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Descricdo

A presente invengdo refere-se a um pro-
cesso para a preparacg8o de novos derivados de antraciclinas
dotadas de actividade citostdtica da férmula geral I e de
composigBes farmaceuticas que contém estes derivados.

Descrigdo da patente de inven-
¢80 de BEHRINGWERKE AKTIENGESE-
LLSCHAFT, alem&#, industrial e
comercial, com sede em D-3550
Marburg, Republica Federal Ale-
n¥, (inventores: Dr. Peter

Hermentin, Ernest Raab, Dr.
Cenek Kolar, Dr. Manfred Gerken,
Dr. Dieter Hoffmann, Dr. Hans
Peter Kraemer, Dr, Ulrich Stache

-

residentes na Alemanha OcidentalP
para "PROCESSO PARA A PREPARA-
CX0 DE DERIVADOS DE ANTRACICLI-
NAS DOTADAS DE ACTIVIDADE CITO-
STATICA"
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Na férmula
guintes significados:

R significa hidrogénio ou

R2 significa hidrogénio ou

R3 significa hidrogénio ou

r? significa hidrogénio ou

R5 significa hidrogénio ou
metoxicarbonilo,

6 s .

R significa CH20H3, COCdB,
CH20H e

R/

de carbono, o qual contém pelo menos um dtomo de
oxigénio ou de azoto ou de enxofre ou uma dupla

ligag3o C-C ou uma tripla ligacgdo C-C, podendo a
dupla ligag#o ser parte de um sistema heteroaromdti-

co e o dtomo de oxigénio, de azoto ou de enxofre

I os slmbolos possuem os se-

um

um

um

um

um

COCH,O0H, CHOHCH

grupo hidroxilo,

grupo hidroxilo ou metoxi
grupyo
grupo

grupo

2
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hidroxilo,
hidroxilo,

hidroxilo ou

3

significa um substituinte orgfnico com 2 a 6 4tomos
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Mt

Rt

ou CHOH-




parte de unm sistema de cadeia aberta ou heteroci-
clico, estando, no entanto, excluidos os compostos
em que R7 é um grupo cianometilo ou um substituinte
da férmula geral COR®, com R* = CHy, CFy ou CCls.
é de preferéncia

X

CH2 ou CH

com X=0, N ou S, podendo o heterociclico eventualmente
ser substituido por -CHB’ -N0,, —CH2OH, -Cl ou -Br, n#o
contendo de preferéncia, no entanto, qualquer substituinte.

é de preferéncia um resfduo 2-picolilo, (2-metileno-
-piridilo), 3-picolilo ou 4-picolilo substituido ou
ngo substituido, de modo especialmente preferido
sendo um residuo 2-picolilo ou 4-picolilo, ou

é de preferencia um residuo alilo, crotilo ou pro-
pargilo, de modo especialmente preferidp sendo

ur residuo alilo, ou

é de preferéncia um hidroxialquilo com 2 a 4 dtomos
de carbono, de modo especialmente preferido sendo
hidroxietilo, ou

€ de preferéncia glicidilo ou

. : 3 8 . .
é de preferéncia -CH,COOR; com R™ = hidrogénio,
alquilo—Cl—C4 linear ou rzmificado, substituido ou

ngdo substituido, de modo especialmente preferido com
R9 = hidrogénio, metilo ou etilo, ou
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é de preferéncia —CH2CONR92 com R9 = hidrogénio,
alquilo-cl—c4, de modo e:pecialmente preferido com
R7 = hidrogénio, metilo ou etilo.

Os compostos da férmula I podem even-
tualmente também apresentar-se sob a forma dos seus sais
de adig8o de dcido com dcidos fisiologicamente aceitdveis

inorgénicos ou org&nicos.

E conhecido que um nuimero considerd4vel
de antraciclinas apresentam propriedades citostdticas e
que algumas antraciclinas, como por exemplo adriamicina,
daunomicina, aclacinomicina, 4'-epi-adriamicina, 4'-
-metoxiadriamicina ou 4'-desoxiadriamicina sZo utilizadas

para a terapia de tumores.

NA utilizacg#Ho para a terapia de tumo-
res destas antraciclinas conhecidas subsiste um problema
importante: estes compostos apresentam juntamente com a ac-
tividade citostdtica pretendida efeitos secunddrios inde-
sejdveis, como por exemplo uma toxicidade hematoldgica ou

cardiaca.

Tendo em considerag®o o estado da té-
cnica descrito, consistiu um objectivo da presente invencgio
a preparagdo de novos derivados de antraciclinas que possi-
velmente ndo apresentam resisténcia cruzada com a adriami-
cina e possuam um novo espectro de actividade e uma toxici-
dade mais baixa em comparag8o com a adriamicina e deste modo
sejam utilizdvels vantajosamente na terapia de tumores.

Com este objectivo j4 fol descrita
a monodesmetilagdo por via fotolitica de rodosaminil-antra-
ciclinonas e a modifigag#so ou substituig8o selectiva na
funcdo metilamina das 3'-N-metil-daunosaminil-antraciclino-
nas assim preparadas, obtendo-se deste modo numerosas novas
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antraciclinas com actividade citostdtica,

Por exemplo j4 fol descrita a deri-
vatizag8o deste modo de 3'-N-metil-daunosaminil-azntraci-

7

clinonas de modo a obter compostos em que R' na férmula

I significa cianometilo, COR* ou CHgRlo, sendo R* = H, CH3’
CF3 ou CCl3 e Rlo alquilo Cl a C8, alquilo substituido,
fenilo ou fenilo substituido, podendo o grupo fenilo con-
ter como substituintes no anel fenllico na posigZo orto,

meta ou para grupos metilo, etilo, hidroxilo, metoxi, etoxi,

nitro ou ciano ou 4tomos de fluor, cloro ou breomo,

Prepararam-se agora pela primeira vez
os novos derivados de antraciclinas da férmula I, os quais
n3o apresentam resisténcia cruzaéa en relagf8o &s antraci-
clinas de acordo com o estado da técnica e apresentam van-
tagens em virtude da respectiva solubilidade na 4gua e/ou
reactividade e/ou toxicidade. Estes compostos s3o caracte-
rizados pela férmula I.

Na realidade € possivel, por exemplo
melhorar a solubilidade em dgua, que é importante para a
sua aplicabilidade, dos derivados de benzilo (R7 = benzilo
ou benzilo substituido) jé4 conhecidos quando o nudcleo de
fenile do grupo benzilo contém um dtomo de azoto sendo des-
te modo substituido por um residuo piridilo.

Surpreendentemente n%o sé a solubilida+4
de em dgua mas também a actividade citostdtica de um com-
posto da fdrmula I sZo influenciadas favoravelmente em com-
parag¢do com o composto 3'-N-benzilo quando R7 é furfurilo

ou tenilo.

Foi uma completa surpresa ter-se ve-

7 é glicidilo, a citotoxicidade de um

rificade que quando R
composto da férmula I € drasticamente aumentada de modo

que este substituinte apresenta uma vantagem considerdvel.
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Quando R7 é hidroxietilo em vez de eti-
lo ou de propilo, melhora a solubilidade na dgua do deri-
vado.,

7 ¢ alilo observa~-se uma acti-

Quando R
vidade citostdtica especialmente boa do derivado de antraci-

clina,

O processo da presente inveng8o para
a preparagso dos novos derivados de antraciclinicos dotados
de actividade citostdtica caracteriza-se por fazer-se
reagir um composto da férmula I na qual Rl = H ou OH, R2 =
= H, OH ou OCH,, R> = H ou OH, R* = H ou OH, R’ = H, OH
ou COOCH3, R6 = CH20H3, COCH3, COCH,0H, CHOHCH3 ou
CHOHCHQOH e R7 = H, o que pode ser levado a efeito de um
modo conhecido em si (Tong et al., J. Med. Chem. (1979,
22, 912) na preseaga de cianoboro-hidreto de sédio, com
um aldefdo, o qual con%ém pelo mesnos um dtomo de oxigénio,
de azoto ou de enxofre ou uma dupla ligagBo C-C ou uma
tripla ligag3o C-C, podendo a dupla ligag3o ser também
parte de um sistema heteroaromdtico e o dtomo de oxigénio,
de azoto ou de enxofre parte de um sistema de cadeia aberta
ou de heterociclico,

ou fazer-se reagir o referido composto de um modo conheci-
do em si com um composto organo-halogenado, o qual contém
pelo menos um dtomo de oxigénio, de azoto ou de enxofre

ou uma dupla ligagdo C-C ou uma tripla ligagZo C-C, podendo
a dupla ligagHo ser também parte de um sistema heteroaro-
mitico e o dtomo de oxigénio, de azoto ou de enxofre parte
de um sistema de cadeia aberta ou heterociclico, excluindo
~-se no entanto qualquer halogeno-acetonitrilo, de modo a ob-
ter-se um composto da férmula I no qual Rl a R6 possuea
os signif cados anteriormente definidos e R7 é um substi-
tuinte orgénico, o qual contém pelo menos um dtomo de
oxigénio, de azoto, o qual contém pelo menos um dtomo de
oxigénio, de azoto ou de enxofre ou uma dupla ligacg@io C-C
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ou uma tripla ligacg¢8o C-C, podendo a dupla ligacgZo tambénm
ger parte de um sistema heteroatromdtico e o 4dtomo de oxi-
génio, de azoto ou de enxofre parte de um sistema de cadeia

aberta ou heterociclico.

