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La presente invencién proporciona ademds - el procedi-
" miento sigulente  para la produccidén del compuesto de férmula I,
caraoterizado:;porque se metila 4'-demetil-epipodofilotoxina-g-D~
© _bencilideno-glucdsido de formula IT
. . ‘\

con dlazometano.
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Un método parq‘efectuar el procedimien 5

congiste en que se disuelve 4'-demetil-epipodofilotoxina-
" p~D-benoilideno-glucosa en un disolvente inerte, por ejemplo dioxano,

al cual se afiade algo de metanol, y se afiade una solucidén de diazometano

5 . en dter a 0° a 30°C, preferentemente a la temperatura ambiente, y se

- deJa reaceoionar la solucidn en ausencia de luz. Se controla la metila~-
¢idén mediante oromatografia de capa delgada. Para seguir la elaboracion
e separa el disolVenté en un vacio y se purifica el material resultante

‘mediante cromatografia.

K 10 - ’ . El 4'-demetil-epipodofilotoxina~B-D-beneilideno-glucdsido -

(férmula IT) usado como material inicial es nuevo. Puede obtenerse

como sigue:

?fi- ?-f%:f? - Se hage reaccionar 4'-demetil-epipodofilotoxina de férmula III

LT P R - | veeneceeens P R T L T

~ oon dater bencf{lico del 4cido cloroférmico para dar 4'-oarbobenzoxi-

7.', 15 4{-demetil-epipodofilotoxina de férmula IV
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(véase el Ejemplo 1), se hace reaccionar ésta oon 2,3,4,6-tetra-0-

Yoo

.:f:f~Q"CHQCSF

5

'1,acet111B-D-gluoosa en presencia de eterato etilico. de trifluorurc de
. bore, se separa el radloal ocarbobenzoxi del tetra-O-acetil-4'-carbo=

* benzoxi<h'-demetil~epipodofilotoxina-f-D~gluobsido resultante de
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i7" (véase el Ejemplo 2), "se desacetila el tetra-O-acetil-i'-demetil-epi-

- podofilotoxina-B-D-glucdsido resultante de férmula VI' -

mediante metandlisis en presencia de acetato de zino. (véase el
o

f.E'Jemplo 3) ¥y se hace reaccionar el 4'-demet11-6pipodoﬁlotoxma-

-5 . p-D-glucdaido resultante de férmula VII
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oon benzaldehido en presencia de un catalizador Acido, por ejemplo

"-eloruro de zine anhidro (véase el Ejemplo 4).

El eﬁipodofilotoxina-beneilideno-a-D-glneésido tiene un alto

- efeoto citostético in vitro sobre las células del mastooitoma ¥y los

" aultivos de fibroblastos. Dicho géhpuesto Bé_diétingqe ademds por'hd;j

fuerte efecto haoia los tumores experimentales, especialmente la
leucemia L~1210 del ratdn.

El uso del compuesto I estd indicado en el tratamiento de
pfocesos patoldgicos relacionados con la multiplicacidén de las c¢élulas,
por ejemplo neoplasmas malignos. .

La dosificacién diaria del compuesto I varia de 1 a 50 mg.

El compuesto I puede usarse por s{ mismo como producto
farmacéutico o en la forma de preparaciones mediocinales adecuadas para

aplicarse, por ejemplo en forma oral, entérica o parentérica. Con el

fin de producir preparaciones medieinales adeouadas se trabaja .
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'él aompuesto eon adyuvantes inorgénicos u orginicos que sean inertes

¥ fisloldgioamente, aceptables. Los sigulentes son ejemplos de tales

* adyuvantest

para tabletas y, érageaa t lactosa, almiddn, taloo y dcido estedrico;

para Jjarabes t soluciones de azmicar de cafia, azicar

invertido y glucosaj

para soluciones inyectablest agua, alcoholes, glicerina y aceites

vegetales;

para supositorios 1 aceites naturales o endurecidos y ceras.

