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La presente invencidén tiene por objeto un nuevo
procedimiento para la obtencidén de compuestos farmacologi-
cemente activos, perticularmente dtiles en el campo de las

alteraciones fisioldgicas, tales como procesos neoplésicos,

5. degenerativos, procesos inflematorios, etc,
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En la actualidad, el estado de la ciencia abarca

tres vias convencionales pars el tratemiento de log primeros,
es decir de log DProcesos neoplésicos, como son:

a) téenica quirirgica,

b) terapie por radiaciones, y

c) qQuimioterapia,

Aunque estas tres vias de tratamiento son ya harto
conocidas, se describen o continuacidn, de forma somera, pare
fijar de forma matizada la finalidad de la presente inven-
cidn.

En Principio, puede decirse que la ciencia médica
desconoce la etiologfa de muchos DProcesos destructivos ¥ fun-
damentalmente las neoplasias malignas, por lo que la aplicaciéﬁ

de alguna de estas tres vias no cbnsti'tuye une solucién defi-

‘ nitiva, gi bien Presentan une eficacia relativa, especialmen-

te cuando se trata de diagnésticos precoces,

Cuando la neoplasia revigte caracteres de operabili-
dad, es la amputacidén la téenica quirdrgica electiva, tales :
como gastrectomia, mactectomia e histerectomias radicales
empliadas y linfadenectomfas, que, & cambio de una posible
curacién, dejan al ger humano mutilado, deficitario ¥y cong-
ciente de su pro pis disminucién blolégica y funcional., En adi—g
cién, se puede decir que 1la radicalidad quinirgica ha igo pro-g
gresando hasgta llegar a 1a hemicorporec‘bomia.

Con respecto 2 1a segunda via de terapia por radia- :
ciones, se dispone en 1g actualidad de unsa gama amplisima de
tales recursos. Ia roentgenterapia ¥y la radiumterapia abrieron
el camino a toda clage de radiaciones con fines curativos
(isotopos variados, cobéltotempia, alte energfa, batatrén,

etec.), encontréndonos de nuevo con la paradoja del tratamiento |
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de las heoplasias malignas, Ante un agente desconocido, se
utilizan energisg boco dominadas y cuya matizacién resulta im-
posible frente a egs frontera, poco conocida, que marcan los
limites entre tejidos sanos y tejidos enfermos. El corolario
de este segundo paso terapéutico, son quemaduras brutales, fi-
brosisg enormes, agotamiento ¥y caidas de las constantes orgéani -
cas.

Por dltimo, la tercers via (quimioterapia) en la 1y f
cha contra lasg neoplasiag melignas, consiste en la utilizacién
de medios extrinsecos, en este caso productos faxmacolégioos,
en un intento de detener la evolucién tumorel, que, como en

las terapiag anteriormente deseritas, no resultan inocuos para

i el paciente, a8l tratarse de sustancias de alto grado de toxi~

- eided, que ponen en merchs una auténtica agresién indiserimi-

nada. Es probable que sjerzan un papel positivo contra el tu-

- Or, pero no es menos probable que los tejidos sanos sufren

las consecuenciag de su constituocién quimicas vémi tos, alope- :’
cia, leucopenias, anorexig ¥ agotamiento general.
Ia finalidag central de esta invencidn viene como

. consecuencia de intentar el descubrimiento de una cuarta via,

: es decir, ol atague a log brocesos patolégicos destructivos,

. Postulados bésicos de inocuidad respecto a efectos secu.ndariosf

mediante un Procedimiento puramente bioldgico,

El prinecipio de las investigaciones fué el de luchar:
contra 1os procesog invasivos de "dentro a fuera® ¥ con unos
80bre el paciente, Se trataba de encontrar ¥ potenciar, en 1
prineipio, dentro del propio organismo humeno log recursos !
para la lucha, e investigar profundamente los fenbémenos bio-

16gicos trastomados por la enfermedad, procurando una vuelta |

"~ @ la normalidad de dichos fenémenos, y que la enfermedad fuera
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frenade, detenida e ineluso curada.

Ia tesis es que, la reposicién de determinadas ca-
racter{sticas biof{sicas ¥y bioquimicas en un organiamo el ters-
do, probablemente daria como rasultado &lobal, una serie de
actividades positivas (anti—inflamatorias, analgdésicas, %6ni-
cas, etc.).

El primer fundamento cient{fico, y sobre el que hay
que tratar de producir los efectos anteriormente mencionafoa,
es el de la Célula.

Los tejidos ¥ los érganos humanog estdn constituidos
por células de las mismas caraeteristicas, es decir, con idén-

tica constltucjén hlstoldgica que habrén de ejercer una fun-

cién dsterminada Y cuye desviacién funcional produce unas ma-

| nifestaciones ratoldégicas diagnosticables,

51 los disturbios son de bequeiia intensidad, o el
agente patégeno actia dursnte breve tiempo, los mecanismos coL
pensadores neutralizan el efecto, y en estos casos el tejido
R organo pueden acomodarse a la nueva gituacién sin provocar ;
trastomos evidenciables inmedisatos pexro que pueden ser origen
de futuras anomalias. f

Es ya conocido que los tejidos u érganos tienen un t
comportamiento que procede de sus constituyentes ~ las célules-

I
guie & su vez tienen su propia funeién, y logicamente su propio

R4

metabolisamo,

Ahore bien, esta funeidn ¥y este metabolismo no se
producen de un modo aislado, sino que dependen del medio que ;
rodea la célula ¥y de sus relaciones con el resto orgénico,
siendo por tanto de vital importencis que dicho medio sea nor-

mal y favorable.

