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Memdria descritiva referente &
patente de inveng8o de BEHRIN=-
GWERKE AKTIENGESELLSCHAPFT,
alem#, industrial e comercial,
com sede em D-3550 Marburg,
Repdblica Federal AlendH,
(inventores: Dr. Cenek Kolar,
Dr, Michael Paal, Dr. Peter
Hermentin e Dr. Hans Peter
Kraemer, residentes na Repi-
blica Federal AlemZ), para:
"PROCESSO PARA A PREPARACAO DB
DERIVADOS DE ANTRACICLINA CITOS
TATTCAMENTE ACTIVOS E DE COM-
POSIGOES FARMACEUTICAS QUE 0S
CONTEM"

Memdria Descritiva

A presente invengd3o refere-se a no-
vos derivados da antraciclina citostaticamente activos, ao
processo para a sua preparacfo assimccomo & sua utilizac#o
na preparaglio de composigles farmaceuticas,

A classe de substéncias das antraci-
clinas é j4 conhecido desde hd muito tempo. Desde a desco-
berta da estrutura das rodomicinas, da adriamicina da dau-
nomicina e da difulgacfio da actividade citostdtica de deter-
minados membros desta classe de antraciclinas, obteve-se um
grande nimero de antraciclinas por via bioldgica por meio
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do desenvolvimento de membros da espéecie de actinomicetas
Streptomyces e investigou-se a sua actividade.

Sabe-se que antraciclinas em que estd
presente o esqueleto de daunosaminilo ou de rodesaminilo
possuem actividade antitumores e que por exemplo a adriami-

cina e a aclacinomicina estZo contidas como substéncias
activas em produtos farmaceuticos que se encontram & venda

no mercado,

A partir de uma publicagBo de Essery e
Doyle (Can. J. Chem. 58, 1869 (1980)) é conhecida a reacgéo
de acoplamento entre uma daunosamina funcionalizada e uma
& -rodomicinona. 0 ¢u~glicésido resultante apresenta em
comparacdo com a adriamicina apenas uma ligeira actividade
citostdtica.

Surpreendentemente nos ensaios reali-
zados pela Requerente sobre este dominio descobriu-se que a
& -iso-rodomicinona pode ser glicosidada com l,4~-di-O-ace-
til-L-rodosamina e que & 7=0-a4~L-rodosaminil- & -iso-rodo-
micinona assim formada e o seu derivado de 4'-0O-acetilo
possuem actividade citostdtica que é compardvel com a da adrig

amicina,

A presente invengHo tem portanto como
objectivo proporcionar novos derivados de antraciclina que
se podem obter por via biolégica e os seus derivados corres-
pondentemente substituidos na posig8o 10 que possuem activi-
dade citostdtica.

Os novos derivados de antraciclina de
acordo com a presente invengfo correspondem nesse caso a

férmula geral I




{.Q.

na qual os simbolos

R significa um grupo CHB(CHZ)n er que n = 0 até 3,

R gignifica um dtomo de hidrogénio ou um grupo metilo,

R3 significa um dtomo de hidrogénio, um grupo metilo ou
um grupo de protecgBo acilo usual na quimica dos hi-
dratos de carbono como por exemplo um grupo acetilo,

 trifluoracetilo, benzollo ou para-pitrobenzoilo e

R4 significa um 4tomo de hidrogénio ou um grupo de protec-

¢80 acilo,

e eventualmente existem sob a forma de sais dum dcido inorgé-
nico ou orgfnico que evidentemente é aceitdvel do ponto de

vista da saidde.

No quadro da presente invengso sfo es-
pecialmente preferidos os conjugados de £ -iso~-rodomicinona-
-glicosilo da férmula geral anteriormente referida (I), em

que os simbolos

R gignifica um grupo metilo
32 gignifica um dtomo de hidrogénio ou um grupo metilo,
R3 significa um dtomo de hidrogénio ou um grupo metilo,

um grupo de trifluoracetilo ou acetilo e

R4 significa um 4tomo de hidrogénio, um grupo acetilo, ben-
zollo ou para-nitrobenzollo e
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eventualmente podem existir sob a forma dum sal dum &dcido
orgénico ou inorgénico,

