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PATENTE DE INVENCION

por VEINTE afios

solicitada en.Espafia a favor de ALLIED CHEMICAL CORPORATION,
de nacionalidad norteamericana, domiciliada en Morris
Township, Mofris County, New Jersey, U.S.A., por "Procedi-

miento de preparar composiciones antraquindénices anticéncer".
MEMOR RIPTIV
BREVE SUMARTO DE LA T N -

Esta invencéqn‘se refiere a la produccién y uso
de agentes.que mejoranvias enfermedades provocadas por el
céncer, tales como le. leucemia, en los mﬁmifaros. El ingre-
dients esencial activo, producido o utilizado en una centi-
dad eficaz, es un compuesto o derivado de antraquinona de

la férmulg = = = = « = = = T

u NH-R~NH-~-ROH

| ., ;-R-NH-ROH
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en que R es alquileno que tiene de 1 a 4 dtomos de carbono

o sus sales farmacéuticamente aceptabless — — - — S --- "=

"DESCRIPCION DETALLADA

Esta invencién se refiere a la preparacién y uso

de un compuesto de antraquinong, = = = = « = - - - -

El compuesto de la anterior férmula en due R es
etilo ha demosirado actividad contra la leucemia en ratones
utilizados como animales normales de ensayo. Seria de éspew
rar que cada uno de los compuestos de la anterior férmula y
sus sales farmacéuticamente aceptables presentaran activi-
dad contra una amplis gama de enfgrmedades provocadas por
el céncer y especialmente enfermedades provocadas por el
céncer de la sangre, tales como la leucemia, en animales

normales de ensayo y en el hombre a dosis substancialmente

" inferiores a las t6xicags. = = m = « = w « - o - w o - - - -

La composicién preparada a partir de dichos com-
puestos es una composicién de antraguinona de la anterior
férmula o sus sales farmacéuticamente aceptables, dispersa-
da en un vehfculo farmacéuticamente aceptable. Los compues-

tos de antraquinona a los que se refiere la invencién pue-

den prepararse haciendo reaccionar un compuesto elegido del”

grupo formado por quinzarina (1,4~hidroxiantraguinona) y
leucoquinzarina con una amina de la férmula NHZ—R—NH-R—OH

en que R es alquileno de 1~4 carbonos. Preferentemente RTeﬁ
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etilo. Las sales farmacéuticamente aceptables incluyen sa-

- les de 4cido, por ejemplo las de 4cido clorhidrico, citri-

co, succinico, maleico, tartdrico, acético y 4cidos simila-
res. De'lés sates de 4dcido se prefieren el acetato y el clo.
ruro. Tales sales son farmacéduticamente aceptables en el
sentido de no tener una actividad o toxicidad substancial-

mente diferentes en comparacién con la base., = = = = = = = -

La invencién incluye, en su asvecto reivindicado,
un procedimiento de preparacién de composiciones gue incluyen
t

dichos compuesios, - - = = - = = - = ~ ~ - e - - - - -

?uedgn prepararse disoluciones del ingrediente ac-
tivo‘principal_COmo base libre 0 como sal en agua 0 en agua
mechadanadecuadgmente con, por ejemplo, surfactantes. El
compuasto preferido, en que R es etilc en la anterior férmu-
la, es ligeramente soluble en agua. Por ejemplo, puede con-
vertirse en un acetato parcial aue tiene un pH en disoluciédn
acuosa de'uﬁos T.4 que, al analigzarlo, demuestra tener apro-
ximadamenfe 1,5 de residuos de 4cido acédtico/micleos antra-
qginéﬁa. Pﬁede también producirse un diacetato que tiene un .
pH en disolucidn acuosa de unos 6,2. Z1 diacetato es solu-
ble eﬁ_aéué en un grado de unos 400 mg/mililitro de agua.

La base o ias“distintas sales pﬁeden hacerse aun mis solu-

bles por medio de la adicién, a la composicién, de surfactan

tes tales como hidroxipropilcelulosa. Pueden también prepa-

v
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rarse dispersiones en glicerol, polietilenglicoles liquidos
y mezclas de los mismos, asi como en aceites. Bajo condicip
nes ordinarias de almacenaje y de uso, estas preparaciones

