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FARMITALIA CARLO ERBA

S.R.L.

"PROCESSO PARA A PREPARAGCAO DE NOVOS DERIVADOS DE 4-DEMETOXI-

~-ANTRACICLINA™

A presente invengdo refere-se a um processo de preparagao

de glicosidos de antraciclina de formula geral

na gual Rl representa um atomeo de hidrogénio ou um grupo

hidroxi;



e dos seus sais de adigdo de dcido aceitdveis sob o ponto de vis

ta farmacéutico.
Um sal preferido é o cloridrato.

Os compostos da presente invengdo sdo derivados de 4-deme
toxi-daunorubicina (idarubicina) gue é um antibidtico anti-tumoral
conhecido. Os glicosidos de antraciclina preferidos de fdrmula ge
ral I sdao 4-demetoxi-4-amino-4-desoxi-daunorubicina (I-A) (I:R1=H)

e 4-demetoxi~4-amino~4'-desoxi-doxorubicina (I-B) (I;Rl=OH).

O processo para a preparac¢ao de glicosidos de atraciclina
de fdrmula geral I ou dos seus sais de adicdo de dcido aceitdveis

em farmacia consiste em:

i) fazer reagir 4-demetoxi-daunomicinona, uma aglicona co-
nhecida da idarubicina de antraciclina anti-tumoral com o cloreto

de 2,3,4,6-tetradesoxi-3,4-ditrifluoracetamino-L~-lixoexopiranosilo

de férmula geral:
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ii) remover os grupos N-trifluoracetilos do composto obti

do deste modo de fdrmula geral:

(II1)

Me

NHR
NHR

na gqual Rl representa um dtomo de hidrogénio; e
N

RZ representa um grupo CF3CO—,

para se obter deste modo um glicosido de fédrmula geral I na gual

R, representa um dtomo de hidrogénio;

iii) se apropriado , converter o referido glicosido de
fdrmula geral I num seu sal de adigcdc de acido aceitdvel sob o

ponto de vista farmacéutico;



iv) se apropriado, fazer-se a bromagao do referido glico-
sido de fdrmula geral I ou de um seu sal de adigdo de acido acei
tiavel em farmdcia e hidrolizar-se o derivado l4-bromado, assim
obtido, de tal forma que se obtenha o glicosido de antraciclina
correspondente de fdérmula geral I na gual Rl representa um grupo

hidroxi; e

V) se apropriado, converter-se o referido glicosido de f6£
mula geral I, na gual Rl representa um grupo hidroxi, em um seu

sal de adicdo de dcido aceitdvel em farmacia.

Pode obter-se o cloreto de 2,3,4,6-tetradesoxi—3,4—ditri—
fluoroacetimido-L-lixo-hexopiranosilo de fdrmula geral IT pelo
processo descrito no pedido de patente de invengao norte-americana
no. 4366 149. A fase (i) do presente processo pode ser efectuada
fazendo-se reagir a 4-demetoxi-daunomicinona, dissolvida em clore
to de metileno anidro, a temperatura ambiente, com cloreto de
2,3,4,6—tetradesoxi;3,4—ditrifluoroacetamido-L—lixo—hexopiranosilo,
na presenga de um peneiro molecular e sulfanato de trifluorometano

e prata.

Apds é fase i), mas antes da fase ii), o composto de fdér-
mula geral II pode ser submetido a uma purificagao cromatografica
em uma coluna de gel de silica, utilizando-se como eluente uma mis
tura de cloreto de metileno/acetona a 97:3 v/v. A fase ii) pode
ser efectuada submetendo-se o composto de férmula geral III a hi-

drélise alcalina com solugdo aguosa de hidrdxido de sdédio 0,2 N,



a temperatura ambiente, sob atmosfera de azoto e durante uma

hora e 30 minutos.

