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ra de vidas en la leucenia éguda de los nifios (Haggard, M.

‘contiene alrededor de 70 clases de alcgloides, lo gue signi

sas investigaciones en todo el mundo para su preparacidn en

409803

Esta invencidn se refiere a un procedimiento semi-

sintético pare la preparacidén de vincristlna.

Los alealoides citostiticos de la Vinca romea L.
(Catharentus roseus G. Don), es decir la vimblastina y la
vincristine, son conocidos desde hace unos 10 afios y, basdn-
dose en las investigaciones clinieas, han.demostrado ser
los quimioterdpicos citostdticos mis eficaces. En primer
lugar, son mejores los resultados conseguldos con la viherig

tine, ya que este compuesto ha ejercido una accidn salvado-

E.: Vincristine ﬁherapy for acute leukemie in children;
Cancer Chemother, Reports, 52, 477, 1968).

Como es sabidoy la.vincristina se encuentra presen|
te solo en pequefdla cantidad en el complicadisimo espectro
alcaloide de la Vinca rosea L. No mds del 0,1 % de vinecris-

‘tina puede ser separada de la mezcla alcaloide total que

Pica un rendimiento de unos 3 2 5 mg de vincrigtina calculad
do pare 1 kg de droga seca. Los procedimientos descritos en
lo memoria de la patente estadounidense n? 3+205.220 y en.la
memorisa de la patente hingara no 160096§ racen posible la
separacidn de vineristina en la cantidad antes men cionada.
" Debido & la incalculable importancia teraputica

de la vineristina, se han realizado y estdn en marcha diver-

cantidades mayores y & precios de coste mis.bajos.

_ Como es sabido, la N»desmetil—vimb;astina,‘el DPro~=
ducto de descomposicién comin de vimblastina y vincristine,
puedse ser formilada pér procedimientos conocidos pars dar

vincristina (memoria de la patente estadounidense nimero
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3f354.163). En esta memorie se menciona que la vimblastina

‘puede ser oxidada a N-desmetil-vimblastina en un proceso de
‘oxidacién bioldgica, utilizando un enzime peroxidasa en pre-
sencia de perdxide de hidrégeno y el prodach desmetilados &

gu vez, puede ser formilado de forms conocida para dar vine

cristina. Sin embargo, esta memorie no da ningin ejemplo de

esta sintesis y no puede deducirse ninguna obra directriz

relative a,la oxidacidén bioldégica de la vimblastina y al reny

dimiento del producto.

Investigando la oxidacidén de la vimblastina hemos

encontrado, inesperadsmente, que si la vimblagtina o una
sal de adicién de 4cido de la misma, preferiblemente el sul-
fato, es oxidada con dcido crémico o con sus sales a tempe-
returas bajas, el grupo N#metild de la vimblastina puede
ser convertido directamente en un grupo formilo. -

Bgta oxidacidn selectiva estd en contraposicién
con la despripcién de la memoria de la patente egtadouniden-~
s n? 3.354.163 y no ha gido prevista pér ningin experto en
la técnica, ya que la molécula de vimblastina contiene va-

rios grupos gue son mucho mds sensibles & la oxidacidn que
%

N

el grupo N-metilo.
Por conaiguiente, esta invencién se refiere a un
proceso semisinﬁético para la preparacién de vincristina, en
el que la vimblastine o una sal de la misma, pfeferiblemente‘
el sulfato, s oxidada con dcido crémico o con una de sus sa,

les a temperatura baja, la mezcla de reaccién se neutraliza

"0 aléaliniza ¥y el producto se separa de la misma por extrao-

cibn, se evapora el extracto a sequedad, el residuo seco es

opcionalmente formilado, la vincristina y también opcional-

mente la Nédeaﬁetil—vimblgstina son alsladas del producto y
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‘ma siguiente: la vimblasgtina o su sal,'preferiﬁlemente el

" la solucidn de vimblastina y después la mezcla de reaccidn

dad baao pre316n TGGQCLda. Ia bese vincristina cruda»amorfa

el producto o productos son opcionalmente convertidos en
sus sales, preferiblemente en sulfatos. Ias sales pueden
ser purificadas por recristalizacibn, si es necesario.

