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MEMORIA DESCRIPTIVA
que se. pregente péra,unir a le solicitud
d e
PATENTE DE INVENCION
formulada el 19 de Octubre de 1,962, con el ne 281.689
en
ESPAL A
por VEINTE afios
a nombre de ELI LILLY AND COMPANY, entidad norteamericema,
esteblecida en 740 South Alebeme Street, Indianapolig, =—-—
Indiana, Estados Unidos de América, por:
"UN PROCEDIMIENTO PARA PREPARAR LOS ALCALOIDES LEUROSIDI-
NA ¥/0 LEUROCRISTINA"

Este invento se refiere & la preparacién de nue——
vog slcaloides y sus seles a partir de plantas periene———
cientes a la femilia de las Apocinécees.

m presente invento propbrciona un método parg e
5 preparer los slcsloides leurosidina y/o leurocrigtina en
forma. sustancialmente. pura, que comprende extraer la frac
cidn alceloidee que contiene uno de dichos alcaloides, o
los dos, de material vegetel derivado de plantas de la fa
mille de las Apocinéoeas, geparar leurosidina y/o lewuro--
10 cristing de sus slcaloides acampaflantes, y cristalizar —-—
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luego dichas leurosidine y/o leurocristina en forma de ba
ge libre o camo una sal por adicibn de &cido.

El presente invento propofciona. ademés: wn método
para. preparar los alcaloides leurosidine y/o leuroccristi-
na, que comprende poner en contacto material vegetal pro-
cedente de plentas: de la familie de las Apocindceass que -
contiene uno de dichos alcaloides, o ambos, con &cido y -
un disolvente orgénico no miscible en agua, separar la ca
pa orgénica que contiene la fraccidn alcaloide leurocris—
tine y/o0 leurosidina, y luego liberar leurosidina y/o leu
rocristina de sus alcaloides acompafientes.

Por supuegto, el invento proporciona también un al
celoide sustancialmente puro seleccionado dél grupo com—
puesgto por leurocristina, leurosidina, sus sales por adi-
cién de Acido y sus derivados de amonio cuaternario, cuen
do se preparsn por el método anteriormente expuesto.

Beté también dentro del alcance de esgte invento -
proporeionsr una composicidn terapéutica en forma de dosi
ficacidn unitarie que comprende un medio de dilucibn fi—
ai0lbgicemente- canpstible y un alceloide sustancialmente
purce seleccionadoe del grupo citado en el pérrafo enterior.

Proporciona tembidn el invento wn procedimiento -
parg preparar une composicidn terapéutica en forma de do-
sificacibn unitaria que comprende combiner un medio de di
lueidn figioldégicamente compatible y un campuesto saleccio
nada del grupo constituf{do por leurocristina, Ieurosidine;
goles por adicidn de édcido y derivedos de amonio cuaterng
rio de leurocsidina y leurocriatina:

| A) teniendo dicho slcaloide leuropiding lag pro-—
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(e) andlisis elementel, Cy 67,08; H, 7,34; N, 6,24;
0, 18,81 | | -
(b) punto de fusibn = 208~2770 C. sin corregir
(c) rotacidn c'mtica,d'?g =4 55,88 (C =1 en elo
roformo) ‘

(@) congtantes de disecciacidn logar{tmices (pk,)
& 5,0 y 8,8 (determinadag en dime tilformemide acuosa al -
33 por ciento)

(e) méximos de abgorcidn ultravicleta a 274 y 265
m/u con inﬂexiones a 286, 295 y 310 m /[L (determinadag an
etanol), y ‘

(£) méximos de absoreidn infrerroja a 2,89, 3,41,
2,74, 6,17, 6,64, 6,85, 6,97, 7,50, 1574, 8,15, 8,74, 8,84,
9,04, 9,15, 9,60, 9,89, 10,44, 10,86 11,13, 11,99 y 12,21
mierones; y

B) teniendo dicho alcaloide Ieurocrigting las pro
piedades quinicas y fisicas siguientess

(2) endlisis elementel: ¢, 66,73; H, 7,06; N, 6,75;
0, 19,44

(b) punto de fusién = 218-2208 C. sin corregir

(e¢) rotacidn éptica, e(,zg =4 17¢ (C=1 en dielo
rure de etilena)

(d) congtentes de digociacidn logaritmicag ( pK )
& 5,0 y 7,4 (determinadas en dimetilformemids acuosa el -
33 por ciento.