contienen un conservante para impedir el crecimiento de mi-

CroorganismoS, — = = = = ~ = = = = = = - = - .- - ===

Las composiciones farmacéuticas pueden prepararse

en formas adecuadas para uso inyectable, formas que inclu=-

"yen disoluciones o dispersiones acuosas estériles y polvos

estériles para la preparacién extempordnea de disoluciones
o dispersiones inyectables estériles. En todos los casos la
forma debe ser estéril y debe ser fluida en el grado en que
exista fdcil inyectabilidad. Debe ser estable bajo las con-
diciones de fabricacién y de almacenaje y deberconservarse
contra la accién contaminante de los microorganismos tales
comd bacterias y hongos; El vehfculo puede ser un medio di
solvente o de dispersién que contenga, por ejemplo, agua,
etanol, poliol (por ejemplo glicerol, propilenglicol y.poli
etilenglicol 1fquido y similares), mezclas adecuadas de los
mismos y aceites vegetales. La adecuada fluidez puede mante
nerse, por ejemplo, por medio del uso de un recubrimiento
tal como lecitina, por medio de un mantenimiento del reque
rido tamafio de particula en el caso de la dispersién y por
medio del uso de surfactantes.”La prevencién de la.accién
de los microorganismos puede realizarse por medio de varios
agentes antibacterianos y antifingicos, por ejemplo parabe-

nos, clorobutanol, benzalcohol, fenol, dcido sérbico, time-




-5 -
rosal y similares. En muchos casos, serd preferible incluir
agentes isoténicos, por ejemplo azicares o cloruro sédico.
La absorcién prolongada de las composiciones inyectables
puede realizarse por medio del uso, en las composiciones,

5. de agentes que retrasen la absorcién, por ejemplo monoestea

rato de aluminio y gelating. = = = = = = = = - « @ w o « =

g Se preparan disoluciones inyectables esﬁériles
por incorporacién del ingrediente o los ingredientes acti-
vos principales en la cantidad requerida en el disolvente

- 16. apropiado con otros varios ingredientes enumerados anterior
mente, segin se requiera, a lo que sigue esterilizacién fil
trada. De manera general, se preparan dispersiones incorpo-
rando log distintos ingredientes activos esterilizados en
un vehiculo estéril que contiene el medio bdsico de disper-

15. sién y los otros ingrediéntes requeridos de los enumerados

anteriormentee « = = = « @ - - - - - - - - - - - - e - -

"En el caso de polvos estériles para la preparacién
de disolucioges inyectables estériles, los métodos preferi-
dos de preparacién son el secado al vacfo ¥y la técnica de
20. secado por congelacién que proporcionan un polvo del ingre=~

' z diente activo mds cualquier ingrediente adicional des;ado a
” partir de una disolucién previamente esterilizada por fil-
tracién del mismo. Los polvos pueaen también esterilizarse
mediante el uso de un gas, por ejemplo 6xido de etileno, ¥y

. la subsiguiente incorporacién, con los ingredientes adicio-

Y
T
- ——
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nales requeridos y el apropiado tamafio de particula, en el
polvo bdsico para la posterior reconstitucién con el liqui-
do-deseado de suspensién que, desde luego, debe ser también

estéril a su vez, = = =~ = - - e R R i

Tal como se utiliza aqui, la expresién "vehiculo
farmacéuticamente aceptable™ incluye cualquiera y todos los
disolventes, medios de dispersilén, recubrimientos,. agentes
antivacterianos y antifiingicos, agentes retardantes isoiéni

cos y de absorcién y similares. Ia utilizacién de tales me~

. dios y agentes para substancias farmacéuticamente activas es

bien conocida en la técnica. Excepto en cualquier medio o
agente convencional que sea incompatible con el ingrediente
activo, su uéo en las composiciones preparadas y utilizadas
segin la presente invencién se prevé dentro del alcance de

lamvenci6n‘---—--——-—---- ——————————

Pueden también incorporarse, en las composiciones
preparadas y utilizadas segin la invencién, ingredientes ac

tivos suplementarios. = = = = = = = = w - - - - - -~ - -

Es especialmente ventajoso formular composiciones
segin la invencién en forma ée dosis unitarias para facili-
dad de administracién y uniformidad de dosificacién. La "for
ma de dosis unitarias", tal como se utiliza en la presente
memoria y en las reivindicaciones, designa wnidades fisica-

mente discretas adecuadas como dosis unitarias para los ani
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males y el hombre a tratar, conteniendo cada wmidad una can

tidad predeterminada de un material activo calculado para

. producir el efecto terapéutico deseado en asociacién con el

vehfculo farmacéutico requerido. Las especificaciones para

las nuevas formas de dosis unitarias de la invencién vienen
dictadas y dependen directamente de (a) las caracter{sticas
peculiares del material activo y el efecto terapéutico par-
ticular a lograr y (b) las limitaciones inherentes a la téc