Las preparaciones pueden ademas contener adecuados agentes de aonser=

vaoiln, estabilizacidén-y humeotacidn, facilitadores de la soluaion,
substangias edulcorantes y colorantes y aromatizantes.
| La expresidn -"en forma de por sf{ conocida" tal Aomo 8e usa
aqui designa métodos en uso o desoritos en la literatura sobre el
asunto.
" En los sigulentes Ejemplos no limitativos todas las

temperaturas estan indicadas en grados Centigrado. Los puntos de

"fusién y de descomposiocidén se determinaron sobre un bloque de Kofler.
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EJEMPLO 1: 4'-carbobenzoxi-4'-demetil-epnipodofilotoxina.

Se suspenden 60 g de 4'-demetil-epipodofilotoxina muy
finamente pulverizada en 1000 ca de cloruro etilénice anhidro y después

de la adioién de 19 cc 'de piridina absoluts se enfria a =10°, Se afiade
{- * 131 .

por gotas a -10° en el transcurso de 2 horas y media una solucidn de

34 g de éster bencilico del &cido gloroférmioo en 100 co de sloruro

etilénico, mlentras se agita y en ausencia de humedad, y se deJa

reaccionar la mezcla durante otr%nedia hora, Seguidamente se lava la

_ solucidn de la reaccion con agua, se seca la fase orginica sobre

sulfato sddico, se concentra mediante evaporacién en un vasio y se seca
el residuo en un alto vacio a 70-80°. La oristalizacidn del producto

1

bruto de acetona/éter y luego 2 vec;s de metanol proporciona #'-carbo-’
benzoxi-h'-demetil-epipodofiloto§1na oon un doble P.F. de- :.Ahi%
117~119°/202-205° . El compueg}oten su forma libre de disolvente,
con un P.é. de 201-204°, [a]ﬁlé 43,90 (¢ = 0.535 en aloroformo),

se obtiene secando en un alto vacfo, primero a 95-110° ¥ luego a 130°

0 mediante eristalizacidn de acetona/éter.
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EJEMPIO 21 Tetra-O-acetil-}4'-demetil-epipodofilotoxina-f-D-gluecbsido.

Se disuelven 26.8 g de '-carbobenzoxi-4'-demetil-epipodo~’
filotoxina en 70 co de oloruro etilénico mientras se calienta. Se enfria
la solucidén a +15° y se afiaden 26.0 g de 2,3,#,G-tetra-onqcetil-ﬁ-Dn
glucosa mientras se agita. Tan prontq como se haya disuglto la mayor
parte de la tetraacetil-p-D-glucosa, se enfria ripidamente a =11° a 120
(en ausencia de humedad). A pesar de la presencia de pequeiias cantidades
de material inicial no disuelto, se afaden luego por gotas 17.5 oo de
eterato et{lico de trifluoruro de boro (48 % BF5) a una temperatura
interna de ~10 a -12° en el transcurso de 10 minutos y seguidamente se
aglita a =-10° durante otros %0 minutos. Luego se afiade por gotas mien£ras
se agita y se enfria una mezela de 17.5 cc de piridina absoluta y 35 ce
de cloruro etilénico y despuds de la adieidn de otros 200 co de cloruro

etilénico se sacude 4 veces, cada vez con 100 coc de agua. Se seca la

fase orgénica sobre sulfato sédico y se' concentra mediante avaporacidn

en un vaolo y se seca el residuc a TO® en un alto vacio. Se disuelve el
producto bruto en 125 cec de etqnol caliente, se afiaden 375 cc de agua
mientras se aglta y se agita mientrns se enfria externamente con agua:
helada hasta:que la precipitacidn inioclalmente viscosa y grumosa

se convierte en un polve arenoso. Luego se filtra la precipitacidn con
suceidn, se lava oon una mezcla de etanol/agua (1:3) y se Qeca en un
alto vacio a T0°, Se disuelve este producto bruto en 300 cc de metanol
caliente, se separa una pequefia cantidad de'copos no disueltos por
filtracidn y se concentra el filtrado mediante evaporacién en un vaofo.

