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MEMORIA DESCRIPTIVA

Bste invento se refiere a un procedimiento para
la preparecidn de glicdsidos pertenscientes a la serie de
la antraciclina. Proporciona un nuevo procedimiento para
la preparacidn de los antibidticos entitumorales bien co-
nocidos, daunomicina, adriamicine, 4‘—epi~daunomicina y
4'-epicadriamicina (que se describen y reivindican en las
patentes britdnicas de la peticionaria ne 1,003.383 -
1.161.728 - Patentes gelgas ne 826,848 ~ 826.978, Més con-
crotamente el invento se refiere a la preparacibn, con el
nuevo procedimiento antes citado, de los nuevos glicdsidos
de antraciclinona: 3',4'-epi-6'-hidroxidaunomicina; 3's4'~

-epi-6'-hidroxi-adriamicina; 3',4'-epi~daunomicina; 3's4'-
~eopi~adriemicina; 4-demetoxi-4'~epi-dvanomicima y 4-qeme-

toxi~4'~epi~adriamicina. Los nuevos compuestos del invento
gon Otiles en el tratamiento de cierios tumores en los ani
meles.

El procedimiento de este invento se basa en la
condensacidn de una aglicona tetraciclica que tiene un sis-

tema cromofbrico de hidroxi~antraquinona de la estructura

(1):

en donde ?

R es metoxilo o hidrdgeno con derivados 1-haldgeno

protegidos de un azlcar amino-deoxi en un disolven
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te orgdnico apropiado tal ocomo cloroformo o
cloruro de metileno en presencia de un cata}i~
zador de sal argéntica soluble tal como tri -
fluoro-metan~sulfonato de plata (AgSOBGFB),y
tamices moleculares en calidad de agentes des~
hidratantesg.

Ia solubilidad de la sal argéntica en los d4i -
solventes orginicos permite gue se produzca la condensa-—
cibn en fase homogénea evitando las complicaciones bien
conocidas de la reaccidn de KBeningdenorr en presencia
de compuestOgde plata © mercurio insolubles. [Gunter Wulff
y Gerhard Rohle, Ang. Chem. Inbt. Ede 13y 157 (1974)1. Ia
reaccidn se oompleta en breve tiempo (generalmente de una
a.ocho horas), y los glicdsidos protegidos pueden obtew
ne;se con elevado rendimiento. Ademés es muy importante
y sorprendente que la reaccidn sea estereocespecirfica:
solo se formen alfa andmeros.

El derivado protegido reactivo del aglhcer ami-
no-deoxi que se condensa con la aglicona de estructura
I (R = metoxilo) para proporcionar el glicbsido protegi-

do de la estructura II:

(11)




es el nuevo intermediario cloruro de 2,3~dideoxi-~4sb-di~
~0=p-nitrobenzoil—j3-N-trifluorcacetil-alfa~I-ribohexopi-
ranosilo IIIl:

5. R1 ClL
CHoRy
NH-COCF .
| R1=R2=—0—00—©-—N02
(II1)
que se deriva de la 3-amino-2,3-dideoxi~-I=-ribohexosa
10. (3y4-epi~b=hidroxidaunosamina) IV:
0
Q
H; OH (1v)
15.
previamente desconocida en la serie L. P
Del glicbsido protegido II, después de separa—
cibn bdsica de los grupos protectores, se obtiene el pro-
ducto f£inal V @
20.
25,
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0 seas la 3',4'-epi-6'~hidroxi-daunomicina que se aislae

en forma del clorhidrato.

El tratamiento subsiguiente del compuesto Vy de
conformidad con el método descrito en la patente estado-
unidense n® 3.803,124 (9 de abril de 1974) ofrece el come
puesto VI: ' |

(VI)

o sea; la 3',4'-epi~6'-hidroxiadriemicina que se aisla
también en forma del clorhidrato.

E1l derivado protegido del aziecar amino-deoxi,
que se condensa con la aglicona de estructura I (R = meto

xilo) para proporcionar el glicbdsido protegide de estruc-

. tura VIIs

(VII)
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es el nuevo intermediario cloruro de 2,3;6-trideoxi=3~N-

-trifluoroacetil-4-0~p-nitrobenzoil-alfa=I~ribohexc-pira-
nogilo VIII :

R.1 = -—O-—CO-</ N -NO,

(VIII)

que se deriva de la 3—amin0—2,3,6—trid§oxi~L—ribohexosa

IX:
0

C%g H, OH (IX)

también desconocida anteriormente en la serie L.
De los gliclsidos protegidos VII, despuds de
separar los grupos protectores; se obtiene el producto

final X:

(X)
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que es la 3',4'-epi-daunomicina que se aisla en forms
del clorhidrato.
Bl subsiguiente tratamiento del compuesto X,
de conformidad con el método descrifo en la patente es~
tadounidense n 3.803.124 (9 de abril de 1974)s propor -~

ciona el compuesto XI:

(x1)

0 seay la 3'j4'-epi~adriamicina también aislada en for-
ma del olorhidrato.

Ouando la condensacibn se lleva a cabo median -
te reaceibn de la aglicona de estructura I (R = hidrb -
geno) y un derivado protegido apropiado de la 4-epi-dau-
nosaminay 0 sea la l-cloro-N;O-di~trifluoroacetil-4—epi-
~daunosamine (este intermediario se ha descrito y reivin-
dicado por le peticionaria en la patente belga nlmero
820.848)% se obtiene el glicOgido protegido de estructu—
re XII:
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(XII1)

-COGF3

del gues después de separar 1los grupos proftectoress prime
ro con metanol para obtener el derivado de N-trifiuoroace
tilo y sucesivamente con NaOH diluldo, se aisla el produc-
to final 4~demetoxi~4'-epi-daunomicina XIIT en forma del
clorhidrato:

(XII1I)

Del compuesto XIII, siguiendo el procedimiento
descrito en la patente estadounidense nim. 3.803.124, se
obtiene la 4~demetoxi~4'-epi-adriamicina XIV en forma del
clorhidrato.
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Como sea que el nuevo procedimiento de condenses
cibn utilizando como catalizador le sal argénbica soluﬁlg
AgS0yCF3 es general y estereoespecifico, se comprenderd
que utilizando la aglicona de estructura I (R = metoxilo)
pueden prepararse también los bien conocidos antibibticos
antitumorales de daunomicina y 4‘-epi-daunomicina cuando
la. fraceidn do azlicar es respectivamente un derivado pro-
togido apropiado de la daunosamina o 4‘'-opi-daunosaming.

