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ra preparar nuevos &cidos 3-carboxilicos y &cidos 4-desace-
til=-3~-carboxilicos y ésteres, de vinblastina, vincristina y

leurosidina.

rarar un compuesto de la férmula

en donde R

y las sales farmacéuticamente aceptables del mismo formedas

Iz invencibn se refiere a un procedimiento pa

La invencidén prevee un procedimiento para pre

es CH

CE=0 o hidrégeno;

3!

R* es hidrdgeno o acetiloj

R" es hidrbgeno, alquilo de 02-05, mono o di
hidroxialquilo de 02-05, monohalbgenoalquilo
de Cp~Cg, monoalcanoiloxi(02—04}a1quilo de Cy~
05, erotilo, metalilo, alilo, propargilo o 2-
butin-l-olj

uno de R"? y R"" es hidroxilo y el otro es etl
lo; con la condicién de que (nicamente uno de

R* y R" puede ser hidrdgenc cusnd R es CH3;
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la leurocristina es un agente m&s activo y Gtil en el traba

con unAécido no téxﬁ“.cop caracterizado porw hacer reaccionér
vinblastina, leurosidina,; vincristina o una mezcla de 4-de
sacetil vineristina y 1—desfornil—4~desacetil vincrisfina

con una base dilufda para formar Acido 4~desacetilvinblasti
nbéico, &cido 4~desacetil-leurosidindico o 8cido l-desformil
I=desacetil-vincristinbico y

cuando R? va a ser acetilo o en el producto

deseado, acetilsar los Acidos as{ formados en

presencia de piridina y formilar opcionalmen=-
te la posicidn 1 en dicho 4cido vincristindi-
co antes o después de la acebilacibn,
y opcionalmente esterificar el 4cido asf formado y, si se
desea, hacer reaccionar el 4cido o éster aéi obtenido con
un &cido seleccionado para proveer una sal-de adicibén farma
céuticamente aceptable.

Se ha encontrado que varios alcaloides que se
presentan en forma natural, obtenibles de la Vinca rosea
son activos en el tratamiento de males experimentales en
animales. Entre estos se encuentran la leurosina (Patente
de los Estados Unidos No. 3.370.057), la vincaleucoblastina
(vinblastina) (Patente de los Estados Unidos No. 3.097.137)
la leurosidina (vinrosidina) y 1a-leurocristina (vineristi~
na) (ambas en la Patente de los Estadog Unidos No. 3,205,220
Dos de estos alcaloides, la vinblastina y la leurocristina
son vendidos ahora como medicamentos para el tratamiento de
males, particularmente las leuceminas y enfermedades rela-

cionadas, en seres humanos, De estos compuestos vendidos,

miento de leuceminas, pero es también el menos ebundante de

los alcaloides antineoplésticos de la Vireca rosea.
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blastina (Patente de los Estados Unidos No. 3.352.868) y el

" los cuales un grupo li,F-dialguilglicilo r=emplazd al grupo

'gdetilo C-4 de la vinblastina (ver-la Patente de los Esta-

Ta modificacibén quimica de los alcaloides de
la Vinca ha sido bastante limitada., En primer lugar, las es
tructuras moleculares involucradas son extremadamente come
plejas y las reacciones quimicas que afectan una funcibn eg
pecifica de 1la moléculz son difficiles de desarrollar. En se
wunlo lugar se han Tsiurerado ae las fracciones de Vinca ro|

s2a, alcaloides gue carccen de propiedades quimioterapéuti-

conducido a lo conclusidn de que estos compuestos estén In-
timamente relacionados con los alcaloides activos, De esta
manera, la actividad antineoplistica parece estar limitada
8 estructuras muy especifipas v la oportunidad de obtener

medicamentos mis activos médiante la modificacibn de estas

egtructuras, pareceria ser correspondientemente ligera, En-
tre las modificaciones positivas de los alealecides fisiolb~

gicamente activos ha estado la preparacibémn de la dihidrovin

reemplacamiento del grupo acetilo en C-4 (carbdn No. &4 de
sistema ciclico de vinblastina -~ ver la estructura numerada
anteriormente) con grupos alcanoilo superiores o con grupos
acilo no relacionados. (Verrla Patente de los Estados Uni-
dos No. 3%.392,17%), Varios de estos derivados son capaces
dé prolongar la‘vida de los ratones inoculados con leuce-
mia P1534, Uno de los derivados en los cuales un grupo clo-~
roacetilo. reemplazd al grupo acetilo C-4 de la vinblastina
fue también un intermediario Gtil para la preparacidn de

coemzusstos de vinblestinag estructurainmente modificados en

dos Unidos 3%,387,001)., Un compuesto intermediario, a saber
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la 4~desacetilvinblastina, se produjo durante las reaccio-
nes quimicas que conducen a estos (ltiwos derivados. Este
intermedierio, en el cual se omitib el grupo acilo-en C-4,
que conduce a un grupo hidroxi esterificado, se ha estimado
que es un material tbxico ﬁue tiene poca actividad quimio~
verapfutica in vive contra el sistema de leucemia en los mi
ridos P1534 por Eargrove, Lloydia, 27, 540 (1964). Se des-
.eribe también en ese articulo la vinblastina de &cido desa
cetilvinblastindico con el pgrupo de éster metilico en C~3
sustituido por un grupo carboxilo y que tiene un hidroxi en
C=4- en lugar de acetoxi.