De acverdo con la invencidén, se procede de la-for-

sulfato, se disuelve en un disolvente qrgénico o mezcla de
disolventes, preferiblemente en una mezcla de dcido acétiw
co glacial y scetona, se enfris la mezcle a una‘temperaﬁwa
ra inferior a 0°C, preferiblemente entre -30° y -90°C, se

afiade a la solucidn de vimblastina, agitando intenssmente

vy enfriandé, una solucién orginica, preferiblemente una so-
lucibn en anhidrido acético, de écidb‘crémico o de una sal

de dcido crdémico, previamente enfriada a la temperatura de

se deja en reposo durante un néxinmo do 15.minutos; prefépi~
blemente ﬁurante 8 minutos. A continuacidn se agrega a la
mezela, con precaucidn, hidrdxido aménico a una témperatuw
ra comprendida entre -40 y ~50°C son objeto de ajustar el
pl entre 8 y 9, la mezcla se diluye con agua y la mezcla
acuosz 6 extrae en verias veces con nn disolvente organico
preferiblemente con cloruro de metileno, hasta que g€ oons
sigue una reasccidn negativa de alcaloide. Se combinan los

extractos, se lavan con agua, se secan y evaporan a seque-

1

obtonlda, eonteulendo N~desmetil-yimblastina como 1mpureza,

es nurlxlcada por crometograf afia utilizando una columna de

bxido de alum~nlo humedeclda con benceno. Ta v1ncr3ot1na
cruda ge disuelve en benceno y la solucidn se pasa por la

columna. Ia elucidn se realiza con mezeclas 2:1 y 1:1 do ben

ceno y cloroformo. Los alczloides presentes ‘en'las fracelo-

[
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.-la invenpién, el residuo seco que contiene vincristina, ob-

" se convierte en vincristina. Después la mezcla de reaccidn

-nan los extractos, se laven con agua y se evaporan & seque-

" blastina en 2200 ml de acetona y a la solucibén se aflnden

nes individuales son identificados ﬁor cromatdgrafia en pa-~
pel o en capa fina y se combinan las fracciones que contie
nen vincristina o N-desmetil-vimblagtina, resPéctivamente.
Lagy fracclones combinadas se evaporan a secqedads I vip-

cristina y la N-desmetil-vimblastine asi obtenidas, respeo-
tivamente, son convertidas opclonalmente en sus sales, pre-
feriblemente en los sulfatos.las sales pueden ser purifica-
das por recristalizacidn si es nocesario.

De acuerdo con un método especialmente preferido de

tenido cuando se trata la mezcla de reaccién después del
proceso de oxidacidn, es formilado con una mezcla de dcido
férmico y anhidrido acético. En esta reaccién, la N-desme-

til-vimblastina presgente en el residuo seco como impuresza

se neutraliza, se extras con cloruro de metileno, se combiw

ded bajo presién reducida para dar vincristina como residuo
seco. El producto asl obtenido se purifica por‘cromatogra—
fia y se convierte en una ‘sal, prefériblementéjen el sulfa-
to, si asl se desea. Ia sal puede ser purificada por recrig
talizacidén si es necesario.

Ia invencidén es elucidada ademds medignte los sgi-
gulentes ejemplos'no”limitativoé.

: ETENPTO 1

Se digsuelven 10 g (0,011 moles) de sulfato de vim-

500 ml de 4cido acético glacial. Ia mezcla se enfria a
~6OQC. Al mismo tiempo se disuelven 4,96 g (0,0494 moles)

de dcido crdémico en 1860 ml de anhidrido acético, la solus
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benceno y le solucidn se pase por una columna de dxido de

40 9803 - ‘6:.,14

cién se enfria a -60°C y so afizde gote a gota a le solucidn

de sulfato de vimblastina con intensa agitacibén. Al cabo de
8 minutos de agitacién, se afiaden gots a gota a la meécla de
reaccifn 4400 ml de hidréxido aménico concentrado, a wna ‘ten
perature de -40 a ~509C, pars ajustar_eiypﬁ a 8. Darante es-
te proceso, la temperatura de la solucidn no puede pasar de
+50°C, Ia mezcla aloalina obtenida se diluye oon 10 litros
de agua y se extras con cloruro de E@fileno hagta que se

consigue una reaccidn negati&a'de'alcalqideo Los extractos
en clbruro de metileno se combinan y sge lavan dos veces con
3000 ml de agua cada vez con objeto de separar el acétato

