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PROCEDIMIENTO PARA PREPARAR RIFAMICINAS SV,

Salicifands GRUPPO LEPETIT S.p.A., entidad itelisna, residente en
Via Durendo, 38, MILAN, Italia.

La presente invenoidn se relaciona con un proce
dimiento para preparar nuevos derivados de 3-formil-rifa-
micina SV. Méas particularmente, la invencién se relaciona
con un procedimiento para preparar hidrazonas de 3-formil-

5. rifemicina SV de férmuls generals
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en la que R1 ¥ R2 se eligen independientemente entre: .
a) hidrdgeno
b) algquilo
¢) alquenilo
d) elquinilo o
e) arilo d
£) aralquilo

g) heterociclico

h) cieloalquilo

¥y en ouya férmnla s0lo uno de los radicales R1 h's R2 pueden
ger hidrégeno o alquilo inferior de 1 a 4 &tomos de carbono;

y si estéd presente hidrégeno o alguilo inferior, el otro sim-
bolo de 105 R, 6 R, deberd ser alguilo insustituido o hidroxi-
alquilo de por lo menos 5 &tomos de carbono o un algquilo sus-
$ituldo diferente al radical dimstilaminoetilo, o un miembro
de los grupos ¢) & h) en donde arilo es distinto a fenilo y
p-carboxifenilo, y aralquilo es distinto a bencilo, y en don-
de R3 es -H 6 GHBGO. Dsbe tembién entenderse que los compues-—
tos hexshidro y los compuestos 27-demetoxi-27-hidroxi, co-

rrespondientes, estédn incluldos en las hidrazonas de 3-for-



503549 -

milrifamicina SV obtenidas mediante la invencién.
Normelmente, los grupos alquilo, alquenilo v al-
quinilo tienen como méximo 20 4tomos de carbono aproximada-
mente. Estos grupos pueden ser de cadens normal o ramificea-— '
5. de y pueden éstar»insustifuidos 0 contener uno o mis susti-
tuyentes sobre la cadena carbonada, Ejemplos de tales.éusti-
tuyentes son haldgeno (fluor, cloro, bromo, yodo), nitro,
amino, mono~ y dialquilamino, ciano, hidroxi, alcoxi, aril-
oxi, carboxi, carbalopxi, carﬁamilo, fluorsulfonilo,'su}fo
10. y simileres. En adicién, los griipos alquenilo pueden -conte-
ner uno o una pluralided de dobles enlaces y los grupos al-
quinilo pueden contener uno o una pluralidad de triples en-
laces.
Los grupos arilo y aralquilo pueden también estar
15. insustituidos o tener uno o més grupos sustituyentes situa-
dos en el anillo, incluyehdo, por ejemplo, alquilo inferior
de 18 4rétomos de carbono, halo, haloalquilo inferior,
amino, mono- y dialquilamino, ciano, carbdki, hidrbxi, aoil-
oxl, ocerbalcoxi, nitro, carbamilo, sulfo, sulfamido,rfluor-
20. sulfonilo y simllares. Los grupos cicloalquilo contendrén
normalmente de 3 a 18 &dtomos de carbono aproximadamente.
Ias mitades heterociclicas Wtiles en la presente
invencién ineluyen los grupos de anillos hetercciclicos
mono- o polinucleares conteniendo como minimo un heterodto-

25. mo selecolonado entre oxigeno, nitrdgeno o azufre.
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En la patente USA N2 3.342.810 se describen cier-

