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grupo hidroxi, un grupo alcohilo, ds preferencia inferior,

_dtomos de carbono, y de preferencia el grupo metilo.,

/: / * $Iaja ndm. 1

~ Ia presente invencidn, en cuya realizacién han
participado el Sr. Emile BISAGNI, la Srta. Claire DUCROCQ,
el Sr. Christian'RIVALEE, el Sr. Pierre TAMBOURIN y la Srt
Prancoise WENDLING, de la Fundacidn Curie, Instituto del
Radio, asl como los Sres. Jean-Claude CHERMALRN y Iuc MON-
TAGWIER, del Institubto Pasleur, se refiere aiun procedi-
miento para obtener dipirido/ 4,3-b 7/ 3,4~f 7indoles que
presentan propiedades farmacéuticas, y mds en particular
& un procedimiento para obtener dipirido Z'4,3—b;2[’3;4—§7

indoles que responden a la férmula general II:

IT

asi como sus sales aceplables en farmacia, y sus formgs.
tautéreras e isdmeras cuando existen.

Bn 1s fdraula anterior II: Rty es hidrégeno, el

un grupo alcohiltio o alcoxi, un halégeno, tal como cloro,
0 un grupo anino; R', es hidrdgeno o un grupo alcohilo
inferior, de preferancia un grupo metvilo,

~ En la presente descripeidn, el término "alcohilo

inferior® designa a2 log grupos alcohilo que tienen 1 a 3.

A titulo de grupos amino apropiados se puede ci-~

2 e
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| tar el grupo de fdrmula:

Haja aam 2

_ ’/,,/ 4
NH - ?H - (CHz)n - N.\\\\
R's V R'S

en la que n estd comprendido entre 1y 3, R‘é es hidrdge-

no o un grupo alcohilo inferior, por ejemplo el grupo CH3,

¥y R'Yy ¥ R'g son idénticos o diferentes, y representan cada
uno un dtomo de hidrdgeno 0 un gruPO'alcohilo inferiox; de
preferencia los grupos R'4 v R'5 gson idénticos y son hidrd
geno, el grupo metilo o el grupo etilo.

La presente invencidn se refiere, por tanto; é
un procedimiento para obltener dichos dipirido[f4,3-bu7;

[/ 3,4-f_Jindoles. _

El procedimiento segin la presente invencidn con
siste en:

l)'hacer reaccionar una anino-6-~isogquinolefna con nitro-3-
~cloro-4~piridina, para formar la correspondiente s(ni-
tro=3'~piridil) -4 '~amino_/-6-isoquinoleins;

2) hidrogenar dicha isoquinoleina asi obtenida, al compueg

to amino correspondientc;

3) hacer reaccionar el compuesto amino correspondiente con
nitrito sddico, para formér la friazolopiridina corres-
pondientes .

4) transformar la triazolopiridina asi obtenids en el diw
pirido /74,3~b_7/ 3,4-f_Jindol correspondiente;

5) formar eventualmenie la sal aceptable en farmacia del
dipiridoindol asi obtenido,

El procedimiento de la invencidn se puedé repre=

gentar por el esquema de reaccidn sgiguiente:
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-piridina de férmula (III) y las amino-G-isoquinoleinas de

Hojr nam. 3 I

.o i‘
[

etapa 3 ¥

—~

Z = gpupo alcohilo
(IX)

Los productos de partida usados en el procedi-

miento de la invencidn son, por tanto, la nitro=3-cloro-4-

£érmula (IV).

Ta etapa 1) del procedimiento de la invencidn
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_consisto en condensar 1a nitro-3-¢loro-4-piridina de fére-

asi obtenida, hasta desaparicién prdoticamente completa de

une de los reactivos, lo que se puede determiner por medi-

un sustituyente hidroxi, es ventajoso trabajer a tempera-
tura ambiente; los compuestos de partide se pueden disol-
ver en un disolvente inerte tal como, por ejemplo, dimetil
formamida. Se deja a temperatura ambiente 1a mezcla de reag
cién obtenida por mezcla de las soluciones de los dos cong
-tituyentes de partida, hasta desaparicidn de los compuesg-
tos de paftida.que éon visibles por cromatografia en capa
delgéda gobre gel de silice. Iuego se recupera por tdenicad

cldsicas el precipitado formago,

Hojn nGm 4

’
s

mala IIL con una amino-6-isoquincleina de fdérmula IV. Ese
ta condensacidn se puede realizar segun diferentes modog
de operacidn bien conocidos por el experto en la tdenica,
variando egos modos de operacidn segin la naturaleza de
los sustituyentes R') ¥ R', de 1a amino-6~is§Quinoleina
usgda.e

Asi, cuando la amino=~G~isoquinoleina usada no
comprende sustituyentes hidroxi, se puede trabajar de la
manera sigulente:

Se disuelve 1la aminofG-iSOquinoleina en un dizol

vente inerte apropiado, tal como dimeftoxi~1l,2~etano, se

afiade una solucidén de deido anhidro, tal como dcido clovhil
drico, en un disolvente anhidro, y luego la nitro-3~-cloroe

—-4-piridina. Se mantiene a reflujo la mezcla de reaccidn

das de cromatografia en capa delgada; luego ‘se evapora el
disolvente.

Cuando la amino-6-isoquinoleina usada comprende

Se wiilizen ventajosamente cantidades equimolared
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- o précticamente equimolares de los dos compuestos de parti

tes descrita. Bsta hidrogenacidn se realiza en presencia

‘de un ‘catalizador . de hidrogenacién tal como carbono pala-

.diado. Ta /Tnitro=-3t=-piridil)-4'~amino_/-6~isoquinoleina

‘vencidn, se fabrica la triazolopiridina correspondiente:

na de férmula VI con nitrito sdédico. Se trabaja ventajosa-

tal como dcido acético, se enfria la mezcla obtenida hasta

¢la de reaccidn se agita hasta que la temperatura vuelve

ojr ndam. 5

da.
5 Ia etape 2) dol procediniento segin la invencidn
congiste en una hidrogenacidén de la gf(nitro»3'—piridil)—

~4'~gmino_7~6-isoquinoleina obtenida segin la etapa 1) an-

se disuelve en ua disolvente orgénico tal como, por ejemw
plo, deido acético; se afade a esta solucién una cantidad
apropiada de carbono paladiado, y se agita en atmbsfers
de hidrdgeno hasta la absorcidn tedrica de hidrdgeno. Tre-
go se elimina el catalizador por filtracidnj se evapora el
disolvente, y el residuo obtenido se recristaliza en un di
solvente organico, tal como retanol, etanol, scetonitrilo,
xileno, etec.

Segun la etapa 3) del procedimiento segin 18 ine
tratando la / (amino-3'-piridil)~4'~amino_/-6-isoquinolel-

mente de la manera siguiente: se disuelve la / (amino-3'-

piridil)~4'-amino_7-6-isoquinoleina en un 4cido orgdnico

aproximadamente 090C, 'y se afiade progresivamente una solu-

cidn acuosa de nitrito sédico en el minimo de azuva. Ia meg-

2 la ambiente; luego se lava y seca el precipitade fornmada,
segin métodos cligicos,
' Seguin la etapa 4) del procedimiento de la inven-

cidn, la triazolopiridina cbtenida segin la etapa 3) se
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Hojn niom. 6

_transforma en el dipirido /[ 4,3~b_// 3,4~f_/indol corres-
pondiente, Bn el curso de esta transformacidn se produce

uns aperturs del ciclo triazolo, y una ciclisacibn, para

formar un dipirido-indol de férmula VIII. Esta operacidn

se realiza eén el seno de un agente inerte tal como parafi-
na o fenantreno, gue teﬁga un punto de ebullicién suficien
tenente elevado para permitir la transformacidn indicada,
que se realiza por via térmica.

Se trabaja habitualmente a una temperatura de

320-3508C, _

Mds adelante se dardn ejemplos de realizacidén
de esta etapa. o

El dipirido /[ 4,3-b_J/ 3,4~f_7indol asi obtenido
se ‘transforma luego eventualmente en una sal aceptable en
farmacia. ' '

Para formar esas sales aceptables en farmacia es
importante utilizar los agentes apropiados bien conoéiébs
por el experfo en la téenica, tales como los dcidos dibrn;
drico, bromhidrico, succinico, ldectico, acético, fosfé?i-
co, y cualguier otro 4cido cominmente wtilizado para for-
mar tales sales.

Se indicardn a continuacidn los esquemas de reac
cidn de los modos de operacidn preferidos para la realiza-
cién del procedimientc segin la invencidn. -

Modo de operacidn no 1:

_ Bgte modo de operacidn se refiere a la obtencidn
de dipirido-indoies de la anterior férmula II, en la que
]
B

el grupo metilo; este mwodo de operacidn estd representado

es hidrdgeno y R'2 es un grupo alcohilo, por ejemplo

por el esquema siguiente, para el compuesto de £férmula IT
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tIajn nam. 7

len la que R'2 es un grupo metilos

.

-t

(CHy

N0,
A

Cl Bt

e

Este modo de operacidn serd ilustrado por los

ejemplos 1 a 4 mis adelante,

Modo de operacidn n9 2
" Este modo de operacién se refiere a la obtencidn]
de dipirido~indoles de la amterior férmula II, en la que

R'; es el grupo hidroxi y R'y es hidrdgeno o un grupo alcol
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1 compuesto 23 R=NH-CH -CH2-N \

tHoja ndun. 9

Los compuestos 19 a 26, descritos mds adelante en
los ejemplos ilustrativos, han sido sintetizados segiin..es-
te modo de operacidn; en los compuestos 19 a 25, R'2 =My
R es como se define a continuacidn:
compuesto 19 R = OH
C.ompugstp 20 R=C1

/C 2H

, 5
compuesto 21 R=NH-CH 20H CH_~N .

2%
\CH

2

A8

3 i

c
compuesto 22 R=NH-CH,-CHp-CH N -~
- \
' CH,
/CHB
2
CH,

c'ompue sto: 24 R=NH—(!}H—- (CH2)3~1\T(C 2H5 ) 5

CH3

co + : = =1
ompu_es' 0o 25 R I\TH-GHZ--CHZ-CH2 T\TH2

Tn el c'ompuesto 26 Rf, =CH

Yy R =0H
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1 » ; Segdn este modo de operacidn se puede preparar
el producto de férmula 15, que es un compuesto de partida
segun el proccdimiento de la invencidn, y que se puede prg

sentar en la forma tautdmera (152):

R'2 o

10

a partir del dcido cindmico de fdrmula (12), por el ﬁf&éé
dimiento que consiste en formar primero la azida (135qé6-
rrespondiente; efectuar luego una ciclisacidn para foémér
15 la isoquinolona correspondiente, y eliminar por dltiio el
gruéo protector del grupo amino, para obtener la metil-5~
-amino-G-isoquinoloné de formula (15). Inego s¢ trabaja
segin el procedimiento antes definido,'para obtener el con-
' puesto segin la invencidn de férmula XIX, en la que R es ql
20 grupo hidroxi (compuesto 19). Después se puede sustituif
" el grupo hidroxi de este compuegto por un gbtomo de cloro,
un grupoe amino, tales como, por e¢jemplo, 1los grupos de la
férmula siguiente, para obtener los compuestos 19 a 26:
Cafs .
25 -NH - (CH2)3 - N./’//' : :
| S
275

CH
3
-

N

-WH = (CHy)p = ¥ n =263

GHﬁ'

30
02058
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1L |
: ¢
245
. {
- NH - CH = (CH.) -'N/
. 1 2’3
CHy o C,Hs
5

- NE - OH2 - CH2 - CH2 - NH2

Haoln ntim. ll

10" | nnaecidn se indicardn tres modos. ds operacidn convenientes

El deido cindmico de férmula (12), wtilizado co
mo producto de partida en el modo de operacidn n2 2 antes

definido, se puede obtener de diferentes maneras. A contiw

para la obiencidn del 4ecido cindmico de férmula (12) (mow

dos de operacidn (a) a (c)). .

Riy RY,
—
HyN L. on I ¢N
3 o CH
(10 a) . C!H3
" (10 1v)

Modo de opergeidn (a)

v
"2

NH CH

i CHZ coom

CH;
(12)
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tlojr ntim. 12

- Siendo R', tal como se ha definido antes.

Segtn este modo de operacidn, el dcido cindmico
de férmula (12) se obtiene e partir de metil-2-amino-3-ben
gonitrilo, de férmula (10a), por el procedimiento que con-
siste en transformar el grupo amino de este compuesto en
el grupo acetilamino, para formar el compuesﬁo de férmula
(10b) 5 transformar luego el grupo ciano del metil-2-acetil
.amino-3-benzonitrilo en el grupo aldehide, para formar el
;compuesto de férmula (11), ¥y condeﬁsar luego el grupo al-
dehido de este dlbtimo compuesto con dcido maldnico, para
formar el dcido cindmico de férmula (12). Sste modo de ope
racidn se ilustra por el ejemplo 5 mds adelante.

IModo de operacidn (b)

Rfo : Rty

CHﬁ

(30) : (3i)

7

@
. CH
N0 \WH X0 H,”" . NCo0H
2 2 2 i 2

CO0H
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1 . Siendo FJ2 tal como o ha definido embes,

Este modo de operacidn consiste en transformar
la metilm~2=nitro=3-anilina de férmula (30) en el dcido
 (metil-2~-nitro-3-fenil)~cloropropibnico de férmula (31),
5 | transformar este dltimo compuesto al dcido metil-2-nitro-

w3wcindmico de férmula (32), por eliminacién de HCl, y
transformar luego el grupo nitro de este compuesto en el
grupo acetilamino, pasando por la etapa del grupo amino
(férmula 33)1 para formar el compuesto de férmula (12).
10 - | Este modo de operacién serd ilustrado por el ejemplo 13
mésradéiénfe.

lodo de cperacidn (Ql.

P
e

Este modo .de operacidn es conveniente para la o}

‘tenoidn del compuesto de fdérmula (12) en la que R', es...

