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PATENTE
DE
INVENCION

por "UN PROCEDIMIENTO PARA LA PREPARACION DE 4'~EPI-6'-HIDRQ
XIDAUNOMICINA", a favor de la firma italiana SOCIETA FARMA-
CEUTICI ITALIA Sepsde, residente en MILAN (Italia)e

MEMORTA DESCRIPTIVA

Este invento se refiere al prooedimignto para la
preparacidén de nuevos glicdsidos antitumorales, 4gpl~6te
~hidroxidaunomi cina y 4'=epi—6'-hidroxi-adrdemicinas

Este procedimiento comprende la prepara0i6n y em-

5 pleo de ciertos nuevos intermediarios que se incluyen tam -
blén en el invento.

Los nuevos oompuestos del invento exhiben activi-
dad antimitética tanto "in vivo" como "in vitro" y son agen-—
tes terapéuticos dtiles para el tratamiento de enfermedades

10. tumorales y virales en log humanos.
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Més concretemente, el invento proporciona un pro
cedimiento que se utiliza pare la preparacifn de 4'=epi=6!
~hidroxideundmicina (I)

HO
6! 5!

(1)

HO 3 3
¥ NH

ocondensando deunomicinona (IT)

con 1,2y 3-trideoxi—4y6=0i~0=(p-nitrobenzoil )~3~trifluoro~-

acetanido~I~arabino-hex-l-~enepiranosa (III)
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para formar el enlace glicosfdico. Is separacidn de los
grupos protectores en la fraccidn de azlcar proporciona el
compuesto (I) bioldgicamente activo, que sec aisgla en forma
del elorhidrebo. Resulita muy importente el hecho de gue préc—
ticamente golo en alfa-zlicdsido se forma bajo las condi-
cloneg de egbe procedimicnto, egtando presente el beta=and-
mero en canbidad muy reducida en la mezcla reaccional.

Bl tratemiento subgiguiente del compuesto (I)
eon una_solucic_?n ¢e bromo en cloroformo proporciona la 14~

bromo~4! ~epi-6! ~hidroxi~daunomicina (IV)

0 OH

Oy ===
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Ig hidréligis controlada del compuesto (IV) proporcilona le

nueva 4'-—epi-6'-hidroxi-adrismicina (V),
0 om

CO-CI‘IZOH
_ N1
5. : .
i 1
L] z
ocH 0 in
HO (V)
H /
ﬂH2
que se gigla por Ultimo en formg del clorhidrato.

El compuesto protegido reaectivo (III), que ge
condensa con la daunomicinona (II), oz un nuevo intermedia—
rio que ge deriva de la 3-amino;-2,3—dic’s.eoxi-]‘.-~arabino—he—

15. xogsa (VI), O
HO , (V1)
NHQ
20.

Bsta smino-azlcar se desconocia anteriormente on
la serie I y sc ha obtenido por la peticionaria, por prime-
ra vez, gegin ¢l procedimiento siguicnte: Ia I-glucosa se

ha convortido en cl metil-3-azldo-4,6-0-beonelliden—2, 3-di~



s,

10.

15.

204

25

deoxi-alfa-Il~arabino-hexapiranosido {VIr)
CH3

Ph "0 (ver)
/ N
segin procedimientos oonocidos en la literatura para el D~
isémero (GN. Bollenback: "ethods in carbohydrate ohemis -
try" II, 326; 1963« Acade Presse Le.F. Wigging, ;bid, 11,188,
1963« A«Cv Richardson: Carbohydrate Researchy 4, 422 (1967))s
Ewte'compuesto se convierte, mediante hidrogenaoifn ocatali-
tica, en el derivado 3~amfnico (VIII),
OCH

3
[
(VIiz)
Ph\«(« /0\\ a
2

Despuds de la separacidn del substituyente benoci-
1idénioco oon el empleo de ocloruro de hidrdgeno metandlico
Se Obtiene un meti’.l—B—anino-z; 3~di deoxd-alf a=Imarablno-he-
xopiranosido (IX),

CH3

(IX)

Ho~—-/1\412\



He

10,

15

20,

25+

desoonocido también snteriormente en la serie Dy que se
convierte, mediante tratemiento écido, en el oompuesto(VI)
deseado, gislado en forma del clorhidrato.

