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MEMORTA DESCRIPTIVA

Egte invento se refiere a un nuevo procedi-
niento pare la sintesis quimice de daunomicina y su be-
ta-andémero, de la mezcla de alfe~ y beta-andmero de
4'-epi-daunomicina, de cada andmero independiente y 2.
los nuevos productos asi obtenidos.

~ Ia daunomicina y la daumocinona se describen
y reivindican en la patente britdnica de la peticiona~
ria ne 1.033.383.
El nombre quimico completo del alfa-andmero

de 4'-epi-dauncmicina es 7-0~-(3'-amino-2', 3', 6'-iri
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deoxi-alfa-I-arabinohexopiranosil)-daunomicinona. R

E1l nombre quimico éompléto del.betaeanémero 
de -4'-epi~-daunomicina es 7-0-(3'~amino-2%,3',6'-tride~.
oxi-bete-I~arabinohexopiranogil)-daunomicinona. ~

Bl procedimiento de este invento comprende
la condensacidn de daunomicinona (I) (descrita y'feie
vindicada también en la patente de la peticionaria no |
1.003.383) con un derivado de daunosamina {3-amino-2, 3,
6-trideoxi-I-lixchexosa, II) 6 de 4'~epidaunosaming
(3-amino-2, 3, 6-trideoxi-I-arabinohexosa, I1I) paraiob-
tener los glicdsidos IV farmacolbgicamente activos (dgg
nomicina), V, VI y VII. En la practice, la hexosa II 6
IIT ha de protegerse y converbtirse en un 1-derivado,
tal como un haluro, apto para condensacidn con dauno-
micinona.

Después de la condensacidn, se separan los
grupos protectores.

Ins férmulas de los compuestos & que se- hace

aqul referencia son las siguientes:

0 OH




20.

H

(VI) (ViI)

25, Los grupos 3-aminicos en la hexosa II y III
deben protegerse con grupos cuya separacidén puede lle-
varse a cabo sin ulterior descompogicién de los produc
tos que contisnen diferentes grupos quimicamente sensi-

bles. El grupo RN-triflucroacetilico pucde separarse
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setisfaoctorianente modiante tratamientc alecalino éﬁavé}

Las hexogas II y III han de convertirse en
derivados dotados de suficiente estabilidad para ser
utilizados en lp sintesis. Estd bien documentada la
inestabilidad de los l-halogen-derivados de 2—deoxiazﬁ—;
cares (W.W, Zorbach y col., Adavances in Carbohydrate
Chemistry, 1966, g_l_, 273).

Ios deriVados de tri-trifluoroacetilo de las
hexosas II y III se hacen reaccionar, seghn este inven~
t0, con clorurc de hidrdgeno seco para obtener las
1l-cloro-hexosas respectivas. Estas son compuestos sbéli-
dos que pueden almacenarse dwrante varios diasAbajo
condiciones anhidras.

Por lo que respecta a las condiciones apropia
das de la reaccidén para la sintesis del enlace glicosi-
dico, la bien conocida reaccéién de Koenigs-Knorr (J.
Conchie, G.A. Iewy y C.A. Marsh, Adavonces in Carbohy~
drate Chemistry, 1957, 12, 157) permite unn gama de con-
diciones diferentes que incluye modificaciones del di-
solvente, temperatura, catalizador, y aceptor de cloru-
ro de hidrdgeno o bromuro de hidrdgeno. La importancia
de las modificaciones es t8l que, normalmente, es nece-
saris uns serie de condiciones 6ptimas‘para obtener una
velocidad apreciable de la reaccidn.

. Ia aplicacidén de condiciones corrientes a los
1-galogen-derivados de 2-deoxi-aziicares conduce a los
glicales correspondientes (Zorbach y col., antes indica-
do). El procodimiento seghn este invento comprende un

tratamiento suave de daunomicinonz (I) con el derivado
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de l-cloro-ly0.di~triflnoroacetilo de la hexosa II o IIT
en un disolvente orginico tal como cloroformo o diclo-
ruro de metileno;, en presencia de un catalizador que
comprende un haluro de mercurio (por ejemplo bromuro
de mercurio) y un aceptor de cloruro de hidrégeno (por
ejemplo 6xido merctrico). Ios productos finales pueden
obtenerse separando el N-trifluorcacetilo con &lecali
diluido,

El invento se ilustra con los ejemplos si -
guientes, en donde las temperaturas se expresan en gra-
dos centigrados.