15 -CH. - :
CH3
N0, CHpCl ] J:& "\COOH
CH3
(4) , (B) R J/ (c)
CH3 CH3
<= CH
CH. =
' ) H/ \COOH NH ¢cE”  T~cooH
IfH CH 2 '
CO. 3 CH3
0
CHy ‘
(12) I | (D)

02058
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Hoja nim. 14

Bsle modo de operacidn consiste en transformar
el grupo cloronetilo del compuesto de férmula (4) en un
grupe aldehido (compuesto de férmula (B)), condensar luego
este grupo aldechido con dcido maldnico para formar el dci-]
do cindmico de fdérmula (C), reducir luego 2l grupo nitro
del compuesto de fdrmula (C) a un grupo amino (compue sto
de férmula (D)), que se iransforma luego en un grupo ace=
tilanino para obtener el compuesto de férmula (12). Eete
modo de operacidn serd ilustrado por el ejemplo 12 mds
adelantve.

Ia invencidn se refiere también a procedimientos
para la obtencidn de los compuestos intermedios convenien-
tes para la puests en prdctica del procedimiento de la fn- -
vencidn. A , |

) Entre los compuestos obtenidos segin el procedi-
miento de la presente invencidn, se pueden citar muy partie-
cularmente los siguilentes:

- dimetil-5,1l-dipirido/%,3-b_7/ 3,4-f_Jindol; |

- diacetato de tetramatil—z,s,9,1l-dipirido£f4,3qb;7

/3,4~ 7indolinio; .
- acetato de dimetil-5,ll-dipiride /[74,3-b 7/ 3,4~f 7
indol; 7 |
- diclorhidrato de dimetil-5,ll-dipirido /74,3-~b _7-
7 3,4-f_7 indol;

- dibidro=1,2=0x0=l~metil=5~dipirido [/ 4,3-b_7/3,4~1 7

indol; '

- cloro~l-metil~5~dipirido [4,3~b_7[3;4-f_7 indol;

- (‘5-@ietilaminoproPil)-amino~1-metil~5-dipirido

[ 4,y3-b_7/73,4~f 7 indol;

- (‘6-dimeﬁilaminopropil)-amino—l—metil—5—dipirido
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‘ sz 4-f_7 indol.

; . ) Hojn nam. 15

/ 272,3-b_7273,4—f_7 indol; |
- (/3-dimeti1aminoetil)~amino—1—metil~5~dipirido
L 4,3=b_7/73,4=f 7 indol;
- Zch(;metil-'S—Gietiléminobutil)-amino_?Li—metil-S—
-dipirido.[f4,3-b_7Zf3,4-f_7 indol; '

- Z"()(-aminopropil)—amino_7¥1~metil-5~di§irido L 4,3-D

L 3,4~£_7 indol;
= dihidro-1,2-0x0-1-dimetil-5, ]l~dap1r1do L4y 3-v_7

Los compuestos de férmula II obtenidos segin el
procedimientO-de la invencidn se pueden utilizar a tituld
de ingredientes_activos en composiciones farmacéuticas-an-
tivirales y antitumorales; en combinacidn con un venfculo
farmacéuticamente inerte. Estas composiciones farmacéutica
contienen una cantidad terapduticamente eficaz de s come

puestos de £érmula II, Estas composiciones farmacéuticas -

se pueden presentar, sobre todo, en forma de soluciones in.

yectables por via intravenosa o intramuscular. :
Es sabido que la 9-aetoxielipticina, su derlvaio
O-desmetilado y, sobre todo, el acetato de 2—N-met1]—9—h1~
droxielipticinio, presentan propiedades terapéuticas inte-~
reéantes'en el campo de la cancerologia; estos compuesiog

son pirido/ 4,3-b_7carbazoles de férmla general I, v I

' 0
osi;000°
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Cen les que R represen%a CH3 o H.
- Bn egte aspecto se puede hacer referencia a 1os
articulos:
- J. B. IB PECQ, C. GOS3¥, NGUYEN DAT XUOKG, S. CROS y
C PAOLETTI: Cancer Research 36, pdgs. 3067-3076 (1976) y
- J. B. TR PR0Q, C. GOSEE, NGUYEN DAT XUONG y O. PAOTETTI:
¢. R. Acad. Sci. Paris, serie D 281, pdg. 1365 (1975).
_ Se ha hallado shora que los dipirido /[ 4,3-b_/
[3,4~£_7 indoles obtenidos segun el procedimiento de la
invencidn presentan igualmente propiedades teraﬁéutieas in
teresentes en el campo de la cancerologia. ’
Se han determinado las propiedades antitumoraigs
de los compuestos obtenidos segin el procedimiento de.;;:
invencidn, por su accidn curativa sobre la leucemia expéw
rimental I-1210 trasplantade. Zsta leucenia ha permitidé;
en efécto, seleccionar numerosos compuestos activos y uti-
lizados en clinica humana (ZUBROD C.G., Proc.Nat.Acad,Séi.
1972, 69, 1042-1047, y SCHEPARZ SA SCREENING, 1971, CANCER
Chemother.Rep. parte 3, vol. 2, pdg. 3). ' L
Eéta leucemia se mantiene en forma ascitica @orﬂ
paso (via I.P.) por ratones CBD1 (C57 Bl6 x DBA/2)Fl. Las
" preparaciones a ensayar se inyectan ﬁor via intraperito-
neal al menos 1 dfz despuds del trasplente de las células
(1 sola inyeccidn). Los resultados se expresan en ‘banto
por ciento de aumento del tiempo de supervivencia (ILS %)
segin KBSSEL y otros, Cancer Res. 1971, 31, 1883~1887), o
tambidn en tanto por ciento del numero de células destruis
das por el producte (la supervi#encia de los animales eés
proporcional al nimero de células inyectadas).

Tambidén se ha investigado el poder protector de

1
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. los gompuestos segin la invencidn sobre la leucemia indu~
cida por virus, de Friend (J. Exp. Hed. 1957 105, 307-318)}
¥y se ha determinado que los coupuestos segun la invencidn
son agentes antivirales y antitusorales.

El estudio del desarrollo del sarcoms inducido
por virus, de MOIONEY (Nat. Cancer. Inst. Monograph 22,
139~142, 1966), ha permitido determinar igualmente.que los

‘compuestos segin la invencidn son agentes antivirales y an

ftitumoralesn
Se han deteyminado igualmente la dosis tdzica -
y 1a toxicidad aguda en vivo, es. decir, las dosis letales
DL 100 y DL 50. N
Por otra parte, 'se ba mostrado gue los compues-

tos segin la invencidn son citotézicos a concentraciones--

comprendidas entre 0,2 y 10 IAAM, ¥y que el compuesto éiisé
gun ié invencidn es tan asctivo o mds que algunos produotos
utilizados como antitumoragles. .

Ta invencién se ilustrard ahora por los ejemplos
no limitativos siguientes. Todas las temperaturas se daﬁl’
en grados centigrados. ‘
EJEMPIO 1
Preparacidn de dimetil-5,11-adipirido [”4,3—b“7253,4-f;7;g~

dol (compuesto de férmula 8)

A - Dimebil-5,8~-/Tnitro=3'~piridil)~4t-anino 7-_

=6~isoquinoleina de férmmla (5)

Se han disuelto 36 g de dimetil-5,8~gmino-6-igo~
quinoleina de férmula (4) en 1,5 1 de dimetoxi-1,2-etano;

se han affadido 33,14 g de nitro=-3-cloro-4i-piridina de fér-

i

rula (3), y luego 95,85 ml de una solucidn de deido clorhi

drico seco en éter, con titulo de 4,362 M (2 equivalentes
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‘molares en relacidn a'la aminoisoquinoleina de férmula (3)

Trag 192 horas de calentamiento a reflujo se ha
evaporado el disolvente, se ha recogido el residuo en 1,5
1 de ggua, agitando 1 hy y el precipitado insoluble ha si-
do filtrado con succidn, dando 1,7 g de nitro=3-hidroxi-i-
~piridina.

Controlando constantemente con medidor de pH, se
ha efiadido corbonato potdsico progresivamente a la fase
acuosa, y el precipitado que aparece & partir de pH 4 ha
sido filtrado con succidn cuando se ha alcanzado el pH 5,5
Tras secado, dote ha sido recristalizado con benceno, ¥y
asi se han obtenide 17,6 g, o sea 28,6%, de microcristales
amarillos, punto de fusidn: 2069C; correspondiente al ééﬁF

puesto egperado.
1

Andlisig: _
C1¢Hy 47405 ¢ H H
Calculado %: 65,29 4,80 19,04
Hallado%: ' 65,09 4,81 18,66 -

Alcalinizando las aguas madres hasta pH 10 sg;"
han recuperado luego 13 g, o sea 36%, de la aminoisoquinos
leins de férmula (4); punto de fusidn: 149¢C tras crista=-
lizacidn.

B ~ Dimetil-5,8~/Tamino=3t-piridil)-4'~anino_ /-

-6-igoguinolefna de férmula (6)

Se han disuelto 20 g del derivado nitrado de
férmls (5) en 1 litro de etanol absoluto, se han afiadido
2 g de carbén paladiado al 10%, y el conjunto ha sido agi-
tado bajo atmbsfera de hidrdgeno a temperatura y presidn
ambientes; hasta ebgorcidn de la cantidad tedrica de hidrd

‘geno. Tras filtracidn del catalizador, el disolvente ha sj
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| do evaporado y el residuwo se ha reeristalizado en etanol,

tojn nitm. 19
dando 16,9, (93,7%) de cristales beiges, punto de fusién

= 235 - 2509C con descomposicidn, correspondiente al com~

puesto esperado cristalizade con 1/2 mol de etanol,

Andlisis:
CyHygNys 1/2C oH5OH ¢ H N
Calculado % 71,05 6,66 19,50
Hallado % 70,78 6,77 19,18

¢ - /" (8imet11-5',8!~isoquinolil) 6! 7—l-triszo-

1o /[4,5-c_7 piridina de férmula (7)

Se han disuelto 16,8 g de la amina de férmula .
(6) en 300 ml de 4cido acético, enfriado a aproximadam@pﬁe
0¢C, y se le han afiadido progresivamente, gota a gota y .
nmanteniendo en frio, 4,83 g de nitrito sdédico disueltec an
150 ml de agua. Se ha mantenido la mezcla de reaccidn ﬁéjb
agit;cidn en frio durante 2 h, j luego 1 h dejdndola vol=-
ver a temperatura ambiente; se ha evaporado el disolvenﬁe,
recogido el residuo en 300 nl de agua y filtrado el préTE
cipitado insoluble. B

Tras recristaligzacién con etanol, se han forﬁadé
asi 14,8 g, o sea 84,5%, de cristales amarillos claros,

punto de fusidén 215-220eC, correspondiente al producto es-

perado.
Andlisiss
016H13N5 c H N
Calculado %: 69,80 4,76 25,44
Hﬂllado‘;’g H 69 3 67 4 ) T7 25 s 23

D= Dimetil-5,11-@ipirido /4,3~b 7/ 3,4~F 7 in-
dol de férmula (8).

Se han mezclado 12 g de la triazolopiridina de
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. f£érmula (7) con 39 ghde paralina de punto de fusidn 54-564C,

na, dando 5,4 g (40,6%) de microcristales amarillos, infn-

!
' . Hojs nam. 20

;

¥ el conjunto ha sido calentado cn atmésfera de nitrdégeno
hasta que cesz el desprendimiento gaseoso, o sea durante
20 a 25 minutog. |

' Tras haber dejado enfriar la mezcla de reaccidn
se han afiadide 100 ml de éter ée petrdéleo pesado (puhto
de ebullicidn a presidn normal: 100-140°C), se ha calenta-
do hasta ebvnllicidn y se ha filtrado con succidén el sélido
negro insoluble. Bste Ultimo ha sido recogido en etanol en
presencia de carbdén animal, se ha filtrado, conéentrado ¥y

filtrado en frio, y luego se ha recristalizado con piridi+

gibles a 3502C,

Andlisis: 016H13N3 C H N
Calculado %: 7,71 5,30 16,99 -
Hallado ;é : 77,52 5,32 16’ 98
EJZEPIO 2

Preparacidn del discetato de tetrameﬁil—2,5,9,ll—dipiridb
[4,3-b_7/73,4~F 7 indolinio de férmula IX (X = CH.000) .
274 mg Gel compuesto de férmula (8) obtenido

segin el ojemplo 1, han sido puestos en suspensién en 750
ml de acetona, y calentados a reflujo durante 6 h en pre-
sencia de un gran exceso de yoduro de metilo (1,42 g). Trds
adicibn de la misma cantidad de yoduro de metilo, se ha

calentado de nuevo a reflujo durante 14 h; se ha enfriado
luego la mezcla de reaccidn y se han filtrado con succidn

487 mg (92%) del producto insoluble, correspondiente al |

diyodurc (compuesto de fdérmula (IX) en la que X = I).

Andlisis: O gl oI N, ¢ H N
Calonlado % 40,68 3,58 7,91
Hallado % 40,55 3,67 7,68
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'perado, pero su andlisis centes1mal corresponde al product

EJEMPIO 3.

andlisis: Gy W0, C " N
Caleulado %: 66,44 5,89 12,92
. Hallado %: 66,56 5,83 12,79
EIENPIO. 4 '

tHaja ndam. 21

450 ng del compuesto antes obitenido, disueltos
en 100 ml de agua, han sido pasados por una columma de re-—

sina intercambisdora (DOWEX 1X2) cargada de iones acetato,

¥ se ha evaporado el disolvente. El residuo ha sido recogi
do en alcohol isobutflico, dando el producto esperado en
forma de microcristales amarillo-enaranjados, de punto de

fusidn 230-2359C. Ha dado una sola mancha por cromgtografi:

1354

en capa delgada con alimina, con mezcla metanol-agua (4/1

v/v) como eluyente; el espectro de resonancia magnética nu

clear (RJN) 1ndlca que se trata en efecto del compuesto es

s

deseado parcialmente hidratado. : L

Preparacidn del acetato de dimetil-5,1i-dipirido /- 4,3%0 7
/" 3,4=f 7 indol
1 g del compuesto de férmula (8) obtenido segin

el ejenplo 1, y 20 ml de dcido acétlco, han sido calentado

Ud

a ebulllcldn y se ha evaporado enseguida el exceso de €c1-
do acético, E1 residuo, recogido en acetona y filtrado,-ba
suministrado 1 g de precipitado ingoluble, en forma de mié
crocristales ocre amarillos, infusibles a 310eC, y corres-

pondientes al monohidrato del compuesto buscado.