“El compuesto (VI) se trata oon anhidrido trifluo
roacético, seguldo de tratamiento con un aloohol alifdtico

inferior para obtener el derivado N-trifluoro acetilico(X),

A OH

(x)

gO

F3
que se hace reaccionar por ultimo con cloruro de p-nitroben
zoilo en piridina, segu@do de un suave tratamiento alcali-
no, pare obtener la 1,2,3-trideoxi-4,6-di-0~(p-nitroben -
zoll)-3=trifluoroacetami do~I~arabino-hex-l=enepirenosa
(III) con buenos rendimientose

’

Proparacidn del intermediario 1,2, 3—trideoxi=d,Emdi=Om=(p=

«nd. trobenzoil )=3=trifluoroacetami do~I=arabino=~hex=l-~ecnepi-

ranosa (IITI)

Se disuelven 2,85 g de metil-3~azido~i,b=O=ben~

ciliden~2, 3~dideoxi~alfa~I~argbino-hexopiranosida (VII)
en 40 cc de metanol anhidro y se hidrogena a 60 p.getea lg
temperatura del smbiente en presencia de nfgquel Raney du -~
rante 3 horas. Se separe por filtracidn el catalizador y
8o ovapora el filtrado hesta sequedad en vaolo.

E&ireeiduo se cristaliza en acetato de etil9 pa~
ra obtener 2,17 g de metil-3-amino-4,6,0-benclliden—2y3~
&l deoxd.~alfa~I~arabino~hexopiranoside (VIII)s Pefe 95-968C;
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» ,
[51£§2§9_="85f (¢ = 0,5 9H013)' Rendimiento del 84¢;r@p.mo
(0D015)t 1,323 6(m"%'0(2)ﬂa), 14§ (s enoho, 28, NE,),
3,2—4,4J(mu§t’ﬁiple‘099s,5H’ C(3)m, C(4)H, C(5)r, C(6)H,),
39376'(8', 3H, CHBO): ‘}a?ﬁd‘(dd, J=3,5 Hy ¥y J £ 1Hz, 1H,
o(1)H), 5,57 £ (s, 18),

792 = 757 (m, 5H, 05H5); espectro de masas: m/, 265 (M*);
n/, 234 (U=0CH,), w/, 162

-~
e

-+

H5CG

w/, 149 (OgH-CH=0~0E,~0HO) 1/, 105 (CHz=00)s

Se disuelven 2,15 g del compuesto (VIII) en 40
cc de cloruro de hidrdgeno metandlico 0,5N y se aglta la
mezcla a la temperatura del ambiente durante uﬁa horg. Se
evapora la solucidn hasta la mitad de su volumen; se adl -
clona &ter anhidro y se recogen los cristales resultantes
nediante guccién ¥ se lavan con un poco de &ter seco para
obtener 1,5 g de mefoil-_%-amino—-z,3-d:i.deox:l.-—alfa-I:—-arabino-
hexopiranosida (IX)y pefe 1208C desce; [alf_a]ion = -ggn ‘
(o = 9,4 H 0). Ren(,iim:].entp del 87%, TeDpells (D29) = 1,5-2,5
(S (my 2H, O(2)Hy), 3y2~4,0 5(mul‘biple‘a§s, 5H, C(3)H,C(4)H,
6(5)H, C(6)H,), 3,41 & (s, 38, OH0-), 4,98 & (ad, J=3Hz
y 9=1,5 Hz, 1H, C(1)H); espectro de masas; m/, 178 (M+l),
n/, 146 (M~31), m/e 86

2

*3 2 1 ' + '
(H N=0H~CH=CH-0CH, )y 1w/, T2 (HN=CH-CH,~CHO), m/, 59
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(Ha‘:\‘;=CH-GH-—OH); n/, 44 - ( “\%7 )
- NH+

