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DESCRIPCION

Uso de derivados peptidicos para inducir la diferenciacion celular.

La invencién se refiere a la medicina y en particular, al tratamiento de enfermedades cancerosas y es util en el
tratamiento de tumores de diferentes génesis tal como se especifica en las reivindicaciones.

La invencidn se refiere a la induccién de la diferenciacion celular usando derivados peptidicos como agente que
induce la diferenciacion celular y en particular, a su uso en la terapia no citotxica antitumoral tal como se especifica
en las reivindicaciones.

Se sabe que la ausencia de la capacidad de diferenciar la mayoria de las células tumorales da como resultado un
crecimiento tumoral incontrolable.

La biisqueda de agentes para induccidn tanto especifica como no especifica de la diferenciacion celular es por tanto
uno de los enfoques novedosos de la terapia no citotdxica antitumoral.

Por “induccién de la diferenciacion celular” se entiende la capacidad de las diferentes sustancias para restaurar (o
realizar) las siguientes funciones perdidas o disminuidas debido a diversos motivos: pasar un ciclo celular normal por
una célula, sintesis de sustancias vitalmente importantes y bioldgicamente activas en la misma, etc.

Las sustancias o compuestos cuyo mecanismo de accién no se asocia con una funcién celular particular y aqué-
llos pueden provocar su diferenciacién por varios pardmetros, pueden atribuirse a inductores de diferenciacién no
especificos.

Se conocen métodos para inducir la diferenciacién de células tumorales administrando retinoides o a-2-interferén
[Cancer Res., 40, 2245-3350, 1980].

Se usa el inductor de diferenciacién celular dcido politransretinoico (PTRA) como agente para prolongar la remi-
sidn tras la induccidn o terapia de posremision de leucemia promielocitica aguda. La diferenciacion celular tal como se
afecta por derivados de dcido retinoico conduce a la estabilizacion del crecimiento de células tumorales [Abelev G.I.
Differentiation and tumor phenotype in cells of leukoses and lymphomas/En: The Clinical Oncohematology (editado
por M.A. Volkova). Moscu, the Meditsina publishers, 2001, capitulo 11, paginas 116-123].

El uso de preparaciones de a-interferon como agentes de inmunoterapia en el tratamiento de melanoma también
se asocia con la induccién de la diferenciacién de células tumorales en la que se potencia la capacidad de adhesion
y se cambia el perfil antigénico. La terapia con interferéon da como resultado la progresién reducida del crecimiento
tumoral asi como previene el desarrollo y la tasa de metastasis [Atzpodien J., Kirchner H. Cancer, Cytokines, and
cytotoxic cells: interleukin-2 in the immunotherapy of human neoplasms. Klin. Wochenschr, 1990, v. 68, pag. 1-7].

Recientemente, se han introducido en la préctica clinica preparaciones que provocan la diferenciaciéon de células
hematopoyéticas dafiadas debido a quimioterapia citotéxica. Estas preparaciones son diferentes citocinas preparadas
a partir de médula 6sea tal como hematohormonas: factor estimulante de colonias granulociticas, factor estimulante
de colonias de granulocitos y macréfagos y otros. Su uso en el tratamiento de diferentes tumores humanos da como
resultado la maduracién acelerada de las células de la médula ésea y previene el efecto citotoxico hematolégico de las
preparaciones para quimioterapia [Crawford j., Ozer H., Stoller R. et al. Phase II of clinical investigation of GM-CSF
by the patients of SCLC with the dose-intensive chemotherapy. The New England Journal of Medicine. 1991, v. 325,
N.° 3, pag. 164-170].

Por tanto, la induccién de la diferenciacion de células tumorales es uno de los mecanismos destacados de la
estabilizacion del crecimiento de neoplasma, aumento del efecto de la inmunoterapia y la correccién de la toxicidad
hematolédgica de las preparaciones para quimioterapia.

El documento DE-A-3424781 se refiere al uso de L-carnosina, y sales de la misma, en el tratamiento de tumores.
El documento JP-A-1042430 se refiere a L-carnosina en el contexto de aliviar los efectos secundarios de agentes
quimioterdpicos.

El documento GB-A-2143732 da a conocer una combinaciéon de homocarnosina con OK-432, que se dice que es
un inmunopotenciador.

Los presentes inventores han descubierto que los derivados peptidicos de férmula general (I):

R, (CH2)y——CONH——CH——(CH,)n—R3 (D

Rz
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son inductores potentes de la diferenciacidn celular y son ttiles como agentes para terapia no citotoxica de enfer-
medades cancerosas en particular melanoma y hemoblastomas, asi como, como agentes de correccién hematoldgica.

Los compuestos de férmula (I)
R|—(CHj)y——CONH——CH——(CH3)y,—R3 ($))
R

se dan a conocer en la solicitud internacional PCT/RU98/00215 como que tienen un efecto antioxidante, antias-
madtico, antihipdxico, antiinflamatorio, antiviral, antibacteriano, regulador de lipidos, antimetastdsico asi como otras
clases de efectos terapéuticos. Los compuestos de estructura acetil-aspartil-histamina y aspartil-histamina ciclica se
dan a conocer en el trabajo de Kvamme, E.; Reichelt, K.L.; Edminson, P.D.; et al. N-substituted peptides in brain. Fed.
Eur. Biochem. Society Meet., [Proc.], 1975, 41, 127-136.

La presente invencidn proporciona un derivado peptidico de férmula general (1)

R;-(CH3),-CON(H)¢-CH-(CHz)m-R3
|
R;
D

en la que:
- n=0-4, m=1-4, k=0-1;

- Ry es un radical hidrocarbonado C,-C; sustituido con un grupo funcional seleccionado de grupos carboxilico,
amido C;-Cs o amino, estando el grupo carboxilico opcionalmente esterificado; o

- R, es un radical hidrocarbonado C;-C; sustituido simultineamente con (a) un grupo amino que estd opcional-
mente sustituido con un sustituyente acilo y (b) un grupo carboxilico; o

- R, es un radical hidrocarbonado C;-C; sustituido con un grupo heterociclico insaturado de 5-6 miembros, en el
que el radical hidrocarbonado puede comprender simultineamente un grupo amino opcionalmente sustituido con un
sustituyente acilo; o

- R, es un grupo heterociclico saturado;

- R, es d&tomo de hidrégeno o un grupo funcional seleccionado de carboxilo, que puede estar esterificado;

- R; es un grupo heterociclico o ciclico saturado o insaturado de 5-6 miembros, o un grupo carboxilo o amino,
estando el grupo carboxilo opcionalmente esterificado;

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, para su uso en el tratamiento de hemoblastosis o melanoma.

En una realizacién preferida, la presente invencion se refiere a un derivado peptidico de férmula general:

R-(CH3),-CON(H}x-CH-(CH2)u-R;

|
Rz

(I
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en la que:

-nes0,kes0yR;-CON-es

o o)
CH3~CONH HN

N— o N—

(0] O ;

-nes0,kes1yR;-CO-es

);—/LCO— 0 E_j\

o N N~ “co—
H H

- R, es H, COOH o COOCHz;

-Rjes
Bl O OO

SN , .\ 7,

N N

H H , NH,, -COOH, o -COOCHg3;; y
-mes 1-4,

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, para su uso en el tratamiento de hemoblastosis o melanoma.

También se proporciona un derivado peptidico de férmula general (I)

R ;-(CHa)a-CON(H),-CH-(CHa)m-Rs

|
Ra

en la que Ry, n, k, R,, m y R; son tal como se definieron anteriormente, o una sal farmacéuticamente aceptable del

mismo, para su uso en la reduccién de neutropenia provocada por terapia mielosupresora.

Los compuestos preferidos de féormula general (I) usados en la presente invencidon son compuestos de féormula

general (I) mostrados a continuacion:

Numero de R, n k R, m R;
compuesto
1 NH:-CH- 2 1 H 1 Ejj“
¢oon ;/
(-4-Im)
2 HOOC-CH,- 2 1 H 1 -4-Tm
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3 HOQC-CH,— 1] 1 H 1 —4-Im
4 NH;-CH- 2 |1 -COCH 1 —-4-TIm
¢ooH
5 NE-CH- o1 H 1 -4-Tm
¢H,-CH,-COOH
6 HOOC-CH,— 2 | 1 ] -coocH;, 1 -4-Im
7 HOOC-CH, - 1] 1 -COOH 1 -4-Tm
8 NH,-CH.- 2 |1 -COOH 1 -4-Im
9 NH.-CH.- 2 | 1 ] -coocH, 1 -4-Im
10 NH,-CH,- 1] 1 -COOH 1 -4-Im
11 NH.—-CH.- 1] 1 H 1 -4-Im
12 NH.—-CH.- 2 |1 H 1 -4-Im
13 HOOC-CH,— 2 |1 -COOH 1 -4-Im
14 CH,-CONH-CH- 0 1 H 1 -4-Tm
¢H-CO0H
1 R{CON- ?CH;CONH—CH—C{O_ 0 0 i ! “Asim
H-c/
16 /D 0 0 H 1 —-4-Tm
R;CON- =NH,~CH-CZ_
h-c
17 CH.CONH-CH,- 2|1 1 —4-Im
18 NB,-CH- 1[1 1 -4-Im
COOH
19 CH,0CO-CH, - 2 |1 H 1 -4-Im
20 NH,-CH- 2 1 COOH 1 ,[;E)
¢ooH
N .
(-3-Ind)
21 NH;-CH- 0] 1 H 1 -3-Ind
¢H,-CH, COOH
22 HOOC-CH,- 2 |11 -COOH 1 -3-Ind
23 NH,-CH,- 2|1 -COOH 1 -3-Ind
24 R,co-=J:/"L 0] 1 H 1 -3-Ind
0 1;11 co-
25 COOH-CH,- 2 |11 1 -3-Ind
26 NH,-CH- 2 |1 H 1 -3-Ind
¢ooH
27 NH,-CH,- 2 |1 1 —CeH;
28 NH,-CH,- 2 |1 1 —
<\ />N
(-Py)
29 NH,-CH- 2 |11 H 1 -Py

CooH
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30 HOOC-CH,- 2|1 H -Py
31 HOOC-CH,- 2|1 —-COOH -NH,
32 NH,-CH- 0|1 H -COCH
H2-4Im
33 ”CO-= [_jbo 0 1 H -4-Im
NH .
34 HOOC-CH,- 2|1 H I\
NS
35 NH;—CH- 0|1 H —COOCH;
&H,-41m
36 CH3CO'N:H‘;CH’ 2 1 H -4-Im
OOH
37 CH-CONH-CH,— 1|1 —-COOH -4-Im
38 NH,—CH,- 411 H -4-Im

También se proporcionan los compuestos 1 a9,y 11 a 38 anteriores, y sales farmacéuticamente aceptables de los

mismos, para su uso en la reduccion de neutropenia provocada por quimioterapia mielosupresora.

La presente invencién también proporciona los compuestos 1 a 7,9y 11 a 38 anteriores, y sales farmacéuticamente
aceptables de los mismos, para su uso en el tratamiento de hemoblastosis o0 melanoma, en combinacién con interferdn,

para potenciar la eficacia de la inmunoterapia.

El compuesto mds preferido usado en la presente invencién es el compuesto de férmula

CH,CH,NHCO(CH,);COOH

Iz

(Dicarbamine®)

En una realizacién adicional, la presente invencién proporciona un derivado peptidico de férmula

CH,CH,NHCO(CH,);COOH

Iz

(Dicarbamine®)

W

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, para su uso en la reduccién de neutropenia y trombocitopenia
provocada por terapia mielosupresora. También se proporciona dicho derivado peptidico y sal farmacéuticamente
aceptable del mismo, para su uso en inmunoterapia contra tumores malignos, en combinacién con interferén, para
mejorar la eficacia de la inmunoterapia.
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En una realizacién preferida de la invencién los derivados peptidicos de férmula general (I) son para administracién
durante un periodo prolongado de tiempo a una dosis tnica de 0,5-5,0 mg/kg de peso corporal.

En una realizacién preferida de la invencion los derivados peptidicos de la invencidén son para su uso en la induccién
de la diferenciacién celular en la que con el fin de estabilizar el crecimiento de tumores malignos, en particular
melanoma o hemoblastosis, los derivados peptidicos de férmula general (I) deben administrarse en la dosis dnica de
0,5-5,0 mg/kg de peso corporal durante al menos 15 dias cuando se han agotado las capacidades de la quimioterapia.

La administracién de derivados peptidicos de féormula general (I) en combinacién con el agente de inmunoterapia
interfer6n da como resultado la potenciacién de su eficacia con respecto a células tumorales malignas en particular
melanoma.

