in loturile experimentale sa fie introduse numai
animale sanatoase si care sa aiba caracteristiciasemanatoare (sex, greutate, varsta), pentru
omogenitatea lotului. Conform principiilor si normelor Eticii in cercetarea stiintifica experi-
mental3d, loturile sunt astfel alese incat sa se reduca la maximum numarul indivizilor, existand
o justificare a acestora (principiul reducerii), iar manevrele efectuate sunt astfel alese incat
sa se reduca la minimum durerile provocate (principiul limitarii durerii).

Testele au fost efectuate pe animale purtatoare de tumori experimentale. S-a folosit
carcinosarcomul experimental Walker 256, o tumora standard utilizata in screening-ul precli-
nic al substantelor antitumorale, precum si in diferite modele experimentale de chimio-radio-
imunoterapie, dar si in modele de metastazare ganglionara, obtinute prin tehnica grefei
deschise. De asemenea, tumora este utilizatd pe scara larga, ca model experimental de
inducere a cagexiei la sobolan, sindromul de casexie fiind cauza majora de mortalitate in
cancer. Actiunea antitumorala a fost evaluata prin determinarea volumului tumoral. Volumul
tumoral pentru fiecare tumora in parte se calculeaza cu relatia:

Viumoral = @ X b? X 0,52,
unde:

a = diametrul mare al tumorii (mm);

b = diametrul mic al tumorii (mm);

0,52 = grosimea tegumentului (mm).

Administrarea substantelor s-a realizatin doza de 75 mg/kg corp, folosindu-se vehicul
DMSO diluat 1:10 in ser fiziologic. Au fost efectuate gavaje orale, administrare per os.

La primul lot (primul model experimental), administrarea compusilor ainceputla 7 zile
delainoculareatumorii. Tratamentul s-a facut de trei ori pe saptamana, timp de 3 saptamani.
S-a urmarit activitatea antitumorala monitorizata prin greutatea animalelor (cantarite sapta-
manal) si masurarea dimensiunii tumorale.

Al doilea model experimental a fost initiat la acelasi tip de animale, purtatoare de
aceeasi tumora experimentala, tratamentul a fost inceput la 14 zile de la inoculare, cand
dimensiunile tumorale sunt mult mai mari.

Exemplul 1

Testarea actiunii compusului [RuCl,(DMSO)(nf),]-H,O (Ru-nf; nf = norfloxacina)

in tabelele care urmeaza (1...4) sunt exemplificate rezultatele obtinute in cele doua
modele experimentale utilizate.

Greutatea corporalé la lotul tratat cu Ru-nf incepénd cu ziua a 7-a de la inocularegazle%uo/r/?i
Animal Tnainte de Saptdmana 1 de | Saptdmana 2de | Saptamana 3
administrare (grame) administrare administrare de administrare
1 168,25 183,81 179,07 186,64
2 155,50 178,13 192,98 214,32
3 154,35 173,59 162,99 161,17
Media pe lot 159,35 178,51 178,34 187,37
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Se observa cé nu s-a inregistrat decesul niciunui individ din lotul tratat. Cresterea
greutatii individuale se datoreaza cresterii volumului tumoral.

Tabelul 2
Diametrul tumoral la lotul tratat cu Ru-nf incepénd cu ziua a 7-a de la inocularea tumorii
Animal Tnainte de Saptdmana 1 de Saptdméana 2 de | Saptdmana 3 de
administrare (mm) administrare administrare administrare
1 20 35/42 ¢, 38,5 34/55 ¢, 44,5 36/54 O, 45
2 20 32/34 ¢, 33 42/47 ©, 44,5 47/50 ¢, 48,5
3 18 25/30 ¢, 27,5 26/34 30 23/37 ¢ 30
Media pe lot 19 33 39,66 41,16

Pe baza acestor date se poate afirma ca initierea unui tratament la 7 zile de la inocu-
larea celulelor tumorale, cand tumora este vizibila si masurabild, nu a indus un efect antitu-
moral, tumora a crescut fard ca substanta sa induca efecte toxice pronuntate, cauzatoare
de deces la animalele tratate.