EJEWPID 1

Se guspende clorhidrato de daunosamina (II)
(1 g) en étor dietilico anhidro y se trate a 0¢ con an-
hidrido trifluoroacético (8 cc). Despuds de permanecer
durante dos horas a 02 y una hora a la temperatura del
ambiente, se separa el disolvente a presidn reducida y
se crigtaliza el residuo en diclorometano para obtener
1,1 g de tri-trifluoroacetildauncosamida, punto de fu -
sién 132-342, espectro de la musa m/e 391 (M-44), 322
(M-113). Bsta (0,5 g) se trata en éter dietilico anhi-
dro a 02 con cloruro de hidrégeno gnseoso. Después de
permanecer a +52 durante una noche, se separa el disol-
vente en vacio; lo que da l-cloro-N,0-di-trifluoroace —
til-daunosamina en forms de un producto oleoso, llamado
también l-cloro-2, 3, 6-trideoxi-3~trifluoroacetamido-4~
-trifluoroacgtoxi—L—lixohexopiranosa:

RMN (0DC1q) : 1,22 Qelta (4, § = 6,5 Hz, 3H, CHy),
2,05-2,70 delta (m, 2H, C(2)H,)
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y § < 1Hz, 1H, c(5)H),
4,60-5; 10 delta (m, 1H, o(3)H)s

5,37 delta (c, wﬁ:’s,o Hz, 1H, C(4)H),

6,29 delta (m, wH=§.,j5 Hz,-1H, C(1)H), ¥

6,37 delta (s ancho, 1H, NH),

4,46 Qelta (dg, J= 6,5 Hz ¥

Ia daunomicinona finamente pulverizada (I,
300 mg, 0,75 mM) se aiéuelvé en cloroformo anhidro‘(75
cc) y se trate con éxido merchrico (600 mg), bromuro
mercirico (150 mg) y tamiz molecular (33, Merck).

Se aglta la suspensibén durante uns hora y
luego se adieionan 600 mg de l-cloro-N,O-trifluoroace-
til-dauposamina. Se agita la mezcla a la temperatura
del ambiente durante 64 horas y lucgo se filtra. Se
évapora la solucién en vacio. Se recoge el residuo en
metanol (200 cc) y se somete a reflujo durante 15 ninu
tos. El residuo que queda despuds de la separacidn del
digolvente se éfomatografia en una columna de Acido si-
1licico utilizando, en calidad de agente eluyente, una
dezcla de cloroformo: benceno:metanol 100:20:3 (por vo-
lumen). 7

Ademds de la daunomicinona sin reaccidn se
obtienen 220 mg de H-trifluoroacetil-duanomicina, punto
de fusidn 169-171¢ (después de recristalizacidn en te-
trahidrofurano y hexano) y 20 mg de N-trifluoro-scetile
~daunomicina (beta—isémero), punto de fusibn 138-140o
Zflf;723 + 440o (¢ 0,1 cloroformo). Se disuelve la
N—trlfluoroaoetll-daunomioina (0520 g) en hldroxido 80~
dico acwoso 0,1 N (20 ec). Se trata la solucidn resul-

tante, después de permanecer 30 minutos o la temperatu-
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ra del ambiente, con cloruro de hidrégeno acuoso 0,1 N
para llevar el pH a 8,6 v se extroe repetidamente cbn
eloroformo.

Se secan los extractos sobre sulfato sddico
anhidro, se concentran haste volumen reducido y se aci~
difican hasta-pH 4,5 con cloruro de hidrdgeno metanéli—
co 0,1 N para permitir la cristalizacidn del clorhidra-
to de daunomicina, Este es idéntico; en todos los as -
pectos, el producto obtenido mediante formentacidén
(véase P. Arqamone ¥y col.s; Gazzetta Chimica Italiana,
1970, 100, 949). E1 rendimiento es pricticamentc cuan~
titativo.