Diclorhidrato do dimétil-5,11-dipirido /74,30 7/73 4 7

indol
Se han disuelto 200 mg de la base de férmula (8)

obtenida segun el ejemplo 1, en 20 ml de etanol absoluto,
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_v se ha afadido 1 ml de etanol saturado de deido clorhidri

HHaojn n|'1n1722

{

=1

co y se ha evaporado el disolvente al bafio maria, a presid

[=]

reducida. Bl residuo ha gido recogido en acetona y filtrad
con succidn, suministrando 200 mg de microcristales ocres,

infusibles a 3102C y correspondientes al monohidrato del

diclorhidrato buscado.

pndlisig: CqgH, CLyN50 ¢ H cl N
Caleulado %: 56,80 5,02 21,01 12,43
Hallado %: 56,34 4,78 21,20 12,56

EJENPIO 5
Preparacidn de dibidro-l,2-0xo-l-metil-5-dipiride / 4,3-b

/" 3,4~£_7 indol (compuesto 19)

A) Metil-2-acetilamino~3-benzaldehido de férmula (11)

Se han disuelto 39 g (0,3 moles) de metil-z-ami~
no-3-bengonitrilo en 75 ml de dcido acético, se han afiadiqg
do 30 ml (0,3 moles) de anhidrido acético, se ha calentado
a reflujo durante 5 minutos; y se ha enfriado. El sélido
obtenido ha sido filtrado con succidn, y la evaporacidén
dol disolvente ha suministrado una nuevae cantidad de séli-
do, que se ha unido al precedents. Tras recristalizaciéﬁ'
del conjunto con tolueno, se han obtenido 44 g (95%) de

pajillas incoloras, de un punto de fusidn de 1609C,

Andlisis: 010H10N2° ¢ H ' N
Calculado %: 68,95 5,79 16,08
Hallado % 68,82 5,83 15,99

B) Acido metil-2-scetilamino=3-cindmico de fdérmula (12)

. Bn un matraz de tres bocas, de 6 1, se han in-

troducido 60 g (0,34 moles) del nitrilo de férmula (10)

y 1 litro de dcido férmico diluido al 50%4 en agua, y lue-

g0 se ha calenfado a ebullicidén. Manteniendo el conjunto
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1 La reflujo se han afiadido en 5 veces, a intervalos de 30
mirutos, 120 g de aléacidn Raney, se ha dejado 30 minutos
més o reflujo, y se han filtrado las sales ¥ el exceso de
'reactivé ingolubles.

5 ' El pfecipitado se ha lavado con agua caliente,

. ¥y el conjunto del filtrado ha sido sometido a extraccidn

con ayuda de cloroformo, al menos diez veces, con 500 ml
de cloroforme cada vegz.

.La evaporacidn de la fase orgdnica ha suministrg

10 . do un residuo que ha destilado dando 39 g de un producto
(eb.yy = 210-2259C) correspondiente a la mezela del nitris
lo de partida y el aldehido de férmula (11l), es decir, moH

til-2-acetilamino-3~benzaldehido. Si se recristaliza en -

\benceno o tolueno, se obtienen finas agujas incoloras, Puy

15 to de fusidn 124-128¢C,
Andlisis: CloHllNO2 C H N
Calculado %: 67,78 6,26 7,91
Hallado %: 68,07 6,27 . 8,05

La mezcla precedente (38 g), bruto de destile~.
20 cidn, ha sido disuelta en 50 ul de piridina secaj se ha
7 afiadido de una sola vez a una solucidn de 300 ml de piri-
dina que contiene 22,5 g de dcido maldnico y 1 ml de pipe-
ridina, y el conjunto ha sido calentado a reflujo durante
1h 30. Ia piridina ha sido eveporada a presidn reducida,
25 ¥y el residuo ha sido tratado con una solucidn de sosa en
exceso, en presencia de cloroformo,

- Traes decantacidn, la evaporacidn del cloroformo
ha. sumiﬁistrado un residuo constituido por une fraceidn
de nitrilo de pﬁrtida, de férmmla (10).
30 - Ta acidificacidén de la capa alcalina con dcido

02058
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|_clorhidrico ha suministrado el dcido acrilico de férmula
(12), que se ha recristalizado en dcido acdtico, dando 25

g (34% en relacidn a la cantidad de nitrilo de férmula (10

utilizada) de pajillas incoloras, punlo de fusidn = 265-

267¢C,

Andlisiss 012H13NO2 c H N
Calculado %: 65,74 5,98 6,39
Hellado % ¢ 65,58 6,12 6,52

¢) Vetil-2~acetilamino~3-cinamoilazida de férmula (13)

El 4cido acrflico de férmula (12) (36 g) ba sido
afindido & we solucidn do 17 g de trietilamina en 150 ml
de geetona, y la totalidad ha sido enfriada a 02C. Manﬁgj
niendo la temperatura por debajo de 0°C ge ha afiadido gota
a gota una solucidn de 24,3 g de cloroformiato de etilo un
150 ml de acetona; se ha agitado la mewmcla a 09C duranfe
1 hora, y luego se ha afiadido progresivamente la solucidn
formada a partir de 16 g de nitrohidrato sédico y 40 ml
de agua. Se ha agitado todavia en frfo la mezcla de reac-
cién, durante 1 hora tras el final de la adicidn, y se han
filtrado con suocidn 27,8 g, o sea Tl¥%, de un sdlido inco-
loro correspondiente a la agzida buscada, que se descompone
por fusidén a partir de 1509C., La evaporacidn de la acetona
de las aguas'madres, al bafo marfa a presién reducida, y
no sobrepasando 308C, ha suministrado una nueva cantidad
del compuesto esperado, que ahora esta coloreado de émari—
llo. Bste producto ha sido utilizado para la continuacién
de la sintesis, sin otra purificacidn.

D) Hidroxi-l-metil-5-acetilamino-6-isoguinoleina o metil-~5

-aéetilamino-6~isoquino1ona—1, de férmula (14)

ILa nmezcla constitulda por 1,5 1 de dter difeni-

sawpmepdas

B Rt sl et S T RIT}
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- 1ico ;¥ 33 g de tributlilamina ha sido calentada a 2409C en

temperatura descienda por debajo de 220°C,

©
tHajn nom. 25

un matraz de tres Bocas, de 4 1. B¢ han pussloc 41 g de la
azida de férmula (13), previamente secada en desecador bajo
vacio,, en suspensidn en 300 ml de éter aifenflico, y se le

ha affadido a la solucidén precedente, mantenida bajo violen-

¥

ta agitacidn, en pequeiias porciones pero lo mis rdpidamento

posible, y continuendo el calentamiento para evitar que la

Tras el final de la adicién se he calentado de

nuevo a 2409C y se ha mantenido la mezcla de reaccidn a es;

ta temperatura durante 10 minutos, y luego se ha dejado en

friar. E1 precipitado formado ha sido f£iltrado, lavado .cen
benceno y recristalizado en ¢tanol, en el que es muy pozc
soluble; dando 25 g, o sea 69%, de microcristales incolo-

ros, infusivles a 3209C.

Andlisis: C,,H,,N,0, ¢ H N
Calculado % 66,65 5459 12,96 - _
Hallado #: 66,98 5,64 12,87 ...

B) Metil~-5~amino-g=isoquinolona-l de férmula (15) ;-;j

la mezecla formada por 500 ml de etanol, 100 ml
de dcido  clorhidrico y 25 g del compuesto de férmula (14)
ha sido ‘calentada a reflujo durante 2h 30. Ia evaporacidn

del disolvente hd suministrado un residuo gue se ha recogi

do en agua caliente, se ha filtrado, y la alcalinizacién
del filtrado con sosa N ha suministrado 16,3 g, o sea 81%,
de un compuesto que ha recristalizado en forma de agujas
incoloras, bunto de fusidn = 260 - 2859C con descomposi-

cidn.,
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| indlisis: 10H10N20 ¢ . H N
Calculado % 68,95 5,79 16,08
Hallade % 68,97 5,83 15,85

F) NetilwGw/ (nitro-3t=piridil)-4'=amino_/~6~isoguinolona-~

-1 de férmula (16)

Se nan disuvelto 17,4 g del compuesto de férmula
(15) en 400 ml de dimetilformamida (DIF); se ha afiadido un
solucidn de 15,9 g de cloronitropiridina de fdérmula (3),
en 100 ml de D[P, y esta mézcla se ha dejado a temperatura
ambiente durante 12 dfas. EL precipitado formado ha sido
filtrado con succidn; la evaporacidn del disolvente a pre-
sién reducids ha vuelto a dar una nueva cantidad de 841379
y el conjunto de este Ultimo ha sido recogido en agua ca-
liente, y luego ha sido alcalinizado con sosa N. EL preci-
pita@o formado ha recristalizado con DM, dando 21,3 g
(72%) de prismas emarillos infusibles a 330¢C, y correspo:

dientes al coupuesto de férmula 16.

Andlisis:  CygHy N, 04 ¢ H N
Calculado %: 60,80 4,03 18,91,
Hallado %: 60,46 4,08 18,62

Cuando 1a reaccidn ha sgido efectuada en presen=

_eia de un exceso de 1 a 3% de nitro-3-cloro-4-piridina, de
férmula (3), a la vez que el producto antes descrito se ha
aislado de 10 & 15% de un producto secundario, menos solu-
ble en DMF, y que ha recristalizado en este disolvente en
prismas rojos, infﬁsibles a 3302C. Corresponde a 1la nitro~
~3-amino=4 =Gi=/"N-1,N-4-(hidroxi~1'~metil~5"~isoquinolil-

-—6'O—piridina;7.

2
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. Andlisis: 5 HygN50, »1/2 H,0 o H oy
/ Calculado % Vi 64'795 4,35 14"38
 Hallado %: 64,72 4,19 14,28

flojn nam. 27

G) Métil~51£-(amino~3'—piridil)-@'—amino“7;6-isoquinolona

de férmula (17)

Se han disuelto 12,6 g del derivado nitrado preo-
codente en 500 ml de dcido acético; se han afiadido 0,6 g
de carbono paladiado al 10%, y se ha agitado en atmésfera
de hidrdgeno hasta absorcidn de la cantidad tedrica de hiw-

drégeno. Se han affadido 500 ml de éc:do acético, se ha ca-

lenLado para dlsolver el pre01thado formado, se ha filiry)
do el oatallzador ¥y evaporado el disolvente, y se ha di~
suelto ol residuo en agua. Tras alealinizacidén hasta pH G,
el pre01p1uado ha sido filtrado y recristalizado en aceto~
nltrglo, dando 10,2 g (84,3ﬁ) de microcristales crema, co-

rrespondientes al hidrato de le amina de férmmla (17).

Andlisis: 015H16N'4_02 C H i\
Calecuwlado %: 63,86 5,67 19,71
Hallado %: 63,84 5,44 19,47 -

H) [ (Dihidro~1',2!=0x0-1'~metilw5'-1s0quinolil) -6 7-1-

~triazolo /[ 4,5-¢_7 piridina de férmula (18)

En un matraz de tres bocas, de 500 ml, provisto

de fermémetro, agitador mecdnico y ampollas de bromo, se hapn

mezelado 10,2 g de la amina de férmula (17) y 70 nl de dei
do acético; se ha enfriado la mezcla de vesceidn = aproxi-
madamente 0¢°C, y se ha afladido progresivamente ung solu-
cién de 3 g de nitrito sédico en el mfnimo de agua, Se ha

continuado la agitacidn durante 1 h, dejando volver la mezh-

cla de reaccidn a la temperatura ambiente; luego se ha il

trado el precipitado, se ha lavado con agua y secado. Asi
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_ se han obtenido 8,3 g (83,5%) de microcristales incoloros;
punto de fusién 309~3108C, correspondiente al hidrato de

la triazolopiridina de férmula {(18).

Andligis: O I N:0, ¢ H N
Calculado %: 61901 4,44 23,72
Hallado %: 60,92 4,15 23,44

I) Dihidro-~1,2-oxo~l-metil-5~dipirido /4,3~b 7/ 3.4~ 7~ |

indol de fdrmmla XIX con R = OH: compuesto 19

; Se han afiadido 8 g de triazolopiridina de fdérmu-
la (18) a 60 g de fenantreno fundido, y luego se ha calen-
tado a 3409C y se ha mantenido Iz mezcla de reaccidn bajo
agitacidn a esa temperatura durante 20 minutos, y luego
56 ha dejadoe enfriar. Bl fenantreno se ha extraido con

dter do petrdleo o hexano, y el residuo insoluble ha sido

recristalizado en DMF, dando 4,2 g (58%) de microcristales

grisés infusibleg a 310¢C, y correspondientes al hemihidra

to del producto de férmula (19).

)

Andlisis: 01511113130,1/21120 ¢ H N
Caleulado %: 69,75 4,68 16,27..