A preparazdo dos compostos de partida
¢ levada a efeito por monodesmetilagio fotolitica de rodo-
saminil-antraciclinonas de um modo conhecido em si (Hermen-
tin et al., 4th European Carbohydrate Symposium, Darmstadt,
RFA, 12-17 de Julho de 1987, Abstracts of Papers, A-144;
Hermention et al., EP 0 270 992 Ah). A transformagfo nos
compostos da fdérmula I de acordo com a presente invencdo
€ levada a efeito por exemplo por reacg8o de cada um dos
compostos de partida da fdérmula I com R7=H com aldeidos ou
halogenetos que dependem da definig¢do do R7 pretendido. As
condig¢Bes processuals s3o conhecidas para as reac¢des con
os aldeldos (Tong et al,. J. Med. Chem. (1979, 22, 912).

4 reacg8o com halogenetos € levada a efeito de preferéncia
em condig¢Bes anidras, de preferencia em dimetilformamida
ou em acetonitrilo e uma temperatura entre 20 e 80°C na
presenga de uma base, de preferéncia de trietilamina ou de

carbonato de potédssio.

Os novos derivados de antraciclinas
obteniveis por meio do processo da presente invengZo apresen-
tam actividade ci&tostdtica e podem portanto ser utilizados
como substélncias activas em conjunto com os adjuvantes e/ou
aditivos farmaceuticos habituals para a preparagdo de com-
posi¢Bes farmaceucas dteis para a utilizag#3o na terapia do
cancro. A dosagem e o modo de administragdo sfdo semelhantes
nesta utilizacgdo aos das substénclas conhecldas adriamicina,
daunomicina , aclacinomicina, 4'-epi-adriamicina, 4'-meto-

xiadriamicina ou 4'-desoxiadriamicina.

As composicgBes farmaceuticas preparadas
do modo indicado podem conter adicionalmente outras substén-
cias activas sempre que estas em conjunto com os compostos
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da presente invengdo ndo sprsentem efeito secunddrios in-

desejdveis.

A actividade citostdtica dos compos-
tos da presente invencglo foi determinada com o auxilio
de células de leucemia L1210 do rato. Para este fim proce-
deu-se & formag3o de coldnias de células de leucemia
L1210 em placas de agar. Estes métodos sdo udteis para a
detecgso da influéncia das subst@ncias a analisar sobre
o comportamento do crescimento das células durante 1 hora
ou durante vdrias gerag¢des. Com um perfodo de ciclo celu-
lar de 10 a 12 horas observam-se de:zte modo no periodo de
ensaio de 7 dias cerca de 14 gerac¢Bes consecutivas. As
substéncias da presente invent#3o dotadas de actividade
citostdtica provocam neste ensaio uma redugo no ndmero
de coldénias observadas em comparagio com uma cultura pa-
dr3o n¥o tratada.

Na descrig8o gue se segue das formas
de concretizagdo do processo para a avaliag3o da formacgHo
de coldnias apresentam-se pormenores dos procedimentos
de ensaio referidos.

A fim de esclarecer melhor o processo
de preparacdo de acordo com a presente inveng3o apresentam-
-se seguidamente os Exemplos 1 a 13, nos quais os compos-
tos da presente invencg3o s3o preparados de acordo com o
prcocesso reivindicado.

Caracterizac3o dos compostos da férmula I

0 decurso das reac¢8es fol seguido
por cromatografia em camada fina ou por HPLC, técnicas
que tamb’m foram utilizadas para caracterizacg#o dos compos-
tos resultantes. A cromatografia em camada fina foi levada
a efeito, sempre que nada em contrdrio seja indicado, em
placas prontas de gel de silica (Merck). A cromatografia
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enr coluna fol levada a efeito através de gel de silica 60
(Merck) com uma dimens#o de partfcula de C,040 a 0,063 mm.
Os rendimentos n#o foram optimigzados.

Para a cromatografia em camada fina
ou em coluna utilizaram-se as seguintes misturas de solven-

tes (todos os dados em percentagem em volume):

Composigdo da

Mistura de solventes A B C

Clorofdérmio (%) 70 89 77
Metanol (%) 18 7,4 14
Lcido acético (%) 8,5 3 7
fgua (%) 3,5 0,6 2

Os valores deRF dos compostos prepara-
dos s#do apresentados no Quadro 4.

As estruturas dos compostos preparados

foram determinados por meio de espectroscopla de lH-NMR e
de MS. Os dados de lH-NMR s8do apresentados no Quadro 5.

Exemplos:

PreparacZo dos compostos de partida

- 7-0-(3'~N-Metil-alfa-L~daunosaminil)~ 3 -rodomicino-
na-A (composto da férmula I com R = H, R® = OH,
R’ = ’* = 8% = on, R® = OH,CH; e BT = H),

- 7-0-(3'-N-Metil-alfa-L-daunosaminil)- /3 -iso-rodomi-
cinona B
(composto da férmula I com RY = R® = R> = R = ®? =

= oH, R® = CH,CH; e R = H),

- 0 -




- 7-0~(3'~N-Metil-alfa-L-daunosaminil)-epsilon-iso
-rodomicinona C
(composto da férmula I com R = R = R0 = ®% = oOH,

5 6
R’ = COOCH5, R® = CH,CH, e R = H),
- T-0-(3'-N-Metil-alfa-L-daunnosaninil)-daunomicino-
na D
(composto da férmula I com R = i, R® = OCHB,
R’ = r* = on, »% = u, ®® = CocH, e R' = H),
- T-0~(3'-N-Metil-alfa-L-daunosaminil)-adriamicino-
na E
(composto da férmula I com rl = H, R2 = OCHB,

R> = g% = o, R’ = H, R® = COCH,O0H e R = H) e

- 7-0-(3'-N-Metil-alfa-L-daunosaminil)-dauvnoamicici-
nona-l1l3-ol E
(composto da férmula I com RY = H, R® = OCH
R0 = r* = on, % = u, B® = CHOHCH,

- 7-0-(3'-N-Metil-alfa-L-daunosaminil)-4-0-metil-
-~ A -~rodomicicinona G
1

(composto da férmula I com R = H, R2 = OCHB, R3 = R
- OH, R’ = OH, R® = CH,CH; e R = H)

3’
e R/ = H),

é levada a efeito de um modo conhecido em si (Hermentin
et al., 4th European Carbohydrate Symposium, Darmstadt,
R¥A, 12-17 de dJulho de 1987, Abstracts of Papers, A-144;
Hermentin et al., EP 0 270 992 A2) por desmetilac3o foto-
1{tica das correspondentes T-O-rodosaminil-antraciclino-

nas:

- A foi preparado a partir de 3 -rodomicina I
(7-0-alfa-L-rodosaminil- 4 -rodomicinona);

- B foi preparado a partir de 7B -iso-rodomicina I
(7-0-alfa-L-rodosaminil- A -iso-rodomicinona);

- C foi preparado a partir de

7-0-alfa-L-rodosaminil-epsilon-~iso-rodomicinona;
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- D foi preparado a partir de W,N-dimetil-daunomici-
na
(7-0-alfa-L-rodosaminil-daunomicinona);

- E foi preparado a partir de N,N-dimetil-adriamicina
(7-0-alfa-L-rodosaminil-adriambinona);

- E foli preparado a partir de N,N-dimetil-daunomici-
na-13-01
(7-0-alfa-L-rodosaminil-daunomicinona-1%3-o0l):

- G foi preparado a partir de 4-O-metil- B3 -rodomici-~
na I
(4-0-metil-T7-alfa-L-rodosaminil- 4 -rodomicinona),

