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‘tina (paﬁente estadounidense n° 3.954.773); la 4-desacutoxi-

REF. : {4956 ZPATN

Se ha hallado g ue varios-alcaloides naturales gue

se obtienen de la Vinca rosea.(Catharanthus roseus don. -

Catharanthus 0 alcaloides de la Vinca) son activos en el

tratamiento de los tumores malignos experimentales en anima-
les. Entre &stos se encuentran la leurosina (patente estado-
unidense n°® 3,370.057), la viﬁcaleucoblastina (vinblastinal,
a la gue nos referiremos aquf.como VLB (patente evtadounxdcn

&
se n® 3.097.137), la leurofo”mlna (patente belga %11 “f)

la leur051d1na (v1nros:dina) y la leurocristina {a 1¢ que
nos referiremos’ en adelante cpmo vinecristina (ambao an La
patente estadounidense n° 3.295.220),'la desoxi~VLB "A" y

"B", Tetrahedron Letters, ]83;(1958); la 4-desacetoxivinblas

3'-hidroxivinblastina (patente estadounidehse n° 3.944.554;;
la leurocolombina (patente esiadounidense n® 3.890.328) vy
la vincadiolina (patente estaﬁounidehse n° 3.887.565):'Dos
de estos alcaloides, la VI3 iila vincristina, ﬁon vendidos
ahora como firmacos para el gfatamiento de los tumores O en-
fermedades mallgnos, espec1almente las leucemlas y enferme-
dades similares en el hombre. Los dos alcaloides comerciales
se administran habitualmente poxr via . intravenosa.

La modificacién quimica de los glcaloides de la Vinca
ha sido bastante limitada. Eﬁ primer lugar, las estructuras
moleculares implicadas son extraordinariamente complejas y
es diffcil poner a punto reacciones‘quimicas que modifiquen
un grupo funcional especifico de la molécula sin afectar a
los otros grupos. En segundo lugar, se han recuperado o Pro-'

«
v

ducido-a partir de fracciones o alcalcides de la Vinca roseg

)

alcaloides dimeros que carecen de prozlgdades qulmloter 28U

ticas interésantes y una determinacidn de sus estructuras




10

18

20

25

30

‘cién de estas estructuras parecerfan correspondientemente

.do los carboxamido- y carboxhidrazido-derivados C-3 de la

ha conducido a la conclusidn de que eétos compuestos estén

estrechamente relacionados con los alcaloides activos, difi-
riendo frecuentemente ;olo en la estereoquimica de un carbo-
no individual. Por lo tanto, la actividad antineoplésica pare
ce estar limitada a estructuras b8sicas muy especificas y las

oportunidades de obtener férmacos més activos por modifica-

escasas. Entre las modificaciones fitiles de los alcalo?des
fisiolégicamenﬁe activos se encuentran la prebaraciéﬂ;ée 6,7+
dihidro-vLB (patente estadounidense n° 3.352.868) y Jafsusti—
tucién del grupo acetilo en C-4 (carbono n® 4 del sisféma
cfclico de la VLB - véase la estructura numerada dada ﬁ&s
adellante) por un grupo alcanoflo superior o por.grupos}aci-
lo no relacionados (véase la patente estadounidense nfim.

3.392.173). Varios de estos derivados C-4 son capaces e pro-

longar la vida de los ratones inoculados con leucemia P1534.

i

i

Uno 'de los derivados C-4 en el gue un.gfupo cloroacetilo sus

tituye al grupo acetilo C-4 de la VLB es también un‘inierme—
diario Gtil para la preparacién de'compuesﬁos de VLB estruc-
turalmente modificados en los gue un grupo N,N-dialquiigli—-
cilo sustituye al grupo acetilo C-4 de la VLB (véase la pa-

tente estadounidense n° 3.387.001). También se han prepara-

VLB, Vincristiha, Vincadiolina y otros compuestos y se ha
hallado que son agentes antitumorales activos (véase la pa;
tente belga n° 813.168), Estos compuestos son extraofdinarii
rmente interesantes porque, por ejemplo, las 3~-carboxamidas
de la VLB son mis. activas contra el sarcoma osteogénico de
Ridgeway y el linfosarcoma de Gardner que la propia VLB,

gque es el alcaloide bé&sico del que derivan. De hecho, la

Y




10

15

20

25

%

pﬁenteados de Catharanthus.

preparacidn de nuevos vinca-dimeros puenteados [vinca-tetrd-

actividadrde algunos de estos amido~derivados es similar a
la de la Vincristina contra estos tumeres. En especial, la
carboxamida C-3 de la 4~desacetil-VLB (vindesina) esté sien-
do sometida actualmente a prugbas clinicas en el hombre, don-
de parece'presentar menos neurotoxicidad que la vincristina
y sexr eficaz contra leucemias:entre las que se encuentran
las leucemias resistentes a lé vincristina.

La batente belga n°® 813%168 describe y reivindidé.
bis—vinéa—dimeros puenteados éue pueden ser representados
por la férmula R-NH-CI,-(CH,) -S-§-CH,~ (CH,) -NH-R, Jdonde
R es un resto de un vinca—alc%loide dimero que contiene un
grupo éarbonilo C~3, con acti§idad oncolftica y n es 1-~5.
Se ha hallado que los compuestos de esta estructura sor el
producto principal de la reacéién de una vinca-carboxazida
c-3 (RuNB) y NH,~CH,~CH,~8H ﬁ}se cree que son prodvci dos
por la oxidacibn causada por-él aire del grupo carboxaﬁido—
etiimerdaptano C~3, como en ei sistema cistefna-~cistina.
Naturalmenta, esta oxidaci6n &e limita a l; formacibn de un
enlace disulfuro a partir de una ﬁercaptoaiduilamina ¥ no

es generalmente aplicable a la sfintesis de otros bis-dimeros

Esta invencién proporcicna un procedimiento para la

neros {(dimeros de indol»dihidroindoles)} de férmula general:
R-NH-CHZ(CH2)n—X7(CHz)n—CHZ—NH~R
donde los grupos R son restos iguales o diferentes de un

indol-dihidroindol-alcaloide de férmula general:
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donde .