/

v Neuss y otros, Tetrahedron ILetters, 1968,

753~7, describib la formaci@n de desoxivinblastina gue care

7

ce de un grupo 4*~hidroxi y sus derivados que carecen de un

grupo carbometoxi en C~187,

/

/ Las nuevas amidas C=3 de vinblastina fueron

descritas por Sweeney, Cullinan, Poore y Gerzon en el 650.
Annual Meeting of the American Association for Canéer Re- |
searbh, celebrado en Houston, Texas, e%fEZ-BO de marzo de
1974 (Proceedings, Abstract 146). A e ‘

Bl material'de partida pars él procedimiento
presente es la vinblastina, la leurosidine o la vineristi-
na. Con‘referendia a la férmula I, la vinblastina es el com
puesto en donde en C-1 existe un sustituyente metilo; en
C=-% el sustituyente es carboxilato de metilo; en C=-4 es un

grupe acetoxi; en C=4! el sustituyente en la posiciém R™?

es hidroxilc y el otro sustituyente es un grupo etilo.

e La leurosidina y la virnblastina son estereo-

isémeros que varfan finicamente en la orientacién de los gru

pos etilo e hidroxilo unidos en C-47,
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La vincristina difiere de la vinblastina Gni
camente en su sustituyente en C-l; para la vineristina, el
sustituyente en C~1 es formilo. -

El compuesto nuevo de Acido vinblastindico es
un compuesto de la férmula I, en donde R es metilo, R? es
acetilo, R" es hidrdgeno, R"* es hidroxilo y R"" es etilo.

El &cido leurosidindico es un compuesto de 1av
férmula I, en donde R es metilo, R? es acetilo; R" es hidfé
geno, R"* es etilo y R"" es hidroxilo.

El 4cido vincristindico es un compuesto de la
férmula I en donde R es formilo, R® es acetilo, R" es hidr§
geno, R"? es hidroxilo y R"" es etilo,

‘ Los ésteres en los cuales R" es alquilo de

02-05, mono ¢ dihidroxialquilo de 02~65, monohalbgenoalqui

1o de Co=Csy monoalcanoiloxi(C,~Cy )alquilo de st eroti

lo, metalilo, alilo, propargilo o 2-butin-l-ol y uno de R"?

¥y R"" es hidroxilo y el otro es etilo, pueden denominarse

 3-desmetil-3-etil /0 3-propil, 3-(2-clorobutil), o 3-(2-hi

droxipentil) /vinblastina o leurosidina o vineristina o 4~
desacetilvinblastina, etc., pero preferiblemente se denomi
nan vinblastinoato de etilo o vincristinoato de propilo o
4~desacetilvinblastinoato de butilo o 4-desacetileurosidi-
noato de etilo, etc,

BEn la férmula anterior, cuando R" es alguilo
de 02—05, éste puede ser etilo, n-propilo, isopropilo, n-by

tilo, isobutilo, sec-butilo, l-pentilo, isopentilo, 2-penti

| 1o, %-pentilo, 3-metil-2~butilo, neopentilo y similares, El

alquilo de 024-05 mono y dihidroxi sustituido, gue represen-
ta R", incluye 2-hidroxietile, 2,3-dihidroxipropilo, 2-hi-
droxi-2-metiletilo, 2-hidroxi-l-metiletilo, 2~hidroxi-2,2-
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nitraro, el fosfato, el fosfato monodcido, el fosfato didci

‘el yoduro, el acetato, el propionato, el decanoato, el ca-

-7 -

dimetiletilo, 2~hidroxi~1,l-dimetiletilo, 2~hidwoxibutilo,
3-hidroxipropilo,- 4~hidroxibutilo, S~hidroxipentilo, 2,3%-di
hidroki—E—metilpropilo ¥y grupos similares. Los grupos halo
genoalquilo de 02—05 que representa R" incluyen 2=-cloroeti
lo, 2-bromoetilo, 2~-cloropropilo, 2-bromobutilo, 3-cloro-
rropileo, 2-clorepzntilo, 2~bromo-3-metilbutilo, 4~bromobuti
lo y simileres. Ios grupos monoalcanoiloxi(Geucq)alquilo dg
02«05 que rzpresenta R" incluyen 2-acetoxi-l-etilo, 2-pro
pionoxi-l-propilo, 3~acctoxi-l~propilo, 2-isocbutiloxi-2-bu
tilo, 2=acetoxi-2=pentilo, 2~butiloxi-l-~-pentilo, 2-propio-
noxi=-3-metil-l-propilo, isobutiloxi~2-butilo, 2-acetoxi-2-
pentilo, 2-butiloxi—1~pentilo, 2-propioncsi-3-metil-l~pen
tilo y similares, o

Log &cidos no téxicos (tiles para formar sa-
les de adicibn de &cido farmacéuticamente aceptables de lag
bases de amina representadas por la férmula I anterior in=-
cluyen sales derivadas de &cidos inorginicos tales como:
fcido clorhfdrico, &cido nftrico, &cido fosférico, &cido
sulfirico, &cido bromhfdrico, &cido yodhidrico, &cido ni-
troso, fcido de f6sforo, y similares, as{ como también sa-
les de Acidos orgénicos no téxicos incluyendo mono y di-cay
boxilatos alifiticos, alcanoatos fenilo sustitufdos, hidro-
xialcanoatos y alcanodioatos, &cidos arombticos, &cidos sul
fénicos alifétices y arométicos, ete. Dichas sales farme~
céuticameénte aceptables incluyen de esta manera el sulfato,

el pirosulfato, el bisulfato, el sulfito, el bisulfito, el
do, el metafosfato, el pirofosfato, el cloruro, el bromuro,

prilato, el acrilato, el formiato, el isobutirato, el ca-

Lo e e
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el grupo formilo en la posicibén 1 también es hidrolizado,

