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DESCRIPCION

Agente antitumoral organometalico.

La presente invencion se refiere a la utilizacién de una composiciéon farmacéutica conteniendo al menos un com-
plejo de la férmula general

D,-M-T,

en la cual

D representa una S-dicetona, M un dtomo de metal, seleccionado del grupo consistente en Cr, Cu, Mn, Fe, Ni,
Co, Zn y Mo, y T representa una sustancia con al menos un grupo conteniendo N, O o S, en la cual M entra en
interaccién donador-aceptador de electrones con T y M presenta en el complejo un punto de coordinacién libre, para
la preparacion de un agente antitumoral.

En Alemania enferman anualmente 300.000 personas de cdncer y aproximadamente uno de cada cinco alemanes
muere de una enfermedad tumoral, cifra que indudablemente aumentard en los préximos afos. Aproximadamente el
55% de todos los pacientes de cancer se diagnostican con una enfermedad tumoral localmente limitada, mientras que
en el restante 45% existe un tumor ya avanzado con metdstasis. Muchas enfermedades de cdncer pueden curarse sin
embargo con un diagnéstico y terapia precoz. Basicamente hay diferentes terapias para tratar el cancer. El objetivo
principal de cada terapia de cdncer es sin embargo siempre la destrucciéon médxima y eliminacién de todas las células
tumorales en caso de un dafio a ser posible insignificante del tejido normal circundante del tumor.

Las enfermedades tumorales localmente limitadas son tratadas predominantemente por terapia local, como la ci-
rugia y radioterapia. En la cirugia se elimina el tumor primario a ser posible completamente mediante una operacion,
mientras que se matan las células tumorales en el tumor primario con ayuda de radioterapia por medio de una radia-
cién apropiada. El lugar de ataque de la radiacion es el ADN que se halla en el nicleo de cada célula. La radiacién
ocasiona muchos dafios en el ADN que no pueden ser reparados completamente por las enzimas propias de la célula.
Como consecuencia la célula inicia la muerte celular programada. En otros pasos se disuelven las células dafiadas y
los fragmentos que surgen entonces son descompuestos por el sistema inmunolégico del cuerpo.

Los tumores locales limitados pueden, sin embargo, extenderse a los sistemas linfaticos y corrientes sanguineas.
Una vez que la metdastasis se ha extendido a otros 6rganos corporales, ya no bastan solo las medidas de terapia local pa-
ra parar la extension de la enfermedad tumoral. En estos casos, el tratamiento debe abarcar todo el cuerpo, lo que puede
lograrse mediante una quimioterapia. En la quimioterapia se administran sustancias dirigidas, es decir citostaticos que
inhiben el crecimiento de células tumorales y por consiguiente destruyen las células tumorales. A los citostaticos co-
nocidos pertenecen los antimetabolitos, inhibidores de la topoisomerasa, agentes alquilizantes y alcaloides vegetales.
Aunque todos los citostdticos provocan una inhibicion del crecimiento de las células tumorales, los principios de ac-
cion en los que se basan los diferentes citostaticos son completamente diferentes. Un espectro citostatico a ser posible
grande con diferentes principios de accién es de un significado decisivo para el tratamiento de las diferentes enferme-
dades tumorales, puesto que cada enfermedad tumoral es distinta y precisa un tipo de tratamiento especifico. A pesar
del gran nimero de citostaticos conocidos, hasta ahora atin no se pueden tratar todas las enfermedades tumorales. Por
lo tanto sigue habiendo un interés continuo en el desarrollo de nuevos citostaticos.

Del documento DD-WP 121 525 se conoce la utilizacion de quelato de metal nitrogenado como prooxidantes para
masas de cobertura oxidativas secantes. Son empleados sobre todo como pinturas y recubrimientos.

Tamura, Hiroshi et al (Chemistry Letters, Chemical Society of Japan, Tokyo, Japén, N°. 8,1997, paginas 711-
712) describe el complejo de metal de sodio trans-Dinitrobis(2,4-pentandionato)cobalto(IIl) como complejo de metal
antitumoral. Este complejo de cobalto es un electrélito consistente en un catién de sodio y el anién complejo, que
es estabilizado por la interaccidn de la resonancia entre los electrones de grupos NO, y grupos de acetilacetonato.
La interaccién con sustancias bioldgicas, p. ej. con ADN precisa una considerable activacion, p. ej. por luz. No se
representa un efecto selectivo sobre células tumorales.

La presente invencidn se basa en la tarea de encontrar complejos de metal para el tratamiento antitumoral y pre-
parar con ellos citostaticos de alta eficacia antitumoral y un amplio espectro de accién frente a un gran nimero de
enfermedades tumorales.

Esta tarea ha sido solucionada segiin la invencién por la utilizacién de una composicién farmacéutica conteniendo
al menos un complejo de la férmula general

D,-M-T

para la preparacién de un farmaco antitumoral, en la cual

D representa una S-dicetona,
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M eepresenta un dtomo de metal, seleccionado del grupo consistente en Cr, Cu, Mn, Fe, Ni, Co, Zn y Mo,
T representa una sustancia con al menos un grupo que contiene N, O 0 S, y

en la cual M entra en interacciéon donador-aceptador de electrones con T y M presenta en el complejo un punto de
coordinacién libre.

Los compuestos del complejo monocristalino organometélico poseen una geometria bipiramidal. El 4tomo de metal
M del complejo se encuentra en el centro de la bipirdmide tetragonal. Los dos ligandos de dos dientes -dicetona D
ocupan, respectivamente con sus dos dtomos de oxigeno extremos que forman un complejo, las cuatro posiciones
ecuatoriales de la bipirdmide tetragonal. Una de las dos posiciones axiales de la bipirdmide tetragonal estd ocupada
por la sustancia T, por lo cual el &tomo N u O o S- del grupo que contiene N u O o S de la sustancia T sirve de dtomo
de formacién del complejo y entra en interaccién donador-aceptador de electrones con el dtomo de metal M. En la
otra posicién axial de la bipirdmide tetragonal se encuentra un punto de coordinacién libre. El punto de coordinacién
libre en el 4tomo de metal M del complejo segin la invencién permite una interaccion especifica con otras moléculas,
como p. ej. con oxigeno, 6xidos nitricos o un sitio de enlace molecular sobre la superficie de células meta etc.

Se pudo mostrar en exdmenes estructurales que el d&tomo de metal M del complejo difiere aproximadamente 0,2

A de su posicién ideal en la bipirdmide tetragonal en direccién a la sustancia T. Por ello la interaccién aceptador-
donador de electrones entre el atomo de metal M y la sustancia T adopta el caricter de un ligamiento doble. Ademas
podia mostrarse que dos de las cuatro posiciones ecuatoriales estdn algo desplazadas en direccidn al 4tomo de metal,
mientras que las otras dos posiciones ecuatoriales estdn dispuestas algo distanciadas del 4tomo de metal.

La 3-dicetona D del complejo se caracteriza por su estructura tridimensional (i) que permite una formacién éptima
de quelato con el dtomo de metal M en sus puntos de coordinacién ecuatoriales y (ii) no perturba la interaccién
donador-aceptador de electrones entre la sustancia T y el &tomo de metal M. Preferiblemente la 5-dicetona sin embargo
serd seleccionada entre el grupo consistente en acetilacetona y sus andlogos superiores de alquilo y dibenzoilmetano.

El 4tomo de metal M del complejo es seleccionado entre el grupo consistente en Cr, Cu, Mn, Fe, Ni, Co, Zn y Mo.
Ademads el d&tomo de metal M se caracteriza por el hecho de que permite una disposicién bipiramidal tetragonal de los
ligandos D y T, por lo cual permanece libre un punto de coordinacién axial del 4tomo de metal. Los d&tomos de metal
M especialmente preferidos son Cu 'y Mn.

La sustancia T del complejo presenta al menos un grupo conteniendo N, O o S, que inicia por medio del &tomo N u
O o S una interaccién donador-aceptador de electrones con el &tomo de metal M en uno de los puntos de coordinacién
axiales de M. En este caso el &tomo N u O o S de la sustancia T actia como donador de electrones y le propor-
ciona al dtomo de metal M, como acepador de electrones, un par de electrones libres. Preferiblemente la sustancia
T presenta al menos un grupo conteniendo NH,, NH, N, O o S. En una forma de realizacién preferida de la inven-
cion la sustancia T presenta ya una eficacia antitumoral y es seleccionado del grupo consistente en 2,4-dihidroxi-5-
fluoropirimidina, 5-fluoro-1-(tetrahidro-2-furil)-uracilo, 2-[bis-(2-cloroetil)-amino]-tetrahidro-2H-1,3,2-oxazafosfori-
na-2-6xido, amida de acido 1,2-imidopropilico (Leacadin), 2-hidroximetil-5-hidroxi-y-pirona, 2,4,6-trimetilpiridina,
2,4,6-tri-2-piridil-1,3,5-triacina, 4-[bis-(2-cloroetilo)-amino]-L-fenilalanina (Meiphalan), 2-(3-piridil)-piperidina, 2-
2’-bipiridina, 2-metil-(5-trimetil-butil-1-il-0l-3)-piridina; 2-metil-(3-dimetil-amino-1-propinil)-piridina y 2-metil-5-
etileno-piridina.