Cuando una célula se encuentra en un medio hostil,
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utiliza las viag metabbélicas compensadoras correspondientes
(ain a expensas ge un gasto energético importante) ¥y tiende

& adoptar las condiciones necesarias que le sitien en condi-
ciones 8ptimas de supervivencia y funeién. Sin embargo, las
posibles transformaciones no son todo lo amplias como se qui~
sieran,

Parece como si uns veg iniciada la alteracién pri-
ﬁaria, én una determinada céluls o grupo celular, se desenca-
denara una reacecién del resto de todas las células componentes,
no s0lo de las que forman parte del grupo de la afectada, sing
de todo el sistema, de todas y cada uns de las células distrd-
buidas por todo el orgenismo que corresponden al mismo g1rupo

.- histolégico, en una aceidn coordinada para reparer la lesidén,

dando lugar & unos cambios bioibégicos o histo-fisiolégicos,

més o menos, en razén a la extensién e intensidad de 1s lesién,

originando una igualdad de funcién ge todas las partes, o tal

! vez unasg menifestaciones biolégicas y en ocasiones patolégicas

de todo el sistema celular afectado, visibles en su comdenzo
en las zonas de mayor actividad 0 responsabilidad anatémica
o funcional,

Por tanto, admitida que la presencia del medio ex-
terno celular es de vital importencia, se debe seguir el per-
fecto equilibrio entre los dos lados de 1a membrana celular
Que es bésico para toda funcidn biolégica. Ia vida orghnica
8 un proceso dinédmico ¥ las células estén en permanents exat&-~-i
do de activided, ;

Los materiales que ven a entrar a fomar parte de ;
la composicién de lag células, exigen su formacién previa, 4
ambos lados de la membrena hay diferentes composicién y conw

centracin de sustancias que originan unas condiciones deter—
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minadas, como son diferencia de potencial, fenémenos de diru-

sidén, variaciones de permeabilidad de 1a membrana, presién
osmética, tensiéh superficisl (fuerzes cohesivas de Mathews),
etc. Las concentraciones idnicas actdan sobre efstos fenémenos
cuantitativemente, puesto que producen una carga igual a la
sume. de las cargas de las mismas (Micela iénica de Me Bain),
Pero por oira parte tiene gran importancia la caentidad ¥ clase
de ién, ya que cualitativemente regulan importantes condiciones,
como son le excitabilidad celular e incluso las regpuestas eg~
pecificas. .

Se hace ahora necesario hacer una somera deseripeién
del medio extracelular, con el fin de conocer los caminos pa-
ra su modificacién cuando presente anomalisg.

En el seno del liquido extracelularr se producen las
reacciones primeras que preparan y condicionaﬁ los componenfes:
para permitir estar en condiciones de su ingreso en la célula. -
Las variaciones en la composicién quimica del medio dificul-
tarfan o impedirfan estas reascciones.

El reconocimiento del espacio extracelular y de sus
condiciones quimicas no es posible, y por tanto, no se puede
constatar hasta que no se produce la alteracién celular,

El equilibrio desaparece por miltiples causas, des-
de los pequefios o grandes ‘trauhxatismos, hasta agresiones de !
la més diversa naturaleza, intoxicacibnes, inflamaciones,
agentes quimicos, agentes petégenocs, etc. Cuando el desequili-;
brio ocasionado compromete la supervivencia celular, hay una

gran reaccibén que terminard con la muerte y la destruccién

celulares, y la restitueién en los tejidos en los cuales es 7
posible, o la pérdida de funcidn correspondiente. Cuando el "

desequilibrio pusde ser compensado, siguiendo otras vias, por
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la capacidad defensiva de las células, éétas se alterardn
también buscando o1 equilibrio que necesitan y quedando todas
sus funoiones supeditadas a la nueva capacidad bioldgice ad-
quiride, sin que el resto del organismo reaceione contra esta
sltuacién y, por tanto, no se observa ningi‘zna' defensa ni
aintomatologia, sino, por el contrario, una ayuda o colabora~
cibén, ya qQue aquella compensacidn €8 una respuesia blolégica
pem’ecta que entra dentro de 1la capacidad defensiva biolégica
¥y por tanto, fisioldgica de toda célula.
Ia aportacién de materiales al medio extracelular

origina un desequilibrio que se compensa con una serie de

+ eacciones bioquimicas, formando @ Vveces nuevos cuerpos orgé-

nicos que entran como tales en el proceso metabdlico u otras
uniones muy 1ébiles o simplemente ionizaciones cuyo efecto de-

Baparece cuando cambian las condiciones fisico-quimicas del

' medio en que se encuentran y, por tanto el proceso metabdlico

comienza en el espacio extracelular,

No se puede abendonar el contemplar también el en-
vejecimiento celular, con alteracidn brogresiva de sus carac- :
ter{sticas f{sico—~quimicas, normmalmente seguido de disminuciénf
de funciones, asf como cambios morfolégicos y estructurales,
alteraciones manifestadas mas importantemente por la deshidra- .
tacién y 1a lentificacién en el ritmo del erecimiento y divi.-
8ién celular. .

Los progresivos avances en el campo de la bioquimica.'
ha permitido conmocer, haste 1o posible, la constitucién quimi- '
ca y la concentracidn, en condiciones normales, de los egpa~
clos extra e intracelular para que el equilibrio y funciones

fisiolégicas sean perfectas. Pero, ademés, a través de los ha- |

: llazgos eonseguidos, se han establecido las vias metabblicas
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seguides por los principios inmediatos en su largo camino a
trevés del proceso degradativo ¥y de asimilacién. Todos los
principios inmediatos comienzan su metabolismo en el momenio
de su ingreso e través de la via digestiva, transformdndose
en su pasgo hasta terminar en unos.productos fineles que son
eliminados @ través de las difersntes vias de excrecidn. Sin
embargo, hay centros o nfcleos metabbiicos en los que se re-

lacionan los tres importantes principios, lipidos, Hidratos

- de Carbono y Proteinas.

Previo también a la descripeién del proceso, es ne-

cesario hacer algunas consideraciones sobre el medio intrace-

" lular.

Ia célula estd compuesta fundamentalmente, ademés

de su membrana, del Citoplasma y del Nicleo. EL Citoplasma

bresent® una seérie de orgdnulos que, con cometidos especificos

de vital importancia, presentan una serie de actividades y
de funciones algunas de ellas poco conocidas, tal como el me-—

tabolismo protéico y fundamentalmente 1a sintesis de proteinas,

~agi como la de ambos &cidos nucléicos (INA y RNA).