Hallado %: . .70,04 4,40 16,14

BIEMPLO 6
Cloro~l-metil~5-dipirido /[ 4,3-b 7/ 3,4-f 7 indol (compues
to de férmula XIX con R = Cl: compuesto 20)

Se han megzclado 1,5 g del dipirido-indol (com-
puesto 19) con 250 ml de oxicloruro de fésforo que contie-
ne 1,5 g de pentacloruro de fésforo, y se ha calentado a

reflujo durante 20 horas. El exceso de oxicloruro y de pexn

tacloruro ha sido eliminado al bafio maria a presidn reduci
da, y el residuo ha sido recogide en agua tibia, en varias

veces y agitando a cada vez durante 1 hora, hasta agota~-
’ &
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" miento. Los filtradog acuosos reunidos y enfriados han si

do neutralizsdos con.una solucidn de carbonato sddico o
potasico, ¥y el.precipitado foruado, filtrado con succeidn
y luego secado, ha sido recristalizado con DMF, dando 875
mg, 0 sea 54%, de microcristales emarillos infusibles a

3209C, y correspondientes al hemihidrsto del derivedo clo-

rado 20,

Andlisis: O, gHy N.C1,1/2H 0 c H N Cl
,Calculado %: 65,10 3,97 15,19 12,84
Hallado %: 64,77 3,92 14,97 13,21

BIEMPIO T ' - et

—— A —

(Y ~dietilaminopropil)-amino=-l-metil~5-dipirido /4, 3<h 7

L 3,4=f 7 indol (compuesto de fdéymula XIX con R =

CoH
:ﬁm&CHz-CHA—CHQZE(T‘ 273 ), es decir, compuesto 21
oD

_ Ta mezcla,eognstituida por 875 ng del derivado: -
clorado obtenido segdh el anterior ejemplo 6, v 10 g de
\—dietilaminopropilamina, ha sido calenbtada en bafio de =
aceite a 1509C durante 30 minutos, y el exceso de aminai L
ha sido eliminado al bafio maria bajo presidn reducida. Bi :
residuo ha sido sometido tres veces a extraccidn con 60'
ml de benceno a ebullicidn, y el residuo insoluble ha side
recogido en cloroforwo en presencia de sosa. Tras lavado
de la capa clorofdrmica con agua se ha evaporado el cloro-
formo y el residuo se ha recogido con el benceno antes uti
ligado, y 1la totalidad se ha concentrado hasfa aproximada-
mente 50 ml y enfriado., Ia filtracidn del sélido en sus-
pensién ha swministrado 180 mg (15%%) de microcristales amg
rillos, punto de-fﬁsidn 215-2182eC, correspondiente a la

amina esperada cristalizada con une molécula de agva,
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Al atae (3T \
. Andlisiss 022527k5,H20 _ C H N
. Calculado %¢ 63,63 7,70 18,46
Hallado %: 70,02 7,39 18,29

-
Hojrn ndam. _}O

Se ha observado que trabajando con un exceso de
7{-dietilaminopropilamina se puede me jorar el rendimien=-
to. Segin esta variante de realizacidn, la mezcla, consti-
tuida por 4 g del derivado clorado obtenido segin el ante-
rior ejemplo 6, y 100 ml de ‘gwdietilaminoPropi1amina, ha
sido calentada a reflujo durante 4 h, y el exceso de amina
ha sido eliminado a presidn reducida., EL residuo obtenido
ha sido recogido en una solucién de sosa N, y el precipi~
tado formado, filtrado con succidén y secado, ha sido re-
cristalizado con xileno, dando 4,1 g (73%) del derivado

egperado, que ha cristalizado con una molécula de agua.

Andlisis: 022H27N5,H20 ¢ H B |
Caleulado %: 69,63 7,70 18,45
Hallado #: 69,82 7,49 18,33

EJEMPLO 8 '

( Y —dimetilaminopropil)-amino=l=imetil-5=dipirido / 4,3-b
v

/[ 3,4=f 7 indol (compuesto de férmula XIX con R =

CH3

~NH-CH,~CH,~ CH,~N ) (compuesto 22)
CHy

Se ha trabajado segin el primer modo de opera-
cidn descrito en el ejemplo 7, calentando a ebullicidn
dimetilaminopropilamina durante T horas. Tras un tratamien)
to idéntico al antes mencionado, el producte se ha recris-
ﬁalizado con benceno, dando microcristales amarillos cla-

ros, punto de fusidn 240¢C, correspondiente al hemihidrato

del producto esperado.
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‘con gran exceso de }{-dimetilaminopropilamina. Iras eli-

Haoje n\'lm.31

Travajendo segin la variante de realizacidn des-
crita en el anterior ejemplo 7 se ha obfenido un rendimien
to del T3%. Asi segin esta variante se ha calentado a re-

flujo -Gurante 4 horas el derivado clorado del ejemplo 6,

minacidn del exceso de amina a presidn reducida, el produc
to ha sido recristalizado con benceno, y se ha obtenido
73% de microcristales cuyo punto de fusidn era 2409C; este
producto correspondla al hemihidrato del producto esperado
Se ha disuelto'l & del compucsto antes obféﬁido
en 30 ml de etanol saturado de deido clorhidrico, se ha ca
lentado a ebullicidn y se ha enfriado enseguida. El preci~-
pitado formado ha sido recristalizado en etanol, y se ha
obtenido 1 g de agujas incoloras, punto de fusidn 266;9689
correspondiente al triclorohidrato hidratado del antérior

compuesto 22,

Andlisis: C,0H,,N5, 3 HC1, Hy0
¢ H N c1
Calculado %: 52,11 6,08 15,20 23,12
Hallado %: 51,72 6,21 14,83 22,88

BIEHPLO 9
(__f-dimetilaminoetil)-amino-1-netil-5-dipirido /74,3=b 7

[3,4~F 7 indol (compuesto de férmula XIX con R =
CH3

SNECH, GH - . ) (compuesto 23)
CHj

Se ha trabajado como en los precedentes ejemplos

L Andlisiss 020H23N5, 1/2 H,0 mc " X
! Calculado % 70,09 7,00 20, 44
Hallade %: 70,27 6,85 20,13

]

NA
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Hajn ndun. 32

noetilaminag a ebullicidn, durante 15 h. Tras un tratamien-
to idéntico a los mencionados en los dos casos precedeﬁtes
el producto ha sido recristaligzado y recogido luego en eta
nol clornfdrico, para former el triclorhidrato correspon~
diente, el cual cristaliza con etanol en prismag incoloros
punto de fusidn 262-2692C, correspondiente al dihidrato de
triclorhidrato del compuesto 23 esperado. 019H21N5. Rendiw~
miento 37%.
Andlisis: 019H21N5, 3HC1 2H20
¢ - H N C1l
Calculado %: 49,08 6,02 15;07 22,93
Hallado %: 49,58 5,77 14,52 23,26
BJEMPLO 10 j

[/ (ol-metil~ g‘-dietilaminobutil)~amino_7L1nmeti1-5-§ipiri

7 v 8, calentando el compuesto clorado 20 en ,é—dimetilamg

4

do /74,3-b 7/ 3,4~f 7 indol (compuesto de férmula XIX con

R = NH-CH—CH,—CHD—CHQ-N(CEHS)2 (compuesto 24)
/ M) A

CHy |

500 mg del defivado clorade obtenido segin éi

anterior ejemplo 6 han sido puestos en 10 ml de anino=2-
~dietilamino-5~pentano, y el conjunto ha sido calentado a
 reflujo.de la amina durante 13 horas, bajo atmdésfersa de ni

trdgeno y al abrigo de la luz. Se ha eliminado el exceso

de la amina y se ha recogido el residuo en una solucidn
de sosa N. E1 precipitado formado ha sido filtrado con suc
¢cidn, lavedo con agua, secado ¥ recrigtaligado con tolueno
dando 120 ng (17%) de microcristales amarillos, que funden

a aproximadamente 1602G,

T
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L mndlisis: € H N_,H.0 = 405
Cglculado %: € 71,08 ; H 7,71 ; N 17,22
Hallado %: 70,78 7,94 17,59

. Q
// i . ojs nim. .)3
] . B

BEJEMPLO 11

/[ ((-aminopropil)~amino_7-l-metil~5-dipirido /74,3-b 7
Y

/[ 3,4~F 7 indol (compuesfo de fdérzmula XIX con R =

NH-CH2~CH2~CH2-NH2, eg decir, compuesto 25)

_ Se ha trabajado como en el ejemplo 7, con 400 ngd
.del derivado clorado obtenido segun el ejemplo 6 y 10 ml
de diamino-1l,3-propano, calentvando a reflujo Qurante 1 ho~
ra. Se ha eliminado el exceso de diamino-l,3-propano, se
ha recogido el residuo en una solucién de sosa N, ¥y se ha
filtrado con succidn el precipitado. Este Wltimo ha sido
irecristalizado con dimetilformanida, dande 190 mg (429)
de microcristales amarillos clarcs, punto de fusidn 268-
269C. |
Indlisis: Cyghy N, 0,33 0 = 311 |

Calculado %: C 69,45 3 H 6,32 ; N 22,51
Hallado %: 69,33 6,50 22,43

Preparecidén de dihidro~l,2-0x0o-l-dimetil-5,1l-dipirido

["4,3—b_7Z“3;44ﬁJ7 indol (compuesto de férmula L: compues-
to_26)

El esquema general de la sintesis de este com-
puesto se representa a continuacidn. Bsta sintesis se rea+
liza segﬁn el modo de operacidén (C), obteniéndose el com-
puesto~de fdrmula E (reacciones 1 a 4), que es.compuesto
particular de féremla general (12), y segin el modo de
operacidén ne 2 (reaccionesVB a 11 ). Los siguientes

-compuestos (g) a (L) se pueden presentar en su forma tau-




2

Hoje nam. 34—
1 témera, ‘
CHy CH, CH3
| > | — |
X ~ | X CH
10 CH,C1 N0, CHO o, | o’ ™
2 2 < 2 omy
CH, CH, | :
A B L.
CHy
—> >
CH
7N
NE,, CH COOH
CHy -
D
CHy @
—— Z ' >
P CH
GH3CONH CH . CO0H
CH,y
CH3 @
S >
CH
RN
CH.,CONH cH CoN
3 3
CHy
L
CH, ©
CHy 0 "
/u\ @ I NH
' NH < e
— | _
: 7 N,
CH,COKH CH
3 CH 3
3
e A

00H




nnne R

CH3
<.
CH3 0
.
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" 290,5 g, o sea 53%, de agujas amerillas correspondientes
al aldehido de fdérmula B, punto de fusién 90-930C.
Andlisis: 09}19I O3 = 179

Calculado %: C 60,30 ; H 5,06 ; ¥ 7,80
Hallado %s 60,13 4,97 7,71

o
Hajn nam 30

CH
3 3 CHy
“ .
® P
> |
= i
o, CH.C1 X
N0, CHO
CH _
3 CH
3
A B _

" Dimetil-2,5-nitro-3~benzaldehido (B)

Ia megcla constituida por dimetil=2,5-nitro-3-
~cloruro de bencilo, A, preparado seguin M.J. WINCHESTER y
F.D. POPP, J. Het. Chem. 12, pdg. 547 (1975) (610 g), fcim
do acético (1280 ml), agua (1280 ml) y hexametilentetrasm
na (8655 g) ha gido calentada a reflujo con agitacidn ﬁurag
te 2 h. Inego se han afiadido en 10 minutos 1037 ml d@ﬂﬁoi-
do clorhidrico concentrado, y se ha calentado de nueve a
reflijo durante 20 minutos. Bsta mezela, enfriada a 09C,
ha suministrado un sdlido que ge ha filtrado con succldn,

secado ¥ rGCTluiallzaGO con ciclohexano (4 11tros), aando

CH 3
Y0 Cuo
X 2 .
CH3
B C
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/ tluja adun, 37

| Acido dimetileR,S=nitrom3-trans-cinndmico (C)

Tz mezcla constituida por 193,7 g del aldehido
de férmula B, 112,5 g de dcido malénico, 1,5 1 de piridinma
secada con potasa, y 9 nl de piperidina, ha sido calentadah
a reflujo durante 24 h, pero afiadiendo 2 veces 112,5 g de
dcido maldnico, respectivamente tras 3h 30 ¥ 6 h de reflu-
jo. Tras evaporécién del disolvente, el residuo se ha recg
gido con acetona, se ha filtrado con succidn, lavado con
aéua ¥ de nuevo con acetona, dando el compuesto C puro,
que bha sgido cristalizado con etancl y ha dado microcris~
tales ocres, punto de fusidn 2289C. Rendimiento: 173 g, ©
seq T2%. caane
anélisisr OpH N0, = 221,21 | .

Caleulado %:  C 59,72; H 5,013 N 6,33.

‘Hallado %: 59, 74 4,91 6,21
iy
e o
~ ] H
X <4§k\§COOH
M. on, * R
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8

Hoju ndon. 3

| Acide dimetil~2,5-acetilamino=3=trang-cindmico (E)

141 g del doido nitrocindaico de formula C ge
han puesto en suspensién en 1260 ml de dcido acético, se
han afiadido a esta mezcla 170 g de niquel Raney lavado con
4dcido acético e hidrégeno, agitando el conjunte en atmésfe—
ra de hidrégeno a presidn normal, hasta cese de la absor-
cidn de este dltimo (se ha absorbido la cantidad tedrica).

Se ha filtradc en caliente para eliminar el calg
ligador, y se ha evaporadolla_mitad del dcido acético.

Con una pequefia muestra se ha evaporado a segue-
dad, se ha recogido con agua, neutralizado con amoniaéo,
filtrado con succidn y recristalizado con efanol, oﬁﬁeﬁieg
do microcristales incolores correspondientes al deido “dime
til~2,5-amino-3~ cindmico trans, de férmula D, cuyo punto
de fusién era 185C. o
Andlisis: Oy 370, 1/2 Hy0 = 200,23

Caleunlado %: ©C 65,98 ;3 H 7,05 3 N 7,00

Hallado %s 65,62 " 6,82 7,07 .

A1 resto procedente de la evaporacién de lo mi-
tad del 4cide acético se han afiadido 150 ml de anhidrido
acético, se ha calentado 8 reflujo durante 1lh 30, y luego
se ha evaporado a sequedad. El regiduo sélido ha sido re-
cogido con agua clorhidrica, se ha agitado durante 1l hy
filtrado con succidén, dande un sélido que ha sido recris-
talizado con dcido acético, dando 126,2 g (84%) de paji-
llas incoloras, correspondientes al decido de férmula E,
punto de fugién 2708C,

Andlisis: 013H15N03 = 233
Calculado %: C 66,93 ; H 6,48 ; N 6,01
Hallado%: 66,798 6,51 6,11
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5
CH?CONH
E
10
15
£
Dimetil-2,5-acetilamino~3-trans—cinancilazida (F ) ';1}
Se ha enfriado g 09C la mezela formads por 125 g
20 | del dcido cindmico B, 1,1 litros de acetona y 54 g de #rie
tilaming, y luego se han afiadido progresivamente, bajo agl
tacidn y wmanteniendo la temperatura a 0¢C, 78,8 g de cloro
formiato de etilo disueltos en 460 ml de acetona., Se ha
dejado agitar durante una hora a 09, y mieniras se conti-
25 nda enfriando, para mantener la temperatura por debajo de
5¢C, se ha afiadido una solucidn de 52,5 g de nitruro sédi-
co en ol minimo de agua. Tras el fin de la adicidn se ha
agitado~édn 1l hors a 0°C, se ha dejado volver a temperatu-
ra ambiente, y luego se ha vertido en 5 1 de agua y filtra
30 do con succibn el precipitade formado. Bste dltimo ha sido
02058
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lajn nam. ’:2’0
L. lavado abundantemente con agua, terminando con agua desti-
lada, y luego con un poco de acetlona, y por dlﬁimo se ha
secado, obleniendo 107 g (77%) de finas agujas algodonosas
que fundlan a partir de 1509°C, y que presentaban una sola
mancha por cromatografia en capa delgada de gel de sflice,

Este compuesto F ha sido utilizado tal cual en

“la continuacidn de la sintesis.