tas hidrazonas de 3~formil-rifamicina SV. Esbtos compuestos
sunque poseen una buene actividad antibacterial no poseen
preactlcamente efecto alguno contra bacterias que han ilagado a
5. ger reglistentes & otras rlfamicinaé, en especial la 3-‘(:4-anetil
-1-piperazinil-iminometil)-rifemicine SV (rifempicina), que
constituye elcompuesto més conocido y terapeuticamente Uil
Es bien conocido por aguellas personas expextiag en
el campo de los antibibéticos, que cuendo une cepa de ,rmicro—
10. organismo llega a ser resistente 2 una droge antibidtica par-
' ticular, es bastante dificil encontrar otro compuestc de la
misma familia de antibidéticos que sea capaz de inhibir el
crecimiento de dicho mutante resisfente. En algunos casos,
es muy dificil encontrar compuestos gue sean activos contra
15. dicha cepa resistente incluso entre o1;rés especies diferen-
tes de antibibéticos. 7
Sorprendentemente, se hse encontrado que los com-—
puestos obtenidos mediante este invencidén son capaces de in-
hivir, a baja concentraecién, el crecimiento de cepas resis-
20, tentes & las otras rifamicinas. En particular, los compuestos
de los ejemplos 1, 2, 11, 12, 13, 14, 15, 23 y 25, & una con-
centracibén de 10 /u.g/ml aproximademente, o menos, inhiben el

crecimiento de una cepa de Staph. aureus Tour resistente a

la rifempicina.
25, Los compuestos obtenidos segin l2 invencién son en

general muy activos también contre las bacterias Grem-posi-
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tivas y Gram-negativas, usuales. En particular, los compues-

tos muestran una actividad notable contra Staphylococcus

sureus, Streptococcus faecalis, Streptococcus hemolyticus

¥ Diplococcus pneumoniae strains. En estos casos, las gao -

mas de concentracién minima de inhibicién oscilan entre O 001
y O S/ug/mg aproximadamente. 1f,3
Otra caracteristica muy importante de los oompﬁés—
tos obtenidos segin la invencién, reside en su actividad -Ge
inhibicidén de polimerasas DNA que son caracteristicas de -
linfoblastos sanguineos leucémicos en humanos y contra las
transferasas (polimerasas) nucleotidilicas, tipicas,de vi=
rus no utilizados por las células normeles. A-partir de los
estudios sobre miembros representativos de grupos de virus,
se sabe que los mismos pueden transportar o inducir en las
células enfitrionas polimerasas como una parte esencial de
su aplicacién., De este modo, existen virus tales como ploor-
navirus o poliovirus que inducen la polimerasa RNA depen—
diente de RNA mientras que otros grupos, tales como virus
de leuogmia—sarcoma,transportan una polimeraéa DNA depen-
diente de RNA, La preéencia Yy el papel muy importante de
la transeriptasa inversa de la polimerass DNA dependiente
de RNA en virus RNA oncogénicos, he sido descubierta por
D. Baltimore, Nature, 226, 1209 (1970) y por H.M. Temin et
al., Nature, 226,1211 (1970). El reciente descubrimiento de
la enzime de polimerasa DNA dependiente de RNA en virus tu-

morales RNA de especies animaleé, ha sido confirmado también
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por otros autores, tal y como se indica, por ejemplo, en los

gigulentes documentos:
Green et al.:,mecanisﬁo de carcinogenisis por vi-
~rus tumorales RNA., Una polimerasa DNA dépendiente de RNA .-
5. en virus de sarcoma. Proc. Nat,Acad.Sei. USA 67, 385-393;
1970.
Spiegelman et al.: caracterizacién de los produb—
tos dé polimerasa DNA dirigidos a RNA en virus RNA oncogéri-
cod, Nature, London, 227, 563, 1970.
10. : Hatanake et al.: actividad de polimerasa DNA mso-
clada con los virus tumorales RNA, Proc. Nat.Acd.Sci. USA,
67, 143, 1970,
Scolnick et al.: sintesié de DNA por RNA contenien-
do virus tﬁmorales. Proc. Nat.Acad.Sci., USA, 67, 1034, 1970.
15. La implicacién de virus RNA en ciertos tumores,
hg sido apoyada también por otros factores: se ha encontre—
do que la transcriptasa inversa estd presente en particulas
de leche humana obtenidas de mujeres con una historia fami-
liar de.canoer;de mema y de personas imbricadas. (Scholn et
20. el. Nature, 231, 97, 1971). Priori et al. (Nature, New
Blology, 232, 16, 1971) han aislado un virus denominado ESP-1,
que contiene transcriptasa inversa,de célﬁlas del fluido
pleural de un nifio con linfoma y lo han desarrollado con
.exito en cultivos de tejidos. La presencia en el cancer de
25. mema humeno de homélogos RNA al virus tumoral RNA de mama

de ratones, ha sido demostrada a través de los experimenlos
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de hibridaoién molecular de R, Axel et al. (Nalura. 235,
32’ 1972)4

