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MEMORIA DESCRIPTIVA
para solicitar
PATETHWHTE L= INVENSIOR
en
ESPANA
por VEINTE aﬁq:‘i ;
a nombre de SCHENLEY INEUSTRIE@,“iij;; entidad nortesmeri-
cana, establecida en Zmpirg tate Qéilding, 250 Fifth Ave~

nue, ueva York, H.Y., Tstados Unidos de américa, por:

"UH‘PRCJBDIMIE&TQQHE FABRICAR Ul AGEZNTE ANTI-

BIOTL30 AFIN A .ua ESTREPTOMICINA™.

Lusstro iave :to se refiere a derivados anti-
bidticos de estreptomici.ia ¥ a un mdtodo de hacerlos.
Lu estrep omicina os un antibidtico que se ob-

tisne de clertas cepaé de Streptomyces griseus. Se sabe

bisn que la estreptomicina queda virtualmente inactivada
por complsto desde el punto de vista antibidtico haciéndola

reaccionar con clertos compuestos qus tienen grupos alfa-
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amino-beta-mercapto. 3Intrs estos compusstos que inactivan
an essncia la estreptomicina figuran la l-cisteilna, la ecis-
tenil-glicina, la dl-beta-beta~dimetilcisteina, sster eti-
lico de l-cisteina, y asi sucasivamenta.

n cbmpuesto gue arriba hemos denominado l-cis-
teins se denomina también fcido l-2-amino-3-mercaptopropa-

noico, y tambidn, l-beta-merceptoalanina. Su férmula es

vH (| 13
HS.CHQ.LH(NHa)COOn.

La férmula de la 1 alanina, designade también

dcido l-2-aminopropancico es

CHBGH(NHZ)COOH.

Como lusgo se mencilona, usamos hidrocloruro

de cisteina a fin de producir el derivado inactivo de es-

‘treptomicina. La férmula del hidrocloruro de cisteina as

HS.CHE.CH(NHE.HGl)COOH.

Hemos descublerto que silposderivados de astrep-
tomlicina ressultantes, sustancialmente inactivos, se tratan
con niquel de Raney, ds modo gus se produzca simulténeamen-
te una accidn de desulfuracidn y una accidn dé reducecidn,
producimos nuevos dsrivsasdos de estreptomicina que son ac-
tivos como antibidticos contra un gran ntimero de organis-
mos gram-positivos y gram-negativos.

Cuando en esta memoria se hace referencia a
los alfa-amino-marcapto compuestos, designamos compuestos
orgénicos en los cuales el grupo amfnico y el grupo sulfhi-

drflico o mercapto, estén sobre Atomos de carbono adyacen-



10

.15

20

25

200794

tes de una cadena de carbonos recta.

#stos nuevos derivados no son inactivados por
dichos alfa-smino-mercapto compuestos y por muchos otros
compuastos que inactivan la estreptomicins.

La estreptomicina tisne un grupo aldehido-car-
bonflico libre que &s una parte de la poreidn de estrepto-
sa de la molécula., La composicidén de la estreptomicina sa

expona por Kuehl y otros en "Journal of Amsrican Chasmical

Society", (1946), vol. 68, pagina 2.096.

Seglin Kuehl y otros, la estreptomicina consis-
te en una base ds diguanidina que se denomina sstreptidine,
unida glucosfdicaments con una partes do disacarido denomi-
nado astreptoblosamina. La estreptobiosamine consiste en
estreptosa, unida glucosidicamente a Nemetil-l-glucosami-

na,

in gracia a la conveniencia, en lo gue sigue
el vocablo ("Strep" designa la molécula de sestreptomicina
con la excepcidn del grupo aldehido-carbonflico de la es-

treptosa.