. acético para producir el &cido vincristindico. Inversamen~

prato, el heptanocato, el propiolato, el oxalato, el malona
to, el succinato, el suberaﬁo, el sebacato, el fumarato,
el maleato, el butin-l,4-dioato, el hexin-1,6-dioato, el
benzoato, el clorobenzoato, el metilbenzoato, el dinitro-
benzoato, el hidroxibenzoato, el metoxibenzoato, el ftala
vo, el tereftalato, el bencensulfounato, el toluensulfonato
el clorobencensulfonato, el xilensulfonato, el fenilaceta-
to, el fenilpropionato, el fenilbutirato, el citrato, el
lactato, el 2-hidroxibutirate, el glicolatc, el malato, el
tartrato, el metansulfonato, el propansulfonato, el nafta-
len-l-sulfonato, el naftalen=-2--sulfonato y sales similaresg
‘ Los compuestos se preparan rde conformidad con
los siguientes procedimientos generaleso'La vinblastina, la
leurosidina o la vincristina se trata con una bose dilufda,
hidrolizando por lo tanto el grupo éster en la posicibn 3
para producir un grupo de fcido carboxilico como una sal b
sica e hidrolizando también el grupo éster en la posicidn

44 dejando un grupo hidroxi., En el caso de la vincristina,

De esta manera, los productos de la hidrélisis son ya sea
fcido 4~desacetilvinblastinbico, &cido 4~desacetil-leurosi
dinofco o Acido l-desformil-i4-desacetil vincristinbico. La
acetilacidén en piridina reconstituye el grupo 4-~acetilo pa
ra producir #&cido vinblastindico, &cido leurosidinbico o
fcido l-desformilvincristindico. E1 Gltimo compuesto puede

formilarse con 4cido férmico al 97 por ciento y anhidrido

te, el &cido l-desformil-4-desacetil-vincristindico puede
formilarse antes de la acetilacidén, formando de esta manera

el Acido 4-desacetilvincristindico como un intermediario,
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-seado -en presencia de un catalizador fcido. Los &steres .

-~ da medisnte el método de Hargrove Lloydia, 27, 340 (1964)

- con écido crémico en anhf{drido acético a bajas temperaturas

La formacidn de los &steres superiores de los 4cidos ante~
riores, tales como los ésteres etilico, butflico, 2=clorce
tilico, 2-acetoxipropilico e hidroxietilico, se lleva a ca

bo tratando el dcido libre con una solucidén del alcohol dg

del &cido vincristinbico, leurosidinbico y vinblastinbico
y de sus anflogos 4-desacetilicos.se preparan todos sustan
cialmente en la misma forma, Los &steres monoalcanoiloxi-
(02~C4) alquilicos de 02~05 se preparan generalmente median
te esterificacibén del éster monohidroxialquilico de C—C 5
correspondiente, utilizando un agente de acilacibn normal
tal como un anhidrido de écido; un anhfdrido mixto, un clo
ruro de acilo en presencia de una base orghnica, etc, En
general, los &steres se aislan en la forma de sus sales sul,
fato, preparadas mediante la acidificacibén de una solucibn
de la base a un pH en la escala de 2-4, con. &cido sulfiri-
co dilufdo y evaporando despuds los constituyentes voldti-
les para dejarla sal sulfato como residuo, En general, las
sales sulfato son amorfas y los compuestos estin identifi-
cados p5r su egpectro de resonancia magnética nuclear y pox
un espectro de ion molecular llevados a cabo sobre la base
libre,

Existe un procedimiento alternativo para la
preparacibn del &cido 4~-desacetilvincristinbéico y para el
&cido l-desformil-4~desacetilvincristindico. Mediante este

procedimiento, se oxida la 4-desacetilvinblastina prepara-

nediante el procedimiento de la Patente de Sud~Africa 72/

8535 para producir una mezcla de 4~desacetilvencrisbtina y
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_dicamentos con%re los tumores, segin se muestra por su ca-

“de nivel de dosis. El sulfato de vinblastinoato de etilo hg

d. etz e by

1~desforﬁi1~4~desecetilvincristinao Scerprendentemente, esta
reaccidén ocurre sin oxidar el 4-hidroxilo a la cetona co-
rrespondisntea.El tratamiento de esta mezcla con una base
dilufda produce el Acido l-desformil~i4-desacetil-vineristi
néico deseado.,

Los cozpuestos en los cuales R y R" son dife-

rentes de hidrdgeno, tienen una utilidad potencial como me-

pacidad para detencr las celdas cultivadas en la fase mitd-
tica (metafase) del ciclo de la célula sin un efecto apareg
te en las otras etapas del ciclo de la célula, La mayoria
de los alcaloides de indoldihidroindol (dim8ricos) contra
tos tumores conocidos de;lé'Vinca rosea, tienen la capaci-
dad de provocar una. deténcién de la metafase, incluyendo 14|
vinblastina (vincaleucoblastina); la vincristina y la leurg)
sidina, Los alcaloides de la vinca monoméricos no poseenr

una actividad de detencidn de la metafase y no son antimi-
thticos. Ademds, los compuestos han mostrado ser zctives

contra tumores transplantados en ratones. De interés parti
cular es la actividad elevada mostrada por el sulfato de 4~

desacetilvincristinoato de etilo contra el sarcoma osteogé-

nico de Ridgeway cuando se administra durante diez dfas pox

la ruta intraperitoneal después de la inoculacibn del tumox

a niveles de dosis de 0,15 & 0,5 mg/kg de peso del ratdn.
Se obtienen resultados similares contra el linfosarcoma de
Gardner, E1 compuesto mostrd también actividad a 0,5 mg/kg,

contra el tumor mamario de Caﬁ-en una cantidad de 0,5 mg/kg

mostrado también actividad en el sistema de tumor de linfo-

gsarcoma de Gardner, Los resu-tados obtenidos con el sulfatqg
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.way; GIS del linfosarcoma de Gardner; ¥y 05H es un tumor ma

de d-desacetilvin-ristinocato de etilo se resumen en la ta-
bla 1 siguiente. En la tabla, la columza 1 da el nombre delf
compuesto; la columna 2, el tumor transplantado; la columg
3, el nivel de dosis o la.escala de nivel de dosis y el nf
mero de dfas en que se administrd la dosis; y en la columnsg
4, el porcentaje de irzibicibén de desarrollo del tumor.,