amébnico formado en el'éroceso de neutralizacién. Ia solucidi
en cloruro de metileno se sace Yy evapora a sequedad bajo prg
#16n reducida. Se obtienen 8,5 g de vincristina cruda amor-
fa, conteniendo N-desmetil-viublasting como impureze. la

vincristine cruda amorfs obtenide se disuelve en 30 ml de

aluminio humedecida con benceno. s elucién se comienza con
1300 ml de benceno, despuéé se utiliza como agente eluyente
5500 ml de una mezcle 2:1 de benceno y ¢loroformo y la elu~
cién se termina con 4250 ml de una mezcla 1:1 de benceno y
cloroformo. El efluyente se recoge en fracciones de 256 mle
Tas fracciones individualeé se someten a cromatografis en
bapel o en capa fine. Ila impurezaAN—desmetil-vimblaatina,
formada en la oxidacidn como subproducto, puede ser elufda
con la mezcla 2:1 de benceno y clorofofmo, nientras que la
vincristine aparece en la mezcla 1:1 de benceno' y clorofor-
mo. Ias fracciones que contienen los mismos alcaloides, de-
terminadas por cromatogzrafia en papel o en capa fina, se

combinan y evaporan a gequedad bajo presidén reducida. Se ob
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T una hora‘a la temperatura ambiente y despubs se filtra el

desmetil~vimblastina obtenido y la base librg se identifical.

‘dos de sulfato de vincristina .se disuelven en 30 ml de metad

tienen 5,9 g de vinoristine amorfa, asi éomo 2,7 & de N-deg
metil-vimblastine amorfa. 7

Ta N-desmetil-vimblastina amorfa se disuelve en 27 m)
de etanol seco y el pH de la solucidn- se ajusta a 4,0 con
solucién etandlica de 4cido sulfdrico al 1 %, pera precipi-
tar sulfato de N-desmetil-vimblastina en forma cristalina.
Los 2,5.g obtenidos de sulfato de Nndésmetil-vimblastina 80
disuelven en 15 nl de metanol y a ls éblucién se afiaden

60 ml de etanol seco. La mezcla se deja en reposo durante

sulfato-de N-desmetil-vimblastina cristelino separado. Se
obtienen 2,2 g (0,0024 moles) de sulfato de N-desmetil-vim-
blastine. Rendimiento: 20 %. o

Ia base es liberada de una muestre del sulfato de N-

sobre los siguientes datos:
P.f. 212-215°C (Boetius).
[}]%0 = +15,8° (¢ = 1, en cloréforma) .
Ia N-desmetil~vimblastina, formada en la oxidacién
de vimblastina, o una sal de la misma puede ser formulads
por procedimientos conocidos para daf vincerigtine o una sa.l

de ésta-

‘ Ios 5,9 g obtenidos de vincristina amorfa se disuel-
ven en 60 nl de etanol seco y la solucién se acidula con so-
lucién metanélica de dcido sulfirico al 1 % hasta pH 4,0 pod

re dar sulfato de vincristina cristalino. Los 5,6 g obtendi-

nol y a 1a solucidn se aﬁadén 120 ml de etanol seco. la megz-

cla se deja en reposo a la temperatura ambiente durante una
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| vimblastina.

xido aménico concentrado a una temperafura de ~40 a -50°¢,

8 =

409803
hpra y el sulfato de vincristina'cristalinOEﬁpafado g £il-
tra. , | .

Se obtienen 5,2 g (0,0055 moles) de sulfeto de vin-
cristina. Rendimiento: 50 %. A

Ei]%o = 411 a +12° (¢ =", en agua).r
Ry = 0,30 (aparece con wn intenso color azul).
- El producto se identifica basdndose en su espectro

infrarrojo, que contiene una bands de absorcibn muy intense

a 5,94 p, en comparacidn con el espectro infrarrojo de la

. Los exdmenes cromatograficos en capa fina 8o realiza~-
ron sobre adsorbente "4xido de sluminio G Merck". Como agen
e eluyente;se utilizé élo;oformo contenien@p 0,5 % de meta-
nol, mientras que el revelado se efectud con dcido fosldri~
co concentrado conteniendo 1 % de sulfato amdnico cérico.

| EJEMPLO 2
Se disuelven 5 g (0,0055 moles) de sulfato de vimblag
tina en 1100 ml-de acetona y después se afladen a la solucibn

250 nl de dcido acético glacial al 93,5 % (des@ilado de dci

do crémico y no conteniendo sustancias oxidables). Ia mezcla).