Se somete a reflujo 1,5 & del amino-gliocosido(IX)
en 4cido clorhfdrico N durante 5 horas. Se sacude la solu-
0idn a la temperatura del ambiente con resina Amberlite IR
45 (OH™) hasta que el pi ez 5. Se separa por filtraocidn la
resina y se evapora el filtrado en vacio hesta la mitad
del volumen y luogo se liofiliza. Se cristgliza‘el residuo
en metanol-acetato de etilo para obfener 1,33 gy Ge 3-ami-~
10=2, 3= deoxi~L~arabino-hexosa (VI) en forwa de olorhidra-
0, pefe 155-1572 C desc. [51ra7 = ~55¢ (o = 0,5 H,0.
Rendimiento del 95% emepe (D 0) 197=2517 (m, 2H, 0(2)H ),
393~4,1 5(multinle’ces, S5y 0(3)Hy 0(4)H, C(E)H, 0(5)1‘1 )y
5,065 (dd, J=10 Hz y J—~2Hz, 0,48, C(L)H_), 5,46 (f(s an=
cho, 1/2 = 7 Hz, O, 6 H, (C(l)H )

Se ad10101an, con enfrlamiento y agltaOlén 7,6 e
de anhfdrido trifluoroacdtico 2 una suspensidn de 1,25 g de
compuesto (VI) an éter seoo. Se agita la mezcla & la tempe~
ratura del ambiente durante 20 horas y Se evapora la solu-
cidn 1{mpida resultante en vacio. Se disuelve el residuo
s6lido en 120 cc de metanol anhidro y 8e mantiene a la tem-
peratura del ambiente durante 20 horas. Después de separar
el disolvente ege cristeliza el residuo en acetona~clorofor-
mo vars Obtener 1,72 g de 253*61deoxi~3-trifluoroaoetamiQo
~L=-arabino~hexosa (X), pefs 1778C Z§1£§7%0 = =588 (¢ =
dioxeno)s Rendimiento del 90 %,

Espectro de masa: m/e 242 (M~OH), m/e 169



Se

10.

15

20.

25e

CF3

H +

.&
~CVH~ ’
e

n/e 155 (HO=-CH-CH=NH-~COCP ), m/e 140 -

.’. "
(CF3—COME4 )
n/e 114 (OFy=CO-NH3)e
Se adiciona, en pequefias porciones, 1,1 g de com

‘

puesto (X), durante 39 minutos, bajo agitacidn y a la tem=-
peratura del ambiente, & una solucifn de 3,17 g de cloruro
de p-nitro-benzoilo en 30 oc de piridine seca y se prosi =
gue la sgitacidn a la temperatura del ambiente durante 20
horase 4 la solucidn enfriada a 08C se adiciona una solu -
cidn enfriada por hielo de 1,44 g de bicarbonato sddico en
20 oc de agua y por ultimo se vierte la mezcla en 350 cc
de agua helada.

Se separa el precipitado por filtracidn, se lava
con sgua y e seca sobre pentadxido de fésforo. Por d;!.timo
se oristaliza el producto seco en d:f‘.cloro-—me'bano-é'ter, 1o
que 48 2,3 g de la l,2,3—-tz:[deo>d.-—4.,6-di-0-(p-nitrobenzoil)
~3~trifluoroacetami do~Imarabin o—hex~1-enepi ranosa (x11),
deseaday p.fe 214-2158C, @ugb = ~1178 (o = 0,5 GH013)
Rendimiento del 95% = remeps (CDCL; - IMSO = g 331)1 4,3~
56 § (maltipletes, 4, O(3)H, C(4)E, G(5)H, C(2)H, 4,52
5 (s ancho, Wy /.H, oH, 066)H )y 6457 5(5 anchoy Wy / b=
=5H,, 1H, C(1)H), 8,23].5 (s 4-H arondtico), 8,356(3, 4H
aromético), 9,27 6(8, 1H, NH)e

EJEMPLO 1
Preparacion de 4'~epi~6t-hidroxidaunomicina (I) (IMT
Se disuelven 200 mg de daunomicinona (II) en 100
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ce @e benceno anhidro y se adiciona a la solucidn 540 mg de
1;2,3~trideoxi—4;6—di-0-(p—nitrobenzoil)~3—trif1uoroaceta—
nido-I~argbino~hex~l-enepiranoss (III) y 20 mg de 4cido p-
toluensulfdnico,

Se agita la mezcla reaccional a 552 C durante 20

horas y después de enfriarse a la temperatura del ambiente
se filtra el precipitado formado y se cristaliza en etanol;
1o que da 340 mg de 7-0-/4' y 61 =3i~0-( p~nitrobenzoil)=3t~tri
fluoroacetamldo~al;a~L~arab1ng7Ldaunpmlclnona protegida;
p.f. 282e¢, [Jfg72 + 26045 (o = 0,05 CHC1,).