(ROS es una sbreviatura del sarcoma osteogénico de Ridge-

mario). Los niveles de desis mAs elevados que aquellos enw

listados en la tabla usualmente producen toxicidad,

"de conformidad con la férmula I anterior, diferentes a los

Tebla 1
C L dosis Por ciento de
Compuesto Tumor =~ mg/kg. x dfas inhibicidn
sulfato de 4-des GLS 0,2x8 85
acetilvincristi- 0,25 x & ' 87
noato de etilo 0, x8 100
O,4 x 8 100
0,5 x8 100
ROS 0,15 x 10 8
© 0,2 x 10 65
0,25 x 10 100
. 0,3 x 10 8l
0,4 x 10 100
0,5 x 10 100
C5H 0,5%9 &3
sulfato de 4-des GLS 0,5x%x 8 100
acetilvinblasti- : 1,0x 8 91
noato de 2-hidroxi
etilo

Aderés de su actividad contra los tumores, los compuestos

ésteres alquilicos e hidroxialquilicos del &cido vincristi

nbéico y del &cido vinblastindico son también Gtiles como iy
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" de esta manera posible la preparacidn de una vincristina,

termééiabioso Por ejemplo, los compuestos 4-desacetilicos
pueden convertirse mediante acetilacién al éster de vin=-
cristinoato_é de vinbiéétinoato original. Los compuestos
de conformidad con la férmula I anterior, en los cuales R
es hidrbgenc o en los cuales R" es hidrbgeno en general no
son activos.en la prueba de inhibieidn mitdtica y son simi
larmente inactivos para inhibir el desarrocllo de tumores
transplantados en ratones, Estos compuestos son sin embar~
go intermediarios porque log compuestos en los cuales R" eg
H, los §cidos vinblastindico, leurcsidindico y vincristi-
nbico se convierten mediante esterificacidn a compuestos
Gtiles. Similarmente, los compuestos en los cuales R es hi
drbégeno, los derivados de¢ l-desformil vincristina pueden
formilarse para producir &cido vincristinbico, otro inter-
mediario Gtil, o los é&steres de desacetilvincristinoato y
los &steres de vincristinoato,

Adems de la utilidad anterior como agentes
antinitéticos, los &cidos libres que incluyen los 4cidos
desacet{licos son intermediarios Gtiles para la preparacidy
de material radiocactivamente clasificado porgue pueden re-
esterifi;arse con alcohcl metilico radioactivo de conformi
dad con el procedimiento anterior, Ademis, es posible, a
través del empleo del Acido desmetildesacetilvinblastinéi-~
co, metilar o formilar el compuesto en el nitrdgeno N-1
con un grupo formilo o metilo radioactivamente clasificado
¥ emplear metanol isotbépicamente clasificadc para reesteri

ficar el grupo de 4cido carboxilico o viceversa, haciendo

leucosidina o vinblastina doblemente clasificadas.
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iemnlo 1

PREPARACTON DEL ACIDO 4-DESACETIL VINBLASTINOICO
: " Se convirtieron diez gramos de sulfato de
vinblastina a la base libre correspondiente mediamte trata

miento con &lcali, seguido por extraccién de la base en di

"cloruro de metileno, secando y evaporando el dicloruro de

(53

metileno. La vinblastina residual se disolvid en 200 ml.
de etanol anhidro en un matraz de 2 litros equipado con un
condensador de reflujo. Ia solucidn de etanol se calentd
mientras se agregaban 956 ml, de hidrbxido de sodio acuoso
1 normal desde un embudo de goteo, junto con 50 ml, de eta
nol‘anhidro, adicionales. Se réquirié etanol extraordina-
rio para mantener la homcmseneidad en la mezcla de reaccibng
La mezcla de reaccidn se puso a reflujo durante media hora,
después de que se hubo agregado el hidréxiéo de sodio. Se
agregd después cloruro de sodioc a la solucién caliente y
la capa acuosa se extrajo con cuabro porciones de dicloru-~
r» de metileno., Los extractos de cloruro de metileno se
combinaron y se secaron, La evaporacidn del disolvente al
vacio produjo 6,9 g. de un sblido color canels, amorfo, qud
consiste.de una mezcla de vinblastina y de &cido 4~desace
til-vinblastinbico, como la sal de sodio.

Dos gramos del fcido 4~desacetil-vinblagti-
ndico impuro, como la sal de sodio, preparado de esta mang

ra, se disolvieron en metanol anhidro y se agregd agua a

la solucidn al punto de turbidez. El pH de la solucidn re-

sultante se ajustd a aproximadamente 3,9 mediante la adi-

:cibén de &cido sulflrico acuoso al 1 por ciento., Los disol-

- ventes se separan después mediante evaporacibén al vacfo.

El sélido resultante, que comprende sulfato de &cido /t-de

e
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sacetilvinblaséinéicog se disolvi$ en una mezcla disolven~
te de etanol-spua con calentamiento, y la solucién calien-
te se filtré, Por enfriamiento, precipitd un sblido color
cancla claro, el cual se recogid mediante filtracién. El
sulfato de &cido 4-desacetil vinblastinbico asi preparado
tuvo las siguientes caracteristicas fisicas pKa = 4,65,
6,3, 7,5 v 8,5 (en dimetilliormamida al 80 por ciento).
Tambda(EtOH, méx.) = 215 mu (E = 12,5 x 107), 267 mu, (E =
4,0 x 105) con resaltos a 284 y 294 y a aproximadamente 314
M,
An&lisis calculado: C, 60,55; H, 6,62; N, €,57;
Encontrado: C, 60,80; H, 6,86; N, 6,64