En una forma de realizacion preferida de la invencién, el complejo cobre como dtomo de metal central M com-
prende acetilacetona o un andlogo de alquilo superior del mismo como S-dicetona D y una sustancia seleccionada
del grupo consistente en 2,4-dihidroxi-5-fluoropirimidina, 5-fluoro-1-(tetrahidro-2-furil)-uracilo, 2-[bis-(2-cloroetil)-
amino]-tetrahidro-2H-1,3,2-oxazafosforin-2-6xido, amida de 4cido 1,2-imidopropilico, 2-hidroximetil-5-hidroxi-y-pi-
rona, 2,4,6-trimetilpiridina, 2,4,6-tri-2-piridil-1,3,5-triazina, 4-[bis-(2-cloroetil)-amino]-L-fenilalanina, 2-(3-piridil)-
piperidina, 2-2’-bipiridina, 2-metil-(5-trimetil-butil-1-il-ol-3)-piridina, 2-metil-(3-dimetil-amino-1 propinil)-piridina
y 2-metil-5-etileno-piridina como sustancia T.

En otra forma de realizacién preferida de la invencién el complejo Mn como dtomo de metal central M comprende
acetilacetona o su andlogo de alquilo superior como S-dicetona D y una sustancia seleccionada del grupo consistente
en 2,4,6-.trimetilpiridina, 2,4,6-tri-2-piridil-1,3,5-triacina, 2-2’-bipiridina, 2-(3-piridil)-piperidina, amida de 4cido 1,2-
imidopropilico y 4-[Bis-cloroetil)-amino]-L-fenilalanina como sustancia T.

Se acaba de manifestar sorprendentemente que el complejo es adecuado para la preparacién de citostaticos con
una excelente eficacia antitumoral. En el caso de que la sustancia T fuera ya un agente antitumoral en una forma de
realizacion preferida, se constata que el complejo muestra una eficacia antitumoral muy elevada en comparacién con la
sustancia T contenida en el mismo. Ademds el complejo presenta caracteristicas inmunomoduladores y antiprolifera-
tivas asi como una eficacia anti-angiogena y posee una estabilidad hidrolitica muy elevada con respecto a los farmacos
antitumorales convencionales, por lo cual es aplicable en amplios campos antitumorales. Ademds podia constatarse
que el empleo del complejo no provoca resistencia alguna a productos farmacéuticos y bajo determinadas condiciones
es capaz de dar lugar a una apoptosis y angiogénesis en células cancerigenas.
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Especialmente se prefiere dentro del marco de la invencion el complejo de cobre o manganeso, acetilacetona y
4-[bis-(2-cloroetil)-amino]-L-fenilalanina (Meiphalan), en lo sucesivo denominado MOC-Meiphalan. Los exdmenes
efectuados muestran que esta sustancia se enriquece en su mayoria en el tejido tumoral, oxida de manera catalitica frag-
mentos de receptores de proteina sobre la superficie de membranas y previene con ello los procesos metastdsicos. La
sustancia utilizada dispone de efectos moduladores inmunoldgicos por regulacion de la proporcion T,/ Ty, € influye
sobre la formacion de anticuerpos especificos. La sustancia es quimicamente estable y tiene un efecto prolongado.
Resulta significativo el hecho de que la sustancia supera la barrera sanguinea-cerebral y por ello permite el tratamiento
de tumores cerebrales. Ademads no se produce resistencia alguna a los productos farmacéuticos. Los exdmenes reali-
zados en adenocarcinoma, sarcona, células de leucemia, melanoma y carcinoma renal (RENCA) proporcionaron una
eficacia muy superior en comparacién con Melphalan.

En cuanto al mecanismo de accién de esta sustancia especialmente preferida se supone que puede regular el con-
tenido del mondxido de nitrégeno y las concentraciones de iones Ca en las células tumorales. Por medio de la “aspira-
cién” de los iones Ca?* de las células tumorales se inhibe el proceso de glicolisis y se perjudica por ello la funcion de
sus mitocondrios. En la recombinacién de las formas activas del oxigeno surgen condiciones por el MOC-Melphalan,
que dan lugar a la destruccién de la células tumorales con ayuda de los macréfagos - que estdn cargados con NO.
Ademéds la sustancia actia sobre la expresion de genes penetrando en el nicleo de las células tumorales, destruyendo
el nicleo celular e inhibiendo la actividad de proliferacién. Finalmente se constaté que induce también una formacién
de cépsula de doble capa del tumor, donde la capa interna consiste en células similares a la grasa. A causa de ello se
suprime adicionalmente el suministro de nutrientes del tumor y se permite eventualmente una intervencién quirurgica
acertada.

Otra sustancia especialmente preferida de los complejos utilizados segtin la invencién es el complejo de cobre-
acetilacetonato con Tegafur:

Cu(C5H702)2.CgH903N2F - MOC - Tegafur.

Las desventajas decisivas de Tegafur[5-fluoro-1-(tetrahidro-2-furil)-uracilo son la corta accidn, que sélo conduce a
una opresion de la sintesis de dcidos nucleicos y la mala hidrosolubilidad. A pesar de su baja toxicidad (LDs, asciende
a 650 mg/kg) el preparado exhibe un fuerte efecto sobre la formacién de sangre y provoca leucemia, trombocitopenia
y anemia. Se enriquece en altas concentraciones en el tejido cerebral y provoca diarrea y estomatitis. El preparado
Tegafur no debe aplicarse en caso de enfermedades renales y hepaticas (en estado terminal), en caso de hemorragias y
en caso de un contenido en leucocitos y trombocitos inferior a 3-10°/1. La aplicacién de Tegafur se limita al tratamiento
de tumores del intestino delgado y duodeno, en recidivas de tumores de estdmago, asi como en tumores de mama y
carcinoma de ovarios.

La combinacién de la molécula Tegafur con la molécula de cobre acetilacetonato da lugar a un compuesto quimico
que no presenta estas numerosas desventajas. El complejo organometdlico MOC-Tegafur dispone de un amplio es-
pectro de caracteristicas de accion antitumoral, antimetastdsico e inmunorregulador. Es una sustancia hidrosoluble con
efecto prolongador y no provoca resistencia alguna a farmacos en el organismo. Otra ventaja decisiva es la dosificacion
terapéutica del preparado MOC-Tegafur (dosificaciéon de 5 mg/kg de peso corporal). Con Tegafur exclusivamente ésta
es solamente de 2,1 mg. También MOC-Leacadin (Cu/Mn(acac),-Leacadin) muestra los efectos con MOC-Melphalan
descritos con mds detalle como “aspiracién” de los iones Ca?*, destruccién de los mitocondrios en células tumorales
etc.

La presente invencion se refiere por consiguiente la utilizacién de una composicién farmacéutica, comprendiendo
al menos un complejo para la fabricacién de un agente antitumoral. La composicién farmacéutica puede contener un
complejo Unico o una combinacién de varios complejos como agente activador. Ademads la composicion farmacéutica
puede contener en su caso aditivos farmacéuticos convencionales suficientemente conocidos para el experto, utilizados
p. €j. como vehiculos fisiolégicamente tolerables, diluentes y agentes auxiliares.

La composicién farmacéutica puede existir en una forma administrable por via tdpica, parenteral, intravenosa,
intramuscular, subcutdnea o transdérmica y puede prepararse con ayuda de procedimientos convencionales bien cono-
cidos en el estado de la técnica. Preferiblemente la composicion farmacéutica se prepara en forma de tabletas o como
inyeccidn o infusién intravenosa.

La composicién farmacéutica es utilizada para el tratamiento de tumores. La denominacién “tumor”, segin se
emplea aqui, se refiere a cualquier aumento local del volumen tisular asi como células en las que ya no funcio-
na la regulacién del crecimiento normal y se produce la division celular descontrolada. Es decir, en el sentido mas
amplio, cualquier hinchazén localizada por edema, inflamacién aguda y crénica, aumento aneurismatico y tumefac-
cién de un 6rgano a causa de una inflamacién, asi como en el sentido mds estricto, una renovacion tisular (p. ej.
tumor, blastoma, neoplasia) en forma de crecimiento excesivo espontdneo, desinhibido en varios grados, auténomo e
irreversible del tejido propio del cuerpo, que estd unido generalmente a una pérdida diferentemente pronunciada de
funciones celulares y tisulares especificas. Ejemplos de enfermedades tumorales que pueden ser tratadas con ayuda
de la composicién farmacéutica, abarcan el cdncer intestinal, tumor cerebral, tumor ocular, carcinoma pancredtico,
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carcinoma de vejiga urinaria, cadncer pulmonar, cincer de mama, tumor ovdrico, cancer de ttero, tumor 6seo, carcino-
ma de vesicula y del conducto biliar, tumor de cabeza y cuello, carcinoma epidermoide, cincer de testiculos, tumor
renal, tumor de células germinales, cancer hepético, leucemia, linfoma maligno, tumor de nervios, neuroplastoma,
céncer de proéstata, tumor de partes blandas, cdncer de eséfago asi como carcinomas donde se desconoce el tumor
primario.

