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PATENTE
DE
INVENCION

por "PROCEDILIERTO PARA LA OBTENCIOK DE UNA NUEVA MATERIA
FARMACOLOGICAMENTYE ACTIVA Y DE SUS SALES", a favor de la
firma suiza J.R. GEIGY, A.G., residente en BASILEA (Suiza).

IIEMORTA DESCRIPTIVA

Bste invento se refiere a un procedimlento para
la obtencidn de wna substancia de accidn farmacoldgica, has-
ta ahora desconocida, a partir de plantas del gcnero Voa-
canga, a medicamentos que contienen esta substancia activa

5 y a su empleo.

Se ha descubierto, sorprendentemente, que de
plantas del género Voacanga, y en particular de la corteza
del tronco de la Voacanga africana Stapf, puede extraerse
una substancia, hasta ahora desconocida, que tiene accidn

10. inhibidora de las neoplasias. Esta nueva substancia forma
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un hidrato de diclorhidrato cristalizado, de la férmula
aditiva 043H52N406 . 2HCL . Hao, que puede recristalizafse,
por ejemplo a partir de metanol-aceténa, ¥ que funde séJQ
por encima de 3002, con carbonizacidn. [al:ﬁ‘a]lg)2 = -13%,79

en metanol, ¢ = 1), De otros hallazgos, indicados mas ade—
lante, se deduce para la nueva substancia la férmula eéffuc-

tural I

(1)

en virtud de lo cual se designa a la nueva substaneia, en
lo que sigue, como 20'-hidroxi-voacamidina. Ia férmula es-
tructural T esta asegurada por los siguientes hallazgos:
Al calentar la nueva substencia con dcido clorhidrico 2-n
a 902 (3 horas), se obtiene de una parte, como producto

de escisidn, la voacristina, cuya formula estructural II
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(11).

ha sido aclarada por U, Renmner y D.A. Prins, Experientia
17, 106 (1961). Como segundo producto de reaccidn se forme
voacorina (G. Biichi, R.E. lanning y S.A. Monti, J. Amer.
Chem. Soc. 86, 4631, 1964), De este isdmero de la 20'-
hidroxi-voacamidina se sabe que se origina, en las condi-
ciones de la escisidn de dcido utilizada para la 20!
hidroxi-voacamidina, a partir de voacristina de la fdér-

mula II y vobasinol de la férmula III
COOCH3

\ S

(U. Renner, D.A. Prins, A.L, Burlingame y K. Biemann, Helv,
Chim. Aata 46, 2186, 1963). Con ello se demuestra indirec-
tamente al vobasinol de la férmula III como segundo pro-
ducto de escisién Ge la 20'-hidroxi-voacamidina. El enca-
denamiento de ambos productos de escisidn en el sentido

de la foérmula I se deduce del espectro de resonancia mag-
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nética nuclear de la base libre en CDCl3, gue contiene 1és
sefiales caracteristicas para dos protones arométicos situa-
dos en disposicidn orto uno respecto a otro en la porciéﬁ»
voacristinica (posiciones 6 y 7 del sistema del anillo indd-
lico), o sea los dobletes en T 2,92 y T = 3,72.

Para la obtencidn de la 20“hidroxi-voacami-
dina se extrae preferentemente corteze del tronco de la ‘
Voacanga africana Stapf. Por ejemplo, se moja la corteza
con una base acuosa (como solucidn acuosa de carbonato sé- -
dico, bicarbonato sodico o amoniaco) ¥y se la percola con
un hidrocarburo aromatico liguido (como tolueno o benceno)
0 con un hidrocarburo halogenado; se concentra la fase or—-
génica, se somete el extracto total obtenido a una distri-
bucidén multiplicativa entre acido acético diluido y un di-
solvente orgdnico no miscible con el agua © una mezcla de
disolventes (como benceno, éter, cloroformo o, respectiva~-
mente, benceno-éter), se separan los componentes con un
coeficiente de distribucidn XML, los cuales constituyen
una nmezcla de alcaloides de Voacanga ya conocidos, se S0~
mete los componentes con un coeficiente de distribucidn
K<l a una distribucidn de Craig entre tempon pH 4,70 de
deido citrico~fosfato y mezcla de benceno-éter, se combi-
nan las fracciones medias de la distribucidn de Craig con
=l y se las concentra. La base remanente, que es 20'=
hidroxi-voacamidina bruta, se cromatografia en ocasiones
(por ejemplo, absorbiéndola en d6xido de aluminio y eluyén-