v

Tl anflisis en cuanto a .sodio fue cero,

Ejemplo 2
PREPARACION DE SULFATO DE ACIDO VINBLASTINOICO

Se prepard una suspensibén de 2,1 g. de &cido
H-desacetil vinblastindico como la sal de sodio, en 25 ml.
de piridina anhidra, Se azregaron aproximadamente 25 ml.
de anhfdrido acético. El recipiente de reaccibn se equipd
con un tubo de secado y se agitd a temperatura ambiente du
rante 4 dfas. Se agregd metanol, y la mezcla de reaccibn
se evapord a sequedad, Este procedimiento de secado se re—
pitib varias veces. El residuo que contiene #cido vinblasg-
tinbico formado en la reaccibén anterior se disolvib en clo
roformo y la solucidn de cloroformo se extrajo cuatro ve-
ces con agua. La solucién de cloroformo se secd después y

el cloroformo se evaporb, El residuo resultante se disol-

'=vid en metanol y se agregb agua al punto de turbidez, E1

pH de la solucién acuosa de metanol se ajustd a 2,2 median

te la adicidn de Acido sulffirico acuoso al 1 por ciento,
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La solucibn resultante so evapord a sequedad utilizando~ei
azeotropo de benceno para separar agua. Bl residuo se di-
solvid en isopropanol, y las impurezaé que cristalizaron sd
separaron mediante filtracibn. La evaporacién del filtrado
en dos cristalizaciones suceslvas produjo 200 mg. de sul-
fato de Acido vinblastindico como un £6lido amorfo color.cg
néla. El compuesto mostrd una banda mejorada a 1740 cm"1 en
el espectro infrarrojo, que muestra un incremento en el gry
po éster. Ei compuesto tuvo valores de pKé a 5,2y 7,7 (66
por ciento de DMF),

Ejemplo 3
PREPARACION DE SULFATO DE VINBLASTINOATO DE ETILO

8¢ prepararon a 02C., gquinientos ml. de una
solucidén etanblica saturada de &cido clorhidricoo Se agre~
garon tres g. de 4cidc 4-desacetilvinblastindico como la
sal de sodio. El recipiente de reaccibn se equipd con un ty
bo de secado y se dejd reposar a temperatura ambiente en
la oscuridad durante aproximadamente tres dfas. El etanol
se evapord después, y el residuo resultante se disolvid en
agua. La_capa acuosa se hizo bAsica con hidrbéxido de amo-
nio 14 normal., Se separd el vinblastinoato de etilo gue es
insoluble en la solucidn bésica, y se extrajo con varias
pofciones de dicloruro de metileno. Los extractos de diclo
rurc de metileno se separaron, se combinaron y se secaron.
La evaporacibén del disolvente produjo 4-desacetilvinblasti
noato de etilo como un sbélido amorfo color canela, Los es-
pectros infrarrojo y de resonancia magnética nuclear del
éompuesto estuvieron de acuerdo con la estructura postula=-
da.

El s6lido color canela se disolvid en 25 ml,
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"de adicibn de metanol y de evaporacibén se repitid varias

ajustd a aproximadamente 3 con acido sulflrico acuoso al 1
por ciento, y la solucibn resultante se evapord a sequedad

~ utilizando el azcotropo de benceno para separar el agua,

< N
# e Bl o
& mezern B

de piridina anhidra que se habia saturado prevismente con
nitrbgeno y se. agregaron 25 ml, de anhidrido acético. Ia

reaccién resultante se colocd en un recipiente sellado y s
dejd reposar a temperatura ambiente en la oscuridad duran-

te 7 dias. Se separaron los constituyentes voldtiles me~

™

iznte evaporacifr =1 vaclo, Se agregd metanol y la solu~

cibn se evapord a seguedad nuevamente, Este procedimiento

veces, El residuo se cromatografié después sobre gel de si
lice utilizando una mezdla disolvente de acetato de etilo

etanol (2:1), como el eluyente, Las fracciones que contie-
ne vinblastinoato de etilo, segln se determina por la cro-
matografia en capa delgédé; se recogieron y se combinaromn,
vy el disolvente se separf de las fracciones combinadas me-
diante evaporacibdn. Un espectro infrarrojo del polvo amorfd
color canela resultante estuvo de acuerdo con la estructu-
ra asignada ya que tuvo una banda mejorada & 1740 cm"l, El
compuesto tuvo picos de resonancia ﬁagnética nuclear como

sigue: delta = 2,11 (OOCHa), 1,33 (triplete para OCHéCHa),
4,28 (cuartete para OCHECHB), con I, = 7 Hz. El resto del
espectro de resonancia magnética nuclear estuvo de acuerdo
coh la estructupa postulada. El espectro de masas produjo

un ion molecular, m/e = 824, en coincidencia con una £oérmu
la empirica postulada 047H60N409° La base libre de vinblag
tinoato de etilo asi obtenida se disolvid en metanol y se

agregd agua al punto de turbidez., El pH de la solucidn se

-

La recristalizacidén del residuo en etanol anhidro produjo
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.blastina)e. Bl compuesto fué idéntico en todos aspectos a

o

~17 -

un sélido de color crema que tiene un pKa = 4,6, 6,0 y 7,49
(66 por ciento de pMF)o El rendimiento del sulfato de vin-
blastinoato de‘etilo fue de 204 mg,

Siguiendo el procedimiento anterior, se este-
rificd la sal de sodio del Acido 4~desacetilvinblastinbico
con metanol saturzdo con &Zeido clorhidrico anhidro para prﬁ

ducir 4-desacetilvinblastinoato de metilo (4~desacatilvin=

una muestra suténticas de 4-desacetilvinblastina preparada
mediante hidrblisis de vinblastina.