La denominacién “tratamiento de tumores”, segliin se emplea aqui, se refiere a al menos una de las siguientes
caracteristicas: alivio de los sintomas inherentes a la enfermedad tumoral, reduccién de la extension de la enfermedad
tumoral (p. ej. reduccién del crecimiento tumoral), estabilizacion del estado de la enfermedad tumoral (p. ej. inhibicién
del crecimiento tumoral), impedimento de mayor distensién de la enfermedad tumoral (p. ej. una metastasizacién),
impedimento de la presencia o reapariciéon de una enfermedad tumoral, moderacién o retardo del desarrollo de la
enfermedad tumoral (p. ej. reduccion del crecimiento tumoral) o mejora del estado de la enfermedad tumoral (p. ej.
disminucion del tumor).

Preferiblemente la composicidon farmacéutica se administra a un paciente con una enfermedad tumoral, en una
cantidad que es suficiente para lograr un tratamiento del tumor correspondiente. La dosis a administrar de la compo-
sicién farmacéutica depende en este caso de diferentes factores, como p. €j. la eleccién del complejo (especificidad,
eficacia, etc.), del tipo de administracidn (tableta, inyeccidn, infusion, etc.), del tipo y de la extensién de la enfermedad
tumoral y de la edad, del peso y estado general del paciente y puede ser determinado sin mds por un experto en el
campo de la enfermedad tumoral tomando en consideracion los factores arriba citados. No obstante los complejos
son preferiblemente administrados en el orden de 1 ug/kg de peso corporal del paciente hasta 5 mg/kg de peso cor-
poral del paciente, preferiblemente de 1 ug/kg de peso corporal del paciente hasta 0,5 mg/kg de peso corporal del
paciente y especialmente preferido de 10 ug/kg de peso corporal del paciente hasta 0,1 mg/kg de peso corporal del
paciente.

La administracién de la composicion farmacéutica se efectiia de manera tdpica, parenteral, intravenosa, intramus-
cular, subcutdnea o transdérmica. Preferiblemente se administra la composicién farmacéutica en forma de pastillas o
como inyeccidn intravenosa o infusién. En casos individuales puede realizarse también una inyeccién apropiada de la
composicién farmacéutica en cavidades corporales o a través de un catéter en el vaso sanguineo de la regién tumoral
o del 6rgano, en el cual estd el tumor.

Otro objeto de la presente invencion se refiere a una composicion farmacéutica de la férmula general

D,-M-T

en la cual D es acetilacetona, M es Cu y T es una sustancia seleccionada del grupo consistente en 2,4-dihidroxi-
5-fluoro-pirimidina, 5-fluoro-1-(tetrahidro-2-furil)-uracilo (Tegafur), 2-[bis-(2-cloroetil)-amino]-tetrahidro-2H-1,3,2-
oxazafosforina-2-6xido, amida de 4cido 1,2-imidopropilico, 2-hidroximetil-5-hidroxi-y-pirona, 2,4,6-trimetilpiridi-
na, 2,4,6-tri-2-piridil-1,3,5-triacina, 4-[bis(2-cloroetil)-amino]-L-fenilalanina, 2-(3-piridil)-piperidina, 2-2’-bipiridi-
na, 2-metil-(5-trimetil-butil-1-il-0l-3)-piridina, 2-metil-(3-dimetilamino- 1-propinil)-piridina y 2-metil-5-etileno-piri-
dina.

Ademds se refiere a una composicion farmacéutica de la férmula general

D,-M-T

en la cual D es acetilacetona, M es Mn y T es una sustancia seleccionada del grupo consistente en 2,4,6-trimetilpiridina,
2,4,6-tri-2-piridil-1,3,5-triacina, 2-2’-bipiridina, 2-(3-piridil)-piperidina, amida de 4cido 1,2-imidopropilico y 4-[bis-
(2-cloroetil)-amino]-L-fenilalanina.

Los siguientes ejemplos estdn destinados explicar la invencién con mas detalle y en combinacién con las ilustra-
ciones del dibujo adjunto.

En los dibujos representan:

Figura 1: Ratén de linea Black con melanoma B-16 después del tratamiento con MOC-Melphalan, peso del tumor
03¢g

Figura 2: Ratén de linea Black con melanoma B-16, grupo de control, peso del tumor 3,15 g
Figura 3: Electroforesis DNS de ratones de linea Black con melanoma B-16

2 MOC-Melphalan
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4 Grupo de control
1,3 Sustancias de referencia

Figura 4: El efecto de la sustancia MOC-Melphalan sobre la formacién de la cdpsula del tumor melanoma 8-16
(ampliado 100 veces)

1 Células grasas del parénquima
2 células similares a las epiteliales
3 vaso
4 Tejido tumoral
Figura 5: El tumor melanoma B-16 en el grupo de control (ampliado 100 veces)
1 Paquetes de fibra muscular
2 Vaso

Figura 6: muestra el efecto preventivo de la sustancia MOC-Melphalan sobre el tumor AKATON: masa y volumen
tumoral tras 4 aplicaciones intravenosas de MOC-Melphalan antes de una implantacién de un tumor

Figura 7: muestra un electroferograma del ADN de células del sarcoma S-180 bajo la influencia de la sustancia
MOC-Melphalan en una dosificacién de 0,05 mg/10° células

2 MOC-Melphalan, tiempo de incubacién 40 minutos
5 MOC-Melphalan, tiempo de incubacién 60 minutos
7 Grupo de control

1, 3, 4, 6 Sustancias de referencia

Figura 8: La formacién de la envoltura de doble capa entre el tejido maligno y sano por el efecto de la sustancia
Tegafur

Figura 9: La formacion de cavidades en las células bajo la influencia de la sustancia Tegafur

Figura 10: El efecto de la sustancia Tegafur sobre la formacion de la cdpsula del tumor melanoma B-16 (ampliacién
40 x 40):

1 Células similares a las epiteliales con signo de degradacién
2 Células de las fibras musculares
3 Tejido tumoral

Figura 11: El efecto de la sustancia MOC Melphalan sobre la formacién de la cdpsula del tumor melanoma B-16
(ampliacién: 10 X 10):

1 Células grasas del parénquima
2 Células similares a las epiteliales
3 Vaso
4 Tejido tumoral
Figura 12: El tumor melanoma B-16 en animales del grupo de control (ampliacién 10 x 10)
1 Grupo tisular de los musculos

2 Vasos
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Ejemplos

Ejemplo 1

Preparacion de un complejo segtin la invencion en el ejemplo de (CsH;0,),Cu-C3H3CI,N,O,
a) Sintesis de Cu(CsH-,0,),

A una solucién de 20,4 g de CuCl x 2H,0 en 125 ml de agua se afiadieron 25 ml de CsHyO, recién destilado,
disuelto en 50 ml de metanol, bajo agitacién continua. Entonces se afiadié una solucién de 20 g de acetato de sodio en
75 ml de agua a esta mezcla. Se recalent6 la mezcla obtenida de esta manera en un bafio de agua hasta la ebullicién y
después se enfrid a temperatura ambiente. El Cu(CsH;0,), formado fue cristalizado a partir de metanol. Unas horas
después de la cristalizacion completa se filtraron los cristales azules de Cu(CsH;0,),, se lavaron con agua y se secaron
al vacio a una temperatura de 80°C y una presiéon de 6 mm Hg.

b) Sintesis del complejo (CsH,0,),-Cu-C,3H\3sCL,N,O,

A 0,01 Mol Cu (CsH;0,), en 20 ml de disolvente se afiadieron bajo agitacién continua 20 ml de una solucién de
0,02 mol a partir de C,3H,3CL,N,O, 4-[bis(2-cloroetil)-amino]-L-fenilalanina).

Variante 1: Se cerrd el recipiente de cristal con la solucion obtenida de esta manera herméticamente con un tapén
de polietileno y se almacend durante unos dias para la cristalizacién lenta en un lugar oscuro. Pasados unos dias
se separaron los cristales verdes de (CsH;0,),-Cu-C3H;3Cl,N,0, y se limpiaron varias veces con un solvente de
moléculas fisicamente adherentes de C3H,3CIl,N,0O,. Luego se secaron los cristales de (CsH,0,),-Cu-C,3H;CI,N,0,
al aire.