dola con benceno-éter). Para la ulterior purificacién, se
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la transforma, por ejemplo, en el diclorhidrato y se recris-—
taliza este Ultimo a partir de disolventes organicos apropia-
dos o mezclas de disolvenies, como metanol-acetona. Por coeée-
Ticiente de distribucidn X se entiende, en lo que antes Se :
ha expuesto, la relacidn de la concentracidn en la fase or-

génica a la concentracidén en la fase acuosa:

C de la fase organica

C de la fase acuosa

(Véase E. Hecker, Monografias de "Angewandte Chemie" n® 67,

"Verteilungsverfahren im Laboratorium", pagina 15, abajo.)

Ia accidén inhibidora de las neoplasias puede
comprobarse mediante los ensayos siguientes con tumores
inducidos experimentalmente y tumores transmitidos en los

animales:

Informe experimental

a) Observaciones generaleg: Para animales de en-
sayo se utilizaron ratones de la raza.albina'heterocigota
"Riidiger", que pesan entre 18 y 22 g, en series de 4 a 5
animales por dosis y series de control'del doble. Se deter-
mind primeramente la Dosis tolerata maxima (Dtm) en los ra-
tones por medio de una sola aplicacidn subcutéhea y un pe-
riodo de observacidén de 10 dias. La Dtm para la 20'-hidroxi-

voacamidina resultd hallarse por encima de la dosis apli-

cable maxima, de 5000 mg/kg. En los ensayos, la materia
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activa se administré, conforme a las indicaciones de la
tabla, en forma de suspensidn en carboximetilcelulosa (Ty-
lose C 600), por via subcutdnea o respectivamente per os;.\
durante 8 dias consecutivos y en las dosis que muestra lg
tabla. Terminados los ensayos, se sacrificaron los anima-
les y se determind el tamafio de los tumores por medicidn .
de la seceidn transversal (al mismo tiempo que se tomaban
calecos, para documentacidn). La diferencia en el desarrollo
de los tumores entre las series de ensayo y las series de
control se evalud a base de la reduccidén del didmetro de
los tumores de las series de ensayo respecto a las series

de control., Los resultados estdn expresados en %,

b) Sarcoms de metilcolantreno (sarcoma MC) en

T e G et e gann G G Wew A wew eme oy aman Vot cmet  wmt M G WA

2 x 1 mg de 10-metilcolantrenoc en suspensidn en 0,5 cc de
Tylose, a intervalo de una semana, bajo la piel del pescue~
zo. Inicio del tratemiento, unas 10 semanas después de la
primera aplicacidn del cancerdgeno, cuando el didmetro me-
dio del tumor es de unos 6 mm. Determinacidn del didmetro
de los tumores, 1 y 10 dfas después de terminar el trata-

miento.

c) Carcinoma de dimetilbenzoantraceno (earcinoma

L T I I R R S = e e e A R M I )

Lo BN B T R A W ity Y

males en la piel de la espalda, 5 veces durante 10 semanas,
a intervalos de 2 semanas y con 0,05 cc cada vez de una

solucidén de acetona que contiene 10 % de aceite de crotén
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y 1,5 % de 9,10-dimetilbencilantraceno, El tratamiento se
inicia cuando el carcinoma ha alcanzado un didmetro de 8°
mn aproximadamente. Detcrminacidn del diametro del tumor,

2 dias después de concluido el tratamiento.