El cloruro de 2,3-dideoxi—4:6-di~0-p~nitrobep -
20il-3-N-trifluoroacetil-alfa-I~ribohexo-piranosilo IIi

utilizado .
intermediario/para-la preparacidn del compuesto II se qb—
tiene a partir de la 4,6~0-benciliden-2-deoxi~alfa~Il—eri-
tro-hexopiranosid=3-ulosa de metilo XV [E.H. Williams y
col., Canad. J. Chem. 47, 4467 (1969)].

P
H

Me ' (Xv)
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Este compuesto se convierte en 2,3~dideoxi-3-I-
trifluorcacetil-alfa—~L~ribohexopiranosida de metilo XVI:

H Obie
0

(XVI)

giguiendo el procedimiento que se encuentra en la litera-
tura para el isbmero D [P.J. Beynon y col.s J. Chem. Soc.
(¢)s 272 (1969)].

El compuesto XVI se deja a continuacién que reac
cione con c¢loruro de p-nitro~benz0ilo en piridina seca y
a continuacibn con cloruro de hidrdgzeno seco a 020 para
obtener 2,3~dideoxi~4;6-di~-0-p-nitrobenzoil-3~N~trifluorg-—

-

acetil-alfa-I~-ribohexopirancsa ZVII:

H,0H

R1=R2=~O—CO~<<:::::>>~N02

(ZVII)

Haciendo reaccionar de nuevo el compuesto XVII
con cloruro de p-nitrobenzoilo en piridina seca se aisla
su 1y4,6--tri~O-nitrobenzoato del ques; después de trata-— :
miento durante una hora con cloruro de hidrdgeno seco a
02 en cloruro de metileno se obtiene, finalmente, el nue-
vo compuesto deseado IIL,

La preparacidn del otro nuevo intermediario,
cloruro de 2,36-trideoxi-3-N-trifluoroacetil=4~0-p-nitro—

benzoil-alfa~I-ribohexo-piranosilo VIII, se efectla a
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partir del compuesto XVI y siguiendo el procedimiento des-
crito por S. Hanessian y col. [Carb. Res. 24, 45 (1972)]
para la sintesis de azbcares 6;deoxi. Haciendo reaccio =
nar el compuesto XVI con N-bromosuccinimide y trifenilfos-
fina en dimetilformamida anhidra se obtiene Bu derivado
6-bromo del gue, mediante reduccidn catalitica en presen~
cia de carbdn paladiado al 20% y BaC03s se aisla la 2536~

~trideoxi-3~trifluoroacetanido~alfa~I~ribohexopirancsida

de metilo XVIII.

HO 0 ?Me
on (XVIII)
NHCOCT,

La reaccidn del compuesto XVIII con cloruro de
p-nitro~bonzoilo on piridina seca proporeiona su derivado
4=0-p-nitrobenzoilo del que, despude de tratamiento con
cloruro de hidrégeno seco, se obtlene la 23, 6-trideoxim3-
~N=trif1u0roacetil-4-0-p-nitrobenzoil-alfa~I~ribohexopin

ranosa XIX:
1

CHj H,0H

FHOOCE,
R, = ..o--co-<:_;>-mo2

(XIX)

"

Haciendo reaccionar de nuevo el compuesto XIX
con cloruro de p-nitro-benzoilo en piridina seca se ais-

la su derivado ls4-dirp-nitro-benzoilo del ques degpuéds
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de tratamiento con cloruro de hidrdgeno seco en cloruro
de metileno o 020, se obtiene finalmente el nuevo compuesg
to VIII deseado.

Preparacidn del intermediario cloruro de 2:3—dideoxi—4,6¢

~di-0-p=nitrobenz0ile3=N-trifluoroacetil-al fa~I-ribohexos

piranogilo III.

Se prepard una solucidn metendlica de hidroxila~
mina tratando clorhidrato de hidroxilamine (8,35 gy 0512
mol) con hidrdxido sé@ieo (4592 g» 0,12 mol) en metanol
(215 e¢c)s y separando por filtracibn el cloruro sbdico
formado. & esta solucibn recién preparada se adiciond
4,6,0~-benciliden~2-~deoxi~alfa~I~eritro~hexo-piranogid-3-
-ulose (XV) (E,H.Willjems y col., Canad. J. Chem. 19694
47, 4467) (5535 g). Al cabo de 15 horas a la temperatura
del ambiente se separd por filtracibn la metil-4;6,0-ben-
ciliden—z—deoxi-alfq—L—eritro-hexo—pi:gnosié—3—ulosa oxi~-
me (5,25 gs 93%) y so secd; punto de fusidn 211-213e; ‘
[e1fal; = 201,60 (c = 0s5 en CHOLy); w/o 247 (1] -32).
Bl espectro de r.p.m. se ajustz a la estructura.

Se agitb y calentd en reflujo, durante 18 horass
la oxime recién preparada (5,0 g) en 8ter dietilico (QQO
cc) conteniendo un exceso de hidruro de litio=-aluminiq
(2,15 g). La cromatografia de capa delgada (sistema di -
solvente CHOly-MeOH 6:1 v/v) indicd que la reduccidn fué
completa. La adicidn de acetato de etilo, filtracidh y
evaporacidn did la metil-3~amino-4,6,0-benciliden—2 3~
dideoxi~alfa-L~ribohexopiranosida cristalina (4:05 gy
85%): punto de fusifn 120-121e; [alfaly = ~145¢ (c = 0,5
en CHGl3); m/e 265 (Mf). Se almacend a la temperatura del
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ambientes, durante uno hora, este compuesto (4 & en clo -
ruro de hidrbgeno metandlico 0,5 N (75 cc). Se ajustd la
solucibn a pH 5,5 con Amberlite (marca) IR 45 y se evapord
hasta sequedzad bajo presidn reducida. Se tratd el residuo
suspendido en éter dietilico (770 cc)y con anhidrido tri-
fluoroacbtico (10 cc) a 02 durante une noche. Bl material
bruto, obtenido por evaporacidn hasta sequedad bajo va 1:
cio hasta la eliminacidn completa de la acidez, se trath |
con metanol a la temperatura del ambiente durante una np=-
che y dibé, después de la evaporacidn del disolvente, la -

metil-2, 3~dideoxi-3-N-trifluoroacetil-alfa~I~ribo-hexopi~

" ranogida (XVI); (3:34 gy 82%); [alfa]D = =71535¢ (¢ = 0,7 .

