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INVENCION
Por "UN PROCEDIMIENTC PARA LA PREPARACION DE UN ANATOGO DE DAU
NOMICINA"; a favor ¢u la firme itelians SOCIETA FARMACEUTICI
ITALIA s.p.A;; residente en MILAN(Italia).

i
|

MEMORIA DESCRIPTIVA

Bate invento se refiere a un procedimiento para
la proparacidn de andlogos de daunomicina (que se describe
ymreiyindica en la patente briténica de la peticionaria
1,003, 383),

Los andlogos de este invento ticnen un anillo

D modificado y la estructuras
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en la que
R, represonta, cade uno, un dtomo de hidrégeno'y
R roprcsenta, cada uno, un dtomo de hidrdgeno,
eloro ¢ bromo o un grupo nmetilico o metoxilico, o
R, representa, cada uno, un gtomo de cloro o bromo o
wn grupo mot{lico y
R reprosenta, cada uno, un afomo do hidrdgeno.

Bste invento incluye un procedimiento para la
preparacién de costlos anélogos de dauno@i?ina que com~—
prende la condensacidn de cloruro de 2,3,6~trideoxi-

w 3-trifluoro-acetanido~4~0mtrifluorvacetil-alfa~I-1ixo~
piranosilo con una antraciclincna Go Formula apropiada
segin la solicitud do p;%ente"espaﬁola ne 435,739 en

un disolvente anhidro en proscneia de 6xido y/o bromuro
mereirico y un tamiz molecular para obbtener un derivado
Protegido gque con cl traztamicnto con metanol y luego con

'
alcali, tal como hidrdxido sddico, se convierte en el
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compuesto degeado, Las antraciclinonas racémica:ls;
por ejemplo 4~femetoxidaunomicinona (R= Ry = H),
proporcionan dos compuestos: (=)daunosaminil(=)4=de-
metoxi-daunomicinons (anémeros alfatveta) y (~)damosg-
minil(+) 4-demetoxi-daunonicinona (anémeros alfatbeta)
que pueden separarse de forma usual, A&lternativamente
la mezcla pueds uwbtilizarse en la ‘terspis de enfermedades
neopldsticas.

Los nuevos compuestos de conformidad con egte
invento incluyen (=) daunosaminil(-? 1;4-dime'bil—-4—-demetoad.-—
dgunomicinona; (=)daunosaminil( +)1L,4~dinetil-d-denetoxi~
dawnomicinonas (-)dawno saninil(e.)l-me toxidawnomicinonas
(=)dauno sarfiinil( +) I~netoxidaunomicinona; (-)daunosa-
mi.ni L( ) 1y4=dicloro=i~deme toxidaunonicinonay (=)daunosa~
minil(+) 1,401 cloro-4~dematoxidamnonicinona; (=) daunosge
minil(s) 1y 4-dibromo—k~demeto:ddaunomi cinona; (~)daunosas=
minil(+) 1y 4—dibromo~4-demetoxidaumonicinona; (-)daunosa=
minil(;) 2, 3ndimetil-4~demetoxideunonicinona; (=)daunosam
mind1(+) 2; 3mdime tilmi~deme toxidaunoni cinonay (=) daunose~
minil(-)2334-diclorM—demetoaddaunomicinona; (=) daunosa~
mindl(+) 2y 3~diclovomi~demetoxidaunomicinona (=) davnosaw
minid1{w=) 2, 3~dibromo~d=demetoxidawmoni cinona; (=)daunoss=
minil(+) 2; 3-dibromo-4~denetoxidamonicinonas Debe
entenderse que cada compuesto, que tiene la configuracién
antraciclindnica (;7 S:98)o (:7 R3$ 9 R)y, es una
mezela de alfa y bete endmoros.