nica de la formacién de composiciones de tal material acti-

' vo para el tratamiento de enfermedades en seres vivos que

se hallan enfermos y cuya salud corporal estd perjudicada,

como se revela en detalle en esta memoria, siendo, aquéllas,

_caracterf{sticas de la presente invencién. = = = = = = = - =

La dosificacién del ingrediente active principal

para el tratamiento de ias condiciones indicadas depende de

. la edad, del peso y del estado del paciente que se trate,

del estado particular y su severidad y de la forma particu~

lar del ingrediente activo y la via de administracién. Una

dosis diaria de unos 1 a unos 100 mg/kg, por s{ sola o en
dosis divididas de hasta 5 veces por dia, abarca la gama
eficaz para el tratamiento de la mayoria de estados en que
el compuesto es eficaz y substancialmente no téxico. Para
wn paciente.de 75 kg, esto se traduce en de unos 75 y unos
7.500 mg/d{a. Si la dosis se divide, por ejemplo, en 3 do-
sis individuales, éstas irdn de unos 25 a wnos 2.500 mg del

ingrediente activo. La gama preferida es de unos 2 a unos
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50 mg/kg de peso corporal/dfa, siendo la m4s preferida de

uos 2 a wmos 30 mg/kg/dfa, = = = = = = = - - - -———— -

El ingrediente activo principal se combina para;

la administracién conveniente y eficaz, en cantidades eficg

ces, con un vehfculo farmacéuticamente adecuado, en forma

de dosis unitaria como se ha revelado anteriormente, Una
forma de dosis unitaria puede, por ejemplo, contener el in-
grediente activo principal en cantidades que van de unos

0,1 a unos 400 mg, siendo preferidos de unos 1 a unos 30 mg.
Expresado en proporciones, el;ingrediente activo se halla

en general presente entre unos 0,1 y unos 400 mg/ml de ve-

En el caso de composiciones que contienen ingre—

dientes activos suplementarios, las dosis se determinan con

~referencia a la dosis y a la forma de administracién usua-

les de dichos ingredientes. = = = = = = = - ¢ = = = = = =

Se alcanzan regresién y curacién de cénceres, por
ejemplo, utilizando administracién-intraperitoneal. Pueden .
administrarse o bien wia sola dosis intravenosa o bien do--

8i8 reducidas diariamente. Son frecuentemente suficientes

" dosis diarias hasta unos 5 o 10 d{as. Es también posible
. omitir una dosis diaria o una dosis en dfas separados por

. otro u otros. Como puede verse de los regimenes de dosifica

cién, la cantidad de ingrediente activo principal adminis-
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trada es una cantidad suficiente para facilitar la regré-

sién y la curacidén de la leucemia o similares, en ausencia

. de efectos secundarios pérjudiciales excesivos de naturale-

za citotéxica respecto a los anfitriones que sufren del cén
cer. Eﬁ los sigulentes datos, utilizando ratones y siendo
lé base de la anterior férmula en que R es etilo, puede ver
se que existe cierta toxicidad a umos 50 mg/kg y que tiene
lugar una mayor toxicidad de unos 50 a wnos 100 mg/kg. No
obstante, se hallan dentro de la gama preferida dosis diaf
rias de hasta 100 mg/kg, especialmenfe cuando se administran
-a regimenes diferentes y para varios de los compuestos de

antraquinona y sales de dentro del alcance de la presente

Tal como se utiliza aquf, la expresién "cdncer"

designa enfermedades de la sangre tales como leucemia, asi

- .como otras enfermedades de sblidos y/o no sélidos tales co-

mo los me}ancarcinomas, los carcinomas de pulmén y los tumo
res mamarios. Por "regresién" y "curacién" se designa la de
tencién y el retraso del crecimiento del tumor u otras mani
festaciones de la enfermedad en comparacién con el curso de
la enfermedad en ausencia de tratamiento. En muchos de los

siguientes ejemplos, se utilizan ratones como animales nor=

males de’ensayo para demostrar los niveles de eficacia y de .

toxicidad de los compuestos preparados y utilizados segin
la presente invencién. Se halla dentro del alcance de la

presente invencién, sin embargo, tratar mamiferos superiores

T

T aa s S

B it o o T
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incluyendo los humanos con los nuevos compuestos preparados
y utilizados segin la invencién para ayudar a la mejora y a
la regresién de las enfermedades provocadas por el cédncer.

A partir de los datos de ensayo con mamf{feros inferiores es
de esperar que los compuestos preparados y utilizados segin
la invencidn sean igualmente eficaces por debajo de niveles

substancialmente t6Xic08, = = = = =@ = = = =@ =@ = - - - - -

Los siguientes ejemplos indican la forma y el pro
cedimiento de preparar y de utilizar los compuestos segin
la invencién. También incluyen datos de ensayo que ilustran
la eficacia de los compuestos preparados y utilizados segin
la invencién en el tratamiento de tumores del tipo leucemia

en animales normales de eNSayYOe = = = = = = = = = = = = - ~

Ejemplo 1 -~ Preparacidn de la base

Se introdujeron 121 gramos de paraleucéquiniraci~
na 6 2,3-dihidro-1,4-dihidroxiantraquinona con 300 ce de di
solvente, a’base de alcohol etf{lico, en un matraz de 1 li-
tro. La mezcla se agité para formar una suspensién uniforme
y en la suspensibn se introdujeron 124 g de N-aminoetileta~-

nolamina. La mezcla resultante se agité a temperatura am-

biente durante 1 hora, se calenté a 75-802C y se mantuvo a

esta temperatura durante seis horas. Mientras se mantenia

la temperatura a 75-8092C, la mezcla se aireé hasta que el

pfoducto leuco se oxidé como 1o'indic6 el que el producto |
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‘ estuviera'completamente en disolueién. La disolucién se en-
'f frié a 102C, se filtré, se lavé con alcohol etflico y se se