Exemplo 1:

7-0-(3"'-N-Alil-3'-N-metil-alfa-L-daunosaminil)- A -rodomici-
nona {(Composto 1)

A uma solug3o de 7-0-(3'-N-metil-alfa-
-L-daunosaminil)- A -rodomicinona (300 mg = 0,567 mmol)
e trietilamina (240 ul = 174 mg = 1,72 mzmol = 3,0 equiv.)
em 30 ml de dimetilformamida seca adicionaram-se 75 ul
(105 mig = 0,867 mmol = 1,53 equiv) de brometo de alilo
e agitou-se & temperatura ambiente e ao abrigo da luz.
Apés 16 h adicionou-se mais trietilamina (80 ug = 58 mg =
= 0,574 mmol = 1,0 equiv.) e brometo de alilo (25 ul = 35
mg = 0,289 mmol = 0,51 equiv.) e agitou-se ainda durante
16 h, Em seguida concentrou-se 2 secura num evaporador ro-
tativo sob alto vdcuo e submeteu-se a mistura reaccional
a duas cromatografias consecutivas em coluna através de gel
de silica (30 g e 20 g respectivamente) com a mistura
eluente C (RF 0,49). Tr.taram-se as fracg¢Bes purificadas
com ‘dgua para separagfo de fases, ajustou-se a pH 8 por
adig¢8o de solug8o aguosa saturada de hidrogenocarbonato
de sédio. Em seguida separaram-se as fases numa ampola de
decantac8o, extrafu-se a fase aquosa vdrias vezes com cloro-
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férmio e concentraram-se i secura num evaporador rotati-

vo as fases orgzfnicas reunidas.

Rendimento: 153 mg (0,27 mmol) = 47 %

Exenplo 2:

7-0-(3'-N-Metil-3'-N-propargil-alfa-I-daunosaminil)- 3 -
-rodomicinona (Composto 2)

Trataram-se durante 30 min 5% mg
(0.10 mmol) de 7-0-(3'-N-metil-alfa-L-daunosaminil)-rA -
-rodomicinona e 106 ul de brometo de propargilo a 80 %
em tolueno (113 mg = 0,95 mmol) = 9,5 equiv.) na presenca
de 40 ul (29 mg = 0,287 mmol = 2,87 equiv. ) de trietila-
mina de modo andlogo ao do Exeaplo 1 e purificou-se atra-
vés de 10 g de gel de silica na mistura eluente B (RF =
0,29) procedendo-se a um tratamento posterior como anterior-
mente.

Rendimento: 31 mg (0,055 mmol) = 55 %
MS-FAB (M+H') m/e = 568

Exemplo 3:

ZfO-(3'-N—Hidroxietil—3'—N—metil—alfa-L-daunosaminil)—.8 -
-rodomicinona (Composto 3)

Trataram-se durante 4 dias 30 mg
(0,057 mmol) de 7-0-(3'-N-metil-alfa-L-daunosaminil)-A3 -
—rodomiéinona e 50 ul de bromoetanol (88 mg = 0,71 mmol =
= 12,4 equiv.,) na presenga de 24 ul (17 mg = 0,17 mmol =
= 3,0 equiv,) de trietilamina de modo andlogo ao do Exemplo
1 e procedeu-se a um tratamento posterior como anteriormen-
te, Para purificagZo em coluna condicionaram-se 15 g de
gel de sf{lica com uma mistura de clorofdérmio/metanol
(20/1). Em seguida fez-se passar a mistura ldquida contendo

o produto através da coluna e eliminou-se o excesso de bromo-
- 12 -
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etanol e de dimetilformamida por lavagem com cloroférmio/
/metanol (20/1) (cerca de 150 ml). Em seguida procedeu-se

2 eluig¥o do produto da reacgfo adsorvido no ponto de

carga da coluna com a mistura eluente A (RF 0,58) proce-
dendo-se a um tratamento posterior andlogo ao do Exemplo 1.

Rendimento: 14 mg (0,024 mmol) = 42 %

Exemplo 4:

7-0~-(3'-Metil-3'-N-(4-picolil)-alfa-L-daunosaminil)- -
~-rodomicinona (Coamposto 4)

Tratou-3e uma solug3o de 100 mg
(0,189 mmol) de 7-0-(3'-N-Metil-alfa-L-daunosaminil)-g -
-rodomicinona em 10 ml de acetonitrilo/4dgua (4/1) com
50 ul (53 mg = 0,88 mmol = 4,7 equiv.) de dcido acético
e 800 amg (713 ul = 7,47 amol = 39,5 equiv.) de piridina-
-4-aldeido e agitou-se durante 2 h & teamperatura ambiente ao
abrigo da luz. Em seguida adicionou-se cianoboro-hidreto
de sédio (240 mg = 3,82 mmol = 20 equiv.) e agitou-se a
mistura reaccional durante outras 2 h. Em seguida verteu-
-se a mistura reaccional sobre uma solugfo aguosa de
hidrogenocarbonato de sédio e extralu-se com cloroférimio.
Extraliram-se novamente as fases clorofdramicas reunidas com
dgua a pH 13 (adigl3o de soda cdustica), obtendo-se nesta
operagio o composto de piridilo em excesso na fase cloro-
férmica e a antraciclina (sob a forma de sal sédico; cor
azul) na 4gua. Depois de se ajustar o pH da fase aquosa a 8
extralu~se a antraciclina com clorofdérmio e purificou-se
através de 12 g de gel de silica usando a mistura eluente
B (RF 0,23) e procedeu-se a um tratamento posterior andlo-

go ao do Exeaplo 1.

Rendimento: 42 mg (0,068 mmol) = 36%

Exemplo 5:

7—0—(3'-N-Metil—B'-N—(2-picolil)—alfa—L—daunosaminil)—-9 -
~rodomicinona (Composto 5)

- 13 -
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Trataram-se 20 mg (0,038 ammol) de 7-0-
-(3'-N-metil-a Ifa-L-daunosaminil)- /3 -rodomicinona e 160

D RN . DS VN ... ..

mg de piridina;2—aldeido de modo andlogo ao do Exemplo 4;
a puirificag¢do por cromatografia em coluna foi efectuada

com a mistura eluente C (Ry 0,79).

Rendimento; 14 mg (0,023 mmol) = 60 %

Exemplo 6:

’7-0—(3'—N—(2-Furfuril)—3‘—N—metil-alfa—L—daunosaminil)-—Eg -
~rodomicinona (Composto 6)

Trataram-se 200 mg (0,38 mmol) de 7-0-
—(3'-N-metil-alfa-L-daunosaminil)~ 8 -rodomicinona e 1,5
ml (1734 mg = 18,0 mmol = 47 equiv.) de furfural de wmodo
andlogo ao do Exemplo 4, agitando-se ainda durante 40
h apés a adig8o do cianoboro-hidreto de sédio. Ea seguida
verteu-se a solug8o sobre dgua, ajustou-se o pH a 8 com
hidrogenocarbonato de sddio, extrafu-se com clorofdrmio e
eliminou-se o solvente por evaporacgdo num evaporador rota-
tivo. Secou-se a mistura obtida contendo o produto sob alto
vdcuo para eliminar o excesso de furfural e em seguida pu-
rificou-se através de gel de 20 g de silica com a mistura
eluente C (RF 0,57) e recrometografo k-se na mistura eluente
B )RF 0,22).

Rendimento; 129 mg (0,21 mmol) = 55%

Exemplo 7

7-0-(3'—N—Acetamido—3‘—N-metil—alfa—L—daunosaminil)-;i-

-rodomicinona (Composto 7)

Trataram-se durante 16 h 30 mg (0,057
mmol) de 7—0—(3‘—N—metil-alfa-L-daunosaminil)—35 -rodomici~
nona e 30 mg (0,162 mmol = 2,84 equiv.) de iodoacetamida
na presenga de 24 ul (17,4 mg = 0,17 mmol = 3,0 equiv.)
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de trietilamina de modo andlogo ao do Exemplo 1, utilizan-
do-se no entanto para solvente acetonitrilo., A mistura
reaccional foi feita passar através de 6 g de gel de silica
utilizando-se a mistura eluente C (RF 0,31) e procedeu-se

a un tratamento posterior andlogo ao do Exeamplo 1.