Tabelul 3
Greutatea corporalé la lotul tratat cu Ru-nf incepénd cu ziua a 14-a
de la inocularea tumorii
Animal Tnainte de Saptdmana 1 de administrare Saptdmana 2 de
administrare (grame) administrare
1 194,08 211,41 215,99
2 212,49 189,92 Necroza tumorala 186,91
superficiala,depilatie, ulcerare
3 222,25 221,56 225,10
Media pe lot 209,60 207,63 209,33

La 14 zile de la inocularea celulelor tumorale, la un singur individ s-a inregistrat o
necroza tumorald, fenomen care poate fi si natural.

Tabelul 4
Diametrul tumoral la lotul tratat cu Ru-nf incepénd cu ziua a 14-a de la inocularea tumorii
Animal Tnainte de Saptdmana 1 de Saptdmana 2 de
administrare (mm) administrare administrare
1 30/36 O, 33 47/58 ®,, 52,5 48/54 ¢, 51
2 38/41 ¢, 39,5 42/52 ©,_ 47 46/55 ¢, 50,5
3 26/30 ¢, 28 Nodul mic, abia palpabil Lipsa tumora
Media pe lot 33,5 49,75 50,75

S-a obtinut o rejectie spontana si totala a unei tumori. S-a efectuat examenul de
necropsie, care a aratat existenta unei tumori invazive, cu necroza avansata de tip cazeos,
fara alte modificari vizibile ale viscerelor si musculaturii.
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Exemplul 2

Testarea actiunii compusului [RuCl;(DMSO)(of),]-H,O (Ru-of; of = ofloxacind)

in tabelele care urmeaza (5...8) sunt exemplificate rezultatele obtinute in cele doua
modele experimentale utilizate.

Tabelul 5
Greutatea corporalé la lotul tratat cu Ru-of incepénd cu ziua a 7-a de la inocularea tumorii
Animal Tnainte de Saptdméana 1 de | Saptaméana 2 Saptaméana 3
administrare (grame) administrare de administrare | de administrare
1 134,99 152,51 134,40 143,81
2 138,61 Mort dupa 3
administrari
3 148,46 174,28 162,19 170,03
Media pe lot 140,68 163,39 148,29 156,92
Se inregistreaza un deces dupa 3 administrari.
Tabelul 6
Diametrul tumoral la lotul tratat cu Ru-oflo incepéand cu ziua a 7-a de la inocularea tumorii
Animal Tnainte de admi- | Saptdmana 1 de | Saptdmana 2 de | Saptimana 3 de
nistrare (mm) administrare administrare administrare
1 19 25/31 ¢, 28 21/23 o, 22 14/14 ©,_ 14
2 21 Mort
3 19 16/22 ®,, 19 5mm Disparitie tumora
Nodul indurat (animal foarte
nervos)
Media pe lot 19,6 235 13,5

Aceste rezultate indicd inca o rejectie tumorald la un animal care manifestd o
toxicitate datd de compusul testat printr-o stare de agitatie, nervozitate excesiva. Se
inregistreaza si o diminuare a dimensiunilor tumorale la ceilalti indivizi.

Tabelul 7

Greutatea corporalé la lotul tratat cu Ru-oflo incepénd cu ziua a 14-a

de la inocularea tumornii

Animal Tnainte de Saptdmana 1 de Saptamana 2 de
administrare (grame) administrare administrare
1 177,63 173,98 183,76
2 160,01 Mort dupa 2
administrari
3 174,26 176,18 176,70
Media pe lot 170,63 175,08 180,23

Greutatea corporalé creste ca urmare a maririi greutatii tumorii.
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Tabelul 8
Diametrul tumoral la lotul tratat cu Ru-oflo incepand cu ziua a 14-a
de la inocularea tumorii
Animal Tnainte de Saptamana 1 Saptamana 2
administrare (mm) de administrare de administrare
1 32 10 rejectie spontand Nodul mic,
abia palpabil
2 39/44 ©_ 41,5 Mort
3 27/36 ¢, 31,5 43/46 ®,, 44,5 46/53 ¢, 49,5
Media pe lot 35 27,25 49,5

Examenul necropsic efectuat la animalul decedat a aratat existenta unei tumori
invazive, cu necroza avansata, de tip cazeos, fara alte modificari vizibile ale viscerelor si
musculaturii.

Administrarea per os a acestor compusi nu a indus o toxicitate excesiva. Datele
biochimice arata ca substantele studiate nu prezinta o toxicitate pronuntata. Cresterea
fosfatazei alcaline si scaderea proteinelor totale (tabelul 9) sunt singurele modificari.