1‘66 bajo vacfo. El rendimiento fue de 138 gramog. = = = = ~

-

Otras bases que se hallan dentro del alcance de

esta invencidén pueden prepararse con substitucién de la

“N=aminoetiletanolamina por N-aminometilmetanolaming, N-ami-

nopropilpfbpanolamina o0 N-aminobutilbutanolaming,.~«« = =

Ejemplo 2 - Preparacién de sales

Cualquiera de las bases .del Ejemplo 1 puede neu-
tralizarse con un 4cido tal como &cido acético o 4cido
clorhfdrico para formar una sal. Se afiade un exceso de dci
do acético acuoso diluido al compuesto seco del Ejemplo 1

(derivado de N-aminoetiletanolamina). Ia mezcla se calienw-

" ta a unos 502C ¥ se mantiene a esta temperatura durante

was 2 horas. Se afiade un exceso de cloroformo y después
de separacién de fases se descarta la fase orgdnica. Enton

ces la sal se seca al vacio., = = = = =« = = = - - - = -~ -

Ejemplo 3 - Preparacién de composicidén inyectable

Se disuelven 10 gramos de sal acetato del Ejemplo
2 en 1 iitro de disolucién salina, creando una disolucién

con 10 mg/ml de ingrediente activo. Una dosis de 5 ml de es

“ta qomposigidn proporcions asf{ 50 mg de ingrediente activo.
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Pueden prepararse disoluciones de las distintas
bases y sales preparadas y utilizadas segin la invencién
con la mgyor parte de los disolventes aceptables farmacéuti
camente. Particularmente con las bases libres, un surfactan

te tal como la hidroxipropilcelulosa, mejora la solubili-

Ejemplo 4 -~ Preparacidn de composicidn en polvo

Sé dispersan 10 gramos de la base libre del Ejem-
plo 1, preparada utilizando N-aminoetiletanolamina, en 190
gramos de glicerina. Una dosis de 1 gramo de este polvo pro

porciona as{ 50 mg de ingrediente activo., = = = w = = « « -

Pueden también prepararse polvos con la mayor par
te de los agentes de dispersién normales farmacéuticamente

aceptables. E1 polvo puede combinarse entonces con otros

agentes, segin se desee, y encapsularse por técnicas conven

CiOoNAleS, = = = = o = = = = .- - e = - - -

Ejemplo 5

El dfa O seis ratones macho de la cepa CDF, se in
yectaron intraperitonealmente con 106 células de leucenia
1infoide I-1210. Empezando el dfa 1 y diariamente durante
wn total de 9 dfas, cada ratén sé traté por inyeccidén intra
peritoneal de 250 mg/kg de peso corporal del compuesto del

Ejemplo 1 en un vehiculo de hidroxipropilcelulosa vendido co
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mo Kluccel. Después de 5 dfas sobrevivian dos de los seis.

h El tiempo medio de supervivencia fue de 6,5 dfas para los

_animales ensayados y de 9,9 dias para los controless -~ - -

-

Ejemplos 6 = 11~

Se repitid el ensayo del Ejemplo 5 para grupos de

6 ratones y para un grupo de controles a las dosis indica-

" . das en la Tabla 1. Los tiempos medios de supervivencia se

indican en la Tabla 1. El ensayo se detuvo después dg 30

dias. ———————————————————— “ Em e D s e
Tabla 1 - Leucemia linfoide QL-121OL
| Tiempo me=—~
Dosis mg/kg - Superviven- dio de su- Curas apa
Ejemplc peso corporal cia a b diasperviveqcia rentes ¢
5 - 250 2/6 6,5
6 . 125 ' - 4/6 6,8
7 62,5 5/6 21,8 -2
. Control 0 9,9
g* 95,0 "~ 6/6 o3
9% 62,5 =~ 6/6 11,3
10% 42,0 6/6 11,3
1% 28,0 - 6/6 18,3 2
" Control 0 8,4