_ 0 processo de acordo com a ﬁresente
invenc8o para a preparacHo dos novos derivados de antraci-
clina anteriormente descritos parte da antracieclona que se
pode obter por via bioldgica ou do seu derivado correspon-
dente esterificado na posic#o 10 da férmula geral II

na qual

Rl é um grupo CHB(CHQ)n com n igual a um nimero desde

0 até 3. Bste derivado de antraciclona,

a) ¢é feito reagir com um derivado
funcionalizado da daunosamina da férmula geral III

na qual 32 significa um 4tomo de hidrogénio ou um grupo me-
tilo, R3 significa um grupo metilo ou um grupo acilo de pro-
tecgéo, R4 significa um grupo de protecglo e R5 significa um
grupo acilo de protecgdio, em presenga dum dissolvente orgéni-
co e de um catalisador e eventualmente em presenca dum agen-

te captador de dcido e de um agente sicativo, a uma tempera-
-4 -




I ® ®

tura da reac¢fo compreendida entre -70°C até +30°C de modo
a obter-se um composto da fdérmula geral (I), depois do que
eventualmente

b)aum produto da reacgfo da fase a),
se desbloqueiam de maneira parcial ou completamente os gru-
pos de proteccgdo existentes no segmento de hidrato de carboo
procedendo de maneira em si conhecida por meio da recgéo
com uma base inorgfnica ou orgfnica no seio dum dissolven-
te e eventualmente em seguida de maneira selectiva se intro-
duz um novo acilo, ddgo grupo acilo de protecgZo no grupo
4'-hidroxi e/ou 3'-amino ou 3'-metilamino e eventualmente

¢) num produto da reacg¢do com o grupo
31'-N,N-dimetilamino obtido na fase a/ ou na fase b), se
elimina o grupo metilo ligado ao azoto procedendo de manei-
ra em sl conhecida por via fotolitica em presenca dum dis-
solvente e a uma temperatura reaccional compreendida entre
+10%¢ e +100°C e eventualmente se faz reagir o derivado
de 3'-N-metilamino assim obtido de modo a obter-se um deri-
vado de N-acilo ou um derivado de N-acilo e O-acilo e even-
tualmente

d) num produto reacecional derivado
da daumosamina obtido na fase b) se realiza uma N-metilac#o
procedendo de maneira em si conhecida de maneira a obter-
-ge um produto da reacgdfio de 3-N-metil-daunosamina ou uma
N,N-dimetilag&o de maneira a obter-se o produto da reacclo
da rodosamina e eventualmente

e) de maneira em si conhecida se
transformar no sal dum 4cido inorginico ou orgénico.

0 derivado de daunosamina empregado
no processo de acordo com a presente invencgfio pode por exem-
plo como grupo de protecglo e como radical R3 possuir um
grupo acilo de protecgdo usual na quimica dos hidratos de
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_hidréxido de metal alcalino ou alcalino-terroso, carbonato

carbone como por exemplo um grupo acetilo ou trifluoraceti-
lo; como radical R4 pode possuir um grupo acetilo, benzollo
ou para-nitrobenzoflo que correntemente blogueia na quimica
dog hidratos de carbono ou como radical R5 pode conter o
grupo acetilo ou para-nitrobenzollo.

Como dissolvente orgénico, no seio
do qual se realiza a reacgfo, podem utilizar-se por exemplo
cloroférmio, diclorometano, tolueno, éter, dimetil-formamida, |
acetona, acetonitrilo ou suas misturas e, como catalisador,
pode por exemplo utilizar-se éster de trimetil-sililo do
dcido trifluormetanossulfénico. Como agente captador de
dcido usa-se convenientemente um peneiro molecular 4 R e
como agente cicativo por exemplo sulfato de e&4lcio.

A eliminacg8o dos grupos de proteccgdio
na fase b) pode realizar-se por meio de uma base, como um

de sédio e trietilamina no seio dum dissolvente tal como 4gua,
metanol, etanol, THF ou suas misturas.

A eliminac3o fotollitica realizada na
fase c¢) de um grupo metilo pode por exemplo efectuar-se por
actuac8o duma fonte luminosa como por exemplo a luz do sol
ou a luz do dia de uma fonte luminosa intensa, podendo uti-
lizar-se como dissolvente por exemplo, cloroférmio, metanol,
dgua ou as suas misturas.

Para a metilacg8o do grupo 3'-amino
prevista na fase d), podem usar-se gquaisquer agentes de meti-
lac%o. Como exemplo para a formag8o do composto de N,N-dime-
til, podendo mencionar-se por exemplo, a metilagZo com al-
defdo férmico aquoso a 37% e ciano-hidreto de sdédio.

Para a formag8o de sal de acordo com
a fase e) do processo podem utilizar-se quaisquer dcidos
inorgénicos ou orgfnicos, desde que eles sejam aceitdveis
do ponto de vista de sadde relativamente & posterior utiliza-
- -
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c8o das composigBes farmaceuticas, De preferéncia, utiliza-
-ge decido glutlmico ou glucurdnico.

De acordo com uma forma de realizacg8o
preferida do processo de acordo com a presente invencgdo,
faz-se reagir fj—iso-rodomicinona com 1,4-di-0-acetil- r-L-
~rodosamina em presenca dum dissolvente orglnico, de um
catalisador, eventualmente dum agente captador de dcido e
dum agente sicativo e eventualmente submete-se & eliminag#o
fotolitica do grupo metilo, & desacilac8o e a nova acilacgé#o
e formacso de sal.

