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DESCRIPCION
Sintesis de Decitabina.

ANTECEDENTESDE LA INVENCION

Esta invencion se refiere a la sintesis de la Decitabina (también conocida como 2'-desoxi-5azacitidina; 5-aza-2'-
desoxicitidina; DAC; API (ingrediente famacéutico activo) 4-amino-1-(2-desoxi-B-D-eritro-pentofuranosil)-1,3,5-
triazin-2(1H)-ona) que una vez formulado se usa en forma inyectable para el tratamientos de sindromes
mielodisplasicos (MDS). Ademas, esta bajo investigacion el uso de la Decitabina en otras enfermedades como AML,
CML, trasplantes de células madre, anemia de células falciformes ytalasemia.

La presente invencién es un proceso para la sintesis de Decitabina. Especificamente, en una realizacion de la
invencion esta relacionada con un conjunto de condiciones de reaccién que se pueden utilizar para la sintesis de un
precursor de la Decitabina (p-Cl-Bz-IM4) que en si mismo tiene una cierta calidad que lo hace util para la sintesis de
la Decitabina en rendimientos mas altos que los que se pueden conseguir usando métodos de la bibliografia de la
técnica anterior que utilizan metodologia sintética relacionada. El proceso de la invencion proporciona la sustancia
farmacolégica Decitabina adecuada para uso humano que esta libre de residuos metalicos, que es un defecto de
otros métodos publicados, y es industrialmente econémica.

Una ventaja de esta invencion sobre otras de la bibliografia (por ejemplo, J. Org. Chem., 1974, 39, 3672-3674, J.
Org. Chem., 1986, 51, 3211-3213 y EP 2048151 A) para la preparacién del precursor Gltimo de la Decitabina (p-Cl-
Bz-IM4) es el uso del TMS-triflato del acido de Lewis no metalico o el acido triflico del acido de Bronsted en lugar de
tetracloruro de estafo, que es tdxico en simismo, en el paso de acoplamiento del carbohidrato clave (derivado de 2-
desoxi-ribosa protegido) y la base (5-azacitosina protegida). El uso del tetracloruro de estafio, que es el acido de
Lewis estandar en este tipo de proceso de acoplamiento puede llevar a que la sustancia farmacolégica final esté
contaminada con residuos de estafio y produce dificultad al disponer los flujos de residuos. Otra ventaja de esta
invencion sobre otros procesos de Decitabina en la bibliografia (J. Org. Chem., 1970, 35, 491-495) es que el uso de
estos catalizadores pemite que la reaccion del paso de acoplamiento del carbohidrato clave y la base se realice en
un periodo de tiempo méas corto. Ademas, el proceso tampoco requiere el uso de cromatografia en columna,
cromatografia en capa fina preparatoria o cristalizacion fraccional para la purificaciéon para obtener la sustancia
farmacolégica producto o productos intermedios.

Hay varias razones por las que no desarrollamos un proceso basado en el estado de la técnica descrito en la
bibliografia que utiliza tetracloruro de estalo o usa un sistema completamente no catalizado. DE forma mas
significativa el uso de tetracloruro de estafio como un catalizador de acoplamiento (para el acoplamiento de sistemas
de 1-halo-2-desoxiribosa o 1-O-acetil-2-desoxiribosa con la base - ver J. Org. Chem., 1974, 39, 3672-3674 y J. Org.
Chem., 1986, 51, 3211-3213) o sin ningun catalizador en absoluto (para los sistemas de 1-halo-2-desoxiribosa - ver
J. Org. Chem., 1970, 35, 491-495) llevan a mezclas de aproximadamente 1:1 de los anédmeros a- y - brutos del
precursor ultimo de la Decitabina (p-Cl-Bz-IM4). Encontramos crucialmente que es dificil obtener buena calidad y un
buen rendimiento del B-anémero de la Decitabina, que esta en la forma de fatTmaco activo, por la desproteccion del
precursor ultimo (p-Cl-Bz-IM4) cuando su proporcién anomérica esta cercana a 1:1. Descubrimos que el rendimiento
aislado (calculado en base al B-andmero del precursor ultimo p-Cl-Bz-IM4) de la B-Decitabina (es decir, el API) es
mas alto, la mayor proporcion de los dos anémeros del precursor Gltimo bruto de la B-/a-Decitabina y que esto es
una relacion no lineal. Es decir, el rendimiento es mas alto y mas alto cuanto mas enriquecido esté el $-anémero del
precursor protegido de la B-Decitabina (p-Cl-Bz-IM4), incluso cuando el rendimiento se calcula en base a la cantidad
del B-anémero en la mezcla. Por lo tanto concluimos que la proporcidn de andmeros del precursor de la Decitabina
protegida es muy importante para un proceso viable para hacer Decitabina.