en CHCly); m/e 242 {Mf ~31). Bsta etapa siguib el procp~
dimiento de P.J. Beynon et al.y Js Chem. Soc (C); 1969,
272. )

Se tratd lo piranosida XVI (2,5 g)s disuelta
en piridina anhidra (45 cc¢), con cloruro de p-nitrobengdg
1o (4:25 g )a 08C.Al cabo de dos horas se vertid la me#-
cle reaccional en hielo. Se separd por filtracibn el p;e-
cipitado y se 1av6}con agua haste neutralidad. Ia criéta—
lizecibn en CHOly-8ter dietilico dib 4,95 g (95%) de de-
rivado de di-p-nitro-benzoato, punto de fusidn 180—18é§;
[alfa]D = 1272 (¢ = 0,48 en CH013). Este compuesto (4 g),
&isuelto en una mezcla de cloroformo (15 cc) y Acido agé-
tico (10 ¢c)s so saturd con cloruro de hidrdgeno a=9001
Al cabo de una hora se evapord la soluoiéﬁ hasta sequedad.
en vacio. Bl residuos para eliminar completamente la éci—
dezs se disolvid en benceno y se evapor6 hasta sequedad

varias veces. Lo purificacidn del producto bruto mediante
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cromatografia en uma columna de gel de silices utilizando
cloroformo en calidad do disolventes @16 3,15 & (80%) de
la 2, 3-dideoxi~4;6-di~0~p-nitrobenzoil=3-N-trifluoroace-
tilealfa~I~ribohexopiranosa (XVII): punto de fusibdn 114~
11683 [alfa]D = 1242 (c = 0,43 en ch13): Bl ospectro
de r.p:m. mostrd absorcidn en: 3,83 (ds C-10H), 5,26 (dd,
J'4Hzy J% 1045 Hz, C-4H), y 5139 delta (s ancho, Wy 6Hzs
0-1H). .

Se tratd lé piranosa (XVII) (2;5 g) en piridina
anhidra (40 cc) con clorurc de p-nitrobenzoilo (1,25 g)
a 02¢C.

Al cabo de 14 horas a la temperatura del am -

biente se vertid la mezcla reaccional en hielo. El deri-

vado de tri-O-nitrobenzoil precipitado formado se separd
por filtracibm, sc lavd con ague hasta neutralidad y se
seeb bajo vaoclo. 51 espeetro de r.m.p. del producto (2,6
g 92h) cristalizedo’ en GHOL3-Et50, punto de fusibn 168~
1702, muestra, entre otros, absorcidn en 6,72 (s anchoy
Wy 6Hz C-1H)s indicando una configuracidn axil en 1a po-
sicidn C~-1 del grupo p-nitrobenzoilico. :
El derivado de tri-O-p-nitrobenzoilo (2 g) di -
suelto en dicloruro de metileno (60 cc)s se saturd con
cloruro de hidrdgeno seco a 02 durante una hora. Se sopa-
rd por filtracidn el Acido p-nitrobenzoico precipitedo y
se evapord la solucidn hasta sequedad bajo vacio hasbé la
eliminocidn completa de la acidez. EL cloruro de 2,3-di-
deoxi~4,6-di~0f2~nitrobenzoil~3—NAtrifluoroacetil—q}fﬁ—
~L-ribohexopiranosilo bruto (III) resultante (1,6 g;95%)

se utilizd sin ulterior purificacidn. EL espectro de
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Y.Pelle Muestra, entre otros, absorcidn de C~1H en 6,45
delta (ddy J'3y5 Hzy J" 1,0 Hz).

Preparacidn del intermediario oloruro de 2,3,6-trideoxi-

=3~Netrifluoroacetil-4-0=p=-nitrobenzoil-al fa-I~ribohexo-

piranosilo (VIII).
Une solucibén de metil-2, 3~dideoxi-3-N-trifluoro-

acetil-alfa~I-ribopiranosida (XVI) (0:6 g) en dimetilfor-
mamida emhidre (14 oc) se mezold oon N-bromo-succinimide
(0537 g) ¥y trifenilfosfina (0,6 g). Se tratd la mezcla
reaccional durante una hora a 50¢, y se evapord la solu—
cidn bvajo vaeio. El resgiduo, disuelto en clorofuormo (50
cc)y se lavd oon agua para eliminar la succinimida. E1
rébiduo bruto obtenido por evaporacibn del disolvente se
purificé mediente cromatografia en wno columna de écidq'
silicico utilizando &ter dietilico en calidad de agenté
eluyente.

El derivado de 6-bromo puro asi obtenido (0,4
g)) disuelto en metanol (40 cc) se redujo en presencis
de carbdn peladiado al 20% (0,5 g) y carbomato de bario
(2,0 g) & 10 atmes lo que did un rendiniento cuantitativo
de metil-2s3,6-trideoxi~3-trifluoroacetanido~alfa—I~ribo—
hexopiranosida (XVIII) segin cromatografia de capa deiga~
da en Kieselgel de Merck 60 F254 utilizendo un sistems
disolvente de CHCL;-MeOH (6:1 v/v): Rf 0,4. B1 e spectyo
de r.mepe s ajusta oon la estructura., Egta etapa sigue
el procedimiento de §. Hanessian y col. Carbohyd. Res%
1972124, 45, :

