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Inventia se refera la utilizarea unui derivat naftalendionic (DN) 2,3-disubstituit,
clorurat, cu formula C,;H,CIN,O;: N-(3-cloro-1,4-dioxo-1,4-dihidronaftalen-2-il)piridin-3-car-
boxamida (fig. 1), in controlul cresterii tumorale, si la un preparat injectabil, sub forma de
solutie injectabild, care il contine.

Cercetarile efectuate in domeniul terapiei cancerului au condus la dezvoltarea a
numeroase clase de compusi organici cu activitate antitumorala/anticancerigena promita-
toare. Dintre numerosii compusi naturali sau sintetici studiati pentru potentialul lor anticance-
rigen, compusii cu structura naftalendionica reprezintd o parte importanta. P. Babula, V.
Adam, L. Havel si R. Kizek in articolul Naphthoquinones and their Pharmacological
Properties, publicat in Ceska a Slovenska Farmacie 2007, 56:114-120, au mentionat ca
naftochinonele sunt compusi fenolici larg raspanditi in natura, care se leaga de ADN siinhiba
procesele de replicare, interactionand si cu numeroase enzime cheie, facandu-le utilizabile
in China si in tarile din America de Sud in fitoterapia afectiunilor maligne. B. H. Kim, J. Yoo,
S. H. Park, J. K. Jung, H. Cho si Y. Chung, in articolul Synthesis and evaluation of
antitumor activity of novel 1,4-naphthoquinone derivatives (IV), Archive of Pharmacal
Research 2006; 29:123-130, descriu sinteza unor derivati dimetoxi- si dihidroxi-1,4-nafto-
chinonici, precum si activitatea lor antitumorala la soarecii cu transplant de cancer murinic,
linia celulara S180.

Gruparea farmacofora 1,4-naftalendionica este cunoscuta ca avand pronuntate efecte
biologice in derivatii 2,3-disubstituiti, conducand la activitati antitumorale/antiproliferative.
G.Y. Song, Y. Kim, X.G. Zheng, Y.J. You, H. Cho, J.H. Chung, D.E. Sok si B.Z. Ahn, in
Naphthazarin derivatives (IV): synthesis, inhibition of DNA topoisomerase | and
cytotoxicity of 2- or 6-acyl-5,8-dimethoxy-1,4-naphthoquinones, European Journal of
Medicinal Chemistry 2000; 35:291-298, http://doi.org/10.1016/S0223-5234(00)00129-X,
au sintetizat o serie de derivati 2- si 6-acilati ai 5,8-dimetoxi-1,4-naftochinonei, cu efecte anti-
tumorale realizate prin inhibarea topoizomerazei I. E. J. Lee, H. J. Lee, H. J. Park, H. Y.
Min, M. E. Suh, H. J. Chung si S. K. Lee, in Induction ofG2/M cell cycle arrest and
apoptosis by a benz[f]lindole-4,9-dione analog in cultured human lung (A549) cancer
cells, Bioorganic Medicinal Chemistry Letters 2004; 14:5175-5178,
http://doi.Org/10.1016/j.bmcl.2004.07.062, au sintetizat 2-amino-3-etoxicarbonil-N-metil-
benz[f]lindol-4,9-diona, care aprezentat efecte inhibitoare asupra unorlinii celulare de cancer
uman (linia A549 - cancer pulmonar, Col2 - cancer de colon si SNU-638 - cancer stomacal).
A. E. Shchekoikhin, V. N. Buyanov, si M. N. Preobrazhenskaya descriu in Synthesis of
1-w-aminoalkyl)naphthoindolediones with antiproliferative properties, Bioorganic
Medicinal Chemistry 2004; 12:3923-3930, http://doi.Org/10.1016/j.bmc.2004.04.042,
prepararea derivatilor 4,11-dihidroxinafto[2,3-f]indol-5,10-dionici care contin i substituenti
N-aminoalchilici, demonstrand si activitatea lor antiproliferativa ridicata impotriva a 60 de linii
celulare de cancer uman (exemplu: linia celularéd NCI/ADR de cancer de san).