CH3

A\

H

Z \\ CON
CH.CONH ko 3

CH_CONH
3

Dihidro~-1,2~0x¢~1-dimetil-5,8~acetilanino-6-isoguinoleina |(G)

A la mezcla constitulda por 500 nl de éter dife-
‘nilico y 28,6 g de tributilamina, calentada a 240°C y man~
tenida bajo violenta agitacidn, se han afiadido progresiva-
mente, en 15 minutos, 39,6 g de la azida F en suspensidn
en 450 nl de dter difenilico, mantenido a 40°C, cuidando

giempre que la temperatura no descienda por debajo de 235°C.
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tHoju ndun. 41

—Tras el fin de la adicidn se ha dejado agitar durente otrob

15 minutos/a 2409C, y luego se ha dejado enfriar, eliminan

do una parte del éter difenilico bajo vaclo. Se ha observa
do la cristalizacidén de un sélido, se han afiadido 350 ml
de benceno y se ha filtrado con succidn el precipitado. Eg
fe ha sido recogido con 400 ml de etanol a ebullicién, y

la fraccidn insoluble, filtrada con suceidn, ha sido recri

tor

talizada con 400 ml de dimetilformamida, filtrando en ca-
liente, obteniéndose 18,7 g (53%) de pajillas incoloras co

rrespondientes al compuesto G.

FEK . . — b
Andlisigs C13H14N202 = 230,3 o
Calculado %: C 67,80 ; H 6,13 ;3 N 12,17
Hallado $s 67,54 6,42 11,96
CH 0
3
7 NH @
=

A Y , e
CH,CONE : -
. CH3 ’
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tlajse natea. 42

| Dihidro~1, 2-0x0~1l~dinetil~5, 8~anino~G-igoquinoleina (L)

Se ha calentado a reflujo duwranite 2h 30 la meg-
¢la formada por 10,6 g del compuesto G, 175 ml de etanol
y 35 ml de dcido clorhidrico concentrado, se han afiadido
300 ml de agua, s6 ha calentado de nuevo a ebullicidn'y

filtrado pera eliminar una ligera fraccidn insoluble. Al

filtrado enfrisdo se ha afladido una solucidn de sosa N, pas
ra llevar el pH a 9, y el precipitado Tormado ha sido filw
trado con suceidn y luego recristalizado con etanol, dando
7,35 & (85%) de pajillas crema, correspondientes a la ami-
na de férmula H, punto de fusidn 242¢C,

Andlisis: C_.H,, N 0 = 188,2

1171272 : B
Galculado %: G 70,18 ; H 6,43 ; N 14,88
Hallado %: 70,25 6,15 14,52 -

~
7
.
, CHy O
NO
N¢’\\U//’ 2 7 N IE
L§§«/’L\\NH A =
CHy
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™ Dihidro-1,2~0x0-1-Gimetil-5,8~/ (nitro=~31=piridil) =4 '—ami-

no_7=6-isoguinoleina o dimetil-5, 8~/ (nitro--3'~piridil)-

-4 —amino /-6-igsoquinolefna (I)

! Ia megela formada por 34,7 g de la amina de fér-
ruls H, 27,3 g de nitro=3~clorc~4{~piridina y 1 1 de dime~
tilformamida, ha sido agiteda a temperatura ambiente duran-
- be lS'dias; y se ha evaporado el disolvente. Bl residuo sg
iha reéogido con '3 1 de dcido clorhidrico N, y la fraccidn
inéoluble ha sido filtrada con succidn. Correspondfa esen-
cialmente a un compuesto secundario indeseable, que se ha
recristaiizadb éon sulféxido de dimetilo en microeristaleg
rojo-narenjas, infusibles a 300¢C,
Andlisiss c27H23N504,H20'= 499,5 L
Calculado %+- C 64,92; H 5,04 ; N 14,02
Hallado%: 65,19 4,81 13,79
Se ha afiadido a la fase acuOSé una, solucingQe
sosa N, para llevar el pH a 9-10, y el precipitado f;ﬁéé—
do ha sido filtrado y luego recristalizado con dimetiifér—
mamida, dando 22 g (39%) de microcristales amarillOS;“§§~

rrespondientes al compuesto de férmula I, punto de fusidn

310-3159C,

Andlisis: Cl6HMN403 = 310,3
Calculado %: C 61,93; H 4,55; N 18,06
Hallado s 61,53 4,71 17,76
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N
&

nE. |

~ NH 73

4

Dihidro=l.,2=0x0=1-dimetil~5,8-/" (amino~3'~piridil)~4'~ami~

no_7-6-igoquinolefna J y (dihidro-1!,2'~oxo~1'~dimetil~5",

8'=igoquinolil)~6')~1l-~triazolo (4,5¢) piridina (K)

A 16,8 g del derivado nitrado I en 1 1 de deido

acdtico se han sfiadido 17 g de niquel Raney e hidrdgeno,

agitando el conjunto en atmésfera de hidrdgeno a températu

ra ambiente y presidén normal. La cantidad tedrica de hidrg

geno e sido absorbida en aproximadamente 1 h, y se ha fil
frado el cataligador y luego se han tomado 50 ml de 1a so-
lucidn resultante.

Por evaporacidn de esta solucidn se ha obtenido
un residuo, que se ha recogido con agua y alcalinizado por
adicidn de una solucién de sosa N. Habiendo filtrado con
suceidn el precipitado formadoe, se ha recristalizado con

acetonitrilo y luego con anisol, obteniendo microcristales
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- incoloros correspondientes a la smina de fdrmula J, punte
-de fusidn 212-2159C., .

Andlisis: C_ _H_ W0, H,0 = 298.

- recogido con 1,5 1 de etanol a ebullicidn, filtrado § Iue-

/ . tloja ndm. 4‘5

1671647
Calculado %: C 64,41 ; H 6,08 ; N 18,78
Hellado %: - 64,14 5,83 18,83

E1 conjunto de la solucidn restante ha sido en—
friado a 149C y se ha afiadido con agitacidn, en 15 minutos
una solncidn de 3,61 g de nitrito sédico em el mfnimo de
agua. S5e ha continuado la agitacidn durante 1030, dejando
volver a temperature ambiente, se ha eliminado él disolven
te, recogldo el r951duo con agua, flltrado con succidn y

lavado el prec1pltado con agua. E1 sélido obtenido hs oldO

go concentrado a 600 ml, dando tras enfriamiento 12 g;(o
sea, 80%) de microcristales crema correspondientes a *a '
trlazoloplrldlna de férmula X; P. de F. = 300-3020C,
Andlisis: 016H13 5O = 291 -
Calculado %: C 65,97 ; . H 4,5 R 24,04 ..
Hallado %: 65,66 4,70 24,39

Dlhldr0~1 2-0x0-1-dimetil-5,11-dipirido /4, 3=b_//3,4~F 7
indol T

16 g de la triazclopiridine de férmula X han si-|
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Haoja nom. 46

380 meszclados con 80 g de fenantreno y, manteniendo todo ba
jo agitacidn, se ha calentado en bafio metdlico a 3409C duwe

rante 30 minutos, tiempo tras el cual ha cesado prdctica-

mente el desprendinmiento de nitrdgeno. Imego se ha calenta
do a 360oC durante 2 minutos, se ha dejado enfriar y se ha
vertido en 600 ml de hexano. El precipitado insoliuble ha
gido filtrado con suceidn, lavado con hexano a ebullicidn,
vy luego recristaligado con dimetilformamida, dando 5,7 g
(36,5%) de agujas grises, infusibles a 3309C,
Andlisis: 016H13N30 1/2 H20 = 272,3
Calculado %: C 70,57 3 H 5,18 ; N 15,43
Hallado % 70,63 5,32 15,22
EIBMPTO 13 ' .

Este ejemplo ilustra el modo de operacidn b) pa~

=4

ra la obbencidn del compuesto de fdérmule (12) en la éue R!,

es hidrdgeno, es decir, el compuesto de férmula (12a) si-

guientes
C1 T
-
B N —_——
CH, COOH
NO . NH NO
2 CHy 2 2 CHB
(30a) (31 a)
COOH
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— Acido metil-2-nitro-3-cindmico trang (32a)

‘dolo a reflujd durante 30 minutos en 100 ml de mestanol gue

Hoja nom. 4. 7

En un matraz de tres becas, do 1 1, se han in-
troducido 15,2 g de metil-2-nitro-3-enilina (302) que se
han disuelto en 200 ml de acetona, y se han affadido 17 ml
de 4cido clorhidrico concentrado, y lueczo se ha enfriado
el conjunto a QoC.

' Manteniendo la solucidn por debajo de 5°C y bajo
agitacidn, se ha diazotado afladiendo. progresivanente una
solucidn de 7,5 g de nitrito sédico en 25 nl ge agua.

Tras haber dejado 1a poluc16n precedente bajo
agltacldn durante 30 minutos se ha vertido lentameﬁtb en
un matraz de tres bocas que contiene una rezcla formada
por 100 ml de dcido acrilico, 7,6 g de cloruro cuprlco di-
sueltos en 25 nl de agua y 100 ml de acetona, manﬁenlendo
la totalidad a una temperatura de 3592 durante toda la-éun
racign de la adicidn, que ha durado de 15 a 25 minutos.

‘Bsta nueva mezela se ha manbenido bajo agitacidn
& 359C durante una hora, y luego se ha evaporado la aééﬁo-
na y el exceso de deido acrilico, E1 residuo ha sido %%&?-
gido con cloroformo, se ha lavado con agua, y la fase;clb~
roférmica ha sido agotada con una solucidn de sosg 2N fria
(2 veces 50 ml). Por acidificacidn con 4cido clorhfdrico
se ha precipitado el 4cido (metil-2-nitro~3=Ffenil)-cloro—

propidnico (31a), que se ha filtrado con succidn ¥ secado.

Este dltimo ha sido tratado enteramente calentans

contienen 10 g de potasa, y tras evaporacidn se ha recogi~-
do el residuo en agua y se ha acidificado en frfo con deci~
do clorhfdrico, Bl precipitado ha sido filtrado, secado y

reeristalizado con xileno, dando el 4cido metilw2-nitro~3~
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_-~cindmico (32¢), punto de fusidn 2220C,
Rendimiento (en relacidn = la amina utilizada): 11,9 g, o

sea 57,5%0

= l
X Z \CO0H
NH,
CH,
(33 a)
N \COOH A \C00H
NO, GH,CONH =
cH 3 CH,
3 3
(12 é)

(32 a)

Acido metil—2~aﬁeti1amino~3—trans—cinémico (12a)

Eu un matraz de tres bocas, de 2 1, se han disue
to 84,5 g de la nidroazida (32a) en 750 rl de 4cido acédti-
co, se han affadido 100 g de niquel Raney_qqmeroial lavado
con dcido acético, y luego hidrdgeno, agitando en stmdsfe~
ra de hidrdgeno a presidén normal y temperatura ambiente.

_ Se detiene la hidrogenacidn cuando el voluumen de
hidrdgeno consumido ha sobrépasado el volumen tedrico
(28,4 1 en vez de 27,4 necesarios), o sesa tras 4 h 25 de
agitacidn.

~ Se ha filtrado el cataligador con succidn, se ha
lavado con 4cido acdtico y evaporado la mitad del disolven
te. Tuego se han afiadido 90 nml de anhfdrido acético y se h

calentado a reflujo durante 1 h 30, y luego se ha evaporad

=
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_a sequedad.

~acético a ebullicidn, se ha filitrado en caliente para eli-]

"(12a), punto de fusidn 265-267°C, Tl rendimiento total eral

tloja nom. 4‘9

El residuo ha sido recogido en 500 ml de dcido

minar las sales de Fi insolubles, y por enfriasmiento se
hen obtenido 44 g del dcido esperado.
Por concentracién de las eguas madres se han re-

cuperado avn aproximadamente 10 g del compuesto buscado

‘como. minimo 54 g, o sea 60,2%,

Ensayos'farmacolégicos

Los ensayos siguientes se han realizado, salvo

indicacidn contraria, con lotes de 10 ratones.

PR

Ensayo 1:

Estudio de las propiedades antitumorales de los compucatos

obtenidos segiin el procedimiento de la invencidn, sobre la

leucemia T, 1210
" Se han determinado las propiedades antitumorales
de los compuestos obtenidos segin el procedimiento de iﬂ
invencidn, por su accidn curativa sobre la leucemia experit
mental L 1210 trasplantada.
Esta leucemia ha sido mantenida en ratones CED

1 (C 57 B 16 x DBA/2). P1l. Tos compuestos a ensayar han sif

do inyecitados por via intraperitoneal uno o varios dias
tras el trasplante de las células (una sola inyececidn).,
Los resultados obtenidos, recogidos en 1z siguiente tabla
I, se expresan como tanto por ciento de aumento del tiempo
de sﬁpervivencia (ILs %), y como tanto por ciento del ny-
mero @e'células deétruidas por el coapuesto a ensayar, sienp

do la'supervivencia de los animales proporeional al némero

de células inyectadas.
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El tanto por ciento de proporcidn de supervivens

ciay ILS % (Cancer.Res. 1971, 31, 1883-1887) es la rela-

cidn:
Ims %= 5° -8 x 100; ¥ = supervivencia de los ani
o males tratados
S
c . : .
S" = supervivencia de los ani

males de control
TLos resultados de la tabla I muestran que los
productos segin la invencidn poscen propicdades antitumo-
rales.

