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’ Este invento, se refiere & un ;prooedimiento
para la preparacién de muevos derivedos de anti-
bibticos bésicos solubles en el agua. La canami-
oina, las neomicinas y similares pertenecen al
grupo de antibibticos bfsicos solubles en el agua
que contienen varios grupos de aminos. Estos anti
pibticos son efectivos oontra la tuberculosis M

y tienen un amplio espectro antibactérico. En el
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curso los estudios estructurales sobre la canami-
cina,'que feoientemente ha adquirido una importen
cia préotica, el inventor descubrié que el anti-
bidtico es altamente estabtle al tratamiento qui-
mico. La estabilidad sugirid la posibilidad de mo
dificar antibibticos bhsicos solubles en el asu;
oon la esperanza de hallar derivados con menor
gredo de toxidad y con actividades similares o su
periores a las de los propios antibidticos menocio
nados. Por lo tanto, el inventor ha llevado a o~
bo ciertas investigaciones ocon objeto de preparar
nuevos derivados de los mencionados antibibticos.

Recientemente, como resultado de las inves-
tigaciones llevadas a oabo, 6l inventor ha sinte-
tizado nuevos derivados, eato es,'n-metanosulfo-‘
natos de los antibibticos bésicos solubles en el
agua y descubrid que los nuevos derivados mostra-
ban muche menos toxicidad que los antibibticos
originales y wnas actividades antibactéricas fuer
tes, ocasi del mismo grado que los antibidticos
originales.

Segdn el presente invento, se proporciona un
procedimiento para la producoién de nuevos deri-
vados menos téxicos, de anbibibfticos b&sicos so-
lubles en el agua que contienen grupos libres de
aminos en los que los grupos de &cido metanosul-
fénico se introducen en los grupos de aminos de

dichos antibiéticos, por medio de la reaocién en-
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tre dichos antibibticos y varios compuestos capa
ces de sustituir los grupos de &cido metanoaulfé_
nigo., | |
Cuendo antibiéticos bAsicos solubles en el
agua gue contengan grupos lobres de aminos se ha
cen reaccionar con hidroximetasulfonzto ( o for-
maldehido y bisulfito) en una solucidn aéuosg,
pueden obtenerse nuevos derivados, a saber N-me;
tanosulfonatos (I) de los antibibéticos, segfn la
reaccién represéntada por la siguiente formula

de reaccién (1):

- 0-NHp + HOOHpSOzNa,

-c-mcnasoam + HoQ = = = = = (1)

(.

Cuando la canamicina se hace reaccionar con

hidroxime tanosulfonato sédico (o con formaldehido

¥ bisulfito sbdico) en una solucién acuosa, pue-

den obtenerse nuevos derivados, a saber, canami-

cina-N-metanosulfonatos s6dicos (II), segin la

siguiente férmila de reacoibﬁ (2):
Ganamicina + nHOCH,SOzNa_, .

K(NH;de.SO;,,Na) néeni0 _______ (2)
| () |
donde K represe;nté la parte residual resultante
de eliminar (NHo )n de la molécula de canamicina;
nesl-4. |
 Ajustando la proporcién moléculas de hidroxi

me tanosulfonato: canamiocina, se obtiene el mencio
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nado derivado correspondiente a n=l-4, 0omo pro-

f'ilg.)f

ducto principal. Cuando se hacen reaccionar ouatro
o dos moléoulas de hidroximetanosulfonato sédico
con u.ﬁa molécula de canamicina, el producto prin-
cipal obvtenido es omamioina-tetra—ﬂ-mgtasulfona—
to tetra-sédico o oanamicina-di-N-metanosulfonato
di-sbdico, respectivamente, como se indica en el
Ejémplo 1 6 3.

En lugar de nid roxime tanosul fonato sbdico, la:

mezola equimolecular de formaldehido o dgbisulfi-

to sédico ha demostrado ser un reactivo 4til para

preparar dichos derivados de N-metanosﬁlfonato, de

la canamioina, como se indica en el Ejémplo 2.

. Ia hidr6lisis del mencionado csnamiocina=tetra-
N-metanosulfonato tetra-sddico con &cido hidrools=
rico dilufdo libera el formaldehido en un movimien
to razonable, demostrando que el derivado es un
ﬁ-metanosulfonato. Esto puede confirmarse median-
te anflisis elemontales y por la determinacién -

del espectro infrarrojo del derivado.

Cuendo el monosulfonato de oanamicina se hace
reaccionar oon dos moléculas de hidroximetanosul-
fonato gbfdico en una solucién acuosa, puede obte-
nerse un muevo derivado, a saber, el sulfato de
canamioina-di-metanosulfonato di-sédico, represen

tado por la formla III en la siguiente reaccién "
(3) :



018356011N4H2804+ zno.cnzsosma
018532011N2 (NH.OHQ 303Na) 2 52304 + 2H20
(111) -~~~ (3)
La hidr6lisis del compuesto (III) con foido
5o hidroclérico dilufdo libera el formaldehido en un
rendimiento razonable, mostrandouq.ue el derivado
es un N-metanosulfonato. Esto puede confirmarse
'mediante anflisis elementales y por la determina-
cién del especto infrarrojo de absoreién del deri
10,= vado, como se indica en el e&jémplo 4,
Como el momosulfato de canamicina es fécil-
mente cristalizable y, por lo tanto, es lé, sal
més importante que puede utilizarse para purifi-
car la cenamicina en la produccién comercial, la
15, preparacifn del compuesto (III) mediante la reag=-
cifn arriba mencionada, es’édhsiderablemente ven=-
fajosa en la produccién comercial de canamicina-N-
metanosulfonato.
Cuando se hace reaccionar una suspension acug
204~ sa de cenamicina base oon dos moléculas de diéxi-
do de azufre y después con paraformaldehido, puede
obtenerse un nuevo derivado, a saber, écido camini
nadi-N-metanosulfénico, representado por la férm-

la IV en la siguiente reacociom (4):
25.0 clBHSGN:ioll + 232805 + 2HOHO _

13 80u(NH + 3)2(NH.GH2$03) 2 + 2320 .......(4 )

(Iv)
Ia hidr611315 del com;m.esto (IV) con ﬁcldo
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hidroclérico dilufdo libera el formaldehido en un
rendiniento razonable, demostrando que el deriva=-
do es un Nemetanosulfonato. £1 nuevo derivado se
considera es una gal interior o suiterién y puede
representarse por la formula IV en la formula de
reaccién (4), y esto puede confirmarse mediante la
determinacién del espectro de absorcién infrarro=-
jo del derivado (ejémplo 5).