De acordo com uma outra forma de reali-
zag8o vantajosa do processo de acordo com a presente inven-
¢80, faz-se reagir £ -iso-rodomicinona com 1l,4-di-O-acetil-
~3=N-acetil- A/~-L-daunosamina em pfesenga dum dissolvente
orgélnico, dum catalisador e eventualmente dum agente capta-
dor de dcido e dum agente sicativo, submetendo-se eventual-
mente & desacllacg¥o e a N-metilaglio assim como eventualmente
a nova acilac8o e/ou formaclo de sal.

Os novos derivados de antraciclina
obtidos de acordo com o processo da presente invencg8o carac
terizam-se, como Jj4 se mencionou, por possuirem actividade
citostdtica e podem portanto ser processados conjuntamente
com os agentes de confecgBo e/ou com os agentes diluentes
farmaceuticamente usuais de modo a obterem-se composigdes
farmaceuticas que sf8o utilizadas na terapia do cancro. A ma-
neira de dosagem e de utilizag#Ho correspondem essencialmente
4s das substlncias conhecidas adriamicina, daunomicina,
aclacinomicina, 4'~-epi-adriamicina, 4'-metoxi-adriamicina
ou 4'-desoxi-adriamicina.

As composigdes farmaceuticas prepara-
das dessa forma podem conter adicionalmente ainda outras
substéncias activas desde que, em conjunto com os compostos
de acordo com a presente invenc#o, n¥o mostrem actividadss
secunddrias indesejadas.
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A actividade citostdtica dos compostos
de acordo com a presente invencdo foi ensaiada em células
de leucemia L1210 do rato. Para o efeito cultivaram-se co-
1énias de cdlulas de leucemia L1210 em agar wole. Este método
serve para demonstrar a influéncia das substéncias ensaiadas
socbre o comportamento ao crescimento das células ao longo de
virias gerac®es. Sendo o tempo de ciclo das células igual a
10 a 12 horas observam-se cerca de 14 gerag@es consecutivas
umas as outras durante um tempo de ensaio de 7 dias. Ag subs-
téncias gque actuam citostaticamente de acordo com a presente
inveng¢do, provocam neste ensalo uma redugdo do niimero de
coldnias observacdas em comparac3o com uma amostra de controlc
ndo tratada.

Na seguinte descrigfio da maneira de
proceder para a determinacdo da formac3o de coldnias indi-
cam~se pormenores sobre o processo de ensalo. Para a determi-
nagdo da toxicidade aguda dos derivados de antraciclina de
acordo com a presente invenc¢do realizaram~se os corresponden-
tes ensaios em ratos NHRI. 08 pormenores do processo de ensaio
s80 indicados na seguinte maneira de proceder para a deter-

minag¢do da toxicidade aguda.

Maneira de Proceder para_a Formac3o de Cnlénias de Células

de Leucemia L1210 em Agar Macio

Incubaram-se 500 células de leucemia
por placa durante 1 hora a 37°C com difersntes concentragdes
da substéncia de ensaio l. By seguida lavaram-se as células
2 veZes com meio de McCoybA e finalmente despejaram-se em
cdbpsulas de Fetri depois de se adicionar 0,3% de agar. Inpcu-
baram~se controlos apenas com meio fresco. Bm vez da incuba-
¢3do durante 1 hora,em muitos casos misturaram-se diferentes
concentragdes e substincias de ensaio na camada superior de
agar de modo a atingir-se assim uma exposiclo continua das
células durante todo o tempo de incubagBo. Depois de o agar
solidificar, incubaram~se as placas em estufa de incubagdo a
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379%¢ Gurante 7 dias (5% de o, em volume, 95% de humidade re-
lativa do ar). Em seguida, contou-se o nimero das coldnias
obtidas com um dilmetro maior do que 60 L . Os resultados
foram expressos em ntmero de coldnias em placas de agar tra-
tadas em percentagem em relagfo ao controlo ndo tratado. A
partir da curva da acg¥o em fung¥o da dose assim obtida deter-—
mincu~se o valor de CISO como uma medida para a actividade

da substadncia. Cs resultados para os compostos descritos na
presente Memdéria Descritiva s¥o reunidos na Thbela 1 em com—

paragdo com a Adriamicina,.