RESUMEN DE LA INVENCION

En nuestro proceso obtenemos consistentemente al menos una mezcla 1:2 de andmero a- y - bruto del precursor
ultimo de la Decitabina (p-CI-Bz-IM4) que proporciona una buena calidad y un buen rendimiento del f-anémero de la
Decitabina después de los pasos de desproteccion y purificacion. Para conseguir esto descubrimos que la reaccion
de acoplamiento debe ser realizada a baja temperatura y que el TMS-triflato catalizador del acoplamiento o el TfOH
debe ser desactivado con una base a baja temperatura en el punto final de la reaccion y antes de que se realice el
paso de tratamiento acuoso. Esto se hace para evitar el equilibrado de los anémeros a- y - protegidos de la
Decitabina (p-Cl-Bz-IM4) que tiene lugar mas y mas rapidamente cuanto mas alta es la temperatura y finalmente
resulta en una proporcion mas baja de los dos anémeros. La reaccion tamhbién debe realizarse en un solvente
orgéanico no polar para inhibir la por otro lado disminucién significativamente rapida de la proporcién anomérica a- y
- del precursor tltimo de la Decitabina (p-Cl-Bz-IM4).

Nuestro proceso puede obtener Decitabina de grado APl econdmicamente que tiene una calidad igual a la del
innovador de la Decitabina.
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Nuestro proceso combina una serie de diferentes variables (temperatura, uso de desactivacién catalitica, solvente,
concentracion de la reaccion, cantidad de catalizador) para obtener una cantidad mas alta del f-anémero, que es de
otro modo posible usando condiciones estandar, que es necesario para un rendimiento mas alto de la Decitabina.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

EJEMPLO 1 - Preparacion de 3,5-di-O(-p-clorobenzoil)-Decitabina

NH,
N)*N
p-Cl-BzO NHTMS p-CI-BzO U\ N /ko
0 N DCM o
OAc N N ——
+ L TMSOTf
N OTMS  _40~.35°
p-Ci-BzO L p-Ci-BzO
1-Ac-IM3 e p-Cl-Bz-IM4

Se enfriaron 1-O-Acetil-3,5-di-O-(p-clorobenzoil)-2-deoxil-D-ribofuranosa (500 g, 90% HPLC equivalente puro a 0.99
mol), diclorometano DCM (5.93 Kg) and silil 5-azacitosina (254 g, 0.99 mol) a -45 - -40°C y se aflade TMSOTf (231
g, 1,04 mol) yla solucién se agita a -40° C ~ -35° C durante 9 horas. Se afiadié un 33% de MeNH> en MeOH (97,6 g,
1,04 mol) a la solucion de la reaccion a de -40° C a -35° C y entonces se diluyé con DCM (5,93 Kg). Se pemitié que
la solucion calentase a 20 ~ 25° C y se afiadié una solucion saturada de NaHCOs (8,3 kg) a 20 ~ 25° C y se agitd
durante 30 ~ 40 minutos. Se separa la fase organica, se seca sobre tamices moleculares 4A yse filtray se usa DCM
extra (3,7 kg) para aclararlos tamices moleculares 4A. El filtrado se combina y se evapora hasta la sequedad. El
sdlido se seca al vacio a 50° C, después se muele en un polvo fino, y se seca de nuevo a 50° C al vacio. se
obtuvieron 460 g del compuesto del titulo como a una mezcla del 15-30%: 40-60% del a-anémero y del B-anémero
como se indica por el andlisis HPLC.

EJEMPLO 2- Decitabina en Bruto

NH, NH,

. N

H
pcrBzo_ &y o g OU\N”go
o MeONa/MeOH
—_——
20~25°C
H
p-Cl-BzO ©
p-Cl-Bz-1M4 Decitabina en Bruto

Se agitaron MeOH (1,8 Kg) y 3,5-di-O-(p-clorobenzoil)-Decitabina (455 g, 63,9 HPLC equivalente puro a 0,58 mol) a
20-25° C. Se afadié a la solucién un 29% de MeONa en solucién de MeOH (42,8 g, 0,23 mol) a la mezcla que se
agitd después a 20~25° C durante 30 minutos. Se filtr6 el sélido, se lavd tres veces con n-heptano (120 mL cada
una) y después se secd a 50° C al vacio para dar 42,5 g de Decitabina en bruto en una pureza del 93,6% como se
indico por el andlisis HPLC.