Después de secar ‘el residuo en un alto vaclfo a 70® se obtiene el

tetra-O-acetil-4'~carbobenzoxi-4'~demetil-epipodofilotoxina-p=D=

glucdsido en forma de espuma blanca. [a]go- =41.7° {0 = 1.536 en

sloroformo). Para seguir purificando se eristaliza de benceno/pentano

2280/11
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o benceno/ciclohexano. El tetra-O-acetil-l®-carbobenzoxi-4'~demotil-

epipodofilotoxina-g~D-glucdsido puro tiene un P.F. de 167-169°,

. [a]ﬁon ~46.6° (o = 0.686 en oloroformo).

Se disocla el radical carbobenzoxi del tetra-O-acetil-
4'-carbobenzoxi~4'~demetil-epipodifilotoxina-B~D-glucésido disolviendo
13.4 g de este compuesto en 100 cc de acetona/etanol (1:2), afiadiendo
0.5 co de fcldo acédtico glaciao ¥y 2 g de paladio/carbén (10 % de Pd)

e hidrogenando a 20°. Seguidamenté se separa el catalizador por
filtracidn, se lava con una mezcla caliente de acatona/hetanpl ; se
concentra el fil£rado mediante evaporacién en uﬂ vac{o. Se ‘'vierten
100 co de etanol = hirviente sobre el residuo, se' deJa oristalizar
la mezola y despuds de filtrar con sucecidon y de lavar com metanol se
secan los cristales eA un vaoio, El tetra-0-acetil-d'-demetil-epipodo=~

filotoxina~p~D=glucdsido puro cristaliza en la forma de agujas finas

con un P.F, de 225-2275, [a]gls ~6h. 40 (a =1.024 en cloroformo) .

EJEMPIO 31 4'-demetil-epipodofilotoxina-f-D-glucdsido.

Se calientan al reflujo 2.0 g de tetra~O-acetil-4'-demetil-

| epﬁpodofilotoxina-ﬁ-D-glucésido obtenido de acuerdo con el Ejemplo 2 y

1l g de acetato de zinc anhidro en 30 ce¢ de metanol absoluto durante

25-hora§. Seguidamente se disuelve la precipitacidén blanca resultante
mediante la adicidn de unos cuantos oc de &cido acético glacial y
calentando ligerameﬁte, se separa el disolvente en un vacio a 40° y se
recoge el residuo en 50 cc de cloroformo/butanol (4:1). Se lava la fase
orginica 2 veces, cada vez con 10 cc de agua, se seca gobre sulfato
addico y se.concentra mediante evaporacidén en un vacfo, y se cromato-
grafia el residuo sobre gel de silice. -Se eluye primero el material

no polar y luego 4'=demetileepipodofilotoxina=p=Dsglucésido puro oon
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acetato isopropilico/metanol (9:1) saturado de agua. Se examinan las

fraceionss individuales mediante cromatografia de capa delgada sobre
placas de gel de sflice usando acetato isopropilico/metanol (4:1),
saturado de agua como agente de elueidn, y se combinan las fracciones
de glucdside y se eristalizan 2 veoes de metanol, El 4'-demetil-
epipodofilotoxina~f=D-glucdsido tiene un P.F. de 222-230°, otra forma
oriaﬁalina del mismo tiéna un P.F. de 262-264°, [a]gl- -88° (o = 0.507

en metanol),

EJEMPLO 41 4'-demetil-epipodofilotoxina~8-D-bencilideno-glucdsido.