Seo disuelve el glicdsido protegido en 20 oc de
dioxano y, después de enfriamiento a 02C, se trata con hi-
drbxido sddico acuoso 0,2 Ne Degﬁués de una hora a ORC se
ajustae el pH de la Bolucidn a 4,5 con dcido olorhidrico IN
y se separa el dioxano mediante evaporacidn en vacios La
so;ucién acuosa resultante, después de lavado con olorofor-
mo, se ajusta a pH 8,5 con hidrdxido sddico acuoso 0,2 N y
luego se extrae con cloroformoe Se seca el extracto sobre
sulfato sddico anhidro y se concentra hasta pequefio volu =
men.

Se adiciona un equivalente de cloruro de hidrdge~
no metandlicos lo que da 160 ng de 4'-epl-5'~hidroxi-dauno-
micina en forma del olorhidreto, p.fe 199-2018 C, Zalfd7
= +3882 £ 58 (¢ = 0,05 CH OH), rendimiento del 56%a

| BIWPLO 2
Prepergcion de 4'—epi=6'-hidroxiadrianicing (V) (mMT 31)

Se disuelven 0,25 g de 4'-~epi-~6'~hidroxi-daunomi=~
olna (I) en una mezcla de 3,5 cc de alcohol net{lico y 10
cc de dioxeno anhidro y se trata, bajo agltaoidn, con 0,9
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cc de una soluclén de 0;88 g de bromo en 10 oo de olorofor
mos Se vierte la mezola reaccional, con agitaoién, despuds
de una hora a la temperaturs del ambiente, en 75 oc de éter
etflico. Se separa por f1ltracién la li=bromo-4 '=epl-—6'=hi-
droxi~daunomicina y se disuelve en una mezola de 5 oc de
acetona y 5 cc de &cido bromhfarico 0,25 Ne Después de 12
horas a la temperatura del ampiente se extrae primexro la ‘
solucidn 4cido con oloroformo, para eliminar las agliconas,
¥ luego se exbrae con n-butanole Se efectuan vardas extrac—
olones hasta que t0do el material coloreado ha pasado a la
fase organica. Después de ooncentracin de n-butanol bajo
vaolo, serbtienen 0,27 g del derivado l4-=bromoe Sg disuel-—-
ve este producto en 10 cc de agua y se trata ocon 0,5 g de
formato sddico.

Despuds de 48 horas a la temperatura del ambien—
te se evapora la.mezcla reaccional hasta sequedad bajo va-
cfo y el residuo, disuelto en 30 cc de una mezolae de oloro-
formo-metanol (2:1 por volumen), se lava con 10 cc de ung
solucibn acuosa al 1% de NaH005.

Se extrae la fase acuosa con cloroformo muchas
veces hasta que ‘todo el materiel coloreado ha pasado al di-
solvente organico. Se secan 1los extractos olorofdrmi cog
combinados eobre sulfato sddico anhidro, se ooncentran ba-
jo presidn reducida hasta peguefio volumen y se tratan oon
un equivalente de dcido clorhfdrico 1N en metanol anhidro.
Con la adicidn de 10 voldmenes de éter etflico se obtienen
0,125 g de 4'-epi—-6'~hidroxi-adriamicina (V) en forma del
clorhidrato. ‘ - ‘

Pofe 1802C desce, [Elfggo = +2162 (c = 0,01 CH,0H),
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Rf oromatogrifica sobre placas del gel de sfilice HF (Merk)
utilizando el sistema disolvente cloroformo-metanol~agua
(130160:10 por volumen) 3 0,5«

Actividad biolégicae

Materiales y m&todogs

Bstudios in vitro.