Se mezeld una solucidn de le pirancsida (XVIII)
(0524 g) en piridina anhidra (4 oc) con cloruro de p~nie

trobenzoilo (0,24 g). Se agitd 1n mezola reaccionsl a'
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02 C durente tres horas y luego se vertié en hielo. El
derivado de 4-O-p-nitrobenzoilo asi formado se separd por
filtracibn y se lavd hasta neutralidad. Este compuesto,
secado sobre pentdxido de £6sforo durante varias horas,
se disolvid en una megela de &cido aoétioo‘giacial (1 co)
y ddcloruro de metileno anhidro (5 oc) y se saturd con
cloruro de hidrdgeno seco a 02C. Ia evaporacidn de los
disolventes did la 2, 3, 6=trideoxi~3-~N-trifluoroacetil-4~
~0-p-nitrobenzoil-I-ribohexopiranosa (XIX) (0,22 g)t cro-
matografin de ompa delgade sobre Kiesselgel de Merck 60
F254 utilizando un sistema disolvente de benceno-acetato
de etilo (20: 1 v/v) Rf.: 0,18.

Se mezcld une sclucidn de le piranose (XIX)
(0,18 g) en piridina anhidra con cloruro de p-nitrobenzoi-
1o (0413 g)» S

Se agitd la mezclq&eaccionﬁl a 02 durante tres
horas y se vertid en hiele. El derivado de di-p-nitro -
benzoilo asi formado se separd por filtrocién y se lavd
hasta neutralidad. Se secd este compuesto, se disolvid
en diclorometano (5 cc) y se saturd con cloruro de hidrd
geno a 02, Ia evaporacidn del disolvente did en rendimien
t0 cuantiteotivo el producto deseade de cloruro de 253,6-
trideoxi=-3=-N-trifluorcacetil=4~O-p-nitrobenzoil—-alfa=le-
-ribohexopiranosilo (VIII) que se utilizd sin ulterior
purificacibn.

EJEMPIO 1

3'=4'=epi-6'~hidroxi-daunomicina (V)

Se mezcld daunomicinona (I; R = metoxilo)

(141 g) e didivrury a8 mebllsno anhidro (110 cc) con
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1-0loro-2, 3-dideoxi-3-N-trifluorosecetil-4s6=-0i~-O-p-ni ~
trobenzoil-alfa~L-ribohexopiranosa (III) (0s8 g) en pre-
sencia de temiz molecular (12 g 4 2 Merck) y se tratd
con AgS030Fy (0137 g) ocon fuerte agitacidn durente una no-
che a la temperatura del ambiente. Se neutralizd lao mez~
cla reaccional con una solucidn acuosa saturada de bicar~
bonato gddico. Se separd la fase orgénica y sc evapord
bajo vaecio. Se purificd el residuo mediante cromatografia
en una columne de dcido silicico utilizando benceno~ace-
tato de etilo (2:1 v/v) en calidad de sistema eluyente:
se obtuvo 153 g (80%) de producto (II): punto de fusibn
241~2430: [alfaly = + 2142 (o = 0,07 en CHOL,).

Bl compuesto- (II) (0,7 g)s disuelito en acetona
(45 cc) se mezcld con hidrdxido sbdico acuogo 0,2 N (50
cc) a 08. AL ocabo de 40 minutos se ajustd la solucidn a
PH 4,5 con cloruro de hidrégeno 1N y se extrajo oon olo-
roformo pera eliminar los agliconns. Lo solucidn zcuosa,
ajustada o pH 895 se extrajo reopetidamente con clorofor-
mo.

Los extractos combinados, secados gobre sulfé—
to sbdico anhidro, se evaporaron haste 10 oc. Iz adicibn
de una cantidad estequiométrica de cloruro de hidrdgeno
metandlico anhidro y &ter dietilico en exceso did el
clorhidrato de 3',4'~epi-6'~hidroxidaunomicina (V) (0,36
g 83%): punto de fusibn 183-1858; [alfal = +2150 (o =
0,02 en MeOH). Cromatografia de cap; delgada sobre placa
HP de Kiesdgel de Merck tamponada a pH T con fogfato .
M/15 utilizando un sigtema disolvente de cloroformo-meta—

nol-cgua (13 ¢ 6 ¢ 1 en volumen): REf 0,43.
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EJEMPIO 2

3'14'-epi~6'=hidroxi-adriamicina (VI).

El producto final del ejemplo.l (0,3 &)+ disuel
$0 en una mezcla de metanol anhidro (4:2 cc) y de dio -
xeno (12 cc)y se mezeld con ortoformato de etilo (0,3
ce) ¥y 1:1 cc de una solueibn de bromo en cloroformo
(0,93 g en 10 cc). Al cabo de une hora & la ‘temperature
del ambieﬁte se vertid la mezcle reacciovnal en una mez-
cla de &ter dietilico (60 cc) y &ter de petrdleo (40 -
708, punto de ebullicibn) (30 cc)e Se formb un precipi -
tado rojo que se f£iltrd y lavo con &ter dietilico varias
veces para eliminar por completo la acidezs y se disol -~
vib en una mezcla de acetona (6 cc) y bromuro de hidrd -
geno acuoso 0:25 N (6 cc). AL cabo de 15 horas a la
temperatura del ambientc se combind la mezeld™con agua
(6 c¢) y se extrajo con cloroformo reﬁétidamente para
separar las agliconas, Se extrajo la fase acuosa con
n-butanol hasta que los cxtroctos perdieron el color.

la ovaporacidn del disolvente orgdnico bajo
vacio hasta pequefic volumen (alrededor de 5 ce did el
derivado de l4-bromo (0;26 g) en forma de un producto
rojo cristalino. Se disolvid el derivado de l4-bromo(0,26
g) en bromuro de hidrdgeno acuoso 0:25N (6 ce) y se mezeld
con 0945 g de formato sbddico en agua (4:5 ce). Se agité
la mezcla reaccional a la temperatura del ambiente duran~
te 100 horas y luego se evapord hasta sequedad bajo vécio.
Se disolvid el residuo en 120 cc de mezcla de clorofommo