En otra realizacién preferida de la presente invencion, los derivados peptidicos de la presente invencién son para
su uso en la induccién de la diferenciacion celular en la que con el fin de potenciar la eficacia de la inmunoterapia
contra melanoma, los derivados peptidicos de férmula general (I) deben administrarse en una dosis de 0,5-5,0 mg/kg
de peso corporal durante no menos de 15 dfas junto con la administracién de interferén.

En una realizacion preferida adicional de la presente invencién los derivados peptidicos de la invencién son para
su uso en la induccién de la diferenciacién celular en la que con el fin de disminuir la toxicidad hematolégica, los
derivados peptidicos de férmula general (I) deben administrarse diariamente en la dosis tnica de 0,5-5,0 mg/kg de
peso corporal 5 dias antes de que se inicie el ciclo de quimioterapia, durante la quimioterapia y dentro del periodo
entre los ciclos de quimioterapia hasta el siguiente ciclo de terapia citotoxica.

A continuacion, se presentan los ejemplos que ilustran las realizaciones preferidas de la presente invencion.

Ejemplo 1

Actividad de derivados peptidicos de formula general (I) con respecto a la diferenciacion de células de melanoma
M-6

Se llevé a cabo el estudio en ratones Balb/C hembras (desnudas) sin timo de 10-12 semanas de edad que pesaban
20-22 gramos (criadas en el Centro de Investigacién del Cancer Ruso (RCRC) denominado después N.N. Blokhin de
la Academia Rusa de Ciencias Médicas (RAMS)). Se tom6 una cepa de melanoma humano obtenido anteriormente a
partir de material clinico primario del banco de cepas tumorales del RCRC de la RAMS para su trasplante a ratones
“desnudos” sin timo. Se disgregé el tumor mediante solucién de Versen con tincidn azul tripano vital y se inoculé por
via subcutdnea a ratones en la cantidad de 1,6 millones de células por ratén.

Se administré Dicarbamine a ratones por via intragastrica usando una sonda de metal diariamente en una dosis de
1,0 mg/kg empezando 4 dias antes de la inoculacién del tumor y después durante 10-11 dias (ciclo de administracién
hasta 15 dias). Se sacrificaron los ratones con anestesia con éter 12, 24 y 48 horas tras la dltima administracién.

Se usaron 4 grupos de ratones en el experimento:

Grupo 1 - el control, no se administra Dicarbamine. Los ratones se sacrifican en los mismos términos que los de
los grupos que recibieron Dicarbamine.

Grupo 2 - se administra Dicarbamine y los ratones se sacrifican 12 horas tras la finalizacién de la administracién.
Grupo 3 - se administra Dicarbamine y los ratones se sacrifican 24 horas tras la finalizacién de la administracion.

Grupo 4 - se administra Dicarbamine y los ratones se sacrifican 48 horas tras la finalizacién de su administracion.

Se determinaron cuatro pardmetros morfolégicos tales como el nimero de células con pigmento y el nimero de
células con signos de apoptosis (capacidad para diferenciar), el nimero de mitosis (actividad de proliferacién) y zona
de necrosis para monitorizar el grado de diferenciacién y proliferaciéon de melanoma M-6 en los grupos de animales
control y los grupos de Dicarbamine. Estos pardmetros se determinaron dindmicamente y se correlacionaron con la
imagen morfolégica general de un crecimiento tumoral como signo integral. Para este fin se retir6 el tumor en ratones,
se coloco en formalina y se procesé histolégicamente para microscopia 6ptica. Los datos obtenidos se muestran en la
tabla 1.
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TABLA 1

Pardametros morfologicos de melanoma M-6 (microscopia optica)

Pardmetros (en %) Tiempo transcurrido desde la retirada de
Dicarbamine
12 horas 24 horas 48 horas
Zona de Control 1-2 2-3 3-5
necrosis Tras la 6-7 7-9 8-10
administracién

de Dicarbamine

Mitosis Control 3-5 3-5 3-5
Tras la 3-5 3-5 3-5
administracién

de Dicarbamine

Apoptosis Control 0,1-0,2 0,1-0,2 0,1-0,2
Tras la 0,1-0,2 0,2-0,3 0,2-0,3
administracién

de Dicarbamine

Células con Control 1-2 1-2 2-3
pigmento Tras la 2-3 2-4 3-5
administracién

de Dicarbamine

El estudio llevado a cabo permiti6 a los inventores establecer que melanoma humano inoculado a ratones desnudos
en el dia 9 forma el tumor que consiste en células polimorfas que crecen en campos continuos con desarrollo de
estroma no significativo. Se cuentan los sitios de necrosis pequefios en el tumor, sitios que aumentan ligeramente a
las 48 horas (hasta el 3-5% de zona de corte) en comparacion con plazos de sacrificio de 12 y 24 horas (el 1-2% y
el 2-3%, respectivamente). Se observé el 3-5% de mitosis en el tumor durante todos los periodos de crecimiento. La
apoptosis se expresa ligeramente. Se encuentran con poca frecuencia células que contienen pigmento y su nimero
durante el primer dia no supera el 1-2% y sélo en 48 horas de crecimiento aumenta hasta el 2-3%. Por tanto, la
intensidad de génesis de melanina durante este periodo no es significativa. La caracteristica obtenida permite concluir
que el melanoma es un tumor de crecimiento rapido que practicamente carece de capacidad de diferenciar basandose
tanto en el grado de apoptosis como ante todo, basdndose en la capacidad funcional basal de génesis de melanina.

Se evaluo6 el efecto de Dicarbamine en la diferenciacién de células de melanoma basdndose en la intensidad de la
génesis de melanina contando el nimero de células con melanina en los cortes del tumor. Con este objeto, se extirpd
el tumor en ratones, se colocé en glutaraldehido y se procesé histolégicamente para que se realizara microscopia
electrénica. Se calculd el indice de intensidad de génesis de melanina (MGII) que refleja el grado de diferenciacién
celular en los cortes preparados segutn la siguiente ecuacion:

MGII = NCM x NM,

en la que:
NCM es el nimero de células que contienen melanosomas;

NM es el nimero promedio de melanosomas por célula.

El andlisis de la intensidad de génesis de melanina llevado a cabo mediante este indice se muestra en la tabla 2.

8
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TABLA 2

Intensidad de génesis de melanina comparativa en células de melanoma tras la administracion de Dicarbamine
(microscopia electronica)

Pardmetros (valores absolutos) Tiempo transcurrido desde la
retirada de Dicarbamine
12 horas 24 horas 48 horas
Numero de células | Control 135,0 144,0 159,0
con melanosomas Tras la 175, 0 210, 0 227, 0
500 célul
(por celulas) administracién
de Dicarbamine
Cantidad promedio | Control 19,0 21,0 26,0
de melanosomas
por celula Tras la 28,0 35,0 42,0
administracién
de Dicarbamine
MGII Control 5,1 6,0 8,2
Tras la 9,8 14,7 19,0
administracién
de Dicarbamine

*empezando el dia 9 tras la inoculacidén del tumor

La prueba de microscopia electrénica muestra que en comparacién con el control, aumentan el nimero de células
tumorales que comprenden melanosomas y el nimero de melanosomas por célula debido al efecto de Dicarbamine.
El indice MGII aumenta para los plazos observados como sigue: en 12 horas - 1,9 veces, en 24 horas - 2,4 veces y en
48 horas - 2,3 veces.

Por tanto, tras un ciclo de administracion de 15 dias de Dicarbamine, el aumento promedio del grado de diferen-
ciacién de células tumorales de melanoma M-6 es 2,2 veces lo que estd respaldado por la intensidad de génesis de
melanina (el indice MGII), el aumento en el nimero de células que comprenden melanosomas (1,3 veces) y el aumento
en el nimero de melanosomas (1,3 veces).

Ejemplo 2
El efecto de Dicarbamine sobre la funcion de sintesis de melanina de células de melanoma humano inoculadas

A ratones con melanoma humano inoculado por via subcutdnea tal como se describe en el ejemplo 1, se les dosifico
diariamente por via p.o. Dicarbamine a una dosis tnica superior de 4,5 mg/kg durante 3 semanas desde el momento
del trasplante tumoral.

Se sacrificaron los animales a las 3 semanas del trasplante tumoral. En el momento del sacrificio el volumen del
tumor era en promedio de 150 mm?®. Tras el sacrificio, el tumor se extirp6 en ratones y se disgregé con solucién de
Versen y se aislé la fraccidn celular en la que se calculd el nimero de células con pigmento en la cdmara de Goryaev
durante la microscopia ptica.

Los estudios llevados a cabo muestran que en el control el nimero promedio de células con melanina era de
39,14+8,72, y en la prueba era de 108,42+11,91, es decir el nimero de células que sintetizan melanina aumento
significativamente 3 veces (p<0,01).
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Por tanto, en las series de pruebas llevadas a cabo usando Dicarbamine a las diferentes dosis, se obtuvo un efecto
estadisticamente significativo de induccién pronunciada de diferenciacién de células de melanoma humano tal como
se evidencia basdndose en la intensidad de génesis de melanina.

5 Los datos se presentan en la tabla 3.
TABLA 3
Intensidad de génesis de melanina en células de melanoma humano inducidas por Dicarbamine
10
Numero de tumor Control Numero de tumor Prueba
15 Numero de células Numero de
con melanina células con
melanina
20
1 32 1 95
2 35 2 111
3 29 3 95
% 4 4z 4 110
5 46 5 130
6 36 6 106
30 7 54 7 111
Promedio 39,14 Promedio 108, 42+*
35 Desviacién 8,72 Desviacién 11,91
estandar estandar
*p<0, 01
40
Ejemplo 3
45  El efecto de Dicarbamine sobre la dindmica de crecimiento de melanoma Mel-6 humano inoculado

Se 1levé a cabo el estudio en ratones Balb/C hembras “desnudas” sin timo de 10-12 semanas de edad que pesaban
20-22 gramos (criados en el RCRC denominado después N.N. Blokhin de la RAMS). Se tomé una cepa Mel-6 de
melanoma humano obtenida anteriormente de material clinico primario del banco de cepas tumorales del RCRC de la

50 RAMS para su trasplante a ratones sin timo.

Se administré Dicarbamine diariamente por via p.o. a las dosis unicas de 1,5 mg/kg y 4,5 mg/kg a dos grupos
de ratones durante 3 semanas desde el momento del desarrollo tumoral (desde el dia 15 hasta el dia 36 a partir del
trasplante del tumor).

55

Se realizé la medicién del tumor en los dias 18, 25, 33, 39, 46 y 53 a partir del trasplante. Se evalu6 el efecto
de Dicarbamine basdndose en la dindmica de crecimiento tumoral durante 8 semanas en mediciones multiples de
volimenes tumorales “V” segtn la férmula:

60

V=g*L*s*himm®)

65

en la que L es la longitud en mm, s es el ancho en mm; y h es la altura en mm.

10



20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 356 308 T3

Se calculé entonces la razén entre los volimenes de los tumores V,/V,_; expresada en porcentaje y se procesé
estadisticamente segitin el método de Student para calcular una diferencia estadisticamente significativa. Los datos
obtenidos se muestran en la tabla 4.

Los datos obtenidos mostraron un retraso de 7 dias en la ganancia de masa tumoral mdxima en comparacién con
el control. En comparacion con el grupo control, se encontraron diferencias estadisticamente significativas en la tasa
de crecimiento tumoral en el dia 25 desde el trasplante en el grupo de ratones que recibieron Dicarbamine en las dosis
unicas de 4,5 mg/kg que corresponde a un ciclo de 10 dias de dosificaciéon de Dicarbamine a una dosis de ciclo de 45
mg/kg. En este grupo el volumen del tumor promedio aumentd en el 166,0+93,0%, mientras que en el control este
pardmetro era del 329,0+88,9% (p<0,015).

Ejemplo 4

El efecto de Dicarbamine en combinacion con la quimioterapia sobre el crecimiento de melanoma M-6 humano
inoculado trasplantado a ratones sin timo

Se llevé a cabo el estudio segin la técnica descrita en el ejemplo 3. Se administré Dicarbamine diariamente por via
p.o. ala dosis tnica de 4,5 mg/kg durante 3 semanas desde el momento de la aparicioén del tumor (desde el dia 15 hasta
el dia 36). En los grupos de tratamiento combinado también se administré Dicarbamine diariamente a la dosis unica
de 4,5 mg/kg durante 3 semanas (dias 15-36) en combinacién con una administracion tinica de los agentes citostaticos
antitumorales cisplatino a una dosis de 6 mg/kg por via i.v. (dia 25) y aranoza a una dosis de 40 mg/kg por via i.p. (dia
27). Se inici6 la terapia citostdtica siendo el volumen del tumor promedio de 200+62 mm?. A los dias 18, 25, 33, 39,
46 y 53 del trasplante se midieron los volimenes de los tumores y se calcul6 el valor V,/V_,, valor que se expreso en
porcentaje. Los datos obtenidos se muestran en la tabla 5.