(e) méximos de absorcidn ultraviolets o 220, 255
y 296 M con inflexién & 262 y 290/“, (determineds en
etanol), y

(£) méximos de ebgorcidn infrarroje a 2,78, 2,90,
3,41, 5,74, 5,93, 6,24, 6,67, 6,86, 6,9Ts 7535, 1,53,

281680
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Tsldy 8315, 8456, 8,15, 8,87, 9,07, 9,28, 9,70, 9,91, =
10445, 10,73, ¥0,86, 11,74 y 12,02 micrones, de forma que
la compomicidn terapdutice resultente se adapte pere pro-
rorcioner el canpuesto ciftado en una cantidad de dosig de
dosis de 0,01 a 10 mg./kg., aproximedamente, del peso cor
porel dsl sujeto tratado
Se halla también dentro del alcanee de este inven
to propercionar el métedo pera trater malignidades que ——
1laven consiga la administraciin el paciente de une canti
dad terapduticemente eficez de un compuesta o eomposicidn
tal camo se define arriba.
| Este invente propercione dos nuevos glcal cides ai

mereg, leurcosidine y leurccrigtine, que se pueden obtener

da. fraceiones alecoloideas amorfas derivadas de plantes we

apocinéceas, Se hallen tambidn dentro del slesnce de eate
inventc las sales por adicidn de deido y los derivados de
aemonio cuaternario de leuroccristina y leurcsidine,

L& leurceristina y Is leurogidina son alcaloides =
df{merce egtrechsmente relacionados, que tienen dos sigte
mas de anillos indol por molécula. Las bases 1ibres slca-
leiloideas son sdlidos crigtalinos de punto de fusién el-
to, fundiendo ls base libre leurosidins & 208-21100., —
&proximadamente, con deaeomposicric'vn, ¥y 1l& base libre leu-

rocrigtina a 218-2208 C,, aproximademente, con descomposi

‘ Ciéno

Le tabla I que figura a continuacidn da el endli-
gig elemental y el peso molecular para leurocristina, leu

rogidina y sus correspondientes sulfatos.
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TABLA I
¢ H ¥ o] PES0 MOLECULAR
Teurceristina ¥ 66,73 7,06 6,75 19,44 824
Sulfato de leurg
5 crigtina 59,81 6,67 6,02 23,66 922
Leurosidina 67,08 7,34 6,24 18,81 826
Sulfato de leurg

siding 59,84 6,79 6,23 24,08 924

o 2 Secada durante um minuto 2 1808 C.
10

Ademés de su similftud en el punto de fueiln y en
el peso molecular, ambas bases libres formen sales eon ——
aniones adecuados; por ejemplo, sulfatos con dcido sulfi-
rico. Por oitrs parte, ambag bages libres formen derivedos

| 15 | de emonio cuasternario por reaccidn con yoduros de slcohi-
le tal como yoduro de metilo, Sin embargo, en otras pro—
piedsdes que no sean las citadas més erriba, lz leurosidi
ne y la leurocristine muegtren diferencias considerables;
por ejemplo, la leurcsidina es més dextrorrotatorie que -
- 20 la Yeurocristina, teniendo unOng = 4 55,88 (C=1 en clo
roformo), mientras que la leurccristine tiens un °L25 =
"+ 17,08 (C= 1 en dicloruro de etileno). Ambos alcal‘oi:ges-
tienen dos grupos basicos valorebles cuando se titulan en
dimetilformemide acuose al 33 por ciento. Les :pKa de los
25 grupos bésicos en la leurcsidine se hallen en 5,0 y 8,8,
mientras que les de le leuroccriastine estén & 5,0 y 7,4.
Los: espectros de ebgorcifn ultravicleta en etanci mon —
también diferentes. El espectro de la leurosidine tiene
méximos de ebsorcilén que se presentsn a 214 y 265 mle con