*Cepa de ratones BDF1

%

- ®*Ratones supervivientes hasta el final del ensayo.
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Resulta de estos ensayos que las dosis de 62,5 mg/
kg de peso corporal y superiores empiezan a presentar cier-
ta toxicidad para los ratones bajo este régimen de ensayo.
Se hallan tiempos de supervivencia substancialmente me jores
en comparacién con los controles (sélo inoculados) a dosis

de wnos 28 a unos 62,5 mg/kg de peso corporal, = = = = = =

Ejemplo 12

Se inocularon seis ratones macho, cepa CDF1, con
leucemia linfocitica P388, aplicada intraperitonéalmente a
106 células en fluido ascitico. Empezando el primer difa des
pués de la inoculacién y luego diariamente durante 9 dias,
se aplicé el compuesto del Ejemplo 1 a un nivel de dosis de
128 mg/kg de peso corporal en disolucién salina con
"Tween-80", Despuds de 5 dfas sobrevivieron 4 de los 6 rato
nes y'el tiempo medio de supervivencia de los 6 ratones fue

de 5'9 di&s. ------------- P T MR A mr dm e A = e e

Ejemplos 13 = 29

Se repitié el Ejemplo 12 con gfupos de seis rato-
nes a cantidades de dosis difereptes con los resultados

ilustrados en la Tabla 2. Este ensayo se detuvo después de




Tabla 2 - Leucemia linfocitica (P388)

Dosis mg/kg Superviven=-

Tiempo medio

- 15 -

de supervi- Curas
Ejemplo peso corporal cia a 5 dfas vencia __  aparentes

12 128 4/6 5:9
13 . 64" 6/6 6,4

14 32 -6/6 8,8 .

15 16,0 6/6 29,7 3

16 8,0 6/6 29,9 4

17 4,0 6/6 29,7 3
Control 0 10,8
18 128 6/6 6,4
19 64 4/6 6,3
20 - 32 6/6 7,8
21 16,0 6/6 10,1

- 22 890 6/6 2190 7"’

23 4,0 6/6 29,7 3
Control o 11,0
24 128 2/6 5,0
25 64 6/6 6,2
26 32 5/6 8,0

27 16,0 6/6 28,8 2
28 8,0 6/6 23,0
29 4,0 6/6 19,8
Control 0 10,8

NOTA: E1 simbolo "%#" indica, en esta tabla y en las poste-

riores, que los tnicos animales supervivientes se juzgaron
después de autopsia como "sin contagio" de tumor.

Estos ensayos demuestran una actividad substancial

en la gama de 4,0-16,0 mg/kg de peso corporal. A una dosis
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de 32,0 mg/kg y especialmente 64,0 mg/kg, la toxicidad de

la droga parece superar los efectos benéficos. -~ = = = = =
Ejemplo 30

Se 1nocularon 1ntraper1tonealmente otros 10 rato-
nes macho, cepa BDF1, con una dosis no especificada del ho-
mogenato de tumor melancarcinoma B-16. Empezando el prlmer
dfa después de la inoculacién y en dfias alternos pbsterio-
res los ratones se trataron con inyecciones intraperitonea-
les de 128 mg/kg de peso corporal del compuesto del Ejémplo
1 en disolucién salina con "Tween-80". Las inyecciones tu~-
vieron lugar intraperitonealmente en los supervivientes los
dfas 3, 5, 7, 9, 11, 13, 15y 17. El tiempo medio de super-
vivencia fue de 5,2 dias en comparacién con los 21,3 dias

del control. La valoracién acabb el dig 60 = = = = - - -

Ejemplos 31 - 47

Se repitié el Ejemplo 30 a los niveles de dosis

indicados en la Tabla 3 con los resultados indicados en la

—

P el o
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- Tabla 3 - Melancarcinoma (B-16)

" Dosis mg/kg Superviven-

-17 -

Tiempo medio

. de supervi- Curas
_ Ejemplo peso corporal cia a 5 dfas vencia  aparentes
© 30 . 128 3/10 5,2
3 64,0 " 8/10 Y61
.32 32,0 10/10 10,8
33 16,0 10/10 " 59,8 8
34 8,0 - 10/10 59,8 6
35 4,0 10/10 59,8 6
Control 0 21,3
36 . 128 4/10 5,4
37 64,0 8/10 7,1
38 32,0 10/10 11,1 )
39 - 16,0 10/10 51,0 3%3%1125;"’.1.
tumor
40 8,0 10/10 60,0 10
41 4,0 10/10 43,0 %
Control 0 25,2
42 128 10/10 9,3
43 64,0 - 8/10 16,8
44 32,0 . 10/10 37,0
45 16,0 10/10 34,0
46 8,0 10/10 36,0
47 4,0 10/10 32,0
Control 0 18,8
48%* 128 7,0
49™* 64,0 12,0
50%** 32,0 31,0
51 %% - .16,0 31,0
52%% 8,0 26,3 1
53%% 4,0 27,0
Control 0 30,3
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* £1 suero de los Ejemplos 30-41 se diluy6 a 10:1 antes de
la inoculacién en los Ejemplos 42-53, También se omitié el
surfactante Tween-80,