Maneira de proceder para a determinacfo da toxicidade aguda

Para a determinac3o da toxicidade dguda
injectaram~se intravenosamente ratos MNFRI no dia O com di-
ferentes doses da substdncia de ensaio. dissolvida em 0,5 ml
de solugdo de cloreto de sédio fisioldgica. Grupos de controlo
receberam simplesmente 0,5 ml de solugdo de cloreto de sédio
fisioldgica. For cada concentrac®o da substdncia ensaiada
utilizaram~se 5 ratos. Mg dia 14 determinou-se o nimero
de ratos sobreviventes e a partir desse valor determinou-se
a DL50 de acordo com o método de iLitchfield Wilcoxon. Na
Tabela 1 reunem~se os valores da toxicicdade dos compostos

descritos em comparagfo com a Adriamicina.
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Para o esclarecimento do processo de
preparacso de acordo com a presente invencfo descrevem-se
em seguida os Exemplos 1 a ll, nos quais se prepararam oS
compostos preferidos de acordo com a presente invengZo seguin:

do o processo reivindicado.

A estrutura dos compostos preparados
foi determinada por meio de ensailo de ressonlncia magnética
puclear proténica, ressonfncia magnética nuclear de 130,
dé espectro de massa ou do espectro de infravermelho. O de-
curso das reac¢Bes assim como os compostos resultantes fo-
ram ensaiados por cromatografia em camada fina ou por técni-
cas de cromatografia em fase liguida sob alta pressio (HPLC).

Exemplo 1

7-0-(41-0-Acetile CiL-rodosaminil)— & —iso-rodomicinona
(Composto 1)

Dissolveu-se 1 grama (2,25 milimoles)
de E -igo~-rodomicinona em 200 ml de diclorometano isento de
4gua. A esta solug#o adicionou-se & temperatura ambiente
0,65 g (2,53 milimoles) de 1,4-di-O-acetil-L-rodosamina e 5
g de peneiro molecular 4 2 em 20 ml de diclorometano isento
de 4gua e, em seguida, agitou-se durante 0,5 h. Adicionou-
-se a esta solucglo 0,6 ml de éster de metil-sililo do dcido
trifluorometanossulfdnico. Depois de meia hora, & ‘mistu- -
ra reaccional adicionou-se solug8o saturada de hidrogeno car-
bonato de sbdio. Lavou-se a fase orgénica com dgua, secou-se
gobre sulfato de sédio e concentrou-se em vdcuo (vdcuo pro-
vocado por trompa de dgua). Seguiu-se uma purificac¢Ho por
cromatografia em coluna contendo 80 g de gel de sflica
(agente de eluigdo : tolueno/etapnol 10:1). Obteve-se 0.8 g
(55% de rendimento em relagso & aglicona) do composto 1
indicado em titulo.

Ponto de fusBo: 223 - 224°C.
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Andlise elementar

Valores calculados (%): C 59,71y H 5,793 N 2,17
Valores determinados (%): ¢ 59,97; H 5,8Ll; N 2,03

Dados espectroscdpicos

Espectro de ressonfncia magnética nuclear proténica (400
MHz, CGDCLs, 5Y; 5,68 (m, B-1'), 5,27 (dd, H-4'), 5,22 (ad,
H'7)’ 4949 (H-"B')y 4324 (Ss H-lO), 4720 (H"5')y 3’70 (59
0CH;), 2,19 (s, N(CHz),), 21,18 (s, Ac).

Exemplo 2

7-0-( ~-L-Rodosaminil)- E'-iso—rodomicinona (Composto 2)

Dissolveu-se 0,5 g (0,77 milimoles)
do Composto 1 em 100 ml de metanol isento de dgua e tratou~
-se com 0,1 ml de solugi. a 30% de metilato de sdédio. De-
pois de se agitar durante 2 horas & temperatura ambiente,
neutralizou~se com resina permutadora de ides Dowex WX8. Em
seguida, filtrou-se e concentrou-se o filtrado em vdcuo.
Obteve-se 0,35 grama (90%) do Composto 2 indicado em titulo.

Andlise elementar

Valores calculados (%): ¢ 59,89; H 5,863 N 2,32
Valores determinados (%): € 59,97; H 5,913 N 2,13

Dados espectroscdpicos

Espectro de ressonfncia magnética nu-
clear proténica (400 MHz, CDCLs, 53: 5,52 (ad, H-1'), 5,23
(-7), 4,50 (H-9), 4,27 (H-10), 4,07 (H-5'), 3,73 (0CHg),
2,25 (N(CHz),).