Bnsayo 2:
Teuceniza inducidg por virus: leucenie de Friand

Se ha investigado el poder protector de los com—
puestos segun la invencidn frente a la leucemiz de Friend,
inoculada a ratones DBA2 de 5-6 semanas de edad. La inocu-
1aci3n virel se ha realizado a partir de un homogeneigzado

de rata leucémica (p/volumen) dilufdo & 1/250 en tampén fo,
b

o

. )
ni Mg'+ (PBs), correspondiente a

fato isotdnico sin Ca'
100 SD 50 (es decir, a la dosis de virus que provoca eaple
nomegzalia en el 50% de los ratones inceulados). -
EL virus ha sido inyectado por via intraperito-
neal y con un volumen de 0,2 ml, El producto a ensayar ha
sido inyectado 5 horas después del virus, o 1 dfa después
del virus, en la dosis indicada en un volumen de 0,1 ml
(via I.P.). Cada grupo de veinte ratones testigos ha reci-
bido el virus ¥y un placebe o el producto a ensayar, se han|
sacrificado 10 ratones el dfa 212, y se ha retirado y pe=
sado el bazo. Los ratones se conéideraban leucémicos cuan-
do el peso de su-bazo excedia de 200 mg. Para los 10 rato-

nesg so ha determinado la supervivencia de los animales.
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Los resultados obtenidos se rednen en la tabla
Iio Estos resultados muestran que los productos obtenidos
segin el procedimiento de la invencidn posecen actividad
antiviral, ademds de su actividad antitumoral.

Estudio del desarrollo del sarcoma inducido por virus, de

Molonev

Ia inyeccidn de virus de Moloney (C. Jasmin y

otros, J.Nat. Cancer Inst. 1974 53, 469-474) por via intrg
miscular, a rafones recién nacidos, ha conducido tras 10
dias axla»formacién de un sarcoma. Is aparicidn del tuaor
era proporcional a la dosis de virus inyectada. La inoruw-
lacidn viral ha estado constitufda por triturado de *unor
dilvido a 1/250, lo que corresponde a 10 TID 50, es decir,
a 12 dosis de virus que provoca la aparicidn de tumores en
el 50% de los animales infectados. A esa dosis el 80 a
100% de los animales han desarrollado tumor, y el 100% de
los supervivientes han quedado leucémicos. Por tanto, la
experiencia ha consistido en anotar el nidmero de ratcnes
que presentan tumores, la regresidn o no de esos ﬁumdres,
¥y, por Ultimo, en sacrificar los animales supervivientes
tras 2 meses y observar la presencia de esplenomegalia 0
no (control de una leucenia). El virus ge ha inoculado a
ratﬁncillos recién nacidos, de 3 a 5 dfas, por via intra-
muscular, y los ratones han recibido gl dia siguiente

(D 4 1), o 5 horas tras la inyeccién (DO + 5 h), el produd-
to a en;éyar,'por via intraperitoneal. Los resultados obe-
tenidos son los siguientes:

Virus testigos 80% de los ratoncillos han presentado
tumores
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~~

ld% de los tumores han experimentade rve-
gregldn
30% de los animalss hen sobrevivido, ¥y
todos han presentado leuceiia
Compuesto del ejemplo 7: inyeccidn a D 4+ 1; 1 /agﬁratonci-
1lo (0,5 mg/ks)
70% de los ratoncillos han presentado
fumores
90% de los tumores han experimentado
regresidn .
90% de los animales han sobrevivido
0% de leucenia
HUM: inyeceidn a D + 13 5 pg/ratoneillo (2,5 ng/kg)
20% de los animales presentan tumor
100% experimenian regresidn
10% de los ratones son leucémicos
HUM: inyeccién a D + 1, 1 /ug/fatoncillo (0,5 mg/kg) |
30% de los animales presentan tumor“
90% experimentan regresidn
90% supervivientes
33% son leucémicos
Virus testigos
Q0% de los animales presentan tumor
40% de los tumores han experimentado rg
gregidén -
90% de los ratones han sobrevivido

45% de los ratones son leucémicos-
Compuesto del e¢jemplo 7: inyeccidn a DO + 5 hy 1 /pg/fatog

¢illo (0,5 mg/kg)

5% de los animales presentan tumor
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100% hen experimentado regresidn
100% han sobrevivido
/ © 40% presentan leucemis

Compugstg del ejemplo 1: inyeccidn a DO 4 5h; 1 /xg/%aton~

cillo (0,5 mg/kg) )
50% de los animales presentan fumor
30% experimentan regresidn
75% sobreviven
65% son leucémicos

Ensayo 4:

Investigacidn de la toxicidad

Se ha buscado la dosis téxica, pera ratones adul
tos (C 57, BL 6 x DBA/2)Pi, y vara ratones recién nac1dos,
de los compuestos obltenidos segun la invencién por inyec—
cidn por via intraperitoneal.

Los resultados obtenidos se dan a continuacidn:

1 - Con ratones F1l adultos (C 57 BL 6 x DBA/2) F1 (via'ig
 traperitoneal)

a) Compuesto del ejemplo 1:
Inyeccidén de 3 mg/ratén (80 mg/kz)
1 mg/ratén (40 mg/kg)
0,5 mg/ratén (20 mg/kg)
b) Compuesto del ejemplo T;

5 muertes/ 6

1l

Il

1 muerte / 8
1 muerte / 6

Inyeccidn de 1 mg/ratén (50 mg/kg) = 1 muerte / 3
0,6 ng/ratén (30 mg/kg)

0,5 mg/ratdn (25 mg/kg)

0,3 mg/ratén (15 ng/cg)

Le DIg, del compuésté del ejemplo 7 es por tanto 30 mg/kg.

5 muertes /10

0 muertes / 5

i

0 nuertes/ 6

2. - Con ratones recién nacidos (via intraperitoneal)

5 pg: 2 5 mg/kg = 3 muertes/8, aspecto enclenqu
de los ratones

o
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HUH 10 a4g: 5 mg g, aspecto enclengue de los
; ratoneg
Estos resultados muestran que 12 dosis téxica
del compuesto del ejemplo 7 es superior a 2,5 mg/kg de rad
t6n. '

Tfecto citotdxico in vitro

Log efectos citotéxicos de los compuestos obte~
nidos segin el procedimiento de la invencidn han sido en-
sayados en culbivos in vitro de células de hdmster, hombre
¥y ratén. | ’

En particular, se han utilizado la linea BHE21
de células de hdmster, y un agrezado derivado de esa il-

nea, transformada por el virus de sarcoma del hdmster (agr

o

gado HS5).

Tras desprendimiento con tripsina, las células
se han puesto en cultivo en cajas Petri de pldstico,, de
35 mn de didmetro, a concentracidn de 2.105 células/?ajé,
en un medio de cultivo de "Eagle" con adicidn de calde de
bactotriptofosfato "Difco" y 10% de.suero de ternero (I,
STOKSR e I. MACPHSRSON, Virology 14, 1961, 359).

Trag 5 horas las célulag . han sido unidas a un

goporte de pldstico, y se han afiadido los productos a en-

sgyar, cuyas diluciones se han hecho con agua o. DMSO (sul-

f£éxido de dimetilo) si el producto egs poco soluble en agua
Bn este Ulbimo caso se ha realizado un testigo con 1a-mis~
ma concentracién final de DMSO en el medio de cultivo.

El estado de las células ge ha examinado 24, 48
y 72 horas después. .

Tos resultados (table III) muestran claramente
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'Accidn sobre las sintesis macromoleculares

Hu:)u nyim. 55

L que los productos son netamenie citotdxices a concentracid

neg comprendidas entre 0,2 y 10 M,y que el producto mé s

activo, es decir, el compuesto del ejemplo 7, es tan actid
Vo comp'los derivados ya conocidos, el acetato de metilm2+
-hidroxi~9-¢lipticinio y 9~hidroxielipticina.

Los efectos sobre los dos tipos de célulag, nor

mal y- transformada, son similares.

La accldn de los 00mpuosb05 obt@nLGOb segin el
procedlmlento de la invencidn ha side estudiada por incor-
poracidn de precursores marcados por isétopos radiactivos:

timidina-metilo Cl4 para estudiar la sintesis

de DNA

uridina 3H5 vara la de RNA

valing 3Hv para la de proteinas

Estos precursores han sido dados durante uﬁa‘§u~
racién de 30 min, a tiempos variables tras la adicid£5dél
producto g ensayar. o

Te incorporacién se mide tras lisis de las od-
lulas para 1% de dodecilsulfato sédico, y pracipitacidn
con 5% de dcido tricloroacédtico. B1 precipitado soluble en
dcido se recoge con filtros de fibra de vidrio Vhatman
GP/A. Tos Tiltros se secan y cuentan en un espectrémetro
de centelleo de liquido.

La tabla IV da los resultados tipicos para el
compuesto del ejemplo 1 dimetil-5,ll-dipirido 4;4,3-b;7-
Z~3,L~L 7 indol. .

Se compruebq que este compuesto disminuye nmuy

rapidamente, desde las primeras horas de su adicidén, las
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| sintesis de TNA y RNA, y en menor grado la sintesis de pro

-cult, Itd., Washington Road, Sandyford Industrial Estate,

Hola nim. 5 G

teinas,
i Ias experiencias realizadas con c¢élulas sincro-

nizadas (G. TORPIER. J. GRUZST.y L.MONTAGNIER, Experimen-
tal Cell Reseawrch 85, 1974, 437) han mostrado que el com-

[

puesto del ejemplo 1 detiene, desde los primeros winutos d
su adicidn, la repeticidn del DA, a la vez en sus fases
de iniciacidn y de alargamiento.

Ensayo T:

Svreans uvrrmtee ol

studio in vitro de la actividad antitumoral

&

=t

Beta actividad ha sido medida en una 1inea tumo-
ral derivada de la leucemia de ratoneg debida al virus de
C. Friend.

TLas ¢élulas tumorales se multiplican en suspen-

sidn en un medio de "RPMI 1640" (Catdlogo de GIBECO Bio-

PAISIRY PA3 48P, RENTREWSHIRE, Escocia), con adicidn de
20%5 de suero de ternero embrionario, peﬁicilina v estiép—
tomicina. Bl tiempo de desdoblamiento de estas célulés e3
de 11 horas. Ia "fraccidn de crecimiento! eg igual a 1 6
muy préxima o 1 (todas las cédlulas estdn en el ciclo). Los
cultivos ge vuelven a inlciar en tiempo 4 = 0 a concentra-
cidn de 2.105 células por ml, en cajas "Falcon" gue con=-
tienen 4 ml de nmedio. Veinticuatro horas mds tarde se ha

afiadido el producto a ensayer, es decir, en un momento en

v

el que los cultivos estan en fase exponencial de crecimiend

)

0. Veinticusitro horas tras la adicidn del producto se han
contado las células, y el tanto por ciento de célulss vi-
vos se ha deterainado por un ensayo de exclusidn con azul

u{pipant, Por tanto, se pueden definir dos dosis:
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(1) una dostis letal al 50%, ¥y
(2) una dosis letal al 10045,

DL 100 DL 50  |Actividad *=
DL 50 HUM
DL 50 X
Producto de referencias
acetometilato-hidroxi- -7 -7
O-elipticinio (HUM) 7 10 3 10 1
“ompuesto del ejemplo 1|5 1077 10~7 3
] . ~6 -6
Dompuegto del ejemplo 2| 5 10 1,5 10 0,2
Boﬁpuesto del ejemplo 5| 6 10"6 2 10"6 0,15
Dompuesto del ejemplo 6| 5 1076 107° 0,3
‘ . . -8 -8 S
Compuesto del ejemplo 715 10 10 20

Actividad: esta cifra (proporcidn entre Disy de HUN y
DL-~ del producto ensayado?, absolutanente” arbitreriz,
pe%Bite venesr ung idea de las actividades de los dife-
rentes productos compardndolos con el EUM, producto mds
activo de la serie de las elipticiras '

Ensayo_8:

Toxicidad aguda en vivo

Tos productos a ensayar hen sido inyectados por
via intraperitongal en grupos de 10 ratcnes, a diluciones
variadas. Cada dia se ha determinado el nimero de animaled
muertos. Si las dosis se eligen bien, se ha pcdido definixy
para cada producto una dosis letal al 100% y una dosis
letal al 50%. Este estudio estd limitado a dos meses. Se
han utilizado sistemdiicamente dos lineas iségenas de ra-

tones: C3H/He e ICFV.
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Tiaea Jde oL DL
ratones 100 50

100 ng/kg

200 mg/kg
150 mg/ke

Compuesto del C3H
200 mg/kg

ejenplo 1 ICrW

Compuesto del C3H 35 ng/ke 20 mg/kg
ejemplo 7 ey 25 mg/kg 15 ng/kg
Easayo 9t

Aceidn sobre cédlulas tumorales cloromonocitarias

En esbe ensayo se ha determinado la accion de
los productos segin 1z invencidn sobre células tumorales
cloromonocitarias, segin el ensayo de cloroleucemia del rg
tén (ratén ICFW, linea CPW cosanguinea) aislada en la Unit
dad 22 (B. TAMBOURIN y F. WENDLING) del Institut Natiénal
de la Sauté et de 1a Recherche HNédicale (I,N.S.E.R.M)},?er
ratones inyectados con uns variante del virus de Friexad.

Bl tunor mata a todos los animales inyectados &
19,3 + 2 dfas. Tste tumor se desarrolla en foraa asciﬁiéa
serisélida; el peritoneo es invadido a la vez por masus
tumorales sélidas y células en suspensidén en el liquido
ascitico. B1 tumor es trensuitido por las células de 1a

uspensién, que dan origen a las masas tumorales y a las

4]

cdlulas asciticas.

Tiempo medio de
supervivencia tras
trataniento

Tiempo medio de
supervivencia
sin tratamiento

Conpuesto de fdérmula

8 (40 me/kg 6 noras 18,5 + 2 d 25,3 + 3,1 4
tras el trasplanite :

Compuesto 2L (1 mg/kg
24 horas tras el {rag

18,9 + 1,8 4
plante)

29’0 i 3,0 d
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|/ BEnsayo 10:

-tanto por ciento de aumento del tiempo de supervivencia

pie des Cancers" (Quimioterapia del cdncer), de G. MAILE e

,i Hoja niim. 59
r

! |
i

L o

Comparacidn de la activided antitumoral del compuesto ge-

gin el ejemplo 7 v 1a de productos conocidos

Se ha inyectado a ratones leucénmicos L 1210 el
éompuesto del ejeuplo 7, es decir, ( X—dietilaminopropil)-
~aaino~l-metil~5-dipirido /74,3-b_7/73,4-f_7 indol, o com-
puestos conocidos, 1 o 3 alas tras el trasplantie -de las cé
lulas, a las dosis indicadas en las tablas V a VII, y se

ha medido la media del tiempo de supervivencia (¥TS) y el

(ILs %)~

5S¢ pueden hallar indicaciones relativas a los
productos conocidos utilizados en este ejemplo, y sobre Lo
do a sus propiedades antitumorales, sus efectos secundafios,
{

asl como su utilizacidn en el hombre, en "Ia Chimiothéra -

Y. KENIS, Expansion Scientifique Frangaise, 38 edicidi, ra
ris 1975,
Bnsayo 11

Se ha inyectado a ratones leucdmicos T 1210 el

compuesto del ejemplo 8 (compuesto 22), es decir, (}S—dime—
tilaminopropil)-amino=le-metil-5~dipirido [ 4,30 7/73,4=F 7
indol, un dfa después de los trasplantes de las células
(dfa D + 1), a las dosis indicadas en la tabla VIII, y se
ha meaidOVMa media del tiempo de supervivencia (MTS y el an
mento del tiempo de supervivencia (ILS ¢).