TABLA
Substan- Clase de Dosificacidn Accidn (reduceidn del
cia de tumor en mg/kg didmetro del tumor)
ensayo
20'~hidroxi- saecoma 1C 8 x 625 s.c. 11 - 50 %
voacamidina carcinoma DMBA 8 x 312,5 s.c. 76 - 99 %

carcinoma DMBA 8 x 625 p.o. 26 - 50 %

El ejemplo que sigue explica con mis detalle
la obtencidén de la nueva 20'-hidroxi-voacamidina, pero no
constituye en absoluto la unica modalidad de realizarla y

no debe limitar de ningdn modo el alcance del invento.

EJEMPLO 1

13000 g de corteza molida de Voacanga africans

stapf se mojan uniformemente con 8000 cc de solucidn de so-
sa al 10 % y se percolan a fondo con unos 100.000 cc de

tolueno. Se concentra el extracto en vacio hasta unos 1000
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ce, v el conjunto de alcaloides disueltos se somete a upé_
purificacién preliminar por @istribucidn multiplicativa. .
entre dcido acético diluido y benceno-éter (1:1). Con este
fin, el extracto toluénico concentrado se sacude con 800‘
cc de dcido acético 0,4-n en el embudo separador 1 de una
bateria de 11 embudos separadores. Una vez realizada la »
separacidn de las fases, se deja la fase acuosa en el em—
budo separador 2 y se la sacude con 800 cc de benceno-éter
(1:1); la fase superior toluénica se vuelve a sacudir en

el embudo separador 1 con 800 cc de Acido acético O,4-n.
Efectuads la separacidn de las fases, se trasladan ambas
subfases al sigulente embude separador, se introducen en

el embudo separador 1 800 ce dec dcido acético O,4-n y en

el embudo separador 3 800 cc de benceno-éter (1:1) y en
todos los tres embudos separadores se vuelve a establecer
por sacudimiento el equilibrio de distribucidn. Ia distri-
bucidén multiplicativa se prosigue de manera andloga hasta
que la primera fase acuosa haya llegado al embudo separador
1l. Entonces se alealiniza el ceontenido de todos los embu-~
dos separadores por adicidn a cada uno de 20 cc de solueidn
concentrada de anoniaco y se extraen las bases liberadas
con la fase superior respectiva. Se separan las subfases
alcalinas y se les desecha. Después de secar sobre sulfato
s6dico, se combina el contenido de los embudos separadores
T a 11 y se le concentra hasta sequedad. Quedan 230 g de
una fraccidn alcaloide purificada, que aparece en forma de

o, - .
espuma solida. Los enbudos separadores 1 a 6 contienen una
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mezcla de alcaloides de veacanga ya conocidoz (voacangina,
voacamina, voacemidina y voascristina),

230 g de la fraccidn alcalolde purificada se
someten a una distribucidn de Craig en 20 etapas, entre
800 ce cada vez de tampdén vH 4,70 de dcido eftrico-fosfato

(426 cc de acido citrico 0,1 molar y 374 cc de hidrofosfato

disddico 0,2 molar) y §00 cc de mezcla de benceno-éter (1:1).

Terminada la distribucién, se afiaden a cada elemento 20 cc
de solucidén concentrada de amoniaco, se extraen las bases
liberadas con la fase superior respectiva y se separan y
desechan las subfases alcalinas. Se combina el contenido de
los elementos 6 a 14 y, después de secarlo sobre sulfato
s6dico, se le concentra. Recogicndo el residuo en Eter y
triturandolo con vobasina cristalizan 13 g de este alca-
loide. Se filtra por succidn, se concentra el filtrado
hasta sequedad y se cromatografia el residuo (72 g) en
2000 g de dxido de aluminio neutro, de actividad III. Con
benceno, en 5 fracciones de 2000 cc cada una, se eluyen
primeramente 32 g de una mezcla de alcaloides constituida
predominantemente por vobasina. En la elucidén ulterior
con benceno-éter (7:3), en 5 fracciones de 2000 cc cada
una, se obtienen 21 g de 20'~hidroxi~voacamidina bruta.
Se disuelve ésta en 100 cc de acetona y, por instilacidn
de 10 cc de una solucidn etérea de cloruro de hidrdgeno
saturada en frio, se la convierte en el diclorhidrato. Se
filtra por succidn y se recristaliza a partir de metanol-