Para los fines de nuestrofnvento, podemos usar
sl residuo de la molécula des estreptomicina que results de
la eliminacidn del grupo aldehido-carbonflico, o el resi-
duc de una molécula de estreptomicina que ha sido modifica-
da en un grupo o grupos de la misma distintos del grupo al-
dehido-carbonflico, habisndo sido eliminado el grupo alde-
hido-carbonflico dsl rasiduoc tltimamsente mencionado.

Ureemos gue cuando la estreptomicina reaccio-
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na con cisteina a pH neutro se form& un compuesto de estrep-
tomicina con anillo de tiazolidina. Creemos que este deri-
vado es inactivo a czusa del tamafio y da la forma del gru-
po del anillo de tazolidina.,

5 La fdrmula esstructural del tiazol, CBH3NS’ es

(1)

(5) Hg//S\\ﬁH (2)

(4) HC—— N (3)

La férmula estructural de la meta-tiazolidina,

10 03H7NS, es
(1)
3
(5) 'ﬂ;_,c/ \fﬂz (2)
(#)  HLC NH (3)
15 La fdrmula estructural de la orto-tiazolidina =s
(1)
8
5)  mc” \%m (2)
! \
(&) H,C CH, (3)
20 Cuando la sstraptomicina se hace raeaccionar con

l-cistsina, la reaccidn puede repressntarse como sigue

e

NH

2
} .
S3trep ~CHO + HS - C=C - 000H -————>
it _
H H
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S _
N
(5) H, ¢ C . Strep {2)
| 1 : -+ H,0
(4) CO00H~ G ——= NH (%)

~ Este compuesto puede denominarse
2 Stroep-4-Carboxi-tiszolidina.
s bien sabido qus »]1 niguel da Raney tiene
una asccidn desulfurante y que actia también como catali-

zador de reduceidn con hidrdgeno. EBsto se describe en

"Journal of American Chemical Society", (1943), vol. 65,
padg. 1.013; tambidn an el vol. 66 (1944}, pdgina 909; tap-
bién en el Vol. 68 (1946) pigina 724 y 1455, Se hace re-

fersncia también a "Journal of Biological Chemistry", Vol.

146, pégzina 475, £l niquel de Raney es hidruro de niguel
o una composicidn que contiene hidroruroc de niquel.

Al usar nigqusl de Ransy, 21 emplso de unsa at-
mésfera de hidrdgeno es opcional. Sezgin se prepara usual-
mante, el niquel de Raney contiene hidrdgeno adsorbido su-
ficisntse para permitir qus produzca efectos simulténaocs de
desulfuracidén e hidrogenacidn.

Kuestro invento s¢ sigue describiendo en lo
que sigue, con referancia a los sjemplos que ilustran di-
versos ejemplos de la clése gus designamos como amino~-mer-
capto compuastos.

Bjemplo 1.

131,5 mgrs. da estreptomiéina parcialmente
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purificada que constituyen un fotal de 80.951 unidades o mi-
crogramos de base de sstreptomicina se disolvieron junto
con 55 mgrs. de hidrocloruro de cisteina, en 10 c.c. de agua
a 20-252¢., Bl pH de la somcién sa ajustd s 6,2 y la solu-
cidn se mantuvo a 37,5°C durante 3,5 horas. Al final de es-
te tiempo, el andlisis mostrd que todavia sstaba prasente
el 21,5% ds la actividad original antibidtica de la estrepr-
tomicina. Se disolvieron sn el agua de dicha solucidn 30
mgrs. adicionales de hidrocloruro de cisteina, y =1 pH se
ajustd a 7. La solucidn sz mantuvo a 37,5¢C durante un
periodo adicional de 3 horas. suedd, despuds de 2 ste tra-
tamiento, menos de 1,94 de actividad antibidtica residusl,
en comparacidn con el material de partida.

#sta soldeidn se mezcld con agua hasta comple-
tar un volumsn de 25 c.c. Se afiadieron a la solucidn 1,25
grs. de niguel de Ranay, ¥ ls mezcla se agitd a temperatu-
ra ambiente de 20-25%¢C., durante 6 horas, en una atmdsfera
de hidrdgeno que estaba a una presidn de 760 mm. de mercu-

rio.