Cusndo se hace reaccionar una suspensién acug
sa de base canamicina con una molécula de didxi-
do sulfirico y una molécula de formaldehido (o can
tidad calculada de paraformaldehido) y después la
solucién regultante ge hace reaccionar con tres
moléculas de hidroximetanosulfonato sbédico in gitu
puede Obtenerse un nuevo derivado, a saber, aal h
trisdédica de 4cido canamicina tetra-Ne-metasulféni
co representado por la formula V en la siguiente
reaccibn;

018H36N4011 # S0y + EOHO —mommmoeee
0153541“3011 (NEOCHg-S%H) + 5,0
oncnzsosma
1682011 (NH. 0Bp.80zNa) 5 (VH.CHp.S0gH) + SHz0

(v) (5)
) Los resultados analftlcos ¥y la determinaolén

del especto de abosrcibn infrarrojo del derivado
(V) aprusban gque el derivedo es un metanosulfona-

to de cansmicina oomo se muestra en el ejéuplo 6.
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Se ha comprobado que el canamicina-N-metano-
sulfonato, como derivedo presentado por la férmu-~
la I, puede obtenerse mediante la reaccién de
hidroximetanosulfonato con sal de 4cido debilcana-~
miciha, como carbonato de canamicina. Cuando se
calienta una solucién acuosa de oarbonatb de cana=-
micina e hidroximetanosulfoneto sédico, se obvser-
va la evolucién del didxido de carbono y puede ob=
tenerse.oanamioinadN—metanosulfonato sbédico. lie-
diante la }eaooi6n de carbonato de canamicina con
cuatro moléculas de hidroximetanosulfonato sédi-
0, puede obtensrse canamicina-tetra-N-metanosul-
fonato tetra-sédloo, derzvado corregpondiente &”

= 4 en la formla II, segﬁn Se mestra en el
Ejémplo 7, La reacoifn de carbonato de canamicina
con cantidades cuantitativas de formaldehido y bi
sulfito de sodio también produce cenamicina-tetra~
Ne-metanosulfonato tetra=sbdico, segfin se describe
en el ejémplo 8.

Oomo resultado de ulteriores investigaciones
el inventor ha descubierto que la Nems tanosulfong
cién arriva descrita es, por lo general, dtil pa-
ra preparer derivados menos téxicos de los anti~
bidticos bésicos, solubles en el agua, que sontie
nen varios grupos de aminos. Como otro ejémplo,.‘
cuando la neomicina(fradiomicina) se hace reaccio
nar con hidroximetanosulfonato s6dico (con formal

dehido y bisulfito) por un procedimienio anflogo



al utilizado en la breparaoién de camanicina~N=
metano-sulfonato sédico, pucde obtenerse un nuevo
derivado, & saber, neomicina N-metanosulfonato sé
dico. El dexrivado de la neomicina ha demostrado
e ser mucho menos toxico que la propia neomicina y
poseer fuertes activiades antibactericas, como se
indica en la tabla 3.
La neomiciﬁa se compone & veces de dos cla-
» ses de neozfxicina, a saber, neomicina B ¥ 0; que
19"‘ son esterecisomeros y tiensn la misma férmila mo-
| lecular Cp3HysNgO1s y oontiens seis grupos de ami
nos. La estruotura de la neomioina ha sido expli-
cada barcialmente (recientes informes sobre la eg
tructura de la neomioinas J.H.Ford et al, J.Ame;j:'
16~ Ohem. Soo.77, 6311 (1955) K.L.Rinhatt, Jr« gt al,
1b1d.,79 4567 (1957), obid.,B0, 6463(1958),
Como su estructura definida no se conoce to-
daw_ria; no puede representar la estructura del pro

- ducto obtenido ror la N-metanosulfonacién de la ’
20e~- ' )

neomicina. “in embargo, el inventor ha demostra-
do gue el d;rivado de la neomicina es N—metanosuL
fonato por medio de ap.éli_sis elementeles, hidro=- )
lisis oon foido hidroclbérico dilufdo y la deter-
26 .- ' minecién del especto infrarrojo de absorcién del

de _rivado .

Cuando la neomicina base se hace reacoionar
con hidroximetesnosulfonato, puede obtenerse un

nuevo derivado que se considera es neomicina-hesa-
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N-metasulfonato hesa-sédico, como se indica en
el Ejénmlo 9. La hidrélisis del producto con &ci-
do hidroolérico dilufdo libera el formaldehido en
un rerdimiento razonable, mostrendo gue el deriva
do es un N-mstanosulfonato. La determimecién del
espectro infrarrojo del prpdﬁcto muestra absorcio
nes carécteristicas del Re-metamosulfonato.

El mismo derivedo, neomicina-N~metanosulfo~
nato sédico, puede obtenerse mediante la reaccicn
de hidroximetanosulfonato 86dico con sal de &oido
débil-neomicina, como es el carbonato de neomici-
na, pegin se muestra en el ejémplo 10. La reac-
oién de oarbonato de neomicina con cantidades cuan
titativas de formaldehido y de bisulfito también
produce la nsomioina-ﬂ-mgtanosulanato godico, =
oomo se describe en el ejémplo 1.
| Ademfis, se ha descubierto gue el canemicina-
N-meténosulfonato o el neomicina-N-metenosulfona-
to ypeden diferenciarse de la ocsnamicina o la neg
micina por medio de cromatograffa con papel con )
uns solucién de cloruro de amonio al Q.4%; la ca-
nemicina o la nsomieina permanecen en elmpunto
original (Rf = 0), mientras que los Nenmetanosul-
fonatos-derivados de la canamicina o0 la neomici-
na se desplazen con el solvente. Utilizemdo el pa
pel cromatografico, se ha comprobédo gue la cana:
mioing 0 la neomicina es gbsorbida por el medio-

tipo de resine de cambio de cationes, como es el
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IRC=50, mientras que lés derivados de metanosulfo

hato no son absorbidos por el mismo cambisdor; ﬁor
lo tanto, 105 derivedos de N-metanosulfonato pue-

den hacerse libres de canemicina o neomicina base

por medio de este método de cambio de iones.