Variante 2: Se evapord solucién obtenida de esta manera dentro de un evaporador giratorio, con lo cual el solvente
fue aspirado bajo condiciones de vacio (6 mm Hg) a una temperatura de 40°C. Los cristales coloreados en verde
(CsH,0,),-Cu-C3H3CL,N, 0, fueron retirados del pistén de cristal, limpiados con solvente y secados al aire.

Ejemplo 2
Estabilidad hidrolitica de los complejos segiin la invencion en el ejemplo de (CsH,0,),-Cu-CsH,3C,N,0,

1. Estabilidad hidrolitica en agua o suero fisiologico

Se dispersaron 0,6 g de (CsH;0,),-Cu-C,;3H,3CI,N,O, con ayuda de un generador de ultrasonido (frecuencia: 15
kH, 10 minutos) en 100 ml de agua o suero fisiolégico. La solucién obtenida de esta manera fue estable durante un
periodo de 30 dias a 20°C y no mostr6 en este periodo hidrélisis alguna.

IL. Estabilidad hidrolitica en aceite de oliva

Se dispersaron 0,6 g (CsH;0,),-Cu-C3H;3CI,N,0, con ayuda de un generador de ultrasonido (frecuencia: 15 kH,
10 minutos) en 100 ml de aceite de oliva al 100%. La solucién obtenida de esta manera fue estable durante un periodo
de mds de 2 afos a 20°C y no manifestd hidrélisis alguna.

III. Estabilidad hidrolitica en dcido linoleico o dcido linolénico

Se dispersaron 0,1 g (CsH;0,),-Cu-C3H;5CI,N,0, con ayuda de un generador de ultrasonido (frecuencia: 15 kH,
10 minutos) en 100 ml de 4cido linoleico o 4cido linolénico. La solucién obtenida de esta manera presentd un color
verde claro y fue estable al aire a 20°C durante un periodo de 1 afio.
Ejemplo 3
Eficacia antitumoral de los complejos segiin la invencion

1) A 10 ratones de la linea Balb, los cuales tenian un adenocarcinoma, se administré Cu(acac),M por via intraabdo-
minal en una dosis de 5 mg/kg en 0,3 ml de suero fisioldgico. Para el control se destinaron otros 10 ratones del mismo
tipo con el mismo tumor sin tratamiento. En los ratones experimentales se constaté un peso de tumor medio de 3,60
g, en los ratones tratados el peso medio del tumor ascendia a 0,3 g. En la siguiente tabla 1 se indican los resultados en

los ratones tratados segun la invencién con indicacién del peso y tamafio del tumor. En comparacién con la serie de
control se obtiene una inhibicion del 91,9% del tumor.
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TABLA 1
Ratones Peso del tumoren g Tamando del tumor cm

1 0 0

2 0

3 0,35 02x02x0,2
4 1,13 1,4x0,7x06
5 08 0,8x0,8x0,5
6 0

7 0

8 0 0

9 0,49 0,3x0,2x0,2
10 muerto -

La siguiente tabla 2 muestra los resultados de la serie de control de ratones no tratados igualmente con indicacién

del peso y tamafio del tumor. El peso medio del tumor ascendia a 3,60 g.

TABLA 2
Ratones Peso del tumoren g Tamarfo del tumor cm
1 1,61 16x1,0x0,7
2 1,69 25x20x08
3 6,48 36x25x186
4 2,93 3,0x1,0x0,7
5 3,75 35x15x0,7
6 2,56 31x1,0x17
7 3,69 3.0x20x1,0
8 5,22 30x25x1,0
9 4,85 3,0x2,0x1,0
10 3,23 26x15x10

2. Actividad antitumoral en un adenocarcinoma y administracion intravenosa (cuatro veces en suero fisiologico)

La siguiente tabla 3 muestra los resultados.

TABLA 3
Preparados Dosis del Numero de Masa del tumor | % de inhibicion
preparado animales g
(Cu(acaC)2 M 5 mg/kg 6 0,9 80
Control - 6 44
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3. Actividad antitumoral en el adenocarcinoma, que fue transplantado después de una administracion del preparado

TABLA 4
Preparados | Dosis del Nuénero Masa del % de Ex}ensién % de
e . TR e tumor . T
preparado animales tumor g inhibicién on om3 inhibicién
cu@cac)2 | g mgskg 6 0,91 80 1,38 82,5
Control 6 4,46 7,9

El agente segin la invencién fue administrado por via intravenosa en suero fisiol6gico por cada 0,3 ml en la
dosificacién indicada en la tabla durante 4 dias seguidos. Luego se implant6 el adenocarcinoma a los ratones Balb.
21 dias después del transplante del tumor se mataron los animales y se registrd el peso y tamaifio del tumor. En el
curso del ensayo, los animales no recibieron otros firmacos y se mantuvieron con la racién de pienso normal. Los
resultados muestran que el agente activador segun la invencion se puede acumular en el organismo y dispone de un
efecto prolongado.

4. Actividad antitumoral en el sarcoma C-180

En la siguiente tabla 5 se representan los resultados de las series de experimentacidn, en las que se administra el
agente activador indicado por via intraperitonal en suero fisioldgico en la dosificacién indicada.

TABLA 5
Preparado Dosis del Numero de Masa del tumor | % de inhibicién
preparado animales )
Cu(acac)2 M 5 mg/kg 6 Ningun tumor 100
Melphalan 5 mg/kg 10 24111 49
Control 10 2,8

5. Eficacia en la leucemia

Se analiz6 la eficacia terapéutica en cepas tumorales de leucemia L-1210, P-388 y especialmente en cepas P-388
sobre la resistencia a medicamentos. La vida de los animales se fij6 en este caso en 60 dias. Los tumores resistentes a
medicamentos se obtuvieron por transplantes sucesivos de leucemia P-388 con células asciticas, que fueron tomadas
de ratones, que fueron tratados con rubomicina (cepa P388/ph), vinkristina (P388/vcr) y zisplastina (P388/cPt).

La resistencia respecto a los citados preparados se manifestd en la octava, sexta y cuarta generacion. Los examenes
dieron que las cepas P388/ph y P388/vcr disponian de un fenotipo y un genotipo con resistencia a medicamentos
multifactorial.

Las sucesivas tablas 6,7 y 8 muestran los resultados,
Sa. Leucemia L-1210

In6culo: 10° células en 0,2 ml de suero fisiolégico. Ratones: BDF;, hembra 19-21 g. Los preparados fueron admi-
nistrados por via intraabdominal.

Tras el transplante del tumor se administré a los animales la sustancia MOC-Mclphalan por via intraabdominal en
una dosificacién de 5 mg/kg en 0,3 ml de una solucién Twin-80 de 10% 80 en los dias 1 a 7. El efecto de la sustancia
se calificé por medio de la vida y la variacién del peso de los animales (tabla 9). El tiempo de observacion era de 60
dias.

TABLA 6
Preparado Dosis Régimen de Numerode | % de animales | Variacién | Vida de los
unica | administracion | animales en | supervivientes del peso | animales en
mg/kg dias el g el
experimento experimento
(dias)
Cu(acac)2M 5 1-7 6 100 -1.5 > 60
Control 5 1-7 6 0 +0,7 8,5
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5b. Leucemia P-388
In6culo: 10° células en 0,2 ml de suero fisiolégico. Ratones: BDF,. Hembra 19-21 g
Después del transplante del tumor se administr6 a los animales la sustancia MOC-Mclphalan por via intraabdo-

minal en un dosificacién de 5 mg/kg en 0,3 ml de solucién doble 80 al 10% durante los dias 1 a 7. El efecto de la
sustancia se calificé por la vida y la variacién del peso de los animales (tabla 7).
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Los preparados fueron administrados por via intraabdominal. Se disolvié Cu(acac),M en 10% de Twin-80.

TABLA 8
Cepa Preparado Dosis Régimen ILS %* Numero de
mg/kg (dias animales/nimero
después del de animales
transplante) supervivientes en
el grupo

pP-388* Cu(acac);M 5 1-7 56 -
0.S. (cepa 10 1,59 419 5/6
inicial) 10 1,7 465 4/6

15 1,7 447 5/6

Tumores resistentes a medicamentos

P388/pH Cu(acac); M 5 1-7 189 2/6
P388/ver 5 1-7 516 5/6
P388/cPt 5 1-7 193 -
* Tiempo medio porcentual de supervivencia. En la determinacién del ILS se fij6 el
valor de referencia en 60 dias para el indice de supervivencia de los animales.
**0.S. cepa original, no resistente
pH - cepa resistente a la rubomicina
vCr - cepa resistente a la vincristina
cPt - cepa resistente a la cisplatina

Los tumores resistentes a fadrmacos se obtuvieron por administracion de células asciticas de la leucemia P-388,
provenientes de ratones que fueron tratados con rubomicina, vincristina y cisplatina. La resistencia se encontré en la
4%, 6" y 8" generacion. La sensibilidad de los tumores resistentes bajo 4 a 5 veces por aplicacion de la sustancia MOC-
Melphalan.