El pH final fud de 6,5. La solucidn, despuis
de filtracidn did en el sndlisis 47.281 mas o menos 1661
ﬁnidades (caleculadas & estreptomicina). =Bsto constituia
aproximadamente 55% de la actividad original, después de
correccidn por lus muestras tomadas para =1 andlisis. Bl
nuevo producto en forma bruta, puede aislarse svaporando
la solucidn hasta un pequefio volumen, disolvisndo sl nuevo

producto en metanol mnzclando dicha solucidn concentrada con
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metanol'anhidro, ¥ precipitando el nuevo producto de la so-

lucibén metandlica con varios vollimenes de eter etflico.

Algo dsl producto es adsorbido por al niquel

de Ranay. Como guisra gue, al tratar una solucidn del nue-
vo producto con niquel de Raney nuevo, hubo una disminueidn

en la actividad antibidtica del nuevo producto, ello sugie-

re que =1 nusvo productoc que ss forma tratando el produecto
de reacciln de estreptomicina y cisteina con niquel de Ra-
ney, puede tener al msnos, y posiblemente més, 55% de la
actividad de la propias estreptomicina en una base de mol

por mol.

Por sl método de sintesis emplsado, sl nuevo

derivado activo pueds rspresentarse como

B H Gy
Strep - G - N - C - COOH
A

H H

H
A4

31 e1 grupo, Strep - C -, =s denominado gru-
'

H
po estreptomic{lico, podemos denominar al nuevo compuesto

N-estreptomicil-l-glanina, ya que la férmula de la l-ala-
nina =s CHE.OH(HHE)GOOH.

Al tratar este nuevo compuesto con cisteina
en la forma arriba descrita, no resulta inactivacidn del

nuevo compuasto. IZsto musestra la ausencia de un grupo al-

dehido libre en este nuevo compuesto.

V1950
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Bl antibidtico a que se hace referencia como
li~estreptomicil-l-alanina, es actlivo como antibidtico con-
tra muchos micro-organismos gram-positivos y gram-negati-

vog.

Bstos micro-organismos incluyen B.subtilis,
B.mycoldses, 3.iuresus 209 P., E. Coli, S.marcasens y coco-
bacilos gram-negativos no clasificados.

EBjemplo n?. 2.

Zn este ejemplo, usamos alfa-mercapto-etila-
mina pars rsaccionar con sstreptomicina, a fin de produ-
cir un derivado de estreptomicina de baja asctividad anti-

bbtica.
La flrmula de la alfa-mercapto-etilamina es

HS.CHE.CHE.’NH2
Hemos usado hidrocloruro de alfa-mercapto-eti-

lamina, a saber

Hs.cHECHe.NHé.HGl.

Como quiera gqus 21 grupo mercapto ¥y =1 grupo
amino estfn unidos a atomos de carbono adyacentes, cada uno
de dichos compuestos puede denominarse, para los fines de
nuestro invento, como un alfa-amino-mercapto compuesto.

Al tratar este derivado sustancialmente inac-
tivo de estreptomicina con niquel ¢e Raney, ss obtuvo una
amplia regeneracidn de actividad antibidtica.

Una mezcla de 211 mgrs. de estreptomicina par-
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cialmente purificada (representando 109.000 més o menos
9.080 unidedes o micro-gramos de base de estreptomicina)
¥ 113 mgrs. de hidrocloruro de beta-mercapto-stilamina se
disolvid en 10 c.c. ds agua; el pH se ajustd a 7 con una
solucidn acuosa de hidréxido sddico, y la solucidn resul-
tante se calentd s 509C durante 75 minutos. 21 anflisis
al final de ests periodo did unsa recuperacidn de 17.580
més o msnos 770 unidades, 1lo cual es equivalente a 18% de
la actividad original. Por consiguiente, habia desapare-
cido sl 84% de la actividad origlnal de la estreptomici-~

na.