M. T. Smith, C. G. Evans, H. Thor si O. Sten, in Quinones-induced oxidative
injury to cells and tissues, in Oxidative Stress, (Editor S. Helmet), Academic Press Inc.
London, 1985, ISBN:978-0-12-642760-8, 0-12-642760-7, au aratat ca activarea celulara a
compusilor chinoidici (dicetone cu structura O = C-(C=C) -C = O) necesita reducerea lor
printr-un proces de transfer cu unu sau doi electroni, care poate fi realizat de catre mai multe
reductaze NADPH, respectiv NADH - caracteristicile redox ale chinonei au fost bine
caracterizate si extrapolarea lor in procesele biologice a furnizat multiple informatii cu privire
la aspectele ei toxicologice. M. R. S. Kumar, K. Aithal, B. N. Rao, N. Udupa, B. S. S. Rao,
in Cytotoxic, genotoxic and oxidative stress induced by 1,4-naphthoquinone in B16F1
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melanoma tumor cells, Toxicology in Vitro 2009, 23:242-250, au studiat potentialul
citotoxic al 1,4-naftochinonei impotriva melanomului B16F 1 in vitro, observand ca tratamentul
a determinat o citotoxicitate dependenta de concentratie, corelatd cu cresterea corespun-
zatoare a generarii de specii reactive de oxigen, sugerand rolul stresului oxidativ in moartea
celulara datorata apoptozei.

S. Patai, in The Chemistry of the Quinonoid Compounds, The Hebrew
University, Jerusalem. John Wiley & Sons, New York, 1974; Volume Il, Part |, ISBN 0
471919160, pune accent pe gruparile functionale din structurile chinonice si pe efectele pe
care le exercita asupra proprietatilor chimice si fizice, in special inimediata vecinatate a gru-
parii, si nu in ultimul rand asupra comportamentului intregii molecule. in mod similar, se men-
tioneaza ca parametrii de activare pentru migratia intramoleculara a cationilor creste odata
cu cresgterea substitutiei clorului in aducti radicalici alchiltin-chinona. S. Spyroudis in
Hydroxyquinones: Synthesis and Reactivity, Molecules 2000; 5:1291-1330,
doi:10.3390/51201291, se concentreaza in principal asupra chimiei fragmentului de hidroxi-
chinond, prin revizuirea metodele de preparare si reactivitate. De asemenea, mentioneaza
ca substituentul clor direct atasat la ciclul unei chinone poate fi ugor transformat in grupare
hidroxil.

Problema tehnicé a inventiei consta in realizarea unui control eficient al cresteri
tumorale.

Solutia la problema tehnica a inventiei consta in utilizarea unui derivat naftalendionic
2,3-disubstituit, clorurat, cu formula C,;H,CIN,O;: N-(3-cloro-1,4-dioxo-1,4-dihidronaftalen-2-
-il)piridin-3-carboxamida (fig. 1), administrat sub forma unui preparat injectabil. De preferinta,
preparatul injectabil este sub forma de solutie injectabila.

Substanta activa, N-(3-cloro-1,4-dioxo-1,4-dihidronaftalen-2-il)piridin-3-carboxamida,
se poate obtine prin substitutia selectiva a unuia dintre cei doi atomi de clor din pozitiile 2,3
ale 2,3-dicloro-1,4-dihidronaftalen-1,4-dionei - molecula fiind simetrica.

Aceasta reactie (fig. 2) se poate efectua utilizadnd ca solvent alcoolul etilic absolut,
reactantul fiind piridin-3-carboxamida. Pentru a substitui selectiv un singur atom de clor din
molecula 2,3-dicloro-1,4-dihidronaftalen-1,4-dionei este necesar un raport molar de 1:1 intre
substrat si reactant - reactia desfasurandu-se intr-un interval de timp de 3 h, la refluxare.

Pentru a obtine informatii referitoare la natura legaturilor chimice si tipul atomilor
implicati in constructia moleculei, s-a inregistrat spectrul IR al compusului, tabelul 2
prezentand frecventele de absorbtie caracteristice gruparilor din moleculd, confirmand astfel,
impreuna cu analiza elementala (tabelul 1), structura presupusa a moleculei.

