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MEMORIA DESCRIPTIVA
que se presenta para unir g la solicitud
de
PATENTE DE INVENCION
formulada el 1 de Pebrero de 1963, con el n@ 284.757
en
EsSPafa
por VEINTE afios
a nombre de: AMERICAN CYANAMID COMPANY, entidad norteameri-
cang, establecids en, Berdan Avenue, Township of Wayne, Nue-
ve Jersey, E.U.A., por:
"UN PROCEDIMIENTO PARA PREPARAR UNA COMPOSICION DE MATERIA
DESTINADA A SUPRIMIRVEL DESAROLIO DE NEOPLASMAS"

o e e e . s . T s o i S S B S S T e S e e

Este invento se refiere a nuevas composiciones ati-
les pers reprimir el desarollo de neoplasmas y, mis parti~
culermente, a nuevas composiciones que contienen ciertos
tetrazenos sustituidos como ingrediente: activo esencisl y

5 un vehiculo para el mismo.

Hemos descubierto, de acuerdo con el presente inven-

to, que los compuestos de la férmula:
R~§—N=N-§—R
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donde R e8 un miembro del grupo constituido por fenilo j
p-nitrofenilo, y R1 es un miembro del grupo constituldo
por metlilo y etilo, son agentes muy dtiles para la remi-
sidn de tumores.

Estos compuestos pueden prepararse por oxidacién

de una hidrazins adecuada de acuerdo con la ecuacidn si-

guiente:
R-N~FH )
2 4 [o7
R Y
! (Hg0)
R-N-N=N-§-R
] 1
By
donde R y R, tienen las significaciones dadas arriba.

1
Ia reaccidn se realiza convenientemente en un disol-

vente inerte, tal como benceno, tolueno, xileno, clorofor-
mo,o‘anélogo; a temperatura de reflujo (502 & 1202 C.), du-
rante un periodo de tiempo comprendido entre unos pocos
ninutos y varias horas, aproximadamente. Como sgente oxi-
dante se prefiere el déxido mercirico, |

Iz utilidad de las composiciones de este invento se
demuestra por su aceidn en la inhibicidn del crecimiento
de adenocarcinoma mamario C3ﬁ 72 J en ratones. Ios tumores
&e ratones donadores se cortan y se transplantan las par-
tfculas, wusendo un trdécar, y se insertan por vfé subcuté-
nea en la regidén axilar de una cepa de ratones consangui-
nea CqH. Cuando los %tumores han crecido hasta tameiio pal-
pable {17 dlas), se agrupan los ratones de ensayo con arre-
glo al tamafio del tumor, y se comienza el tratamiento. Pre-

feriblemente, el tratamiento se hace por inyeccién intrepe-
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ritoneal ( suspension en almiddn). La recogida del tumor

‘se hace al séptimo dfa despue$ del primer tratemiento.

Los tumores se pesan después de excisidn, y se determina
la"relacidn de activided" siguiente sobre un méximo de

tres pruebss separadas:

Peso promedio de tumores de ratones
T, de control
Relacion de sctividad =

Peso promedic de tumores de ratones
tratados

Los compuestos se consideran activos siempre que la
primera "relacién de actividad", C/T, excede de 3,72, 6 los
productos de lbs valores C/T subsiguientes son iguales o ma-
yores de 9,94 (2 pruebas) & 19,1 (tres pruebas). Los tres
compuestos de este invento son activos intraperitonealmen-
te segin la medicién arriba indicada.

Los tetrazenos sustituidos pueden sdministrarse por-
via oral o parenteral & ratones en dosis individuales com-
prendides entre 1, aproximadamente, y 250 mg./kg.

Si se quiere preparar composiciones farmecéuticas
para administracidn terapéutioa, pueden incorporarse los
tetrazenos sustitufdos con excipientes farmacéuticos, y
usarse p&r ejemplo, en forma de tabletas, céapsulas, pil-
doras, polvos, suspensiones, etc. Se sobreentenders gque,
ademds del medicamento, pueden usarse los aglutinantes,
cargas, lubricantes, agentes de desintegracidn, etc. clé-
sicos.