-metanol (2:1 v/v), se lavd con solucibn acuosa al 2,5 %
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de bicarbonato sbédico (50 cc dos veces). Se extrajo la
fase acuosa con cloroformo hasta que perdieron el color
los extractos. Se combind la fase orginice con los ox .=
tractos cloroférmicoss se secd sobre carbonato sddico an-
hidro y se evapord hasta volumen reducido (unos 30 co)
bajo vacio. La solucidn roja, ajustada a pH 3,5 (rojo
congo) con cloruro de hidrdgeno metandlico anhidro, se
mezold oon &ter dietilico en excosos lo que dibd 3'.4'-
opi-6'-hidroxiadrismicina (VI) en forma del clorhidrato
(0412 g); punto de fusibn 158-160¢ (desc.$ lalfaly = +
1782 (C = 0,01 en MeOH); cromatografia de c;pa dalgadé
sobre place de Kieselgel de Merck tamponada a pH T oop
fosfato M/15 utilizando un sistema disolvente de cloro-
formo-metanol-agua (13:6:1 en volumen): Rf 0,32. Esta
etapa sigue el procedimiecnto de l= patente briténica n&mé
1,217,133 do la peticionaria. ?
EJEMPIO 3

3'y4'~epi-daunomicina (X).

Daunomicinona (I; R = motoxilo), (0,29 g) en
dicloruro de metileno anhidro (30 cc)y mezclada con él
cloruro de piranosilo (VIII) (015 g): se tratbd con :
AgS040F, (01 g) con fuerte agitacidén durante une no@he
a la temperatura del ambiente. El producto se elabord
como on el ejemplo 1 y se obtuvo (05185 gy 65%) del pro-
ducto protegido VIIy punto de fusibn 24593 cromatogratfia
de capa delgade sobre placas de Keselgel de Merck 60 F254
utilizando un sistema disolvente de benceno~acetatp de
etilo (2:1 v/v¥): Rf 0,3. Bl tratamiento bésico para se=

parar los grupos protectores como en el ejemplo 1 &id
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el producto deseado (X) en rendimiento cuentitativo,pun-
t0 do fusidn 180-18100; Lalfa]z + 243,52 (¢ = 0,05 MeOH).
Cromatografia de capa delgada sobre placas de Kiesselgel
de Merck tamponadas a pH 7 con fosfato M/15, utilizando
un sistema disolvente de cloroformo-metanol-agua (13:6:1
en volumen): Rf 0,55, Daunomicina bajo las mismas condi~
ciones: RE 0,43,
BJEMPIO 4

3'y4'-epi-adriamicina (XI)

Al igual que en el ejemplo 2 se transformb el
producto X (0,5 g) en su anilogo adriamicina (XI) (0,28
g)s punto de fusidn 168-1708C; Ealfa]lzjo = +2842 (¢ =
0,044 MeOH). Rf = 0,3 utilizando un sistema disolvente
de cloroformo-metanol-aguae (14:6:1 en volumen).
BIEMPIO 5

4~demetoxi~4'-epi~daunomicina (XIII)

Un gramo de 4-demetoxidaunomicinona (I; R = hi~
drdgeno) (descrita y reivindicada en la solicitud de pa—
tente belga de la peticionaria G 395) disuelto en 100 cc
de clorurc de metileno anhidro conteniendo 1,2 g de l-
~cloro-N,O-trifluoroacetil-4~epi~daunosamina (descrita
y reivindica® en Iz solicitud de patentc belga de la
peticionaria nim. 826.848) se trata cn presencia de
10 g de tamices moleculares (4 & Merck) con 0,86 g
de AﬂSO3CF3 disuelto en 40 cc de &ter dietilico. Al
cabo de 20 minutos a la temperatura del ambiente se neu~
tralizd la mezcla reaccional con solucifn acuosa satu —

rada de NaHCO, y se separbd la fase orghnica y se evapo-

rd bajo vacio. Se tratd el residuo N;O protegido (XII)
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con 200 cc de metanol durcnte 15 minutos a la temperatu-
ra del ambientc y el producto bruto (1s3 g)s obtenido pbr
evaporacién del disolvente, se cromatografi§ sobre co -
lumna de Acido silicico y utilizando la mezcla clorofor—
mo-benceno-metanol (100:30:4 en volumen) en calidad de
agente eluyente: se obtienen 0455 g de N-trifluoroacetil-
-4-denetoxi~4 ' -epi-daunomicina. RMP (CD013~DMSO—d6 1:1
v/v) : 1,38 (4, CH3~G—5'); 5,23 (s ancho, Wy 7,5Hz -7 H)»
5,5 (Ads J' A 245 Hzy J" Av 1 Hzy C-1'H)s 7:7-8,0 y 8,15~
8,50(d0s m simtricoss H aromltico), 13,18 y 13,45 (dos |
8y G-6 OH y 0-11 OH); Cromatografia de capa delgada s0—
bre placa de Kieselgel de Merck F254 utilizando sistema
disolvente de cloroformo-benceno-metanol (100:30:4 v/v):
Rf 0,17,

Se disolvid el derivado de N-trifluoroacetilo
en 5 coc de acetona y se tratd o 02 con 50 cc de NaOH O1N.
AL cabo de 20 minutos se ajusté 1z solucibn & pH 8,2y
se extrajo repetidamente con e¢loroformo. Los extractos
combinadosy secos y concentrzdos hasgte volumen reducido
(unos 15 cc)s se acidifican a pH 3,5 (rojo congo) con
¢loruro de hidrbgeno metendlico anhidro; la edicidn dé
un exceso de &ter dietilico perﬁitié 1la obtencidn de -
0135 g de 4~demetoxim4'-gpi~daunomicina (XIII), en foima
de clorhidrato: Cromatografia de ospa delgada sobre pla-
ca de Kieselgel Fosy de Merck utilizando sisteme disol-
vente de cloroformo-metanol-agua (120:20:2) : RE 0,25,

EJEMPIO 6 |

4-demetoxi-4'~epi~adriamicina (XIV)

0,35 g de clorhidrato de 4-demetoxi-4'—epi-
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~daunomicina (XIII), disuelto en una mezcle de mebanol
anhidro (5 cc)s dioxano (14 cc)» ortoformato de ebilo
(0,35 cc)s se trata con 1,4 cc de una solucidn de bromo
en cloroformo (0,93 g de Br, fremte a 10 cc de CHOL,).