30 inflexiones a 286, 295 y 310 4L mientras que el espectro
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de la leurocristina tiene méximos e 220, 255 y 296 md , -
con inflexiones a 262 y 290% .
La Tabla II muestra los méximos de absorcidén ine—

frarroje de los alcaloides, segin se determine en solucién

5 clorofdrmica.
TABLA IT

Leurogidineg Leurocrigtina

2,78 micras
10 . 2,89 micras 2,90
3,41 3,41
5,74 5,74
5,93
6,17 6,24
15 6,64 6,67
6,85 | 6,86
6,97 6,97
7,28 Ty35
7,50 Ty53
20 | 7,74 7,74
8,15 8,15
8,56
8474 . 8,75
8,84 ' 8,87
25 : 9,04 | 9,07
. 9,15 9,28
9,60 9,70
9,89 9,91
10,44 10,45
30 ‘ 10,73
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TABLA II (Cont.)

Leurosgiding Leurocrigtine
10,86 10,86
11,13 11,23
5 | 11,99 11,74

12,21 12,02

8e pueden preparar leurocristina y leurosidina 11
bres de otros slcaloides de la menera siguiente: Se secan
10 ¥ se muelen hojas, tallos o rafces, independientemente o
en mezcle, de plantas pertenecientes a la femilia de les
Apocinéceng, cuyas plantas previemente se ha comprobado —
que contienen uno de los nuevos alcaloides leuroccrisgtina
¥y leurosidina, o ambos. E1 materisl secado, molido, se hu
15 medece con un 4cido acuoso dilufdo, y el material humede~
cido se extrase con un disolvente orgénico inmiscible en -
ague. Log alcsloides més fuertemente bésicos quedan rete-
nidos en la fege edlida, mientras: que los alcaloides Gé-—
bilmente bésicos que comprenden leurocristina y leurosidi
20 na, as{ como leurosins ¥y vincaleucoblagting se extrasen en
el disolvente orgénico. El extracto orgénico se separa y
se concentra. La fraceidn alcaloide débilmente bdsice se
extrae del eoncentrado'orgénico‘pasando 8l dcido acuoso.
Je separa el extracto acuomo écido, y se extrse con un di
25 solvente orgénico inmiscible en agua. La capa acuosa ci-
de. se. alcalinize, y la fraccidn slcaloides leurosidina~leu
rocristina sé extrae de nﬁevo en un disolvente orgénico -
inmigeible en eguae. Este extrscto se scmete & une separa~
eién cromatogréfice. En este operacidn se eluyen, preferen

30 temente, primero leurosina y vincaleucoblagtina con un ai
2814889
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solvente débilmente polar, tal como benceno o dter. La -
fraccién que contiene leurosidina y lsurocristina, por og
tar més fuertemente ligeda, se eluye luego de 1a columna
se cramatografica con un disolvente algo mée polar, tel -
cano cloroformo o metancl. Esta fraccidn se cromatografis
de nuevo con el fin de proporcionar una. purificaciln y -
concentracién adicionales de la Jeurosidina y la leurow—-
cristine. Los alceloides brutos se obtienen evaporando e
sequedad en vacio cada una de las fracciones cromatogrée-
ficas. El residuc emorfo resultente se disuelve en un di-
gsolvente tal como metanol o etancl. ILa leurosidina, gi se
halle presente, cristaliza en egtas condiciones Y se sepe
ra por filtraciln, La concentracién y enfrismiento del ——
filtradoAporduce.leurocristina, gl se halla preéente, en
forma de una sustancia crigtalina que, agimismo, se sepe~
ra por filtracién. Al ternativamente, lasg soluciones alco»
hélicas preparades disolviendo los residuos amorfos mds -
erriba citados se pueden tratar directemente con écido sul
firico etanblico o acuoso, ocasionando asi la precipi tamm—
cién de sulfato de leurccristina. Los filtrados de log ==
quée ge han separadoAleurosidina ¥y leurocrigtina como bg—-—.
ses alceloides cristalinaes se pueden tratar tembidn de ma
nere, analob pare dar sulfato de leurocristina.