RY es OH u 0-CO-CH,

R2 es CHB’ H o CHO;

tomados individualmente, uno de los grupos R3 o] R4

es H u OH y el otro es CZHS Y R5 es H; y cuando se toman
unidos, R4.y R5 forman un anillo o -epéxido y R> es CoHgi
X es S, 0, Se-Se, NH, N-{(CH,) -CH,~NH-R} o

(CH donde p y n son cada uno de ellos 0, 1, 2, 304y

Z)P'
mes 1o 2;y : o {
sales de adicién de &cidos farmacéuticamente acepta-

bles de los mismos;
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cuyo procedimiento se caracteriza por hacer reaccio-
nar una azida de f£Ormula RG-N3, donde R® es el resto de un .

indol+=dihidrcindol-alcaloide de f£&rmula:

AN z
::‘I\ u ﬁ"?;g‘I 1! ‘.
\13,/'5'16/ ?ﬂ/ﬁc-o'-CH il )
Wl “ |
. |
§ ° /AN
: 10 7& |
ORS
18 L13 7 .
TN N\ Y .
C
o
-
(r1) Q
donde
,Rz'es CH3 o} H;'

tomados individualmente, uno de los grupos R3 o R4

es OH o H y el otro es CZHS Yy R5 es H; y cuando se toman

unidos, R4 Yy R5 forman un anillo G-epbxido ¥ R3 es CZH57

con una diamina o una triaminag de f£6rmula o
NHZ-CH2~(Cﬂz)n—x-(CHz)n-CH2~NH2

donde X v n son los definidos anteriormente, en una propor-
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‘pre

- representa’ una amida de leurosina; y cuando ambos grupos R

cién de 2 moles de RG--N3 por mol de diamina cuando X es S,
Se-se, O, NH o (CHy), v 3 moles de“Rs—N3 por mol de triamina
cuando X.es N-(CHz?m~QH2~NH2; opcionalmente seguido de oxi=
dacidén .de un compuesto de f£6rmula I donde R2 es CH3 coﬁ

CrO4 en dcido acético y acetona, a ungs =-60°C y‘x es O, NH,
(CHZ)p ) N-{(Cﬂz)ﬁjCHz—NH~R}, donde p y m son los definidos
anteriormente cuando se desean los compuestos de fdrmp}aJI
donde R2 es CHO; opcionalmente seguido de reformllac16n:

cuando,R2 as H, cuando se deseun los compuestos de fénmula I

donde R2 es CHO; y opcionalmente seguido de acetllacmég

S

cuando Rl es OH,.cuando se desean los compuestos de f@;ﬁula
I dynde R} es 0~CO-CH,.

El producto .

R-NH-CH,~ (CH,) _ ~x~(ca2) ~CH,-NH~K
dondge R es el de fé:mula I anteriox, donde R1 es aceé@?i,
R® ds metilo, R° es hidroxilo, R4'es‘etilq y R’ es ﬁ;;?e—

jenta una amida de VLB; cuando Rl es acetoxi’ R2 es, for-
milo, R3 es hidroxilo, R4 es etilo vy R? es H; rep%esenta
una amida de vincristina; cuando Rl es acetoxi, R2 es meti-
lo, R3 es etilo, R4 es hidroxilo y Rshes H; representa una
amida de leurosidina; cuando R1 es acetoxi, R2 es metilo,

R3~y R5 son Hy R4 es etilo, representa una amida de desoxi-

VLB "A"; cuando Rl, R2 y R5 son los mismos que en la desoxi-
VLB "A" pero R3 es etilo y R4 es hidr6geno, representa una
amida de desoxi-VLB "B"; cuando Rl es acetoxi, R2 es netilo,

R> es etilo y R y R® unidos forman un anillo a-epbxido,

son idénticos, representa una bis-amida. {

Los compuestos de f6rmula I donde, en el resto del
. 2
indol~dihidroindol-alcaloide {(R), R es H, son intermedia-
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rios que son formilados para dar un agente oncolitico donde

RZ es CHO.

-Los dcidos no tdxicos Gtiles para formar sales de adi-

cién de &cidos farmacéuticamente aceptables de los compues-

tos de £6rmula I son las salea;derivadas de &cidos inorgé-
nicos coﬁo clorhidrico, nitridé, fosfbrico, sulfirico, brom-
hidrico, yodhfdrico, nitroso ¥ fosforoso as{ como las-zales
de &cidos orgénicos no tbxicos: entre los que se encuénﬁran
dcidos alifiticos monocarboxf{F¥icos y dicarboxflicos, 3?idbs
fenil-alcanoicos, 4dcidos hidrdki?alcanoicos e hidroxi%alcano—
dioicos} &cidos arométicos y QCidos sulfénicos alifdticos y
aroh&tiéos; Por lo tanto,'estés sales farmabéuticamentelacep—
tables incluyen, por ejemplo, :los sulfatos, pirosulfatOS,
bisulfatos, sulfitos, bisulfiﬁbs, nitratos, fosfatos, mono-