Al cabo de 30 minutos a la temperatura del ambiente se
vierte la mezcla reaccional en una mezcla de éter etilico
(70 cc) y éter de petrdleo (35 cc). EL precipitado rojos
filtredo y lavado con éter etilico varias veces para eli-
minar por completo la acidez, se disuelve en una mezcle
de acetona (7 oc) y bromuro de hidrdgeno acuoso 0525 N -
(6 cc). Al cabo de 15 horas a la temperatura del ambie@te
se adicionan 6 cc de agua a la mezcla y varias extr&cié—'
nes con cloroformo permiten separar las agliconas. Luog6
se extrae la fase acuosa con n~butanol hagte obtener -
extractos incoloros. La evaporacidn del disoIvente orgé&
nico bajo vacio hasta pequefio volumen (unos 6 ce) did
0126 g de derivado de l4-bromo. Se disuelve este compues-
t0 en 657 ce dc bromuro de hidrdgeno acuoso 0525 N y se
trata con 0,5 g de formato sédico en 5 cc de agua. Se
mantiene le mezcla reaccional con agitecidn a la tempe-
ratura del amﬁiente durzente 48 horas, luego se evapora
hasta sequedad bajo vacio. ELl residwo, disuelio en 120

cc de megzcla de cloroformo-metanol (2:1 v/v)s se lava
con solucibn acuosa al 2,5 % de NaHO0; (50 x dos veces).
Se extrae la fase acuosa con cloroformo hagta obtener
extractos incoloros, se seca (Na2504) ¥ se evapora hasta V
pequefio volumen (unos 30 ce¢) bajo vaecio. A la solucidn
rojas ajustada a pH 355 (rojo congo) ocon cloruro de hi-

drbgeno metandlico anhidro, se le adiciona éter etilico
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en exoesoy; 1o que di 4~demetoxi~4'-epimadriamicing (XIV),
en forma de olorhidrato (0,17 g): que se purifica median~
te cromatografia eobre columna de polvo de celulosa whi-
lizando slstema disolvente de cloroformo-metanol-agua
(140:20:2 v/v) en calidad de agente eluyente. El produc—
to puro funde con descomposicién a 1788; Crometografia
de capa delgada sobre placa de Kieselgel de Merck F254
tamponada a pH7 con fosfato M/15, utilizando sistema di-
solvente de cloroformo-metanol-agua (130:60:10 v/v): RE
0,54.

EJEMPTLO

4'-epi~daunomicina,—

' Se disolvid daunomicinona (I, R = metoxilo)
(6 g 15 mmoles) en diclorurc de metileno anhidro (700
cc) y se mezeld con l-cloro-N,O-trifluoroacetil-4-epi=
daunosamina (2,3 g» 9,4 mmoles) (descrita y reivindicada
en la patente belga de la peticionaria n¥ 826,848), ¥y
tamiz molecular (20 gy 4 1 Merck), ‘

Se adiciond con agitacibn, durante 30 minutos

a la temperatura del ambiente, una solucibn de AgSO3CF3
(2,6 gy 10 mmoles) en éter dietilico (50 cc). AL cabo de
dos horas, se £iltrd la megola reaccional, neutralizada
oon solucidn acuosa ssturade de bicarbonato sbédico. Ia
fase orgénice separads se evapord hasta 100 cc y se tra—
t6 con metanol (300 cc) durante 12 horas a la temperatu~
ra del ambiente. Bl residuo, obtenide por evaporacidn
de los disolventes bajo vacio, se cromatografib sobre
una columna de dcido silicico ubtilizando una mezcla de

cloroformo~benceno~-metanol (100 ¢ 20 ¢ 4 v/v) on cali-
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dad de agente eluyente. Se obtuvo, ademds de la daunoci-
cinona sin reaccionar (2;4 g), una mezela (1,0 g) de dau~
nomicinona y N-trifluoroacetil-4'-epi~daunomicine y 4:4
g de N~trifluorocacetil-4'~epi-daunomicina pura.Bste Q1 -
timo compuesto (4:4 g) se disolvid en hidrdxido sbddico
01N (260 ce). Al cabo de 20 minutos a la teuperatura
del ambionte se ajustd la solucidn a pH 8,2 y se extrajo
repetidamente con cloroformo. Los extractos combinados,
concentrados hagta pequefio volumen (unos 50 ce¢)s se agi-
dificaron a pH 3,5 (rojo congo) con cloruro de hidrbgeno
métanélico anhidro y se mezclaron oon un exceso de &ter
dietilico. Se separd por filtracibn el clorhidrato de
4'~ppi-daunomicina precipitado, se lavé con éter dieti-
lico y se seod bajo vacio, El producto (3,0 g) demostrd
ser idéntico, en todos los aspectos, al descrito y rei-

vindicado en la patente belga n? 826,848 de la peticio -

narisa.
EJEMPLIO 8
Deunonicine.

Se disolvid daunomicinona (I, R = metoxilo)
(274 gy 6 mmoles) en dicloruro de metileno anhidro (300
ce) y se mezold con l-cloro-N,O-trifluoro-acetildaunosas-
mina (1,1 g 3,08 mmoles) (descrita y reivindicada en la
patente belga n¢ 826.848 de la peticionaria) y con fa -
miz molecular (10 g 4 i Merck). Se mezold la solucidn
con AgS0,0F, (0,77 & 3 mmoles) en étor dietilico anhi-
dro (20 cc) con fuerte agitacibn durante 30 minutos. Al
cabo de dos horas a la temperaturse del ambiente se neuw

trelizb la mezcla reaccional con una solucibn acuosa
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saturads de bicarbonato sbdico, se separd la fage orgini-
ca y se evapord bajo vacio. Se disolvid el residuo en me-
tanol (200 ec) y se mantuvo a la temperatura del ambien~
te durante cinco horas. El residu6 de la gseparacidn del
disolvente se cromastografid sobre una columna de feido
silicico utilizando una mozcla de cloroformo-uetanol

(100 ¢ 3 v/v) en calidad de agente diluyente. Ademés de
daunomicinone sin reaccionar (1,1 g) se obtuvo 142 g de
N-trifluoro-acetil-daunomicina. Este compuesto (1,0 gf

se digolvid en hidrbxido sbddico acuoso 0,1N (100 co) y
al cabo de 30 minutos a la temperatura del ambiente se
ajustd la solucibn a pH 8:6 y se extrajo repetidemente c

con cloroformo. Los extractos combinados, secados sobre

. sulfato sbdico anhidro, se concentraron haste pequefio

volumen y se acidificaron a pH 455 con cloruro de hidro-
geno metandlico 0,1W para permitir la cristelizacidn del
clorhidrato de daunomicina, idéntico en todos losg aspec
tos con el producto obtenido mediante formentacidn. Bl
rendimiento resultd prédcticamente cuantitativo.

dotividad bioldgica.