En el procedimiento anteriormente citado se pueden
emplear otros dcidos tales como dcido acdtico y éeido of-
trico y andlogos, en lugar de &cido tartdrico. Los 31801~
ventes orgénicos inmiscibles en sgua Gtiles en diverses —
etapas: del procedimiento arribs citado canprenden benceno,
éter, acetato de etilo, cloroformo, dicloruro de etileno,

589

metilisobutilestona y andlogos.

e
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La leurocristine y la leurosidina gon eficaces w-
pera mitigar los sintomas ¥ aliviar lag molesgtias de que
van acompefiadas diversag malignidades. Entre las que pue~-
den tratarse favorablements de egta forme egtén la enfer—

5 medad de Hodgkinm, leucemis linfoe{tics agude, mieloms mul
tiple, linfosarcoma, agtrocitoma, y carcinome de 1a COT -

vix y la prdstata. En muchos cases se produce una remie.-

9ifn del mel en la enfermedsd de Hodgkin y en la leucemie,

¥ existe ume regresiln en el tamafic del tumop ¥ une cega~

10 cin en el crecimiento del tumor en carcinomas y ssrcomas.

Cuando se emplean terapéuticamente s 1la lev.rocritst_;_
na, le leurosidina, sus sales por adicién de deido y sus
derivedos de emonie cuaternario, generalmente ge adnini g
tran a un sujeto adecusdo en dogificacione.s que varfen deg

15 de 0,01, eproximedamenta, hagts 10 Nge/ ke o aproximademen
te, de peso corporal. En rarticular, lg leurocristina,. —
'prefe.-rentement’e an forma de su sulfato, ocasiona wne res-
pueste terapdutica en diversas melignidades, que incluyen
tumores sélidos, cuando se administra en cantidades de do

20 8ls que varfan desde 0,01 hasia 0,2 mg./kg. El medicemen—-
to se administra corrientemente por via intravenoss, aun-

que se pueden user otras vigs de administracidn, incluse

la. oral. :
Bste invente se explica ademés mediante los ejemplos:
25 espac{ficos eiguientes:
EJEMPLO I

Preparacién de Leurocristing Ng
Leurcsidine a partir de 904 de hojs.
30 800 kg. de plantas de Vinca roses campue gtag A e

281689
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9, eproximademente, de hojas y 10, aproximademente, de
tallas se humedecieron con 540 litros de dcilde tartérice
acuosa &l Zb. Lag hojes humedecidas se exirajeron por agl

tacién con cinco porciones de 4000 litros de bencenc. Los

extractos bencénicos se combinarcn y se coneentraron en vE

cfe hasta wn volumen de 500 1itros, aproximedamente. S -
afisdferon 1.070 litros de écido tartérico acuoso &l 2 &l
concentrado bencénico, y el resto del benceno se elimind

por destilscidn con vapor en vacio. El concentrade acuoso
écide se f1ltré pera retirer meterisl inscluble, y su aci
dez se ejusté luego a un pH de 3, eproximademente, medien
te la sdicién de smonimco scuoso al 28 . La solueidn doi-
da ge extrajo con dos porciones de 540 litros de bencena,
Los: extractos bencénicos se separsron y se tirsron. L a-
cldez de 1z solueién scuese se sjustd de nueve & un pH de
8,5 & 9,0, aproximedemente, efiadiendo emoniseo acuoso al

28+ La solucién bdsica se extrajo con dos porciones de —
540 1itros de bencenc, y los extractos bencénicos se sepa
raron y ss reunieron. Los extractos reunides se secaron y
ge concentraron en vaci{o hasta un volumen de 15 litros, -
aproximademente. El concentrado bencénico se dividid en -
tres parciones igusles, cade una de lag cugles gs eronato
grafid independientemente sobre lotes de 40 kilos de ald~
mine desectivada. Oada lote de 40 kilos de alfmine se he-
bia desactivedo con 7,5 litros de sgua ¥ 347 ml. de dcido
acédtico glacial.