EJEMPLO 3 -Purificaciéon de Decitabina en bruto con MeOH.

Se agitaron y se calentaron a reflujo Decitabina en Bruto (42,5 g) y MeOH (2,85 kg) hasta que la mezcla se disolvié
casi completamente. La solucion se filtré en caliente para eliminar el material insoluble. El filtrado se agito y se enfrio
y el cristal se empieza a formar a alrededor de 40° C. El puré resultante se agité durante 1 hora en el punto de
turbidez y se enfrio lentamente después adicionamente. El puré se agitd a 10-25° C durante 4 ~ 8 horas y después
se filtr6. La torta del filtrado se lavé tres veces con MeOH (40 mL cada una) y se sec6 a 50° C al vacio durante 8
horas para dar 27,5 g de Decitabina pura en un rendimiento del 64,7%.
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EJEMPLO 4 - Purificacién de Decitabina en bruto con DMSO y MeOH

Se agitaron y calentaron a reflujo Decitabina en bruto (1,5 g, 90,6 de pureza por HPLC) y MeOH anhidro (29 mL)
durante 30 minutos. Se afiadi6 lentamente DMSO (9,3 mL) a la solucidn resultando en la casi disolucién com pleta en
el solvente mezclado a 60~65° C. La mezcla se filtrd, y el filtrado se enfrio lentamente. La Decitabina se cristaliz6 de
la solucién A 4° C, el puré se filtro y la torta del filtrado se lavo tres veces con MeOH (3 mL) yse secé al vacio a 50°
C para dar Decitabhina de grado APl seca (0,9 g, 99,82 pura como se indicé por analisis HPLC).

EJEMPLO 5 - Preparacion de 3,5-di-O-(p-clorobenzoil)-Decitabina

NHs
N -~
p-CI-Bz0 NHTMS pC1-8z0 N" o
(o) e N’l*N DCM 0]
+ | TIOH, 0°C
I\N”J\OTMS
pCl-Bz0 p-Cl-Bz0
Silil 5-Azacitosina
1-Ac{i0l a8z I
(THES-5M) "

Se enfri6 una mezcla de 1-O-Acetil-3,5-di-O-(p-clorobenzoil)-2-desoxil-D-ribofuranosa (5g de 90% HPLC material
puro que es equivalente a 9,9 mmol), DCM (50 mL) y silil 5-azacitosina (2,5 g, 9,9 mmol) a alrededor de 0° C y se
afiadié TfOH (1,1 g, 6,9 mmoal) a la solucion. La solucion se agitd durante 5 horas a alrededor de 0° C y después se
diluyé con DCM (100 mL) seguido por la adicion de una solucién saturada de NaHCOs (75 mL) a 20~25° C. Se
separa la fase organica, se seca sobre MgSO4 anhidro yse filtra. EIl MgSO4 se lava con DCM (40 mL) y los filtrados
se combinan y evaporan hasta la sequedad a 20~40° C bajo presion reducida para dar 4,5 g del compuesto del titulo
que se demostré por andlisis HPLC que estaba compuesto de un 29,0% del a-anémero y un 37,4% del B-anémero.

EJEMPLO 6 - Catalizador TfOH de la Reaccion de Acoplamiento.

NH, NH,
A
LA )
p-CHB20— pSiBZ0 o Vo HO U\N’ko
OAc CHZ0H o
— ——f—
CH3ONa
p-Cl-Bz0 p-CI-BzO OH
1-Ac-IM3 P'C|-BZ-lM4 Decitabina
CxH1sCLO7 C22H18CI2N406 CgH12N4O4
rw:453.27 | mw:505.31 Mw: 228.21