Los tetrazenos sustituidos pueden administrarse tam-
bién por via parenteral disolviendo o suépendiendo los com~

puestos en un liquido adecuado, tal como propilenoglicol

284754
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o polietilenoglicol, o disolviendo o suspendiendo 15;‘565;
puestos en une solucién mcuosa de dichos agentes. Otros
vehiculos convenientes gue pueden usarse son: lactato de
etilo, succinato de etilo, sulfdéxido de dimetilo, hexame-
tilfosforoamida, aceite de séseomo, aceite de cacshuete,
etanol o almiddn. Si estuviera indicede la edminitracidn
terapéutica, pueden obditenerse breferiblemente composicio~
nes o preparados de acuerdo con el presente invento de tal
modo que una forms de unidad de dogificacidn contenga, apro-
ximadamente, de 1 a 250 miligramos del ingrediente activo.

E1l régimen de dosificacidén puede ajustarse de manera que

proporcione una respuesta terapéutica Sptima. Por ejemplo,

pueden administrarse varias dosis diariamente o puede re-~
ducirse proporcionalmente la dosis segin lo indiquen las
exigencias de la situacién terapdutica.

E1 invento se describird con meyor detalle en rela-

¢ién con los siguientes ejemplos especificos.:

EJEPIO 1

1,4~Dimetil—1,4-di (-p-nitrofenil)-2- tetrazeno

Se trotan 19,2 gr. (0,115 moles) de la hidrazina,
en 650 ml. de'benceno caliente en porciones, con 50 gr.
{0,233 moles) de éxido mercirico amarillo. Calentendo e
reflujo bajo un colector de humedad, resultan 1,6 ml. de
agua. E1 lodo se separa por filtracidén y se lava con ben-
ceno caliente. E1 filtrado y los lavados se concentran y
se enfrian, dando un polvo de color rojo pirpura, 4,0 gre,
p.f. 151-153¢ C. que, segin indica el punto de fusién mixto
con uns muestra suténtica, es N-metil-p-nitroanilina. Ie

extraceidn repetida del lodo mercurio-éxido mercurico con

284757

-4 -



10

15

20

25

30

ﬂ'k“.‘

nitrobenceno caliente y enfriamiento de un ftotal de 2,9
gr. (6,6%) de agujas finas de color narsnja, p.L. 240-
2419,

Andlisis: Caleculado para 014H14K604= ¢, 50,913 H, .

4,273 N,25,45; Encontrado: C, 50,513 H, 4,243 N, 25,94.

EJRPIO 2

Transplante de tumor

Se selecciona un ratén con un tumor firme, se Ile
mats por dislocacidn cervical y se sumerge en Iyamine al
2% durante 1 minuto. Después se corta el tumor vajo con-
diciones relativamente asépticas. E1l tumor cortado se co=-
loeca en una placa petri llensda con solucidén salina este-
ril y se corta en plezes de tamaiio aproximado de 2 mm.
fada una de las particulas gue ha de usarse sevooloca den-
tro del cafién de un trdcar estéril de calibre 13. Cada
trécar se introduce luego subcutdnesmente & través de la
piel de la regidén lumbar dorsal y la punta se lleva a la
regidn axiler donde se deposite la implantacidn. Los rato-
nes implantados se conservan durante 17 dfas. A1 final de
de este periodo, se palpsn los tumores y luezo se clazifi-
can gexin el tomafio: pequefio, medio o grande. Después se
distribu&en a2l azar log animaeles de cada eategoria de ta-
maiic de tumor, en grupos de tratamiento, con controles

apropiados.

Ensaye de respuesta de dosis.

= 0 ] 7
o 28475

Se distribuyen al azar, en grupos de 6, rotones C3H

que tienen tumores 72 J de 17 dias. Cada ensayo consta de

-5 =



e

10

15

un control y de 3 a 5 niveles de tratamiento comprendidoswﬁ
entre 10 y 250 mg/Kg., segin la droga. Ios compuestos 1,4-
-dimetil=-1, 4~difenil-2-tetrazeno; 1,4-dietil-1,4-difenil-
-2-tetrazeno; y 1,4-dimetil-1, 4-di (4-nitrofenil)-2-tetrazeno
se administran intraperitonealmente una vez cada dis, duran-
te & dfas. Al séptimo dis se corten los tumores y se pesan.
Ios resultados se expresan como relascidn de eficacia de los
pesos de tumor control/tratado. Ios resultados se dan en

ja Tabla I a continuacidén. Se observe que todos los com-
puestos acusan actividad anti-tumoral. Los resultados con
los compuestios de tetrazeno no fueron chocantemente respon-
diente a la dosis y son de menor magnitud que los ovserve-
dos con tio-tepa(li,N',N"-trietileno-tiofosforamida usade
cono corzipuesto patrén). Sin embargo, los efectos de los
conpuestos de tetrazeno sobre la supervivencia de rstones.

que tenfan tumores son mucho més notables.