El inventor he comprobado gque todos los deri

vados de N=metanosulfonsto de la canamicina y la

neomicine arriba descritos tienen una sctividad

fueftemente antibactérica y son muchos nenos t6xi~
cos que los sntibioticos originales. fl canamicina
tetra-N;metanosulfonato tetra-gbdico tiene una to-
xided inferior a un dieciochavo de ceda salfato de

canzamicina-di=N-me temosulfonato di-sédico y el éei
do canamioina—diéNometanosulfénioo(tiene une toxi-
dad inferior’a un treceavo de toxided del monosul=-
fato de canamicina y dan altos niveles de sengre
Y presentan efectos terapelGticos in vivo. El neo-
micina~N-metanosulfonato sédico ejerce también
efectos bacteriostéticos y tiene umna toxicidad in
ferior a un 808V0 de toxicidad del sulfato de neo
micing, i
Para la determinacién de la actividad bacte=
riostdtica de los derivados de N-metanosulfonato
de canamicina o neomicina, arriba descritos, a
las tres horas después de adicionarse a medios en

los que han sido inoculado estafilococos mediante

un método répido de placa de cilindro o método tur
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bidimetrico, se mostré que todos los N-metanosul-
fonatos arriba descritos revelen ya en la primera
fase de inocubacién las actividades bacteriostéti-
cas del mismo grado que las qus se revelan a las
veinticuatro horae de incubacién. El reamwltado in
dica que los propios N-metemosulfonatos son bas-
teriostiticos y bactericidas, negando la posibili
dad de liberscib6n de antibibticos origindles porn
hidrélisis en una solucién gue pueda presentar
efectos bacteriostétioos. '

| Ann@ue los N-metanosulfonatos arriba descri-
tos liberan los antibidticos originales por la
aocibn del Acido 0 del calor, se observo una es-
case descomposicién en 2 a 3 horas en una solucién
de neutralizador. En los estudios farmacolégicos
sobre la conversién de los derivedos de N-metemom
sulfonatos en antibibticos originales despues de
inyeceién a consjos, confirman que, en el peritdo
del m&s elevedo nivel sanguineo, no se reeconoci$
la conversién de anbitiéticos originales, pero se
confirmé despuds la ponversién.-&si, puede demos—
trarse que los derivados de N—mefanosulfonato son
menos téxicos y de uso préctico.

De los resultados arriba indicados, los deri
vados similares de otros entibiéticos bémicos, 80
lubles en el agua, deben considerarse ejercen efec
tos bacteriostéticos y menos toxiecided y que tie-

nen posibilidades de uso préetico.
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La invencifn se explica a continuacibén, me=
dianté los siguientes ejémplos:
Ejémplo 1: _
 pre pu aracifn _de canamicina-tetra-N-metanogul-

fonat6 tétrésédid o.

":'Uzi'a“rﬁ‘ez”cia de 3.6 g. de cemamicina, 4.0.g. de
hidrox;rnetanosulfonato gbdico y 4.0 cc. de agua se
calenté en un baflo de agua, agitendo durante 2 ho-
ras y después se enfri a la temperaturas ambiente,
A la solucién se afiadierén 300 ce. de metenol, con
lo que inmediatamente mse precipitdé un producto visg
coso y, al frotar con una varilla de criéfal, se
convirtié en un polvo eristalino, ren-dimientos 4g
31 polvo se disolvié en 9 co. de agua y & la 5611_1_
oibn se afiadié metanol, pare precipitar fraccional
mente; La vprincipal fracoién fué un polvo cristali
ho incoloro my .solxdxble en el agus, mepe a.l.reded.or
de 2022 C. Bl producto se sec6 a unos 1058 C dajo
vacio y se analizé. E1l a.néligig elemental-mos_tr6
que la fracciém principal era cenamicina-tetra—N-
metanosulfonato tetra-§6dico, que corresponde al
caso de N = 4 de lea mencionada formuwla I1I.
Anflisis: Hellado: C, 28.10; H,4.41; N, 6.15;5,12.9

. ' Na,9.48% |

Calculedo para OggHyoOnsN,5,Na:, C,27.85;
H,4.25;N,5.95; 9,13.51; Na,9.70%.
ig=+659,(o=1, agua ) )

Hidré;isis oon fcido hidroclérico dilufdo

Uia mesta de 0.2 g. del derivado arriba des



Se~

100-

150"

200"

25."‘

=18 - Lt

orito de cemamicina se disolvié en 3/0 cc. de
cido 2N hidrooldxioo ¥y 5. 0 0o. de agua, y la
golucién se calenté en un bafio de ague durante
quince minutos. _

La solucibn se enfrif a la temperatura am=

biegté y se neutra;izé con hidroxido de 1IN sodio.