Se disuelve 1 g de 4'—demetil»epipodof;lotoxina-B~D~
glucdsido seco en 20 co de benzaldehido puro y despuds de la adicidn de
0.5 g de cloruro de zine anhidro 50 sacude en una maquina a 20° durante
5 a 6 horas en au;encia de humedaqf Se conirola ‘continuamente el )
transcurso de la reaccién mediante cromatografia de capa delgada sobre
placas de gel de sflice  y cloroformo conteniendo 6 % de metanol
como agente de elucién. Con el fin de hacer visible el oompucsto so
rooian las placas con una solucién al 1 % de nitrato de cerio-(IV)-
amonio en 50 % de &cido sulfiirico y se calienta a continuacidén a ' '_,
100-120°. Para segﬁir trabajando el producto de la condensacidn se
anade clbroformo a la solucidén de la reascldén olara de aolor rojo-
pardo y se sacude con agua. Se extrae nuevamente la fase acuosa dos
veces con cloroformo. Se combinan todas las fases de oloroformo, se
lavan 2 veces con agua, se secan sopre sulfato sbédico y se cvapora el
disolvente en un vacio. Se separa el benzaldehido aln adheride
triturando el residuo aceitoso resultante con bentano hastg Gue so‘
obtiene un producto polvoroso. Para seguir purificando se recoge el

derivado de bencilideno en 10 co do acotona y so afiade la solucién de
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acetona por gotas mieniras se agita a 100 cc de pentano, con lo cual se
obtiene uﬁa precipitacidén de color amarillo claro o blanca, - Puede
purificarse el ﬁroducto bruto mediante oromatografia sobre columnas de

gel de silice. Con este fin se filtra una solucidén tan concentrada como

'sea posible de 1 g del derivado de benollideno bruto en una mezcla de

cloroformo y 2 % de metanol sobre una columna de 200 g de gel de s{lice
¥ se eluye con la misma mezcla de disolventes. Se combinan las
fracciones que son uniformes de acuerdo con la cromatograffa do capa
delgada y se vuelven a precipitar de acetona/pentano., El 4'-demotil-
epipodofilotoxina-ﬁ-D-beneilideno—glucésido sa obtiene en forma de

polvo blanco con un P.F. de 182-185°, Despuds de recristalizar de

etanol absoluto se obtionen cristales con un P.F. de 245-246°,

Rotacidn dptica: [a]go- ~99° (a - 0.6% on motanol) y <«104° (o = 0.52

en c¢loroformo).

EJEMPIO 5 ¢ Epipodofilotoxina-bencilidenc-8-D-glucdsido.

Mediante metilacidn de 4'~demetil~enipodofilotoxinge=

bencilideno~8-D-glucdsido con diazometano.

Se disuelven 400 mz de 4'-demetil-epipodofilotoxina=~
bencilideno~p«D-glucdsido en 8 ac de dioxano/metanol (9:1) y se afiade

por gotas en poroiones una solucidn de diazometano en éter. Se controla

2280/13
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el transcurso de la metilacidén (la gue se efectla en la oscuridad ¥

2280/11

& la temperatura ambiente) meclante cromatografia de capa delgada sobre
placas de gel de silice con ciclohexano/cetona metil-etf{lica (1:1)
conteniendo 2 % de metanol como agente de elueidn. Las manchas se hacen
visibles  .rociando con una solucién al 0.2 % de sulfato de cerio-({IV)
en 4cido sulfirico al 50 % y " calentando hasﬁa 1300,
Solamente después del transcurso de 12 dlas puede pereibirse Gnica-
mente una mancha prineipal en el cromatograma de capa delgada. Para
seguir trabajando se separa el disolvente en un vaclo, Se purifica el
material resultante médiante orom;tografia sobrg una cantidad 500 veces
mayor de.gel de silic; "Yerck". Durante toda la elucidn se usa
ciolohexano}cotona metil-etilica (10:15) _ .‘ conteniendo 2 ¥ de
metanol comoe agente de elucién. Sé disuelven las fracciones que son.
uniformes segﬁn'fla cromatografia de capa delgada en 2 oc de cloroformo
¥ so precipitan con 50 cc de n-hexane. El epipodofilotoxiﬂﬁ-bencilideno-