hidr6geno~fosfatos, dihidrégeéb—fosfatos, metafosf&tos, pi-

rofosfatos, cloruros, bromurosg, yoduros, acetatos, propiona-

tos, decanoatos, caprilatos, acilatos, formiatos, isobqtira*
tos, capratos, heptanoatos, pﬁopionatos, oxalatos, malénatos,
succinatos, subératos, sebacaﬁos, fumaratos, maleatos, ben-
zoatos, clorobenzoatos, metilﬁgnzoatos, dinitrobenzoatos,
hidroxibenzoatos, metoxibenzoatos, ftalatos, tereftalatos,
béhqenosulfonatés, toluensulfonatos, c¢lorobencenosulfonatos,
xilensulfonatos, fenilacetatos, fenilpropionatos, fenilbuti-
ratos, citratos, lactatos, 2~hidroxibutiratos,:glicolatos,
malatos, tartratos, metanosulfonatos, propanosulfonatos,
naftalen-l-sulfonatos y naftalen-2-sulfonatos.

Son compuestos ilustfaﬁiﬁos compfendidos,por la £or-
mula I los siguientés:r 7 ' | {
disulfato de sulfuro de bis{8-(VLB-C-3 carboxamido)etilo}

bis fy - (4~desacetil-4'~desoxi~VLB~C~3 carboxamido)propil}éter
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1,5-bis (4-desacetil-leurosidin~C-3 carboxamido)pentano

1,2-bis(laurosin-C~3 carboxamidc)etano

diselenurc de bis{yw(4'—desoxileurpsidinnc—3 carboxamido) -
propilo }

disulféto de sulfuro de bis{ﬁ—(4'—desoxivincriéiinr*C—B-car*
boxamido)etilo } |

disulfato de bis{B—(4—desaceti1—4'-desoxi-l—desmetil—l—fqr—
mil-leurosidin-C-3 carboxamido)etilléter .;:'i

tri{B = (VLB-C-3 carboxamido)etillamina J

N~ (4-desacetil-VLB-3-carbonil) -N2- (VIB-3-carbonil) octameti-

lendiamina

~

" 1,8-bis(4'~desoxi-VLB~-C~3 carboxamido)octano

1,1@~5is(4-desacetilvincristinwc-3 carboxamido)undecanb
1,14—Eis(4—desacetil41eurosin-C—3 carboxamido)tetradedano
sulfu?o de Nl—(4'~desoxileurosidin—3-ca;bonil)-N2-(4'—deso~

xifVLB—B-carbonil)-bis(B—aminoetilo)

Nl—(4}desacetilvincristin—3-carbonil)—NZ;(4—desacetil—VLB—3—

carbonil)-bis (B-aminoetil)éter
diselenuro de Nl-(4-desacetil-VLB-3-carbonil)-N°-(4-desace-
til-leurosidin-B—carbonili—Eis(4faminobutilo).

La primera etapa en la prepara;ién de }os compuestos
dé-ﬁérmula 11 se realiza mezclando la azida, RG-N3, en un
disélvente inerte adecuado, hébitualmente dicloruro de me-
tileno, cbn la diamina o triamina de f6rmula

NH2—CH2—(CHz)an-(CHZ)nngZ-NHZ‘
donde Q tiene el,sighificado dade anteriormente, en ﬁﬁa
proporcién de 2 moles de azida por mol de diamina o 3 moles-

de azida por mol de triamina. La diamina o la triamina tam~

‘bién se disuelven en un disolvente inerte, habitualnente

dicloruro de metileno, antes de su adicién. Como se ha sefia-




10

15

20

25

30

lado anteriormente, como la azida normalmente no es purifi-

siguiente procedimiento de sintesis en el que el précégo

‘he

C~3"de la 4-desacetil~VLB ya que la reaccidn de la higdrazi-

un grupo hidrazido sino que también, en las condiciones bé-

formar un grupo hidroxilo. Otros grupos &ster de la molécu-~

‘derivados de la desoxi-VIB "A" vy -"B", de la leurogidina Yy

- o

cada sino que se utiliza tal como se aisla de la mezcla de
reaccidn, es conVepiente emplear para la reaccifn con la

diamina o triamina el disolvente en el que ha sido aislada.
La bis o tri-vinca-amida asf producida se aisla por tégnicas
habituales.

Los compuestos de f6rmula I se preparan mediante el

anterior es la etapa final. Utilizando VLB como ejemplp del
proceso de sintesis, se hace reaccionar VLB con hidrazinra

<N

anhidra en un disolvente inerte frente a ambos reactiypé,
tal como un alcanol inferior, en una vasija de reacciéh
Jméticamente cerrada. La mezcla de reaccitn sé calienta
habitualmente entre 40 y 160°C, durante periodos de 12 a
48 horas, durante las cuales la reaccién es précticamente

completa. El producto de la reaccién es la carboxhidrazida

na no solamente sirve para convertir el grupo éster C-3 en
sicas de reaccifn, sirve para hidrolizar el acetilo C-4 y

ia;no son afectadoé por las condiciones de reaccién anterio-
res, a exéepcién de que normélmente se pfoduce'una cierta
cantidad del 18'-descarﬁometoxi—derivado. Sinfembargo, el
producto principal de la reaccidn es la carboxhidrazida C-3

de la 4-desacetil-VLB. Los 4-desacetil-carboxhidrazido C-3

de la leurosina se obtienen de forma similax. Las carboxhi-
drazidas asf producidas se convierten a continuacién en las

correspondientes azidas por tratamiento con nitrito sédico
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ciones habituales de reaccién azida~amina de la patente