*® En los Ejemplos 48~53, las inyecciones se dieron los
dias 1, 3y 5 7; 9, 11, 13, 15 y 17. '

Ejemplo 54

Se inocularon intraperitonealmente seis ratonés ma
cho, cepa CDF,, con 10° células de leucemia linfoide I-1210.
Empezando el primer dia después de la inoculacién y diaria-
mente durante wn total de 9 dfas, los ratones se inocularon
con inyecciones intraperitoneales de 128 ﬁg/kg de peso cor-
poral del compuesto del Ejemplo 1 en disolucién salina. Cin
co de los seis ratones sobrevivieron al quinto dfa y el
tiempo medio de supervivencia era de 6,1Vd£as.‘E1 ensayo se

detuvo después de 30 dfas, = = = = « - - ———— - -

Ejemplos 55 - 77

Se repitié el Ejemplo 54 a los niveles de dosis

indicados en la Tabla 4. En los Ejemplos 62-69 las inyeccip

. nes fueron subcutdneas. En los Ejemplos T0-71 los compuestos

se administraron oralmente, = = = = = - - -
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" Tabla 4 - Leucemia Linfoide (I~1210)

. Tiempo medio
, - Dosis mg/kg Superviven- de supervi- Curas
.. Biemplo peso corporal cia a 5 dfas vencia aparentes
. S4IR .1+ 128 . 5/6 .61
055 .- 640 7 66 . 1,8
.56 . 7.32,0 . - 6/6 - 11,0
A 8T L 16,0 6/6 15,3 %
Ts8.i - 8,0 17 6/6 - 16,0 .
59 T 4,0 - 6/6 - 12,8 3
60 2,0 < 6/6 12,7 -
61 © | . 1,0 _° 6/6 11,3
62 8¢ .- 128 6/6° - 10,3 3
63 - . 64,0 6/6 11,8 '
64 . . 7 32,0 6/6 . 11,8
65 . 16,0 6/6 . 10,4
66 - 8,0 6/6 8,4 %
© .67 .40 66, 8,3 3
. 68 S 2,0 6/6 8,4 V
© 69 - 1,0 T /6 8,2
70 Oral. 512 6/6 8,1
71 - - 256 » 6/6 9,0 .
T2 128 - 6/6 . '8,8
73 .- 64,0  6/6 8,8
RS 7 32,0 - 6/6 - - 8,4,
SRR - I 16,0 6/6 8,4
76 8,0 6/6 9,2
77 4,0 6/6 9,2
Control .0 8,0

Cuando se administré intraperitonealmente, el com
puesto demostré una substancial actividad a dosis de 16,0 y

8,0 mg/kg de peso corporal. Se observé una actividad mds 1i
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mitada en esta serie de ensayos particulares cuando se in-
yectaron las mismas dosis o dosis mds altas subcuténeamente

o cuando se introdujeron por administracifn oral., = = « = =

Ejemplo 78

Se inocularon 10‘ratones macho, cepa BDF1, con ho
mogenato de carcinoma Lewis de pulmén, intravenosamente y a
dosis no especificada. Empezandq el primer dia desfués de
la inoculacién y durante un total de 9 dfas, los ratones se
trataron con 32 mg del compuesto del Ejemplo 1 por kg de re
80 corporal. Después de 5 dfas sobrevivieron los 10 rato-

nes., E1 tiempo medio de supervivencia fue de 8,2 dfas., - -

Ejemplog 79 -~ 89

Se repitié el Ejemplo 78 a los niveles de dosis
indicados en la Tabla 5., En los Ejemplos 84;89, se utiliza~
ron para la inoculacién fragmentos de tumores en vez de ho-

mogenato de tumores. Estos ensayos se detuvieron después de

60 dfaS. = = = = =~ = = = = = = = e ramn.
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Tabla 5 - Carcinoma Lewis de pulmén

Tiempo medio
Dosis mg/kg Superviven- de supervi- - Curas
E;empl peso corporal cia a 5 dias vencia aparentes

78 32,0 10/10 . 8,2
79 16,0 10/10 18,0
80 8,0° “10/10 32,0 %
81 4,0 10/10 23,3 % .
82 2,0 10/10 25,0 o ‘
83 1,0 10/10 22,8
Control 5 22,7
84 32,0 10/10 8,4
85 16,0 10/10 11,0
86 8,0 10/10 28,0
87 4,0 10/10 27,0
88 2,0 10/10 39,0
89 1,0 10/10 50, 3%
Control 0 24,0