Rendimento: 19 mg (0,032 mmol) = 56 %

Exemplo 8

7-0~(3'=N-Glicidil-3'=N-metil-alfa-L-daunosaminil)- 3 -
~rodomicinona (Compostos 8m, 8a e Ab)

Agitou-se durante 30 h a 60°C ao
abrigo da luz uma mistura de 7-0~(3'-N-metil-alfa-L-
~daunosaminil)~ /3 -rodomicinona (200 mg = 0,378 mamol,
epibromidrina (400 aul = 640 mg = 4,675 muol = 12,4
equiv.) e carbonato de potdssio (400 mg) em acetonitrilo
seco (25 ml). Em seguida concentrou-se A secura num evapora-
dor rotativo retwmou-se o residuo em clorofédrmio/etanol
(20/1), filtrou-se, fez-se passar através de 20 g de gel
de silica em clorofdérmio/etanol (20/1). Deste modo isolou-
-se, segundo o espectro de lH—NMR, uma mistura de 1l:1 de
isbémeros (composto 8m) num rendimento de 102 mg (0,17 ammol =

= 45 %).

Uma nova cromatografia em clorofdéramio/
/etanol (20/1) permitiu a separagfio parcial da mistura de
isdmeros 8m nos isdmeros puros 8a (R.F 0,35) e 8b (RF 0,32).

MS-FAB (M+H+) m/e = 586

Exemplo 9:

7-—0—(3'—N-Alil-'J'‘-N-—met:‘Ll--aJ_fa—L—daumosam‘.nil)—(F:g -iso~ro-
domicinona {(Composto 9)

Trataram-se 300 mg (0,55 mmol) de
7-0-(3'-N-metil-alfa-L-daunosaminil)-g8 -iso-rodomicinona
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e 100 nl (140 ug = 1,16 mmol = 21 equiv.) de brometo de alj

lo na presenga de 330 ul (240 mg = 2,4 mmol %= 44 equiv.)
de trietilamina de modo andlogo ao do Exeaplo 1. Apds 16

h adicionou-se mais 165 ul (2,2 equiv,) de trietilamina

e 50 ul (1 equiv.) de brometo de alilo e agitou-se du-
rante mais 6 h 2 temperat ra ambiente ao abrigo da luz?

Em seguida concentrou-se & secura sob alto vdcuo e fez-se
passar a mistura reaccional a través de 52 g de gel de sili-
ca no eluente C (RF 0,52). As fracg¢des reunidas foram tra-
tadas de modo andlogo ao do Exemplo 1.

Rendimento: 154 mg (0,26 mmol) = 48%

Exeaplo 10

7-0-(3'~N-(Etoxicarbonilmetil)-3'-N-metil-alfa-L-daunosami-
nil)- “-rodomicinona (Composto 10)

Trataram-se durante 2 h 100 mg
(0,189 mmol) de 7-0-(3'-N-metil-alfa-L-daunosaminil)- /3 -
-rodomicinona e 75 ul (113 mg = 0,677 mmol = 3,58 equiv.)
de bromoacetato de etilo na presenga de 80 ul (58 mg =
= 0,574 mmol = 3,0 equiv,) de trietilamina de modo andlogo
ao do Exemplo 1. Dissolveu-se a mistura que contém o produ-
to imediatamente apds a concentragf3o & secura numa pequena
quantidade de clorofdérmio, fez-se passar através de uma co-
luna de gel de silica preparada com éter (15 g de gel de
gsilica) e eluindo-se com cerca de 100 ml de éter para eli-
minac¢&o do éster do dcido Dbromoacetico em excesso. 0 coam-
posto 10 foi em seguida eluido com clorofdérmio/etanol
(20/1) (Rp 0,32).

Rendimento: 70 mg (0,114 mmol) = 60 %

Exemplo 11

7-0-(3'-N-Carboximetil-3'~N-metil-alfa-L-daunosaminil)- 3 -

-rodomicinona (Composto 11)
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Trataram-se durante 2 h 20 mg (0,038
mmol) de 7-0-(3'-N-metil-alfa-L-daunosaminil)- 4 -rodomi-
cinona e 15 ul (29 wg = 0,21 mmol = 5,5 equiv. ) de 4cido
bromoacético na presencga de 16 al (11,6 mg = 0,L15 mmol =
= 3,0 equiv.) de trietilamina de modo andlogo ao do Exem-
plo 1 e determinou-se o valor do RF'

Exemplo 12:

7-0-(3'-N-Metil-3'-N-(3~tenil-alfa-L-daunosaminil)- 8 -
-rodomicinona (Composto 12)

Fizeram-se reagir 20 mg (0,038 mmol)
de 7-0-(3'-N-metil-alfa-L-daunosaminil)- A -rodramicinona
e 156 ul (200 mg = 0,178 mmol = 47 equiv.) de tiofeno-3-
~aldefdo de modo andlogo ao do Exemplo 4 e continuou-se a
agitag8o durante 16 horas & temperatura ambiente apbs adi-
¢8o de cianoboro-hidreto de sédio (48 mg = 0,76 mmol =
= 20 equiv.). Submeteu-se a purificagfo por cromatografia
em coluna em primeiro lugar em clorofdrmio (para eliminacfo
do composto de tiofeno em excesso) e em seguida na mistura
eluente B (RF 0,22).

Rendimento: 9,2 mg (0,015 mmol) = 39 %

Exemplo 13%:

7-0-(3'=N-Metil-3'-N~(2~tenil)~alfa-L-daunocsaminil)- & -

-rodomicinopna (Composto 1%)

FPizeram-se reagir 20 mg (0,0%8 mmol)

de 7-0-(3'-N-metil-alfa-L~daunosaminil)- /43 -rodomicinona e
167 nul (200 mg = 0,178 mmol = 47 equiv.) de tiofeno-2-
~aldeido de modo andlogo ao do Exemplo 4 e apos adigZo

de cianoboro-hidreto de sbédio (48 mg = 0,76 mmol = 20
equiv.) continuou-se a agita¢3o durante 16 h & temperatura
ambiente e em seguida durante mais 8 h a 50°C. Submeteu-se
a purificag@o por cromatografia em coluna através de 4 g de
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gel de silica na mistura eluente B (RF 0,25); em seguida
submeteu-se a nova cromatografia através de 3 g de gel
de silica na mistura eluente C (RF 0,63).

Rendimento; 8,2 mg (0,013 mmol) = 34 %

Exemplo 14:

7-0-(3'=-N-Glicidil-3'-N-metil-alfa-L-daunosaminil)- 3 -
~iso~rodomicinona (Composto ldm)

Agitou-se durante 3 h a 70°C ao abrigo
da luz uma mistura de 7-0-(3'-N-metil-alfa-L-daunosaminil)-
0,156 mmol), epibromidrina (125
nl = 185 mg = 1,35 mmol = 8,7 equiv,) e carbonato de

]

- 3 -rodomicinona (85 mg

potdssio (125 mg) em dimetilformamida seca (8 ml). Em se-
guida concentrou-se & secura num evaporador rotativo e
secou-se de um dia para o outro sob alto vdcuo. Dissolveu-
-se o resfduo em dgua e ajustou-se o pH a 7,0 com 4cido
clorfdrico diluido, Extrafu-se o produto com clorofdéramio,
cromatografou-se através de 12 g de gel de silica numa amis-
tura de eluente B e eluente C (1/1) e trataram-se as frac-
¢¥es reunidas de modo andlogo ao descrito no Exeamplo 1,

Rendimento: 68 mg (0.1l mmol) = 70 %

Exemplo 15:

7-0-(3'=N-Alil-3'-N-metil-alfa-L-daunosaminil)-daunomicinona
(Composto 15)

Trataram-se durante 24 h 30 mg (0,055
mmol) de 3'-N-metil-daunomicina e 10 Lul (14 Lug =0,116 aamol
= 2,1 equiv.) de brometo de alilo na presenga de 33 ul
(24 mg = 0,24 mmol = 4,4 equiv.) de trietilamina de modo
andlogo ao do Exemplo 1, efectuou-se o tratamento posterior
e purificou-se através de 5 g de gel de silica no eluente
C (RV 0,53%). Trataram-se as fracg¢Bes reunidas de modo andlo-

- 18 -




P ot

go ao do Exemplo 1,

Rendimento: 17 mg (0,029 mmol) = 5% %

Exemplo 16:

7-0-(3'-N-Alil-3'-N-metil-alfa-L-daunosaminil)-adriamici-
nona (Composto 16)