los’%roductos de esta invencién de férmula RrNH-CHé

. mina u otros alcaloides represehtados por RG—OCHS, donde

R® es CHO, da lugar no solamenté a la hidrblisis del aceto-

11

en un &4cido. EL producio de esta reaccibén se utiliza nor-
malmente tal como se ha aislado de la mezcla de reaccidn, va
que ée ha encontrado que no es necesario purificar 1a’azida
por d¢btener rendimientos adecuados de la bis-amida deseada.
Por reaccién de dos moles de las 4-desacetll-carboxar
zidaé C-3 de VLB, leurosidina, desoxi-~VLB "A" y “B“, leuro~
sina$y otros alcaldides de estructura RG-OCH3, donde R6 es -
el répresentado por ia f6rmula II (con la exceﬁcién ééléue
R b CH, o H solamente), con la diamina NHZ—CHZ-(Cﬁi)gFQ—
(Cstn—CHZ—NHZ, donde Q es el definido anteriormenté{éJex—
cepé&én del agrupamiento N—(CHé)m—CszNHZ, bajo laé’é&ﬁdin
P L
belga n°® 813,168 para la preparacibén de las monoamidas de
los Tismos vinca—aléaloides, se obtienen los produééoﬁ de~
seados RG-NH—CH2~(CHZ)n-Q—(CHZ)n—CHz-NH—RG, que inélﬁ&en
- cH,) -
X—LdHi(Cﬂz)A;NH—R, siendo R el definidoxﬁor‘la"férmula I

donde RY 2

es OH, R” es ng y X es el definido anteriormente
excepto el agrupamiento Nn{(CHz)m;CHz—NH—R}; y los produc=~
tos donde R® es H siendo los mismos todoé los dem&s'gruéoS,
gue deben ser formilados (R? es CHO) para obtener el agente
éﬁcolitico de esta invencién.
Cuando sé emplea una tetramina como reactivo
,:NH2~C§r(CHZ)n;Q-}CHé)n*CHz-NHZ'donde Q es N-{(CHZ)mf

CH2-NH2}, se utilizan 3 moles de azida por mol de tetrami-.

na y el producte final es una tri-amida de estructura
6

6 :
{R —NH—CHZ-(CHz)n}2~N~(CHz)m-CHZ-NH-R

La reaccién con hidrazina de vincristina,! leurofor-

.
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“bis-amidas que contienen unﬂgrupo oxidable (por ejemplo

-8, “8-3~, -8e~Se-) no son substratos adecuados para este

to de sintesis se preparan de acuerdo con los s;gulen;es prot

xi>C—4 para formar un grupo hidroxilo C-4 sino también a la
desformilacibn en N-1. EL producto de esta reaccidn, carboshi
drazida C—B de la l—desformil—4—desacetil—vincristina por
ejemplo, puede ser transformaéo en la azida y después pueden|
hacerse reaccionar 2 o 3 moleé de azida con 1 mol de Nﬁz—CHzf
(Cﬂz)n”é"(CHz)n'Cﬁz”Nﬁz' donde Q y n tienen los significados
dados anteriormente, para formar un compuesto de f6rmula,
R6~NH~C§2-kCH2)n—Q—(CH2) —CH2~NH-R6, donde R6 tiene'gilsig—
nificado antes indicado a excepéién de que R? es solarente
H. Este éompuesto debe. ser deppués reformilado pox lés?pro—

-

cedimientos habituales para obtener el compuesto de esta
invencidn, R6»NH~CH2—LCH ) —Q—(CHz) —CH2—NH-R6, don@g.R? es
CHO. ¢

Alternativamente, los compuestos de esta invenéién

6

donde R2 {en R’) es CHO pueden ser preparados por oxidécién

a tcmperatura baja (~60°C) del compuesto correspondlente

donde R2 es CH, con CrO3 en écldo acétlco y acetona, Las

wrocedimiento y deben prepararse por el método del éérrafo
anterlor. .

Los compuestos de férmula I donde R representa dos
radicales dlferentes se preparan como sigue; se hace reac-
cionar un mql de la aZLda R ~N; con un mol de 1avdiamina
NH2;CH2—(CH2)H-Q-(CH2) CH2NH2 para formar unarsemi-amida,
2)n 2) n~CHy~NH,.

Los materiales-de partida ﬁtlles en este procedimien-|

6-‘\IH-CH -(CH.,) -0~ (CH

cedimientos.
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Preparacibn de los materiales de partida

Carboxhidrazida C- de 4-desacetil-VLB

En una vasija de reaccién.herméticamente'cerrada,
se calienta a unos 60°C, durante 18 horas aproximadamente,
la VLB en etanol anhidro con un exceso de hidrazina anhidra.
Se ehfria la vasijd de reaccidn, se abre, se saca su conte-
nidojy los constituyentes voldtiles se evaporan a vacio.

El résiduo resultante, que contiene la carbdxhidrazi&EJC-B
de 4fdesacetil—VLB, se recoge en dicloruro de metileﬁé;“la
solucxén en dicloruro de metileno se lava con agua,'se sepa~
ra y: ‘se seca y se elimina el dlClOIUlO de metileno pcr .eva-
pora¢16n a vacfo. El residuo resultante se disuelve en una
mezcla disolvente de cloroformo/benceno 1l:1 y se cromatogra
fia sobre gel de sflice. Para desarrollar el cromathrama
se emplea come eluyente una mezcla de benceno/cloroformo/tr{
etllamlna. Las fracciones cromatogrédficas 1n1c1alev contle—
nen los materiales de partida que no han reaccionado méds

la 4-desacetil~VLB producida. como subproducto de reaccién.
Se halla que otras fracciones contienen la carboxhidrazida
C-3 de 4—desacétil—18'—descarbometoxi—VLB anteriormente

descrita por Neuss y colaboradores, Tetrahedron Letters,

1968, 783. Por cromatografia en capa fina se halla que las

fréccidnes sucesivas contienen la carboxhidrazida C-3 de

la 4-desacetil-VLB y estas fracciones se combinan y se eva-

poranulos disolventes a vacfo. El sélido resultante funde

a unos 219-220°9'con descomposicidn. o
Siguiendo el procedimiento anterior, la 4~desacetil-