acetona. Se obtienen 16 g de diclorhidrato puro de 20'-
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hidroxi-voacamidina, de la férmula aditiva C3H5006, - L
2 HC1 . H0 (caleulado: C 63,6 H 6,91 N 6,90 C1 8,76 %35
hallado: C 63,11 H 6,67 N 6,94 CL 9,06 %), de punto de
fusidn 3002 ¢ (carbonizacidn); [alfa]%2 = =137,72 (en me-
tanol, ¢ = 1), 7

Los nuevos agentes de este invento para la
inhibicidn del crecimiento de las neoplasias contienen
como materia activa la 20'-~hidroxi-voacamidina, o uvna sal
atéxica de la misma, en una forma usual de dosificacidn
unitaria, en particular para la administracidn oral. Por
sales atdxicas se entienden las sales con los dcidos que
en las dosis administradas no pueden motivar ningim sin-
toma téxico o, respectivamente, ningin sintoma tdéxico adi-
cional. Para la formacion de las sales entran en conside-
racién, por ejemplo, los adcidos siguientes: dcido clorhi-
drico, dcido bromhidrico, Acido sulfurico, acido Ffosférieco,
dcido metansulfdnico, dcido etandisulfdénico, dcido beta-
~hidroxi-etan-sulfdénico, acido canfosulfdénico, acido acé-
tico, dcido ldetico, acido succinico, dcido tartarico,
geido eftrico, dcido benzoico, dcido salicilico, dcido
444'-metilenbis-3-hidroxi-2-naftoico (dcido embdnico),
dcido fenilacético y acido mandélico.

Las formas de dosificacién unitaria para el
uso oral contienen preferentemente como materia activa
entre 10 % y 90 % de 20'-hidroxi-voacamidina o de una sal
atoxica de la misma. Para su preparacidn, se combina la -

materia activa, por ejemplo, con meterias de vehiculo sé-



5.

10.

15.

20,

25.

- 1l -

lidas, en forma de polvo, como lactosa, sacarosa, sorbi%ia,
menite; almidones, como el almiddén de patata, el almiddn
de maiz o la amilopectina; laminaria en polvo o pulpa
eitrica en polvo; derivados de celulosa 0 gelatinas, eveh~
tualmente con adicidn de deslizantes, como estearato mag-
nésico o cdleico o polietilenglicoles (carbowaxes) de peso
molecular apropiado, para formar pastillas o nucleos para
grageas, Estos 1ltimos se recubren, por ejemplo, con So-
luciones de azucar concentradas, las cuales pueden conte~
ner todavia, por ejemplo, goma ardbiga, talco y/o didxido
de titanio, o con una laca disuelta en disolventes orgdni-
cos, 0 mezclas de disolventes organicos, de facil volati=-
lidad, A estas envolturas pueden afiadirse colorantes, por
ejemplo con el fin de caracterizar dosis diferentes de ma-
teria activa.