_ Bste invento se ilustra por medio del ejemplo
siguien'be;
EJEMPIO
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(-)dawnosaminil (~)4~dometoxidaunomicinona (anémeros
alfa+beta) y (-)dawmosaminil (+)4-demetoxidamnonicinona
(andémeros alfa+betal,

Se disuelven 1;2 g de éter 4-.demete -idaunomici~ :
nona~T-metilico (preparado segﬁn C,M, Weng, Canadian
Journal of Chemistry, 1971, 49, 2712) en 22 cc¢ de
4cido trifluoroacético y se deja durante una noche
a la temperatura del ambiente., Se evapora la solucién
en vaclo. Se recoge el residuo en 50 cc de acetona
y se adicionan 10 cc de bicarbonato sédico acuoso al 5%,
Al cabo de 30 minutes se separa el disolvente por evapora-
cifn en vaclo y se recoge el residuwo en cloroformo y
se lava con agua, La evaporacién del cloroformo deja
m residuo que se cromatografla sobre gel de si}ice;
lo que d4 0;475 g de (+)4~demetoxidawnomicinona, punto
de fusion 152—15590; mancha vnica en cromatografia
de capa delgada (gel de sllices cloroformo;acetonaz
80:20; Rf = 0,44),

Se disuelven 0,3 g de este compuesto en 75 co
de cloroformo anhidro y se adicionan con agitaciOn,O;G g
de 6xido mercurico, 0;15 g de bromuro mercirico y 5 g
de un tamig moleediéb de 5 X. Al cabo de una hora
se adicionan 0;7 g de cloruro de 2,3;6-tridesoxi-3-

~$pif loroacetanidom4-0-trifluorcacetil—-alfa=l-1ix0pi-
ranosilo y se aglta la suspension a la temperatura del
ambiente durante 16 horas. Después de filtracidn se
concentra la solucidn en vacio; se disuelve el residuo

en 200 cc de retvanol y se somete a reflujo durante 15
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minutos, Después de la evaporacidén del disolvente

se cromatografia el residuo sobre gel de silice,

Mediante elugién con cloroformo ; benceno : metanol ;

100 ; 20 : 3, se obtienen 0;270 g de una mezcla do
(~)davnosaminil (~)4~demetoxidaunonicinona y (~)daunosas
minil(+)4-demetoxidamonicinona (anémeros de alfa~glicosilo
en forma de derivados N-trifluoroacetillcos (mancha vmica
aobre placgs de_gel de silices cloroformo;acetona 80?20;
Rf = 0,34), ¥y 0,150 g de una mezela de (-)dawnosaminil (e=)-
4-demetoxidaunomicinona y (-)daunosamonil(+)4~demetoxi~
dawnomicinona (antmeros beta-glicosilicos) en forma de
derivados N-trifluoroacetilicos,

Se disuelven 0,170 gramos de los derivados
N-trifluroacetilicos de (~)daunoseminil(-)4~demetoxi-
daunomicinona y (-)daunosaminil (+)4~demetoxidaumonicinona
(anfmeros de alfa~glicosilo) en NaOH 0;1N (15 ce)
¥ se deja‘dﬁranté“30 minutos a la temperatura del
ambiente; el pH se ajusta a 8;6 con HCl y se extrae
repotuidamente la solueidn con clorocformo, Se concentra
la solucién clorofdérmica en vacio; se¢ recoge el residuo
en metanol (5 ec); ge acidifica a pH 4;5 con HCL 0;1 N .
en metanol y se adilciona éter etllico para producir
la precipitacién de los clorhidratos de (-)daunosaminil-
(~)4~demetoxidounomicinona y (~)daunosaminil(+)4~denetoxi
damomicinona (anémeros de alfa-glicosilo) (memcha tdnica
gobre placas do gel de silice; diclorometano ; metanol ;
agua 100;20:2; Rf = 0;16).

Operando como se ha indicado antes 10s derivados

N-trifluoroacetilicos de (~)dawmosaminil(~)4-demetoxi-
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dawmomicinona y (=)damosaminil (+)4~demetoxidaunomici~
nona (anémeros de beta~glicosilo) dan (~)dawnosaminil(w)d=-
~demetoxidaunomicinona y (-)dawmosaminil(+)4-denetoxi~
daunomicinona (anémeros de beta~-glicosilo) (mancha ﬁnicg
sobre placas de gel de silice; diclorometano ; metanol
agva 100;20:2; Rf = 0;14).