Una mezecla de 5 c.e. de la mezcla de reaccidn,
10 c.c. de agua y 0,4 grs. de catalizador de niquel de Ra-
ney se sacudid a presidn atmosférica de 760 mm. de mercu-
rio en una atmdsfera de hidrdgeno y a temperatura ambien-
te de 20-25¢C durante 4,5 horas. La solucidn se filtrd.

31 ensayo bacterioldgico por el método usual
de placas de cubeta y extrapolacidn hasta la cantidad to-
tal de material de partida did una recuperacidn des 67.800
mhs o menos 3.850 unidudes de estreptomicina, o de 62% cal-
culada a estreptomicina.

S1i la actividad de 16% que quedaba antes de
la desulfuracidn y reduccidn con niquel de Ransy se sus-
trae del 62% ss ha obtenido un sumsunto neto del 46% en ac-
tividad antibidtica del derivado original.

Por las etapas empleadas en la sfntesis, es

muy probable que hayamos preparado lo gue podemos dsnomi-
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nar N-sstreptomiciletilamina.

#n otro ejemplo de nuestro método, la estrep-
tomicina fué sustancialmente inactivada por alfa-mercap-
toetilamina en metanol anhidro. A4l tratar con niquel de
Raney en dicha solucidn metandlica se observd un aumento
en la actividad similar al antes mencionado. 2Zso muestra
que la formacidn de un derivado activo de astraptomicinag
desde el producto de reaccidn virtualmente inactivo gue
se obtlene cuando s=2 hacen rsaccionar estreptomicina y be-
ta~-mercapto-etilamina, pusde ocurrir en un medio no acuo-
80 bajo la influencia de niguel de Haney.

Tjemplo Hf. 3.

Zste ejemplo describa la reaccidn =zntre sas-
ter et{lico de l-cisteina y oestreptomicina y la hidrogsnd-
lisis del derivado inactivo resultante de estreptomicins
con niquel de Raney a fin de producir un derivado activo
de estreptomicina.

A - agua como disolvants.

Una mezcla de 212 mgrs. de estreptomicina par-
cialmente purificada (que Trepresentan 145,000 mAS O menos
%.820 unidades o micro gramos de base de estreptomicins)
¥ 204 mgrs. da hidrocloruro de ester otflico de l-cistei-
na se disolvid en 10 c.c. de agua a 20-252C. El pH de es-
ta solucidn acuosa se ajustd a 6,9 con una solucidn acuo-
sa de Alcali y la solucidn resultante, con un volumen de
15,6 c.c., se calsntd a 509C durante 1,5 horas, producien-

do as{ una solucidn de los derivados de astreptomicina sus-

- 10 -
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tancialmente inactivos,

El ensayo bacterioldgico al final de este pe-
riocdo indicd que quedaban en dicho derivado 4.130 mis o me-
nos 387 unidades. Por consiguiente, esto representaba una
inactivacidn del 97%.

. Una mezcla ds 5.c.c. de dicha solucidn, 10 c.c.
de agua y 0,75 grs. de catalizador de niquel de Raney se
sacudid en una atmésfera de hidrégénb a 25¢C., durante 4,5
horas bajo una presidn de 760 mm. de mercurio. 31 snsayo
bacterioldgico usando S, aureus 209 P, que es una cepa S.
Aursus, y extrapolsndo a la cantidad total de material de
partida, did una recuperacidn de 3%6.600 mis o menos 6.480
unlidades calculadas a eatreptomicina, o una recuperacidn
del 25%.

B ~ listanol anhidro como disolvanta.