TABLA 5

El efecto de combinar la quimioterapia con agentes citostdticos antitumorales y Dicarbamine sobre las dindmicas de
crecimiento de melanoma M-6 humano

Grupo de Esquema de terapia Mtm (%) a dias tras la inoculacidén del

ratones tumor
Dosis(mg/kg) Dias de Dia Dia Dia Dia Dia
unica/ciclo dosifi- 25 33 39 46 53

cacidén

Control Solucion 15-36 329,0 132,09 21,9 10,5 3,8
salina +88, 9 +57,3 +12,6 | +8,1 +10,3
fisioldgica

por via p.o.

Cisplatino 6 mg/kg por | 25

Aranoza via i.v. 413,0 177,0 62,04 21,2 18,2
40 mg/kg por | 27 +276,0 +46,0 +30,1 +18,7 +12,7
via 1i.p.

Dicarbamine | 4,5/94,5 15-36 166, 0 276, 0 39,8 19,6 4,2
mg/kg por via +93,0%* | +104,0 | +27,3 | +17,5 +22,5
p.o.

Dicarbamine 4,5/94,5 15-36
mg/kg por via

Cisplatino p.o¥ 182, 0 191,0 24,5 28,7 8,0

Aranoza 6 mg/kg por | 25

o +60,0%* | +71,0 +17,4 | +9,8 +30,6

via i.v.

40 mg/kg por | 27

via 1i.p.

* - diariamente; ** - p<0,05
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Se deduce de los datos presentados que Dicarbamine en la via de dosificacién usada retarda el crecimiento tumo-
ral en etapas iniciales lo que puede mostrarse por la disminucién en la ganancia de masa tumoral en el dia 25 del
166,0+93,0% en comparacién con el control en el que la ganancia era del 329,0+88,9%. Por tanto, se reprodujeron
los resultados del efecto de Dicarbamine sobre el crecimiento del melanoma (véase el ejemplo 3). La combinacién de
la quimioterapia con aranoza y cisplatino en los regimenes indicados parecen ser ineficaces, es decir la ganancia del
tumor en este plazo era superior al valor control (413,0+276,0%). Esto prueba la ausencia de sensibilidad de la cepa
de melanoma humano Mel-6 usada al esquema de quimioterapia proporcionado. La introduccién de Dicarbamine en
el esquema de quimioterapia ineficaz dio como resultado una disminucién estadisticamente significativa (p<0,05) en
la ganancia de masa tumoral en el dia 25 del 182,0+60,0% lo que prueba su eficacia en caso de ausencia del efecto de
la quimioterapia.

Ejemplo 5

El efecto de derivados peptidicos de formula general (I) sobre la capacidad de proliferacion de células de melanoma
cuando se administra interferon

Se estudi6 el efecto de Dicarbamine sobre la capacidad de proliferacién de células de melanoma junto con la
administracién de a-interferén (Introne®, IN). Debe observarse que Dicarbamine por si misma puede ralentizar la
actividad de proliferacion de células de melanoma sin cambiar su supervivencia.

Se 1llevé a cabo el estudio en dos cultivos celulares continuos que crecen en forma de una monocapa en un cultivo
tisular sobre células de melanoma B-16 murino y células de melanoma M-5 humano. Se administré IN a concentracio-
nes de 70-700 Ul/ml. Se transfirié Dicarbamine (D) a la disolucién madre (1.000 uM), se esteriliz6 a través de filtros
con didmetro de poro de 0,22 um y después se diluy6 hasta concentraciones de 0,01 y 1,0 uM.

Se evalué el efecto de preparaciones sobre células basdndose en la tasa inicial de proliferacién celular (IRCP).
Este indice (IRCP) que habitualmente se denomina tasa de crecimiento de colonias, se determiné contando el nimero
de células en microcolonias durante los primeros dias tras la afeccién en placas de “prueba” (con preparaciones) y
“control” (sin preparaciones), analizando 50 colonias en cada una de ellas. Cada “punto” inclufa no menos de tres
placas Petri con colonias celulares en crecimiento en concentraciones especificas de adicidén de preparaciones en
estudio. Se calculd la tasa de crecimiento de colonias (en %) segin la férmula:

Numero de células/coloma (valor promedto) en las placas de prueba - 1 « 100 %
(]

Numero de células/colonia en las placas control -1

Se calcularon los nimeros de células en microcolonias para cada “punto”. Se evalud la toxicidad de las prepara-
ciones en el intervalo seleccionado de concentraciones mediante la supervivencia de células que se determind por la
raz6n entre los ndmeros de colonias en crecimiento en placas de “prueba” y “control”. Los resultados de las pruebas
se muestran en la tabla 6.

(Tabla pasa a pdgina siguiente)
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TABLA 6

El efecto de Dicarbamine y a-interferon sobre la actividad de proliferacion de células de melanoma B-16 murino y
de melanoma M-5 humano

Tasa inicial de proliferacidén celular

(% de células/colonia en relacidén con el control)

Concen-
a2 un plazo tras entrar en contacto con preparaciones
Prepa- tracidén
48 horas 72 horas 96 horas
racién de IN
Dl Dl Dl Dl
en Sin D, D, Sin
Sin 0,01 1,0 0,01 1,0
UI/ml D 0,01 1,0 D
D uM uM uM uM
uM uM
Control de M-5 100,0 84,2 69,0 | 100,0 73,6 50,0 100,0 70,2 49,1
7,0 111,3 79,1 54,7 94,8 49,1 36,9 73,0 46,9 33,3
IN
70,0 53,7 40,5 30,7 51,9 34,9 24,5 48,8 31,7 23,9
control de B-16 100,0 52,9 44,6 | 100,0 61,0 43,6 _ _ -
iy 70,0 _ _ _ 50,2 _ 26,1 - _ -
700,0 38,0 24,9 21,51 29,8 22,0 16,0

Puede observarse en la tabla que en el control con melanoma M-5 el indice IRCP se conservé al nivel del 100%
durante 96 horas.

En las muestras con células de M-5 cuando se afiadi6é a-interferén a la concentracion de 7,0 Ul/ml en 48 horas, el
indice IRCP aument6 hasta el 111,3% y se ralentizé hasta el 94,8 y el 73,0% respectivamente s6lo en 76 y 96 horas.
Cuando se afiadié a-interferén a una concentracién de 70 Ul/ml en 48 horas, el indice IRCP se ralentizé hasta el
53,7%, en 72 horas - hasta el 51,9% y en 96 horas - hasta el 48,8%. Es decir el efecto de inhibicién mdximo de a-
interferén a una concentracién de 70 UIl/ml logra un IRCP del 50%.

Cuando se afiadié Dicarbamine a la concentracién de 0,01 uM, el indice IRCP en 48 horas se ralentiz6 hasta el
82,4%, en 72 horas - hasta el 73,6% y en 96 horas - hasta el 70,2% y cuando se afiadi6é Dicarbamine a la concentracién
de 1 uM, el indice IRCP en 48 horas se ralentiz6 hasta el 69,0% y en 72 horas - hasta el 50,0%.

Por tanto, el efecto de inhibicién maximo de Dicarbamine también logra el 50% del indice IRCP y se obtuvo a la
concentracion de preparacién de 1,0 uM.

En las pruebas sobre melanoma B-16 cuando se afiadié a-interferén a la concentracién de 70 Ul/ml, el indice
IRCP en 72 horas se ralentizé hasta el 50,0%, y cuando se afiadié Dicarbamine en dos concentraciones indicadas, el
indice IRCP en 48 horas se ralentizé hasta el 52,9 y el 44,6% respectivamente y en 72 horas hasta el 61,0 y el 44,6%
respectivamente. La reduccién significativa del indice IRCP hasta el 38,0 y el 29,8% se obtuvo sélo cuando se afiadi6
a-interferén a una concentracién de 700 Ul/ml.

Por tanto, las pruebas llevadas a cabo muestran que a-interferén y Dicarbamine inhiben el crecimiento de células
de melanoma M-5 y melanoma B-16 al nivel del 40,0-50,0% que es caracteristico de inductores de diferenciacion.
Puede obtenerse un efecto mds pronunciado sobre el indice IRCP sélo en caso de un aumento de 100 veces en la
concentracion de a-interferén.

La adicion combinada de a-interferén a una concentracién de 70,0 Ul/ml y Dicarbamine a células de M-5 muestra
que en todos los casos el indice IRCP baj6 hasta el 30,7-24,0-31,0% respectivamente para los plazos de registro.
El efecto mds pronunciado se obtuvo sobre melanoma B-16 cuando se usaron en combinacién a-interferén a una
concentracién de 700 Ul/ml y Dicarbamine a ambas concentraciones: el indice IRCP bajé hasta el 24,9 y el 29,8% en
48 horas y hasta el 22,0 y el 16,0% en 72 horas, respectivamente.

Por tanto, Dicarbamine de manera similar a a-interferén ralentiza la proliferacion de células de melanoma B-16
murino y melanoma M-5 humano y no muestra toxicidad (segin el indice de supervivencia). Tal como se mostrd
mediante los ejemplos proporcionados, el efecto de Dicarbamine es caracteristico de inductores de diferenciacion y
tiene un cardcter aditivo en combinacién con el inductor de diferenciacién conocido a-interferén sobre células de
melanoma. Este efecto da como resultado la potenciacién de la inhibicion del crecimiento tumoral y es una indicacién
para elevar la eficacia de la inmunoterapia de melanomas.
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5.2. El efecto de derivados peptidicos sobre la capacidad de proliferacion de células de melanoma

Se llevé a cabo el estudio en un cultivo celular continuo de melanoma B-16 murino que crece en forma de una
monocapa en un cultivo tisular. Se administré a-interferén seleccionado como una preparacién de comparacion, a una
concentracién de 70 Ul/ml.

Se transfirieron los compuestos sometidos a prueba a una disoluciéon madre (1.000 uM), se esterilizaron a través
de filtros con un didmetro de poro de 0,22 um y después se diluyeron hasta una concentracién de 100 uM.

Se evalu6 el efecto de los compuestos sobre células basandose en la tasa inicial de proliferacién celular (IRCP).
Se determind este indice contando el nimero de células en microcolonias durante los primeros dias tras la afeccion en
placas de “prueba” (con preparaciones) y “control” (sin preparaciones), analizando 50 colonias en cada una de ellas.

Se calculd la tasa de crecimiento de colonias (en %) segun la férmula:

Numero de células/coloma (valor promedto) en las placas de prueba - 1

- - - x 100 %
Numero de células/colonia en las placas control -1

Se realizaron célculos de niimeros celulares en microcolonias para cada “punto”. Se evalud la toxicidad mediante la
supervivencia de las células de melanoma B-16 que se determiné mediante la razén entre los nimeros de las colonias
en crecimiento en placas de “prueba” y “control”. Los resultados de la prueba se muestran en la tabla 7.

(Tabla pasa a pagina siguiente)
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TABLA 7

El efecto de derivados peptidicos a una concentracion de 100 uM y a-interferon a una concentracion de 70 Ul/ml

sobre la actividad proliferativa de células de melanoma B-16 murino

Compuesto Tasa inicial de proliferacidén celular (% de
células/colonia en relacidén con el control) a un
plazo tras entrar en contacto con preparaciones

48 horas 72 horas
control 2,52=100% 3,49=100%
interferdn 29,642,3 27,4%£2,1
dicarbamine 30,8+%2,8 28,2+2,2

1 26,612,7 26,612,8
2 25,541,9 25,5+1,7
3 35,6+2,9 35,612,9
4 38,343,5 38,3+3,5
5 32,442,060 32,442,3
6 29,3+2,4 29,3+2,2
7 38,8+2,7 38,8+2,8
8 21,441,5 16,940,9
9 27,1+1,7 17,2%£1,3
10 35,943,060 23,141,0
11 21,5+41,9 20,7+1,8
12 28,7+2,1 20,31,9
13 44,9%+4,0 18,9+1,4
14 33,8%3,5 19,9+1,8
15 39,7+2,5 29,8+2,3
16 41,3%£4,0 28,9+2,5
17 39,7+2,1 26,612,1
18 42+3 3943

19 2141 4145

20 44+3 42+4

21 42+4 2812

Las diferencias con el control son significativas (p<0,01).

Los datos presentados en la tabla 7 muestran que los derivados peptidicos inhiben el crecimiento de colonias
celulares de melanoma B-16 al nivel del 50,0-70,0% que es caracteristico de inductores de diferenciacion.