La actividad antitumoral de los nuevos com ~
puestos del invento, o sead, 3's4‘'-epi-daunomicinas 3'y4'-
epi-6'~hidroxidaunomicinay 3',4'-epi-6'-hidroxiadriami-
cinas 4-demetoxi-4'-epi-adriamicings se ovelnd sobre di
vergos tumores transplantados en ratones y eh prueba in
vitro. Los resultados de egtas pruebas sc exponen en
lag tablasg siguientes.

3',4'~epi-daunonicina.

Prucba in vitro de la eficacia clénica de células Hola
§
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Después de trotemiento durante 25 8 o 24 horas,
se sembraron células Hela (200 células por placa) y se
determind el nlmero de colonias ocho dimas después. Ia do-
sis inhibidora (DI5O) repregenta la dosis que proporcio-

5e na un2 inhildecibén del 50% de las colonias.
TABTA T

(Actividad sobre células Hela)

Compuesto ETEB (pg/oc)
10. 2 h. 8 h. 24 h.
Daunomicina 17 8,5 68
3'y4'—epi~daunomicina 270 220 190

Prueba in vitro sobre la formacidn de foci con el Molo~

-

15. ney Sarcoma Virus (M § V)

El compuesto de prueba se évalud sobre culti-
vos fibroblastos embrionarios de ratdén (MEP) infectados
con MSV y sobre cultivos similares sin infectar. Al cabo
de un tratamiento de tres dias se evaluaron les dosis in-

20, hibidoras (DIzy) sobre la proliferacifn de células en
cultivos sin infectar (actividad citotdxica) y sobre la

formacibn de foci por MSV en cultivos infectedos (acti~

vidad antivirica).

25.
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TABIA IT
= ISy e ey ay W
Compuesto DLy (ng/ce) t?ﬁ;ﬁic?Lso
Daunomicina 3 16
L] '
3714 7§E%Eg§qu 45 90

Ia 3'y4'-opi~dounomicina muestra menos activi;z‘
dad citotdxica in "vitro" cuando se compara con la daunoc-
micina. '

Sin embargo, en animales con tumor exhibe acli-
vided notablemente antitumoral, tal como se indica en ia :
Table 3. '

Ascites Leucemia P 388 linfocitica.

Se inocularon intraperitonealmente ratones T
cho CDFy con 6~10° células de leucemia/ratbn y luego s;
trataron intraperitonealmente del primer al noveno diq
después de la inoculacibn con diferentes dosis del con} -
puesto bajo examen. Bvaluscidn al veinteavo dia. '

TABIA 3
e s S e e £ e e B S e
Dosis T ox Diferen | Evaluacidn -
(mg/ | (supervi- | Ouras | cia de~ | tumoral,tiem
kg) | vientes peso | po de super= 2/C %
al 5¢ dig vivencia me- :
dio(ding)(8) '
25 6/6 1 |[-0,8 28 231 '
12,5 6/6 - |~0,1 21 173
6525 6/6 - 1+ 047 18,8 155
3,13 6/6 - |+ 0,3 1743 142
1,56 | 6/6 - |+ 10 15,17 129

(2) = Control = 12,1 dias
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3's4'~epi~6'-hidroxidavnouicina.

El compucsto exhibe significante actividad in
yivo® tal como se expone en'la tabla 4, indicando el
efecto del férmaco sobre ratones con leucemia I 1210.

Se inocularon intraperitonealmente ratones BDF
imbricados con 1,10° célula de leucemia/ratén y luego se
trataron con el compuesto bajo examen; Un so0lo tratamien~
to i.p. ei primer dia.

TABLA 4

(Actividad sobre leucemia I 12iC)

Dosis /0 %
Gompuessto (mg/kg)
3'4'—epi-6'm 725 150
hidroxidavnomicina 11,5 . ~150
17,25 - 150

3'4%—epi-6'-hidroxi~adriamicina

E1l compuesto es activo en tumores experimenta—
les.

En 1a Tabla 5 se expone su actividad sobre
Ascites Sarcoma 180 en ratones,

Ia prueba se llevd a cabo sobre grupos de 10
ratones (suizos CD1). E1 compuesto bajo exaaen se admi-
nigird intraperitonealmente con dosis variables a los
animales de prueba un dia despuds de la fnooulacidn

intraperitoneal con 1,10°

células de tumor/ratdn.
El tiempo medio de supervivencia se expresa
como porcentaje del tiempo de supervivencia de los ani-

males sin tratar, que se designa arbitrariamente como
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del 100%. Se indice también ol nlmero de supervivientes

de larga vida,

TABLA 5
(Actividad sobre Ascites Sarcoma 180)
Compuesto Agnggiéﬁ /G % TS
3 123 1/10
3'o4tmepin6'ahidro~ | 45 226 2/10
xi~adrianicina 6,7 138
10,5 138
ndriamicing 4,5 250 1/10

Adenetoxied'—epi-adrisnicina.

El compuesto se probd en comparacidn con la
afdriamicina sobre diversos sisbtemas in vitré y tumoreg de
ratbén expcrimentales. Los resultados in vitro se expoﬁen
en la Tabla 6. Bl compuesto probado resultbd claramente
més activo gue la adriamicina.

En les tablas 7y 8 y 9 se exponen los resu;%a—
dos obtenidos sobre tumores de ratén experimenxales.»