Tabelul 9
Modificari biochimice observate consecutiv administranii intraperitoneale
martor Ru-norflo Ru-oflo
GPT (U/) 17 15 21
GOT (U1 136 134 111
Fosfataza alcalina (U/L) 253 3341 3161
Glicemie (mg/dl) 174 139 145
Uree (mg/dl) <2 51 6,41
Proteine totale (g/l) 6,6 47 | 41|

Cresterea uremiei si scaderea proteinemiei pot fi interpretate ca un sindrom de
origine renald nefrotica, o toxicitate inflamatorie observatad doar in cazul administrarii
intraperitoneale, fara a se inregistra fenomene toxice la administrarea per os.

10
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Revendicari

1. Compus de Ru (lll) cu chinolone si dimetilsulfoxid, cu formula generala
[RuCl,(DMSOQO)(L),]:mDMSO-nH,0O, prezentand formula structurala:

0
R2_ COOH

.mDMSO . nHO

in care X1 poate fi N sau CH, X2 poate fi N sau C, R1 poate fi C,H;, A sau c‘».\/‘\c" , R2

poate fi - sau F, R3 poate fi H, CH, sau C,H;.

2. Compus conform revendicarii 1, in care, pentru X1=N, X2=N,R1=C,H;, R2=-,
R3=H, m=0, n= 2, compusul este [RuCl,(DMSO)(pip),]-2H,O (pip = acid pipemidic).

3. Compus conform revendicarii 1, in care, pentru X1=N, X2=C,R1=C,H;, R2=F,
R3 =H, m=0, n=0, compusul este [RuCl,(DMSO)(enx),] (enx = enoxacina).

4. Compus conform revendicarii 1, in care, pentru X1=H, X2=C,R1=C,H;, R2=F,
R3=H, m=0, n=1, compusul este [RuCl,(DMSO)(nf),]-H,O (nf = norfloxacina).

5. Compus conform revendicarii 1, in care, pentru X1 =H, X2 =C, R1 =£ ,R2=F,
R3=H, m=1,n=2, compusul este [RuCl,(DMSO)(cp),]-DMSO-2H,0O (cp = ciprofloxacina).
6. Compus conform revendicarii 1, in care, pentru X1=H, X2 =C, R1 =$ ,R2=F,
R3=C,H;, m=0, n=1, compusul este [RuCl;(DMSQ), 5(enro),]-H,O (enro = enrofloxacina).

7. Compus conform revendicarii 1, in care, pentru X1 = H, X2 = C, R1 =c'a\/L

CH, !

R2=F, R3=CH; m=0, n=1, compusul este [RuCl,(DMSO)(of),]-H,O (of = ofloxacina).

8. Compus conform revendicarii 1, in care, pentru X1 = H, X2 = C, R1 =é.~_,ﬁ-mﬁ,
R2=F, R3=CH;, m=1, n=8, compusul este [RuCl,(DMSO)(levof),]:DMSO-8H,O (levof =
levofloxacina).

9. Procedeu de preparare a compugilor de la revendicarea 1, caracterizat prin
aceea ca se dizolva ligandul chinolona si clorura de ruteniu (lll) anhidra sau hidratata in
dimetilsufloxid, in raport molar ion metalic:ligand:solvent de 1:2:42, proba se incalzeste sub
agitare, prin incélzire conventionald sau la microunde, dupa care se raceste proba, se
adauga o solutie 2M de clorurad de sodiu, pentru obtinerea unui precipitat brun, care se
filtreaza prin creuzet filtrant G4, se spala cu apa distilata si se usuca in exsicator.
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10. Procedeu conform revendicarii 9, caracterizat prin aceea ca proba se incalzeste
la reflux la 180°C, timp de 6 h, in cazul desfasurarii reactiei prin incalzire conventionala.

11. Procedeu conform revendicarii 9, caracterizat prin aceea ca proba se incalzeste
in fiola inchisa, la 200°C, timp de 20 de min, in cazul desfasurarii reactiei la microunde.

12. Compus de ruteniu conform oricareia dintre revendicarile 1...8, pentru utilizare
ca agent antitumoral.

Editare si tehnoredactare computerizatd - OSIM
Tiparit la: Oficiul de Stat pentru Inventii gi Marci
sub comanda nr. 569/2016
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