Ejemplo 6
Distribucion de células tumorales por fases de ciclo celular a diferentes plazos tras la administracion de Dicarbamine

Se realizaron pruebas en melanoma B-16 inoculado. El efecto de Dicarbamine sobre la distribucion de células
tumorales se estudié basdndose en el contenido de ADN a diferentes plazos tras la administracion de la preparacion.
Desde el dia 6 tras la inoculacién del tumor se administraron a los ratones durante 10 dias diariamente por via intra-
géstrica 0,5 mg/kg de Dicarbamine. Se sacrificaron los animales con investigacién posterior de material tumoral en los
dias 10, 12, 16 y 18 tras la inoculacion, es decir los dias 5 y 7 respectivamente tras la administracién de Dicarbamine
asi como en los dias 2 y 4 tras la finalizacién de la dosificacion de 10 dias de Dicarbamine.
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Los resultados de las pruebas muestran que Dicarbamine provocé un aumento significativo de la parte de células
tumorales en interfase (IIG') (~*25%). En una parte constante de células proliferativas (~30%) se observé un aumento
en la parte de células IIG* (12-14%). Por consiguiente la parte de células del estroma normales (IG') en las muestras
disminuye de manera compensatoria. Dichos cambios son mds claramente pronunciados tras 5-10 administraciones
de Dicarbamine.

La dosificacion de ciclo de Dicarbamine provoca la redisposicion cinética de la poblacion de células tumorales. Se
observa la inhibicién de células en la fase de ciclo sintético (fase S) con disminucién compensatoria en la parte de cé-
lulas que estdn listas para proliferacion o células proliferativas (fase G*). Simultdneamente se produce la acumulacién
de células tumorales en la fase estacionaria G'.

Reduciendo el nivel de actividad proliferativa, Dicarbamine promueve la acumulacién de células en fase de ciclo
celular estacionaria (no proliferativa). Puede ralentizar el crecimiento tumoral y promover la transicion de células a un
estado mds diferenciado.

Ejemplo 7

Eficacia de Dicarbamine con respecto a toxicidad hematolégica de ciclofosfamida y sus combinaciones con cisplatino
y carboplatino

Se estudio el efecto de correccién hematoldgica de Dicarbamine sobre la primera generacion de hibridos de ratones
macho F, (CBA x Cs;BI).
7.1. Se usaron 4 grupos de animales para estudiar el efecto de Dicarbamine sobre la hematotoxicidad de ciclofos-

famida (CPH)

Grupo 1 - Dicarbamine, 0,5 mg/kg diariamente empezando 5 dias antes de la administracién de CPH y durante 5
dias tras la administracion tnica de CPH a una dosis de 200 mg/kg;

Grupo 2 - la administracién dnica de 200 mg/kg de CPH;
Grupo 3 - control intacto;
Grupo 4 - Dicarbamine 0,5 mg/kg diariamente durante 10 dias.

Los datos obtenidos se muestran en la tabla 8.

TABLA 8
Numero total de leucocitos en sangre periférica de ratones bajo el efecto de ciclofosfamida y ciclofosfamida con
Dicarbamine
Grupo Numero total de leucocitos (en miles en mm’) a dias tras 1la
dosificacidén de ciclofosfamida
3 5 7 10 13 17 21
1 2,80 7,96 13,38 11,88 13,30 12,40 | 12,90
£0,22 1,10 | +1,54 +1,92 +1,48 1,76 | £2,60
2 1,06 4,38 10,50 G, 44 12,20 12,20 | 11,86
+0, 44 10,77 | £3,02 +0, 60 £3,02 1,80 | 41,32
3 16,50 16,10 | 14,80 15,80 14,90 16,90 | 14,70
18,20 3,20 | £3,30 +1,90 £2,70 4,70 | £2,80
] 15,70 15,30 | 17,30 15,70 12,50 17,80 | 16,30
+4,30 +7,80 | £5,10 £3,80 +3,52 4,70 | £3,90
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Los datos obtenidos muestran que el uso de Dicarbamine en combinacién con CPH permite reducir el efecto
hematotéxico de esta dltima y acelerar la recuperacion de pardmetros sanguineos.

7.2. Cuando se estudia el efecto de Dicarbamine sobre la accidon hematotéxica de combinaciones de CPH con
derivados de platino, se administré Dicarbamine diariamente por via intragdstrica a ratones durante 20 dias diariamente
a una dosis unica de 0,5 mg/kg. Se administraron una vez preparaciones citostaticas por via intraperitoneal en el dia
cinco desde el inicio del ciclo de administracion de Dicarbamine. Se muestran dosis de preparaciones citostaticas en
las tablas 10y 11.

Los resultados de estudiar el efecto de Dicarbamine sobre el nimero de leucocitos en sangre periférica de ra-

tones cuando se combiné la dosificaciéon de CPOH con cisplatino o carboplatino se muestran en las tablas 9 y 10
respectivamente.

TABLA 9

El efecto de Dicarbamine sobre la hematotoxicidad de ciclofosfamida en combinacion con cisplatino

Preparacién | Dosis de Numero total de leucocitos (en miles en | Plazos

citostatica | preparacién | mm’) a dias tras la dosificacién de | de
citostatica | preparaciones citostaticas muerte
(mg/kg) (dias)

0 3 5 7 21

Dicarbamine

CPH 200 11,30+ | 2,32 6,60+ 10,40+ | 12,30+ | 8;16

Cisplatino 8 2,30 0,49 0,90 1,54 1,56

CPH 200 11,30+ | 1,20+ 4,324 6,24 10,80 374:7

Cisplatino 8 2,30 0,33 0,77 +1,15 +1,02

Dicarbamine

CPH 100 11,30+ | 4,14+ 11,40+ | 14,90+ | 11,80+ | no

Cisplatino 4 2,30 0,60 1,10 1,32 1,32

CPH 100 11,3+ 2,65+ 4,744 8,05+ 12,04 no

Cisplatino 4 2,3 0,66 0,66 0,88 1,4

Dicarbamine

CPH 50 1,30+ 6,70+ 17,00+ | 14,50+ | 12,40+ | no

Cisplatino 2 2,30 1,15 5,17 2,00 0,99

CPH 50 11,30+ | 4,04+ 7,621 8,724 13,10+ | no

Cisplatino 2 2,30 0,77 0,99 1,15 1,54

Los datos presentados muestran que ya el dia 5 en el grupo de ratones que recibié preparaciones citostaticas a
dosis maximas junto con Dicarbamine, el nimero de leucocitos alcanzé el borde inferior de la norma fisioldgica y el
dia 7 practicamente se restaurd hasta el nivel inicial. Sin Dicarbamine se observo la restauracion sélo el dia 21 de la
prueba. En ratones que recibieron preparaciones citostdticas a dosis mdximas sin Dicarbamine se observo la muerte
de animales en los dias 3, 4 y 7 de la prueba. En animales a los que se les administraron preparaciones citostaticas a
dosis méximas junto con Dicarbamine, s6lo se observé muerte retardada en los dias 8 y 16.
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TABLA 10

El efecto de Dicarbamine sobre la hematotoxicidad de ciclofosfamida en combinacion con carboplatino

Preparacidén | Dosis de | Nimero total de leucocitos (en miles en | Plazos
citostatica | prepara- |mm’) a dias tras la dosificacién de | de
cidén preparaciones citostaticas muerte
citosta- [0 3 5 7 21 (dias)
tica
(mg/kg)
Dicarbamine
CPH 200 11,50+ | 3,10+ 12,80+ | 15,30+ | 12,304 | 10
Cisplatino 30 2,80 0,70 1,37 1,26 0,89
CPH 200 11,30+ | 1,18% 4,601 7,54+ 12,60+ |3
Cisplatino 30 2,30 0,49 0,60 0,77 1,28
Dicarbamine
CPH 100 11,50+ | 4,04+ 10,40+ | 14,80+ | 11,80% | no
Cisplatino 15 2,80 0,44 1,59 1,76 1,34
CPH 100 11,30+ | 2,74+ 6,48+ 10,50+ | 13,204 | no
Cisplatino 15 2,30 0,49 0,60 1,38 1,50
Dicarbamine
CPH 50 11,30+% | 6, 60% 10,90+ | 11,20+ | 10,90% | no
Cisplatino 7,5 2,30 0,77 1,21 1,20 1,28
CPH 50 11,50+ | 3,94+ 8,724 10,804+ | 11,204 | no
Cisplatino 2 2,80 1,04 1,98 2,40 0,99

Los datos presentados muestran (tabla 10) que en caso de usar Dicarbamine junto con carboplatino y ciclofosfano
a las dosis letales, el nimero de leucocitos en sangre periférica y los plazos de muerte de animales son similares a los
datos presentados en la tabla 9.

Por tanto, Dicarbamine inhibe el desarrollo de leucopenia en todos los ciclos estudiados, acelera la recuperacién
del nimero total de leucocitos y retarda el plazo de muerte de ratones cuando se usan preparaciones citostaticas a dosis
letales.

7.3. Cuando se estudia el efecto de derivados peptidicos de férmula general (I) sobre la accién hematotdxica de
combinaciones de CPH con carboplatino, los compuestos se administraron por via intragdstrica a ratones diariamente
a la dosis de 0,5 mg/kg durante 10 dias. En el dia cinco tras iniciar la administracion de los compuestos sometidos a
prueba se les inyectd a los ratones por via intraperitoneal CPH a una dosis de 200 mg/kg y carboplatino a una dosis
unica de 15 mg/kg. Después se continué con la administracién de los compuestos sometidos a prueba durante 5 dias
mds.

Antes de iniciar la dosificacion de los compuestos sometidos a prueba, se extrajo sangre de la cola de ratones para
calcular el nimero total de leucocitos. En los dias 3, 5 y 7 tras la administracién de ciclofosfamida con carboplatino
también se extrajo sangre de la cola de ratones para calcular el nimero total de leucocitos. Cada grupo incluia 15
animales.

Como control se usé un grupo de ratones que sélo recibidé preparaciones citostaticas.

Los datos presentados en la tabla 11 muestran que los derivados peptidicos de férmula general (I) inhiben el
desarrollo de leucocitopenia y aceleran la recuperacion del nimero total de leucocitos.

18



20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 356 308 T3

TABLA 11

El efecto de derivados peptidicos de formula general (I) sobre la accion hematotoxica de la combinacion de
ciclofosfamida con carboplatino

N.° de Numero total de leucocitos en sangre periférica (en miles
compuesto | en mm®) a dias tras la dosificacién de preparaciones

citostaticas

0 3 5 7
1 13,3%3,5 3,3+1,0% 10,041, 3* 11,6+2,5*
2 13,8%3,5 3,1840,82% 9,140,5* 11,9+2,5*
3 15,5+3,2 4,18+2,0 19,2+1,9 17,5+1,7*
4 15,3+2,7 3,0240,83 9,62+3,84 16,140,115
5 12,1+1,4 2,1+1,04 10,5+2,08 15,2+1,23
6 14,2+1,1 3,0441,61 14,56%2,65 25,68+3, 1%
7 13,7+£1,1 3,1440,62 13,740,57 16,58+42,9
8 12,9+2,5 3,9840,78 10,8+0,57 16,16£0,85
9 13,2+3,0 5,04+0,20% 8,64+1,97 19,38+1,8
10 12,9+1,9 5,1841,97* 19,76£3,22* 21,8243,74*
11 14,8%£2,3 3,3241,3 10,2841, 35 17,56+2,6
12 12,8%0,8 3,56%0,12 20,66+3,7* 17,4+2,8
13 14,940,6 2,6610,21 25,7+4,1% 32,1+4,87%
14 13,840,5 2,6610,23 16,24+42,3 28,943, 65%
15 12,7+0,7 3,7610,14 26,445,8% 27,614,12%
16 12,610,6 3,940,23 15,44+41,3 24,944 ,31%
17 13,440,8 3,36%0,27 17,6+3,1 26,143,97*
CPH+C 16,1+3,5 1,1440,55 4,31+1,3 8,3+0, 58

*significativo a p ~0,05

7.4. El efecto de Dicarbamine sobre la diferenciacion celular esta respaldado por el estudio del nimero diferencial
de sangre periférica en ratones bajo efecto de ciclofosfamida en combinacién con Dicarbamine en comparacién con la
dosificacién de ciclofosfamida sola.

Se usan dos grupos de ratones. Al grupo uno se le administra Dicarbamine a una dosis de 0,5 mg/kg 5 dias antes
de y 5 dias tras la administraciéon de CPH a una dosis de 200 mg/kg. Al grupo dos de ratones se le administra CPH
sola a una dosis de 200 mg/kg. Los resultados de los estudios se muestran en las tablas 12 y 13.

Los datos presentados en las tablas 12 y 13 muestran que se produce la recuperacion de sangre periférica debido al
estallido de formas maduras lo que confirma el efecto de diferenciacién de Dicarbamine. Esto se observa especialmente
en los dias 3 y 5 por el nimero de sangre periférica y la celularidad de la médula 6sea (tablas 12 y 13). En el grupo
con Dicarbamine estdn ausentes mielocitos y neutrdfilos en banda en sangre periférica y en el grupo sin Dicarbamine
estan presentes estas formas de elementos (tabla 12).