Par; este tumor, el efecto fue apreciable en la gama de do-
sis de 2,0-8,0 mg/kg aunque los resultados no son tan espec
taculares.como para otros tumores. El alto valor en el Ejem
plo 89 es algo contradictorio con la curva de toxicidad ba-~
sada en el cambio de peso corporal, que tiene una punta a

una dosis de 2,0 mg/kg, = = = = = = ~ ~ - - -

Ejemplo 90

Se inocularon intraperitonealmente seis ratones

6

hembra, cepa CDF1, con 10° células de leucemia linfocr{itica

P388. El primer dfa después de la inoculacibn y los dfas 5 y
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9, con un total de 3 dfas, los ratones se trataron con 512

mg/kg de peso corporal del compuesto del Ejemplo 1 en diso-
lucién salina con surfactante "Iween-80". Los ensayos se de
tuvieron después de 30 dfas. El1 tiempo medio de superviven-

cia fue de 2,1 dfag: ~ =~ =~ = = = =~ = =~ =~ - - - -

Ejemplos 91 - 102

Se repitié el Ejemplo 90 a los niveles de dosifi-

cacién indicados en la Tabla 6 con los resultados indicados.

Tabla 6 -~ Ratones hembra

Tiempo medio

Dosis mg/kg Superviven- de supervi- Curas
Ejemplo peso corporal cia a 5 dias vencia aparentes
90* 512 0/6 2,1
91* 256 . 0/6 2,7
g2* 128 2/6 5,0
93* 64,0 5/6 7,8
94% 32,0 6/6 29,7 1
95%* 16,0 6/6 26,0 1
Control 0 11,1
96** 64,0 . 4/6 6,3
g7** 32,0 6/6 8,7
9g** 16,0 6/6 34,9 4
9g** 8,0 "6/6 28,0 1
100%* 4,0 6/6 22,3
1077 2,0 6/6 24,0
102%* 1,0 5/6 17,9
Control 0 10,5

¥ Los Ejemplos 90-95 implicaron la inyeccién en los dfas 1,
5 y 9 solamente.
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¥% Los Ejemplos 96-102 y sus controles se prosiguieron has-
ta el dfa 35. Las inyecciones fueron diarias durante 9 dfas.

Estos_ensayos demuestran una actividad substan-

, cial, particularmente a dosis de unos.16,0 mg/kg. ~ ~ ~ - ~

.

Ejemplo 103

Se inocularon 10 ratones macho, cepa BDF}, con la
misma cantidad;inespecificada de homogenato de tumor de me-
lancarcinoma B-16 como en los Ejemplos 30-41, diluido a
1310 como en lgs Ejemplos 42-53, intraperitonealmente. Empg
zando el primer dfa después de la inoculacién y en dfas al-
ternos después durante un total de 9 inyecciones, los rato-
nes se inyectaron con 125 mg/kg de peso corporal del com-
puesto del Ejemplo 1 en disolucién salina con hidroxipropil
celulosa, vendida como Kluccel. Los diez ratones sobrevi-
v;an desﬁués de 5 dfas. E1 tiempo medio de supervivencia era

de 8,4 dfas. El ensayo se detuvo después de 60 dfas, = -~ -

Ejemplos 104 -« 107

Se repitié el Ejemplo 103 a las dosis indicadas
en la Tabla 7. ----------- - an em en em au aw o w o - e»
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Tabla 7

Tiempo medio
Dosis mg/kg Superviven- de supervi- Curas
Ejemplo peso corporal cia a 5 difas vencia aparentes

103 125 10/10 8,4
104 ' 62,5 10/10 16,0 2
105 31,2 10/10 49,0 2
106 16,6 10/10 43,3 2
107 8,3 10/10 42,8

Control 0 _ ' 18,7

En estos ensayos, se observaron resultados subs-
tanciales en la gama de dosis de 8,3~31,2 mg/kg. Estos re-
sultados refuerzan ain la actividad contra melancarcinoma

ilustrada en 1os Ejemplos 30-53e = = = = = m = = = = = = =

Ejemplo 108

Se inocularon 10 ratones macho, éepa CDF4, con un
homogenato diluido de tumor Colon 26 (identifigacién C6 del
NationalACancer Institute). Se inyectaron con 125 mg/kg de
ﬁeso corporal del‘compuestb del Ejemplo 1 en disolucién de
hidroxipropilcelulosa, vendida como Kluccel, los dfas 1, 5
y 9 después de la inoculacidﬂ. Esta valoracién se'prosiguib
durante 70 df{as. Los 10 ratones sobrevivian el quinto dfa y
el tiempo medio de supervivencia fue de 27,0 dfas en compa~-

racién con 26,5 para 1os controleS, = = = = = =« = = - = - =
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Ejemplos 109 = 112