' BEJEMPLC 2

Se suspende 2,3, 6-trideoxi~3~triflnoroaceta-
mido-I-arabinohexosa (1 g) en &ter dietilico anhidro
(20 cc) y se trata a 02 con anhidrido trifluoroacético.
Iuego se trata la mezclae como en el ejoemplo 1 para ob-
tener un rendimiepto cuantitative de cloruro de 2,3s6-
trideoxi-N,0-di-trifluoroacetil~I~arabinohexapiranosilo.
RMN (ch15) : 1,30 delte (4; J=6, O Hz EH, CHj),

- 2,25-2,80 delta (m, 2H, C¢(2)Hp),

4,20-4,65 delta (m, 1H, CO(5)H),
4,65-5,15,15 delta (m, 2H, C(3)H y C(4)H),
6,25 delta (m, Wy=6,0 Hz, 1H, C(1)H), ¥
6,45 delta (s ancho, 1H, NH).

Se trata una solucibén de daunomicinona (0,5 &)
en cloroformo anhidro con éxido merctrico (1,0 g)s bro-
mure. merofrico (0,25 g)» tamiz molecular (3R, Merck,

10 g), ¥y cloruro de 2, 3,6-trideoxi~N,0-di-trifluoroace-
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til-I~arabinohexopiranosilo (0,5 g). Se agita la meicla
durante 24 horas, se libera de sbélidos mediante filtra~
cién y se evapord bajo vacio. Se recoge e1>residuo_en>
metanol, se somete a reflujo-durante 15 miﬁutos, se
evapéra hastérsequedad y se cromatografia sobre una co-
lumna de gel de silicico uwtilizando wm mezela de glo-
roformo:bencenospetanol 10:20:3 en calidﬁd de agente
eluyente. E1 producto principal que se obifne es uﬁa
mezcla; en la relacidn 70:30, de alfa y beta T-0-(N-tri
fluoroacetil~4'-epi-daunosaminil)-dawnomicinona (rendi-
miento despuds de cristalizacidén en cloroformo, 0,3 g).
Este material, despuds de tratamiento con hidréxido sé-
dico 0,1 N +tal como se ha indicado antes, se convierte
cuantitativamente en una mezecla de los alfa y beta gli-
cbsidos corrsspondientes en forma de boses libres. Se
separa el producto en los alfa y beta anbmeros mediante
cromatografia de gel de silice utlllzando un sistema
dlsolvente de cloroformo:metanol:agua 135:20:2 (por vo-
lumen) en calidad de agente eluyente. Se obtiene alfa-
andmero (4'-epidaunomicina, VI), [Elﬁ§7§39 + 3209‘(0 =
0,045, metanol),; punto de fusién 199-201¢, rendimiento
0,16 g3 beto-anbmero (VII), punto de fusidn 182-184e,
rendimiento 0,06 g.

Actividad biolbgica de los compuestos VI (4'-epidauno~

micina) y VII (4'-epidaunomicina, beta-andmero).

Ios compuestos VI y VII exhiben propiedades

" bioldgicas relevantes como potenteg inhibidores de mito-

sis celular y actividad proliferativa en células de cul-

tivo in vitro. Presentan también una sustancial activi-
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oncogénicos, Poseen aotividad_antitumoral en los rato-
neg, que se desprende de un incremento del tiempo me -
dio de supervivencia con dosis no téxicas en animales

que tienen una serie de tumorés experimentales (Tablas
1la4),

Ia actividad cardiotéxica "in vitro" del com-
puesto VI es muy baja (inferior a la daunomicina), se-
gln se desprende del experimento siguiente.

El método consiste en el cultivo de células
cardiacas simples aisladas medisnte tripsinizecidn del
corazdén de ratones recién nacidos. Al cabo de 3-4 dias,
los cultivos, que muestran racimos de céiulas latientes,
pueden estudiarse desde el punto de vista de frecuencia
y ritmo (Necco A., Dasdia T. IRCS, 2 : 1293, 1974)."
PABLA 1: Efeccto de los compuestos VI y VII sobre el in-

dice micético y actividad proliferativa de cé-
lulas Hela cultivadas a diferentes tiempos de
exposicibn.