Este ensayo se ha realizado con 103, 104 y 105
células leucémicas en el dfa D. Se ha realizado igualnente
este ensayo con el compuestd del ejemplo 7, es decir,

( X—dietilaminopropil)—amino~l-metil—5—dipirid0 L4307
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Tos resultados oblenidos se indican en la tabla
VIII. Se ha indicado ignalmente -en esa tabla el numero de
ratones supervivientes; se considera superviviente a un rg-
t6n si ha sobrevivido al menos 2 a 3 meses degpués de la
inoculacidn de las célulag lencémicas,

Engavo 121

Bstudio de la worobeceidn de ratonss leucémicos (edlulas

trasplantadas I 1210) vor una dosis ¥nica o una dosis frad-

cionada

Se ha inyectado s ratones leucdnmicos I 1210 el
compuesto del ejemplo %, es decir, (}{-dietilaminoprdpil)»
~amino-l-metil-5-dipiride /4,3-b 7/ 3,4~L_7 indol, en
una sola inyeccidn (10 mg/kg en el dfa D + 3), o poi Joaig
fraccionadas (2,5 mg/kg cada inyeccidn, en los dfas T + 3,
D44, D+5yD+6).

Los resultades consignados en la tabla IX muos-
tran que una dosis Unica posee una actividad antitumoral
mas elevada que la misma dosis inyecfada en 4 veces.,
Ensavo 13:

Carcinoma de Tewig

i

Para este ensayo se puede hacer referencia a las
siguientes obrag:

- Carcinome pulmonar de Lewis (3LL), SUGIURA K.
y STOCK C.C., Cancer Res., 1955 15 38-51.

- Ia quinioterapia del cédncer, de G. NATHE e Y.
KENIS, Expaﬁsion Scientifique Frangeise, 38 edicidn, Paris
1975. '

~ SCHEPARTZ S.A.; Scereening, 1971, Cancer Chemig)

‘ther.Rep. parte 3, vol. 2, pdg. 3.
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Segun este ensayo se inyectan por via intramus-
cular, a ratones (BDFl), unas células (106 células) toma-
dag degun ratén portador de tumor. Los ratones desarrollan
10 2 15 dfas despuds de la incculacidn, un Husor en el Ilu-
gar de la inyeccidn. Por otra parte, estas células exﬁeri-
mentan metdstasis al pulmdn, formando colonias en la supey
ficie -pulmonar. Por tanto, con ratoncs asi tratados se pue
de juzgar el efecto antitumoral y antimetastdsico de un
ﬁroducto.

Busqueda del efecto antimetastdsico de los compuestos de

* inyeceidn vnica o fraccionada. Se ha determinado la media

los ejemplos 7 y 8 de la invencidn.
6

- 10° células tomadas de un ratdn portador de tu-

mor han sido inyectadas por via intramuscular (pata izguiey

da) a lotes de 10 ratones, y los compuestos a ensayar han

sido inoculados por via intraperitoneal en el dfa D+5; por

del tiempo de supervivencia (MTS) y el aumento del tiempo

de supervivencia (ILS %).

ne de inyecciones 1S ILS %
Controles no tra-
tados . » 25
Ratones tratados 4 inyecciones :
con el compuesto D4546410411 27,4 9,6
del ejemplo T 2,5 mg/kz cada una
n 1 inyeccidén
D45 - 32,7 30,8
10 mg/kg .
Ratones tratados D45
con el compuesto 5 mg/kg 27,44 9,8

del ejemplo 8
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to, se hun sacrificado en el dfa D422 un ratdén tratado y

i
.’ Hola nGm. 62

1,

e puzde concluir que hay accidn protectora de

(€]

los compuesbos de los ejemplos 7 y 8, en lo que se refie-

re a la invasidn pulmonsr uetastasica del pulmén. En efecH

un ratén no tratade, y se han contado las weldstasis pul-
monares; se han contado 77 metdstasis en el ratdn no tra-
tado, -y 35 en el ratdn tratado en el dia D45 (una sola in~

yeccidn) con el compuesto segun el ejemplo 7.
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- Ensayo 14:

Leucenia irxducida por virus: leucewmia de Priend

A - Coﬁo en el anterior ensayo 2, el indculo de
virus de leucemia de Friend se obtuvo de bazo leucémico,
y se diluyé para que contuviese 100 SD50/0,2 ml (SD50 =
dosis,aumentadbra del bazo 50 por ciento). E1 producto
a ensayar era el compuesto 21 (obtenido segin el ejemplo
f). Se gdministrd por via I.P, como inyeccidn dnica, 1 dig
después de 1la inoculgcidn delbvirus.

| | Tos resultados obtenidos se indican en la Table
Ya. E1 trafaﬁiehto con este coupuesto 21; asi cono cégrél
compuesto del ejemplo 1 (véase Tabla II), tuve como ;ééul-
tado un significativo aumento del periodo de vida. o
' Ta mitad de los ratones tratados con el compﬁés-
to del ejemplo 1 seg¥n el ensayo 2, o'con el compuesfé 21
segin se ha explicado antes, se sacrificd 21 dias despﬁés
de 1la inoculacidn del virus, y su bazo se retird y ﬁeg&.
E1l peso medio Qel bazo para los ratones de control éfa'
2.520 ng (1.919—2.866), v el de los ratones tratados con
.5 mg/tg de compuesto del ejemplo 1 era 2.013 mg (887-2.793
con 25 amg/ikg 1.803 (718-2.635), y con 50 mg/kg 960 (373~
1.230). Para ratones inoculadoa con el compuesto 21 1 dia
después que el virus, el peso medio del bazo era 1;935 ng
(500-2,950)., La disminucidn de la esplenomegalia estd en
1inca con el aumento del periodo de vida, y sugiere que
el compuesto también actia como agente antiviral en este

sistema,

L

?
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TABLA Xa_

Accidn del compuento 21 sobre la leucemia de ¥riend

Intervalo
Droga de nuerte
(mg/kg)  (en dfas) MDS 118 %
Ratones de control O 20 =~ 56 32
Ratones tratados
con compuesto 21 5 27 = 52 44,5 39

(eje T)

B~ Se ha trabajado segin el modo de 0peraci§ﬁi
degerito en el anterior ensaye 2, utilizando como compues-
to de la invencidn el compuesto 21, es decir, (‘5’—dietil
aninopropil)-amino~-1l-metil-5=dipirido Z"4,3~b_2['3;4gﬁ47
indol, obtenido segun el ejemplo T. _ T

Bste ensayo se ha realizado con una dosis unica
del compuesto 21 (20 mg/kg), y con diferentes dosis d2 vi-

rus.

Los resultados obtenidos se indican en la siguie]

te tabla Xb.

[
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Leucemia inducida pox virug: leucemia de Priend

Inﬁervalo(l) (2) (3) Supervi-
de merte MST ILS % vientes
4 meses
tras la
inoculg~
cidn
Virus testigos ‘ ,
1/500 (1000 SD5q)  24-38 29,1 - 10
Compuesto 21 .. ' - -
DL 31-51 40,7 40 0
Virus testigos .
-1/2000 .
(250 sD5,) 2544 33,8 - 0-
‘Compuesto 21 . .
D41 50-82 55,4 64 2
(Virus testigos .
1/1000) 18-36 2443 - 0
Compuesto 21 _ : '
D4l : 30-54 44,4 82,7 o

/ ’ . Hojs ano. 75

TABTA Xb_

~ Compuesto 21 dosis dnica: 20 mz/kg

- diferentes dosis de .virus

(1) _
Intervalo de muerte: la primera cifra indica la fecha
del primer ratdn muerto, la segun
da fecha del uUltimo ratén muerto

(2) . . . .
.(3)MST: HMedia del tiempo de supervivencia
I1S % (increased life span) = aumento del tiempo de sy
’ pervivencia, solo tiene en
cuents los animales muertds.

MSfI.‘17 - HSTO

x 100

MSTC

MST, = animales tratados: MST = gunimales testigos
t ? c B
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—-Encayo 153

Teucemia T 1210

Se he travajado segin el modo de operacidn del
anterior ensayo 1, con el compuesto n? 8, es decir, dime-
$i1-5, 11-dipirido Zﬁ4,3-b;2[’3,4-f_7 indol, obtenido segin
el ejemplo 1. Bn este ensayo el compuzsto 8 ha sido inyec-
tado 4 dfas tras el trasplante de las células, en dosis
de 50 mg/kg. Los resultados se indican en la tabla XI, en
la que se han presentado igualmente los resulbtados obteni-
dos con el mismo compuesto inyectado un dfa tras el tras—
plante de las células (véase experiencia n? 2 en la Tab.a
I). Tos resultados ruestran que el tanto por ciento de;prg
porcidn de supervivencia (ILS %) es superior cuando éliﬁrg
ducto se administra mds pronto tras el trasplante de las

células.
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 tura de pirido~indol e¢ mds eficaz qué el nucleo de piridoj-

~carbazol (elipticina).

Hoja nim, 78

Ensayvo 16:

Relacidn ehtre estructura y actividad de diversos Jdipirie

do~indolag que difieren en la sustitucidn R

La sustitucidn R'y en la posicidn 1 parece ser
muy importante para el efecto protector de los derivados
contrs el crecimiento de las células de tumor L 1210,

Lo leucemia T 1210 se ha mantenido por pasos sg

(]

monales en ratones (C57BL6xDBA/2)PLl., En el dfa O se inocus
laron los ratones, por via I.P., con diversos numeros de

células de tumor ascitico I 1210, en volumenes de 0,1 ml.
Subsiguientemente, segin se indica, se administraron dro~

+ v Mg++ (Gibco) o en

gas en soluciones PBS exentas de Ca+
medio de MacCoy (Gibco o Microbiological Associates)...

Ta relacidn entre el tamaiio del indculo de cé-
lulas leucémicas administrado I.P. y el periodo de vida
del hospedador se deternind en grupos de 10 ratones iras
inoculacidn de 103 a 10° células en 0,1 ml de medio, de
WacCoy. Ta disminucidn de la media de periodo de vida del
hospedador, entre cada aumento consecutivo por disz en el
tanefio .del indculo de células leucdmicas era 2 dias, Segun
el métcdo de cdlculo de Dombernowsky, el tiempo de dupli-
cacidn era 0,615 dfas.

Si la cadens lateral sustituyente R, es 'g-dieti;
aminopropile (compuesto 21) o }{-dimetilaminopropilo (com-
puesto 22), estos compuestos tienen una actividad antitumo~
ral sinilar o mayocr. Como se muestra en la Tabla XII, el
compuzsto 2L y compuesto 22 compiten favorableamente con el

acetato de elipticinio (HUM), lo que indica que la estruc-
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Relacidn entre la longzitud de la cadena sustituyente v la

actividad

Se ha demostrado antes la importancia de la sus-
titucidn R'l en posicidn 1, para la actividad antitumoral
de estos compuestos. 51 se varia la longitud de la cadena
lateral, :{-aietilaminopropilamino 1 para el compuesto 21,

0 }{—dimetilaminoetilamino 1 para el compuesto 23, como se

0

muestra en la tabla XIII, ambos compuestos son activos cond

el

tra la leucemia I 1210 a 1a misma dosis. Sin embargo

.

compuesto 21 es menos tdézico (50 mg/kg para el compuesto 21
v 25 mg/kg para el compussto 23), tiene un ILS % mayor que
el compuasto 23, y 1 raitdn sobrevivid hasta 60 dias.lzgtos
resultados indicen que la sustitucidn dietilaminopropiiami»
no~l corresponde a la mejor longitud ée cadena para la sc-
cidn terapdutica del derivado. Aumentando la cadena late-

ral en ( o(—metil-;gldietilamino-butil)-amino 1, tal cowmo

en el compuesto 24, se halla un efecto antitumoral similar,

confirmando que el coumpuesto 21 es el conpuesto mfs acti~

vo en ratones.
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TABLA XIIT
[ Dia ge Intervelo Supervi~
inocula- de muer-  MST ILS vientes
eidn to hasta
-~ 60 adlas
Control - 8 -9 8,8
Compuesto 21 4 1 12 - 18 14,9 69,2 1
Compuesto 23 +1 11 - 18 14,6 65,2 0
Control . 10 - 13 11,2
Compuesto 21 + 4 14 - 32 18,5 65,6 0

sayo 1, es como gigue:

| medio de supervivencia, cuando se da tan tarde como 6 dfas

81

Compuesto 24 i o4 12 <20 17,5 56,25 “"O-

Ensayo 18:

Releeidn entre dosis v actividad antitumoral T 1210 deI'couu.

puesto 21.

La respuesta & la dosis de la actividad del com~

puesto 21, como se muestira con leucemia I, 1210, segin el e~

A 5 ng/kg; el tiempo medio de supervivencia;{ﬁST)
aumenta significativamente (ILS.= 87 por ciento); a mé&gres
dosis de compuesto 21, el MST siempre aumenta significati-
vemente (ILS = 52 por ciento a 10 mg y T5 per ciento a 20
mg/kg), ¥ algunos sobrevivieron hasta 60 dfas (10 por cien-
to de los ratones inoculados a 1C mg y 20 por ciento a 20
mg por kg).