4 la solucién neutralizada se afisdifc una mezcla

de 150 mge de dimedono 0.5 cc. de agua ¥y 1 oc.

de metanol para dar agujes incoloras de formaldehi
dometono; rendimiento, 124 mg., mp. 184 187¢ .
liediante recristalizacién, el punto de fusifn se
elevé a 1902 C. La determinscién del punto de fu-
sibn mezclado con un espécimen amténtico de formel
dehidomehono (mepe 1P02C) no mostr§ ninguna depre-
sibén. E1 resuitadovindicé que el derivado arriba

pencionado es el N~-metanolulfenato de ¢enamicina,

Espectro infrarrojo de abgsorcién:

B

£l derivafo arriba mencionado mostré absor=
ciones méximas a 3400em~l (ancho, OH,NH), 1650
on~t (caraoteristica del mefanosulfonatb), 1200
em—2 “y 1040 om=L (caracterfstico del sulfona=-
to), indicando que el derivado es el N-metanosul
fonato de cenamicina. ]

Toxicidad y actividades autibaotéricas

La toxicidad y ectividades entibactéricas del
canamicina-tetra-N-metanosulforeto tetra-sédico
se mestran en la Tabla 1, en comparacién con las

del nmonosulfonato de canamicina.
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Tabla 1.~ Toxicidad y espectroentibactérioo

-1 -

(1) de camamicina-tetra-N-metenosulfonato tetrasédi

co y monosulfatode cané.mioina.

‘Concentrsoién inhibitoria minime

10.~

15.~-

20.~

25,~

. : mge/co
Organismos de ensayo e
‘ :Canamicina=tetra=_; . Monosulfalo-.
:N~-metanosulfonato ; de
stetra-sbdico, : cansmioima

M. piogemesvar i 3.3 i 0.6

aureus 2C9-p : : : -
B. anthracus : 3.13 i 1.25
B. subtilis 1.56 0.6
B, ool : 6.25 ;5.0
E. ooli estreptomicina—::ré.pida 6425 5.0
K. pneumonise : 3.13 : 1.25
Pr, vulgaris x-19 12,5 P 10.0
- P3. aeruginosa S0 25
Sh. flexneri 5425 P 5.0
Sh. dyesenterias . 6425 : 5.0
Sh. sonnei : 6.25 5.0
8. paratyphi A : 3,13 . 5.0
S. paratyphi B f 6.25 . 5.0
S. enteritidis . 6.25 2.5
S. tyrhosa : 3,13 . 2.5
M.phlei 6.25 P 0.5
Mo tuteroulosis ' 3.13 2.0
114607 - : 1.56 2.5
31.60'7 estreptomioim-zipida 1.56 : 2.5
O.diphyha.r_ie : 1l.56 . 0.75




5."

10.-

150"‘

200-

25."’

" %51—@%@

Toxicidad a ratones por
medio de dinyeccién intra
venose LZDEO .

& oe ®e

5500 mg/kg

(1) 'rs; el wétodo de placa de agaTe

| Ademés, se ha confirmado que el derivedo de ca
namicina es8 efectiva contra la infgocién de los rg,_
tones por el M. pyogenes y S. typhosa. "
gémglo 2

Pre;;aracmn de canamicine~tetra-N-metanosulfo-

e .

nato tetra—sGdioo. T

‘Se aglté ‘bien una mezcla de 3.0 go de bisulfi=
to sédico y 3.2 g. de gmolucién acuosa de formalina
(35%). & 1la solucién se afiadib 5.0 g. de canamicins
é 4.5 co, e agua y se calent$ :Lé. solucién en un ba
fio de‘ agua durente 1.5 hofas y se enfrif a la tem-
peratura. amblente,

A la solucién se afizadieron 250. cc. de metanol
para dar un precipitado viscoso que, &l frotar con
una verilla de cristal, se convirtié en un polvo
cristelino; rendimiento 7.0 g: Esto se disolvié en
agua y se precipité fraccionadamente afindiendo me-
tanol. El producto principal fué canamicina—-tetra=-
N-metanosulfonato tetra~sbdico descrito en el éjég

plo 1.

‘Ejémplo 3:

Pre garac 16:n de canamic ina~di-N-me tanosulfona-

to di—-sddioo.

Una mezcla de 3.6 g. (0.0074 moles) de cena=
micina 2,26 g¢ (015 moles) de hidroximetenosulfo=-
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nato sédico y 4.6 cc. de agua, se calentéén un ba
flo de agua durente 15 horas ¥ se enfrib deépués .
a la temperatura ambiente. A la soluc ibn. se afia~-
dierén 300 cc.de metenol para mecipitar un pro=-
ducto viscoso gue pronto se cambié en un s6lido
polvoso; rendimiento, 2.82 g. (53%). Este se di-
solvio en 12 oo, de agua y se ;kreaipité fraccio~
nadamente afiadiendo metaenol. Las cuatro fraccio=-
nes fueron polvos higroscépicc;s; rendimiento de
la segunda fraceién 300 mg: Bl enflisis elemen~
tal mostré que la freccién ere censmicina-diN-me-
tanofulfonato di-sédico, correspondicnte el caso
de n = 2 de la férmula I arriba mencionsde.
#nflisis: Hallado: 0,32.72; H,5.41; N,7.15;8,9.07;
Na, 5.71%. ' - |
Calculado pa-ra OpglzgO NySplag: C,33.46;

H,5.34; N,7.81; §,8.94; Ne, 6,42

Ej émp_lq X 4

Preparacién de sulfato de canamicina-di-N-me-

S A T T I Y P NP S

tanosulfonato disbdico.

L R D

" Sehizts refundii?a{zna mezcla de 3.0 g. de mono-
sulfato de cenamicina y 3.04 g. de hidroximetano-
sulfonato s6dico en 4 cce. (le agua en un bafio de
agua durante 1.3 horas para der una solucién ame~
rillo pélido. & la solucibn en fi-io ge afladieron
180 co. d ¢ metanol para dar un precipitedo visco
g0, que ‘s troc6 en un polvo cristelino el frotar

con una varilla de cristal; rendimiento, 5.5 B.
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El producto se disolvié en 22 cc. de agua ¥y 86
£iltré pars eliminar todo trazo de materias inso
lubles. Al filtrado se adadierén 25 co, de meta~
nol y se dejb reposar la mezcia para precipitar
Se= un ‘producto viscoso, que se separé por decanta-
c¢ién, y se troo6 en un polvo oristalino al froter
con una varilla de cristal; renﬂimiento, 2.1g., j
%8.5 =+ 83,00 (0 =2, agua), Se fundié con des-
6omposiclién indefinidamen te poremncinma de los
10.~ 2062C, ‘ .