se enfria a ~60°C.MA1 mismo tiempo se disuélven 2,48 g .
(0,0297 moles) de dcido crémico en 930 ml deQthiﬁridp écéti
co, la solucidén se enfria a ~60°Q y se agrega a la soluciébn
de sulfato de vimbiés%ina con agitacidn. Ia meéclé de reso-

cidn se sgite durante 8. minutoé, después el pH de la mez~

cla se ajusta & 9,0 mediante la adicidén gota a gota de hidrd

Durante este proceso, la temperatura de la mezcla no puede

pasar de $50°C. Ia mezcla alcalina se diluye con 5000 ml de
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‘glcalolde. ITog faves de cloruro de metileno se combinan y

separar el acetato ambnico formedo en el proceso de neutra-

.8 la temperatura ambiente durente 5 minutos. Ia solucidén &.cj

en 20 ml de benceno y la solucidén se pasa por uné columne

de benceno y- cloroformo. Ia elucidn se termina con uns, mez-

'fracclones de 250 mle. El benceno y las mezclas 9:1 ¥y 8,5:1,,

agua y se extrae tres veces con 1000 ml cada vez de cloruro

de metileno hasta que se consigue une reaccién negativa del
lavan dos veces con 1500 ml de 2gua cada vez, con objeto de

lizacién. Ia solucién en cloruro de mefileno se seca y 6vam-
pora e gequedad bajo presibn reducida. EL residuo se disuel-
ve en una mezcls de 75 ml de dcido férmico concentrado ¥

12,5 ml de anhidrido acético y la mezcla se deja en reposo

da se diluye con agua hasta tres veces su volumen, se alca—
linize (pH = 9) .con hidrdxido aménico concentrado enfriande
v el alealoide ge exirae tres veces con 100 ml cada vez de
cloruro de metileno. Ias soluciones en clo;ﬁro de metileno
g6 combinan, secan y evaporan a éequedad bajo presibn redu-

oida. El residuo seco gue contiene vincristina se disuelve

de 6xido de aluminio ponwuﬁ grado Ge actividad IV-V, hume-
decidé con benceno. Ie elucién se inicia con 500 ml de ben-
ceno y'después se utiliza como'ageﬁte eluyente 1000 ml de
una megcls 9:1 de benceno y cloroformc, 700 ml de una mGaCIE
8,5:1,5 de benceno y cloroformo y 2300 ml de ung mezola 8:2

cle 1:1 de benceno y cloroformo. Bl efluvente g8 recoge en

de benceno y cloroformo sirven para separar les sustancias
adsorbidas; el alcaloide aparece por primera vez en 1as
fracciones obtenldas en le primera porcidén de la mezcla 8:2

de benceno y cloroformo. Estas fracciones se combinan y eva
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. de sulfato de vineristina final. Este subprbductg se forma

jo presibn reducida. Los 3,8 g obtenidos de residuo seco se

| & la solucién se efiaden 120 ml de etanol seco. Al cabo de

obtienen 3,5 g (0,0039 moles) de sulfato de vincristina.

- de-vincristina en el que la vimblastina o una sal dé la mis

~co o con una de sus sales a temperatura baja, .la mezcla de

reaccidén es neutralizada o alcalinizada y el producto es se

(NL(Q

poran a sequedad bajo presién reducida, dando un subproduoc-

to en una proporcién del 5 al 10 % calculado sobre el peso

durante el prdceso de oxidacién. Ia vincristina aparece pof
primera vez con la segunda porcibn de la mezcla 8:2 de ben-
ceno é cloroformo y la elucidn de vinorigtina termina con
la mezcla i:1 de benceno y cloroformo. Ias fracciones que
contienen vincristina, determinadas por éromatografia en

papel y en capa fina, se combinan y evaporan a sequedad be~

disuelven en 40 ml de etanol seco y la solucién se aq;duul
la & pH 4,0 con solucidn etenblica de dcido sulfdrico al 1%
Ie vincristina se separa, en forma de su sulfato. El precipi

fado separado se filtra, se disuelveben 30 ml de meﬁanol N

una hora de reposo, el sulfato de vincristina se separs en

forms cristelina. El producfo se £iltra, ée lava ¥ secs. Se

hendimienﬁg: 70 s Ias constantes fisicas del producto son
idénticas a las de} Ejemplo 1.