En la evaluacitn farmacolégica; que se expondrd
a continuacidn, para abreviar se ha utilizado el c6digo
de laboratorio "IMI 22" para designar la (-)dawnosa-
ninil-4-deme foxi~daunonicinona como una mezcla de
alfa-enémoros (7S : 98) y (TR : 9 R),

Los simbolos "R" Rectus y "S" Sinister se han
tomado de la literatura (segtn la nomenclatura de Cahn;
Ingold, Prelog; Experientia; 1956; _1_2;, 81).
FARMACOLOGIA

Efecto del IMI 22 gobre 12 viabilidad de células Hela

Se llevaron a cabo estudios in vitro sobre
células HeLa; mantenidas en medio Eagle suplementado
con suero de ternero al 10%. Las células se trataron
con los compuestos bajo investigacibn durante diferentes
tiempos, Ia viabgiidad de las células se determind
mediante células y sembrando de 200 a 300 células/place,
Se evalud el ntmero de colonias 6 dlas despuds, Los
resultados; expuestos en la Tabla 1; indican qus el
compuesto IMI 22 es tan activo como la adriamicina
después de 2 horas de tratamiento; al cabo de § horas
de tratamiento la inhibicién de la viabilidad de las
células con IMI 22 es superior a la inhibicién con

adriamicina y daunomicina,
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Tabla 1
Farmacos DI 50 (ug/ml)
2 hrs 8 hrs
Daunomicina 0,095 03023
Adriemicina (0,2) 0,039
IMI 22 (0,2) 0,002

Pruebas "in vitro" sobre la formacidn de "foci" medieante
Moloney Sarcoma Virus (MSV),

El compussto IMI 22 se probdé en comparacion
con la adriamicine sobre cultivos de fibroblastos de
embriones de ratén infectados 0 no con MSV,

Después de un tratamiento de 3 dlas se evalud
la inhibicidén porcentusl frente a los testigos sobre
la proliferacitn de células en cultivos sin infectar
(actividad eitotéxica) y sobre la formacién de foci
de MSV on cultives infectados (actividad antivirica).

Los reaulitados expuestos en la tabla 2;
muegtran wa menor actividad antivirica y la misma acti-

vidad citotbxica del IMI 22 frente o la adriamicina,

Compuesto %3?}8 ) (% Foci % ¢élulas
ce) togtigos = tegtigos =
100) 100)
Adriamicina 0,0250 0 29
0, 0125 0 30

0,06 26 53




Compuesto Dosis % Foci % celulosa
( ¥/ce) (testigos (testigos =
= 100§ 100)
IMI 22 0,6 0 0
5. 0,1 0 4-,6
0,0250 12 38
0,006 54 46

Estudio de la actividad antitumoral del compuesto IMI 22
10, in vivo,.
El estudio de la actividad antitumoral del
compuesto IMI 22 se llevé a cabo sobre algunos tumores
de ratones tanto en la forma s6lida como ascitica,

1) Tumores asciticos

15, Las pruebas de actividad se llevaron a cabo
sobre ratones suizos GDL inoculados intraperitoneal-
mente con 1,106 de células ascites sarcoma lBQ/animal‘
Los animales se tnataron ?ntraperitOnealmente con difgm
renteé concentraciones de los compuestos und vez al dla

20, después de la implantacién del tumor.

Los resultados, expuestos en la tabla 1, demues-
tran que el compuesto tiene un notable efecto sobre el
desarrollo del tumor ascitico; aumenta considereblemente
el tiempo medic de supervivencia de los animales tratados,

25, Tabla 1. EL compuesto es activo con dosis menores de

que la adriamicina,



Compuesto Dosis ; % T/0 del tiempo medio de supervi-
dilég/ i vencia (L.T.S.)
) 0,12 : 115 (0/10)
5. IMI 22 oi,z } 146(0/10)
0,25 188(1/10)
0,5 ! 181(0/10)
1 ::185(0/10) 107(0/10) 223(1/10)
) 1,5 | 79(0/10)
10, 2 I 61(1/10)
5 : 38(0/10)
0,1 i 100 (0/10)
el 1T
1 | 146(1/9)  143(1/10) 169(1/9)
15. 2 | 400(5/10)
5 5311(4/10) 225(1/10)
10 : 193(0/10)
J
B 2) Tumores s¢lidos |
20, La prueba de actividad sobre tumores sélidos
se 1levd a cabo sobre ratones swizos CD 1 injertados
con FTragmento de teJido neopldstico por via subcutdnea
y tratados por via intrevenosa durante cinco dlas a partir
del dia siguientes a la implantacién del tumor,
25, Al 102 dia se sacrificaron todos los animales