Ejemplo 8

Disminucion en la tasa de y dimensiones de eritroblastosis por virus de Friend (FEB) inoculada por via subcutdnea
en ratones efectuada por derivados peptidicos

Los estudios se llevaron a cabo en 100 hibridos de ratones macho BDF; que se dividieron en grupos que contenian
10 ratones cada uno. Se usaron ratones DBA, lineales para el pase de FEB in vivo.
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Se obtuvo una cepa de eritroblastosis por virus de Friend del banco de cepas tumorales del GU RCRC denomi-
nado después N.N. Blokhin de la RAMS, se hizo pasar dos veces por via intraperitoneal usando generaciones 3-8 en
inoculacién subcutdnea. Se realizé la inoculacién usando una suspension celular a una cantidad de 1 x 10° en 0,3 ml
de medio 1999.

Se administraron por via intragdstrica diariamente disoluciones de los compuestos sometidos a prueba a ratones
usando una sonda desde el dia 3 hasta el dia 7 tras la inoculacién de tumores.

Se evalud la eficacia de la terapia basdandose en la inhibicién de crecimiento tumoral (TGI, %) y una vida util
promedio (ALS). Se determino el aumento de vida util mediante el criterio cominmente aceptado T/C (%) que se
calculé como razén entre ALS en los grupos de prueba y control. Se calculé la tasa de crecimiento tumoral V,/V,
basandose en la dindmica de cambio en volimenes promedio de tumores.

Los datos de los estudios sobre el efecto de derivados péptidos sobre el tamafio del tumor y sobre la tasa de
crecimiento tumoral se muestran en las tablas 14 y 15, respectivamente.

Los resultados obtenidos muestran que los derivados peptidicos provocan la inhibicién del crecimiento de FEB
inoculada por via subcutdnea durante 19 dias tras la finalizacién de la terapia. Dicho efecto empezé a registrarse
inmediatamente tras la finalizacién de la administracién de compuestos a una dosis unica de 1,5 mg/kg y se mantuvo
a un nivel significativo (p<0,05) hasta el dia 13. La tasa de crecimiento tumoral se estabilizé durante una semana tras
la retirada de los compuestos.

Se establecié como resultado de los estudios llevados a cabo que los compuestos de férmula general (I) tienen un
efecto inhibidor sobre el desarrollo de nodo subcutdneo por FEB. Los datos obtenidos permiten considerar que los
compuestos de prueba son ttiles para terapia de hemoblastosis humanas.

Ejemplo 9

El efecto de Dicarbamine y 2a-interferon (Reaferon) sobre células tumorales de eritroblastosis por virus de Friend

Se investig6 la eritroblastosis por virus de Friend que se inoculé por via subcutdnea a ratones hembra DBA, a
través de células de bazo.

Se llevaron a cabo 4 grupos de pruebas.
Grupo 1 - animales control sin terapia, se administré una solucién salina fisioldgica;

grupo 2 - se administré diariamente por via s.c. Reaferon a una dosis de 100 mil Ul/kg desde el dfa 3 hasta el dia
7 tras la inoculacidn;

grupo 3 - se administré por via p.o. Dicarbamine a una dosis tnica de 4,5 mg/kg desde el dia 3 hasta el dia 7 tras
la inoculacion;

grupo 4 - se administraron simultdneamente Dicarbamine y Reaferon segtin un esquema similar.

Se tomé material para microscopia Optica en animales sacrificados los dias 3, 7 y 14 tras la finalizacién de terapia
0 administracién de una solucion salina fisioldgica, se tomé material para microscopia electrénica los dias 7 y 14.

Para un examen histolégico se fijaron fragmentos de tumor en formalina neutra al 10% y se incrustaron en parafina;
los cortes obtenidos se tifieron con hematoxilina-eosina y se examinaron para determinar el contenido en glicégeno
(polisacaridos) usando reaccién de Schiff con 4cido peryddico, para determinar el contenido en ARN segtin Brachet,
para determinar lipidos y hierro. Se observaron los cortes a través de y se fotografiaron en el microscopio optico
Polivar (Austria).

Para microscopia electrénica se fijaron fragmentos de tumor en disolucién de glutaraldehido al 2,5% y tetradxido
de osmio al 1%, se incrustaron en EPON-812. Se prepararon cortes semigruesos y ultragruesos en el ultratome LKB-
IIT (Suecia). Los cortes semigruesos obtenidos se tifieron con azul de toluidina y se observaron a través del microscopio
optico. Los cortes ultragruesos se tifieron adicionalmente con acetato de uranilo y citrato de plomo; se observaron los
cortes a través de y se fotografiaron en el microscopio electrénico JEOL 1200 EX-II (Japén).

Se calculé el porcentaje de células con diferentes tipos de diferenciacién (blastocitos, linfocitos y leucocitos gra-
nulares) durante microscopia electrénica para una evaluacion cuantitativa.

Se evaluaron el porcentaje de mitosis y células con apoptosis asi como las zonas de necrosis durante el examen
histolégico.

20



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 356 308 T3

Examen histologico
Grupo [
Animales control sin terapia
En el examen histolégico se encontré que las células tumorales son grandes, polimorfas, sus nicleos son claros,
el citoplasma esta desarrollado moderadamente. El tamafio celular algunas veces fluctiia y se encuentran células mas

pequefias individuales pero las células grandes representan la principal masa de células.

Las células tumorales forman excrecencias continuas. En tumores individuales se encuentran sitios de necrosis que
rodean campos conservados de células tumorales. La zona de necrosis no superé el 10-15% de la superficie del corte.

En la mayoria de las células tumorales la reaccién de Brachet para ARN es muy pronunciada, con menos frecuencia
es débil o estd ausente (en células pequenas individuales).

La reaccién de Schiff con dcido peryddico tenia cardcter difuso, la reaccién para dar hierro era positiva sélo en
células individuales.

En el tumor entre células grandes se encontraron mitosis (hasta el 1-1,5%) y células con signos de apoptosis (hasta
el 0,5%).

Segtin crecia el tumor, aumentaba la zona de necrosis hasta el 20-30% de la superficie del corte, el nimero de
mitosis aumentd (hasta el 1,5-2%), la actividad de apoptosis no cambié. El nimero de células polimorfas grandes
prevalecid significativamente en todos los plazos.

Grupo II

Administracion de Reaferon

Los tumores tienen una estructura histoldgica habitual. Como en el control, entre células polimorfas grandes se
encuentran células mds pequefias con nicleo hipercromatico.

En el dia 14, 1a zona de necrosis es el 40-50% de la superficie del corte, la actividad mitética es del 0,5-1%, en el
dia 7 aument6 la apoptosis hasta el 1-2%, pero en el dia 14 disminuy? hasta el 1-1,5%.
Grupo III
Administracion de Dicarbamine

Se observa el aumento en la cantidad de células tumorales pequefias con nticleos hipercrométicos. La cantidad
de células polimorfas grandes prevalece significativamente. La zona de necrosis no cambié significativamente en
comparacién con la imagen del grupo I. La actividad mitética también permanecid dentro de los limites de las figuras
del control. En los dias 3 y 7 la tasa de apoptosis disminuy6 ligeramente (hasta el 0,1-0,5% en el dia 7).
Grupo IV

Administracion simultdnea de Dicarbamine y Reaferon

La zona de necrosis y la actividad mitética no mostraron cambios significativos en comparacién con los cambios
en el grupo II. En el dia 3 la apoptosis disminuy6 hasta el 0,2-0,5%, en los dias 7 y 14 es del 0,5% (como en el control).

Las células polimorfas grandes de tipo blastocito prevalecen significativamente en el tumor.

Microscopia electronica
Grupo [
Animales control sin tratamiento

Las células con baja diferenciacién polimorfas grandes de tipo blastocito se encuentran principalmente en el tumor
durante la microscopia electrénica. Los niicleos en estas células tienen forma redonda o ligeramente irregular ocasio-
nalmente con superficie poco uniforme. Habitualmente se observa la distribucién difusa de cromatina en ellas, s6lo

en algunas de ellas se observa la formacién de heterocromatina ubicada marginalmente. Los nicleos habitualmente
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ocupan una parte importante del citoplasma en el que prevalecen ribosomas, mitocondrias individuales, ocasional-
mente las estructuras del reticulo endopldsmico ligeramente rugosas. Los blastocitos ascienden al 90-95% de toda la
poblacién tumoral.

Ademds de los blastocitos, se encuentran linfocitos de diferente grado de madurez, es decir linfoblastos, linfocitos
(grandes, medianos, pequeiios). Los niicleos en estas células son redondeados, ovales, con frecuencia con superficie
poco uniforme, comprenden heterocromatina en forma de acumulaciones grandes, se encuentran nucléolos. El cito-
plasma estd moderadamente desarrollado, comprende una gran cantidad de ribosomas; hay pocos organulos de otro
tipo, ocasionalmente se encuentran granulos densos.

Los leucocitos granulares son granulos pequefios, caracteristicos de neutréfilos, con menos frecuencia pueden ver-
se eosindfilos en el citoplasma. Los nucleos en estas células estdin segmentados o tienen concavidades profundas.
Ocasionalmente pueden observarse células que tienen grdnulos en el citoplasma, un niicleo irregular y una mem-
brana plasmadtica sobresaliente en forma de protuberancias (monocitos). Se encontraron glébulos rojos que estaban
libremente en el tumor.

Los blastocitos grandes prevalecen principalmente en el tumor (hasta el 90-95%). Se encuentran células linfoides
dentro del intervalo del 4-8%, las células granulares ascienden al 1-2%.

No se observaron cambios significativos en la razén entre tipos celulares diferentes a medida que el tumor crecia
tras el injerto.
Grupo II
Administracion de Reaferon

Se conserva la ultraestructura general de células tumorales de diferente tipo.

La cantidad de blastocitos grandes no disminuye, las células linfoides ascienden hasta el 4-8%, los leucocitos
granulares ascienden hasta el 1-2%. Estan presentes gl6bulos rojos individuales en el tumor.
Grupo III
Administracion de Dicarbamine

La ultraestructura de células tumorales de diferente tipo se mantiene como anteriormente. Su razén cuantitativa
cambia y el nivel de diferenciacién aumenta un poco. La cantidad de células de tipo blastos grandes disminuye hasta el
70-80%, la cantidad de linfocitos y granulocitos aumenta hasta el 18-25% y el 2-5% respectivamente. Estan presentes

glébulos rojos individuales en el tumor.

Los cambios hallados de manera mas constante se encuentran en el dia 7 tras la finalizacion del tratamiento.

Grupo IV
Administracion de Reaferon y Dicarbamine

La ultraestructura de células tumorales de diferente tipo practicamente corresponde a lo que se describi6 anterior-
mente (véase el grupo I).

La cantidad de células de tipo blastos grandes fluctia dentro del intervalo del 70-80%. El nimero de linfocitos
alcanza el 18-25%, la cantidad de leucocitos se mantiene al nivel del 2-5%. Se encuentran glébulos rojos que estin
entre las otras células.

Tal como en los grupos anteriores, los cambios encontrados son lo mas pronunciados en el dia 7.

Por tanto, se estableci6 que Dicarbamine administrada por via oral a ratones con eritroblastosis por virus de Friend
a una dosis de 4,5 mg/kg diariamente durante 5 dfas provocaba la diferenciacién de células tumorales inmaduras
principalmente en la direccién de formar granulocitos asi como células de linaje eritroide.

En comparacion con tumores de los animales control, cuando se usé Dicarbamine, la cantidad de células tumorales
inmaduras disminuy6 hasta desde el 90-95% hasta el 70-80%, es decir en un 15-20% y la cantidad de linfocitos
aumento desde el 4-8% hasta el 18-25%, es decir 4 veces.

La cantidad de células de linaje granulocitico aumenté menos significativamente (desde el 1-2% hasta aproxima-
damente el 2-5%).

22



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 356 308 T3

Debe observarse que los cambios mads frecuentes se encontraron en el dia 7 tras la finalizacién del tratamiento. En
el dia 14 tras la finalizacién del tratamiento estos cambios se estabilizaron.

Reaferon en administracién subcutdnea durante 5 dias a una dosis de 100 mil Ul/kg provocé un aumento en la
zona de necrosis en el tumor (desde el 15-20% en el grupo control hasta el 40-50% en la prueba en el dia 7 tras la
finalizacion del tratamiento y desde el 20-30% hasta el 40-50% en el dia 14). La tasa de mitosis disminuyé un poco
(desde el 1,5-2% hasta el 0,5-1%) y la cantidad de células con signos de apoptosis aument6 (desde el 0,5% hasta el 1-
2% en el dia 7 tras la finalizacion del tratamiento). La diferenciacion de células tumorales practicamente no cambid.