Tabelul 1
Detalii ale preparérii si analiza elementala pentru DN
Compus| M, mp tPSA® Aspect | Randament

(G clogP* % Element | Calc/Exp%
DN 312,71 137 75,6 Galben 97 Cc 61,45/61,40

2,6854 H 2,90/2,95

N 8,96/9,00
@) 15,35/15,37
Cl 11,34/11,38

Ni 8,68/8,65
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Tabelul 2
Frecventele de absorbtie in IR caracteristice DN
Compus | vy Ve=0 Von Ven Voo Ve=c Ve VNH
legatura | legatura
dubla NH,
C=C
DN 3482i 1670i 1580i 1356i 687i 1150m 1005s 755i
3370i

i = intens, m = mediu, s = slab

Metoda de lucru pentru testarea efectelor antiproliferative (antitumorale) ale compu-
sului N-(3-cloro-1,4-dioxo-1,4-dihidronaftalen-2-il)piridin-3-carboxamida consta in prepararea
unei solutii injectabile ,mama&", obtinuta prin dizolvarea a 30 mg de compus in 300 pl
amestec de excipienti: co-solvent (2,6-di-tert-butil-4-metilfenol ~ 0,02% vol., 5-hidroxi-1,3-
-dioxan ~ 60% vol., si 4-hidroximetil-1,3-dioxolan ~ 40% vol.) si propilen glicol, in raport
molar de 2:3, urmata de omogenizare prin agitare energica.

Protocolul de tratament utilizat constd in administrarea injectabila pe cale
intraperitoneald, in doua reprize, la interval de 6 zile, a unei cantitati de 0,5 mg N-(3-cloro-
-1,4-dioxo-1,4-dihidronaftalen-2-il)piridin-3-carboxamida dizolvata in 0,5 ml amestec de
excipienti (ziua 1), respectiv de 0,3 mg N-(3-cloro-1,4-dioxo-1,4-dihidronaftalen-2-il)piridin-3-
-carboxamida dizolvaté in 0,3 ml excipienti in ziua 6. Preparatul injectabil administrat in ziua
1 este obtinut prin dizolvarea a 50 ml solutie ,mama" in 2,475 ml amestec de excipienti, la
care se adauga 2,475 ml solutie salina sterila, rezultand o concentratie finala de 0,5 mg N-(3-
-cloro-1,4-dioxo-1,4-dihidronaftalen-2-il)piridin-3-carboxamida la 0,5 ml amestec excipienti
per animal, ceea ce este echivalent cu 1,5 mg N-(3-cloro-1,4-dioxo-1,4-dihidronaftalen-2-il)
piridin-3-carboxamida la 100 g masa corporala sau cu 15 mg N-(3-cloro-1,4-dioxo-1,4-dihi-
dronaftalen-2-il)piridin-3-carboxamida per kg masa corporala. Pentru administrarea Il (dupa
5 zile), solutia injectabilad se obtine din 30 ml solutie ,mama" dizolvata in 1,485 ml amestec
excipienti, completata cu 1,485 ml solutie salina sterild, rezultdnd o concentratie de 0,3 ml
N-(3-cloro-1,4-dioxo-1,4-dihidronaftalen-2-il) piridin-3-carboxamida la 0,3 ml amestec exci-
pienti per animal, ceea ce corespunde cu 0,9 mg N-(3-cloro-1,4-dioxo-1,4-dihidronaftalen-2-
-il)piridin-3-carboxamida la 100 g masa corporala sau cu 9 mg N-(3-cloro-1,4-dioxo-1,4-dihi-
dronaftalen-2-il)piridin-3-carboxamida per kg masa corporala.

Pentru evaluarea efectului antiproliferativ, s-au folosit 32 soareci albi linia Swiss,
femele, cu o greutate de 30,5 £ 1 g. Experimentul s-a desfasurat pe o perioada de 14 zile.
in ziua 0, toate animalele au primit 10° celule in suspensie de carcinom ascitic Ehrlich (CAE)
intraperitoneal.