Los ﬁesultados se expresan on forme de porcen—

taje de los testigos sin tratar.
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uompugs Dosis |Tndice micético  [Himero e La colonisg
w2 (e —=& colonis
, ml |2h. 4h, 8h 2h. 8h. o941,
vI |0,025 |26+ 100 217 | 113 88 43
0,05 189« 103 122 | 115 56 33
5 0,1" 79 140 0 77 23 . 3
L 3 ID -
50 0,16 0,056 o, 027
VII 0,25 |137 103 85 108 86 70
0,5 95 67 88 101 37 18
1 52 40 o 98 17 6
1D
10. 50 ‘ &L 0447 0,33
Daunomi .- 0,098 0,036 0,021
cina A:%O ’
+ -~ Bloque metafisico
TABIA 2: Efecto de los compuestos VI y VII sobre la
15, formacién de foci y sobre la proliferacién de

cédlulas en fibroblastos de ratones infectados

con virus de sarcoma Moloney (3 dias de trats

miento)
szpues Dosgis F;;macién de Foci dgog%{giaciﬁn“‘
20, t0 (meg/ml) (% de controles. [(% de controles
DI50 (#g/ml)(ﬁ) DIBO( /«g/ml)(B
VI 0,0062 51 5 ‘ .
0,025 0 0,006 23 0,013 2,1
0,1 0 14
0:4 0 '
25, VII 0,0062 48 87 :
‘ 0,025 44 0,01 80 0,064 |6,4
0,1 5 28
0,4 0 14
Dauno-
micina 09006 0;0086 134
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TABLA 3¢ Efecto de los compuestos VI y VII sobre el o

tieupo medio de supervivencia y sobre el nfme-

1o de supervivientes en ratones hembra (Swiss

ODI) inoculados intraperitonealmente con Sar-

ooma 180 ascites (I.x 10

células/ratén).los

compuegtos se administraron al dia siguiente

del transplante del tumor.

Compueg | Dosis, | Tiempo medio de saigiwrNﬁmero de su -
o | (mg/kg) | vivencia (% de contrT | pervivientes al
les cabo de 60 diasg

VT - 0,22 111,1 1/10

1,1 120,8 1/20

5,7 174,5 0/10

VIT 0,26 96,6 0/10

1,3 114,8 1/10

6,7 118, 1/10

Murieron 6 de cada 10 animales como consecuencia de la

toxicidad del farmaco.

TABLA 4: Efecto de los compuestos VI y VII gobre leuce-

mie de Gross Trasplantable., Tiempo medio de su

pervivencisa de ratones hembra CéH inoculados

por via intravenosa con una suspensién de lim-

fonodes leucémicos y bazo (2,5 x 108 células

ratén), Los compuestos se administraron una

vez al dia durante ecinco dias a partir del dia

siguiente a1l del transplantec del tumor .
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Compuesto Dosis diaria (mg/kg) | Tiempo medio de
; supervivencia (%
de controles),
VI 1,5 ) 115
2,25 143
3 162
3,75 122
4,5 120
VII ' 1,5 106
2,25 102
3 121
REIVINDICACIONES

Descrito el objeto del presente invento se de~
claran nuvevas y de propia invencidn lae sigulentes rel-
vindicaciones con prioridad de Jla solicitud ge patente
inzlesa no 12254/74 del 20 de Marzo de 19%4:

1,~ Un procedimiento para la preparacidn da
daunomicina; 4t-epidaunomicinag, ¥ beta—andmeros respectivos  ;
caractorizado porque comprende hacer reaccionar daunomicino- '
ng con una 1-910r0~2;3,6—trideoxi;3~%rif1uo;o-acetami;
do-4—trifluoroacetoxi—hexosa; que tlene una. configuracién
I-1ix0o o I~argbino, en un disolvente orgénico apropiado
en presencia de una sal mercirica como catallzador y de
aceptor apropiado de cloruro de hidrdgeno y separar a con-
tinuacidén los grupos de trifluoroacetilo protectores de
los compucstos glicosldicos formados y separacidn de los

alfa y beta andmeros.
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2.~ Un procedimiento para lé rpreparacidn de
daunozficina; 4t-gpidaunomicina y beta-andmeros respec-
tivos,

Segin se deseribe y reivindica en la presente
memoria descriptiva que consta de 13 hojas foliadas ¥
eseritas a miquing pdx- una sola cara.

Madrid, a 18 de Marzo de 19

Pe2e pIRIE
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