Segtn se puede deducir de las tablas 6 a 8 se lograron los resultados mds interesantes en leucemia P-388 con resis-
tencia a medicamentos multifactorial. Los tumores que reaccionan a numerosos agentes antitumorales eran sensibles
frente al preparado segtin la invencién.

Igualmente considerable es el efecto frente a L-1210, puesto que todos los animales del grupo de experimentacién
sobrevivieron 60 dias después del transplante del tumor. Dicha supervivencia corresponde a su curaciéon completa.

Ejemplo 4

Caracteristicas inmunomodulatorias de los complejos segiin la invencion en el ejemplo de (CsH,0;),-Cu-C\3H,3sCL,N,
0,

Se determinaron las caracteristicas inmunomodulatorias del complejo segtin la invencién (CsH;0,),-Cu-C;H3Cl,
N, O, por el aumento de las células que forman anticuerpos de ratones blancos sin raza (peso intermedio: 20 g). Los
ratones fueron inmunizados por via intraperitoneal con 2 x 10® eritrocitos de oveja en 0,2 ml de suero fisiologico.
Media hora después de la inmunizacion los ratones recibieron 0,3 mg/kg de (CsH,0,),-Cu-C,3H3CI,N,0, en 0,6 ml
de aceite de oliva por via peroral. Pasados 4 dias se mataron los animales, se extrajo el bazo, se suspendié en solvente
homogéneo y se extendieron 0,5 ml de la suspension sobre una cubeta Petri con eritrocitos de oveja sobre un Agar. Los
experimentos manifestaron que el (CsH;0,),-Cu-C;H;3sC,N,O, en una dosificacién de 0,3 mg/kg de peso corporal
aumentd el ndmero de células que forman anticuerpos en el bazo de los animales inmunizados. Asi ascendi6 el nimero
de las células que forman anticuerpos del grupo de control al que se administré por via oral sélo 0,6 ml de aceite de
oliva, 76.000 + 5.000, mientras que el nimero de las células que forman anticuerpos de los animales inmunizados
ascendié a 158.000 + 7.000.

11
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Ejemplo 5
Exdmenes de toxicidad de los complejos segiin la invencion en el ejemplo de (CsH,0,),-CU-C\3H3CI;,N, O,

La toxicidad del complejo segtn la invencion (CsH;0,),-Cu-C;H 3CI,N,0, se determind en cinco especies de ani-
males de laboratorio en diferentes pruebas. Los resultados de los exdmenes mostraban que (CsH,0,),-Cu-C;;H3Cl,N,
O, en una dosificacién de 5 mg/kg de peso corporal no causa variacion grave alguna en el cuadro hematico periférico,
no tiene influencias patolégicas sobre la funcidn renal y hepética y no suscita en los 6rganos y tejidos variacion espe-
cifica alguna. Adicionalmente podia mostrarse mediante los exdmenes, que (CsH;0,),-Cu-C;3H,3C1,N,O, incluso en
un tiempo de administracién prolongado no suscita resistencia alguna.

Ejemplo 6
Actividad antitumoral en un melanoma B-16

Experimento I

Después del transplante del tumor melanoma B-16 a ratones de la linea Black (suspensién celular con 10 x 10°
células/ml) se administr6 MOC Meiphalan por via intraabdominal en una dosificacién de 5 mg/kg en una solucién
de 0,3 ml de 10% de DMSO en los dias 3, 5 y 9. Los animales se mataron el 21° dia del andlisis y se examinaron

histolégica y morfolégicamente (véase tabla 9).

TABLA 9

Efecto de la sustancia MOC-Melphalan sobre el tumor melanoma B 16 inhibicién de la
proliferacién del tumor

. . . Promedio de la o
Dosificacién en Numero de Inhibicidn
Grupo mg/kg animales masa de| porcentual
tumor/g
MOC-Melphalan 5 5 - 100
Control - 5 3,4 -

Experimento II

Tras un transplante del tumor melanoma B-16 a ratones de la linea Black (suspensién celular con 10 x 10° célu-
las/ml) se administr6 la sustancia por via intraabdominal en una dosificacién de 0,1 mg/animal en los dias 3, 5y 9
en 0,3 ml de solucién de 10% de dimetilsulf6xido DMSO. Los animales se mataron el 16° dfa del andlisis y fueron
examinados histolégica y morfolégicamente (tabla 10, ilustraciones 1, 2). La concentracion del 4dcido dinitrosalicilico
DNS en las células tumorales se ha determinado espectrofotométricamente tras la electroforesis. (Tabla 10, ilustracién
3).

TABLA 10
Efecto de la sustancia MOC-Melphalan en el tumor melanoma B-16 inhibicién de la
proliferacién del tumor, destruccién del DNS de células tumorales

. Promedio i
Grupo Dosificacion | "'n'® | dela | inhibicien | DNS | "G
mg/animal animales masa porcentual | mg/g mitosis

tumoral/g
MOC-Melphalan 0.1 6 0,83 78 0.8 0,6
Control - 6 3,22 - 4,3 4,2

Ejemplo 7
Actividad en un sarcoma S-180
Experimento I

Tras el transplante del tumor sarcoma S-180 en ratones blancos sin raza se administré a los animales la sustancia
MOC-Melphalan por via intraabdominal en una dosificacién de 1 mg/kg en 0,3 ml de solucién al 10% de dimetilsul-

12
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féxido DMSO en los dias 3, 5 y 9. Los animales se mataron el 21° dfa del andlisis y fueron examinados histolégica y
morfolégicamente (tabla 11).

TABLA 11

Efecto de la sustancia MOC-Melphalan sobre el tumor sarcoma S-180 Inhibicion de la
proliferacién tumoral

G Dosificacién en Numero de Promedio Inhibicién
rupo .
mg/kg animales masa tumoral/g porcentual
MOC-Melphalan 1 6 - 100
Control - 6 4,7 -

Experimento II

Tras el transplante del tumor sarcoma S-180 en ratones blancos sin raza se administré a los animales MOC-
Melphalan y Melphalan por via intraabdominal en una dosificacién de 5 mg/kg en 0,3 ml de una solucién al 10% de
concentracion en dimetilsulf6xido DMSO en los dias 3, 5, 7 y 9. Los animales se mataron el 21° dia del andlisis y
fueron examinados histolégica y morfolégicamente (tabla 12).

TABLA 12

Efecto de la sustancia MOC-Melphalan sobre el tumor sarcoma S-180 inhibicién de la
proliferacion del tumor

Dosificacién en Numero de Promedio de inhibicién

Grupo . la masa
mg/kg animales tumorallg porcentual

MOC-Melphalan 5 6 - 100
Melphalan 5 10 1.4 49
Control - 10 2,8 -

Experimento III

Después de un transplante del tumor sarcoma S-180 en ratones blancos sin raza se administré a los animales MOC-
Melphalan y Melphalan por via intraabdominal en una dosificacién de 5 mg/kg en 0,3 ml de una solucién al 10% de
concentracién en dimetilsulféxido DMSO en los dias 2, 4, 6, 8 y 10. Los animales se mataron el 21° dfa del anélisis y
fueron examinados histologica y morfolégicamente (tabla 13).

TABLA 13

Efecto de la sustancia MOC-Melphalan sobre el tumor sarcoma S-180 inhibicion de la
_proliferacién tumoral

Grupo Dosificacién en Numero de Prong:’ de inhibicién

mg/kg animales tumoral/g porcentual

MOC-Melphalan 5 10 2007 49
Melphalan 5 10 24+11 38
Control - 20 3,9%20,5 -

Ejemplo 8
Efecto en el adenocarcinoma del intestino delgado (AKATON)

Experimento I

Tras un transplante del tumor AKATON en ratones blancos sin raza, se administré a los animales la sustancia
MOC-Melphalan por via intraabdominal en una dosificacién de 5 mg/kg en 0,3 ml de un suero fisiolégico en los dias

3,5,7y9. Los animales se mataron el 21° dia del andlisis y fueron examinados histolégica y morfolégicamente (tabla
14).

13
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TABLA 14

Efecto de la sustancia MOC-Melphalan sobre el tumor AKATON inhibicién de la
proliferacion del tumor en una aplicacion por via intraabdominal

G Dosificacion en Numero de Promedio de inhibicién
rupo .

mg/kg animales masa tumoral porcentual
MOC-Melphalan 5 10 0,3 92
Control - 10 3,6

Experimento II

Tras un transplante del tumor AKATON en ratones blancos sin raza, se administré a los animales la sustancia
MOC-Melphalan por via intravenosa en una dosis de 5 mg/kg en 0,3 ml de suero fisiolégico en los dias 3, 5, 7y 9.
Los animales se mataron el 21° dia del analisis y fueron examinados histolégica y morfolégicamente (tabla 15).