v se extrajeron y pesaron los tumores, Los resultados
expuestos en la Tabla 2 muestran que la dosis mdxima

atéxica probada (1 mg/kg) produce wna inhibicién del
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crecimiento del tumor del 504, E1 indice terapéutico
(I.T.) calewlado como = dosis mdxima tolerada (DL 10)/dosis

minima efectiva (T/6 0,10) es do 3,7 para IMI 22 y de

1,8 pera la adriamicina, respectivamente,

Tabla 2
Compuesto Dogis Peso del % T/C Toxicidad
ng/ ke ‘fumor ‘
Toxicidad - 3,036
IMI 22 0,5 2,295 76% 0/10
1 1,550 51 0/10
2 0,485 16 3/10
Adriomicina 2,5 1,465 48% 0/10
3,5 0,364 12 7/10
Leucemia

La actividad del compuesto IMI 22 se probé
gobre ratones BDF 1 ‘imoculados intraperitonealmente con
células leucémicas L 1210,

Los animales se tratoron una vez el dia
siguiente a la implantaciién del tumor. Los resultados
expuestos en la tabla 3 muestran que las dosis atéxicas
probadas aumentan considerablemente el tlempo medio de
supervivencia de los grupos ensayados,

El compuesto IML 22 es activo con dosis infe-

riores que la adriamicina,
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Tabla 3
Compuesto Dosisg Tiempo me- ¢ T/C Toxici-
ng/kg  dio de dad
BSUPErvVi-
veneLn
Pestigos - 8
1ML 22 0,75 12,5 156 0/10
1,5 13 162 1/10
3 7 87  7/10
Adriomicina 2,5 12,5 156 0/10
5 14 175 0/10
10 16 200 4/1.0
NOTA

Deserito ¢l objeto del presente invento, se

declaron nuevas y de propin invencidn lag siguientes

reivindicaciones con prioridad de la solicitud de pa-

tonte britépica n8 26083/74 del 12 Junio 1974.

1., Un procedimiento para la preparacidén de

wn andlogo de downomicing de la estructura:

~

OH
Y

“OH

4COCH

3
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que comprende antmeros alfa y beta,
en donde
Ry represenﬁa? cada o, w dtomo de hidrégeno? v

R representa, cada uno, wn dtomo de hidrogeno,

cloro y bromo o un grupo metilico o metoxilico, o 7

Rl representa, cada wo, un atomo de ¢loro o bromo
0 un grupo metllico y
R representa, cada wno, uwn dtomo de hidrégeno;
caractorizado por hacerse reaccionar un derivado de

dawnomicinona de la estructura:

en la que
Rl representa? cada uno, un dtomo de hidrégeno.y
R ropresenta, cada uno, un dtomo de hidrégeno, cloro
0 brom0 0 un grupo metilico o metoxilico, o
Rl representa, cada uno, un dtomo de cloro o bromo o
. grupo metilico y
R representa, cada uno, un dtomo de hidrégeno,
c¢on una le-cloro-2, 3,6~trideoxi~3~trifluoroacetamidowq—
~-trifluoroacetoxi-alfa~L~lixo-pirancga, en un disolvente
orgdnico apropiado, en presencia de una sal merctrica
como catalizador y de wn aceptor apropiado de ¢loruro

de hidrésono, separor 1os anbmeros racémicos de alfa glicow
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gilo de los anfmeros racémicos de beta glicosilo y separar
a continuacién los grupos triflucroacetilicos protectores

para Obtener 10s compuastos deseados,

2, Un procedimiento para la preparacitén de

5, wn andlogo de dawnomicina,

Segtn se describe y reivindica en la presen~
te memoria descriptiva que consta de 13 hojas foliadas

y escritas a miquina por wna sola cara,

Madrid, a 11 de Jwnio de 1975
P.Q, e B ISERM

Go s s S7 FONIETO
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