Una mezcla de 214 mgrs. de astreptomicina par-
cialmente purificada (representando 128.000 mfs o menos
9.200 unidades o micro gramos de base de estreptomicina
pura) y 221 mgrs. de aster etflico de l-cisteina, se di-
solvid en 9 c.c. de metanol snhidro a 20-252C, y esta so-
lucibn se mezcld con 0,4 c.c. de una solucidn 1,85 N ds

metilato sddico, CH_ONa, en metanol anhidro. La solucidn

clara resultante seacalenté a 50¢C durante una hora, para
producir la solucidn del derivado inaetivo. =I1 ensayo bhac-
terioldgico al final de seste tiempo mostrd una rscuperacidn
de 7.980 mds o menos 1.440 unidades, lo cual corresponde

a una inactivacidn desl 94%.

- 11 -
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Una mezcls de 5 c.c¢., de dicha solucidn, 10 c.c.
de mstanol anhidro y 0,75 grs. de catalizador de niquel de
Raney se sacudid en una atm8sfera de hidrdgeno, a 25¢C du-
rante 6,5 horas a una presidn de 760 mm. de mercurio.

El ensayo bacterioldgico y la extrapolacidn a
la cantidad total de material des partida did una recupera-
cidn de 49.600 més o menos 6.530 unidades calculadas como
estreptomicine, o una recuperacidn del 39%.

El nuevo derivado formado en cualquisra de los
métodos de este ejemplo eé probablements el aster etflieco
de N-estreptomicil-l-alanina.

Se ha comprobado gue la cantidad de niquel de
Raney usada es importante. Si se emplea demasisdo, los pro-
ductos descritos en los ejemplos anteriores pueden perder-
se saobrs el nfquel de Raney. Si se emplea demasiado poco,
el niquel de Raney, aparentemente, ss consumido por el ex-
ceso de mercapto reactivo usado, y no se recuperard acti-
vidad., Al afiadir més niquel de Raney, la actividad puede
recuperarse entonces. Esto fué espscialmente cierto para
el tratamisento con niquel de Raney del producto de reaccidn
de estreptomicina y l-cistefna, como en el Ejemplo nimero 1.

Para cualquiér caso dado, es asunto sencilloe
determinar por ensayos la mejor cantidad de niquel de Raney

a usar.

Aun cuando en los ejemplos queentecedsn se dis-
puso una atmdsfera de hidrdgeno durante la hidrogenolisis,

hemos descubierto que el uso de una atmdsfera de hidrdgeno

- 12 -
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no es necesaria porgque el propio niquel de Ra ney da sufi-
ciente hidrdgeno adsorbido para la reaccidn deseada,

Podeamos hecer rsaccionsr sstreptomicina coun
cualgulera de una pluralidad de reactivos que contienen los
alfa-amino-mercapto grupos, ¥y o1 derivado inacitlvo resul-
tante puede tratarse luego con niquel de Ransy para dar un
antibidtico activo.

En lugar de usar eétreptomicina como material
de partida, para reaccionar con cisteina o sus sustituyen-
tes, podemos usar derivados de estreptomicina que hayan re-
tenido no modificado el grupo aldehido-carbonflico CHO de
la estreptoss.

En lugar de usar l-cistefna, podemos usar d-cis-
tefna, o la forma racédmica, a saber dl-cistefna.

En lugar de usar cistefna, podemos usar pépti-
dos que contienen cistefna, 1 o 4, o dl1. Tales péptidos
tienen como ejemplo la cisteinil-glicina.

La cistefna es un ejemplo de mercapto amino
ééidos v podemos usar tales Acidos en genstal, y sus este-
res acf{licos y arflicos.

Podemos usar también dipeptidos o dipeptidos
superiores que incluyan estos mercapto aminodcidos.

Podemos usa-r también residuos de cisteina
sustitufdos, 1 o 4 o racémicos, tales como beta-beta-dime-
til cistefns o beta-metil-elsteina.