Trataram-se durante 24 horas 32 ng
(0,057 mmol) de 3'-N-metil-adriamicina e 10 nl (14 ng =
= 0,116 mmol = 2,1 equiv.) do brometo de alilo na presenca
de 33 ul (24 mg = 0,24 mmol = 4,4 equiv,) de trietilamina
de modo andlogo ao do Exemplo 1, efectuou-se o tratamento
posterior e purificou-se através de 5 g de gel de silica
no eluente C (RF 0,22). Trataram-se as frac¢des reunidas
de modo andlogo ao do Exemplo 1,

Rendimento: 14 mg (0,023 mmol) = 40 %

Exemplo 17:

7-0-(3'~Alil-3'-N-metil-alfa-L-daunosaminil)-4-O-metil-
- B ~rodomicinona (Composto 17)

Trataram-se durante 24 h 29 amg
(0,053 mmol) de 7-0-(3'-N-metil2alfa-L-daunosaminil)-4-0-
-metil- 4 -~rodomicinona e 10 .l (14 ng = 0,116 mmol =
= 2,2 equiv., de brometo de alilo na presenga de 33 nul
(24 mg = 0,24 mmol = 4,5 equiv.) de trietilamina de modo
andlogo ao do Exemplo 1, efectuou-se o tratamento poste-
rior e purificou-se através de 5 g de gel de silica numa
mistura do eluente B e do eluente C (1/1). Trataram-se as
frac¢Bes reunidas de modo andlogo ao do Exemplo 1,

Rendimento: 18 mg (0,031 mmol) = 58 %

Exemplo 18:
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7-0~(3'-N~Acetonil-3'~N-metil-alfa-L-daunosaminil) 3 -rodo-
micinona (Composto 18)

Agitaram-se durante 16 h ac abrigo
da luz 53 mg (0,10 amol) de 7-0-(3'-metil-alfa-L-daunosami-
nil)- 3 -rodomicinona e 0,5 ml (580 mg = 6,27 mmol) de
cloroacetona na presenga de 1 g de carbonato de potdssio em
10 ml de dimetilformamida seca. Em seguida filtrou-se a solu

T

¢¥o0, concentrou-se & secura e extrafu-se com cloroférmio/
/dgua em condigBes de neutralizagfo. Cromatografou-se o
produto da fase orglnica através de 10 g de gel de silica
no eluente B (RF 0,16). Trataram-se as fracg¢¥es reunidas
de wodo andlogo ao descrito no Exemplo 1,

Rendimento: 27 mg (0,046 mmol) = 46 %

Citotoxicidade dos compostos da férmula I contra células de

leucemia 11210 do rato in wvitro

T

Procedimento para a avaliag¢fo da formaf
¢Ho de coldnias de células de leucemia L1210 em agar brando

Incubaram-se 500 células de leucemia
por placa com diferentes concentragles da substlncia a ana-
lisar durante 1 hora a 37°C. Em seguida lavaram-se as
células duas vezes com meio McCoy5A e finalmente verteu-se
em cédpsulas de Petri apds adigBo de 0,3 % de agar. Incubaramd

T

—-ge placas de comparagao apenas com meio fresco. Ea vez
da incubagZo de 1 hora em muitos casos misturaram-se diferen+
tes cohcentragBes da substéncia a analisar da cawmada de

agar superior de modo a consegulr uma exposig¢do continua

das células durante todo o periodo & incubagfo. Apds soli-
dificag¢@o do agar incubaram~se as placas num incubador duran-<+
te 7 dias a 37°C (5% em vol. de C0,. 95% de humidade rela-
tiva). Em seguida contou-se o nidmero de coldénias existentes
com um diémetro superior a 60 ,um. Os resultados foram calcu+
lados como ndmero de coldbdnias em placas de agar tratadas em
percentagem das placas de comparagfo n8o tratadas. A partir
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dz curva dose/actividade assim obtida calcularam-se os
valores de IC50 como medida para a actividade da substéncia.
Os resuldados para os compostos anteriormente deacritos

na presente memdria descritiva em comparacg¢ido com a adriami-
cina n3o apresentados no Quadro 1.
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Quadro lal): Compostos da fdérmula I preparados

Substéncia R R° R>  RP R7
No

(Exemplo)

Adriamicina (Referé&ncia)
1 H OH OH CH20H3 CHQCHCH2
2 H OH OH CH2CH3 CH2CCH
3 H OH OH CHZCH3 CH2CH20H
4 H OH OH CH20H3 4-picolil
5 H OH OH CH CH3 2-picolil
6 H OH OH CH ,CH, furfuril

H OH OH CH CH3 CHQCONH2

8m2) H OH OoH CH CH3 glicidil
8a3) H OH OH CHZCH3 glicidil-a
8b3) H OH OH CH2CH3 glicidil-b
9 OH OH OH CH CH3 CHZCHCH2
10 H OH OH CH20H3 CHZCOOCHch3
11 H OH OH CH CH3 CH2COOH
12 H CH 0] CH2CH3 3thenil
13 H OH OH CHZCH3 2-thenil
l4m2) OH OH OH CH20H3 glicidil
15 H OCH H COCH3 CHZCHCH2
16 H 0CH H COCHZOH CHZCHCH2
17 H OCH OH CHZCH3 CH2CHCH2
18 H OH OH CHZCH3 CHZCOCH3

P —————— SRR e e e b e R it R R LRt ]
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1) para os compostos referidos ¢ R3 = R4 = OH
2) m: mistura dos isémeros a e b
3) a e b: isbdmeros puros sem determinagHo estrutural

Quadro lb: Citotoxicidade dos compostos da férmula I pre-
parados contra células de leucemia L 1210
in vitro

Substéncia Incubagdo Incubacdo de

Ne prolongada lh

(Exeuplo) ICgy ( mg/ml) 50 ( ug/ml)

Adriamicina 0,02 0,04
1 0,01 0,08
2 0,08 0,3
3 0,02 0,044
4 0,023 0,1
5 0,038 0,24
6 0,03 0,038
7 0,084 0,24
smt) 0,002 0,0072
8a°) 0,001 0,0034
8p°) 0,003 0,01
9 0,008 0,5
10 0,1 0,06
11 - -
12 0,032 0,17
1% 0,034 0,38
14a’) 0,005 0,0024

- S e SN e G ewm Gw  WE e ME e e mm  Am G W e m R mm G e em  Sm sm TR wm em




Quadro lb: (Continuago)

Substéncia Incubagio Incubagdo de
Ne prolongada 1n

(Exeaplo) ICg, ( ng/ml) ICgy ( ug/ml)
15 0,008 superior a 1
16 - -
17 0,036 superior a 1
18 0,018 0,073

1) m: mistura dos isdmeros a e b

2) a e b: isdmeros puros sem determinagBo estrutural

Determinac8o da resisténcia cruzada in vitro

em comparacio com adriamicina

Ensaio de proliferac#o (reducglio MIT)

Incubaram-se células L1210, A 549 ou
HT 29 na fase de crescimento exponencial a uma densidade
celular de 5 x lO3 células/ml em RPMI 1640 numa placa de
microtitulag@o de 96 alvéolos durante 72 horas com diferen-
tes concentrag¢fes da substlncia a analisar a 3700, 5% de
CO, e 95% de humidade relativa. Os ensaios de comparagHo
continham em vez de substfncia a analisar apenas meio de
crescimento, Para cada substlncia analisar bem como para
os ensaios de comparacgfdo efectuaram-se determinagles em
quadruplicado. Apés 65 h de incubagiBo adicionaram-se 50
ul de uma solucgio de MPT (2,5 mg/ml; MIT = brometo de 3-
-(4,5-dimetil-tiazolil-2)~2,5-difenil-tetrazdlio) em solu-
¢¥o salina tamponizada com fosfato). Na presenga de células
vivas o MTT € reduzido a uma forma insoldvel corada de
vermelho escuro. Faz-se parar a reacc¢Ho apbés 7 h (células
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L1210) ou apds 24 h (células A 549 e HT 29) e aspira-se
cuidadosamente o0 meio sobrenadante. Dissolve-se o corante
insoldvel por adigfo de 100 ul de DMSO (dimetilsulféxido)
e determina-se em seguida a exting®o da solug3o assim ob-
tida para cada alvéolo num Multiscan Photometer 340 CC da
firma Flow a um comprimento de onda de 492 nm.

A partir do quociente entre as extin-
¢8es das células tratadas e nZo tratadas obtem-se uma
curva dose-actividade a partir da gqual se pode ler a concen-
tracsio minima que provoca a morte de 50% das células
¢050). Nos ensaios em duplicado verificou-se um coeficiente
de variag8o inferior a 15 %.