Como otras Tormas de aplicacidn entran en con-

sideracion, por ejemplo, soluciones acuosas (eventualmente

‘amortiguadas) de sales y dispersiones acuosas de la base,

en particular suspensiones preparadas con ayuda de disper~
santes usuales apropiados, para administracion parenteral,
por ejemplo endovenosa y respectivamente subcutdnea o in-
tramuscular,
De los ensayos en animales cabe deducir para

el tratamiento de las neoplasias, como por ejemplo el lin-
fogranuloma (enfermedad de Hodgkin) y las leucemias, dosis
de 1 a 3 g de 20'~hidroxi~-voacamidina en los adultos, como

choques de tratamiento en intervalos de varios dfas; pero,
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en vista de la buena compatibilidad, entra también en cuen~
ta la administracidn diaria de dosis correspondientemente
reducidas, lo mismo gue la administracion parenteral. Sin.
embargo, la accidn de la 20'-hidroxi-voacamidine contra las
neoplasias en el hombre no se ha comprobado todavia,

El ejemplo que sigue describe la preparacidn
de una forma de aplicacidn tipica, apropiada para tal tra-
tamiento; no obstante, no debe limitar de modo algumo el
dmbito de este invento, ni respecto a la cantidad de ma-

teria activa, ni respecto a las materias de adicidn,

EJEMPLO 2

Se mezclan 500 g de hidrato de diclorhidrato
de 20'-hidroxi~-voacamidina con 70,5 g de almiddn de maiz
0 de patata y 45 g de lactosa. Se moja la mezecla con uma
solucidn acuosa de 25 g de gelatina, se la granula pasan-
dgola por un tamiz y se la secy, El granulado obtenido se
combina con 28 g de almiddn, 28,0 g de talco y 3,5 g de
estearato de magnesio y se comprime en pastillas con el
contenido de materia activa deseado; por ejemplo, en 1000
pastillas de unos 700 mg de peso cada una, con 500 mg cada
una de materia activa, o en 2000 pastillas de 250 mg de
materia activa cada wna, que si se quiere pueden proveerse

de entallas para fraccionarlas.
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Descrito el objeto del presente invento, =e decla-
ran nuevas y de propia invencidn las siguientes reivindica-
ciones, con prioridad de la solicitud de patente suiza n@

12 527/65 del 8 de Septiembre de 1965,

5. 1. Procedimiento para la obtencidn de una nueva
meteria farmacoldgicamente activa y de sus sales, caracte-
rizado por extraerse de las plantas del género Voacanga la

20'~hidroxi-voscamidina, de la férmala I

COOCH3
10,
15,
20!
/
,l
COOCH3
20. ¥, si ge quiere, transformarse la base obtenida en una sal

de adicidn con un dcido inorgdnico u orgénico.



10.

15.

20.

- 14 -

2. Procedimiento segin la reivindicacidn 1, carac- .

terizado por extraerse cortezae de Voacanga afrinaca Stapf. -

3. Procedimiento segin la reivindicecién 1, ce~
racterizado por humedecerse corteza de Voacanga africans
Stapf con una base acwosa y percolaria con un hidrocarburo
aromitico o un halohidrocarburo, ligquidos, concentrarse la
fase orgdnica, someterse el extracto total obtebido a una
distribucidn multiplicativa entre dcido acético dilufdo y
un disolvente orgénico, 0 mezcle de disolventes orgénicos,
no miscible con el agua, Separarse los componentes con un
coeficiente de distribucién K> 1, someterse los componen-
tes ocon un coeficiente de distribucidn X< 1 a una distri-
bucidn de Craig entre amortiguador de dcido citrico/fosfato
5 pH 4,70 y mezcla de benceno/éter ¥y combinarse y evaporar-
se las fracciones medias de la distribucidén de Craig con

K1,

4. Procedimiento segin las reivindicaciones 1 y
3, que se caracteriza en que lag 20'-hidroxi-voacamidina
bruta se absorbe en dxido de aluminio y se eluye con ben-

ceno/éter.

5. Procedimiento para la ohtencidn de una nueva

meteria farmacoldgicemente activa y de sus sales.

Segin se describe y reivindica en la presente me—
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moria descriptiva que consta de 315 hojas foliadas y escri-

tas a maguina por una sola cara.

Hadrid, a T de Septiembre de 1966

b.a.

JAIME |8
Y

Firmudos JOE RUDKIGUEL
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