Ljenplo 4
PREPARACTION DE SULFATO DE VINBLASTINOATO DE n-~BUTTIO

Siguiendo\elzprocedimiento del ejemplo pre=-
vio, se saturaron 473 ml. de n-butanol con‘éoido clorhfidri
co anhidro a 0¢C, Se agregaron tres ge. de la €3l de sodio
del fcido 4~desacetilvinblastinbico, y la mezcla de reac;
cibn se dejb reposar a temperatura ambiente en la oscuri-
dad.durante tres dfas. Se aisld 4-desacetilvinblastinoato
de n-butilo y se purificé me&iante el procedimiento del
ejemplo Previo. El compuesto se acetild en piridina seca

como en el ejemplo previo y se obtuvo mediante cromatogra-

ffa el vinblastinoato de n-butilo as{ preparado. El compueg

to tuvo las siguientes caracteristicas fisicas., Picos del
espectro de resonancia megnética nuclear delta 2,11 (OOCH3]

0,9% (multiplete peva OCH,CH,CH,CHy) % 1,1-1,8 (multiplete

para OOH2CH20H2GH3), 4,19 multiplete para OCH2GBH7). El reg

to del espectro de resonancia magnética nuclear estuvo de
acuerdo con la estructura postulada. El sndlisis del espegc
tro de masa produjo un ion molecular m/e = 852 de acuerdo

con la férmula emgirlca postulada 049H64N409°

e
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tiene una banda mejorada en el infrarrojo a 173%5 cm —, Qus

La sal sulfato del vinblastinoato de n-buti
lo se prepard mediante el procedimiento del ejemplo previo
¥ fundib con:deécompoéibién en la escala de 225-2402C,

Ejemplo 5
PREPARACION DE ACIDO 4-DESACETII~~1-~-DESFORMIL VINCRISTINOICO

Se preparb una solucidn de 620 mg. de vinerig
tina en 30 ml. de etanol anhidro, al cual se habian agrega-
do 55 ml, de hidrdxido de sodio acuoso 1 normal. La solu~
cibn se calentd a la temperatura de reflujo durante una ho
ra 5 después se dejd enfriar. La solucidn se extrajo tres
veces con diclorurc de metileno, Los extractos de dicloru~
ro de metileno se combinaron, se secaron, y el dicloruro de
metileno se separi de los mismos por evaporacidbn, La sal de
sodio del Acido 4-desacetil-l-desformilvincristindico asi
obtenida fue un polvo amorfo color canela éue pesa 386 mg,
El espectro infrarrojo mostrd una banda de carbonilo a 1735
1

cm —, y no mostrd banda a 1695 cm"l, mostrando una ausencig

d21 grupo N-formilo.

Ejemplo 6
PREPARACION DE 4-DESACETII~1-DESFORMIL VINCRISTINOATO DE

ETILO (2é—etil~23—desmeti1—4—desacetil—l—desformilvincris-
tina),

Siguiendo el procedimiento del ejemplo 3, el
fcido desacetildesformilvincristindico como la sal de so-
dio, se estepificé con &cido clorhfdrico etandlico para
producir 4-desacetil-l-desformilvincristinoato de etilo. Eﬂ

compuesto se obtuvo como un sblido amorfo color canela que
1.

indica un nlmers incrementado de grupos éster presentes en

la molécula, El anllisis del espectro de masa did un ion
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molecular m/e = 768 de acuerdo con la fbérrnla empirica

Oy sy Oge )

Ejemplo 7
PREPARACION DE U~DESACETTILVINCRISTINOATO DE ETITO

Se disolvid 4-desacetil-l~desformilvincristi
noato de etilo obtenido en el ejemplo 6, en 18 ml, de Aci-
do férmico al 97 por ciento al cual se habian agregado 3
ml, de anhfdrido acético. La mezcla de reaccidn se dejdé re
posar bajo condiciones anhidra en la oscuridad a temperatu
rs ambiente, durante aproximadamente cuatro horas. Los cons
tituyentes volétiles se separaron después mediante evapora
cibn, y el residuo-se disolvibé en agua. La solucidén acuosa
se hizo bAsica cou hidréxido de amonio 14 normal, y la capd
blsica se extrajo tres veces con dicloruro de metileno. Los
extractos de dicloruro de metileno se combinaron y se seca-
ron, La evaporacibn del dicloruro de metileno produjo 106

mge de un sblida amorfo color canela que comprende 4-desa

‘catilvineristinoato de etilo formado en la reaccidn ante-

rior. EL compuesto se purificé mediante cromatografia sobre
gel de sflice, utilizando etanol como el eluyente. Fl espeg
tro infr;rrojo del compuesto mostrd bandas fuertes de 1740
em L (grupo &ster) y a 1695 en™ ¥, E1 espectro-de resonancia
magnética nuclear (N-formilo) del compuesto estuvo de acueq]
do con la estructura postulada, y el espectro molecular di§
un ion molecular m/e = 796 de acuerdo con la férmula empi-
rica 045H56N4O9. La sal sulfato se prepar mediante el pro

cedimiento del ejemplo 3, y fue un sdlido amorfo color cang

& la.

" Ejemplo 8 - -,
PREPARACION DE SULFATO DE 4~-DESACETILVINBLASTINOATO DE 2~
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HIDROXIETTLO

. Slgulendo el procedimiento del ejemplo 1, se
convmrtlcron 5 g de sulfato de vinblastina a 4edesacetil-
vinblastinoato de sodio, La sal de sodio amorfa se disolvid
en etilenglicol y esta solucidn se agregd a una solucibn de
etilenglicol- saturada con &cido clorhfdrico a& 02C, La mez-
cls de reaccibn resultante se selld en un matraz y se dejd
permanecér a temperatura ambiente durante 16 horas. ElL ma~
traz ‘de reaccibn se abrid despuds y se agregaron 750 ml. de
agua, El 4~-desacetilvinblastinoato de 2-hidroxietilo forma-
do en el procedimiento anterior se aisld de la mezcla de
reaccidn mediante €l procedimiento del ejemplo 3 para la
preparacibén del &ster etfiico correspondiente, El s6lido re
sidual obtenido contuvo 4-desacetilvinblastinoato de 2-hi-
droxietilo, el cual se purificé ademfs mediante cromatogra-
f{a sobre gel de silice utilizando una mezcla disolvente de|
acetato de etilo-etanol 1:1 como el eluyente. Las fraccio-
nes que se determind contenian el éster deseado, mediante
cromatografia en capa delgada, fueron combinadas, y el di-
solvente se evapor$ de las mismas., La sal sulfato del 4-de
sacetilvinblastinoato de 2-hidroxietilo se prepard median-
te el procedimiento del ejemplo 3. ILa base libre did un es-
peétro de ion molecular m/e = 798 de acuerdo con la férmuls
empirica 645H58N40 .