Seria interesante, aunque puede encontrarse en eshu- -

- dios especializados sobre el tema, explicar las diversas fun-—

clones como: la formacién de las cadenas de polinuclebtidos,

. las -secuencias de bases piricas y pirimidinicas, el fendémeno

. de sintesis de DNA mediente duplicacién por separacidén de las

dos cadenas que constituyen el modelo helicoidal, siguiendo su
eje longitudinal, mediante una reaccién catalizade por las

enzimas nucleétido-polimerasa, en presencia de iones magnesio

- utilizando como subsirato trifosfatos de nucledtidos. Los tri-

fosfatos de nucleétidos se forman a partir de monofosfatos

de nuclebtidos gue sufren una reaccidn de fosforilacibén oxids--
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tiva, en la que el donante de écido fosférico es fundamental.-.
mente el ATP, cuya fuente principal es la fosforilacién oxi~

dativa que tiene lugar en las partieulas de las crestas mito-

condriales, Estas reacciones estédn catalizadas por uncs efnzimas.

denominados transfo sforilasas o nucleosidomonofosfatoquinasas.
Todas las reacciones de transfosforilacién son reversibles, y
tienen un extraordinario interés en biloquimica, puesto que los
derivados con dos o més moléculas de Acido fosférico partici
Pan en procesos bioquimicos de &ran importancia, mientras que
los monofosforilados se cres que son inactivos,

Una de las constantes que més llamé la atencién pa-
ra la realizacidn de esta invencibn, és el contenido de urea

én sangre., Se sabe que, en condiciones de normalidad fisiolé-

glca, esta constante no se altera por el tipo de alimentacién, -

edad, constitucién, ete., lo que supone un esfuerzo orgénico
importante en el mantenimiento de dicha constante, lo que
significa que tiene que tener una importante significacién

. Tisioléglca,

Se esté. fozmando y eliminando conste.ntemente urea,

. 1o cual hace pensar que aplicando el principio de le economi-

cidad de la naturaleza, esta permanente produceién ¥ eyececibén
con mantenimiento al miamo nivel, debe tener importantes apli-
caciones dentro del Organismo. Se pienssa que realmente la im-
portancia de la urea es tal, queé su producelén es continua y

én gran cantidad, de tal forms que siempre esté presente en

- las proporciones necesarias pare su utilizacién inmediata,

Por otra rarte, la urea constituye la dinica forma de resexve

de nitrégeno no téxicae conocida, puesto que la que se encuen-

~tra en las proteinas ¥ aminodcidos forma parte de los mismos

' como tales, y el quitdrselo significaria la deatruccibn de
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Bies es verdad queé se conocen algunos procesos me~
tabélicos, como la transaminacién, pero unicamente en un de-
terminado sentido, y €stos, desde luego, no pueden justifiecar
todo el metabolismo del nitrégeno.

Asi, por ejemplo, segin Kaleti y colaboradores, con-
centraciones determinadas de urea pudden inhibir los procesos
de fosforilacién de 8lgunos compuestos en el organismo; tal es
el caso de le formacién del monofosfato de inosina (nucleoti-
do) a partir de ATP e inosina (nucleosido); proceso catalizado
por una enzima, la D, gliceraldehido - 3.P deshidrogenasa,
cuya actividad se inhibe por urea 2 1, y a concentracién su-

perior a ésta, llega a inactivarse irreversiblemente 1a enzi -

! ma.,

Razonando sobre sste tema, se hizo aparente que las

proporciones sanguineas de urea guarden relacién aproximada-

: mente molar con respecto a las concentraciones en sangre de

glucosa es decir, el peso molecular de ls urest as de 60; y :
el de la glucosa de 180 y las concentraciones de gilucosa en :
sangre son tres veces superiores 2 las concentraciones de —:
urea, 1o que no parecid casual. Posiblemente urea y gluccsa :
en determinadas condiciones reéccionen entre si y con otras |

sustancias, formando nuevos cuerpos quimicos y estas condiecio

nes no se dan precisamente en el 1iquido sanguineo, y por tan
%o es posible que ocurran en el espesor de los tejidos. E

Las uniones quimicas entre urea ¥y glucosa, es proba—é
ble que estén formadas por enlaces muy débiles queé se rompan '
con facilidad al cembiar las condiciones del medio, separdndo-
Se en sus constituyentes originales, lo que dificulterfa enorhé

memente su identificacién ¥y su aislamiento dentro de los teji-
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dos que se producen.

Se llega = relacionar ls importante actividad gel
yodo que se encuentrs distribufdo en todo el organismo, pre~
cisamente en el espaclo extracelular ¥ sin acumulacién en los
tejidos petolégicos.

El tiroides capta el yoduro existente en sangre, lo
transforma después en yodo y lo combina pare formar.monoyodo—
tirogina y diyodotirosina, A base de estas dos se formardn
respectivemente la tiroxina ¥ la triyodotironina, En foma
de tiroglobulina se almacena en la glénduls tiroides que cede
la hormona a 1 corriente sanguinea después de la aceién enzi~‘
mética de una proteasa que se encuentra en el tiroides, El
Yyodo tiene unos efectos manifiestos sobre. miltiples funciones
orgénicas, como son el metabolismo bassal, circulacién, equi-
librio hidrico, el crecimiento, la diferenciacién, etc,, lo
cual se ha demostrado eXperimentalmente en orgeni smos infe—
riores. Nomalmente esto se produce en los organismos supe- ;
riores por el rapel del yodo en el metaboli smo celular, cuya
aceibn se cumple, posiblemente, por efeato indirecto sobre 1la
respiracién celular ¥y sobre el intercabbio de energfa como’
consecuencia de provocar cambios en la estmcture de 12 mem-
brana mitocondrial.