Exemplo 3

7-0-(4'-0-para-Nitrobenzoil-3-N-trifluo-
racetil- @ ~L-daunosaminil)- & -iso-rodomicinona (Composto 3)
- 12 -




Dissolveu-se 1,0 g (2,25 milimoles)
de ¢ -iso-rodomicinona em 200 ml de diclorometano/éter na
proporc#o de 1 : 1 isento de 4gua, misturou-se com 5 g de
peneiro molecular 4 2e agitou~se & temperatura ambiente
durante 30 minutos. Na suspensfo arrefecida até -20%, in-
troduziram-se 3,25 g (6 milimoles) de 1,4-di-O-para-nitro-
benzoil-3-N-trifluoracetil-L-daunosamina, dissolvidos em
50 ml de diclorometano. Em seguida, adicionou-se gota a
gota 1 ml de éster de trimetil-sililo do 4dcido trifluormeta-
nossulfénico. Depois de 30 minutos, adicionaram-se & mistu-
ra adicionar 2,2 ml de trimetilamina e, em seguida, agitou-
-gse durante mais 10 minutos. Separou-se por filtracgfio a mis-
tura reaccional e lavou-se o residuo da filtragZo com diclo-
rometano. Lavaram-se as solug®es orglnicas com dgua e seca-
ram-se sobre sulfato de sédio isento de 4gua. Cromatogra—
fou-se em gel de sflica o resfduo obtido por evaporagZo do
dissolvente. Obtiveram-se 1,52 g (rendimento 82% em relag¥o
4 aglicona) do Composto 3).

Apdlise elementar

Valores calculados (%): ¢ 54,28; H 4,063 N 3,42; F 6,69
Valores determinados (%): € 54,02; H 4,063 N 3,28; F 6,80

Exemplo 4

7-0-(4'-0-acetil-3"'-N-trifluoracetil-~ (O -L-daunosaminil f-
- £ -iso-rodomicinona (Composto 4)

A partir de E:—iso-rodomicinona e
l,4-di-0-aceti1-3-N-trifluoracetil-L-daunosamina preparou=-
-se o Composto 4, como se descreveu no modo de proceder pa-
ra a preparacfio do Composto 3, muito embora como dissolvente
para a mistura reaccional se tenha utilizado uma mistura de
dissolvente constituido por diclorometano/acetona na pro-

porcdo de 1 : 1.
Ponto de fusfo : 238°C

- 13 -
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Andlise elementar

fot
.

4,53; N 1,96
4,61 N 1,79

Valores calculados (%): C 54,01;
Valores determinados (%): C 54,03;

i

¢ N
nDados espectroscopicos

Egpectro de ressondncia magndtica nuclear protdnica (400
MHz, CDCly, 5): 5,49 (3¢, ©-1"), 5,32 {3, I = 7,0 Hz,
NHCO), 5,20 (ad, #€-4'), 5,12 (8-7), 4,33 {(m, #-5' e H€-3'),
4,27 (s, 1u-10), 3,68 (s, 0053).

BExemplo 5

7-0~(3'-N-Trifluoracetil-g-I~daunosaminil) - £,~iso—rodomici—

nona (Composto 5)

Dissolveram-se 200 mg (0,24 milimoles)
do Composto 3 em 20 ml de metanol e 3 temperatura ambiente traf
tou~-se com 0,1 ml de solug3o aguosa 0,1 n de aldil. Dgpois de
10 minutos neutralizou-se a mistura reaccional com 0,1 ml
de solug3o azuosa 0,1 N de HCl. O produto ontido. depois da
evaporac3odo dissolvente. foi em seguida purificado numa cur-
ta coluna contendo gel de silica.

Rendimento do Composto 5 indicado em titulo: 149 mg (93%).

2/’ .
Analise elementar

=

8,51
8,38

Valores calculados (%)s ©C 53,81y H 4,51; N 2,09;
Valores determinados (%): C 54,071; 1 4,52; N 2,03;

fuj

Exemplo 6

7-O-a-L—DaunosaminiL—£;—iso—rodomicinona (Composto 6)

Desblogueou~se o Uomposto 5 procedendo
de maneira correspondente 3 maneira de proceder descrita no
Exemplo 5 muito embora com utilizag3o de NaOH 0,5 normal para

- 14 -
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o Composto 6.

ponto de fus3o: 153 - 155°C

Anflise elementar

Valorses calculados (%)s: C 58,64; H 5,45; N 2,44
Valores determinados (%): C 58,37; & 5,51; W 2,32

Dados_espectroscdpicos

Egpectro de ressondncia nuclear magnética proténica (270 HEHz,
CDZOM, %); 7,18 (#-2, #H-3), 5,47 (3-1'), 5,11 (H-7), 4,2
(5-10), 3,73 (COOCHB).

Egpectro de infravermelhos (KBr,}Y .

cm"l): 1720, 1590

Exemplo 7

7-0=(3'-N-Acetil-4'-O-acetil-g-I~daunosaninil) - & ~iso-rodomi-

cinona (Composto 7).

O Composto 6 foi transformado num deri-
vado de 3'-N-41'-0-diacelilo procedendo de acordo com O pProces-
so de acetilag¥o usual na quimica dos hidratos de carbono com

anidrido acético/piridina/dicloronetano.
Dados_espictroscdpicos

Espectro de ressonancia magnética nuclear protdénica (400 Mgz,
CD013,é5 ): 5,49 (#-1%'), 5,32 (J(w, 3') = 7 dz, HHCO), 5,20
(11i-4'), 5,12 (1-7), 4,33 (m, ®-5', H-3'), 4,27 (s, 10-H),
3,68 (0CH,), 2,19 (cAc), 2,17 (uiAc).