VLﬁ también puede hacerse reaccionar con hidrazina par&

formar carboxhidrazida C-3 de 4-desacetil-VLB y la leuro-

cristina o la 4-desacetil-leurocristina (gque se obtienen
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~por el mdtodo de la patente estadounidense 3.392,173 de

ma. andloga.

Hargrove) pueden hacerse reaccionar con hidrazina anhidra on
etanol anhidro para formar la ‘carboxhidrazida C-3 de 4-desacqg
til~l~desformil-leurocristina ‘que se aisla en forma de polvo
amorfo, Las 4-desacetil-C-3 c&rboxﬂidrdzidas-de lés deéoxi«

VLB, de la leurosidina y de la leurosina se preparan de fox-

Carboxazida C-3 de 4-desacetil-VLB

Se prepara una solucibi de 678 mg de carboxhidrazida
C-3 de 4~desacetil~VLB en 15 @l de metanol anhidro. Se:aﬁa—
den alrededor de 50 ml de 4cido clorhifdrico acuoso 1N-y la
solﬁcién resultante se enfriaﬁa unos 0°C. ﬁespués sevggrggdn
alrededor de 140 mg de nitrito sédico y la mezcla de reac~
cibn resultante se agita durante 10 minutos mientras:se man-
tiene la temperatura alrededoj de 0°C, Por adicitn de nitrxi-
to sédico la solucibn adquiers un color marr6n rojizo gscurod
A continuacién la mezcla de rgaccifn se basifica_por adicidn
de un exceso de una solucidn écuosa frfa de bicarbonato s6-
dico al 5 %. La solucién acuo3a se extrae.tres Véces con
dicloruro deAmetileno( La carboxazida”C~3 de 4~desgcetil-VLB
formada en la reaccibn anterior pasa al dicloxuro de metile~
né-cuya capa se separa. La solucitn en dicloruro de metileno
de la carboxazida C-3 de,i;desacetil-vinblastina asi‘obteni—
da se utiliza habitualmehte sin purificarla mis.

Las 4-desacetil-carboxamidas C-3 de l-desformilvin-
cristina, leurosidina, 4'~desoxi-VLB "a" y "B" y leufosina
se preparan de forma'anéloga._

 Esta invencifn es ilustrada ademis mediante los si-
guientes ecjemplos especfficos. '
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EBJEMPLO l’

Se hace reaccionar la carboxaziéa C-3 de 4-desacetil~
VLB con hexametilendiamina en una relacifn molar de 2:1 pa-
ra dax l,6~bis(4—desacetil~VﬁB—Cm3 carboxamido)hexano que
presenta las siguientes caracterfsticas fisicas:

Espectro de masas, m/¢: 768 (escisidén del enlace
o , B de hexametileno para dar;esencialmente una especie N-me-
tilvindesina). ' 3

Espectro infrarrojo, & (CHCl3): 1730 y 1660 Cm?IL

Valoracién (DMF al 66.%), PK'a:'5,27, 7,27.

>
[ 3% B
N

"1

1,

Peso molecular osmétibo en 1,2-dicloroetanc
(célculado: 1588). R

N 3¢ 173,4 ppwm (ihdica una amida secundaria);
todos los demds picos son si@ilares a los encontradoéfen

la vindesina, con picos adicionales a ?6,6, 29,3 y 39.0 ppm

(puente de hexametileno). - .

PARTE: A
Sigqiendb el procedimiento anterior, se hace reac-
cionar la carboxazida C-3 de: 4-desacetil-VLB con sulfuro
de bis(2~aminoetilo) en una relacién molar de 2:1, para ob-
tener éulfuro de bis{8~(4—desacetil—§LB~C~3 carboxamido)eti
iq} gue presenta las siguientes caracterfsticas fisicas:

i Peso molecular osmbtico = 1646 (calcﬁlado; 1592),
Espectro infrarrojo, v (CHCly): 1730 y 1660 et
Bspectro de masas, ﬁ/e: 827 (eépecie-S-metilo).
An&lisis elemental: azufre calculado 2,00; eﬁcoptré-

do 1,75.

N 3¢

igual que para la vindesina a excepcibn de
picos a 173,7 ppm (amida secundaria) y picos extra a 38,6

y 32,9 ppm,
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nar la carboxazida C-3 de 4-dgsacetileﬁB con diselenuro de

acetil-vLB~C~3 carboxamido)etil} éter con las siglientes ca-

16

PARTE B

Siguiendo el procedimiento anterior, ‘se hace reaccio-

nar carboxazida C-3 de 4-desacetil-VLB en una relacién mo-

lar &e 2:1 con butilendiamina para formar 1,4-bis(4-desace-

£il-VLB-C~3 carboxamido)butano con las siguientes caracte-
risticas fisicas: v

é 'Espectro de masas, m/e; 808 (butilamida), 767 (metil-

amid;).

Valoraci®n (DMF al 66 %): pK‘a 6,6, 7,5. .
Espectro infrarrojo, v (CHC1,): 1730, 1665 cmf;:;-

<. ‘Peso molecular osmbtico = 1195 (calculado: 1582).