264751
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Experimentos de supervivencia

Ios experimentos para determinar el tiempo medio
de supervivencla de animales con tumores tratsdogs se res-
lizaron como sigue: cada ensayo se compone de § niveles
de tratamiento graduados. BEn cade uno de los grupos de
tratamiento hay.de 5 a 8 ratonses que tienen tumores de

temafio medio (determinado por palpacién). Ia administra-

.¢idén de dietss con droga es continue. los animales se tra-

tan por via intraperitoneal o subcutdnea una vez al dia
hasta el dia de la muerte del 52 ratdén, en cuyo momento

se termine el tratamiento. E1l intervalo de tiempo compren-
dido entre lz feche de implantacidén de fumor y el dia de
la muerts del ratdén medio se designa tiempo de superviven-—
cia medio.

En la Tebla 2 se dan los resulisdos de estudios de
supervivencia. Se observa gque las supervivencias medias
wdximas, por término medio, de ratones tratados con 1y 4=
~dimetil~-1,4~3ifenil-2-tetrazgeno y 1,4-dietil-1,4-difenil-
-2-tetrazeno son mayores que las obtenidas con tio-teps.
Hey que advertir que el 1,4-dimetil-1,4-difenil-2-tetrazeno
es efectivo cuando se da por via intraperitoneal o subcutd-

nea o se administra en la dieta. Aungue el. 1, {-dimetil~

-1, 4=difenil-2-tetrazeno y el 1,i-dietil-1,4-difenil-2-

~-tetrazeno acusan sélamsnite una respuesta moderads en estu~-

dios de vespuesta de dosis,parecen superiores a itio-tepa
en estudios de supervivencie usando roatones C3H que tienen

tumores 72 J.
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Esta solicitud, que corresponde a la vresentads en
n.0.4. o1 14 de Mayo de 1962, bajo el ntmero 194.556, s
acoge a los beneficios del articulo 51 del vigente Estatu-

40 sobre Propiedad Industrial.

NCTA

105 juntos de invencidén propia y nueva, que sSe pre-
gsentan paras que sean ovjeto de e3ta solicitud de Patente
de Invencidn en Espafia, por VEINTE efios, son los siguien—
tes:

1.- Un procedimiento para prejparar una composicidn
de materis destinada a swrimir el desurrollo de neoplas-
mas, que comprende mezclar un excipiente farmacéuticamen-

te nceptsble con un compuesio de la T4érmula:

R-N-N=KN-N-Il
1 1

=

o 41

donde B &8s rfenilo ¢ »-nitrofenilo y Ry es metilo o etilo.
2.- Un procedimiento segin el punto 1, en el cual

la composicidn contiene entre 1 aproximadamente y 250 apro-

ximadamente mg. por unidad de dosifieacidn del ingrediente

activo esencial.

3.- Un procedinmiento segin el punto 1, en el cual

el inzrediente activo es 1,4=-dimetil-1, 4~difenil-2-tetrazenc. .

l.- Un procedimiento sevin el punto 1, en el cual
el ingrediente activo es 1,4~dietil-1,4-di‘enil-2-tetrazenoc.
5.- Un procedimicanto semin el punto 1, en el cual

el ingrediente sctivo es 1, A-Gimetil-1, 4-di {{-nitrofenil)-

cw. 284757
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=2~tetrazenc.

6.- Un procedimiento segin cualguiera de log puntos
anteriores en el cual el vehiculo farmacéuticamente acepta-
ble incluye glicol propilénico o glicol polietilénico.

7.~ Un procedimiento para preparar una composicidn
de materia destinada a suprimir el desarocllo de neoplasmas.

Tal y como se ha descrito en la Memoria que antece-
de y para los fines que se han especificado.

Esta Memoria consta de once hojas escritas a mdqui-
ne por una sola cars. ‘

Naarid, 24 ABR, 1969
P. A,
de
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