En general, podemos tambidn hacer reaccionar

estreptomicina o sus derivados que contlenen el grupo ale

- 13 -
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dshido-carbonilico de la estreptosa, con residuos alifdti-

[ 4
cos o aromaticos representados por

- R

- ~Hi

B o -

SH

donde R es un grupo alcohilo de cadena recta sustitufdo por

un alcohilo o arilo de cadsna recta.

Adicionalmente, podemos hacer reaccionar estrep-

tomicina o uno de sus derivados funcionales que contienen
el grupo aldehido-carboliftlco de la estreptosa con una sus-
tancia reoresentada por la férmula,
R R
2 13
Ry -¢C~-C-~-R
[} f
SH NH2

donde Rl, R2, R3 ¥ R4 tienen individualmente el mismo sig-

4

nificado asignado antes a R.

El compuesto de reaccidn resultante se trata
luego con niquel ds Raney para desulfurar dicho compuesto
de reaccidn, con reduccidn simultdnea de dicho compuesto
de reaccidn resultante.

Hemos descrito numerosas realizaciones de nues-
tro invento, pero pusden hacerse numerosos cambios y omi-
siones y adiciones sin apartarss por ello de su alcanée.

Asf, reivindicamos de mod general compues-
tos antibidticos de astreptomicina'y aminodcidos, parti-

cularmente con amincécidos que ocurren en protefnas, en

- 14 -
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que la designacidn "estreptomicina” incluye derivedos ds
estreptomicina que son reactivos con aminodcidos que con-
tienen azufre, particulasrmente los gue ocurren en protef-
nas. Los aminodcidos principales que han sido alslados de
protefnas como se dice en las pAginas 418-419 de "Orgemic
Chemistry", de Desha, publicada en 1936 por NeGrew Hill Book
Company, Inc., incluyen glicine, serina, fenilalanins, tiro-
sina, clstina, prolina o hidroiiprolina.

Tambidn reivindicamos de modo general deriva-
dos de estreptomicilamina sustitufdos de estreptomiecina co-
mo antibidticos, en que al menos un 4tomo de hidrdgeno del
grupo NH, de estreptomlcilamina estd sustitufdo por un sus-
tituyente.

Los puntos de invencidn propie y nueve que se
presentan para que sean objeto de esta Patente de Invencidn

en Espafia, son los sizuientes:

- 15 -
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18, E1 procedimiento de fabricar un agente an-
tibibtico afin z;, la estreptomicina, .ue comprende hacer reac-
cionar uns sustsncia del grupo consistente en estreptomici-
na y sus derivados gue tienen el grpo caracteristico alde-
hido-oarbonilico de la esteptosa, con un compuesto alfa
amino mercspto slifftico de cmdena recta en un medio de resc=-
cibn disolvente, reducir 1uego este producto de reaccibdn con
niwel de Raney para producir una sust:ncia sntibibéticamen-
te activa que difiere del material de partida porcue el gru-
po carbonilo de la estreptosa esth sustituido por un susti-
tuyente de 1a oclase consistente en grupos aleohil amino me-
tilénicos y grupos alcohil amino metidénicos sustituidos de
la serie alcohf{lice inferior, y recuperar este compuesto hi-
drogenado de la mezcla de reacoibn.

28, Un procedimiento segln se rcivindica en
el punto 18,, car;:e'berizado ademfs porque el projucto de
hid:rogenacibn recu perado es un compueslo del grupo gue con-
siste en N-{l-carboxi)-etil estreptomicilamina, N-etil estrep-
tomicilamine y N-(l-carboetoxi)-etil estreptomiecilamina,

32, Un procedimiento de fgbricar un agzente
entibibtico afin a 1a estreptomicina.

Tal y como Se ha descrito en lz Memoria que
antecede y para los fines yue se han espciificado.

Bsta Manoria consta de diez y seis hojas es-

eritas a mAwuina por una sola carsa.

Madrid_ 4 AR
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