Efectuou-se a determinacg8io da resis-
téncia cruzada entre cada substlncia em ensaio utilizando
para substéncia padrdo a doxorubicina com o auxilio do
ensaio de MTT (ver método acima) em células sensiveis e
resistentes de leucemia L1210,

A linha de células resistente foi es-
tabelecida por meio de incubag#o de uma sub-linha sensivel
com concentra¢les gradualmente superiores da substéncia
de referéncia.

Os valores de ICSO das substéncias em
ensaio sobre a sub-linhka resistente referidos aos valores
de ICSO da sub-linha sensivel d&8o tanto o grau de resis-
téncia para o composto em ensaio (DR(T)) como também para
o composto de referéncia (DR(R)) correspondente da férmula

ICSO da linha de células resistentes

IC5O da linha de células sensivel
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Adicionalmente calculou~-se o grau de
resisténcia cruzada (DCR) para o composto em ensaio, corres-
pondente & férmula

No caso de a perda de actividade do
composto em ensaio sobre a linha resistente em proporg¢3o
com a linha sensivel ser superior ao do composto de refe-
réncia, é possivel um grau de resisténcia cruzada de mais
de 100 %,

Os resultados apresentados no Quadro
2 mostram que as substéncias até agora n2o ensaiadas 1,
4 e 6 ndo apresentam resisténcia cruzada com a doxorubicina.

Quadro 2:
Substlncia Sistema  DuragHo Grau de Resisténcia
Ne, de da resisténcia cruzada com
ensaio incubag8o das células a adriamicina

Adriamcina  MTT 3d 60-80 100,0

1 MTT 3d 1040 19,0

4 MTT 3d 1,6 0,2

6 MTT 3d 2,0 2,0

T G S T G P T T " S e g S S B — ——— T —— - — — ———— —— . — O —— —— S — Y - — —— - W oms Tty iy S S S

Dados in vivo dos compostos preparados

Avaliag#o da toxicidade de orientacgdo

A fim de avaliar a toxicidade de orien-
tag8o injectaram-se por via intraperitoneal no dia O dife-
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rentes doses da substlncia eam ensaio dissolvida eam 0,5 ml
de solug®so de glucose a 5% em ratos NMRI. Por cada
concentragdo da substlncia a ensaiar usaram-se 5 ratos.
No dia 14 contou-se o ndmero de ratos sobreviventes e a
partir destas contagens calcularam-se os valores de LD5,
ID50 e LD95 segundo o método de Lichtfield. A toxicidade
(LD50 (mg/kg) dos compostos descritos em comparagdo com a
adriamicina € apresentada no Quadro 3.

Actividade in vivo dos compostos da
férmula I contra a leucemia L1210 do rato

Método:s

Colheu-se liquido ascitico sob condi-
¢Bes de esterilizar de ratos DBA2 (sexo feminino, 18 a 20
g) 7 dias apds inoculagso de células tumorais. Lavaram-
-se as ascites trés vezes com PBS (salina tamponizada com
fosfato = "Phosphate Buffered Saline"), contaram-se e
ajustaram-se a um ndmero de células de lO6 em 0,2 ml de
PBS.

Em seguida injectaram-se intraperito-
nealmente 106 células suspensas em 0,2 ml de PBS em ratos
DBFl (sexo feminino, 18 a 20 g). Utilizaram-se 6 animais
por grupo para cada concentrag8o ou para comparacgfo.

Avaliag8o da actividade antitumoral:

a) Pesaram-se o0s animais no dia 1 e no dia 5 apds
injecgdo da substélncia em ensaio. Uma perda de peso
superior a 20% no dia 5 é tomada como uma indica-
¢8o de uma actividade tdxica da substéncia.

b) No fim da experiéncia (morte de todos os animais ou
animais sobreviventes no dia 60) determinou-se o
periodo médio de sobrevivéncia dos animais em cada
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véncia (MSTr) dos grupos tratados bem como dos grupos de
comparagio (MSTC) determinou-se a actividade antitumoral
(T/C) para cada concentraglo de cada substlncia em percen-
tagem dos grupos de comparacgdo ndo tratados por meio da
férmula seguinte:

tamento utilizado ea cada caso s8o - em conjunto com a toxi+

cidade
de T/C
¢8o de
cia em

grupo sempre que no dia 5 da experiéncia pelo menos
65% dos animais ainda sobreviventes. O perfodo mé-
dio de sobrevivéncia foi deterwuinado exclusivamente
para os animais que morreram durante o decurso

da experiéncia. A sobrevivéncia por longos perio-
dos (LTS) n¥o foi deste modo tomada em conssderacfio
e fol apresentada em separado.

A partir do periodo médioc de sobrevi-

MSTy,
T/C % = x 100

MSTC

Os valores de T/C e o esquema de tra-

de orientagBo - apresentados no Quadro 3. Os valores
superiores a 125 % sdo considerados como uma indica-
uma actividade antitumoral significativa da substén-
ensaio.
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1)

2)

3)

4)

3xip, q3d: trés aplicagBes por via intraperitoneal
com intervalos de 3 dias

3xip, q3d: trés aplicagles por via intravenosa
com intervalos de 3 dias

T/C: taxa de sobrevivéncia expressa em % dos
grupos de comparacgo
Dois de entre 6 ratos curaram-se (sobrevivéncia de

longo termo)
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Quadro 4: Valores de RF dos compostos preparados
Substéncia Mistura eluente cloroférmio/etanol
Ne
(Exemplo) A B c (20/1)
1 0,77 0,18 0,49 0,27
2 0,82 0,29 0,56 0,45
3 0,58 0,054 0,28 0,03
4 0,63 0,23 0,47 0,21
5 0,90 0,38 0,79 -
6 0,76 0,22 0,57 0,26
7 0,58 0,11 0,31 0,13
8a 0,72 0,17 0,44 0,35
8b 0,72 0,17 0,44 0,32
9 0,78 0,17 0,52 0,24
10 0,88 0,42 0,74 0,32
11 0,50 0,05 0,32 0
12 0,78 0,22 0,59 0,25
13 0,82 0,25 0,63 0,35
l4a 0,73 0,11 0,45 0,32
14b 0,73 0,11 0,45 0,28
15 0,62 0,16 0,53 0,24
16 0,31 0,012 0,22 0,014
17 0,62 0,12 0,53 0,19
18 0,69 0,16 0,58 0,27
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Quadro 5: Dados de lH-NMR a 300 MHz de difere:tes compos-
tos da férmula I

0 ndmero das substlncias da primeira
coluna corresponde ao respectivo ndmero do exemplo. A
determinag8o dos espectros foi efectuada, sempre que nada
em contrdrio seja indicado, em CDCl3 contra trimetilsila-

no como padrdo ianterno.

Abreviaturas:

Q2 o owm

dd
ddd
dt
dq
bs

= singuleto

= dubleto

= tripleto

= quarteto

= dubleto de um dubleto
= dubleto de um dubleto de um dubleto
= dubleto de um tripleto
= dubleto de um quarteto
= singuleto largo

W-\
_““miﬁ:sjlha-".F-'.nam;nmhﬂh ™
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Quadro 5, Parte 1:
Substéncia
N¢
. (Prot&o) 1 2 3 4 b ¢
T a b oc a b a b a
R7:CH2CHCH2 CH2CCH CHZCHZOH CH2~ <:>'N
H-1 7.89 dd 7.88 7.88 dd 7.90 da
H-2 7.72 t 7.72 t 72 t 7.73 t
H-3 7.33 c&d 7.33 dd 7.33 dd 7.34 da
B-7 5.15 m 5.15 m 5.15 m 5.17 m
H- 8 alfa 2.12 dd 2.12 d4 2.12 dd 2.12 dd
H-B8 2.26 @ 2.26 d 2.24 d 2.27 4
H-10 4.91 s 4.91 s 4.91 4.92 s
B,-13 1.7-1.9m  1.7-1.9 m 1.7-1.9m 1.7-1.9 m
H3514 1.12 ¢ 1.12 t 1.12 t 1.13 t
H-1' 5.51 bs 5.52 d 5.52 bs ,* 5.55 bs
H2-2’ 1.7-1.9 m 1.7-1.9 m 1.7-1.9 m 1.7-1.9 m
H-3' 2.48 dt .2.64 ddd 2.5-2.7 m 2.62 dt
H-4"' 3.70 bs ©3.69 4 3.76 bs 3.80 bs
H-5' 4.08 g 4.09 g 4.12 g 4.14 aq
H3—6' 1.41 d 1.41 4 1.38 d 1.43 4
N-CH3 2.18 s 2.31 s 2.26 s 2.12 s
CH-4 12.15 bs 12.14 bs
OH-6 12.84 bs 12.86 bs
OH-11 13.63 bs 13.63 bs
a 2.97d4, 3.3944, 2.5-2.75m 3.452
3.15d¢; 3.41d4; 3.62¢;
Jaa,=]4Hz Jaa,=18H: Jaa,=]4Hz
Jab=Ja'b=7Hz Jab=Ja,b=2Hz
b 5.6-5.8m 2.12¢; 3.61t; 7.174;
Jab=Ja,b=2Hz J=5Hz ch=6Hz
o 5.05-5.15m 8.51¢;
ch=6Hz
- 33 .