A fase iii) pode realizar-se por tratamento da 4-demetoxi-
-4'-amino-4'-desoxi-daunorubicina com acido cloridrico metandlico
isolando-se a 4-demetoxi-4'-amino-4'-desoxi-doxorubicina sob a
forma do seu cloridrato. A fase iv) pode ser realizada por broma
G3o e hidrdlise suave como descrito no pedido de patente de inven
Gdo norte-americana n2. 4112076. Oderivado l4-bromo pode ser hi
drolisado mediante tratamento com solucdo aquosa de formato de sd
dio a temperatura ambiente. A 4-demetoxi-4'-amino-4'-desoxi-doxo-
rubicina é tipicamente isolado sob a forma do seu cloridrato na

fase v) mediante tratamento com acido cloridrico metandlico.

Os compostos de fdrmula geral I e os seus sais sd3o utéis

como agentes anti-tumorais.



Exemplo 1

Preparacdo de 4-demetoxi-4'-amino-4'-desoxi-daunorubicina (I-A)

O acoplamento de 4-demetoxi-daunomicinona (0,55 g, 1,5 mmo
le) em cloreto de metileno (75 ml) com cloreto de 2,3,4,6-tetrade-
soxi-3,4~-ditrifluoroacetamido~L-lixo-hexopiranosilo (II, 0,43 g,
1,2 mmoles) na presenga de peneiro molecular (4,A - Merck, 4 g)
foi realizada utilizando-se sulfonato de trifluorometano e prata
(0,31 g em 10 ml de éter dietilico anidro) como catalisador. Apds
15 minutos sob agitagdo vigorosa a temperatura ambiente, a mistura
reaccional foil tratada com uma solugdoc aguosa saturada de carbona-
to de hidrogénio e sddio e a fase orgdnica foi a seguir separada e
evaporada sob vazio. A purificacdo cromatografica do residuo im-
puro em uma coluna de gel de silica, utilizando-se uma mistura de
cloreto de metileno/acetona a 97:3 em volume, como eluente, forne
ceu 4-demetoxi-4'-trifluorocacetamida-4'-desoxi-N-trifluoroacetil-
-daunorubicina (III, 0,56 g, 68%):

P.F. l63°—164OC, com decomposicado.

O espectro de RMP (200 MHz, CDCl3) mostrou absorgdes a 1,24

(d, J=6,6 Hz, 3H, CHy-s'), 2,42 (s, 3H,COCH,), 4,33 (m, 2H, h-3'h-4'),
4,49 (dg, J<1, 4,0 Hz, 1H, H-1'), 5,26 (dd, J=1,8, 4 Hz, 1H, H-7),
5,55 (d, J<l, 4,0 Hz, l1H,6H-1'), 5,64 (d, J=7,0 Hz, 1H, NH-COCF,-4'),

6,78 (d, J=6,0 Hz, lH, NH-COCF,-3') 7,81-7,86 (m, 2H, H-2, H-3),
8,29-8,36 (m, 2H, H-1, H-4), 13,30 (s, lH, OH-11), 13,636 (s, 1lH,
OH-6).0,5 g (0,73 mmole) de III em 45 ml de



hidrdéxido de sddio aguoso 0,2 N, agitado sob atmosfera de azoto a

temperatura ambiente.

Apés uma hora e meia a mistura reaccional foi acidificada
para pH 2,5 com solugdo aquosa de acido cloridrico e em seguida
extraida com cloreto de metileno para eliminar algumas impurezas.
A fase aguosa fol ajustada para pH 8,1, extraida com cloreto de
metileno e o extracto foi lavado com agua, seco sobre sulfato de
sddio anidro e concentrado até um pequeno volume. A acidificacao
com acido cloridrico metandlico para pH 4,5, seguida da adigdo de
éter etilico, forneceu 4-demetoxi-4'-amino-4'-desoxi-daunorubicina
(I-A, 0,37 g 90% de rendimento) sob a forma do seu cloridrato, pon

to de fusdo lSSO—lSGOC, com decomposigdo.