Animalele au fost impartite in patru loturi, dupd cum urmeaza: primul lot CAE + DN
a primit 0,5 mg derivat naftalendionic/animal in ziua 1, $i 0,3 mg naftalendionic/animal in ziua
6. Lotul doi CAE + Exp a primit 0,5 ml amestec excipienti/animal in ziua 1 si 0,3 ml ames-
tec/animal in ziua 6. Lotul trei CAE + D primeste clorhidrat de doxorubicina (Adriablastina
10 mg - Pfizer) 0,01 mg/animal in zilele 1 si 6 ale experimentului, iar lotul patru CAE-M este
considerat lotul martor. Animalele au fost cantarite la inceputul si la sfarsitul experimentului.
Pentru administrarea intraperitoneald, derivatul naftalendionic a fost preparat dupa modelul
descris. Lavajul peritoneal la animalele care au necesitat aceastd tehnica s-a facut
introducand 1 ml de ser fiziologic in cavitatea abdominala, urmata de recoltarea acestuia cu
0 pipeta semiautomata.
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La finele experimentului, examenul clinic general al loturilor luate in studiu a relevat
o stare generald buna. Lalotul tratat cu derivat naftalendionic, animalele nu au prezentat modi-
ficarile comportamentale (stare de abatere si letargie) constatate in cazul loturilor CAE + Exp
si CAE, tulburari datorate dezvoltarii tumorii ascitogene Ehrlich. De asemenea, animalele din
lotul CAE + DN au avut un aspect exterior normal, blana prezentand luciul si integritatea
caracteristice. In cazul lotului tratat cu clorhidrat de doxorubicina, animalele au prezentat o
usoara stare de abatere, insotita de aspectul neingrijit al blanii animalelor. in urma administrérii
derivatului naftalendionic la lotul CAE + DN, la finele experimentului s-a observat o usoara
scadere a masei corporale semnificativa statistic fata de lotul martor, la lotul CAE + D s-a
inregistrat o usoara crestere, dar si aici diferenta a fost semnificativa statistic fata de lotul
martor. O explicatie a faptului ca la lotul CAE + DN nu s-au inregistrat cresteri ale maselor
corporale este data de efectul inhibitor al derivatului naftalendionic asupra dezvoltarii tumorale.

Cresterea masei corporale la loturile CAE + Exp si CAE-M este pusa pe seama dez-
voltarii carcinomului ascitic Ehrlich. Remarcabil este faptul ca in cazul lotului CAE + DN nu
s-a inregistrat nici o cantitate de lichid ascitic. Aceasta situatie s-a inregistrat si in cazul
lotului CAE + D, dar aici era de asteptat, deoarece clorhidratul de doxorubicina este un cito-
static clasic de uz curent. Un deosebit avantaj al adminstrarii derivatului naftalendionic fata
de doxorubicina rezida in faptul ca cea mai micé concentratie de celule tumorale viabile s-a
inregistrat in cazul lotului CAE + DN. De asemenea, in cazul acestui lot, la coloratia cu
albastru de tripan nu s-au remarcat celule tumorale moarte, rezultdnd astfel ca derivatul
naftalendionic nu numai ca are efect inhibitor asupra dezvoltarii tumorale, ¢i mai mult, nu
prezintd efect citotoxic, cum este cazul doxorubicinei folosite in cazul lotului CAE + D.

Inventia are aplicabilitate in domeniul oncologiei medical-veterinare (de exemplu,
metastaze hepatice la caini si pisici) si experimentale (de exemplu, ATCC® TCP-1011™).
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Revendicari

1. N-(3-cloro-1,4-dioxo-1,4-dihidronaftalen-2-il)piridin-3-carboxamida pentru utilizare
in controlul cresterii tumorale.

2. Solutie injectabila care cuprinde 0,1 mg de N-(3-cloro-1,4-dioxo-1,4-dihidro-
naftalen-2-il)piridin-3-carboxamida si 1 ul amestec de excipienti constand in co-solvent si
propilen glicol in raport molar 2:3.

3. Solutie injectabila conform revendicéarii 2, caracterizata prin aceea ca respectivul
co-solvent este selectat dintre 2,6-di-ter-butil-4-metilfenol in concentratie de 0,02% vol.,
5-hidroxi-1,3-dioxan in concentratie de 60% vol. si 4-hidroximetil-1,3-dioxan in concentratie
de 40% vol.
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