Con cualguier sistems probado, la 4-demetoxi-
4'=ppi-adriamicina exhibe una notable actividad anﬁita—
morel con dosis 10 veces inferiores a las de adriemicina.

Sobre leucemias L 1210 y P 388, la actividéd
antitumoral con la dosis Optima (no téxica) resultd pom-
parable con la do adriamicina. Sobre el sarcoma s611do
180 la inhibicidn del desarrollo del tumor el onceavo
dia resultd ligeramente inferior que con la adriamicina,

oon dosis equitbxicam. Sobre leucemia Gross (que es un



tumor sistémico transplentedo 1.v.); el aumento de vida
de los ratones tratados con los dos compuestos con dosis
equitoxicas resultd similar,
Se puede omeluir diciendo que la 4~demetoxi-
5. —4'-epi-adrianicina exhibe una actividad antitumoral ele-
vada en el ratdn, similar a la adriemicina, con dosis 10

veceg inferiores.

TABLA 6
Efecto in vitro de la 4-demetoxi~4'-epi-adriamicina,
10. en comparacibn con la adriemicinas Dy (ng/cc).
a b c
Compuesto Hela sy MEF
28 8 24 12 72
Adrianicing 125 28 12,5 0,01 0,026
15 l-denctoxi-4'—-epi- .
—adrismicina . . {0,35 0,1 0,03 <0,003 £0,003
a) eficacia cldnica de células Hela
b) inhibicidn de formacidén de foci por MSV
¢) inhibicidn de proliferacibén de fibroblasgtos embrio-
20. narios de ratdn.
TABLA 7
Actividad de la 4-demetoxi-4'-epi-adriamicina sobre
leucemias aseliticas. Tratamiento i.p. el dia 1.
= sommes e S
Leucemia Compuesto Dosis | T/C2 b Muertes r
25, ng/kg| % | ITS toxicas
L 1210 Adriamicina 2,5 [ 155 |{4/11 0/11
5 l66 |{1/11 1/11
10 155 | 3/11 7/11
4~demetox i~ 0,251 155 {0/11 0/11
w4 wgpie 0s5 | 166 {2/11 0/11
pdriamicina | 3 133 [0/11 11/11
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TABLA 7 (Cont.):

mmmm ke ' s S B e
Dosis | 7/C* o, |Vuertes
Teucenia Gompuesto mg/kg % ITS toxicas
P 388 Ldrianicina 255 150 0/10 0/10
5 162 | 0/10 0/10
5. 10 200 | 1/10 0,/10

4-demotoxi-4'- | 0,25 | 143 |0/10 0/10
-epi-adriani~ | 0,5 162 1/10 1/10
cina 1 162 0/10 8/10

a) MTienmpo medio de supervivencia, % sobre testigos
gin tratar

10.
b) Supervivientes de vida prolongada en 60 dias.

TABLA 8
Actividad de la 4 -demcfoxi-4'-epi-adriamicina sobre sarcoma

gblido 180. Tratamiento i.ve en los dias 1 a 5. Datos medios

15. de 2 experimentos.

Dosis 7/6% | Muertes $éxicas |
Compuest o | (ng/keg %
Adriamicina 2 22,2 3/19
2:5 1395 11/18
20. 4 ~deme boxi-4 ' ~epin 0,06 87,3 0/10
~gdrianicina
0,12 85,1 2/16
0s25 41,9 4/19
05 - 9/9

a) DPeso del tumor el dia 11, % sobre testigos sin
2 tratar.
TABLA 9
Actividad de la 4-demetoxi-4'-epi-adrianicina sobre leu

cenia Gross. Tratamiento i.ve. los dias 1 a 3,
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Datos medios de 2 experimentosa.

Dosis T/C | LIS ,

Compuesto |[(mg/kg) %- Muertes ‘toxicas
Adriamicim| 3,5 164 | 0/20 0/20
45 182 | 0/20 0/20
535 200 1/10 1/10
6 214 {0/10 3/10
4-demetoxi| 0,35 153 2/20 0/10
4" —gpi- 0,45 196 0/20 0/20
adriamici { 0,55 186 | 0/10 0/10
na 046 214 | 0/10 1/10
0565 | 207 |0/10 0/10

a) véanse leyendas en tabla 7.

REIVINDICACIORES

Descrito el objeto del presente invento se de-
claran nuevas y de propia invencidn las siguientes rei-
vindicaciones c¢on prioridad de la sclicutud de‘patente
ingles nim. 18.098/75 del 30 de abril de lé75.

l.- Un procedimiento para la preparacidn de
compuestos glicosidicos, de la seric antraciclina, cuyo
procediniento comprende hacer reaccionar dauncmicinona o
4-demetoxi~daunonicinona ocon un derivado 1—ha16geno pro-
togido apropindo de 3y4-cpim-b-hidroxi-dauncsaming 3s4-
~api-daunosanina o0 4-gpi-daunosanina en un disolvente
orghnico inerte, tal como cloroformo o cloruro de meti-
leno, en presencia de un catalizador de sal argéntica
goluble, tal como trifluoro-metan-sulfonato de plata; y
de tamices moleculares en calidad de agentosg deshidra-
tantes para formar los derivados protegidos de dicho$
compuestos glicosidicoss separar los grupos proteetofes
de dichos compuestos glicosidicos mediante hidrdlisis

alealina sueve com hidrdxido sbédico 0,1N para obtener



MIA.

5e

10.

15,

por @ltimo, los productos deseados que se aislan en for-
ma de clorhidratos.

2+~ Un procedimientos de conformidad con la
reivindicacibn 1, caracterizado porque el oatalizador
de sal argéntica es trifluorometan-sulfonato de plata'
(AgSOBOF3).

34= Un procedimientosy de conformidad con la
reivindicacibén 1, caracterizado porque el disolvente
orgénico es cloroformo o cloruro de metileno.

4.~ Un procedimiento pares la preparacidn de
compuestos glicosidicos de la serie antraciclina.

Seghn se describe y reivindica en la presente
memoris desoriptiva’ que consta de 33 hojas foliades y

escrites @ miquine por una sola cara,

Firmadoe: JOSE L. MORa
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