En los tejidos patolégicos, el yodo actda Provocando

la lisis de los tejidos enfermos con rédpido alivio de la sin-
tomatologia (se debe & su efecto sobre el tejido granulomato-
S0 ¥ no sobre la causa etiolégica). ?

Algunos experimentos que se han hecho tanto en co- !
bayas como en el hombre, demostraron que los yoduros tienen ;
18 propledad de inhibir el poder antiproteinolf+ico el plas~ ;
ma, factor &ste que impide la accidén de las enzimes proteolf- |
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ticas que se encuentren en los tejidos granulomatosos y c&ya
misién es favorecer la lisis de los tejidos enfermos para su
reabsoreién posterior.

Por todo ello, y teniendo como base que el liquido
intersticial es de composicién similar al plasma a excepeibn
de las proteinas plasméticas, se piensa por el estudio quimi~
co del plasms que habria de conocerse el estado del 1liquido
intersticial, y que, bajo condiciones nomales, los componen-
tes orgédnicos dsl espacio extracelular no se difunden al in-
terior de la célula. Se trata de interpretar lo que ocurriria
en este espacio con sus componentes para que pueda producirse

el equlilibrio dindmico con el espaclo intracelular y reprodu-

: ¢lr por tanto sus proplos componentes partiendo de la base de

la importancia de las broporciones moleculares de ures Yy giu-

cosa y se ha tratado de hacerlas reaccionar entre si, con una

sal de magnesio en solucién acuosa 0 salina fisiollgica a la
temperatura més normal dentro de los .limites fisiolée:'icos,
8s decir entre 36 y 40eC, y geguidaemente afadir una sal de
Iodo a la mezcla de reaccién ¥y acidificar la misme hasta un
PH comprendido entre 2 y 4,

Por aproximacién también se iaan utilizado diversos

carbohidratos, especialmente aquellos cuya fémula presenta

entre 4 y 8 carbonos, con especial dedicacién en las rentosas, :

asi como los diferentes compuestos nitrogenados relacionados
con la urea, entre ellos el &cido carbémico, carbamatos, cisn
amida, guenidina, etc., habiendo llegado al finel de esta in-
vestigacidén a elegir como base fimme y definitiva la glucosa
¥ la urea.

Ia aplicacién de otros yoduros Y sales de magnesio

¥, por su evidente relacibn, el yoduro magnésico, demostrd su
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menor o nula efieacia.,

Tombién ha habido diferentes intentos en cuanto
al modo de acidificar la reaceién. Se utilizaron varios dei-
dos, tanto orgénicos como inorgénicos, pero en efecto, si
bien variable en cuanto a intensidaed, nunca fué comparable
como cuando se utilizé el Acido benzbéico, lo que supone un
procedimiento m&s complicado ¥y laborioso.
| Las temperaturas de trabajo presentan unos mérgenes
de variacién, asf{ como el tiempo de reaceién y de temperaturae

¥y depende uno de la otra de modo inverso, Parece ser que la

temperatura ideal estd més o menos en los 40¢C, siendo posible :

utilizar inferiores temperaturas aunque no por debajo de los
102C, pero para que la reaccién se cumpla se necesitan tiem~-
pos mucho mayores, A temperatums superiores a 409 comienza a
disminuir la actividad del producto obtenido, acelerfndose
este crecimiento muy considerablemente cuando se pasa de los
559C,

En cuanto a las cantidades de .agua o0 solucidén sali-
na, cuanto menos tenga que utilizarse me;jores resultados se
obtienen, '

Se puede obtener el broducto en dos formas de pre-

sentacién finales, dependiendo de la formsa de travajo y de las

i

diluciones empleadas, o bien un sélido obtenido por precipita-:

cién en solucién dilufide, o un liquido obtenidoe por separa-
cién eséonténea en soluciones muy concentradas., Anbas formas
son perfectamente v4lidas en cuanto a accidn farmacoldgice,
aunque la sélide presenta menor aotividad,

A continuacién se citen dos ejemplos que ilustran

el procedimiento de esta inveneién, uno para la obtencién de

la forma s6lida y el otro para la obtencién de la forma {qui~:
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da. Debe entenderse que los siguientes ejemplos son solamente
ilustrativos de la inveneidn J no limitativos del alcance Yy
esencia de la mispma.

EJBMPTO 1

En un recipiente de vidrio, se introducen 24,024 g
(0,4004 moles) de urea y 24,5 g (0,1 moles) de 504Mg.TH50, se l
mezcla y se homogeneiza, manteniendo la temperature desde el
principio en 402C, durente 2 a 4 horas, en cuyo tiempo se for—g
@& une pasta transparente y viscosa. A continuacién, se aﬁadené
72,0 g (0,4 moles) de glucosa ¥y 300-400 ml de mgue destilada i
0 solucién salina fisiolégica, agitendo lentemente hasta la i
total dislucidn, tras lo cual la solucién se deja en reposo, f
durente 48 horas, a la misma temperatura de 402C. (Opeional §
mente, se pueden poner en contacto desde el principio 1la urea,
glucosa y SO0,Mg.7Hy0, s6lidos, hasta la formacién de 1o cita |
da paste, y afadir entonces el ggua destilade 0 solucibn s~
lina, o bien se pueden disolver la urea, glucosa ¥y 364Mg.7H20 ;
en el agua destilada o solucidn salina), |

Seguidamente, se afinden 33,2 g (0,2 moles) de yodu~ !
ro potéhsico, agitaﬁdo hasta su totel disolucidn, ¥ 24 horas
después se afiaden 24,4 g (0,2 moles) de &cido benzbico en so- ;
lucién alcohélica sobresatureda, o bien directamente efiadien~ g
do después alcohol hasta su total dislucibdn. En el primero de
los casos, adicién de la solucién sobresatureda de &cido ben- |
zZéico, se forma un precipitado blanco, abundante, que se sepa—;
ra por filtracién y que, después de disolver en cantidad su-
ficiente de alcohol, se agresa al 1{quido de filtrecién, pre- |
cipitando en el geno del miomo un polvo fino que se recoge ;
nuevamente por filtracién. En el sesgundo de los cagos, se ob-g

tiene directahente el polvo fino activo, pero acompaiiado de
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meyor cantidad de impurezas. El polvo fino resultante posee