Ejemplo 9 .

PREPARACION DE 4-~DESACETIL VINCRISTINA ¥ 1-DESFORMIT—~4-DES-

ACETTT, VINCRISTINA

Paci

Se disolvieron dcs gramos de sulfato de 4~dg
sacetilvinblastina en una mezcla de 230 ml, de acetona y

50 ml, de Acido acético glacial, Se preparé una segunda so
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‘secaron y el dicloruro de metileno se evapord al vacifo pa

" pa dejar un polvo amorfo color canela que ccaprende una

~ formilo. El espectro infrarrojo fue idéntico al espectro

lucidn disolviendo 1 go de tribxido de cromo en %00 nl, de |
anhfdrido acético y 30 ml. de &cido ucétlco glacial que
contiene hueilas de agua. La solucibén de tribxido de cromo
se enfrid a -602C, La solucién de sulfato de 4-~desacetil
vinblastina se agregb después lentamente a la solucibdn

frfa de tribxido de cromo durante un perfodo de aproximada
mente 15 minutos. Lz mezcla de reaceidn se agitd vigorosa~
mente durante aproximadamente 30 minutos a 602C., agreghn-
dose después lentamente hidrdxido de amonio 14 normal, hag
ta que el pH fue de 9,2. Se agregd despubs 1 litro de agus,
v la solucidn se evacud para separar la acetona, La capa
acuosa se extrajo cuatro veces con dicloruro de metileno,

Los extractos de dicloruro de metileno se combinaron, se

mezcla de 4~desacetil vineristina y l-desformil-4-desace
tilvincristina formada en la reaccidn anterior, El resi~-

duo, un polvo amorfo color canela, se cromatogr:sfid sobre

gel de silice utilizando una mezcla disolvente de benceno
clorof9rmo-trietilamina (100-50—7,5);J56mo-31 eluyente,
Se combinaron fracciones qﬁe contienen log derivados de
vincristina segfin se determina mediante cromatografia en
capa delgada y el disolvente se evapord de los mismos al
vacfo. Se obtuvieron 130 mg. de l-desformil-4-desacetil
vineristina que tiene las siguientes caracterfisticas fisi
cas: Pico de espectro infrarrojo a 1730 cm"l(que indica

un grupo éster). Mo hubo pico que corresponda a un grupo

infrarrojo de la l-desformil-4-desacetil vineristina pre
parada a partir de la vincristina. Espectro ion molecu-

lar m/e = 754, 413, 355, 154,
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Se obtuvieron 175 mg, de 4-Cusacetil vinerig

tina comd un polvo amorfo color canela que tiene los siguiej
] 1

tes datos fisicos: Picos de espectro infrarrojo a 3560 cm™
(hidroxi) 1735 em™t (grupo éster) 1690 emt (amida). E1 es~
pectro infrarrojo fue idéntico a aquel de la 4-desacetil
vineristina preparada a partir de vincristina. Espectro de
icn molecular, m/e = 782, 355, 154, RMN delta 8,78 (CHO),
6,98 (hidrbgeno aromftico adyacente al grupo N~formilo),
6,78 (hidrbgeno aromitico en meta con respecto al grupo N-
formilo) 3,86 (grupo metoxi aromitico). Nuevamente, la reso
nancia magnética nuclear fue idéntica a aquella encontrada
con desacetilvineristina preparada a partir de vincristina,

; Eiemplo 10
PREPARACION DE 4-—-DESACETITLVINBLASTINOATO DE 2-CLOROETTILO

, Siguiendo el procedimiento del ejemplo 3, se
'estgrificé la sal de sodio del Acido 4-desacetil vinblasti
nbico con 2-cloroetanol saturado con Acido clorhfdrico ga~
56080 La mezcla de esterificacidn se dejé reposar en la og
curidad a temperatura ambiente durante tres dfas, despuds
de lo cual se separaron al vacio los conétituyentes voléti
les, E1 a;eite residual se disolvid en agua y la solucidn
fcida se hizo bhsica con hidrdxido de amonio 14 molar. Se
separd el 4-desacetilvinblastinoato de 2~cloroetilo que es
insoluble en la capa alcalina, y se extrajo con diclorome-
tano, Se hicieron tres extractos de diclorometano y éstos

se combinaron, se secaron y el disolvente se evapord. EL

polvo amorfo color canela residual se cromatografid sobre

“gel de sf{lice utilizando una mezcla disolvente de acetato

de etile-etanol [3:1) como el eluyente., Se combinaron las

fracciones que mostraron que contenfan 4-~desacetilvinblas-—

1
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tinoato de 2-cloroetilo mediante cromatografia en capa del-
gada. La evaporacidén del disolvente produjo un polvo amorfo
blanco que tiene los siguientes datos fisico-quimicos:

méximo de absorcidn infrarroja en 1735 em L. Espectro de ~

ion molecular m/e = 816, 758, 475, 154 de acuerdo con —

045H5701N408. La sal sulfato se prepard como antes.
En resumen, la Patente de Invencidn que se so-
licita, debera recaer sobre las siguientes:

REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento para la preparacion de nug

vos derivados alcaloides vinca diméricos de formula:

N/\ I{Hl

SaRn

-

en donde R_ es CHE’ Cﬂmb, 0 H, 0
R? es H o acetilo,
R''es H, slquilo de C»-Cg, mono o dihidroxial
quilo de Cp-Cs, monohalégenoalquilo de Co-Cs,
monoalcanoiloxi (02-04) alquilo de 02-05, ero-
tilo, metalilo, alilo, propargiio o 2~butin—

l-0l;
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; ' puede ser hidrdgeno cuando R es CHB;

- 2l

uno de R"' y R"" es hidrdxilo y el otro es etilo;

con la condicibén de que (nicamente uno de R* y R"

' ¥ las sales farmacéuticamente aceptables del mismo forma-
das con acidos no tdxicos; _
caracterizado por hacer reaccionar un compdesto de fbérmula
I donde R,R' R"'R"" son como se definen anteriormente, y -
R’‘es metilo, con una base diluvida para formar el corres—
pondiente Acido donde R es metilo o hidrdgeno; R’es hidrd-|
geno; R’ ‘es hidrbgeno; R’’’y R "' son como se definen ante
‘riormente; y cuando R"va a ser acetilo en el producto desea
do, acetilar los écidoé asi formados en presencia de piri-
dina y opcionalmente formilar la posicidén 1 en el &cido vin
cristindico antes o después de la acetilacidn, y opcional-
mente esterificar el 4cido asi formado y, si se desea, ha-
cer reaccionar el &cido o el é&ster asi obtenido con un &ci
do seleccionado para proporcionar una sal de adicidn de -
dcido farmacéuticamente aceptable.

2. Un procedimiento, segin la reivindicacidn 1, -
para preparar acido 4-desacetilvinblastinbico, caracteriza |
do por hacer reaccionar vinblastina con hidrdéxido de sodio

- en etanol a temperatura de reflujo.

3. Un procedimiento, segin la reivindicacién 1, -
para preparar &cido 4-desacetil-l-desformil vineristindico,
céracterizado por hacer reaccionar vincristina con hidroxi-
do de sodio en etanol a temperatura de reflujo.

4, Un procedimiento, seghn la reivindicacibn 2, -
para preparar sulfato de &cido 4~desacetilvinblastindico, -
caracterizado por hacer reaccionar &cido 4—desacetilvinbl&§’

<2 . N N Pod
tindico como la sal de sodio con acido sulfiirico en agua’y
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_metanol.

5. Un procedimiento, segin la reivindicacibn 2, -

para preparar sulfato de acido vinblastindico, caracteriza-

' do por hacer reaccionar &cido 4-desacetilvinblastindico, -

como la sal de sodio, con anhidrido acético, en presencia -
de piridina para formar acido vinblastindico, y hacer reac-
cionar el &cido resultante con acido sulflrico en metanol.
6. Un procedimiento, segin la reivindicacibn 2, -
para preparar sulfato de vinblastinoato de etilo, caracteri

zado por hacer reaccionar &cido 4-desacetilvinblastindico -

como la sal de sodio con &cido clorhidrico etanbdlico para -

formar 4-desacetilvinblastinoato de etilo, hacer reaccionar
el vinblastinoato resultante con anhidrido acético en piri-
dina para formar vinblastinoato de etilo, y hacer reaccio—
nar el vinblastinoato de etilo con acido sulflrico en meta-
nol.
' 7. Un procedimiento, segfin la reivindicacién 6, -
para preparar 4-desacetilvinblastinoato de metilo, caracte-
rizado por hacer reaccionar &cido 4-desacetil vinblastindi-
co como la sal de sodio con metanol saturado con cloruro de
hidrbgeno.

_ 8. Un procedimiento, seglin la reivindicacidén 6, -
para preparar sulfato de vinblastinoato de n-butilo, excep-
to que se utilizd n-butanol saturado con acido clorhidrico
en lugér de etanol saturado con cloruro de hidrégeno.

9. Un procedimiento, como en la reivindicacidn 3,
para preparar 4-desacetil-l-desformilvincristinoato de eti-
lo, caracteriiado por hacer reaccionar acido 4-desacetil-l-
desformilvincristinbéico con etanol saturado con cloruro de

hidrdgeno. : : -~
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10. Un procedimiento, segin la reivindicacidn 9,
para preparar 4-desacetilvineristinoato de etilo, caracteri

zado por hacer reaccionar 4-desacetil-l-desformil-vineristi

‘noato de etilo con Acido fdérmico y anhidrido acético.

11. Un procedimiento, segin la reivindicacidn 2,

para preparar sulfato de 4-desacetilvinblastinosto de 2-hi-

droxietilo, caeracterizado por hacer reaccionar &cido 3-desa

cetilvinblastindico como la sal de sodio, con etilenglicol

saturado con Acido clorhidrice para formar 4-desacetilvin—
biastinoato de 2-hidroxietilo y hacer reaccionar el compues
to resultante con Acido sulffrico.

' 12. ﬁn procedimiento, segin la reivindicacién 2,
para preparar 4-desacetilvinblastinoato de 2~cloroetilo, ca
racterizado por hacer reaccionar Acido 4-desacetilvinblas—
tin6ipo, como la sal de sodio, cén 2-cloroetanol saturado -
con cloruro de hidrdgeno gaseoso.

13. Se reivindica por Gltimo como objeto sobre -
el que ha de recaer la Patente de Invencidn que se solici-
ta: UN PROCEDIMIENTO PARA LA PREPARACION DE NUEVOS DERIVA-
DOS ALCALOIDES VINCA DIMERICOS.

Todo conforme Queda descrito y reivindicado en
l; presente memoria descriptiva Qﬁe consta de veintiseis -

péginas mecanografiadas.
: ctubre 1.975

Madrid, l6&;

PR
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