El enélisis elemental de la mestra que se
secé a 105¢C, aproximedamente, en vaci6, dib el
siguiente fesmltado, demostrando gue el producto
es un sulfato de cananicine=-di-N-metenosulfonato

15.~ di-sbdicos | |

Anélisis; Hallado: C,28475; H,5.11; N,6.25; 5,1L.68
Na,5.69%. |

Oaloulado para O glzoN,0); (NHOH,SOTE) g eNg80,:

C 29.45;H,4.91; N,6.87; S,11.78; |
204 . Ta,5.64%. |

Hidrolisis con cido hidroclérico dilufdo.

" En 3.0 cc. de 2§ 4oido hidrocérico y 5 cce de
agua se disolvié una mestra de 0.2 g. de la mes-
tra arriba imencionada. La solucién se calent6 en

254 un baio de agua durante ;luince mimitos, se enfrib
a la temperatura ambiente y se neutralizé con hidro

xido 1N sbédico: A la solucién se afiadié una mezola
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de 200 mg. de dimedono 0.5 ccs. de agua ¥ 1 co. de
netenocl ¥ la solucifén se calenté y después se en-

frié para dar agujas incoloras de formaldehido-di

'medono, rendimiento, 92 mge. m.p.184-780. Medieante

recrlstalizac16n el punto de fusibn se elevs a
19020, La determinacifn del punto de fusidén mezcla

do con un espécimen auténtico no mostré ninguna dé

presibn.
Bgpectro_infrarrojo_ de_sbosreién:

El defi#a&buéi;iﬁé-in&iéé&o.msstré fuertes ab-

soroiones a 5400 om~1 (ancho, OH, NH), 1630 om 1(ca

racteristica del hidroximetanosulfonato), 1200 -
3110 cm™t (80~3), indicando que el derivado es el

N-métanosulfonato de canamicina.

Toxicidad y actividad sntibactérica:

El sulfato de canemicina-di-N-metanosul fonato

di=-sédico mostré muchos menos tixicidad que la pro-

pia canamicine y una fuerte actividad antibactéri-

ca, como se indica en la Tabla ”, Adem&s se ha con

firmado que el ferivado es efec%ivb contra la in-
fecocion de ratones por M. piogenes y 9, typhosa.
Tabla 2.- Actividad antibectérice y toxicidad
del sulfato de canamioina-di-N-metanosulfato di=-sb
dic0, en comparacifn con el monosulfato de Canami-

¢ina.

(13 osd‘

Concentracién ‘minime 1nh1b1tor1a

Orgenismos de ense~; SulTato 36 SERaToina=T Silfats

yo .di-N—metanosulfonato-di' de

_igbdico. : -ommM£nm
g8di

B T T U

- -
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i mesmeger 1 OmLes o o
s.anthfaoia 3 0.39=0,78 { ;.25
B.gubtilis : 0:39-0.78 i 046
E.coli o 6.25 i 5.0
E.coli estreptomici-;
5. na-rapida : 3el=6425 . 5.C
'K.preumonise 3.1-6.25 i 125
Su. flexmeri . 625125 L 0.5
Shesonnei }' 6425-12,5 : 540
S.tyrhosa : 3.1 : 2.5
10, S.paratyphi A 3.1 i 5.0
S.paratyphi B i 6.25=12,5 2 5.0
S.enteritidis 6.25 P 2.5
M. tubereulosis % 1.5 i 2.0
1 607 ; 1.5 { 2.5
15.- M. 607 estreptomieina: | :é |
rapida s 1.5 : 2.5
Toxicidad a ratomes por: 3
inyeg%igg intravenosa, . 4000 mg/kg : 300 WEASE
o F'ém 1?.sghﬁ-“-A-A"mm-"¥“._.”ﬂ_-,_, .
Preparacitn de fcido cangmicina-di-N-metanosul
ghmico. o
Se pas6 diéxido de azufre en una suspensién de
4.85 g¢ (0.0l mole) de base libre de cenamicina en
25.=

5 cc. de agua hasta que fué absorbida la eantidad
ealculada de didxido de azufre (1.28 g.)e La solu-

cibn viscosa resultente mostré ﬁn PH de 666 A 18
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solucibén se afiadieron 0,60 g. de paraformaldehido
(o 2,0 g. dé 304 de solucién de formalina) y la so
lucion me dejé }eposar a la temperatura ambiente '
durante 24 horas. la solucién resultante mostré wn
pH de 7.2-7,3, la solucibn se vertid en 40 cc. de
etanol donde précipité un producto viscoso cuando
se cristalizé al frotar con una varille de cristal.
El producto se disolvié nuevamente en 10 oc. de
égua y, después de su filtracibn, se precipité afia=
diendo 50 cc. de etanol; rendimiento de polvo orige
tglino_séoado a unos 502 C; 6.32 g. (94%). E1 ané-
lisig elemental demostr6 que el prodﬁcts erﬁ wma
sal interior de &4cido canazmicina-@i-N-metanosuifé-
nico. v '

Anélisis: Hallado: C,34.90; H, 6.23;N,8.06;$,8.96%

s !
Calculado para ) Hyo 0, (VH + 3)2(NHEH S0 )2.H20;

G, 34, 78, H,6.13; N,8.11,;5,9. 55%
20 = $ 1059 (o = 2, agua)

Hierlisis con fcido hidrbelérico dilufdo

Tna mestra do 0.2 g. del derivado de osmamici-
na arribe indicado se hidrolizé con 4cido hidroclb=
rico dilufdo para liverar el formaldehido, el cual
fué aislado como formaldehidometono (110 mg), de la
misma forma‘que 8o describe en_el éjémplo anterior
1 6 3. Bl resultado demostr§ que el mencionado pro;
ducto es el 4cido N~metanosulfénico de canamicina.

sgectro infrarrojode absorcién

A e mm h m e A e R e pmw e oo .