-un color amarillento, tiende a formar grumos y es perfectamen~

te soluble en agua e insoluble en alcohol.,

BIENPLO 2

Para obterier la forma 1{quida se siguen los miamos
pasos que para la forma s6lida, disolviendo 1a mezcla de ureas
¥ sulfato magnésico y después glucosa, en 40 ml o menos de
8gua  destilada o solucién salina. Se afiade directamente el
&cido benzéico Y seguidamente alcohol en una cantidad suficien-
te para la fotel disolucién del mismo. Igualmente, 61 Acido
benzéico puede sfiadirse en solucién alcohélica sobresaturada.
Se mantiene elicogjunto a 40e¢, §e observa la formacién de
trea fases, ung inferior sélide Yy dos liquidas, perfectamente
separadas, en las que la intermedia es de color més intenso

¥y de mayor viscosidad., Por estufado, se forman en la ocapa su-

© perlor unas costras s6lidas que se separan hasta la total de-

saparicién de dicha cépa, en cuyo momento se recoges, en un
reciplente aparte, la fase intermedis 1fquide, la oual se
lleve a temperatura ambiente. Debido al cambio de temperature,
esta fase 1iquida adquiere un aspecto cristaline, y transcu- |
rridos unos dfes, comienza a fomarse en la parte infericr del
recipiente un 1liquido transparente que sumentaréd progresivi-
mente, haste que por §ltimo se estabiliza en dos camas, une
liquide inferior y otra sélide superior que se separen por
filtraeibn, recogiéndose la fase liquiga farmacologicamente
activa. Egte 1fquido tiene un color amarillo que varia de in-
tensidad, es denso, oleosc y de olor ¥y sabor caracteristicos.
El producto obtenido por el procedimiento de 18 in-
vencidn fué aplicado 2 animales al objeto de comprobar su to-

xicidad y su aceién farmacolégica sobre las constantes fisio-
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1légicas del animal, aplicéndose también a animales portadores
de tumores exXperimenteles, utilizéndose los tumores Krebs,
Sarcome $-37 y Aseftico de Erlien,

ENSAYO DE I ACCTON FARMACOLOGICu

Se egtudig el efecto "in vivp" del compues-i;o obteni-
do por elr procedimiento de la imvencién sobre Carcinoms Asci-
tico de Ehriich (C.A.E.) en sus formss ascitica y s6lida, Bl
tumor se mantuve en el laboratorio bPor pases sucesivos 8 rato-

nes SWISS homozigéticos,

Se utilizaron en el experimento ratones hembras

]

* virgenes SWISS, homozigéticos, Procedentes de Charles River

(Pards) - tipo CDJ.(R), no consanguineos que deseienden por .
cesérea (téenica COBS) de 1a cepa Ha/ICR Hauschke y Mirenol,
Roswell Park Momorial Institute - Swiss - entre 4-6 meses ds
edad y aproximadamente de 30 grs. de pesoi.

En todos los eXperimentos, las células tumorales

! fueron obtenidas por puncidn intraperitoneal, al octavo dia

i de inoculecidén en el ratén, lavadas ¥ suspendidas en solucién

saline isoténica, e implantadas en animales sanos Segin la
+ téenica habitual.

i~ experimentos,

Se atendié culdadosamente pars que las condiciones

ecolégicas y de alimentacidn fueren idénticas en todos los ‘

Todos los ratones fueron marcados pare su identifi~
cacién y se anotaron sus pesos 9.1 comienzo y a lo largo de
toda la €Xperiencia, determinendo diariamente la medig ari tmé-
tica de caga 8rupo experimental y del &rupo control.

En los dfas 8 y 12 de 1a inoculacién, se recogié

' Por puncién abdominal, liquido aseitico, para recuento celular,

Todos los animales muertos, 'tarto controles ,como ex-
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perimentales, fusron necropsiados y estudiados maoro=cdpica

microscopicamente,

Se siguleron dos criterios en nuestros experimentcs,
primero el control del crecimiento tumoral, dado por la curwve
de pesos,y la supervivencia de los animales tratados en rela-
cién con los controles. En dos de los experinientos, aigunos do
los animales fueron sacrificados durente la experiencia para
84 estudio micro y macroscépico.

los tratemientos comenzaron en fechas diferentes en
relacién a la inoculacidn del tumor, variable entre 3 dfas an-
tes de la misma y 3 dfas después. En algfin grupo experimental
se esgtablecid unas dosis de compuesto activo en relacidén a 1:
evolucién del tumor, y en uno de ellos se dejé crecer el tumor
durante 3 6 4 dfias y se inicid el tratamiento al incrementar
el peso en 2 6 més gramos.

La cantidad de células tumora.les inoculadas fuerr
de 1x10%, 2x106 y ge 8x106. |

Se realizf una sola experiencia en tumores sélido:
transplantados y enviados el laboratorxio.,

En los grupos eXperimentales que fuemn inoculados
con 1x106 Yy 2x106 células de C.A.E. intraperitonealmente, se
observé una gran da.ferencia en el crecimiento tumorai entre
éstos y el grupo control. Los grupos controles sufrieron un

incremento entre el 40 % y el 50 % de su peso vivo inicial,

; nientras que los grupos experimentales tratados, el incremento‘

: nunca llegé al 20 % de su peso inicial vivo y que, en la ma-

yoria de los experimentos, se reducen,posterio;mente hasta_
alcanzar 1os pesos iniciales,
' " Después de la muerte del Yltimo control, se consi-

guieron unas supervivenciag que verfan entre el 40 y el 70 por
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ciento de los animales tratados y que mz;.ntenidos en nuestro
laboratorio, se conservan durante meses, Alguones de estos ani~
males tienden a desarrollar un tumor sélido de pared, y en
algin cago aislado, un tumor aseftico que termina con el ani-
mal, no antes de tres meses del comienzb de la experiencia,