Exemplo 8

7~O(4'-O—Acetil—3'-N—metil-a—L-daunosaminil)—-g;-iso-rodomici—

nona (Composto 8).

A temperatura de 0°C submeteu-se &
acg¥o da iluminag®o por uma léwpada de 500 Watt (Schiansky)
durante 1 hora colocada 3 distfncia de 25 cm uma solugZo de
70— (41-0-acetil-u~I~rodosaminil) - -iso-rodomicinona (Compos-
to 1) (56 mg = 0,078 milimoles) dissolvida numa mistura de
cloroférmio (100 wl) e metanol (5 ml) contida numa cépsula
de Petri com o difmetro de 18 centimetros colocada sobre uma
base reflectora. Bm seguida, eliminou-se o dissolvente por
evaporag3o em eaporador rotativo, dissolveu-se o residuo na
quantidade minima possivel de metanol, misturou-se com agua,
regulou~se a pid 4,4 com 4cido cloridrico a 1% e elimineu-se o
metanol em evaporador de rotag3o. Extralu~se a solug3o aguosa
assim obtida trés vezes com cloroférmio. Lavaram-se as fases
cloroférmicas depois de reunidas com dgua de pi 4,5 e em
seguida com Agua de pil 9,5, secou~se sobre sulfato de sddio,
filtcou-se e eliminou-se o dissolvente por evaporagdo em eva-
porador rotativo. Fuyrificou-se o residuo por dissoluglo repeti.
tiva em diclorometano e precipitac®o por adig8o de hexano e
detectou~-se por cromatografia em camada fina.

Rendimento no Composto 8 indicado em
titulo : 26 mg 0,041 milimole) = 53%.

Dados espectroscdpicos

Egpectro de ressonincia magnética nuclear proténicar(400 iz,
cnc13): 1,13 (¢, 34, T = 7,3 #z, CH_~14), 1,20 (g, 34 J5’6 =
= 6,5 Hz, CHy-6'(, 2,18 (s, 3:d, acetil-CHj), 2,33 (s, 34,
N-CH,), 2,83 (bd, 15, T31, 519 = 11,7 #€z, #-3%), 3,71 (s, 3,
COOCH5) 4,21 (g, 1H, Tg1, 60 = 6,5 iz, #-5'), 4,29 (g, 1lH,
H-10), 4,38 (s, 1H, 0#-9), 5,18 (s, 1i4- #-41'), 5,25 (4, 14,

= 2,2 Hz, #-7), 5,52 (g, 1y, SE

3

= 3,4 dz, H-1'),

J7,8 L

- 16 -




e R A g,
R

7429 (s, 2H, H-2 e H-3),

Exemplo 9

7-0-(31=N-Metil- ¢ -L-daunosaminil)~ £ -iso-rodomicinona
(Composto 9).

Desmetilou-se por fotdlise uma solucHo
de 7-0- G =L-rodomaminil- £ -iso-rodomicinona (Composto 2)
(62 mg = 0.103% milimole) numa mistura constituida por cloro-
férmio/metanol (20/1) (310 ml) procedendo de maneira andlo-
ga & que se descreveu no Exemplo 8, seguindo-se o avango da
reacg8io por cromatografia em camada fina. Depois de se ter
consumido completamente o composto de partida, eliminou-se o
dissolvente em evaporador de rotac#o e submeteu-se o produto
da reacc8o a purificacgf8o repetidas por cromatografia em colu-
na (10 g de ged de silica 60 para cromatografia em fase li-
quida sob alta press#o, 25 - 40 um, Merck; agente diluente:
diclorometano/metanol/4gua (80/8/1)). Para se eliminar os
restos de gel de siflica, extraiu-se o produto sélido purifi-
cado vdrias vezes com clorofdrmio e obteve-se a partir das
fases cloroférmicas depois de reunidas

Rendimento no Composto 9 indicado em
titulo: 27 mg (n%o optimizado).

Dados espectrosedpicos

Espectro de ressonéncia magnética nuclear proténica (270 IMHz,
0DC15): 1,13 (%, 3H, J = 7,3 Hz, CHs;~14), 1,37 (4, 3H, I g,
= 6,5 Hz, CH3—6'), 2.39 (bs, 3H, N-CH3), 2.81 (bd, 1H,

JQ,’g, ca. 10 Hz, H-3'), 3.72 (s, 3H, coocHB) 4,10 (q, J5,,6,
= 6,5 Hz, H-5'), 4,28 (s, 1H, H-10), 4,43 (bs, 1H, OH-9),
5,25 (4, 1H, J7,8 = 2,0 Hz, B-T7), 5,49 (4, 1H, Jlt’gt = 2,5
Hz, H-1'), 7,30 (s, 2H, H-2 e H-3.