Se expusieron células Hela a los férmacos duran-
te 2-8-24 horas, luego se separaron los fdrmacos y se sem—
braron las células en oubetas de pléstico Faloon de 5 mm
(200 células/placa) en medio de cultivo. AL cabo de 5 dias
se evalud microscdpicemente sl nimero de coloniase Se dis-
pusieron en cubetas de plastico Palcon de 35 mm fibroblas—
08 embrionarios de ratén (MEF), se infectaron 24 horas
despuds con virus Moloney Sarcoma (MSV) y se trataron diran
te 3 dfas con diferentes concentraciones de los compuestos.
Se evalud microscdpicamente el nimero de foci de células
transformadas 5 dlas después de la infeccidn, Se trataron
de modo andlogo MDF sin infectar; al final del experimento
Se oontaron las célules en un hemocitométros En todos los
experimentos se incubsron las células en un incubador de
00, al 5% a 37%C.

Se dlsolvieron los f&rmacos en agus destilada y
luego se diluyeron en medio de cultivo.

Los resultados se exponen como DIgg (dosis de

inhibieidn al 50%), calculado sobre lfneas dosis~efectose
Estudios in vivo

Se probé la actividad entitumoral de Llos deriva -
dos bajo examen sobre ascites Sarcoma 180. Se utilizaron ra~

tones CD 1 de 3 meses de edad. Se inocularon intraperitoneal
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nmente células de sarcoma 180 ascites (106 células/ratén)7
Se disolvieron los frmacos en agus destilada,
luego se diluyeron en solucidén Ringer y se administrd ine
tergperdtonealnente 1 dfa después de la implantaéiGn_del-
" Se tumor (10 ccfkg de peso corporal)s B
Le toxicidad se evalud mediente los hallazgos
eutdpticos macroscdpicos, principalmente como reduceldn del
tamafio del bazoe La comparecidn de la efectividad del far-
naco ge basd en el eumento méximo durante el tiempo de su-
10. pervivencia media, en comparacidn con los testigos no tra-
tados, sobre la dosis utilizada. EL mimero de supervivien—
tes de vida prolongada (LTS) se refiere a rofones exentos
de tumor al término del experimento (60 dfas)e

Resultados:

154 . En le Tabla 1 se expone la actividad de los com-
puegtos investigados en oomparaoién con log oompuestos afi
nes reespectivos, daunomicina y adriemicina, sobre los sis-
temag "in vitro", ensayados. Ambos compuestos mostraron
una menor actividad que el compuesto afin sobre células

20, HeLay sobre fool MSV y sobre proliferacifn de MEF. Ia dis-
minueidn de la actividad fué superior para la 4% ~gpi=6"~hi~
droxi—~daunomi cina, en compearacién con_la dannomicina, que
para la A'-epi~6'=hidroxi-adrianicina, en ocomparacidn con

la asdriemicinae
25 L efecto observado sobre ascites Sarocoma 180

se expone en la Tabla 2. Ia dosis antitumoral Sptima (o
sea la dosis con la gue se halld en méximo efecto amtitu~
morel) fué de 10 mg/kg para los dos nuevos derivados pro-

badoss
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En la dosis dptima, la actividad antitumorsl,con-
giderads segin el aumento de la durecidn de la vida de los
ratones tratados en oomparacidn con los testigos, resultd

inferior a la observada después del tratamiento de daunomi-

cina o adriamicina.

Con respecto a la toxicldad, un elemento impor -
tante y frecuentemente determinativo que debe ser tenido
en consideracién despuds de un tratamiento prolongado con
elevadas dosis acumulatives de antibidticos antitumorales,
puede oObservarse que log nuevos derivados probados son de-
finitivemente menos t0xicos que los compuestos afines.

TABLA 1
Actividad "in vitro% de 4'-epi-6'-hidroxi-duanomicina ¥
4'~epi~6'~hidroxi-adriamicinas DIgg ng/ce)

, Eficacig cldni |Formacidn [Prolifera
3odigo Compuesto ca de celulas | de foci cion de
de Hela MSV MEF

Labora |Tiempo de exposicion
torio a los farmacos 2 8 o4 72 T2
(horas)

denomicing 30 | 13 3 5y5 9

[MI 23{4'~epl-6t=hidroxi- % "
-daunomicina I I711300 100 250

adriamicina 280 | 110] 18| 2,5 7
MI 31(4'~epi~6'~hidroxi~

-adrignicina 900 {1000}1000 o5 50

¥ carece de actividad a la dosis méxima probada (1%/ cc)