B derivado arriba mencionado mostr6 abgorciones



== 254061

méximas a 3350 om"‘l/ ancho, OH,NH/ 1630 om -1 (oarac
teristica del metanosulfonato), 1525 om~+ (NHS ),

1170 on-1 y 1030 cm-l (caracteristlca del écido sul
fénico), indicando gue ‘61 derivado era el 4cido N-

Gow metanosulfénico de la canamicina.

Toxioidad y_ectividad antibactérica:

R T I TR RN e

Ia sel interior del écido-cmamcma-dl-l\:-meta
nosulfénico mostr6 la potencis de 710 U/mg. en tér-
minog de unidad de canamicina contra Mpyokenes var,
aureus 209-F y, cuando se inyecté & ra;c:ones por via

intravenosa, LBgo de la sal interior fué de 3500 mg/kg.

T}Jémplo 6:
. Pregargomén de oa.namioina-tetra—g-metanomlf

e e s e m m e A A = s aee

100"'

nato trlsddlco.

150~  Be pas$ dioxido de azufre & una suspensién de
4.8 5 g.(0.01 mole) de canamicina base en 10 cc. de
agua hasta que se hubo absorbido la centidad calou-
lada de 8iéxido de azufre (0.64 g.,0.,01 mole) y s
la solucién se afladieron 0.30 g+ de paraformaldehi;
20.~ do (o0 10.0 g. de soluscién de formalina al 30%). Deg
pués de reposar & la temperatura abbiente durante
media hora, la solucifn resultante se mezcld con
4.56 g.(0.03 moles) de hidroximetanosulfonato s6di-
co y se"dejé reposar & la temperatura de la sals dgy
25.- rante la noche. La solucién resultante mostrs un
DH de 7.0s La solucién se vertié em 60 cc. de ota-
nol, en donde se recipité un producto visooso que
se cristalizé después de frotar uon una varilla de

oristal. EL producto se disolvid nuevamente en 1.0

cc. de agua y, después de su filtracibn, se preci-
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pits afindiendo 50 cc. de etamol, rendimiento del
polvo cristalino secado a unos 5020: 88 g.( 95%.

Ios enflisis elsrentsales mostrarén que el producto
era canamicina-tetra-N-metenolsufonato trisédico.
Anflisis; Hallado:0, 28.69; H.4.76 N,5.89; 5.13,4;
¥a, 7.02% '
Calewlado para CygHegOypy(NH.CHpSOzNe )5(NH. CHoS05H);
C,28451; H,4.46; 1#,6.05; ‘13,13;85; Na,v;‘;f&%

%8 =3 73.32 (o =2, agua).

' La determinacibn del espectro infrarrojo de
absorcién del derivedo arriba mencionado mostré ab
sorciones uéxi mas & 3400 om=l (anoho) 1635 - 1645
em=l 1150 - 1200 em=l , 1020 - 1060 em-1 - indi-
cando que elderivado era un N-metanosulfonato de
Canamicinae .

21 canamicina-tetra~N-metanosulfonato tris6di-
co, mostré wna potencia de 461 U/mg. en t&rminos de
unidad de canemicina contra el M.pyogenes var. au-
reus 209-P, Una solucién de 1.0 g. del producto en
5 cc. de agua mostré un pH de 6.9, sugeriendo que
el derivado era conveniente y de uso practico para
inyectar.

Ejémplo 7; ‘
 Preparacién de canamicina-tetra-N-metanosul -

fonato tetrasbdieco. ‘Una mezcla de 4.5 g. de mono-

sulfato de ééﬁéﬁxiéim ¥ 3.0 g. de carbonato de hario
en agua, se agité durante 2 horas y se dejé reposar
a la temperatura ambiente para precipitar sulfato
de bario, el cual fué eliminado por filtraciémn. £l

filtrado, a saber, une solucién de carbonato de ca
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namicina, se concentrd a unos 458 ¢ bajo vacfo & un
volunen de 10 co. aproximadamen-t‘:e, ¥ 4.0 g. de s9
lucién de hidroximetanosulfonato sédico fud afadi-
da.

La mezcla resultante se calenté en un bafio de
agua durante dos horas, cuando se observé la evolu
cién del didxi~do de carbono. '

De la solucién resultante, se aisld el canami-
cina-tetra-N-me tanosul fonéto tetra-sbdico, afiadien-
do metanol de la misma manera que la indicada en el
Ejémplo 1/ La mestra analizada, se obtuvo median-
te precipité,ci6n fraccionada de uma solucién acuo-

sa del producto afiadiendo metanol.

Anélisis: Hallado: (,28.10; H,4.41; N, .15, §,12.72;

Na, 060%
Caloulado para 018H28011(N'HCH280 Na) 4: C, 27.83:

H,4.25; N,5.95, 5,13.51; Na,g.vo%

Iy espeotro infrarrojo de absorcién del produc
to fué totalmente sobreimpuesto al del canamicina
tetra=N-metanosulfonato tetra-sédico descrito en 4
ejémplo 1.

Ejégplo 8: '
pgeparacién de canam101na-tetra-N-metanosulfo-

R N I I T T T I R I NN P

nato tetra-s6dico.

 Una mezola de 4.5 g, de monosulfato de oanami-
¢ina y 3.0 g. de carbonato de bario en agua se agi~-
té durante dos horas y se dejé reposar a la tempe-

ratura ambiente para preeipitar sulfato de bario,
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el cual fué eliminado por filtracibém: E1l filtra-
do; esto es, a una solucién de carvonato de cana-
micina ge concentro & unos 452 (. bajo vacid a un
volunen de wnos 10 co: a la oual se afiadif una so-
lucién bien agitada de 3.0 g. de visulfito sbdioo
¥y 3.2 g. de solucién ascuosa de formalina (35%) y la
golucién se calentdé en un bailo de agua durante 1.3
horas. 4 la golucién enfrisda a la temperatura am-
biente se adadieron.300 cc. de metanol para dar un
precipitado viscoso que, al frotarlo con una vari-
lla de cristal, se troocd en un polvo oristalino
rendimiento, 4.0 g.