En-resumen; la Patente de Invencién que se solicita
deberd recaer sobre las siguisntes:

REIVIND.ICACLONES

1.~ Un procedimiento semisintético para la preparacidn

ma, preferiblemente el sulfato, es oxidada con 4cido crémi-

parado por exbtraccidn, el extracto es evaporado a sequedad,|.

el residuo seco es opcionalmente formilado, la vineristina
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1 te convertidos en sus sales, preferiblemente en los sulfass.

-8al del mismo, disuelto en un disolvente orghnico o en una

~una temperatura inferior a 02C, preferiblemente entre -302

I caciones )& 4, en el que despues de la oxidacibn, el pH de

~caciones 1 a 6, en el que el residuo seco es formilado con

una meszcla de.dcido férmico. y anhidrido acético.

y opclopalmente también la N-desmetil-vimblastina son aisla

das del producto y el producto ¢ productos éon opcionalmen~-

2.~ Un procedimiento segin la reivindi-acién 1, en el
que la oxidacidén se lleva a cabo en un disolvente orfanico
0 en una mezcla de disolventes, preferiblemente en una mez-
cla 4:1 de acetona y &cido acético glacial.

3+~ Un procedimiento segin la relvindicacién 1, en el

que la oxidacién se lleva a cabo con &cido crémico o una -

mezcla de disolventes, preferiblemente en anhfdrido acético
4,- Un procedimiento segin cualquiera de las reivindi-

caciones 1 a 3, en el que la oxidacidén se lleva a cabo a ~

y -902C.
Se= Uniprocedimiento segln cualquiera de las relvindi-

la mezcla es ajustado a 7-9 con solucidén concentrada de hidré

xido ambnico, durante cuya operacién la temperatura de la -
solucidén se mantiene en +502C como mAXimo.

6.~ Un procedimiento segin la reivindicacidn 5, en el
que la mezcla neutra o alcalina se exbtrae con un disolven-
te orgénico o'uﬁa nezcla de disolventes, preferiblemente ~

con cloruro de metileno.

7.~ Un procedimiento segin cualquiera de las reivindi

8o~ Un procedimiento segﬁn cualquiera de las reivindi-
caciones 1 a 6, en el que la vincristina y la N-desmetil-

vinmblastina, opcionalmente formada como subproducto, son -

"]
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caciones 1 a 6 y 8, en el que la separacidén cromatogréfica

_productos idénticos se combinan y evaporan a sequedad.

‘caciones 1 a 7, en el que la vincristina es aislada del Te-

* | PROCEDIMIENTO SEMISIWIETICO PARA TA EREPARACIOH DE VINCRIS-

o6}

T - 12

——

aisladas por separacién cromatogriafica.

9.~ Un procedimiento seghn cualguiera de las reivindi-

ge lleva a cabo sobre una columna de éxido de aluminio, el
residuc seco se transfiere a la columna en solucidn bencé-
nica, la elucidén se realiza con benceno y con una mezcla -

2:1 de benceno y cloroformo y los efluyenbes que contienen
10.- Un procedimiento segfin cualquiera de las reivindidt

siduo seco formilado por separacibén cromatogréfica.

11.~ Un procedimiento segfn cualquisra de las reivindiT
caciones 'l a 7 y 10, en el que la seﬁaracisg cromatografica
se lleva a cabo Sobre una columna de éxido de aluminio, el
residuo seco se transfiere a la columna en solucidén bencéni
ca, la glucidn se realiza en bhenceno y mezclas de benceno-
cloroformo segfn la secuencia 2:1, 8,5:1,5, 8:2 y 1:1 y las
fracciones que éontienen vinéristiha se evaporan a sequedad.

12.- TUn procedimientq-segﬁn cualquiera de las reivindi4
caciones 1 a 11, en el que 2 formacidn de sal se consigue
agregando 4cido sulfdrico, preferiblemente solucidn etandli
ca de Acido sulfdrico al 1 %, a la solucidn etandlica del -
residuo seco obtenido cuando se evapora el eluato o eluatos
& sequedad. o

13.- Se reivindica por wltimo, como objeto sobre el qud

ha de recaer la patente de invencidén gue se solicita: UN -

PINA. . \
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Todo conforme queda descrito y reivindicado en la pre-

sente Memoria descriptiva, que consta de trece paginas meca

. pografiadas.

Madrid, 19 de digiembre 1.972
BERNARRO UNGRIA
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