Exemplo 2

N

Preparacdo de 4-demetoxi-4'-amino-4'-desoxi-dexorubicina (I-B)

0,2 g de I-A dissolvido numa mistura de 2,7 ml de metanol
anidro e 7,5 ml de dioxano foram misturados com 0,2 ml de ortofor
mato de etilo e 0,75 ml de uma solucdo de 0,94 g de bromo em 10 ml

de cloreto de metileno.



Apds uma hora e meia a temperatura ambiente, a mistura
reaccional foi vertida sobre uma mistura de 40 ml de éter etili
co e 20 ml de éter do petrdleo. Formou-se um precipitado verme-
lho gque se filtrou e se , lavou diversas vezes com éter etilico
para eliminar completamente a acidez. O precipitado foi dissolvi
do numa mistura de 6 ml de acetona e 6 ml de &cido bromidrico

aguoso 0,25 N.

Apds 10 horas a temperatura ambiente, adicionaram-se 0,3 g
de formato de sddio dissolvido em 1 ml de agua. A mistura reaccio
nal foi agitada a temperatura ambiente durante 30 horas, e adicio
nada com 6 ml de agua e a solugdo foi extraida com cloreto de me-

tileno para eliminar a parte aglicona.

A fase aguosa foi adicionada com 5 ml duma solug¢do agquosa
a 8% de carbonato de hidrogénio e sddio e repetidamente extraida
com cloreto de metileno. Os extractos orgdnicos foram secos com

sulfato de sddio e evaporados até um pequeno volume sob vazio.
A

A solugdo vermelha résultante ajustada para um pH 3,5 com
dcido cloridrico metandlico anidro, foi adicionada com um excesso
de éter eti;ico para fornecer 0,17 g de 4-demetoxi-4'-amino-4'-de
sox i-doxorubicina (I-B), sob a forma de cloridrato. Ponto de fu-

sio 156°-157°C (com decomposigao.) .



Actividade bioldgica

"IN VITRO"

Os compostos I-A e I-B foram ensaiados para verificagao
da actividade "in vitro" como inibidores de desenvolvimento de
coldnias em duas linhas de células humanas: LOVO (adenocarcino
ma de cdlon) e LOVO/DX (adenocarcinoma de cdlon resistente a
doxorubicina). Ambos os compostos se evidenciaram mais citotdxi-
cos do que os farmacos iniciais, respectivamente, 4'-amino-4'-
-desoxi-daunorubicina e 4'-amino-4'-desoxi-doxorubicina(pedido de
patente de invengdo norte americana n2. 4 366 149) sobre LOVO e

LOVO/DX (Quadro 1).

Quando comparados com daunorubicina e doxorubicina obser
vou-se uma actividade admiravelmente mais elevada sobre as linhas
de células resistentes a doxorubicina para 1-A, 4'-amino-4'-deso-

xi-daunorubicina, I-B e 4'-amino-4'-desoxi-doxorubicina
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Quadro 1. Actividade citotdxica sobre LOVO e LOVO/DX mediante

um tratamento de 4 horas.

c d
ID50 R.I.
(mg/ml)
COMPOSTO LOVO LOVO/DX
DOXORUBICINA? 56,5 2087 36,9
4'—AMINO-4'-DESOXI-DXD 34,6 121,6 3,5
1-8° 8,6 31,5 3,6
DAUNORUBICINA? 42,4 2357 55,5
4'—AMINO-4'-DESOXI-DN> 82,5 440 5,3
r-aP 12,5 65,6 5,24
a) Dados de dez experiéncias
N
b) Dados de trés experiéncias
c) DI Dose inibidora 50%: derivada das curvas de dose-resposta

50

d) I.R. Indice de resisténcia: relagdo entre DISO sobre LOVO versus

DI50 sobre LOVO/DX
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"IN VIVO"

Os compostos I-A e I-B foramensaiados preliminarmente
“ in vivo sobre leucemia disseminada de Gross nos murganhos

(Quadro 2).

Ambos os compostos resultaram mais potentes do que os fé£

macos iniciais.