A. Preparacion de p-Cl-Bz-IM4

Se afiadieron a un matraz de cuatro bocas secado 1-Ac-IM3 (20,0 g, pureza: 96,0 % de area por HPLC, 42,4 mmol)
y TMS-SM (11,4 g, 44,5 mmol) seguido por MeCN (300 mL, 15P). La mezcla se enfrié a -15° C ~ -20° C bajo una
atmosfera de Nog).Se cargé TfOH (3,2 g, 21,3 mmol) en el matraz y la mezcla se agité a esta temperatura hasta que
el andlisis HPL indicd que no habia cambios en la cantidad de 1-Ac-IM3 (alrededor de 44 h). La mezcla se agitd
entonces a entre 0 a 10° C hasta que el andlisis HPLC indic6 que no pemanecia un % de area de mas de 3 de 1-
Ac-IM3 por el analisis HPLC. La mezcla de la reaccion se diluyd con DCM (600 mL, 30 P) yse lavd con bicarbonato
sadico saturado acuoso (900 mL, 45 P) a 25° C durante 15 minutos. La capa organica se sec6 usando tamices
moleculares 4A (180 g) a 25° C durante 5 horas. Esta se evaporé hasta la sequedad bajo vacio a 40° C y después
seseco a 40° C durante 16 horas. Se obtuvieron 15,7 g de un sélido de color amarillo claro. El andlisis HPLC mostré
18,5% de a-p-Cl-Bz-IM4 y 44,1% de B-p-Cl-Bz-IM4. El rendimiento fue del 45,9%.

B. Desproteccion.

A un matraz de cuatro cuellos secado se la afiadi® MeOH (78,5 mL, 5 P) y 29% de MeONa/MeOH (1,45 g,
7,78 mmol) y la mezcla se calenté a 25° C. Se carg6 p-Cl-Bz-IM4 (15,7 g, pureza: 62,6 % de area por HPLC, 19,4
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mmol) en el matraz y se mantuvo a 25° C durante 2 horas y después se filtr6. La torta de filtrado se lavo tres veces
con MeOH y se secd a 40° C para dar cristales blancos de Decitabina en bruto (1,51 g, rendimiento del 45,9%,
pureza 95,2 % de area por HPLC). C. Recristalizacion.

La Decitabina en bruto se disolvié en MeOH (128,3 mL, 85P) a temperatura de reflujo y se enfrié después despacio a
alrededor de 10° C/hora. Cuando aparecio el sélido la mezcla se mantuvo a esta temperatura durante 1 hora y
después se enfrié a temperatura ambiente (25° C) durante 8 horas, y después se filtrd. La torta de filtrado se lavo
tres veces con MeOH y se sec6 a 40° C para dar Decitabina (0,78 g, rendimiento del 53,7% , pureza >99 % de area
por HPLC).
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REIVINDICACIONES
1. Un método para producir una IM4 protegida B-enriquecida que comprende los pasos de:
acoplar 1-O-AAcetil-3,5-di-O(p-clorobenzoil)-2-desoxi-D-ribofuranosa y una 5-azacitosina protegida en
presencia de un solvente organico y un catalizador que comprende un acido de Lewis no metalico o un acido
Brgnsted, y
realizar la reaccién de acoplamiento a una temperatura de 0° ¢ o inferior para producir la IM4 protegida; y
extinguir la reaccion de acoplamiento con una amina organica a una temperatura de 0° C o inferior.

2. El método de la reivindicacion 1 en donde la reaccidon de acoplamiento se realiza a una temperatura de 0° a -80°
C.

3. El método de la reivindicacion 1 en donde la reaccion de acoplamiento se realiza a una temperatura de alrededor
de -40°C.

4. El método de la reivindicacién 1 en donde la IM4 protegida es p-Cl-Bz-IM4.

5. El método de la reivindicacién 1 en donde el acido de Lewis no metalico es trimetilsililtrifluorometilsulfonato
(TMSOTY).

6. El método de la reivindicacion 1 en donde el acido de Brgnsted es acido triflico (TfOH).
7. El método de la reivindicacion 1 en donde la amina organica es MeNH2 o EtNH..

8. El método de la reivindicacion 1 en donde el solvente orgéanico es no polar.

9. El método de la reivindicacion 8 en donde el solvente organico es DCM.

10. El método de la reivindicacién 1 comprendiendo ademés el paso de secar la IM4 protegida después del paso de
extincion.

11. El método de la reivindicacion 1 comprendiendo ademas el paso de desproteger la IM4 protegida para producir
Decitabina.

12. El método de la reivindicacion 11 en donde el paso de desproteger la IM4 protegida es en presencia de un
alcéxido.

13. El método de la reivindicacién 12 en donde el alcéxido es metdxido de sodio.

14. El método de la reivindicacién 11 comprendiendo ademas el paso de lavar la Decitabina con un solvente
organico.

15. El método de la reivindicacién 11 comprendiendo ademas el paso de recristalizar la Decitabina en una solucion
de alcohol o unamezcla de alcohol y DMSO.

16. El método de la reivindicacién 15 en donde el alcohol es metanol.

17. El método de la reivindicacion 1 en donde la amina organica es una amina primaria.
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