En la actualidad no existen drogas erioades'para.

el tratamiento de enfermedades virales puesto que los virus
¥y células tienen requerimienios metabélicos comines asi co-
mo idéntiéas trayectorias. Ia investigaéién mas préﬁéﬁedbra
en la quemoterapia viral consiste claramente en el ﬁfoyecto
de productos quimicos adecuados que se combinan especifica-
mente conrpolimerasa de células virales o de céluiggltrans-
formadas en virus pero no con polimerasas de oéluIasﬂénfi-
trionas que controlan la expresién de informacién;ggnética
de los virué. Los inhibidores especificos de las enzimas

de células virales o transformedas en virus y, en particular.
los inhibidores de polimerasas de virus tumorales RNA, pue~
den tener un papel importante a la hora de probar las dro-
8gas para la terapia de la leucemlia y para otras terapias
cancerigenad.

La actividad inhibitoria de los compuestos obteni-
dos segin la invencién, ha sido ensayadé sobre polimerass
DNA dependients de RNA de virus de sarcoma (endégenos) y
la actividad de polimerasa DNA dependiente de RNA de enzi-
mes purificadas. Ia inhibicién fue enssyaede de acuerdo con
los métodoé deseritos por C. Gurgo et al., Nature, New
Biology, 229, 111, 1971,

El efecto de las diferentes concentraciones de

drogas sobre la actividad de la polimerasa, fue determinado



5.

10.

. 15,

20.

25.

dn

.

v
©

.
o

403549 ..

a través de la incorporacién de 3g-amrp (trifosfato de timi-

e
PET

na-teoxiribosido tritiado) en la fraceién insoluble. Un ejem-
plo tipico de los procedimlentos experimentales es el'sif

guiente:

1) Aislamiento de virus y purificacién de la polimeraéa’viral

El virus se aisla y purifica de células delvata
transformaedas en virus de sarcoma de murina (aislamiento de
Moloney) (célnlas 78A1) y de células de ratén transformudas
en virus de sarcoma de murina (aislamiento de Harvey) (cé-
lulas MEH) como anteriormente se ha descrito (Green ei zl.,
Proc.Nat.Acad.Sei USA 67, 385-393, 1970, Rokutanda et al.,
Nature, 227, 1026-1028, 1970). La polimerasa viral se puri-
fica 20-40 veces por incubaecién de virus purificado con
0,5 % NP-40 (nonidet P—40) en cloruro sédico 0,1 M, tampén
Tris 0,01 M (pH 7,6), EDTA 0,001 M, durante 5 minutos a bem-
perature ambiente, y centrifugacién zonal en gradientes de

sucrosa al 15-30 % en 10 milimoles de tampén de fosfato s6-

- dico (pH 7,4), 2,5 milimoles de cloruro de magnesio, 10 mili-
moles de ditiotreitol ¥y 5 % de glicerol, durante 24 horas, a

38.000 r,p.m. en-un rotor Spinco SW41, lLas fracolones méxi-

mes de actividad enzimética (13-17) de 22 fracciones recogi-
das, son introducidas en un tanque y almecenadas a -702C en

Zlicerol al 3P %.