Los &rupos experimentales inoculados con dosis de
8 x 106 células, sufren un incremento de peso durente los oin-
o primeros dias, de aproximademente 2=3 g+ para después mente-
ner este peso o decrecer ligeramente hasta el final cie la ex-

beriencia. Ig Supervivencia es menor que en los lotes inocula-

: dos con menor ndmero de células y oscila entre el 20 y el

‘40 %. i i

En dos experimentos inoculados con 8x106 célulag,
Se aplicd el tratamiento durente 3 ¥ 4 dlas respectivamente

Y se controlaron los incrementos de Peso ¥ la supervivencia.,

. B1 peso de los experimentales fue mucho menor gque el de loa

. dosis pequeflas qQue se incrementaron haste 1llegar a 100 mg.

controies y la supervivencia de los tratados solo aloanzd & ‘
3 dias,

No se observaron diferencias cuando el tratamiento se ‘
inicié 3 dfas antes de inocular el tumor. Si el tratamiento !
Se interrumpe el dfa de le inoculacién, el tumor evoluciona
como en los gmp?s con-!;'x\.oles Yy 8i se continda, se obtienen
los mismos resul%ados Que en las expsriencias anteriores.

En uno de los grupos, se administraron al iniedio |

. en cuyo momento se observé una cafda brusca de 1la eurva, que

llega a alcanzar el peso de origen, pero en sste caso la
supervivencis es menoxr.
Las dosis de compuesto activo utilizadas, variaron

entre 2 y 100 mg. diarias (amplitud terapéutica que permite
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la no toxicidag del preparado). ILos resultados demostraron

que existe una relacién fntima dosls/tumor. En los animales
cuyo tratamiento con dosis inferiores a 10 ng, por 30 g., se
obtienen tuenos resultados, cuando el nfmero de células inocu-
ladas es inferior & 2x106. En concentraciones mayores de tumor
es preciso tratar con dosisg broporcionalmente superiores,
Cuando el tratamiento 8e comienza 5-6 dfas despuds de 1a ino-
culacién, no se obtuvieron respuestas con dosis requefias,
fué necesario emplear cantidades superiores a 50 mg/dias,

En los tumores 86lidos, se iniecid el tratamiento
10 dias después de 1g implantacibn, cuando el tumor es mayor
de 0,5x0,5 em, Después de 3 dfas de tratamiento aparece una
Zona negra superficiai por encima del tumor, que sigue cre-—
ciendo normalmente durante los 10-12 dias siguientes ¥ poste-
riomente surge una limitacibn y pérdida de sus adherenciag,
aplandndose en su barte més profunda ¥ comenzando finalmente

su disminucién hasta eliminarse una costra negra, debajo de

: la cual hay tejido de granulacién queé se resuelve sin dejar §

clcatriz. 7 E
* ANATOMOPATOLOGTA 5

: periencia, se observé una distribucién tumoral similar a los

Los animales supervivientes sacrificados para su
estudio, no presentaron ninguna anommalidad mecroscépica,

En aquellos que fueron sacrificados durante la ex-

controles, destacando fundamentalmente 1a bequefie cantidad de
1{quido ascitico, el menor crecimiento del tumor Y por tanto

le menor intensidad de l1a invasién junto con un congiderable

, aumento del tamafio del bazo Y no invasidan de higado, tazo,

rifiones, ete.

Microscorpicamente los ratones supervivientes sacri-
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ficados, no presentan células tumorales, hay intenss hiper-
plasia reaccional del SRE, (sisteme reticuloendotelial) con

hiperplasia de células de Kupffer del higado, hiperplasia de

, folfoulos linfoides, congestidn en rifién, higado, bazo y en

egpecial en pulmonss.,

En los animales sacrificados durante la experiencia,
hay invasién neoplésica en la forms descrita en los trabajos
de ﬁiologia de C.A.E., pero con mucha menbr intensidad gque en
los controles que fueron sacrificados en el mismo momento,
llamando la atencién 1la presencia de signos reaccionales & la
presencia del tumor: Hipertrofia de Bazo (dependiente en ea-
pecial de la pulpa blanca) y aparicién de nédulos linfoides.

Tembién se observa congestidén con vasos dilatados en todos

* los érganos.
{ CONCLUSTONES

Teniendo en cuenta las caracterf{sticas toxicolézicas -

¥ farmacolbégicas del compuesto activo se plantearon los expe-
rimentos partiendo de la inoculacién de (1x106 ¥y 2x106) célu-
las tumorales a cada animal.

Posteriormente ¥y vistos los resultados en los expe-
rimentos anteriores, se aumentd el nfmero de células inocule—
das a 8x106, cantidad extraordinariemente elevada, no utili-
zada normalmente en investigecién oncoldgica. A pesar de estas
condiciones, los resultados obtenidos han sido positivos en
todos los casos, como demostrd claramente el estudio de las

gréficas de curvas de peso, de la supervivencia de los anima~

les y del estudio anatomo-patolégico; se ha comprobado que hay :

una relacién directs entre el némero de células tumorales ino- :

culadas y las dosis de compuesto activo que deben administrer-

se, de tal forma que a mayor grado de invasién tumorel la do-
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sis terapéutica de compuesto activo debe ser mayor.

Si se inicia el tratamiento 3 dfes antes de 1a ino-
culaecién y se suspende el miamo cuando se realiza éséa, se
observé que no habia diferencis en el desarrollo tumoral en-—
tre los enimales tratados y los controles, 1o cual parece in-
dicar que el producto no tiene acoiédn profiléctica cuando el
tratamiento se realiza en periodos tan immediatos a 12 inocu~-
lacién.