En la administracién simultdnea de Dicarbamine y Reaferon en las mismas dosis y en los mismos plazos se en-
contro la suma del efecto de cada preparacion. Se observo la potenciaciéon de diferenciacion de blastocitos inmaduros
caracteristica del efecto de Dicarbamine sola asi como se encontraron un crecimiento de la zona de necrosis y una
disminucién en el nimero de mitosis que se observaban en la administracién de Reaferon solo.

Por tanto, se ha establecido que Dicarbamine puede potenciar la diferenciacién de células hematopoyéticas tumo-
rales inmaduras de eritroblastosis por virus de Friend en diferentes direcciones en particular con formacién de células
tumorales de linaje linfoide y mieloide.

El efecto de Dicarbamine sobre la diferenciacién celular representa su propiedad general como se observé ante-
riormente en el ejemplo del estudio de melanoma.

Ejemplo 10

Microscopia electrénica del efecto protector de Dicarbamine con respecto a células hematopoyéticas de la médula
dsea 'y sangre periférica en pacientes con cdnceres de ovario durante la quimioterapia

En los estudios anteriores dedicados a estudiar el mecanismo de accién de Dicarbamine sobre la médula 6sea, se
encontrd que la preparacién proporcionada protegia la médula 6sea en animales en condiciones de prueba contra el
efecto citotoxico adverso de ciclofosfamida reduciendo la apoptosis en células hematopoyéticas normales.

Se obtuvieron datos similares en las biopsias por puncién de médula 6sea y sangre periférica de 10 pacientes con
cancer de ovario en estadio ITI-IV.

Se dividieron los pacientes en dos grupos iguales: grupo I - pacientes que recibieron la quimioterapia sola y grupo
I - pacientes que recibieron la quimioterapia junto con administracién de Dicarbamine.

Los pacientes en los grupos Iy II recibieron 600 mg/m? de ciclofosfano y 400 mg/m? de carboplatino durante el
primer dia de terapia; se repitieron los ciclos con intervalo de 3-4 semanas. El promedio de ciclos de quimioterapia de
un paciente inclufa 6 ciclos sin Dicarbamine y 5,7 ciclos con Dicarbamine.

En el grupo II los pacientes recibieron la quimioterapia junto con Dicarbamine con dosificacién a una dosis tinica
de 100 mg empezando 5 dias antes del primer ciclo y después hasta el inicio del siguiente ciclo a la misma dosis. La
duracién del uso de Dicarbamine entre dos ciclos promedi6 24,5 dias. La dosis total promedio era de 2,5 gramos.

La biopsia por puncién de la médula ésea y sangre periférica para microscopia electrénica se tomaron en pacientes
antes de la quimioterapia al inicio y al final del ciclo del tratamiento con Dicarbamine o sin ella.

Las biopsias por puncién de médula dsea frescas se colocaron sobre un portaobjetos y muchas veces se agitaron con
varilla de agitacién hasta que se obtuvieron fragmentos densos pequefios. Estos dltimos se fijaron en una disolucién
de glutaraldehido al 2,5% fijada adicionalmente en una disolucién de tetradxido de osmio al 1%; tras el lavado con
tamp6n fosfato a pH 7,4 se deshidrataron en alcoholes de concentracién creciente y se incrustaron en la mezcla de
resinas epoxidicas EPON-812. Se prepararon cortes semigruesos y ultragruesos en el ultratome LKB-III (Suecia). Los
cortes semigruesos se tifieron con azul de metileno o toluidina, los cortes ultragruesos se contrastaron con disolucién
acuosa de acetato de uranilo y citrato de plomo.

Se centrifugd sangre periférica que comprendia heparina durante 1 hora a 3.000 rpm. Después se vertié una diso-
lucién de glutaraldehido al 2,5% sobre la superficie de la pelicula formada durante 10-15 minutos, se retir¢ la pelicula
y se continué con el tratamiento tal como se describié anteriormente.

Se observaron cortes delgados en el microscopio dptico Polivar (Austria) y se observaron cortes delgados en el
microscopio electrénico JEOL-1200-CX-11 (Jap6n).

1. Estudios control antes de iniciar la quimioterapia y administracion de Dicarbamine. Pacientes de grupos Iy I1

Se encuentran células hematopoyéticas de diferente grado de madurez y direccién de diferenciacion en biopsias
por puncién de la médula 6sea estando una parte de la célula con los signos de vacuolizacién y distrofia.
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Hay blastocitos no diferenciados de tamafio grande con borde de citoplasma estrecho que comprende principal-
mente ribosomas. En estas células un niicleo de forma oval redondeada con cromatina difusa y nucléolos individuales
ocupa la parte principal del citoplasma.

Una parte de las células se diferencia en la direccion de linaje granulocitico de leucocitos de diferente tipo y grado
de diferenciacion.

Se observan promielocitos y mielocitos con nicleos ovales redondeados, cromatina difusa que comprende en el
citoplasma una cantidad diferente de granulos especificos. Con frecuencia se sitian glébulos rojos y granulocitos mas
maduros alrededor de estas células.

Se observan con frecuencia acumulaciones de granulocitos mas diferenciados, es decir neutréfilos en banda y neu-
tréfilos segmentados. Los granulos especificos de diferente tipo caracteristicos de neutréfilos, eosinéfilos y baséfilos
estan presentes en su citoplasma.

Las células linfoides de diferente grado de diferenciacién (pequefio, medio, grande - linfoblastico) se disponen
entre granulocitos.

Se encuentran muchos glébulos rojos maduros, que tienen con frecuencia diferente forma asi como normoblastos
que comprenden nucleos y plaquetas.

2. Médula osea tras la quimioterapia con ciclofosfano y carboplatino - grupo 1

En las células hematopoyéticas conservadas de diferente tipo (granulocitos, linfocitos, normocitos, glébulos rojos,
plaquetas) se encuentran signos de distrofia y bajo grado de madurez en las biopsias por puncién de médula dsea
tomadas tras el ciclo de quimioterapia.

En los blastocitos, el citoplasma contiene ribosomas y con frecuencia estd vacuolado. Los nicleos son grandes
con cromatina difusa o acumulaciones de heterocromatina, ocasionalmente de forma irregular y con sitios estirados
dentro.

La cantidad de granulos especificos en promielocitos y mielocitos no es significativa y el citoplasma con frecuencia
tiene cambios distréficos pronunciados.

En los granulocitos conservados de tipo banda y segmentado, también se observan cambios distréficos y una
cantidad no significativa de granulos especificos. Con frecuencia los presentes granulos también se modifican de
manera distréfica y estan vacuolados.

Los normoblastos conservados son con frecuencia de forma irregular con protuberancias y proyecciones de cito-
plasma.

Debe observarse que en biopsias de médula 6sea por puncidn especialmente entre granulocitos se encontraron
células con signos de apoptosis. En tales células se observaron la marginacién de heterocromatina, los signos de la
fragmentacion del nicleo y citoplasma y la formacién de cuerpos apoptéticos.

3. Médula ésea tras la quimioterapia con ciclofosfano y carboplatino junto con administracion de Dicarbamine -
grupo 11

En biopsias de médula ésea por puncién de pacientes que se sometieron a la quimioterapia junto con administracion
de Dicarbamine se encontraron células hematopoyéticas de diferente grado y tipo de diferenciacién (granulocitos,
linfocitos, plaquetas, normoblastos).

Las células de tipo blastos son grandes, contienen nicleos redondeados con cromatina difusa y nucléolos indivi-
duales, su citoplasma es estrecho y en el mismo se observan ribosomas, mitocondrias individuales y ocasionalmente
granulos densos primarios simples.

Hay muchos promielocitos y mielocitos que comprenden niicleos redondeados u ovales con cromatina difusa o
condensada; su citoplasma comprende una cantidad bastante grande de granulos especificos tanto primarios (oscuros)
como menos maduros (mas maduros).

También se encuentran frecuentemente leucocitos en banda y segmentados. Tienen un nicleo céncavo (similar a
una judia) o segmentado, abundancia de granulos especificos de tipo predominantemente neutréfilo en su citoplasma,
con menos frecuencia de tipo eosinéfilo con estructuras cristaloides.

Los linfocitos de diferente grado de diferenciacién comprenden en el citoplasma mitocondrias, estructuras de
reticulo endoplasmico rugoso, ocasionalmente inclusiones simples en forma de granulos simples.
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Las células de tipo granulocitico, linfocitos forman con frecuencia acumulaciones compactas.

Junto con glébulos rojos, se encuentran normoblastos de diferente grado de diferenciacién y de forma relativamente
habitual.

Raramente, se encuentran células con signos de apoptosis.

Las mismas regularidades de la composiciéon que se describieron anteriormente para elementos de médula dsea se
encontraron en células hematopoyéticas en estudio de sangre periférica.

La microscopia electrénica comparativa llevada a cabo de células hematopoyéticas de médula ésea y sangre perifé-
rica en pacientes con cancer de ovario antes y después de la quimioterapia combinada (ciclofosfamida + carboplatino)
y durante la quimioterapia junto con dosificacion de Dicarbamine permitié establecer mecanismos de su efecto pro-
tector a partir de la influencia citotéxica de las preparaciones usadas.

El estudio mostré que las preparaciones de quimioterapia usadas en el presente trabajo ejercen un efecto citotéxico
pronunciado sobre diferentes tipos de células hematopoyéticas de linaje granulocitico, linfoide y eritroide.

Este efecto citotdxico se expresa en forma de cambios distréficos en el citoplasma y la muerte de granulos especi-
ficos que se desarrollan en células de la médula dsea (y sangre periférica respectivamente).

Dichos trastornos afectan especialmente a células granulociticas y en menor grado a células linfoides en estadios
tempranos de su diferenciacion, es decir formacién de blastocitos, promielocitos, mielocitos, linfoblastos, e impli-
can linaje eritroide asi como dan como resultado la acumulacién insuficiente de formas competentes funcionalmente
diferenciadas de células hematopoyéticas.

Ademds, segtin se encontrd en los elementos de linaje granulocitico se potencia la muerte celular programada
genéticamente, es decir apoptosis.

Los cambios distréficos y la apoptosis generalmente dan como resultado el desarrollo de leucopenia, neutropenia,
trombocitopenia y otros trastornos del estado de hematopoyesis y limitan las capacidades de la quimioterapia.

Basandose en el estudio llevado a cabo, se establecié que Dicarbamine protegia células hematopoyéticas de la
médula 6sea (y sangre periférica respectivamente) frente al efecto citotxico de las preparaciones usadas para quimio-
terapia, promovia la diferenciacién de formas jovenes para dar elementos celulares maduros y reducia los eventos de
apoptosis.

Como resultado del efecto encontrado de Dicarbamine, en la médula ésea de pacientes durante la quimioterapia se
produce la acumulacién de formas jévenes (blastos) de células hematopoyéticas y lo que es especialmente importante,
se potencia su diferenciacién para dar formas funcionalmente competentes.

Por tanto, en las condiciones de la quimioterapia, la estimulacién de la diferenciacién de células hematopoyéticas
de la médula 6sea, especialmente de células de linaje granulocitico, y la prevencion del crecimiento de apoptosis son
los mecanismos subyacentes al efecto protector de Dicarbamine.

Ejemplo 11

La eficacia de Dicarbamine con respecto a la reduccion de la toxicidad hematologica de la quimioterapia en cdncer
de ovario

Se estudio el efecto de Dicarbamine en 13 pacientes con cdncer de ovario en estadio III-IV que se sometieron a 77
ciclos de quimioterapia segiin el esquema: 400 mg/m? de carboplatino por via i.v. gota a gota, una vez + 600 mg/m’
de ciclofosfano por via i.v. gota a gota, una vez; se repitieron los ciclos a los 28 dias. Se prescribié Dicarbamine
diariamente a una dosis de 100 mg por via oral tras las comidas empezando 5 dias antes del primer ciclo y después
durante tres semanas. La duracién de dosificacion fue de 26 dfas, siendo la dosis del ciclo 2600 mg. Se proporciond
Dicarbamine de nuevo 5 dias antes del segundo ciclo de quimioterapia y se continué la dosificacion durante 21 dias.
La duracién total de la toma de Dicarbamine durante dos ciclos de quimioterapia fue de 52 dias.

Se evalué la toxicidad hematoldgica (leucopenia, neutropenia, trombocitopenia) en 13 pacientes que recibieron 77
ciclos de la quimioterapia con Dicarbamine en comparacién con el grupo de 7 pacientes que recibieron 25-27 ciclos
de la quimioterapia sin Dicarbamine (control).