Quadrs 5, Parte 2:

Substincia

N2 71)
(Protdo)
a a o a b
R, :CH, g) g CH2«<%g?d CH,CONH,
C
H-1 7.89 4 7.89 4 7.86 d
H-2 7.72 t 7.72 t 7.72 t
H-3 7.33 4 7.33 4 7.31 @
H-7 . 5.17 m 5.16 m 5.12 bs
H-8 alfs 2.12 ad 2.12 dd
H-88 2.28 d 2.26 a 2.19 bs
H-10 4.93 s 4.91 s 4.83 s
Hy-13 1.7-2.0 m 1.7-2.0 m 1.7-1.9 m
Hy-14 1.13 t 1.12 t 1.10 t
H-1"' 5.55 bs 5.53 bs 5.49 bg
H,-2' 1.7-2.0 m 1.7-1.95 m 1.97d¢t?) ;1.7-1.9m
H-3"' 2.62 dt 2.5-2.7 m 3)
H-4"' 3.83 bs 3.81 bs 3.72 bs
H-5' 4.15 g 4.10 g 4.07 g
Hy-6" 1.43 4 1.42 @ 1.34 4
N-—CH3 2.22 s 2.22 s 2.30 s
OH-4 12.16 bs 12.15 bs
OH-6 12.84 bs 12.85 bs

CH-11 13.61 bs 13.63 bs

Continuacdo na ordxima pdgina
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Continuacdo do Quadro 5, Parte 2:

Substélncia
Ne 5 6 7
(Protio)
a 3.594,%.81d: 3.59d,3.724: 3.02d4,3%.094:
Jaa’=l4HZ Jaa,=lSHZ Jaa,S.SHz
b 7,244;J,,=8Hz 6.124d;J, =3Hz 5.97bs(1H),
7.47bs(1H)
o 7.63ddd; 6.24d4d;
JbC=JCd=8HZ,Jce= ch=3Hz,ch=2Hz
=2Hz
d 7.15d4d44: 7.2744;
J ,4=8Hz,d 4 =5Hz, J ,q=2Hz,J, ;=1Hz
e 8.53%d4d;
Jde=5HZ’ Jce=le

T — o —— ——— ———— —— —— — ———— — — t— —— — G — o _————— —— —— " ————————— - — o~ — o " S —— —

1) determinado em CDCl3/D6-DMSO (/1)

1]
J1° 2t = 3 Hg, Tpig, oty = 12 Hz

3) n#o identificado inequivocamente
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Quadro 5, Parte 3:

Substincia

Ne
(Protdo) ga 8b 91)
a o a a b c
R7:CHZJ<;J CH2£<jl CH ,CHCIL,
H-1 7.90 dd 7.90 dd 7.29 s, 2
H-2 7.73 dd 7.73 &d
H-3 7.34 dd 7.34 aa -
H-7 5.16 m 5.16 m 5.0-5.2 m?)
H-Balfa 2.12 dd 2.12 4ad 5 20 bsd)
H-88 2.25 d 2.25 d
H-10 4.92 4.91 s 4.81 s
H,-13 1.7-1.9 m 1.7-1.9 m 1.5-1.7 m
H,y-14 1.12 t 1.12 t 1.10 t
H-1' 5.52 t 5.52 t 5.48 m
H,~2' 1.7-1.9 m 1.7-1.9 m 1.5-1.7 m
H-3' 2) 2) 2.49 dt
H-4’ 3.69 bs 3.71 bs 3.70 bs
H~5' 4.09 g 4.09 g 4.08 g
Hy-6" 1.40 4 1.41 4 1.37 @
N-CH3 2.31 s 2.35 s 2.19 s
OH-4 12.16 bs 12.17 bs 6)
OH-6 12.85 bs 12.85 bs 6)
OH-11 13.64 bs 13.63 bs 6)
3) 3) 7)

Continua¢fo na pdgina seguinte
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Continuac®o do Quadro 5, Parte 3:

1)
2)
3)

4)
5)
6)
7)

determinaglo ea CDCl,/Dc~DNSO (5/1)
ndo identificado inequivocamente

o8 prot8es a a ¢ no domfnio 2,3 a 3,0 ppm n3o foram
ordenados inequivocamente

sobreposto a CH, (c)

sobreposto a N—CH3

OH fendlico a 12,37 bs (2H) e 13,04 bs (2H)

a: 2.99dd4 (1H). 3.14dd4 (1H) Jaa’=l4Hz, Jab=Ja,b=6Hz
b: 5.6-5.8m (1lH)

¢: 5.0-5.2m (sobreposto a H-7)
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Quadro 5, Parte 4:

Substincia

Ne 10
(ProtZo)

a b ¢
R7:CH2COCH2CH3

H-1 7.90 dd
H-2 7.73 t
H-3 7.33 d4d
H-7 5.15 m
H-8.alfa 2.11 d4
H-88 2.26 d
H-10 4.91 s
H2—13 1.7-1.9 m
H3—14 1.12 t
H-1" 5.51 bad
H2—2' 1.7-1.9 m
H-3' 2.82 m
H-4' 3.65 bs
H-5' 4.09 g
H3-6' 1.40 4
N—CH3 2.38 s
OH-4 12.16 bs
OH-6 12.84 bs
OH-11 13.63 bs

12

a

CH,

7.88 dd
7.72 dd
7.33 dd
5.16 m
2.13 d&d
2.27 @
4.92 s
1.7-2.0
1.13 t
5.53 bs
1.7-2.0

2.56 m

3.80 bs
4.12 g
1.43 d
2.12 s
12.14 bs
12.84 bs
13.61 bs

Continuagd@o na préxima pdgina
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7.88 dd
7.72 t
7.33 dd
5.16 m
2.13 d4d
2.27 d
4.92 s
1.7-2.0m
1.13 t
5.54 bs.
1.7-2.0'm
2.62 dt
3.79 bs
4.11 g
1.43 4
2.19 s
12.15 bs
12.84 bs
13.62 bs




Continuacdo do Quadro 5, Parte 4:

10

3.314,
3.3348;

J__,=19Hz
aa

4.09qg

1.16t

12

3.464,

3.664;

J__,=14Hz
aa

7.02dd

Ih
de=3Hz

=1Hz,
c

6.94d4d
chlez,
ch=5Hz

7.24d44d
de=3H2,

Jca=5Hz

- 39 -
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3.714,
3.83d;

J +=14Hz
aa

6£.82dd

ch=3.5Hz,

de=1Hz

6.88dd

J, =3.5Hz,
c

b
ch=5Hz

7.1744 ' .
de=le,

ch=SHz




Quadro 5, Parte 5:

Substéncia 141) o ]53]
Ne
(protdo) a n a boc
R: CH2£<:L CH,CHCH,
H-1 7.30 s,2H 8.04 ¢
H-2 _ 7.79 t
H-3 7.41 d
H-7 5.13 m 5.30 m
H-8 31fg 2.10 dd
H-88 2.37 4
H-10 4.83s ] 4)
Ho =13 1.7-2.0 m " -
H3~14 1.10 t 2.43 s
H-1"' 5.49 bs 5.57 bd
H, -2’ 1.7-2.0 m 1.84
H-3' - 2.57 m
KE-4' 3.70 bs 3.74 bs
H-5' 4.09 g 4.03 g
H,-6' 1.38 ¢ 1.38 4
N-CH, 2.20 s 2.23 s
OH-4 2) -
OH-6 2) 13.31 bs
OH-11 2) 14.00 bs

Continuagfo na prdéxima pdgina
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Continuacio do Quadro 5, Parte 5:

-._u4:==-jL-a-u--aan§E§§§;::?""““->

‘/ '~‘\

1)
2)
3)
4)
5)