0 pico molar do espectro de massa
(M+ H* = 588) estd em concordfncia com a massa molecular
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calculada de 587,6 (029H33N012).

Exemplo 10

7-0~(3'-Acetil=3'~N-metil- & ~L-daunosaminil)- & -iso-rodo-
micinona (Composto 10)

Isomerizou-se uma solucdo de 7-0-(4'-
~0-acetil-3%"'-N-metil- &/ -L-dannosaminil)- £ -iso-rodomicinona
(15 mg = 0,024 milimol) no seio de metanol isento de dgua em
presenca de quantidades catalliticas de metilato de sédio de
maneira a obter~-se o produto de 3'-N-acetil e seguiu-se a
reacc8o por cromatografia em camada fina. Depois de a reacg#o
terminar, neutralizou-se com resina permutadora de iBes sob
a forma de dcido forte Dowex 50 WX8, filtrou-se e eliminou-
-ge 0 dissolvente por evaporagdo em evaporador de rotag#Ho.

Dados espectroscépicos

Espectro de ressonfncia magnética nuclear proténica (400
MHz, CDClB); 1,13 (t, 3H, J = 7,2 Hz, 0H3-14), 1,28 (4, 3H,
J5',6' = 6,4 Hz, GH3—6'), 1,47 (m, 1H, H—lB&é 1,84 (m, 1H,
H-1%3 B ), 2,04 (s, 3H, N—CO-GHB), 2,1-2,4 (m, CHQ-B) (s, 3H,
N"CH3), 3,71 (s, 3H, 000033)’ 3,81 (bs, 1H, H-4), 4,17 (q,
1H, H-5'), 4,30 (s, 1H, H-10), 5,24 (bs, 1H, H-7), 5,55 (bs.
1H- H-1'), 7,31l (s, 2H, H-2 e H-3),

Exemplo 11
7-0= &/ -I—rodosaminil-£ ~iso-rodomicinona (Composto 2).

Dissolveram-se 30 mg (0,05 milimole)
do Composto 6 em 10 ml de metanol. Depoils de se adiciopar 0.l
ml duma solugBo aquosa de aldefdo férmico a 37% e 30 mg de
cianoboro-~hidreto de sédio, agitou-se a mistura reaccional
durante 3 dias. Em seguida evaporou-se até & secura e purifi-
cou-se o resfduo restante por cromatografia sobre gel de si-
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lica, Obtiveram-se 34 mg do Composto 2. O ensaio de croma-
tografia em fase liquida sob alta pressBo mostrou que este
composto era identico ao Composto 2 descrito no Exemplo 2.

REIVINDICACOES

- 12 -

Processo para a preparagHo de deriva-
dos de antraciclina citvstaticamente activos da férmula
geral I

na qual

Rl significa um grupo CH3(0H2)H em que n =0 a 3,

RZ significa um 4tomo de hidrogénio ou um grupo metilo,

R3 gignifica um dtomo de hidrogénio, um grupo metilo ou um
grupo acilo de protecgdo e

R4 gsignifica um 4dtomo de hidrogénio ou um grupo acilo de
protecgBo e que eventualmente se encontram sob a forma de sal
dum dcido inorgénico ou orgénico,

caracterizado por

a) se fazer reagir uma antraciclinona

da férmula geral II
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na qual .
Rl tem as significagBes acima indicadas para a férmula I,
com um derivado funcionalizado da fdérmula geral III

na qual

R2 significa um 4tomo de hidrogénio ou um grupo metilo,

R3 significa um grupo metilo ou um grupo acilo de protecgéo,
gignifica um grupo acilo de proteccglo e

significa um grupo acilo de proteccéo,

em presenca dum dissolvente orgénico e dum catalisador,
eventualmente dum agente captador de 4cido e dum agente si-
cativo, a uma temperatura reaccional compreendida entre ~70°C
e +30°C, de mapneira a obter-se um composto da férmula geral

I em que R3 e R4 sfo diferentes de hidrogénio e eventualmente

b) num produto de reacgHo obtido na
operag8o a) se desbloquear parcial ou completamente os gru-
pos de protecgdo existentes no segmento de hidrato de carbono
por meio duma base inorglnica ou orgfnica no seio dum dissol-
vente e eventualmente se introduzir de novo, de maneira selec
tiva, um novo grupo acilo de protecgdo no grupo 4'-hidroxi
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e/ou 3'-amino ou 3'-metilamina, e eventualmente