PARTE C
i

l siguiendo el procedimiento anterior, se hace- reaccio-
bis (f~aminoetilo) en una relacién molar de 2:1 para formar
diselenuro de bis {8- (4-desacetil-VIB-C-3 carboxamido)jetilo},

’
.

con ‘las siguientes caracterfsticas fisicas:

" rav Y3c: igual que el de la vindesina pero con un
pico de amida secundaria a 173,6 y picds extra a 39,6 y po-
sibleirente 38,2 ppm.

Valoracién (DMF §6 %) pK'~a 5,10, 7,22,
Espectro infrarrojo,V (CHCl,): 1735 y 1670 em™t,
Espectro de masas: picos a 873-875 y 815~817, (is&-
topos'de‘788e v 80Se). ;
o PARTE D -
Siguiendo el procedimiento anterior} se hace feaccio-
nar éarboxazida C~-3 de 4-desacetil-VIB con bis(8~amipoetil)

éter en una relacién molar de 2:1 para formar bis{8-(4-des-

racterfsticas fisicas:
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Espectro infrarrojo, V(CHQ13); 1730 y 1665 cm-l.

Valoracién (DMF al 66 %): PK', 5,13, 7,21.
Espectro de masas, m/e: 796. '

PARTE E

oo

Siguiendo el prbcedimiento anterior, se hace reaccio-
nar ‘la carboxazida C~3 de 4-desacetil~VLB con bis(Y-aminoprq-
pil)amina en una rélacién molar de 2:1 para formar bislY - (44
desdcetl1~-VLB~C~3 carboxamido)propil]amina con las siguien-
tes caracterfsticas fisicas: ' : ' o

*  Peso molecular osmbético = 1999 (calculado: 1603}.

A

Valoracién (DMF al 66 8): pK'_ 4,98, 7,17, 10,18.

Espectro infrarrojo,\’}CHCl3): 1730 y 1660 cmfl,

1 “ RMN l3C:. igual al de la vindesina con una resonancia

de 3mida a 174,2 y resonancias extra a 39,3 y 37,0 ébm.
PARTE F . ‘ ,l

Siguiendo el procedimiento anterior, se hacé réaccio"

nar'la carboxazida C-3 de 4~desacetil-VLB con tri(P-amino-

etil)amina en una relacién molar de 3:1 para dar trilB-(4-

desécetil~VLB;C~3 carboxamido)etillamina con las siguientes

caracterfsticas fisicas: |

Peso molecular osmbético = 2262 (calculado: 2354),
Espectro infrarrojo, VﬁCHCl3): 1730 y 1660 cmﬂl.
Valoracién (DMF al 66 %): pK'a 5,2y 7,25,

Otros tetrémeros de vincaen el que:.dos -indol-dihidro-
indol-~alcaloides dfmeros estén unidos a través de un_grupo.
carboxilo C-3 pafa formar una bis;amida, estando eniazados
los dos grupos amido por cadenas alquilicas éue pueden estar
interrumpidas por azufre, selehio,-oxigeno o nitrbgeno, se
preparan de forma similar a la del procedimiento' énterior.

-
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 EJEMPLO 2

Preparacibn de 1,4—bis(4—desacetil~vincristin—C~3 carboxa-

_ mido) butano
se disuelve 1 g de 1,4~bis(4~desacetil-VLB~C-3- car~
boxamido)butano en 10 ml de dicloruro de metilenc y 120 ml
de acetona. La solucifn se enfria a -61°C, se afiaden 4 ml
de &cido acético y después se'aﬁade_gota aiéota una s@lu-
ci6n de 2 g de Oxido crémico, 2 ml de agua y 10 ml'Qefégiﬂ
do acético. La mgzcl& de reac?ién se agita a unos -60%4C

durante hora y media y después se apaga por adicidn deé hi-

. dr6xido amfnico acuoso 14N. La mezcla resultante se extrae

co* dicloruro de metileno, el extracto en dicloruro dé me-

tileno se separa y se seca y los disolventes se eyapozan a

vacgfo. El residuo resultante, que contiene 1,4-bis(4-desace

© til~vinecristin-C~3 carboxamido)butano,se purifica 0OX':Cro-

matograffa sobre silice empieando como eluyente una mezcla

disolvente de dicloruro de metileno/acetato de'etiio/ﬁetanol
1:1:1. Las fracciones que contienen 1,4~bis (4~desacetilyin-
crigﬁin—c~3 carboxamido)butano asf preparado presentan las
siguientes caracterfsticas ffsicas: ) _
Espectro de masas, m/e: 781 y.722, 371 y 355, 167,
154. ,
Espectro infrarrojo,v‘(clﬁroformo): 1740 y 1685 m{a.'

Otros compuestos de fOrmula I donde,R? es formilo

pueden ser preparados a partir del correspondiente compues-

to donde R2 es metilo, mediante oxidacifn con &cido crémico

-a baja temperatura. Alternativa@ente, puede seguirse el pro-

cedimiento de la reaccidn 1, a excepcibn de que ke emplea
como material de partida la carboxazida C-3 de 1-desformil~

4-desacetil-vincristina en lugar del correspondiente com-
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puesto VIB y es necesaria una etapa de reformilacion.
Los compuestos de férmula I anterior donde R1 es

0--COj~CH3 se preparan por acetilacién del correSpondiénte de-

1

rivado donde R~ es OH, por el procedimiento de Hargrove,

Lloydia, 27, 340 (1964) o mediante acetilacién cuidadosa con

2 moles de anhfdrido acético por mol de tetrémero, seguido

de cromatpgrafia péra separar cualquier acetilacifn del gru

po hidroxilo C-3. : .