TABLA 15
Efecto de la sustancia MOC-Melphalan sobre el tumor AKATON inhibicién de la
_proliferacién del tumor en caso de aplicacién por via intravenosa
Grupo Dosificacién en Ndmero de r:;c::te:r':ocrjzll inhibicion
P mg/kg animales g porcentual
MOC-Melphalan 5 6 0,9 80
Control - 6 44 .

Experimento III

En el examen para la prevencién del tumor de la sustancia MOC-Melphalan, se administré a ratones de la linea
Balb la sustancia MOC-Melphalan por via intravenosa en dosificaciones de 2,5 mg/kg y 5 mg/kg en 0,3 ml de suero
fisiolégico en cuatro dias consecutivos (1 x diariamente). El dia 5 se implant6 a los animales el tumor AKATON. Los
animales se mataron el 21° dia del andlisis y fueron examinados histolégica y morfolégicamente (tabla 16, ilustracién
6).

TABLA 16
Efecto preventivo de la sustancia MOCMelphalan sobre el tumor AKATON inhibicién de la
proliferacién del tumor
S promedio inhibicion
o Dosificacion Numero | promedio ;2?::2;32' del porcentual
rupo ma/kg .de de masa del peso volumen del
animales | tumoral/g del tumor tumogal/ volumen
cm tumoral
MOC-Melphalan 50 6 0,91 80 1,38 82
MOC-Melphalan 2,5 6 2,67 40 4,76 40
Control - 6 4,46 - 7,90 -

Ejemplo 9

Determinacion de la concentracion del ADN en células de ratones con sarcoma S-180 tras la accion de la sustancia
MOC-Melphalan

Células tumorales del sarcoma S-180 (20-10° células/examen) fueron incubadas durante 40 o 60 minutos con la
sustancia MOC-Melphalan en una concentracién de 0,05 mg/10° células, a una temperatura de 37°C (véase tabla
16).

Se determiné la concentracién de ADN con el método de fenol-cloroformo segiin MANIATIS (MANIATIS, Frin,

Sambruck métodos de la tecnologia genética, clonaciéon molecular, M.: MIR, 1984, pigina 479 ff.). Después de la
separacion de ADN y ARN se efectud una féresis en un gel de agarosa de una concentracion de 2,5% (véase tabla

14
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16, ilustracién 7). Se calcul6 la cantidad del ADN a partir del consumo de RNasas, es decir los datos indican la masa
exacta del ADN.

TABLA 17
Influencia de la sustancia MOC Melphalan sobre la concentracion del ADN en células
tumorales del sarcoma S180
Tiempo de . . concentracion .
Grupo . . Dosificacion Concentracion
P incubacion | o108 cetulas | 981 APN BO/G | “apNyControl
/min células

MOC-Melphalan 40 0,05 530 498
MOC-Melphalan 60 0,05 53 50
Control - - 106 100

Ejemplo 10
Sintesis del complejo Cu (acac),-Tegafur

Se obtuvo el complejo Cu(acac),.Tegafur a través de una cristalizacién lenta de una solucién de cloroformo-
metanol, acidificada con acido clorhidrico.

Preparacion: Se disolvieron 2,61 g (1 x 1072 mol) de acetilacetonato de cobre Cu(CsH,0,) en 50 ml de cloroformo
purificado. La solucién tiene un color azul marino. Se disolvieron 4 g (2 x 1072 mol) de Tegafur (N'-(2-furanidil)-
5-flururacilo) en 50 ml de solucién de cloroformo-metanol en la proporcién de 1:1:1. Las soluciones obtenidas han
sido recalentadas en bafio de agua hasta la ebullicién y mezcladas bajo agitacién continua con ayuda de un agitador
magnético. La solucién adopta un color verde brillante. Se deposité el recipiente de cristal con la solucién en un lugar
oscuro para la cristalizacion lenta. Unos 3 a 4 dias después de la evaporacién completa del solvente se purifica el
residuo marrén-verde con cloroformo hasta el completo lavado del Cu(CsH;0,), reaccionado y Tegafur. Los cristales
verdes residuales son secados al aire.

Constitucién y estructura: del complejo MOC-Tegafur se efectuaron mediante los métodos EPR, NMR, espectro-
scopia de electrones e infrarrojo.

Caracterizacion del compuesto MOC-Tegafur

El producto representa un complejo policristalino orgdnometdlico que posee un color verde. La proporcion este-
quiométrica Cu(CsH;0,),:Tegafur es de 1:1. La masa molecular del complejo Cu(acac), - Tegafur es de 461,2 g/mol,
el complejo se disuelve bien en agua, en suero fisioldgico, en metanol, etanol, DMSO y Twin-80. El compuesto no es
soluble en éter y cloroformo. La temperatura de fusién de los cristales es de 127°C. El compuesto fue estable al aire
durante 5 afios.

Pardmetros espectroscopicos de MOC-Tegafur

Espectros ultravioleta (solucién: metanol-cloroformo, proporcién: 1:3):

Espectros UV-VIS: - margen UV: lineas de intensidad con 36200 cm™ (276 nm)
- margen VIS: transicion caracteristica de d,*_,> " d,, con

A=12345 cm™ (810 nm)

Espectros ESR: solucién de metanol-cloroformo en la proporcién 1:3 con temperatura ambiente y temperatura de
77°K:

g =2,301, g, =2,05, g, =2,146
Ap=160-10*cm™ A, =14-10% cm™ Ay =52-10* cm™!
Espectros NMR en metanol-cloroformo deuterizado (1:3): en la tabla se indican los valores del desplazamiento

quimico de los protones en el espectro NMR del complejo MOC-Tegafur y del Tegafur puro para la comparacién (a,
b, ¢, d, f corresponden a la posicién de los protones).
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Valores del desplazamiento quimico de los protones en las sustancias Tegafur y MOC-Tegafur

TABLA 18
Sustancia a b c g f
Tegafur 7.8 5,8 3,7, 41 2,0 -
MOC-Tegafur 7,82 5,86 4,15 1,9 11,73

Ejemplo 11
Efecto antitumoral de MOC-Tegafur

Experimento I

48 Horas después del trasplante del tumor AKATON (adenocarcinoma del intestino delgado) se administré a los
ratones de la linea Balb la sustancia MOC-Tegafur por via intraabdominal en 0,3 ml de un suero fisiolégico en una

dosificacién de 5 mg/kg peso corporal. Esto ocurrié el dia 3°, 5°, 7° y 9°. Los animales se mataron el 21° dia del
andlisis.

TABLA 19
Influencia de las sustancias MOC-Tegafur y Tegafur sobre el tumor AKATON (cuatro
veces administracion de las sustancias)
. Numero de Peso del tumor inhibicion
Dosis (mg/kg) animales @) porcentual MOC-Tegafur
5 10 0,61 86 Tegafur
250 10 1,95 54,5 Control del
tumor

- 10 4,4 -

*en comparacion con el grupo de control

Experimento II
48 Horas después del transplante del tumor AKATON se administré a los ratones de la linea Balb la sustancia

MOC-Tegafur por via intravenosa en 0,3 ml de un suero fisiolégico. Esto ocurri6 el dia 3°, 5°, 7° y 9°. Los animales se
mataron el 21° dia del andlisis.
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TABLA 20

Influencia de las sustancias MOC-Tegafur y Tegafur sobre el tumor AKATON en caso

5 de una administracion intravenosa (cuadro veces administracién de las sustancias)
Dosis (mg/kg) Nurpero de Peso del tumor lnhlblmén* MOC-Tegafur
animales (@ porcentual
5 10 0,86 80 Tegafur
10
250 10 21 51 Control del
tumor
- 10 43 -
*en comparacion del grupo de control

Experimento III

48 Horas después del transplante del tumor sarcoma-180 se administrd a ratones de la linea Balb la sustancia
20 MOC-Tegafur por via intraabdominal en 0,3 ml de un suero fisiolégico. La administracién se efectué el dia 3°, 5°y 9°.
Los animales se mataron el 21° dia del analisis.

TABLA 21
25
Influencia de las sustancias MOC-Tegafur y Tegafur sobre el tumor sarcoma180 (tres
veces administracién de las sustancias)
Dosis (mg/kg) Numero de Peso del tumor Inhibicién
30 animales (@) porcentual*
MOC-Tegafur 3 6 0,43 89
MOC-Tegafur 5 6 0,195 95
35 Tegafur 250 10 3.1 20,5
Control - 6 3,9 -
*en comparacién con el grupo de control
40
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Ejemplo 11

Examen de la accion de MOC-Tegafur sobre la proliferacion del tumor AKATON después del transplante del tumor

El preparado se administré por via intravenosa en un suero fisiolgico de 0,3 ml durante 4 dfas seguidos (tabla 20).

Luego se transplant6 el tumor AKATON.