#%  datos medios sobre diversos experimentos.
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TABLA 2

Actividad de 4'-epi-~6'~hidroxi-daunomicing y 4'~epi-6'-

=hidroxi-adriani cina sobre ascites sarcoma 180%

cddigo Dosis T/c ¥ T
de la- Compuesto / LS HE¥E | poy ¥R
borat?® (mg/kg) %
0,5 146 3/20
1 172 8/55
daunomi cing FEEEE 2 192 11/68
176 14/50
8 78 7/10
TMI 23 {4'~epi-6'~hidroxi~ 2 100
~daunomi cina J0. 167
50 137 1/10
0,5 142 1/10
1 183 25/159
adriani cing 2. 210 30/125
5 243 27/125 /125
10 212 18/139 18/139
IMI 31 {4 '=epi—6'~hidroxi- T45 143 1/10
—adriami cina A0, 162, 2/10
atdxico
15 134 2/10 | oon do-
S8 (<}
15 mg/kg
®

FAE
3EIEIE
EXREE
FEIXERE

1 tratamiento i,p. en el &fa 1.
tiempo medio de supervivencia en % sgbre los testigos.
supervivientes de larga vida en 60 digs.
ratones que fallecieron por efectos toxicos,sobre el to-
datos medios de una serie de experimentos.

Tes dbsis Sptimes estdn subrayades.

/tal.
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RELVIIMNDLCACIONES

Descrito el objeto del presente invento se decla-
ran nuevag y de propls invencidn lag sigulentes reivindice~
ciones con prioricad de la goliecitud de patente italiana ne
46644/T4 del 29 de Octubre de 1974. |

1. -Un procedimiento para la preparacidn de 4'-
—gpi-6'~hidroxidaunomicina, de la férmula

1 0 O

.0
noo1
l 3L cE,

(1)

1o

caracterizado porque en su realizacién comprende, una
primera etapa en le que se gomete a una ducclén catgli-
tica el metil-3-azido—4,6~C~benciliden-2,3-dideoxi~alfa-IL-
~arabino~hexopiranosido de la fSrmula

OCH
3

0

X ) .

3

en donde resulta después de la geparacidn del susbituyente

bencilidénico ¢ hidxrdlisis del glicdsido de metilo resule~
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tente, 3-gmino-2,3~-lideoxi~I-grebino-hexosa de férmula

e

HO

\/ 0
(V1)
HO \ '

5.
, NHa

en su forme de clorhidrato; cuyo cor_npaesto intermediaxio,
de Fférmula (VI), se hace reacclonar, en una segunda etape
con enhidrido ’bxifluoroacé’bicp, gegwi.do de tratamiento con
un aleohol alifdtice inferlor, para obtener su derivado
10, - Ne~trifluroacetilico que se hace rcaccionar, por Wltimo,
con clorure de p-nitrobenzoilo en piridina, seguido de
w guave 'tra“sami?n-bo alcalino, para congtitulrse la
1,2,3~brideoxi-4, 6-c1i—-0-(p—ni'bmpenzoil)—3—1;xif1uoroacc'ba-

mido=I-grabino~hex-l-eneplranosa, do férmule

15, X i
021\T-- / \\ oL w0
— 0
(III)
i '
O EH-‘ / \ "C"‘O N"H
20, . , l
C“=O
C‘F3

que, en una etapa ulterior del proceso se hace reacclo-

nar con deunomicinona, de formula
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(X1)

en un disolvente oxgénico aproplado y en presencia de un
catalizador do deldo de donde resulbte ia T-O-[4',6!~di~
~0-( pnitrobenzoil)-3' -t rif luoroacetanido~alfa-I-arabir
no }-daubomicinona glicos{dica protegida de la que, deg—
puds de un tratamiento alealino para scparar los gru.po's
protectorcs, se obtiene el producto descado en forma dpl
clorhidrato.
) 2, -Un procedimiento para la preparaclin de

4t —gpi-6t-hidroxidaunomi.cina.

Segln se describe y reivindica en la pregente
memoria descripbiva que consta de 18 péginas foliadas y
egeritag a méquipa por u11a/sola de sug caras.

Madrid, a 28 de Octubre de 1975.
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