~ Se repitié el Ejemplo 108 a las dosis indicadas

en la Tabla 8, = = = = = = = = = = = = = = = « = = - -

-

Tabla 8 = Tumor C6

Tiempo medio

Dosis mg/kg Superviven- de supervi- Curas

Ejemplo peso corporal cia g 5 dias vencia aparentes

108 125 10/10 + 27,0

109 ’ 35,2 10/10 32,0

110 31,2 10/10 - 29,0

111 16,6 - 10/10 29,0

112 8,3 10/10 33,8
Control 0 ” 26,5

Estos ensayos demuestran cierta eficacia contra
este tumor particular. Se hallé un grado menor de toxicidad
a la dosis de 125 mg/kg en comparacién con algunos de los
otros Ejeﬁplos. ----------------------

Ejemplo 113

Se inocularon diez ratones macho, cepa CD8E1, con
homogenato de tumor mamario de CDSF1 entre wnos 500 y 1000
mg de tamafio, subcutdneamente. Los dfas 1, 8, 15 y 22 des-
pués de la inoculacién, los ratones se trataron con una in-

yeccién de 125 mg/kg de peso corporal del compuesto del Ejem
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plo 1 en hidroxipropilcelulosa (Kluccel) intraperitonealmen
te. Ocho de los diez ratones sobrevivian el quinto &fa. Deg
pués de 36 dfas, los ratones fueron muertos y se determiné

que el peso medio del tumor era de 630 mg. = = = — = ~ - = -

Bjemplos 114-117

Se repitié el Ejemplo 113 a las dosis ilustradas

en 1la Tabla 8. = = = = = = = =~ = = = = = = = = = = = - = =

Tabla 8 - Tumor mamario de CD8F, — Peso del tumor

Dosis mg/kg  Superviven- Peso medio del tumor

Liemplo veso corporal cia a 5 dias (mg)
113 125 8/10 630
114 62,5 9/10 989
115 31,2 10/10 423
116 16,6 10/10 1354;
117 8,3 10/10 1002
Control 0 1665

Estos resultados indican una substancial inhibicién
del crecimiento del tumor a muchos niveles o dosis y wna dis-

minucién evidente de los tamafios de tumor en algunos casos. =~

A los efectos consiguientes se declaran de nove-
dad y propiedad para Espafia, sus territorios y plazas de so=

berania, las reivindicaciones que siguen. - - = =« = = - - -
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REIVINDICACTIONES

1.= Procedimiento de preparar composiciones antra-

quinénicas anticéncer, caracterizado porque comprende las e-

tepags de - -~

(4)
5.

= WS e am A @R e e MM W WE Em e e M AR mm 8 e ew W am

hacér reaccionar un compuésto del grupo forma~
do por quinzarina (1,4-hidroxiantraquinona) y
leucoquinzarina con una smina que tiene la fér
mula NHQ-R-NH—R-OH en que R es una cadena al-
quilica de 1-4 é&tomos de carbono, formando un

compuesto antraquinénico de la férmule - - -

O NH-R-NH-ROH

O%O

g NH-R-~-NH~-ROH

10. (B) neutralizax quimicamente, en su caso, dicho

(c)
15.

compuesto antraquinénico por reaccidén con una
gsal o 4cido no téxicos y farmacéuticemente acep

tableS; Y = = = - - - m - - - - - ——— -

incorporar dicho compuesto antraquinénico o di-
cha sal no téxica y farmacéuticamente aceptable
del mismo en un vehiculo no téxico y farmacéu-

ticamente aceptable. = = = = = = = = = = = = =
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2.- Procedimiento segin la reivindicacién 1, carac-

terizado por actuar de modo que R sea etilo, = = = = = = = = ‘

3.~ Procedimiento segin la reivindicacién 1, carac-
terizado porque dicho compuesto antraquindénico.se neutraliza
5. con un dcido elegido del grupo del 4cido acético y del dcido

clorhfdricos = = = = = = = = = = = = = = = = = = Z0 - o= <

4.- Procedimiento segin la reivindicaciém 3, carac-
terizado porque dicho compuestusentraguinénico se neutraliza

con 4cido acético, formdndose una sal de acetato. - ———————

10. 5.~ Procedimiento segin la reivindicacién 4, carac-
terizado porque dicha neutralizacién forme una sal de diace-

$8t0, == === - = - - - S UG IR U

6.~ Procedimiento segin la reivindicacién 4, carac-
terizado porque dicha neutralizacién forma una sal de aceta-

15. to parcial, = - = - = = - - = - - m - - - - - - m - - -

T.= "PROCEDIMIENTO DE PREPARAR COMPOSICIONES AN~
TRAQUINONICAS ANTICANCER": = = = = = = = = = - -

Todo ello conforme se describe-y reivindica en la

presente memoria que consta de veintiocho hojas foliadas y me-

20, _canografiadas por una sola de sus caras.

\

BARCELONA, 3 AGOSTO 1977
P.As M.CURELL SUROL

mgi. \V
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