La TIablae II que figura a continuscibn explica los
resul tadoe de eats separaciln cromatogréfica preliminear,
En la Teblae, la eolumna 1 da el nimerc de la fraccidn; le
columne 2, el disclvente eluyente o mezcla de disoclvents;

¥y la columns 3, el slcaloide principal obtenido de dicha

fraccidn. 10 2 8 ﬁ 6 89
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La leurocristina y la leurosidina figursban entre
lom alceloides presentes en las fraceciones 47-52,

La Vinceleucaoblasgtina se obtuvo de la freceidnm ——
43-45, en forma de un sulfato cristalino. Los licores ma~
dre resultentes se combinaron con las fracciocneg 47-52.
Lag fracciones combinadas se secaron y se vertieron luego
lentamente, con agitacién, en una solucidn de 336 gramos
de dcido cftrico y 16 litros de agua. La acidez de Is so-
lucién se ajusté = un pH de 4,4, eproximgdamente, con amo
niace acuose al 28¢ y luege se extrejo ls solucién con —
dos porciones de 16 litros de benceno. Los extractos bene
cénicos se reunieron; los extractos reunidos se secaron -
con sulfato sédico anhidro y se concentraron a sequedad -
en vac{o. La acidez d¢ la capa acuosa se ajustd luego a -
pH 7,0, aproximadamente, con smonfaco acuoso al 28, y la
solucidn resultante se extrajo de nuevo con dos porciones
de 16 litros de benceno. Se reunieron los extractos bencé
nicos; losg extractos reunidos se secaron con sulfato sédi
co anhidro, y los disclventes se retiraron por VAP O Grmmmem-
cibn en vacfo, dejando como residuoc una mezcla de alcaloi
des,

Se disolvieron 40 gramos de los alcaloides Tegiee—
duales en 300 ml. de benceno, y la solucidn regultente gme
cromatogrefid sobre 1335 gramos de aldmine desactivada. —-
percialmente por tratemiento con 80 ml. de agua ¥ 4 mle -
de dcido acético,

El cromatograme se desarrolld usando el mismo Giw
solvente eluyente o mezclas de disolvente que ge ample ge-—
ron en le Tabla. ITI. La Tebla IV presents el resultado de

1689
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TABLA IV
Fraccidn - Disolvente eluyente

1 Benceno
2,3 : Benceno~cloroformo (3:1)
4,5 ~ "
6-8 "
9-14 "
15 "
16 Benceno-cloroformo (1:1)
17-29 " |
30-32 Benceno-cloroformo (1:3)
33 "
34 : "
35 "
36 ‘ "
37 "
38 "
39 "
40 "
41 "
42 "
43 "
44 Cloroformo
45257 | "
58=617. Cloroformo-metanol (19:1)
Las fracciones eluidas mediante benceno-clorofor-
ma (1:1) Yenceno-cloroformo (1:3) se encontrd que conte——
nfan leurosidina y leurocristvina.
‘ Todag lag fracciones cromatogrédficas que conte—me—
nian leurosidina y/o leurccristina se evaporaron a seque-
ded en vacio, y el material alcsloideo regidusl se crista

281689
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1lizb de metanol. La leurogidina, cuando estaba pregente,-
precipitd en forma de una primera fraccidn cristalina, y
se obtuvo leurceristing por concentracidén y enfriemiento

de log licores madre procedentes de la cristalizacidn de

 leurosidina. Se obtuvo tembién sulfato de leuroeristina -

de los licores madre procedentes de la cristalizacidn di-
recta de la base libre leurocristina por el método del —-
ejemplo III, que flgura més adelante.

Se repitid la separscién antes citada, © xcopto =
que el 90% de hojas de Vince rosee se humedecid con 32 1i
trog de emoniaco acuoso y 560 litros de ague. Despuds de
que la solucidn acuosa écidg.inicial se hab{e extrafdo =
un pH de 3, se ejustd su acidez a pH 5, y la extraccién -
con benceno pare retirar los alcaloides degeados se hizo
a egte pH, en luger de a pH 8,5, como en el ejemplo ante-
rior. Los alceloides extrafdos a pH 5 se cromatografiaren
como. s& ha indicado anteriormente para producir leurceris
tina y leurosgidina.

Como podris esperarse, usando un gran exceso de —
alimina, se pusde utilizar solemente el procedimiento de

separscidn cramatogréfica, en lugar de los dos que sé en—

pleeron para fines précticos en el ejemplo dicho anterior

mente. Asi, pues, la expresién "procedimiento de separa~-

.cién oromatogréfica", segin se usa aqui, indica separacién

de beges: alcaloideas por elucibn selectiva, tanto si son

1, 2, o incluso 10, los procedimientos cromatogréficos de
separacién usados para retirar impurezas asociadas con enti
rioridad o la elucidn de los alceloides deseados.