2

PR

EJEMPLO 3 s e

Preparacifn de sales

¥ " Los sulfatos de las amidas anteriores se preparan Aai-
SOlVlendO la amida determinada en etanol absoluto’ y ajustan—
do él pH de la solucibn resultante a 3,0-3,5 aprox;madamen-
te,Acon fcido sulffrico etanblico al 2 %. Otras salest como
las 'sales con ionés inorgénicos como cloruro, bxomuf;, fos-
fatd, nitraté y similares asf como las sales con iones orga
nicos comeo benzoato, metanosulfonato, maleato, tartrato y
similaras, se preparan de forma anéloga.

Los coﬁpuestos de f6rmula I y los que pueden prepa-
rarée por el procedimiento aquf desc?ito son éctivos in vive
contra los tumores transplantados a faﬁones. Para poner de
ﬁapifiestd esta actividad de los férmaéos de f6rmula I, se
utilizd un protocolo gue implicaba la administracidn del .
f4rmaco, habitualmente bor via intraperitoneal, a unas do-
sis seleccionadas, todos los d4fas durante 9 a 10 dfas, ©
cada cuatro dfas después de la inoculacién del tuméf.

La siguiente Tabla I contiene los resultados de los
experimentos en los que unos ratones con linfosarcoma de.
Gardner (LSG), tumor de mama C3H, melanoma Bl6,‘iéucemia

P1534 (J), leucemia P388 o adenocarcinoma 755 transplanta-
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dos, se trataron con un compuesto:de f6rmula I. Bn la tabla,
la columna 1L contiené'el nombre del compuesto; la columna
2, el sistema de tumor gﬁélea@o; la columna 3, el prqérama
de dosificacién lea columna 4, el porcentaje de inhibicifn
del crecimiento del tumor o la duracibn de vida aumentada.
Cuando se utilizan los nuevos compuestos de férmula
I como agentes antitumorales en mamiferos, se empi;é‘éonve—
nientemente la vfa parenteral de administracién. Déﬁtio de
la administracidn parenteral, se prefierevla via iﬁé;gveno“
sa éunque con mamiferos mds pequefios, como los ratdﬁég; pue-

de utilizarse la via intraperitoneal. Para la administracidn

in%ravenosa, se emplean soluciones isot6nicas que'cohgienen

Los compuestos se administran en una proporcién de 0,01 a

1 mg/kg y preferiblemente de 0,1 a 1 mg/kg de pesé’cOppo—

i del mamffero, una o dos veces a la semana o cada dos

=t

ra

senmanas, segﬁn'la actividad y la toxicidad del farmaco. Otrg
método posible para determinar la dosis terapéutica sé basa
en la superficie corporal, con una dosis del orden de;o,l_
a'loﬁg/mz de superficie cprporal del mamffero cada 7 o 17

dias.
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TABLA I
Porcentaje de in-
_ hibicién o prolon:
mg/kg x n® gacion del tiempo.
Nombre del compuesto Tunor - de dias de suervivencia
disulfato de 1,6-bis(4-desace- P388 1,2 x 3 74
+11-VIB~C~3 carboxamido)he~
Xano ' 0,9 x3 27
disulfato de sulfuro de bis  P388 1,2 x 3 33.
{B = (4~desacetil-VIB-C-3 car .
boxamido)etilo } 0,9 x3 49
1
“ 0,6 x 3 24,
disulfato de diselenuro de 755 1,8 x 3 H
bis{B- (4-Gesacetil-VIB- o
C-3 carboxamido)etilo} 1,2 %3 31-42
A 0,9%3 21-€2
CC 0,6 %3 26132
b . P1534(3)  1,8x 3 36 -
’ 1,2 x 3 2L
: C 2,5 x 3 t6xi.co
‘, 2,0 x 3 72
' 1,5%3 56
186 . 2,5x%3 72
2,0 x 3 57
1,5x%x 3 29
disulfato de 1,4-bis (4~ 156G 0,4 x9 40
"desacetil~VLB-C-3 car ’
boxamido)butano
disulfato de bis{B~-(4~ P388 1,8 x 3 téxico
* desacetil-VIB~C~3 car- ' ‘
boxanmido) etil ¥texr 1,2 %3 85
0,9x3 77 .
' ‘0,6 x 3 53 °
186G 0,4 %9 62
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Cuando .se utiliza un compuesto de férmula I clinice-
mente, el médico clinico debe administrar inicialmentg el
compuesté por la ﬁismé-via yren el mismo vehfcule y proba-
blemente contra los mismos tipos de fumores que loé iﬁdicg
dos para la vincristina o la QLB. Los niveles de QQsiﬁicaj
cibn empleados aeben reflejar la @iferencia en los?ﬁi§e~

les de dosificacidn hallados en el tratamiento de 1os &u-

~

mores experimentales en .ratones, siendo en general loi
niveles de dosificacién de los compuestos de fOrmula I

comparables a los utilizados con la vincristina y la VB

‘en {log tumores gensibles a uno de estos dos f&rmaéoqu a

amgos. En las pruebas clinicas, como ocurre con otvos..
|

ag%ntes antitumorales, debe prestarse atencifén especial
al.efecto de los compuestos oncolfticos de férmula I 4
sobre-los diez tumores "saﬁal".indicados en 1a,p5gina{
266 de la obra "The Desing of Clin;cal Trials in Cancer

Therapy", editada por Staquet (Futura Publishing Company ,

1973).