Efecto del tiempo de administracidn 461 compuesto 21

. .Como se muestra en la Tabla XIV, una sola inyec-

cidn de compuesto 21 aumentd significativamente el tiempo

despuds de la inoculacidn con células T 1210. Ios resultadc

2]
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_ confirmen que el compucsto 21 es més eficaz cuando se da

. ; - ' tojn ndm. 82
/ :
/ .
nds temprano dras la -inoculacidn con células (ILS 56,4¢
al dfa 12, 43¢ al éla +3, en ves de 20,8% al aia 46 o 2%
al dfa 47). 51 efecto de no proteccidn en el dia 47 se po-
dria explicar por el hecho de que algunas células migran
por un comparitimento inaccesible péra la dréga (como se

postula por J.B. Le Pecq para la 9-hidroxi-elipticina).

_TABLA XIV
Dia de ad~ Intervalo - Ndwmero
minigtra~- de muer- " oegtimedo
cidn® te MST  ILS % ggsgg%u—
Control 10 - 11 10,1
BD 40% L2 15 - 17 15,8 56,4 10
, +3 12 - 17 14,4 43,0 5,10
| L4 10 - 14 12,4 22,8 108
55 10 - 13 11,9 17,8 5,100
+6 10 - 14 12,2 20,8 107
e 10 -13 20,3 2,0 5,100

% BD 40 se da I.P. a 0,1 ml que contienen 0,4 mg/batdﬁ
(20 mg/kg)

#x Bl d{a 0 es el dia de inoculacidn de IO4 células I 1210
dadas I.P.

wxs  Bvaluacidn del ndmero de células leucémicas por umedio
del cdleulo del tiempo de duplicacidn (segun P. Dom=
bernowsky) .

Ensayo 203

Bstudio de la combinacidn del compuesto 21 con otras drogag

Un auvmento de la proteccidn de ratbones inoculadosg
con carcinomna pulmonar de Lewis 14 dias antes de una dosis
baja de cebado, seguida por una dosis alla de expoéicidn,
de endozano fue descrito por J. Millar "Tenth congress of

chimiotherapy 1978", en prensa. G.A. Preasant "Cancer, vol,
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40, i977 pég. 987-993 1977); para la terapia de carcino-

endoxaro, BCNU y Adriamicina sl dia siguiente.

‘despuds de 10° c&lulas leucémicas (20 ratones). Al dfa si-

-

3
tHojr nom. EJ-D

ma de mama resistente a las drogas, usé ung coibinacidn de

i/  Los resultados relativos a experimentos-simila-
res (carcinoma de Lewis y carcinoma de mamas resistente a
las drogas) con el compuesto 21 se discuten en la Tabla V)

se aid una dosis de cebado de endoxano (100 mg/kg) 3 dias

guiente 10 ratones recibieron 0,1 ml de PBS (ratones tes-
tigos), ¥ 10 rabones recibieron 20 ng/kg de compuesto 21.
Bl aumento del periodo de vida fue significativamenté'bayor
en los ratones que recibieron endcxano y compuesto 21;:én
comparacidn con los ratones con endoxano o compuesto 21 so-
lo. Los resultados relacionados en la Tebla XV sugierén que
el cgmpuesto 21 dado un diz después gue el endoxano o en-
doxano~-ECHU origind una proteccidn mayor de 1os'ratohgs qule
el endoxanc, endoxano + ICNU o compuesto 21, dados sclos.
Tomando como ratones testigos los ratoﬁes tratados con-

endoxano, el IIS % es 57 para ratones tratados con endoxa-

no + compuesto 21, y 63 para ratones tratados con endoxang

[y

4 BCNU 4 compuesto 21,
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~las, dadas I.P.

Hoja ntun. 81{'

TABLA XV
! Intervalo ,
de nuerte ST ILS %
Control 10 - 13 11,2 -
Endoxano 11 - 17 13,1 16,9
BD 40 14 - 32 13,5' 65,2
Endoxan
BD 40
Endoxano .
o 10 - 17 13,7 22,3
RCNU
Bndoxano
BCNE 18 - 24 21,4 91
BD 40

1 BD 40 se da I.P. el dfa + 4 (20 mg/kg)
E1 endoxano se inocula I.P. el dafa 43 (100 wg/
kg), y el ECNU inmediatamente después que el endoxane -

(2 ng/kg) -
Bl dfa 0 es el dfa de inoculacidén de 10 célu-

Ensayo 21

Toxicidad de los compuastos 21, 22, 23 v 24

Todas las drogas se disolvieron en soluciones
acuosas ajustadas 2 pH 5 con dcido acético, y se inocula~-
ron en log ratones a un volumen de 0,1 ml, I.P., tras di-
lucién en medio de IacCoy. '

Lo toxicidad de las drogas tras inyeccidn intra-
peritoneal se estimd a partir del régimen de mortalidad
ﬁasta el aia 30¢. Ja caentidad mfnima que did como resulta-

do 100% de muertes fue 50 mg/kg para el compuesto 24, 50
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—-mg/ké para el compuesto 21 y para el compussto 22, 25 ng/
kg parg el compuééto 23. Bn general, las muertes tuvieron
lugar éronto tras la administracidn de la droga (4-6 dias
pafa ei compuestg 24, 4-8 para el coﬁpuesto 21, 3-5 para

el compuesto 22 y 4-6 para el compuesto 23.
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REIVINDICACIONES

Tos puntos de invencidn propia ¥y nueva que se
presentan para que sean objeto de esta solicitud de Paten~
te de Invencidn en Espafia, por VEINTE afios, son los que se
fecogen en las reivindicaciones siguientes:

18.~ Procedimiento para obtener dipirido/ 4,3-b/
[ 3,4~f_7indoles, que responden a la férmula:

en la que R'l es hidrdgeno, el grupo hidroxi, un grupé al~
cohilo, de preferencia inferior, alcohiltio o alcoxild;.un
haldzeno o un grupo amwino; R', es hidrdgeno o un grupo al-
cohilo inferior, de preferencia un grupo metilo, y las sa-
les de estos aceptables en farmaéia, caracterizado porque

consiste: (1) en hacer reaccionar una amino-6-isoquinoleina
con nitro~3~cloro=4~piridina, para formar la Zf(nitro-3l-
~piridil)~4t-amino_/-6~isoquinoleina correspondiente; (2)
en hidrogenar dicha isoquinoleina asi obtenida al’ compuesto
arino correspondiente; (3) en hacer reaccionar el compuesto
amino correspondiente con nitrito sédico, para formar la
triazolofiridina correcspondiente; (4) en transformar la

triazolopiridina asi obtenide al dipirido L4430 7/ 3,4-E7

indol correspondiente; (5) en formar eventualmente la sal
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_ aceptable en farmacia del dipiridoingdol asi obtenido.

ciones 18 o 28, caracterizado porque la etapa (4) se rea-

'liza en presencia de un agente inerte, tal como parafina

| ) : . Hoja nam. 87

28.~ Procedimiento segun la reivindicacidn 18,
caracterizado porque la hidrogenacidn de la etapa (2) se
realiza eh’presencia de un catalizador Ge hidrogenacidn,
tal como carbdn con paladio, | ‘

38.~ Procedimiento segin una de las reivindica-

o fenantreno, de punto de fusidn bastante elevado para cue
se consiga la reac01dn por via térmica,

4,~ Procedimiento segin cualquiera gde las. rei-
vindicaciones 12 a 32, caracterizado vorque el producte
de partida de férmula IV, en la que R', es como se ha da-
finido en la reivindicacidn 12 y R'y = OH, es decir, =1

compuesto de férmula 15 o 15a (forma tantémera):

q BN GE:))

se obtiene por el prdcedimiento que consiste en transformay
el gru@o amino del metil-2-amino~3-bengonitrilo a grupo acg
tilamino, para formar el compuesto de Tdérmula 10; en trans+
formar luego el grupo ciano del metil~2—acetilamino—j—benzc
nltrllo & grupo aldehido, y en condensar luego este Ultimo
con dcido maldénico, para formar el 4eido de férmula (12);

en former luego la correspondiente azida (13); en efectuar
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~una ciclisacidn para formar la isoquinolona correspondien-

Hoja ntm, 88

te y, por Ultimo, en eliminar el grupo protector del grupo

amino,‘para obtener la métil—5-amino—6—isoquinolona de fér
mala (15).

58,~ Procedimiento segun cunalguiera de las rei-
vindicaciones 12 a 38, caracterizado porque el producto de
partida de férmula IV, en la que R'l = OH y R', es tal co-
mo se ha definido en la ;eivindicacién 18, es decir, los
compuestos de férmulas 15 o 15a (forme tautdmera), se ob-

tiene por el modo de operacidn que consiste en transformar

la metil-2-nitro-3~anilina de fdrmula (30) en el écidO'fme

til-2-nitro~3~fenil)~cloropropidnico de fdrmula (31),'en

transformar este Ultimo compuesto al deido metil—z-ni§r6—3-
~cindmico de férmula (32) por eliminacidn de HC1, y luego
en tfansformar el grupo nitro de este compuesto a grupo
acetilamino, pasando por la etapa de grupo amino (férmﬁla
33), para formar el compuesto de férmula (12), siendé’transm
forunado luego el cormpuesto de fdrmular(lz)'al compuesto de
férmmla 15 o 152, segdn la reivindicacidn 459

6.~ Procedimiento segin cualquiera de las reivin
dicaciones 12 a 32, caracterizado porque el productc de pay-
tida de fdrmula.IV, en la que R'y = OH y R'2 = CHQ,'es de-
cir, los compuestos de férmulas 15 o 152 en las que Rty =
CHB’ caracterizado porque se obtiene'por el modo de opera-—
cién que consciste en transformar elrgrupo clorozetilo del
coupuesto de férmula (A) a un grupo aldehido thompﬁesto de
férrula (B)_7, en condensar luego este grupo aldehido con
deido maldénico, para formar‘el dcido cindmico de fdrmula

(C), en reducir luego el grupo nitro del compuesto de fdr=~
malz (C) a un grupo amino / compuesto de férmula (D)




[P

b 14 i s TV e e M v w4 WE e b wa s e

P-

10

15

20

25

30
02058

| que se {ransforma luego a grupo acetilemino, para obtener

0
Hofa ntm. 09

;-

el compuesto de Férmula (12), siendo ﬁrahsformado Jnegor
el éompuesto de férmula (12) en el compuesto de férmula
(15) o (15a), segdn la reivindicacidn 42,

78, Procedimiento segin la reivindicacidn lé,
caracterizado porgue el radical R'l €s un grupo amino éue

regponde & la férmula:

MH — CH (CHz)n-———~ N

/\

R'6

en la que n esté comprendido entre 1 y 3, Rt es hidpdzena
o un grupo alcohilo inferior, por ejemplo el grupo CHn; y
R'4 y R;é son idénticos o diferentes, y representan cada
uno un gtomo de hidrdgeno o un grupo alcohllo inferior, de
preferencia los grupos R'4 ¥ R'5 son idénticos y soa ﬁidré
geno, el grupo metilo o el grupo etilo. T
88,~ Procedimiento segin una cualguiera déllgsr
reivindicaciones 12 a 72, caracterizado porque los produc-
tos obtenidos son los compuestos siguientes: dimetil-5,1le
-dipirido["4,3—b;Z£'3,4—£_7 indol; diacetato de tetrametil
—2,5,9,il—dipirido 1"4,34QJZ["3;4-f;7 indolinio; acetato
de Aimetil-5,1ll-dipirido /74,3~b_7/"3,4~f 7indol; diclorhi

drato de Qime$il~5,l1l-dipiride /[4,3-b_7/ 3,4~f 7indol; di
hidro-1;2-oxo-1-metil—5-dipirido 174,3-b_7/—3 J4=f 7indol;
¢loro~l-metil-5~dipirido /74,3-b 7/73,4~f Jindol; ( 6?dle—
tllamlnopropll)-amlno—l—meb11—5—d¢p1rldo L 4,30 7/73,4-£7
indol; ( X’-dlmetllamlnopropll)—amlno-1-met11—5udipirido

Aﬁ@,}-b_7zu3,4—f_7indol; ( /g;dimetilaminoetil)-amino—l—.
~metil=5-dipivido /=4,3=b_7/3,4~f_7 indol; /~(o{-metil~
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- § ~dietilaminobutil)-amino /=l-metil-5-dipirido/ 4, 3-b_7

~ tos intermedios son los compuestos siguientes: metil-2-

'—piridil)»4'~amino_7L6—isoquinoleina; dihidro=1,2~0x0 =1~

Hojo ntm. 90

Z“3,4Tf_7indol, A 6’-aminopropil)—amino_7L1—metil-5-di-
pirido /4,3-b_7/"3,4~f_7 indol y dihidro~1l,2~oxo-l-dime-
$11-5,11~dipirido /[ 4,3=b_7/ 3,4~f_7 indol. _

8,- Procedimiento segun cualquiers de las rei-

vindicaciones 12 a 78, caracterigado porque los compues-

~acetilamino~3-~benzaldehido; dcido metil-2-~acetilamino~

=3=cindmico; metil-2-zcetilamino~3-cinameoilazida; hidroxi;
~1-netil-5-acetilamino~6-isoquinoleina; hidroxi-l-motil-
—S5—amino=6-isoquincleina y su forma tautdmera; dimetil -
~2,5=nitro~3-bengaldehido; dcido dimetil=2,5-nitro-3-trang-
-cindmico, dcido dimetil-z,S-acetilamino-3~trané~cigémi-
co; deido dimetil-2,5-amino~-3~trans-cindmico; dimetii-z,Bn
~acetilamino-3-trans-cinamoilagida; dihidro=1,2-0xC-1l-dim¢
$i1~5,8~acetilamino-6~isoquinoleina; dihidro-l,2-oxo-1l~di~t

metil-5,8-amino-6~isoquinoleina; dimetil~5,8-/ (nivre-3'=

~dimetil~5,8~/" (amino~3*'~-piridil)~4'~anino_/-6~isoquinolel-
na; /(dihidro-1',2'~oxo-11-dimetil-5",8! ~isoquinolil) =67~
~1~triazol (4,5¢) piridina y sus formas tautdmeras cuando
existed deido (metil~2—nifro—3~fenil)~cloropropidnico, dedl~
do wetil-2-nitro-3-cindmico,

108,~ Procedimiento para obtener dipirido /[ 4,3/
/[ 3,4~f_J~-indoles,
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/ Tal y como se ha descrito en la Memoria que
antecede y para los fines qgue se han especificado.

! . .
g Esta Memoria consta de noventa y una hojas

escritas a miquina por una sola cara.

Magria, | FMAT1978

P.A,
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