‘ En el procedimiento de geperacidn cramatogréfica
enteriormente citado se emplearon sistemas de disolventa

281689
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benceno~cloroformo pare eluir selectivamente lé fraccibn
alcaloidea leurosidina~leurocristina, Previamente ge ha--—
bia determinado que el uso de egte sistems disolvente pro
porcionabs une buena separacidn entre los alcaloides A@w~
seados y los alcaloides acompaflantes en un periodo de tiem
po razonsble., Al determinar el sistema disolvente de elu~
cibn ptimo se realizd une separacidn cromatogréfice. expe
rimental en pequefia escala en la que la mezclg alcaloidea
ge. colocd sobre une columna preparada & pértir de alimina
desactivada, y se pasd sobre la columna un grupo de disol
ventes. eluyentes. con 8l fin de incrementar la fuerza de =
elucién. BEn un trabajo de Jacques ¥y Mathieu~-Bull Soc.Chem.
Frencie, (1946), 94-98, se pusde ver una liste Util de di
chos disolventes eluyentes basada en la constente dieléc-.
trica creciente,

Como es corriente en la mayoris de las sepsracio-
nes:cromatogréficas, el disolvente eluyenfe real empleado
no es critico. Por ejemplo, de acuerdo con la Tabla IV ci
tada, los alcaloideg degesdos, leurocristina y leurosidi~-
ne, ge eluyeron mediante un sistema disolvente de benceno-
-cloroformo (1:3). Un sistema digolvente de benceno puro,
o de benceno-clorofomo (3:1), probablemente habria dado
una separaciln gimilar, pero el tiempo necesario paras al-
cenzar el mismo gredo de separaciln se habris incrementado
granﬁemanie; Bn genergl, un digolvente con una congtante
dieléctrica menor eluye més lentaments, pero da un grado
mejor de separscién, mientras que un disolvents con wma —
congtante dieléetrica alta da una elucibn rdpida, pero me
nos selective.

Otra factor que controla le eleccidn .del disolven

sy (T

1
b
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ta eluyente en una separacidn cromatogrifica es el grado
de actividad de la slimina. Por ejemplo, en la cramatogra
fia anteriormente citada se empled una alimins desactivads
con fcido acdtico y agus. El uso de una alimina més acti-
ve hubiera requerido un tiempo de elucidn mayor pera el —
mismo sisteme disolvente, o 6l usgo de un sistems disolven
te con une constante dieléctrica més alta. Reciprocemente,
el uso de una alimina menos activa habria significade la
necesidad de un sistema disolvente con una constante die—
1éctrica mée baja pars eluir leurosidina y lewrocristina
en el mismo perfodo de tiempo con iguel gredo ds pureza.

Ejemplo 2

Preperacidn de sulfatos

Se dieolvié un gramo-de leurosidina en 30 ml. de
acetona. Se afiadid a la solucibn acetdnica del alcaloide
una solucidn conteniendo 5 ml. de dcido sulfirico acuose
el 1% y 42 ml. de agus. La mezcla resultante se evapord a
sequedad en vac{o. El regiduo que comprend{s sulfato de -
leurosidina se digolvié en etenol smhidro calentado, E1 -
enfrismiento de la solucidn etendlica produjo sulfato de
leureosidine cristalino que fundfs a 237-2458C., eproxime-
demente. Hubo una pérdide de disolvente entre 201-2120C.

Se prepard sulfato de leurocristine en forma to-—
talmente aﬁéloga,, partiendo de la base libre leurocrigti-
ne. El compuesto fundfe & 273-28180., aproximadsmente, —-
despuds de recristelizar de etanol. Se produjo wne pdrdi-
da. de digolvente entre 210-2328 C,

En la mezcla con dcido sulfirico acuoso al 1% del

método de preparecidn erribe citado, el etanol puede suse

i
o
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tituirse por agua.
Je puedern preparar otras sales de leurocristina y

leurosidina tales ecomo foefato, nitrato, hidroclerure, hi
drobramuroe, henzoate, succinate, tartrato, y sndlogos, ——
5 sustituyende el deido sulfirico por el 4cido apropiade en

el ejemple anterior.