TABLA 22
Accién de MOC-Tegafur sobre la proliferaciéon del tumor en los examenes del
AKATON
Dosis Numero Peso inhibicién | Tamafo | Inhibicibn | MOC-Tegafur
(mg/kg) del porcentual | del tumor | porcentual
animales | tumor del peso (cm3) del
(@ del tumor volumen
del tumor
5 2,20 50 3,06 61,3 Control
- 4,46 - 7,90 -
*en comparacion con el crupo de control
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Ejemplo 12

Modificaciones morfoldgicas estructurales en el tejido tumoral en ratones con sarcoma-180 por la accion de MOC-
Tegafur

Se transplant6 el tumor sarcoma-180 a ratones adultos sin raza con un peso de 20 a 22 g. 48 horas después del
transplante del tumor sarcoma- 180 se administré a los ratones la sustancia MOC-Tegafur por via intraabdominal en una
solucién de NaCl con una concentracion al 0,9% en una dosificacién de 5 mg/kg de peso corporal. La administracién
se efectud el 3°, 5°y 9° dia.

Al 21° dia se mataron los ratones por decapitacion y se extrajo el tejido tumoral para el examen histolégico. La
actividad antitumoral de MOC-Tegafur se determiné provisionalmente. La inhibicién porcentual de la proliferaciéon
del tumor en este examen era del 96,4%.

La estructura morfoldgica de los cortes de tumor histolégicos en los animales que recibieron MOC-Tegafur, se
distingue de los tumores de los animales del grupo de control. Por un lado se forma entre los tejidos sanos y tumorales
una envoltura de doble capa que puede compararse con una cipsula. Externamente consiste en fibras musculares en
cuyo interior se pueden reconocer células con membranas. Las células en la mayoria de los casos estdn sin contenido
(ilustracién 8). En segundo lugar es reconocible un gran niimero de cavidades de diferentes tamafios comparables con
vacuolas (ilustracion 9).

En el tejido tumoral de los animales tratados con MOC han de observarse células altamente diferenciadas y zo-
nas necréticas y postnecrdticas, asi como vasos sanguineos que contienen un gran nimero de células. Las células
tumorales son normalmente redondas con nicleos pequefios (1 o 2 nicleos) y contienen cromatina micronuclear y
microrreticulada difundida. Pocas de las células blésticas tienen aspecto redondo. El citoplasma que rodea el nicleo
grande no estd uniformemente distribuido. La cromatina numerosa y entrecruzada se concentra en la periferia del nd-
cleo. El nimero de células de varios nicleos indica una alteracién de la citocinesis. En las células transformadas en
blasticas puede observarse una condensacion prematura de la cromatina.

En el examen se determind la actividad del tejido tumoral en animales que recibieron el preparado MOC-Tegafur
y en animales no tratados en el control. Se calculé el nimero de mitosis e indices de mitosis. El nimero medio de las
mitosis en el grupo de examen ascendia a 2,55% y en el grupo de animales de control a 11,2%. El indice de mitosis en
estos grupos de animales ascendia a 0,9 y 4,75. En el examen se observé bajo el microscopio un aumento del niimero
de metafases y anafases patoldgicas.

En resumen se deduce de esto que el preparado MOC-Tegafur induce un gran cambio destructivo en el tejido
tumoral.

Ejemplo 13
Accion de MOC-Melphalan y MOC-Tegafur sobre el tumor melanoma B-16

48 Horas después del transplante del tumor melanoma B-16 en ratones de la linea Black se administraron las
sustancias MOC-Melphalan y MOC-Tegafur en la dosificacién de 3 mg/kg de peso corporal por via intraabdominal
(a continuacién de los dias: 3, 5 y 9). Considerando la mala hidrosolubilidad de MOC-Melphalan se disolvieron en
una solucién de dimetilsulféxido DMSO con una concentracién al 10% (recargado con 0,15 mol de NaCl). E1 MOC-
Tegafur se administr6 en un suero fisiolégico. A los animales del grupo de control se administraron también las
soluciones (sin preparados). Al 16° dia se mataron los ratones por decapitacion, se les extrajo el tejido tumoral para el
examen histolégico y se analizd el tumor sobre la actividad antitumoral (tabla 23). Se realiz6 la fijacion de los tumores
con formalina al 10% y a continuacién se efectué una inclusién de parafina. El espesor de corte de 5 um fue tefiido
con hematotoxilina-eosinoma. La microscopia se efectué con un microscopio Leica Galen.

Los resultados del examen de estos compuestos, relacionados en la tabla 23, indican una alta actividad antitumoral.

TABLA 23
Numero de Dosis peso del inhibicion Ml (indice
animales mg/kg tumor g porcentual | de mitosis)
MOC-Tegafur 5 5,0 1,13 65,66 0,86
MOC-Melphalan 5 5 0,74 77,71 0,64
Control 5 3,22 4,22
*en comparacion con el grupo de control
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Durante la accién sobre el tumor, las sustancias en el estado de proliferacidn no actian sélo sobre el tamafio y el
peso de los tumores sino que ademds inhiben los procesos de divisién y la vitalidad de la células tumorales.

En los grupos de animales que recibieron las sustancias MOC-Melphalan y MOC-Tegafur se observé una inhibi-
cion de la proliferacion del tumor, pero también el niimero de las células de mitosis era inferior (tabla 21).

Morfolégicamente pueden apreciarse claramente estas particularidades de los compuestos. En la microscopia de
los tumores de los animales (los animales que han recibido MOC-Tegafur (ilustracién 10)) se puede observar una
formacién de cdpsula. Dentro de las cdpsulas se pueden reconocer diferentes tipos celulares: por un lado las células
similares a las epiteliales con degradacién y por otra parte las células musculares. Ademds puede reconocerse un
tejido tumoral. En el tejido tumoral puede observarse un gran nimero de zonas necréticas. Las células tumorales se
diferencian muy claramente con diferentes nicleos celulares. La cromatina en la mayoria de los casos es de nicleo
grande y reticulado pequefio, se pueden ver también células con mucha cromatina. El nimero de las células divisibles
es insignificante (MI es de 0,86).

Debe observarse otro cuadro de la estructura morfoldgica en el tejido tumoral en los animales que han recibi-
do MOC-Melphalan (ilustracién 11). La capa superior de la cdpsula es en este caso esencialmente mayor, similar y
consiste en las células grasas parenquimadticas. Se pueden reconocer células similares en la delimitacién frontal del
tejido tumoral. En el centro del tumor se pueden observar secciones y tiras querdticas. Se puede ver también la des-
truccién en los contactos intercelulares. Las células tumorales en la mayoria de los casos tienen poco citoplasma,
los nicleos estan deformados y contienen una cromatina granulada. El nimero de células divisibles es insignificante.
Se reconoce un pequefio nimero con grandes nucleos transformados. En el tejido tumoral se presentan también es-
tructuras alveolares que se forman a partir de los tipos de melanoblastomas similares a las células epiteliales antiti-
picas.

En los tumores de los animales del grupo de control falta la formacién de cdpsulas (ilustracién 12). La capa exterior
consiste en grupos de miisculos que se encuentran en la mayoria de los casos en el tejido tumoral. La mayor parte de
células tumorales divisibles manifiestan en su mayoria un desarrollo normal de la mitosis. Los nicleos son grandes y
contienen diferente cromatina. Raramente se encuentran pequefias células necréticas.

El andlisis comparativo de los cuadros morfolégicos de los tres grupos de animales hace suponer que los com-
plejos segiin la invencién disponen de un efecto apropiado sobre el tejido tumoral. A pesar de las diferencias en la
estructura morfoldgica, la tendencia del efecto de los preparados sobre la degradacién del tumor es igual a lo siguiente:
encapsulado, degradacién esencial de la cromatina, divisién del tejido, disminucién de la actividad celular prolifera-
tiva.

Ejemplo 14
Influencia sobre los cultivos celulares

Se examiné el efecto de las sustancias MOC-Melphalan y MOC-Tegafur segun la invencion sobre la actividad
proliferativa, morfologia y sintesis protéica en los cultivos celulares tumorales (KML). Esto se produjo en los ratones
eliminados de la linea Melanoma-16. Se distribuyeron 80.000 células/ml en 3 ml de DMEM con la adicién de suero de
ternero embrional, 200 p/mol de glutaminas y antibidtico. Después del cultivo celular de 24 horas a una temperatura
de 37°C (fase de crecimiento celular logaritmica) se afadieron las sustancias MOC con una concentracién de 10 y
100 pug/ml. Después de la incubacién durante 24 horas se determiné el nimero de células vivas. Paralelamente se
prepararon los preparados fijados de las células para el anélisis morfolégico.

Ambas sustancias MOC con una concentracién de 100 ug/ml inciden en la supresién del crecimiento del tumor
(tabla 24) y ulterior muerte de células tumorales.