Cuando el tratamiento se realiza limiténdolo a 3 6 4
dfas inmediatamente posteriores a la inoculacién, obtenemos
buenos resultados, si bien la supervivencia es menor que si '
los animales son tratados durante toda la experiencia. f

Después del comienzo del tratamiento se obgervé que ’
los grupos experimentales ¢recen normelmente dursnte los 5 &

6 primexros dfas, estabilizéndose posteriormente la curva y
por Wltimo decreoigndo para alcanzar los pesos originales;
ésto parece indicar como sl primero se produjera un control é
del crecimiento tumoral regulando su desarrollo y posteriormen;
te sufrir una regresién ¥y desaparicién del tumor. I

ENSAYO DE TOXICIDAD AGUDA

Se efectuaron ensayos con los siguieﬁtes animales:
= 210 ratones de las razas C3H Y Paky de ambos sexos
~ 160 ratas de la raza Wistar de ambos gexos

Se calculé la dosis letal 50 (LDSO) ﬁor el método !
de Karber, (HOFFMANN G, Les animaux de labvoratorie, pdgs. |
244-245, asi como la dosis letal 100 (DL{OO) ¥y la dosis méxi- |
me tolerable (D. Mex., T.). |

Bl producto ensayado se adninistrd por via intramus—§

{

t

cular, subcuténea & intreperitoneal, empleando 70 animsles



por cade via de administracién ¥ oon dosis de 100 - 125 .- 135
- 140 - 150 - 180 - 200 y 250 mg por 30 gr. de anima]l,

Los 210 animales tenfan un peso total de 4.988,8
8T«y ¥ un peso promedio de 23,75 gr. por animal,

3 TABL A I

Via adninistrac. INTRAMUSCULAR SUBCUTANEA | INTRAPERTTONEAT

gr/kg | gr/60 ke | gx/kg gr/60 kg gr/kg gr/60 kg |
50 5,225 | 313,50 | 6,108 366,48 |5,233 313,95ﬁ§
Ly00 6,666 | 399,96 | 8,338 499,98 |6,666 | 399,96
D. Max, T, 4,166 | 249,96 | 3,333 199,98 | 4,166 | 249,96
RATA:

El producto ensayado se adminisird ror via intra-~
peritoneal, intramiscular ¥ subcuténea, empleando 40 animales
10, para la via in%raperitonsal, y 60 animales tanto para la via
intramuseular como pare la via subcuténes, y con dosis de

1000 - 1250 - 1500 - 1650 - 1800 ¥ 2100 por 250 gr. de ani-

mal,
Los 160 animales de ambos sexos, tenfan un peso
15, total de 27.806,7 &r ¥y un peso proniedd.o de 173,7 gr. por
animsal,
TABLA II
— .
Via administrac. INTRAPERITONEAT INTRAMUSCULAR SUBCUTANEA
gr/kg |8r/60 kg | gr/kg| gr/60 kg | gr/ig gxr/60kg
DLgq 4,900 | 294,00 6,800| 408,00 . — —_
DL100 6,000 | 360,00 -— | e - —
D, Max, T, 4,000 | 240,00 5,000 300,00 |6,000| 360,000
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Por via intremuscular, no se ha podido hailar la
IL4po Porque no se alcanzé 1a mortalidad total en los animales
ensayados,

Por via suboutdnea no se han podido hellar lag ]1[.5

¥ W00 por no haberse observado mortalided suficiente en log
animales ensayados para calcular dichas dosis,
CONCLUSIONES:

El producto ensayado es PRACTICAMENTE NO TOXICO so-

gin la clasificacidn establecida por Hodgé y Stemer (3. Europ.

Toxicol., Vol. III, Jul-Ag. 1971).
ENSAYO DE TOXICIDAD GRONICA

El estudio de 1la toxicidad exénica se realizé en

reta y hamgter por via intramuscular, durante un periodo de 3

meses, por administracién repetida y a dosis diarias de 100

! mg/kg.

Se emplearon ratas de la paza Viistar que tenfan a]
comienzo de la Pruebe los animales control un peso medio de
255,8 g. y 108 animales broblema de 242,2 gr, y hamster de la

raze Aureus con un peso medio los animales control de 143,2 g.

Y los animales problema de 143,9 g., a8l comienzo de 1la prueba,
Se realizé una administrecién diaria por inyeccidén
intramuscular, alternativa en las patas posteriores Y & razbén
de 100 mg., del producto ensayado por kg. de peso.
A los animales control, se les administran lag mismas

: do8is que & los animales problema, psro solamente del excip:.en-?

te que sirve de disolvente o vehfculo para el producto que se

estudia,

. RESULTADOS

La mortalidad durante la prueba realizada ha gido

' en la rate, de 1 animal control, y de un animal pProblema,

i



estes muertes ocurrieron al comienzo del ensayo y verificada
la autopsia no revels alteraciones macrdscépicas de ningin
6rgano, por lo que se puede decir que dichas muertes fueron

8ccidentales 0 por enfermedad (Pneumonfas, otitis) y sin nin-

5. gung relacién con el tratamiento.

En los hamsters, no hubo mortalidad.

Por lo demés, no se observé a lo largo de la expe-
riencia, ninguna modificecién del comportamiento general de los
animales.

10. Su apetito y la consistencia de las materias fecales,
fueron nomales,

Ia curva ponderal, fué registrada en los animales con-
trol y en los animales probleme, cuyos datos se pueden compro—
bar en la tabla siguiente.