¢) num produto da reacg¢¥o de 3'-N,N-di-
metilamino obtido ou na fase a) ou na fase b) se eliminar um
dos grupos metilo ligados ao dtomo de azoto por via fotoli-
tica, em presenca dum dissolvente e a uma temperatura reac-
cional de +10°C até +100°C e eventualmente em seguida de
se fazer reagir o derivado de 3'-N-metilamino assim obtido
de modo a obter~se um derivado de N-acilo ou um derivado de
N-acilo-O-~acilo, e eventualmente

d) num produto da reacgdo com o deriva-
do de daunosamina obtido na fase b), se realizar uma N-meti-
lag8o de maneira a obter-se como produto da reacgfo um deri-
vado de 3-N-metil-daunosamina ou uma N,N-dimetilac8o de ma-
neira a obter-se como produto da reacg#o derivado da rodosa-
mina e eventualmente

e) se transformar um produto obtido
nas fases a), b), ¢) ou d) no respectivo sal dum dcido inor-

glnico ou orgénico.

- 28 =

Processo de acordo com a reivindicac#o
1, caracterizado pelo facto de se fazer reagir £ —iso-rodori-
cinona com l,4-di-O-acetil- &/-L-rodosamina em presenga dum
dissolvente orgfnico, dum catalisador, eventualmente, dum
aceitador de dcido e dum agente de secagem e eventualmente
se submeter o composto assim obtido & eliminag8o fotolitica
dum grupo metilo, & desacilagHo e eventualmente a nova aci-
lagZo e formag8o de sal.
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Processo de acordo com a reivindicagéo
1, caracterizado pelo facto de se fazer reagir § -iso-rodo-
micinona com l,4-di-0-acetil-3~N-acetil- CV-L-daunosamina
em presenga dum dissolvente orglnico, dum catalisador,
eventualmente dum captador de dcido edum agente de secagenm
e eventualmente se submeter o composto assim obtido &
desacilac8o e & N-metilagHo assim como eventualmente a nova
acilag8o e/ou & formac#o de sal,

- 48 -

Processo para a preparacfo de composi-
¢Bes farmaceuticas, caracterizado pelo facto de, como ingre-
diente activo, se incorporar um derivado de antraciclina
quando obtido de acordo com a reivindicagfo 1, numa mistura
de substlncias veiculares e/ou auxiliares farmacologicamente

aceitdveis.

A requerente declara que o primeiro pe-
dido desta patente foi apresentado na Repiblica Federal Ale-
m¥ em 8 de Dezembro de 1986, sob o n2., P 36 41 835.8.

Lisboa, 7 de Dezembro de 1987
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RESUMO

"PROCESSO PARA A PREPARAGAO DE DERIVADOS DE ANTRACICLINA
GITOSTATICAMENTE ACTIVOS E DE COMPOSIGOES FARMACEDTICAS QUE

0S CONTEM"

A invencg8o refere-se a um processo pa-
ra a preparaclo de derivados de antraciclina citostaticamente

activos da férmula geral I

que compreende

a) fazer-se reagir uma antraciclinona
da férmula geral II

|

com um derivado funcionalizado da férmula geral III




#onll

b)

c)

d)

na presenca dum dissolvente orgfnico e dum catalizador|
eventualmente dum agente captador de dcido e dum agen-
te sicativo, a uma temperatura reaccional compreendi-
da entre -70°C e +3000 de maneira a obter-se um cof=-
posto da férmula geral I em que R3 e R4 s8o diferen-
tes de hidrogénio e eventualmente

pum produto da reac¢Ho obtido na operacfio a) se des-
bloguear parcial ou completamente os grupos de protec-
c8o existentes no segmento de hidrato de carbono por
meio duma base inorglnica ou orglnica no seio dum
dissolvente e eventualmente se introduzir de novo,

de mapeira selectiva, um novo grupo acilo de protec-
¢¥o0 no grupo 4'-hidroxi e/ou 3'-amino ou 3'-metilamine
e eventualmente

num produto da reacgfo de 31 I{,N-dimetilamino obtido
ou na fase a) ou na fase b) se eliminar um dos grupos
metilo ligados ao 4tomo de azoto por via fotollitica,
em presenca dum dissolvente e a uma temperatura reac-—
cional de +10°%¢ até +100°C e eventualmente em seguida
se fazer reagir o derivado de 3'-N-metilamino assim
obtido de modo a obter-se um derivado de N-acilo ou
um derivado de N-acilo-O-acilo, e eventualmente

pum produto da reacgfo com o derivado de daunosamina
obtido na fase b), se realizar uma N-metilaglBo de ma-
neira a obter-se como produto da reacgdo um derivado
de N-N-metil-daunosamina ou uma N,N-dimetilacg®o de
maneira a obter-se como produto da reacgdo derivado

da rodosamina e eventualmente




o

e)

se transformar um produto obtido nas fases a), b), c) ou
d) no respectivo sal dum 4cido inorglnico ou orginico.
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