Quadro 2.- Actividade sobre leucemia de Gross disseminada trata

mento endovenoso um dia apds inoculag¢do do tumor

COMPOSTO 0.p.2 T/C %P
(mg/kg)
.
DOXORUBICINA 13 200
4'-AMINO-4'-DESOXI-DX 26 183
I-B 3,9 250
DAUNORUBICINA 15 200
4'-AMINO-4'-DESOXI-DN 28 185
I-A 44 240

a) Dose dptima
b) Mediana dos tempos de sobrevivéncia dos murganhos tratados/

/mediana dos tempos de sobrevivéncia do controlo x 100.
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Reivindicacgoes

Processo analdgico para a preparagao de conpostos glicosidi-

cos de férmula geral

SCH.R,
aH

na qual

\

Rl representa um dtomo de hidrogénic cu um grupo hidroxi,
e dos seus sais de adigéo de Acido aceitdveis em farmacia, caracte-
rizado pelo facto de se fazer reagir, d temperatura ambiente, O

composto conhecico 4-demetoxi-daunomicinona, dissolvido em dicloc-



reto de metileno anidro, com o cloreto de 2,3,4-6-tetradesoxi-3,4-
-ditrifluoroacetamido-L-lixo~-hexapiranosilo conhecido, na presenga
de um peneiro molecular e sulfonato de trifluorometano e prata,

para se obter o glicosido intermédio protegido no atomo de azoto,

4-demetoxi-4'-trifluorocacetamido-4'-desoxi-N-trifluorocacetil-dauno-
rubicina, de se purificar depois este Ultimo sobre uma coluna de
gel de silica cromatografica, utilizando como eluente uma mistura

de dicloreto de metilenoc-acetona a 97:3 v/v, de se submeter a uma

hidrdlise alcalina suave com uma solucao acquosa de hidrdxido de
sodio 0,2 N, & temperatura ambiente, sob atmosfera de azoto duran-
te 1 hora e 30 minutos, para se obter o glicosido desejado,

4-demetoxi-4'~amino-4'-desoxi-daunorubicina de férmula geral I,

na gual R, representa um atomo de hidrogénio, e de se isolar sob a

1
forma do seu cloridrato mediante adicao de cloreto de hidrogénio
metandlico e, eventualmente, de se converter o derivado de dauno-
rutricina obtido no derivado de doxorubicina correspondente median
te bromacao, seguida de tratamento do derivado l4-bromado resultan
te com uma solucao agquosa de formato de sodio & temperatura ambien
te e, eventualmente, de se tratar o derivado resultante de doxo-
rubicina de formula geral I, na cual Rl representa um grupo hidro

xi, com cloreto de hidrogénio metanélico para se obter o seu clori

drato,

L 8 N
liﬁ&gmf de ovembro de 1988
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"Processo para a preparacao de novos

derivados de 4-demetoxi-antraciclina"

Descreve-se um processo para a preparacgao de novos glicosi-

dos de antraciclina com actividade antitumor de férmula geral

OCH.R,
OH

na qual R, representa um atomo de hidrogénio ou um grupo

1
hidroxi, de acordo com o gual se condensa a 4-demetoxi-daunomicino

na com o cloreto de 2,3,4,6-tetradesoxi-3,4-ditrifluorocacetanido-

-L-lixo-hexapiranosilo, removendo-se 0Os grupos protectores do ato-
mo de azoto de trifluorocacetilo do composto intermédio assim obtid

mediante hidrdlise alcalina suave para se obter entd3c a 4-demetoxi

Q

4 '-amino-4'-desoxi-daunorubicina de férmula geral I, na gual o sim-

bolo Rl representa um atomo de hidrogénio, a cual, eventualmente,

se transforma no seu derivado de doxorubicina de formule ceral I,



e
7

na qual Rl representa um grupo hidroxi, mediante reaccao com bromo

e subsequente hidrdlise do seu derivado l4-bromado com formato de
sédio. Os derivados glicosidicos de antraciclina assim obtidos apre

sentam actividade antitumor.

Lisboa, 8 de Novemkro de 1988
O Agente Olicia, Ja Prop s
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