15

3.,0-3.25n°)
5.7-5.9a(1H)
5.13bs e
5.17d
J=3,5Hz

determinado em CDCl3/D6-DMSO (5/1)

OH fendlico a 12,34 bs (2H) e 12,99 bs (2H)
OCHz a 4.10 s (3H)

10 alfa: 2,98 d; 108 : 3.23 d; J=19 Hz

sobreposto a H-10
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Quadro 5, Parte 6:
Substéncia
No 16 17 18
(Protéo)
a b c a b c a b
R7 :CH2CHCH2 CHZCHCHz CHZCOCH3
H-1 8.04 d 7.89 44 7.89 d
B-2 7.79 t 7.72 t 7.72 t
H-3 7.39 d 7.33 ad 7.33 4
H-7 5.32 m 5.15 m 5.14 m
H-8 alfa 2.12 da
H-88 2.26 d
H-10 4.91 s 4.91 s
H2—13 - 1.7-1.9 m
H3-14 - 1.12 t 1.11 t
H-1' 5.57 bs 5.51 bs 5.57 bd
H2—2' 1.7-1.9 m
H-3' 2.48 dt 2.85 m
H-4' 3.72 bs 3.70 bs 3.86 bs
H-5" 4.03 g 4.08 g 4.24 g
H3-6' 1.41 1.41 4 1.32 4
N—CH3 2.22 s 2.20 s 2.23 s
OH-4 - - 12.16 bs
OH-6 13.34 bs 13.36 bs 12.84 bs
OH-11 13.98 bs 13.81 bs 13.61 bs
a 2.97 dd, 2.37 4,
3.15 dd; 2.57 4;
Jaa,= 14 Hz Jaa.=ll.5 Hz
Jab=Ja,b=7 Hz
b 5.68-5.82 m 5.6-5.8m 1.42 s, 3H
c 5.1-5.2 m 5.05-5.15m
OCH3 4.09 s 4.09 s
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REIVINDICACKO

Processo para a preparacgdo de novos
derivados de antraciclinas dotados de actividade citostdtica
da férmula I

ou dos respectivos sais de adig8o de 4dcido fisiologicamen-
te aceitdveis com sais inorgénicos ou orgé&nicos, em que

Rl significa hidrogénio ou um grupo hidroxilo,

R2 significa hidrogénio ou um grupo hidroxilo ou metoxi,

R3 significa hidrogénio ou um grupo hidroxilo,

R4 significa hidrogénio ou um grupo hidroxilo,

R5 significa hidrogénio ou uam grupo hidroxilo ou metoxi-~
carbonilo,

R6 significa CHZCHB’ COCH3, COCH,0H, CHOHCH3 ou CHOHCH,OH
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significa um substituinte orgénico com 2 a 6 4tomos
de carbono, o qual contém pelo menos um 4tomo de
o:xigénio ou de azoto ou de enxofre ou uma dupla li-
gag8o C=C ou uma tripla ligag¢&o C=C, podendo a dupla
ligag8o ser parte de um sistema heteroaromdtico e

o dtomo de oxigénio, de azoto ou de enxofre parte de
um sistema de cadeia aberta ou heterociblico, no
gqual, no entanto, R7 ndo é um grupo cilanometilo

nem um substituinte da férmula geral COR+, com RY =
= CH3, CF3 ou 0013.

caracterizado por:

fazer-se reagir um composto da férmula I na qual Rl

= H
ou OH, R® = H, OH ou OCHs, R = H ou OH, R = H ou OH, R’
- H, OH ou o0ty , r® - OH,CH;, COCH,, COCH,OH, CHOHCH,
ou CHOHCH,0H e R’ = H, de um modo conhecido em si na

presenga de ciano-hidreto de sdédio com um aldefdo com 2 a 6

It

dtomos de carbono, o gqual contém pelo menos um 4dtomo de
oxigénio ou de azoto ou de enxofre ou uma dupla ligacio

C=C ou uma tripla ligag¢&o C=C, podendo a dupla ligagZo ser
também parte de um sistema heteroaromdtico e o 4tomo de
oxigénio, de azoto ou de enxofre parte de um sistema de
cadeia aberta ou heterociclico, ou fazer-se reagir o referi-
do composto de um modo conhecido em si sob condigles ani-
dras na presenga de uma base com um composto halogenado com
2 a 6 dtomos de carbono, o qual contém pelo menos um dtomo
de oxigénio ou de azoto ou de enxofre ou uma dupla liga-
¢do C=C ou uma tripla ligag¢8o C=C , podendo a dupla ligacgZo
ser também parte de um sistema heteroaromsitico e o dtomo

de oxigénio, de azoto ou de enxofre parte de um sistema

de cadeia aberta ou heterociclico, excluindo-se no entanto
qualquer halogeno~acetonitrilo, de modo a obter-se um com-

1 a R6 possuem os significados

posto da férmula I no qual R
anteriormente definidos e R7 é um substituinte orgénico com
2 a 6 dtomos de carbono, o qual contém pelo menos um dtomo

de oxigénio ou de azoto ou de enxofre ou uma dupla ligacg#o
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C=C ou uma tripla ligag¢&o C=C, podendo a dupla ligacg3o
também ser parte de um sistema heteroaromdtico e o dtomo

de oxigénio, de azoto ou de enxofre parte de um sistema

de cadeia aberta ou heterociclica, e eventualmente trans-
formar-se o composto obtido por meio de um 4dcido inorgénico
ou orgénico fisiologicamente aceitdvel num sal de adig#o

de dcido.

A requerente reivindica a prioridade
do pedido alem&8o apresentado em 4 de Junho de 1988. sob o
ne, P 38 19 092.2.

Lisboa, 1 de Junho de 1989
0 AGENTE OFICIAL DA PROPRIEDADE INDTUSTRIAL
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RESUMO

"PROCESSO PARA A PREPARAGAO DE DERIVADOS DE ANTRACICLINAS
DOTADAS DE ACTIVIDADE CITOSTATICA"

A inveng8o refere-se a um processo
para a preparacgdo de novos derivados de antraciclinas do-
tados de actividade citostdtica da férmula I

HO

R7
CH3
ou dos respectivos sals de adigHo de dcido fisiologicamente
aceitdveis com sais inorgénicos ou orgélnicos que compre-
ende fazer-se reagir um composto da férmula I na qual Rl =
= H ou OH, R = H, OH ou 0CHs, R’ = H ou OH, R* = H ou OH,
R5 = H, OH ou COOCH3, R6 = CH20H3, COCHB, COCHon, CHOHCH3
ou CHOHCHZOH e R7 = H, de um modo conhecido em si na presen—
ga de clanoboro-hidreto de sédio com um aldefdo com 2 a 6
dtomos de carbono, gual contém pelo menos um dtomo de oxi-
génio ou de azoto ou de enxofre ou uma dupla ligacg@io C=C
ou uma tripla ligagdo C=C , podendo a dupla ligagdo ser

também parte de um sistema heteroaromdtico e o 4tomo de oxi-
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génio, de azoto ou de enxofre _arte de um sistema de ca-
deia averta ou heterociclico, ou fazer-se reagir o referido
composto de um modo conhecido em si sob condig¢Bes anidras
na presenga de uma base com um composto halogenado coam 2
a 6 dtomos de carbono, o qual contém pelo menos um 4tomo
de oxigénia ou de azoto ou de enxofre ou uma dupla liga-
G8o C=C ou uma tripla ligag¢f#o C=C , podendo a dupla liga-
¢¥o ser também parte de um sistema heterocaromdtico e

o dtomo de oxigénio, de azoto ou de enxofre parte de um
sistema de cadeia aberta ou heterociclico, excluindo no
entantd qualquer halogeno-acetonitrilo, de modo a obter-

-se um composto da férmula I no qual Rl a R6 possuea 0S

significados antertrormente definidos e R7 ¢ um substituin;
te orglnico com 2 a 6 dtomos de carbono, o gqual contém pe-—
lo menos um dtomo de oxigénio ou de azoto ou de enxofre

ou uma dupla ligag¢do C=C ou uma tripla ligagdo C=C,

podendo a dupla ligacg3o também ser parte de um sistema he-
teroaromdtico e o dtomo de oxigénio, de azoto ou de enxofre
parte de um sistema de cadeia aberta ou heterociclico,

e eventualmente transformar-se o cowuposto obtido por meio
de um 4cido inorgfnico ou orglnico fisiolagicamente aceitd-

vel num sal de adig8o de 4cido.