Se evaluaron los pardmetros de hematopoyesis dindmicamente muchas veces antes y después de llevar a cabo
la quimioterapia (control) asi como dindmicamente antes y después de la dosificacion de Dicarbamine en el grupo
de prueba. A continuacion se presentan parametros de hematopoyesis en pacientes individuales que recibieron la
quimioterapia segin el esquema indicado con Dicarbamine o sin éI.
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8.1. Pacientes que recibieron la quimioterapia sin Dicarbamine

Mujer de 51 afios de edad, diagndstico: cancer de ovario en estadio I1I; recibi6 el primer ciclo de la quimioterapia
seglin el esquema de terapia tal como sigue: 600 mg/m? de ciclofosfano y 400 mg/m? de carboplatino una vez. Andlisis
de sangre completa, ciclo 1 de la quimioterapia
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Parametro, Antes del 5 dias tras 2 semanas 3 semanas

unidades de inicio del el ciclo 1 de | tras el ciclo | tras el ciclo

medicidn ciclo 1 de la | la 1 de la 1 de la
quimioterapia | quimioterapia | quimioterapia | quimioterapia

Leucocitos 4,5 3,8 2,2 2,0

10°/1

Neutréfilos 2,9 2,4 0,9 0,8

10°/1

Plaquetas 168 160 154 150

El segundo ciclo de terapia se retrasé en 7 dias debido a neutropenia.

El segundo ciclo de la quimioterapia segiin el esquema de terapia era tal como sigue: 600 mg/m? de ciclofosfano +

400 mg/m? de carboplatino una vez, sin Dicarbamine.

Andlisis de sangre completa, ciclo 2 de la quimioterapia

Parametro, Antes del | 5 dias tras |2 semanas | 3 semanas

unidades de | inicio del | el ciclo 2 de | tras el ciclo | tras el ciclo

medicidén ciclo 2 de la | la 2 de la | 2 de la
quimioterapla | quimioterapia | quimloterapla | quimioterapia

Leucocitos 3,5 3,3 2,0 2,1

10 /1

Neutrdéfilos 2,2 2,0 0,8 0,9

10 /1

Plaquetas 178 170 154 150

El tercer ciclo se retrasé debido a neutropenia.

Mujer de 63 afios de edad, diagndstico: cancer de ovario en estadio IV, afectaciéon metastdsica de un ganglio
linfatico de la ingle derecha, ascitis; recibi6 el primer ciclo de la quimioterapia segin el esquema de terapia tal como

sigue: 600 mg/m? de ciclofosfano + 400 mg/m? de carboplatino una vez, sin Dicarbamine.

Anadlisis de sangre completa, ciclo 1 de la quimioterapia

Pardmetro, Antes del | 5 dias tras | 2 semanas | 3 semanas
unidades de | 1inicio del | el ciclo 1 | tras el | tras el
medicidn ciclo de | de QT ciclo 1 de | ciclo 1 de
QT QT QT
Leucocitos 10 /1 5,0 3,9 2,1 2,0
Neutrdfilos 10 /1 3,2 1,7 0,9 1,0
Plaquetas 160 150 151 152
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El segundo ciclo de terapia se retras6 durante 4 dias debido a leuco y neutropenia.

El segundo ciclo de la quimioterapia se llevé a cabo segin el esquema de terapia y era tal como sigue: 600 mg/m?
de ciclofosfano + 400 mg/m? de carboplatino una vez, sin Dicarbamine.

Andlisis de sangre completa, ciclo 2 de la quimioterapia

Parametro, Antes del | 5 dias | 2 semanas | 3 semanas
unidades de inicio del | tras el | tras el | tras el
medicidn ciclo 2 de |ciclo 2 de|ciclo 2 de |ciclo 2 de
QT QT QT QT
Leucocitos 107/1 3,7 2,9 2,0 2,2
Neutréfilos 10°/1 2,2 1,8 0,9 0,9
Plaquetas 166 160 140 155

El tercer ciclo se retrasé debido a neutropenia.

8.2. Pacientes que recibieron la quimioterapia junto con Dicarbamine

Mujer de 51 afios de edad, diagnéstico: cancer de ovario en estadio III; recibi6 el primer ciclo de la quimioterapia
segin el esquema de terapia tal como sigue: 600 mg/m? de ciclofosfano y 400 mg/m?* de carboplatino en el dia 1
de terapia. Se prescribié Dicarbamine diariamente a una dosis de 100 mg empezando 5 dias antes del ciclo 1 de la
quimioterapia y después durante 21 dias. El periodo de terapia con Dicarbamine fue de 26 dias antes del ciclo 2.

Andlisis de sangre completa, ciclo 1 de la quimioterapia con Dicarbamine

Parametro, Antes del |Antes del | T r a s 1la Tras el
unidades de inicio de 1la | inicio del | finalizacién | ciclo 2 de
medicidn administracidén | ciclo 1 de |de 1la toma | QT

de Dicarbamine | QT de

Dicarbamine

Dia “0” Dia 5 Dia 21 Dia 33
Leucocitos 107/1 5,9 5,5 4,7 4,0
Neutréfilos 10°/1 4,2 4,0 3,3 2,9
Plaquetas 170 164 160 158

El ciclo 2 de la quimioterapia se llevd a cabo en el tiempo segin el esquema de terapia tal como sigue: 600
mg/m? de ciclofosfano y 400 mg/m? de carboplatino una vez en el dia 28 tras llevarse a cabo el primer ciclo de la
quimioterapia + Dicarbamine. Se administré Dicarbamine a una dosis de 100 mg durante 5 dias antes del ciclo 2 y
después diariamente durante 21 dias. La duracién total de la toma de Dicarbamine (2 ciclos de la quimioterapia) fue
de 52 dfas.

Andlisis de sangre completa, ciclo 2 de la quimioterapia

Parametro, Antes del | Antes del | Tras la | Tras el
unidades de inicio de la | inicio finalizacidn ciclo 3
medicidén administracién del ciclo |de la toma de | de QT

de Dicarbamine 1 de QT Dicarbamine

Dia 28 tras el | Dia 33 Dia 54 Dia 61

ciclo 1 de QT
Leucocitos 107/1 4,9 5,0 4,2 4,2
Neutréfilos 10°/1 3,2 3,3 3,1 3,0
Plaquetas 180 170 160 160
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El tercer ciclo de QT se proporcion6 a tiempo.

Mujer de 75 afios de edad, diagnéstico: cancer de ovario en estadio III, ascitis; recibi6 la quimioterapia con Dicar-
bamine segiin el esquema de terapia tal como sigue: 600 mg/m? de ciclofosfano y 400 mg/m? de carboplatino en el dia
1 de terapia. Se prescribi6é Dicarbamine a una dosis de 100 mg diariamente empezando 5 dias antes del ciclo 1 de QT
y después durante 21 dias. El periodo de terapia con Dicarbamine fue de 26 dias antes del ciclo 2.

Andlisis de sangre completa, ciclo 1 de la quimioterapia con Dicarbamine

Parametro, Antes del | Antes del |T r a s 1l a Tras
unidades de inicio de la | inicio del | finalizacidn el
medicidn administracién | ciclo 1 de |de la toma de | ciclo
de Dicarbamine QT Dicarbamine 2 de
QT
Dia “0” Dia 5 Dia 21 Dia 33
Leucocitos 107/1 7,4 7,2 6,6 5,2
Neutréfilos 10°/1 5,7 5,0 5,2 3,8
Plaquetas 174 165 162 167

El ciclo 2 de la quimioterapia se llev a cabo a tiempo segiin el esquema de terapia tal como sigue: 600 mg/m?* de
ciclofosfano y 400 mg/m? de carboplatino una vez en el dia 28 tras llevarse a cabo el primer ciclo de la quimioterapia +
Dicarbamine. Se administré Dicarbamine a una dosis de 100 mg durante 5 dias antes del ciclo 2 y después diariamente
durante 21 dias. La duracién total de la toma de Dicarbamine (2 ciclos de la quimioterapia) fue de 52 dias.

Andlisis de sangre completa, ciclo 2 de la quimioterapia

Parametro, Antes del | Antes del | T r a s 1l a Tras el
unidades de inicio de la | inicio finalizacidn ciclo 3
medicidn administracién del ciclo|de la toma | de QT
de Dicarbamine 1 de QT de
Dicarbamine
Dia 28 tras el | Dia 33 Dia 54 Dia 61

ciclo 1 de QT

Leucocitos 107/1 7,8 8,2 7,6 7,2
Neutréfilos 107/1 5,2 6,0 6,2 5,8
Plaquetas 165 160 162 157

El tercer ciclo de QT se proporcioné en el plazo.

Mujer de 65 afios de edad, diagndstico: cdncer de ovario en estadio IV, ascitis, afectacion metastasica de la regién
umbilical; recibié la quimioterapia con Dicarbamine segin el esquema de terapia tal como sigue: 600 mg/m?* de
ciclofosfano y 400 mg/m? de carboplatino en el dia 1 de terapia. Se prescribié Dicarbamine a una dosis de 100 mg
diariamente empezando 5 dias antes del ciclo 1 de QT y después durante 21 dias. El periodo de terapia con Dicarbamine
fue de 26 dias antes del ciclo 2.
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Andlisis de sangre completa, ciclo 1 de la quimioterapia con Dicarbamine

Parametro, Antes del | Antes del | T r a s 1l a Tras el
unidades de inicio de la | inicio finalizacidn ciclo 2
medicidn administracién del ciclo|de la toma | de QT

de Dicarbamine 1 de QT de

Dicarbamine

Dia “0” Dia 5 Dia 21 Dia 33
Leucocitos 107/1 6,6 5,9 5,5 5,0
Neutréfilos 10°/1 5,0 4,2 4,4 3,4
Plaquetas 170 172 166 164

El ciclo 2 de la quimioterapia se llevé a cabo a tiempo segin el esquema de terapia tal como sigue: 600 mg/m?* de
ciclofosfano y 400 mg/m? de carboplatino una vez en el dia 28 tras llevarse a cabo el primer ciclo de la quimioterapia +
Dicarbamine. Se administré Dicarbamine a una dosis de 100 mg durante 5 dias antes del ciclo 2 y después diariamente
durante 21 dias. La duracién total de la toma de Dicarbamine (2 ciclos de la quimioterapia) fue de 52 dias.

Andlisis de sangre completa, ciclo 2 de la quimioterapia

Parametro, Antes del | Antes del | T r a s 1l a Tras el
unidades de inicio de la | inicio finalizacidn ciclo 3
medicidn administracién del ciclo|de la toma | de QT

de Dicarbamine 1 de QT de

Dicarbamine

Dia 28 tras el | Dia 33 Dia 54 Dia 61

ciclo 1 de QT
Leucocitos 107/1 5,6 5,8 5,7 5,5
Neutréfilos 10°/1 3,0 3,2 3,4 3,2
Plaquetas 170 170 176 165

El tercer ciclo de QT se proporcion en el plazo.

8.3. Datos comparativos sobre toxicidad hematologica en pacientes que recibieron la quimioterapia y los que

TABLA 16

recibieron o no recibieron Dicarbamine se muestran en las tablas 16 y 17

Niimero (%) de pacientes con toxicidad hematolégica que recibieron la quimioterapia sin Dicarbamine

Tipo de Numero | Grado de toxicidad hematoldgica segin la OMS
toxicidad de 0 I IT ITI Iv ITI+IV
ciclos
de QT
Leucopenia 26 3 5 12 5 1 6
11,5% 19,2% 46,1% 19,2% 3,8% 23,07%
Neutropenia 26 7 0 8 6 5 11
26,9% 30,7% 23,07% [ 19,2% 42,3%
Trombocitopenia 25 10 3 7 4 1 5
40,0% 12,0% 28,0% 16,0% 4,0% 20,0%
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TABLA 17

Niimero (%) de pacientes con toxicidad hematologica que recibieron la quimioterapia con Dicarbamine

Tipo de NUmero Grado de toxicidad hematoldgica segln la OMS
toxicidad de 0 I IT ITI Iv ITI+IV
ciclos
de QT
Leucopenia 77 6 18 43 10 0 10
100% 7,7% 23,3% 55,8% 12,9% 12,9%
Neutropenia 67 21 12 23 5 6 11
100% 31,3% 17,9% 34,3% 7,4% 8, 9% 16,4%
Trombocitopenia 76 27 32 10 6 1 7
100% 35,5% 42,1% 13,1% 7,8% 1,3% 9,1%

Los datos obtenidos muestran que la toxicidad hematolégica limitativa del estadio III-IV sin uso de Dicarbamine
(tabla 16) realcanza para la leucopenia mas del 23,0%, para la neutropenia el 42,3% y para la trombocitopenia el
20,0%.

En el grupo de pacientes que recibieron Dicarbamine la tasa de incidencia de leuco, neutro y trombocitopenia
era significativamente inferior (tabla 17). La toxicidad hematoldgica para la leucopenia disminuy6 hasta el 12,9%, es
decir 1,8 veces, para la neutropenia 2,6 veces y para la trombocitopenia 2,2 veces. Por tanto, el uso de Dicarbamine
dio como resultado la reduccion de todas las clases listadas de toxicidad hematoldgica.