TABLA 24

Examenes para la supresion de la proliferacién celular por la accion de MOC-Tegafur y
MOC-Melphalan
Dosis (pg/ml) Supresién de células de
crecimiento (%)

MOC-Tegafur 100 100

10 32
MOC-Melphalan 100 95

10 30
*en comparacion con el control del tumor
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El anélisis morfoldgico ha mostrado que en la dosificacién de 10 pg/ml, el MOC-Tegafur provoca una acumulacién
de células hipercrométicas y picnéticas. El MOC-Melphalan conduce a la formacién de células con citoplasma, similar
a una vacuola.

El efecto de las sustancias sobre la sintesis protéica se determina con ayuda del estado de supresiéon mediante la
inclusion de los precursores radioactivos de los aminoédcidos (mezcla totalizada de 3H-aminoécidos). Por ello fueron
se selecciond 1 millén de células que se encuentran en una “fase logaritmica”. Se introdujeron en botellas de 10 ml
los complejos con la dosificaciéon de 50 ug/ml y paralelamente los aminodcidos con una actividad de 10 mC;/ml.
Después de una incubacién durante 24 horas se lavaron las células de la base nutritiva de cultivo y se efectud una lisis
(disolucién). La radioactividad de las proteinas se determiné con el contador celular (tabla 25).

TABLA 25

Efecto de MOC-Tegafur y MOC-Melphalan sobre la biosintesis protéica

Dosis (pg/ml) Opresién de la inclusion de
aminoacidos (%)
MOC-Tegafur 50 77
MOC-Melphalan 50 59

*En comparacién con el control (culturas de células tumorales

Se determiné la disminucién de la sintesis protéica en las células en los grupos examinados en comparacién con
las células del grupo de control. Segin se puede deducir de la tabla 25, especialmente el MOC-Tegafur inhibe la
biosintesis protéica.

La accidn de las sustancias MOC sobre los cultivos de celulares tumorales con melanoma B-16 conduce al cambio
de la estructura morfoldgica, disminucién de la actividad proliferativa e inhibicion de la sintesis protéica. Esto se con-
firma mediante los resultados del examen que se obtuvieron previamente en los ratones por la accién de los complejos
sobre el tumor B-16.

Ejemplo 15
Farmacocinética del almacenamiento de preparados MOC en los tejidos del organismo

La quimioterapia de tumores exige un efecto selectivo de preparados carcinostdticos. A esta selectividad puede
afiadirse la facultad de almacenamiento de los preparados en el tejido tumoral. Para la determinacién se sintetiza-
ron los *H-Cu(acac), especialmente marcados con MOC-Tegafur. El preparado marcado se limpié minuciosamente
con ayuda de un cromatdgrafo de sustancias acompafiatorias. La radioactividad total del *H-Cu(acac),Ft es de 0,16
microunidades.

Se examind la distribucion y el almacenamiento del complejo caracterizado ha en los 6rganos y tejidos en ratones
con proliferacion del tumor AKATON transplantado (cancer del intestino delgado). El preparado se administré en
una dosificacion de 1.200.000 impulsos por minuto el 13° dia después del transplante del tumor. Se formaron tres
grupos de ratones de 5 unidades. Los animales se mataron 30, 60 y 180 minutos después de la administracién del
preparado y se examinaron los érganos mediante impulsos radioactivos con un contador (scintigrafia). Los resultados
estan representados en la tabla 26.
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TABLA 26

Desarrollo de almacenamiento del * H-Cu(acac), - Tegafur en drganos y tejidos en los ratones examinados (niimero de
impulsos por minuto)
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Organos 30 min 60 min 180 min
Cerebro 600 1200 500
Corazén Trazas Trazas -
Pulmén 2300 2800 3000
Higado 1700 3550 4000
Rifén Trazas Trazas 1200
Intestino delgado Trazas Trazas 3200
Bazo 1400 1200 1900
Sangre 3300 4700 1200
Tumor 1200 1800 12.000

El maximo almacenamiento del preparado se observa en el tumor, lo cual confirma un transporte acertado en el

organismo.
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REIVINDICACIONES

1. Utilizacién de una composicién farmacéutica, conteniendo al menos un complejo de la férmula general

D,-M-T,
en la cual
D representa una -dicetona
M representa un atomo de metal seleccionado del grupo consistente en Cr, Cu, Mn, Fe, Ni, Co, Zn y Mo,
T representa una sustancia con al menos un grupo conteniendo N, O o Sy

donde M entra en una interaccién donador-aceptador de electrones con T, y M presenta en el complejo un punto libre
de coordinacién para preparar un fadrmaco antitumoral.

2. Utilizacién de una composicién farmacéutica segtin la reivindicacion 1, caracterizada por el hecho de que D es
seleccionado entre acetilacetona y dibenzoilmetano.

3. Utilizacién de una composicion farmacéutica segtin la reivindicacién 1 o 2, caracterizada por el hecho de que
T es una sustancia conteniendo al menos un grupo NH,-, NH-, N-, O- o S-.

4. Utilizacién de una composiciéon farmacéutica segin una de las reivindicaciones 1 a 3, caracterizada por el
hecho de que T es una sustancia seleccionada del grupo consistente en 2,4-dihidroxi-5-fluoropirimidina, 5-fluoro-
1-(tetrahidro-2-furil)-uracilo, 2-[bis-(2-cloroetil)-amino]-tetrahidro-2H-1,3,2-oxazafosforina-2-6xido, amida de 4aci-
do 1,2-imidopropilico, 2-hidroximetilo-5-hidroxi-y-pirona, 2.4,6-trimetilpiridina, 2,4,6-tri-2-piridil-1,3,5-triacina, 4
[bis-(2-cloroetil)-amino]-L-fenilalanina, 2-(3-piridil)-piperidina, 2-2’-bipiridina, 2-metil-(5-trimetil-butil-1-il-ol-3)-
piridina, 2-metil-(3-dimetil-amino- 1-propinil)-piridina y 2-metil-5-etileno-piridina.

5. Composicion farmacéutica de la férmula general

D,-M-T,

en la cual D es acetilacetona, M es Cu y T es una sustancia seleccionada del grupo comprendiendo 2,4-dihidroxi-5-
fluoropirimidina, 5-fluoro-1-(tetrahidro-2-furil)-uracilo, 2-[bis-(2-cloroetil)-amino]-tetrahidro-2H-1,3,2-oxazafosfori-
na-2-6xido, amida de 4cido 1,2-imidopropilico, 2-hidroximetil-5-hidroxi-y-pirona, 2,4,6-trimetilpiridina, 2,4,6-tri-2-
piridil-1,3,5-triacina, 4-[bis-(2-cloroetil)-amino]-L-fenilalanina, 2-(3-piridil)-piperidina, 2-2’-bipiridina, 2-metil-(5-
trimetil-butil-1-il-ol-3)-piridina, 2-metil-(3-dimetil-amino- 1 -propinil)-piridina y 2-metil-5-etileno-piridina.

6. Composicién farmacéutica de la férmula general
D,-M-T
en la cual D es acetilacetona, M es Mn y T es una sustancia seleccionada del grupo consistente en 2,4,6-trimetilpiridina,
2,4,6-tri-2-piridil-1,3,5-triacina, 2-2’-bipiridina, 2-(3-piridil)-piperidina. amida de 4cido 1,2-imidopropilico y 4-[bis-
(2-cloroetil)-amino]-L-fenilanalina,
7. Complejo de la férmula general
D,-M-T,
en la cual D es acetilacetona, M es Cu y T es una sustancia seleccionada del grupo consistente en 2,4-dihidroxi-
5-fluoropirimidina, 5-fluoro-1-(tetrahidro-2-furil)-uracilo (Tegafur), 2-[bis-(2-cloroetil)-amino]-tetrahidro-2H-1,3,2-
oxazafosforina-2-6xido, amida de 4cido 1,2-imidopropilico, 2-hidroximetil-5-hidroxi-y-pirona, 2,4,6-trimetilpiridina,
2,4,6-tri-2-piridil-1,3,5-triacina, 4-[bis-(2-cloroetil)-amino]-L-fenilalanina, 2-(3-piridil)-piperidina, 2-2’-bipiridina, 2-
metil-(5-trimetil-butil-1-il-0l-3)-piridina, 2-metil-(3-dimetil-amino-1-propinil)-piridina y 2-metil-5-etileno-piridina.
8. Complejo de la férmula general
D,-M-T.
en la cual D es acetilacetona, M es Mn y T es una sustancia seleccionada del grupo consistente en 2,4,6-trimetilpiridina,

2,4,6-tri-2-piridil-1,3,5-triacina, 2-2’-bipiridina, 2-(3-piridil)-piperidina, amida de 4cido 1,2-imidopropilico y 4-[bis-
(2-cloroetil)-amino]-L-fenilalanina.
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Fig. 1
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Fig. 2
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Fig. 3
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Fig. 4
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Fig. 6
Peso del tumor e Volumen del tumor
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Fig. 7
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Fig. 8
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Fig. ©
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Fig. 10
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Fig. 12
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