ANIMAL
Picmpo
Se;zna Rata Hamster
Control¥ Problema™E Control® Protlema®™

t=0 265, 1 242,2 143,2 143,9

T =1 264,9 240,8 142,0 143,5

t =2 262,7 - 232,5 136,5 138,7 ;
gl t=3 270, 3 244,7 128,5 135,9
é t =4 264,8 241, 135,8 137,5
Hit=5 260,6 237,17 134,5 133,7
f t=6 269,5 242,8 125,5 130,7
f Lt =7 270,4 247,3 126,6 130,0
§ | t=38 264,6 239,5 119,6 127, 1
T g=g 268, 1 236,2 121,7 129,0
ﬁ’ Lt =10 264,5 231,6 118,1 127,6
; P =11 256,0 233,0 114,4 126,6
o t =12 263,0 227,6 111,6 120,7 i
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#) 100 mg/kg de disolvente por via “ntramuscular
#%) 100 mg/kg de producto por via intramuscular.
En los exdmenes necropsicos verificados periodica~
mente se obmerva:
Disminucién de peso, en la masa visceral total de
los hamsters problema, con respecto & los hamsters contrul.
En las retas problema hay un aumento de peso en la
masa visceral total con respecto a las retas control.
Macroscopicemente, los animales control, tanto ratas
como hamsters_ Presentaban un aspecto homal, excepto que tanto
en la cavidad tordcica como en la cavidad abdominal, se apré-—
cia la existencia de exudado.
En las ratas problema, macroscopicamente, se observé:
~ Pulmones: algo congestionados.
- Paquete intestinal: disminufda su congistencia naturel,
- Higedo: presenta una tonslidad negruzca en los bordes
de sus lébulos,

Cavidad tordeica y abdom.inal: existencia de exudado.

Resto de 6rganos: Nomales,
En los hamsters problema, se observa mécroscopica~
mente:
- Pulmones: ‘Vascularizados.
- Higado: ligeras alteracionles de coloracién.
~ Riffones: Cépsula rensl con superficie arrugada y as-

recto granuloso.

Bazo: Tonalidad negruzea en su totalidad.

Intestino delgado y grueso: Disminufds su consistencia
nagurel.,

Cavidad abdominal y torécica: Exudado

Geniteles: Ligeramente dismimifdos de volimen.,
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CONCLUSIONES

Durante un periodo de tres meses, 'se hae administredo
& rétas y hamsters, por via intremuscular en dosis ¥Ynicas y

dierias, 100 mg/kg, que representan’ dds ¥eces le dosim tera-

5. péutica recomendada.

: A parte ds las dos muertes ocurridas por accidente
o enfermedad, a lo largo ds la prueba. no. se ha comprobado
ningin sintoina patolégico, ni modificaeidn del comportamiento
general de los animales.

10. . Ia adminidtracién prolongada del compuesto &ctivo
en la rata y hamster en lo que concierne a la inocuidad Yy a
la tolerancia genexal, revela que el producto ensayado es
PRACTICAMENTE NO TOXICO, as{ como la tolersncia & inoouidad
son SATISFACTORIAS.

15. | N
Descrita suficientemente 1a naturaleza del invento,
| esf como la menera de realizarse en la pré.otioa., debe hacerse |

constar que las disposiciones anteriormente indicadas son sus- |

ceptibles de modificaciones de detelle en cuanto no slteren

20,  su principio fundamental, siendo ;o que constituye le esencia
del referido invento por lo que se solicita Patente de Inven-
cién por 20 afios, en Espaila, sobre: PROCEDIMIENTO PARA LA OB-
TENCION DE DERIVADOS DE GLUCOSA FARMACOLOGICAMENTE ACIIVOS;

1 caracterizéndose por lo siguiente: !

25. : 1o~ Procedimiento para la obtencién de derivados de

glucosa farmacologicamente activos, caracterizado porque:
- én un& primere etapa, se pone en éontacto ured con sulfato ;
megnésico heptahidretado, en una relacidén molar de 120,06 -~ x
0,5 a una temperature comprendida entre 10 y 559C aproximeda- l

30. mente, se mezcla y se homogeneiza hasta la formacién de une
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pasta transparente y viscosa;
= en una segunda etapa, se afiade glucoss a la pasta resultan-
te, en una proporeién tal que la relacién molar urea:glucosa
sea de 1:1, en presencis de agua destilada o solucidn salina
fisiolégica, se agita lentamente ¥ se deja en reposo a la
misme temperatura comprendida enfre 10 y 55¢C; y
- eén una fercera etgpa, se afiade a la solgcién resultante
yoduro pothsico en una proporeidén tal que la relacién molar
urea:IK gea de 1:0,25-1, se agita hasta la disolucién total
¥ & continuacién se acidifica la solucién a un pH de 2-4, me-
diante la adicién de &cido benzéico en una proporeién tal que'.
le relacién molar urem:écido benzéico sea do 1: 0,25-1,

2.~ Procedimiento segin le relvindicaoién 1, carac- f

torizado porque durante la primere etapa y hasta el final del

Proceso, la temperatura se mantiene preferentemente en 4000,

3.= Procedimiento segin la reivindicacién 1, carac-
terizado porque la primers etapa se lleve & cabo en un ‘tiempo
de 2 a 4 hores, en funcidn de la temperatura.

4.- Procedimiento segin la reivindicacién 1, carac-
terizado porque la segunda etapa se realiza en presencia de
300 & 400 ml aproximadamente de agua destilada o solucién :
salina fisiolbgieca, - i

D= Procedimiento segin la reivindicacién 1, carac- |
terizedo porque en la tercere etapa la adicidn del &cido ben-— E
zélco se efectia en solucibn alcohblica sobresatureda. ‘

6.~ Procedimiento segin la reivindicacidn 1, carac-
terizado porque en la tercera etapa, la adicién del 4cido

benzbéico se efectia directamente, tras lo cual se afade alcohol

- hasta su total disoclucién., |

7.~ Procedimiento segin la reivindicacién 1 v 4,
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caracterizado porque se disminuye la cantidad ds agua desfila-

da o solucidén salina fisiolégica., ,
8.~ Procedimiento segin la reivindicaeidn 7, carecw

terizado porque la cantidad de agua destilada o solucién sali-

ha se rebaja preferentemente hasts 40 ml aproximadamente,
9.~ Procedimiento para la obtencién de derivados de
glucosa farmacologi camente activos, t2l y como queda sustan-
cialmente descrito en la bresente Memoria.
Este Memoria consta de 28 hojas eserites a mdquina

bor una sola cara,
Madrig,c & 466, 1973

Dr. Jose Ignacio Blanco Cordero
=9 Y TAUBEY,
RO ._.-
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