Ejemplo 3

Preperaciln de metoyoduros de Leurosidina y Leurg
10 eristine
Se digolvieron 0,001 moleg de lsurocristine en 10
mle, sproximedamente, de bencena. Se m&'adigron 8 la solu=-
cién de bencena 0,002 equivalentesz de yoduro de metilo, y
la mezcla resultante se mantuvo & temperatura ambiente du
15 rante 5 horas, sproximedamente, en cuyo plaze precipitéd —
metoyoduro de leuroccristine cristelino. La mezela se dejé
enfriar durante 2 horas, sproximadamente, pars originar -
1la precipitacidn adicional de metoyeduro de leurocristina.
El precipitede se separd por filtracidn y se recristalizd
20 ~ de etanol, El metoyoduro de leurceristina asf preparsdo fur
dié a 226-2328 C., aproximadamente.
Andlisis: Encontrado: I, 13,08
Se prepard metoyoduro de leurcsiding sustituyendo
la Jeurocrigtina por la leurogidina en el procedimiento -
25 entes citado. El metoyoduro de leurcsidine fundid con deg
composicibn a 198-216r C., aproximadamente, despuéa de re
cristalizar de etenol. Hubo une pérdida de disolvente & —
| 173-1782 C., aproximadamente.
Andlisis: BEncontrado: I, 13,05.

30 Se preparan otras seles cuaternarias de leurosidi
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ne y leurocrigtine sustituyendo el yoduro de metilo en -~
loa procedimientos anteriores por otros haluros de elcohi
lo y aralcohilo, sulfato, etc. Entre log compuestos que -
pueden emplearae como sustitutivos esté.n, por tanto, los
giguientes: cloruro de bemcilo, bromuro de p-nitrobencilo,
yodure de etilo, sulfato de dimetilo, bremuro de propiloc,
yoduro de butilo, yoduro de m—clorofenetilo, eloruro de -
o—etoxibencilo ¥y endlogoa.

Za.presente'solicitud que corresponde & la presen
tade en Egtados Unidos de Américe, el 26 de Octubre de ——
1.961, baje el nimero 147.911, se acoge e log beneficios
del ertfculo 51 del vigente Estatute sobre Propiedsd In—
dugtrial.

N O T A

Los puntos de invencidn propis ¥y nueva que se pre
senterr para que gean objeto de esta solicitud de Patente
de Invencién en Espefis, por VEINTE afios, son los siguien-
\

le~ Un procedimiento pars prepsrsr los slcsloides

tess

leurosidina y/o0 leurcceristina en forms sugtsncielmente pu
ra, que comprende extrser la fraceién slecaloide que con-—
tlene wno o loa dos alceloides citados de materisl vege——
tal derivede de plentes de la familia Apocynscess, seps—
rar leurosiding y/e leurccristina de sus slcaloides campe

fisros y luego cristelizar dicha leurosidina y/o leurocrig

ting ya sea en forma de la base libre o ye como sal por -~
adicidn de deido. 2 R Saayy
JiGod
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2e= Un procedimiento pere preparar los alcaloides
leuroegidina y/o ieurocristina, que comprende poner en con
tacto material vegetel de plantas de le femilie Apocyne-—
£ege, que contienen uno o los dos alcaloides.citados con
dcido acuoso y/o un disolvente orgénico inmiscible con ==

agua, seperar la caps orgénica que contiene la fraccidn al

' celoide de leurosidina y/o leuroccrigtina ¥ libertar luego

le Ieurocsidina y/o la 1euroéristina de sus aslceloides con
comitentes.