En resumen, la Patente de Invencidn que se solicita

deberd recaer sobre las siguientes:
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento para la preparacifén de un vinca-
derivado dfmero puenteado de férmula general:
: R—NH—CH?—(CHZ)n-X—(CHZ)n—CHZ-NH~R .
donde los grupos R son radicales iguales o diferentes de

un indol-dihidroindol-alcaloide de f6rmula general: )

s' - 4
’ '- - 8’ e RG i
? 11! """"""‘11‘{ 4'f'-nR4 -
o 10°8g’ 197 e oR)®
UK P-i¢ /\._3-‘,' /r ~
QwE
13 LN R
! \\. 15'16// c )
‘ H Pog
}
l r
| .
. | e /;\
: 1 110 i . 7ﬁ
: ! 11 .
+{i12\1 \'3/ \2./9 \ CH;
13 - *
CH O—e)® L I _
RNV ANVAX Y 2
PR -
; R P
; C—
! H
| (1) 0
donde
R1 es OH u O—CO—CH3;
R% es CHy, H 0 CHO; R i

tomados individualmente, uno de los radicales r? o

R4 es H u OH y el otro es C2H5 Yy R5 es H y cuando R4 y R5
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se toman unidos, forman un anillo a—epox1do N4 R es C2 57
Xess, o Se-Se, NH, N—[ﬁcgz)mucnz—NH-R} o (CHy) ,
donde py nson0, 1, 2, 2 0 4 cada uno ymes 102y
| sales de adiéiéﬁ de &cidos farmacduticamente aceptables
de los mismog;
cuyo procedimiento ge caracteriza pof hacer reaccionar

una azida de férmula R6;N3, donde R® es el resto dé un indold

"
~

dihidroindol-alcaloide de férmula:

! 7’ &'/ 3 ' o
' I—__—tT//;:> f%?...g* ' | : !'?
RN |
n 718" I 1
NN

H

12'T/%.\\:

O =
\

- &G
5
X

Cloesseocs
I

(I1)

o

-

R2 es CH3 o H; ._ .o ) . *

tomados individualmente, uno de los radicales R° o RS
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- £f6rmuly I donde R

férmula I donde R

. hexano que se caracteriza por hacer ‘reaccionar carboxazida C-3

es OH o H y el otro es Cyllg y R5 es H y cuando R4 y R5 se

toman unidos, forman un anillo a~epbxido y R3 es CZHS; con

una diamina o triamina de f6rmula:

'

NHZ-CHZ- (CH2 ) n—Xj-: (CHZ? n—CH.Z"]'\ZHZ'

donde X y n son los definidos anteriormente, en una p:opdx-

cidén de 2 woles de RG-N3 por mol de diamina cuando X es. 8,

P

Se-Se, 0, NH o (CHZ)P y 3 moles de R6-N3 por mol de triamina

cuando X es N-(CH,) -CH,-NH,; seguido opcionalmente des oxi-

dacibn de un compuesto de f£drmula I donde R2 eS‘CH3 cdﬁ ;
Cr0, en &cido acético y acetona alrededor de -60°C y X es
0, NH, (CH2)p o) N—{}CHz)m~CH2—NH—R] , donde pym son,;géi

definiflos anteriormente cuando se desean los compuestos de

2 es CHO; opcionalmente seguido de refo?—

milacién cuando R2 es H, cuando se desean -los compuestoslﬂe

férmula I donde R2

1

es CHO y opcipnalmenfe seguido de acetily

cién ctiando R™ es OH, cuando se desean los'compuesfos de

! es o-co-ciy.

2. .Un procedimiento segfn la ﬁeivindicacién 1 para
la preparacién de diselenuro de bis{B-(4-desacetil~VLB-C-3
carboxamidp)etilq } que se caracteriza por hacer reaccionar
carbéxazida.é¢3 de'4;desaxﬂiiﬁnB con diselenuro de bis(B-ami-
noetileo) en una relacibn molar de 2:1.

3. Un procedimiento éegﬁn la Reivindicacibn 1 para
la preparacién de bis{3;(4~desacetil~VLB;C~3 carboxamido) -
etilléter qué‘se caracteriza por haéer reaccionar carboxazida
G-3 de 4—desacétilsVLB“7‘con bis (B-aminoetil)éter en una
relaci6n molar de 2:1,‘ | {

4. Un procédimiento'segﬁn la Reivindicacién 1 para

la preparacidn de l,6—bié(4—desacetil—VLB—C—3 carboxamido)

e R

- ey e

1 wommmar o e AeA - e v
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de 4-desacetil-VIB: con hexametilendiamina en una relacidn
molar de 2:1. | - '

5. Un procedimienté segdn la Reivindicacién 1 para
la preparacién de 1,4~bis(4«§esacetil~VLB~C-3 carboxamido) -
butano que se caracteriza por hacer reaccionar carboxazida €-3
de 4-desacetil-VLB- con buti;endiamina en wna relacién mo-
lar de 2:1. . .

6. Un procedimiento sggﬁn la Reivindicacibn a-para la
prepérécién de sulfuro, de big{s-(4-desacetil~VLB~C%gicarbo—
xamido)etilo } que se,caractériza porrhacer reaccicnar carbo-
xﬁzida(}3'"de.éédesacetil—VLﬁ;‘con sulfuro de bis(2-amino-

etilo) en una relacibén molar de 2:1.

7. Se reivindica por Gltimo como objeto sobre el: -
que he de recacr la patente Xe invencidn que se solicita:
N PROCZDINIERTO PARA LA'PRE?ARACION 3E UN VINCADERIVADO

DIMERO TUENTEADO.

presente memoria descriptiva que consta de veinpis

ginas mecanografiadas.

{
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