1o

B-D-gluedsido se obtiene en la forma de un polvo amorfo de color

amarillo elaro con un P.F, de 166-16%°.
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_ Descrita suficientemente la naturaleza
_del invento, asi como la manera de realizarlo en la '

. et s . préetica, debe hacerse constar que 1as disposicionss
< 7 ) . - anterilormente indicadag, son gsusceptibles do modifica-
2 cioneca de detalle on cu~nto no alteren su arinciplo
'fm,.éF - - fundamental. Tambidn se hace constar que el invento
d'ﬁ"~*"'ﬁ§ A corresponde & una solicitud ds paiecnte presentada en
' 7 Suiza, con fecha 14 de Diciembre de 1.965 n? 17231./65,
gl-"'»" 21 de Septiembre de 1,956 n? 13628/66, y 12 de Defubr
' V de 1.966'n2 14702/65, scogiendose poxr lo tanto a los
" beneficios que conceden los Convenios Internacionales
L .- en vigor, siendo lo que coastituye la esencia del refe-
i 5;= ‘ - " pido invento y por lo que se solicita patente de in-
s ' vencidn por 20 anos en Dspafia, sobre: " rocedimiento
para la preparacidn de epipodoiilotoxina-bencilideno-
. P-D=glucdsidon, caracterizdndose por lo siguiente:

'

13,~ Procedimiento para la preparacién
V de epipodofilotoxina-bencilideno~B-D-glucésido de L~
- 200 - mula I, L

.
o su e as s . W e

" - tave ve nbwm .

et e meimme e
M :
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caracterizado porque se metila 4'-demetil-epipodofilotoxina~f~D-

benellideno-gluedsido de formula II

con diazometano.
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2. Procedimiento sezin la reivindicacién 1., caracterizado
porque el A4'-demetil-epipodofilotoxina-p-D-bencilideno~glucdsido se
produce reaccionando el L4'-demetil-epipodofilotoxina~-B~D-glucdsido de

férmala VII

VII

0

5 con benzaldehido en presencia de un catalizador acido.

3.. Procedimiento segin la reivindicacidn 2,, caracterizado
porque el U4'-demetil-epipodofilotoxina-B-D-glucdsido de Térmula VII
se produce desacetvilandc el teira-O-acetil-4'-demetil-epipodofilotoxina~

B-D-glucdsido de férmula VI

VI

10 mediante metandlisis en presencia de acetato de zinc.
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4.  Procedimiento sezin la reivindicacidén 3., caracterizado
ﬁorque el tetra-O-acetil-h'-demetil-epipodofilotoxina-f-D-glucdsido de
férmula VI se produce separando el radical carbobenzoxi del
tetpa=-O-acetil-l'~carbobenzoxi-4'~demetil-epipodofilotoxina=

B-D-glucdsido de férmula V.

5. Procedimicnto segln la reivindicacidn 4., caracterizado
porque el tetra-O-acetil-4'-carbobsnzoxi-4'-demetil-epipodofilotoxina-
B-D-glucdsido de férmula V se produce reacclonando la
4'~carbobenzoxi-4'-demetil~epipodofilotoxina de férmula IV

Avy

v

o

i
t
P
) "
H5.0=1 «OCH.
C OYQCPD

O-?-O-CH
i
0

26t
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con 2,%,4,6-tetra~0-acetil-8-D-zlucosa en presencia de eterato

2280/11

etilico de trifluoruro de boro.

6. Procedimiento segin la reivindicaeidn 5., caracterizade
porque la 4'-carbobenzoxi-i'-demetil-epipodofilotoxina de férmula IV

5 se produce reaccilonando la k4'-demetil-epipodofilotoxina de férmula III

IIT

con éster bencilico del &dcido clorofdrmico.

7. Procedimiento para la preparacidn de epipodofilotoxina-
bencilidene-p-D-gluebsido, tal y como queda sustancialmente descrito en

la presente Memoria.

10 Esta memoria consta d-!dieciocho hojas escritas a maquina

)

por una
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