A continuacion se presentan los datos que respaldan el hecho de que la administraciéon de Dicarbamine no dis-
minuye la eficacia de la terapia con agentes citostéticos sino que por el contrario potencia en cierta medida el efecto
logrado.

Se evaluo la eficacia de la terapia en grupos de pacientes tras dos ciclos de la quimioterapia con o sin Dicarbamine
seglin el esquema descrito anteriormente. Se evalud la eficacia segin los pardmetros generalmente aceptados: RC -
remision completa, RP - remision parcial, SB - estabilizacién; y Progr. - progresion.

Los datos obtenidos se presentan en la tabla 18.

TABLA 18

Eficacia del tratamiento de pacientes segiin el esquema de ciclofosfano + carboplatino con Dicarbamine

Grupo de pacientes NUmero de | RC RP SB Progr.
pacientes
La quimioterapia 6 2 1 2 1
100, 0% 33,3% 16,6% 33,5% 16,6%
La quimioterapia + | 15 4 7 2 2
Dicarbamine 100, 0% 26,6% 46,6% 13,5% 13,3%

Los datos presentados muestran que en el grupo de pacientes que recibieron la quimioterapia sin Dicarbamine, el
control de crecimiento tumoral (RC+RP) asciende al 49,9%. En el grupo de pacientes que recibieron la quimioterapia
con Dicarbamine la eficacia de terapia es del 73,2%.

Por tanto, el uso de Dicarbamine en el tratamiento de pacientes que reciben la quimioterapia da como resultado la
reduccion de las clases principales de toxicidad hematolégica sin disminuir la eficacia de la terapia.
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Los datos clinicos y de prueba presentados anteriormente demuestran claramente la eficacia de los derivados pepti-
dicos de férmula general (I) como inductores no especificos de diferenciacion que, cuando se usan derivados peptidicos
junto con la quimioterapia mielosupresora, se muestra en la reduccion del grado y niimero de neutropenias y cuando se
usa solo da como resultado la estabilizacion del crecimiento de hemoblastosis murina, de diferenciacion de melanoma
murino y humano incluyendo el caso de ausencia de eficacia de la quimioterapia.

Se mostré que el efecto de derivados peptidicos de férmula general (I) sobre el crecimiento tumoral estaba asociado
con el retardo de la actividad de proliferacién de células tumorales y un grado elevado de diferenciacién en particular
la capacidad de sintetizar melanina de células de melanoma y la induccién de diferenciacion de células precursoras de
eritroblastosis por virus de Friend.

Las investigaciones clinicas revelaron las propiedades de derivados peptidicos de férmula general (I) para disminuir
significativamente la toxicidad hematoldgica en el tratamiento de pacientes con cancer usando diferentes esquemas de
la quimioterapia combinada. Por tanto, cuando se tratan pacientes que padecen cincer de ovario con preparaciones de
platino (ciclofosfano) junto con derivados peptidicos, el grado de trombocitopenia y neutropenia limitativa bajé en 2-
3 veces. Al mismo tiempo la eficacia de la terapia no bajo.

(Tabla pasa a pdgina siguiente)
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REIVINDICACIONES

1. Derivado peptidico de férmula general

Ry-(CH2)o-CON(H)y-CH-(CH3)m-R3

|
R,

(D
en la que:
- n=0-4, m=1-4, k=0-1;

- R, es un radical hidrocarbonado C,-C; sustituido con un grupo funcional seleccionado de grupos carboxilico,
amido C;-Cs o amino, estando el grupo carboxilico opcionalmente esterificado; o

- R, es un radical hidrocarbonado C;-C; sustituido simultineamente con (a) un grupo amino que estd opcional-
mente sustituido con un sustituyente acilo y (b) un grupo carboxilico; o

- R, es un radical hidrocarbonado C;-C; sustituido con un grupo heterociclico insaturado de 5-6 miembros, en el
que el radical hidrocarbonado puede comprender simultineamente un grupo amino opcionalmente sustituido con un
sustituyente acilo; o

- R, es un grupo heterociclico saturado;

- R, es d&tomo de hidrégeno o un grupo funcional seleccionado de carboxilo, que puede estar esterificado;

- R; es un grupo heterociclico o ciclico saturado o insaturado de 5-6 miembros, o un grupo carboxilo o amino,
estando el grupo carboxilo opcionalmente esterificado;

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, para su uso en el tratamiento de hemoblastosis o melanoma.

2. Derivado peptidico de férmula general

Ri-(CHz),-CON(H)-CH-(CH3)m-R;
I

R;
D
en la que:
-nes0,kes0yR;-CON- es
O O
CH;3~CONH HN
N— o N—

-nes0,kes 1yR;-CO-es

Ao o T

o N co—

Iz
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-R, es H, COOH o COOCHj;;

-Rjes

NH,, -COOH o -COOCH;; y
-mes 1-4,

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, para su uso en el tratamiento de hemoblastosis o melanoma.

3. Derivado peptidico de férmula general (I)

R-(CH,)a-CON(H)x-CH-(CH3)mm-R;

|
R,

en la que R, n, k, R,, m y R; son tal como se definen en la reivindicacién 1 6 2, o una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo, para su uso en la reduccién de neutropenia provocada por terapia mielosupresora.

4. Compuesto para su uso seguin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que

n=0-4,

k=0-1,

R, = NH,CH,-, HOOC-CH,-, CH;CONH-CH,-, CH;0CO-CHs,-,

NH,-CH-  NH;-CH. CH;-CONH-CH- CH;CO-NH-CH-
dooH L Hy-CH,-COOH &H,-COOH dooHn
? b b
NH,—TH—
CHthi
N)
H

o,cuandonesOykesO,

/ ¢

R]CON- =CH3CONH—CH—C\ NH)'CH‘C\
N_
Hc/ H,¢/

» O ’
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o,cuandonesOykes1,

R|CO- = ' | R,CO- =
0] CO- NH O-

H

R,=H, COOH, COOCHjs;

WO o0

NH,, COOH, -COOCH;,

y m=1-4.

5. Compuesto para su uso segin una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el derivado peptidico
es un compuesto de férmula

CH,CH,NHCO(CH,),COOH

2\
N

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

6. Derivado peptidico segin la reivindicacién 3, que tiene la férmula

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, para su uso en la reduccién de neutropenia y trombocitopenia
provocada por quimioterapia.

CH,CH,NHCO(CH,),COOH

7. Derivado peptidico de férmula general (1),

R;-(CH,)a-CON(H)x-CH-(CHz)m-R3 )

l
R»

en la que Ry, n, k, R,, m y R; son tal como se definen a continuacién, o una sal farmacéuticamente aceptable del
mismo, para su uso en la reduccién de neutropenia provocada por quimioterapia mielosupresora,

39
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Numero de | Ry n K Ro m R;
compuesto
1 NH-CH- 2 T = 1 —
¢oon E;P
(-4-Im)
2 HOOC-CH.- 2 1 H 1 -4-Tm
3 HOOC-CH.- 1 1 H 1 -4-Tm
4 NH-CE- 2 1 -COOH 1 -4-Tm
COOH
5 NH-CH- 0 1 H 1 -4-Im
¢u,-cHy-coon
6 HOOC-CH,.- 2 1 —COQOCH; 1 -4-Tm
7 HOOC-CH-- 1 1 -COCOH 1 -4-Im
8 NH,-CH,— 2 1 —-CooH 1 -4-Im
9 NH,-CH,~ 2 1 -COOCH, | 1 -4-Im
11 NH,-CH,~ 1 1 H 1 -4-Im
12 NH,-CH.— 2 1 H 1 -4-Tm
13 HOOC-CH-- 2 1 -COOH 1 -4-Im
14 CHy-CONB-CH. 0 1 H 1 -4-Im
¢H-COOH
15 RyCON- =CH;CONH—-CH—C<O 0 0 i 1 ~4-im
N—
Hy-c/
16 e 0 0 H 1 -4-Im
R;CON- =NH,~CH-C?_
:-C/N—
17 CH-CONH-CH,~ 2 1 H 1 -4-Im

40
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18 NH,-CH- 1 H 1 -4-Im
¢ooH
19 CH,0CO-CH, - 2 H 1 —4-Im
20 NE,-CH- 2 COOH 1 @
¢ooH
! .
(-3-Ind)
21 NH,-CH- 0 H 1 -3-Ind
CHy-CH,-COOH
22 HOOC-CH,- 2 -COOH 1 -3-Tnd
23 NH,—CH.~ 2 -COOH 1 -3-Ind
24 Rlco-=J\N/L 0 H 1 -3-Ind
CoO-
e H
25 COOH-CH,- 2 H 1 -3-Ind
26 NH,-CH- 2 H 1 -3-Ind
¢ooH
27 NH,—CH.— 2 H 1 —CHs
28 NH,-CH.,~- 2 H 1 =
W
(Py)
295 NHZ-QH- 2 H 1 -Py
COOH
30 HOOC-CH, - 2 H 1 -Py
31 HOOC-CH,- 2 -COCH 4 -NH,
32 NH,-CH- 0 H 1 -COCH
¢ H,-4Tm
33 BCO-= [i [ 0 H 1 -4-Tm
NH g
34 HOOC—-CH,- 2 H 1 Py
-N \__/0
35 NH,-CH- 0 H 1 —-COOCH,
H;-4Im
36 CH,CO-NH-CH- 2 H 1 -4-Im
OOH
37 CH;CONH-CH,~ 1 -COOH 1 -4-Tm
38 NH,-CH,— 4 H 1 —4-Im

8. Derivado peptidico para su uso segun la reivindicacion 1 6 2, que tiene la féormula general (I),

en la que Ry, n, k, R,, m y R; son tal como se definen a continuacién, o una sal farmacéuticamente aceptable del
mismo, para su uso en el tratamiento de hemoblastosis 0 melanoma, en combinacién con interferén, para potenciar la

eficacia de la inmunoterapia,

Rl'(CHl)n'CON(H)k'(-‘jH'(CHZ)m'RJ

R2

41
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Numero de | R n K R m|R.
compuesto
OCH N
(-4-Im)
2 HOOC-CH - 2 1 H 1] -4-Im
3 HOOC-CH - 1 1 H 1] -4-Im
4 Ni,-CH- 2 1 -COOH 1] -4-Im
]
COOH
5 NH,-CH- 0 1 H 1| -4-Im
¢Hy-CH,-COOH
6 HOOC-CH - 2 1 -COOCH 1] -4-Im
7 HOOC-CH - 1 1 -COCH 1] -4-Im
9 NH -CH - 2 1 -COOCH 1| -4-Im
11 NH -CH - 1 1 H 1] -4-Im
12 NH -CH - 2 1 H 1] -4-Im
13 HOOC-CH - 2 1 -COCH 1] -4-Im
14 CH,-CONH-CH- 0 1 H 1[-4-Im
¢H,-COOH
1 H 1] -4-1
> RiCON- = CH,CONH—CH—C‘\’D 0 0 "
e/
16 / 0 0 H 1] -4-Im
RyCON- =NH,~CH-C?_
h-c”
17 CH.CONH-CH - 2 1 H 1] -4-Im
18 NE-CH- 1 1 H 1] -4-Im
COOH
19 CH.OCO-CH - 2 1 H 1] -4-Im
20 NH,-CH- 2 1 COOH 1 E;O
¢oon 7
(-3-ind)
21 NH,-CH- 0 1 H 1| -3-Ind
¢H,-cH, COOH
22 HOOC-CH - 2 1 -COCH 1| -3-Ind
23 NH -CH - 2 1 -COCH 1| -3-Ind
24 R,CO- = l j\ 0 1 H 1| -3-Ind
N7 co-
C &
25 COOH-CH - 2 1 H 1| -3-Ind
26 NH,-CH- 2 1 H 1| -3-Ind
COOH
27 NH -CH - 2 1 H 1] -CH
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28 NH -CH - 2 H —\
N
(Py)

29 NHZ-(I':H- 2 H -Py
COOH

30 HOOC-CH - 2 H -Py

31 HOOC-CH - 2 -COOH -NH

32 NH,-CH- 0 H -COOH
éH2-4Im

33 BCo-= [‘"loo 0 H -4-Im

NH
34 HOOC-CH - 2 H /A
N 0
/

35 NH,-CH- 0 H -COOCH
EHy-41m

36 CH;CO-NH—‘CH' 2 H -4-Im

OOH
37 CH CONH-CH - 1 —-COOH -4-Tm
38 NH -CH - 4 H -4-Im
9. Derivado peptidico de férmula
CHZCHZNHCO(CHZ)BCOOH

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, para su uso en la inmunoterapia contra tumores malignos, en
combinacidén con interferén, para mejorar la eficacia de la inmunoterapia.
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