3e= El procedimiento del punto 2, en el cual los
alcaloides débilmente bdsicos que pasan & la fase o cape
orgénice son extrafdos de la capa organice separads con ~
écido acuoso, el extracto se alcaliniza ¥y los alcaloides.
débilmente bésicos: son extraidos de 61 con un disolvente
orgénico inmiscible con agua, dichos aloaioides'débilmente
bésicos son sometidog a un proceso de geparacidn por cromg
tografia, y la leurcsidina y/o la leurocrigtina sustencie]l
mente libres de alceloides concomitantes se obtienen por
elueidn breferente durante dicho proceso de separacidn e~
cromatogréfica, las fracciones que contienen leurosidina,
¥/0 leurocristing se evaporan a sequedad y la leurocristi
na y/o la leurosidins ge recuperen de dichas fracciones —
de alcaloide secas por cristalizacidn,

4o~ Un procedimiento segin los puntos 1, 2 63, -
qQué comprende convertir leurosidine y/o leurocristina ob-
tenida en la forme de base libre en una sal por adieién -
de dcido o en un derivado de amomio cuaternario por reace
cin con un dcido o un. haluro o sulfato de 2lcohilo 0 w-
aralcohilo aspropiados, regpectivanente.

5=~ U1 procedimiento para preparar una camposicién

281689



- 10

15

20

25

30

terapdutice en forms, dosificada unitaria, que comprende. =
combinar un medio extendedor fisiolégicaments compatible

J wn campuesto elegido del grupo congisgtente en leurocris
tina, leurogidina, sales por adieidn de &cido ¥y derivados

de esmonio cuaternario de leurosiding ¥ leurocristine, te-
niendo (A) dicho alcaloide ds leurosidine las siguientes
propiedades fisicas~y quimicas: Andlisis elementals C. —_
67,08; H, ,34 N, 6,24; 0, 18 »81; punto de fusibn, 208 -
21180 ain corregir, ratacibn 8ptice, alfa g s £ 55,80 -
(Ce 1% en cloroformo) ; constantes logar{tmicag de disocia
cibn (pKy) & 5,0 y 8,8 (determinadas en dimetil formemida,
acuosa al 33%); méximos de absorcidn en el ultravioleta g
214 y 265 M/ con inflexiones s 286, 295 ¥y 310 mau (deter
minados on etanol), y méximos de absorcibn en o1 infrarro
Jo a 2,89, 3,41, 5,74, 6 y17, 6,64, 6 »85, 6,97, 7428, 7,50,
Ty74, 8,15, 8,74, 8,84, 9,04, 9.15, 9, 60, 9,89, 10,44, —
10,86, 11,13, 11,99, ¥ 12,21 micras, teniendo (B dicho al
caloide de leurocristing las giguientes propiedades quimi
cas y fisicas: Andlisig elemental: ¢, 66,73, H, 7,06, -
N, 6,75, 0, 19,44; punto de fusidn 218~2200C, sin corre-—
glr; rotacidn bptica, alfs %g + 17¢ (C= 1% en dicloruroe
de etileno); constantes Togeritmicas de disooiacidn (pK )
& 5,0 ¥ 7,4 (determinades en dimetil formamids acuoss, al
33%); méximos de. absorcidn en o1 ultravioleta a 220, 255
¥y 296 M con inflexiones a 262 y 290 mm (determinadog -.
en etanol); y méximos de abgorcidén en ol infrarrojo a 2,78,
2,90, 3,41, 5,74, 5 »93, 6,24, 6 67 6,86, 6,97, 7,35, 1,53,
1,14, 8,15, 8, 564. 8,75, 8 87, 9,07, 9 »28, 9,70, 9 297,
10,45, 10 »73, 10,86, 11,23, 11,74 y 12,02 micras, de mang
T'a que la compogicién terapduticg regul tante egtd destina

281689
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da & dar dicho compuesto en una cantidad de dosgls de apro
ximademente 0,01 a unos 10 mmg/Kg, de peso corporal del -
sujeto tratado.

6o El método de tratar enformedades que se carac
teriza por administrar a un paciente una centidad terapdu
ticamente eficaz de wn compuesto o de wna composicibn obte
nida por el procedimiento definido en cualqulers de 1lo0s —
puntos 1 g 5,

7o~ Un procedimiento para rreparar los alcaloides
leurosidina y/o0 leurocrigtina,

Tal y camo se ha deserito en la Wemoria que antece
de y para los fines que se han egpecificado,

Esta Memorie consta de veintiuna hojas escritas g

méquina por una sole cara,

Madrid, 190 9
do |
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