La precipitacién fraccionsl de une solucién
acuose del producto afadiendo metandl produjo cana
micina~-tetra-N-metanosulfonato tetra=sédico.

E;] ém;glo 9

Preparaci6n de neomicina=N-metanosulfonato

e AL B A e e I e e e s e AL S P SN e e e =

sbdico, El sulfato de la ruestra de neomicina uti-

1lzada en este exper imento mostr§ una potencig de

640 mog/mg y, mediante papel cromatogréfico con un

2% de p-tolusno-sulfénioco (&cido) ;butmol satura-
dé con ague, se demostrd qﬁe la-nniestra oontenia
prrincipalmente neomicina B y una pequeiia cantidad .
de neomicinarc.

Una mezcla de 4.3 g.(c.007 moles) de neonici=

e y 6.4 8¢(0.048 moles) (ie hidroximetanosulfonato

sédico se Aisolvié en 6oc de agua, se calent§ en un

»
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bafio de agua agitando durante dos horas y se dejé

enfriar a la temperatura ambiente., 4 la solucibén se
afiadieron 60 cc, de metanocl, en donde se precipité
inmediataxente un producto viscoso y al frotarlo
con una varilla de cristal, se trocé en un polvo
crigtalino; rendimiento, 8.5 ge

Una guestra de 7.0 g« del polvo se disolvid

en 25 cc. de agua y se precipité fraccionadamente

afiadiendo metanol. Las fracciones principales, a sa

ber, Fo y Fz gque se muestran en ‘la tabla siguiente

gon insoloras en for-ma de polvovcristalino; Fg:

Dlz = & 28,52 (0 =2, aguna).

Yetanol afiaiido Fracoiones  DPeso de las frac-

(ce.) _ ~ciones. (g)
‘48 rl‘ Lle6

14 Fy 2.3

18 Fy 1.3

12 F4 0.34

28 F5 03

40 F6 Ol

Los resultados de los anélisis elementales de
las fiaccionas indiocarén gue el prineipal producto
obtenido era hexa-N—metanosulfonato de nsomicina.

Anflisis: Fp: Hellado: C,24.3; H,4.1; N,5.7; 35,B7
Na, 10.7% ' '

Fy: C,26.7; H,3.9; N,5.9; 5,13.9; Na,10.56

Caloulado para CggH, O ,N (OH,SOzNa) 6:C,26,6;

H,400; N,6l4; 3,14-'7;]5{3, 1005%
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Hidrdlisis oon 4cido hidroclérico dilufdo,

" Tna mestra de 0.2 g. del derivado arriba men
cionado de neomicina se disolvié en 3 cc. de 4cido
H hidroclérico y 5 oc. de agua. La solucién se ca
lent6 en un bafio de agua durante 15 minutos, se )
enfribé a la temperatura ambiente y se neutralizé
con hidréxido de 1N sodio, a la solucién neutrali-
zeda se aﬁadié una mezcla de 270 mg de dinedono,
lcc. de agua y 2cc. de metanol para dar agujas in-
coloras de fomaldehidometono; rendimiento, 186 mg
mep. 184~188% C. Por recristalizecién, el punto de
fusién se elvo a 1902 C. Ia dgtermihacion del punto
de fusion mezclado, con un espécimen auténtico, de
formaldehidonetono (m.p. 190%C) no mostré ninguna
depresién. &l resultado indica que el derivado es

el N—metanoéulfonato de neomicina.

Egpectro infrarrojo de abosrcidn:

N - N T T e

La absorcibn infiarroja del derivado de neomi-

oina mostro una abosr-cién méxima a 1170~1210 cm=1
(so -5 ) ¥ la ausencia de abosrcion cerca de 1590
om~1 (NHg) indicando gue el derivado es N-metanosul

fonato de neonicina.

Toxicidad y actividades entibactéricas:

E1 ﬁééﬁioiné;ﬁlmé%aﬁbéﬁifénétd éédico mostré

micha menos toxicidad que la propia neomicina ¥y
fuertes actividades antivactérioas, como se indica
en la Tabla 3. La toxicidad del derivado para los

ratones por inyeccion intravenosa fuhlrededor del
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1/80 de la propia neomicina.
Tabla 3: Toxieidad y actividades emtibactéricas .

(1) de neomlcma N-metanosulfonato sbdico en compa

raclén con el sulfato de neomicins.

G e s e e n L e m e e ke M LM R S R e e e e e e L e -

Concentracién minima inhibito
Se- ria - mcg/co.
Organismos de ensayo

'ﬁeommma —metano=..Sulfeto.de .

sulfonato sbdico neomicim
M. Iyogenes ver. .
10.- ~ aureus 209-p 3.13 1.56
Bs Abthracis 1.56 1456
Be subtilis 1.56 1.56
E. c0li ” : 25.0 3413
Es 00li estreptomicina-ra_
pida 25,0 ' 3.13
15.- K. penumonise 12,5 3.13
Pr. vulgaris OX-19 25,0 3413
Ps. aeruginosa - >200 > 200
She flexneri 50 3,13
Sh. dysentertes 50 3.1
20.~ Sh. sonmei | 50 3.13
S. paratyphi A 12.5 J.13
S. paratyphy B 50.0 3.13
3. enteritidies 12,5 13413
8. typhosa 12.5 3,13
25.= M. phlei 3.13 1.56
M. tuberculosis 5.0 2.5
M. 607 3.13 .56

M. 607 estreptomicina
rapida 3.13 1.56

S T
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Toxicidad a ratones poxr
inyeggién intravenosa > 3500 mg/kg. 50 mg/kgs

=60

~ e

R TR -~ R T SIS )

(1) For el método de dilucibn de agar.
Ademés, se ha confirmmado que el derivado de 1l&
neomicina es efectivo contra la infeccién de rato~-

5.-
nes por el M.pyogenes y el ¥, typhosa.

Ejémplo 10:

Prep;uraci'6n de neomicina-N-metanosulfonato

P D R 2T T

104~ . Unae mezcla de 6.4 g. de sulfato de neomicina y
9.0 g. de ocarbonato de bario en agua se agité du-
rante varias horas y se de;jé' reposar a la tempera-
tura ambiente, para pi'ecipitar sulfato de bario, el
cual fué eliminado por filtracién. Bl filtrado, a
15 - ssber, una solucibén de carbonato de neomioina, : ge
concentrd aproximasdamente 45¢ C bajo vacio a un vo-
11;men de unos 10 cc. y se aﬁéﬁierqn 6.4 g. de hidro
ximetanosulfonato sédicc. La mezcla resultente se
calenté en un bafio de aguaM du.ran‘_ce dos horas, obser
20,~ vendose mientras tanto la evolucién del dibxico de
carbono. De la solucién resultemnte, se aisld neomi-
cinaeN-metanosulfonato sédico afisdiendo metanol de
la misma forme gque se indica en el Ejémpio 8.
dnélisis Fp: Hallado: C,24.25; H;s.ss;H,s.ev;s,ls.se
25.~ | ' Na, 10703
F3:Hallado: C,24.82; H,4.09; N,5.71; S,14.84;
‘ Na,10.20% |
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o 3,5.9'7 N,ﬁ 41; $,14.66; na,lo.sa%
El especto de absoroién infrarrojo del producto F5
se comprob$ era totalmente sobreimponible al del.
producto descrito en el
E;jézﬁplo 9:;
Eiémplo 11; ,
) 2_:; he;;g" aracién de neomicina-N-metsnogulfonato sédico

P B

" Durante dos horas "Be agité une mzcla de 6.5 ge
de sulfato de neomicina ¥ 9.0 g. de carbonato de
bario en agua y se dejé reposar para precipitar sul_
fato de bario, el cusl fué eliminado por filtracién,
El filtrado, @ saber, una solucibn de carboz_xato- de
neomicina se concentr§ a unos 452 C bgjo vacio a un
\volumen aproximedo de l0ccs ¥ se afiadié una solu-
cibn bien agitada de 4.1 g. de formalina (35%) y
5 g. de pisulfito s64icoe La solucibn se calenté en
un baiio de agua durante dos horas. & la solucitén en
frieda en ague se hislo se le aiadieron unos 1l00cc.
de metanol para precipitar unlproducto viscoso, el
cual, el frotar con una verilla de cristal, se tro-
06 en un polvo oristaliqo; rendiniento, He2 ge La
precipitecién fraccional de wna 80111016]1’ a.cuosa’ del
producto afiadiendo metanol, produjo un derivado de

N-metanosulfonato considerado idéntico al pr. oduecto
descrito en el Ejémplo 9 por la determinaciénm del
espectro de abséroién infrarrojo. |
- FOTA
Se declaran de propledad ¥y novedad en Espaiia

el contenido de las siguientes:
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o i;.- Imocedimien;6mﬁéra léhﬁféparacidn de nue-
vos derivados de antibidticos bésicos, solubles en
el agua, de acuerdo con €l cual se procede a la |
produccién de N-metemosulfonatos menos tékicos, de
antibiéticos bésicos, solubles en el agua, en los
que un antibibtico bésico soluble en el agna que
contiene grupos libres de amino se hace reaccionar
con metenosulfonato de hidroxi.

28.~ Procedimiento para la preparscifn de nue_
vos derivedos de antibibticos bésicos, solubles en
el agua, de acuerdo con los cusles se procede a la
produccién de N-metanosulfonatos de entibidticos b4
sicos, solutles en el agua, en los que un antibi6t£:
©0 bdsico, soluble en el agua que contiene grupos _
libres de amino, se hace resccionar con formaldehi=
do y bisulfito. 4

38,- Procedimiento para la preparacibén de nue-
vos derivados de antibibticos bésicos, solubles en
el aéua, de ecuerdo con la proguccién de N-metano-
sulfonatos de entibibéticos bésicos solubies en el
agua en los que un antibibético bésico, soluble en
el ague, que'oontiene grupos de amino libres se ha -
ce reaccionar con dibxido de azufre, primeramente y
con paraformeldehido( or formalina), después.

48 ,- Prooedimieﬁto pars la'preparacidn dé nue=-

vos derivados de antibibticos besicos, solubles en
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el -agua, de acuerdo con la produceibén de Nemetano-
sulfonato de anbibibticos bésicos, solubles en el |
agua en 1los que un antibibtico bésico, soluble en
el agua que contiene grupos libres de amino, se
hace reaceionar con difxido de azufre y paraformal
dehido(o formalina), primeramente y con hidroxi=
netenosulfonato, después.

58.= Procedimiento para la preperacién de mue
vos derivados de antibiéticos bésicos, sclubles @
el agua, caracterizado porque la produccidn de

T-metenosulfonstos de entibibticos bésicos =lu-~

bles en el sagua, reivindicedos en 1% a 448, en los

que, en lugar de una base libre de emtibibtico so

luble en el agua, se utiliza su sal con un 4cido
débil, como es el carbonato.
6#,~ ” PROCEDIMIENTO X RA IX PREPARACION DE

ITUEVOS DbRIVLDOo D::. 4’LT\TTIBIUTICOS B}LSI(X)S SOLUBLES
EN EL AGUA",

A los efectos de la priorldad y de conformidad
con lo dispuesto en los convenios internacionales
de los que Espafia es signataria, se reivindica - la
obtenida en las solicitudes formuladas el 12 de Di
clembre de 1.958, 28 de lMarzo de 1,959, 21 de Nayo
de 1.959 y 29 de octubre de 1.959 en Japén con los
néimeros; 35545/58;9622/59; 15955/59; 33841/59.

Todo ello conforme se desoribely reivindica &
la presente mmoria desoriptiva que consta de TREINTA\

Y UNA hojas escritas a mAguina por una sola cara.

Medrid, 9 de Diciembre 1,959
g' % ‘“L Acpg <
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