Enseyo de la polimerass DNA

Se realize la incubapién de la enzime durante 1

hora a 3790 en 100/u1 de mezclae de reaccidén conteniendo 40
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milimoles de tampén Tris (pH 8,0), 5 milimoles de dltiotrel-
t0l, 30 milimolés de cloruro sédico, 2,5 milimoles ds cloruro
de magnesio, 0,1 milimoles de dATP, dGTP, 4CTP y 10/uCi dé'l 
3H-dTTP (1218 Ci/mmol) tel y como describe Green et al. en :2
Proc.Nat. Acad.Sci. USA 67, 385-393, 1970. Ia reaocién es ter-
minada mediante la adicién de 150/ul de dcido perclérico 13;
Como vehiculo se aflade DNA de timo de ternera,(100/ug); el -
producto INA radioactivo es procesado en la forme descrita 1’
en los dos articulos mencionados anteriormente. La actividad
de la polimeraga DNA dependiente de RNA endbgeno es medids’
después de la adicién de 0,01 % PN-40 & virus purificadoiélﬁ
mismo tiempo que el ensayo. ILa actividaed de polimerase DNA
de polimerasa viral purificada se mide con 2/ug de poli d(A-T)
como patrén y no NP-40.

Ensayo con respecto 8 la inhibicidn por los derivados de ri—

famieina

Los derivados de rifamicine se disuelven en dimetil-
sulféxido (IMSO) a una concentrecién de 5 mg/h; y se almace-
nen & 420, La inhibicién de la actividad de polimerase DNA
dependiénte de RNA endbgeno es ensayada mediante la adicién
de 2 ul de derivado adecuadamente diluido en IMSO 6-2 Al de
IMS0 (control) a la mezcla del ensayo antes de la adicién a
virus roto que contiene 15-30/ug de proteina viral. la incu-
bacién enzimética se realiza durante 60 minutos a 372C. Ia
inhibielén de la enzime purificade se ensaya mediante pre—in-
cubacién de 2/u1 de derivado o IMSO con 30/u1 de enzima (1 a
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é/u de proteina) durante 10 minutos a 379C; a continuacién

g8 afiaden 70/u1 de mezcla de sustrato y la mezcla se incuba
¥ procese adicionalmente en la forma anteriormente descrita.
7 En los ensayos representativos, los compues%os de
la invencién descritos en los ejemplos 11,12, 13,4, 15 y 16
& una concentraocién de 2 - 100/ug/ml o menos; reducen{la in-
corporacién de H3-ATTP & menos del 10 % eﬁ'comparacién'con
los ensayos de control, 1lo que demuestre claramente la. inhi-
blcibén del mecanieamo de carcinogenesis mediante viruq tumo—
rales RNA de acuerdo con los puntos de vista biOqu{mLCOS mén
recientes. ' ,

El efecto inhibitorio de las transcriptasas inver—
sas Qa sido confirmado también mediante uh ensayo sobre polil-
meraéa de virug de leucemia murina. ILa polimerasa RNA de
virus de leucemia murina se prepara a partir de virus rotos
TRITON X 100 tal y como describe Gallo et al., Nature, New
Biology, 232, 141 (1971). El virus, tanto del tipo Reuscher
como del tipo Moloney, se purifica previamente mediante con-
gregacibén en la regidén de 1,16 g/hl de un gradiente de den-
sidad de sucrosa después de la centrifugecién iniciel a
baja velocidad para eliminar los restos celulares y enlechando
sobre sucrosa al 60 % hasta sucrosa al 20 #. La concentracién
finairde preparacién del virus es de 1011 particulas/hl. Como
control o patrén se utilize RNA 70S enddgeno. Las concentra-
clones de So/ug/ml o inferiores fueron eficaces & la hora de

inhibir la enzima. Por ejemplo, las inhibiciones del 50 %
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abroximadamente fueron obtenidas con concentreciones de solo
5 /ug/ml, aproxigadamen%e, de compuestos representa-
tivos.
Se obtuvieron resultados similares empleando;?pii—
5. merasasg de célﬁlas tumorales de origen humano; En este,gégo,
la activided inhibitoria fue estudieda también sobre poli-
merasas de células normales para carscterizar un efecto ge~
lectivo. Los derivados de rifamicina de férmula I, represen—
tativos, han sido evaluados con respecto a sus efecto?’aq—
10. bre d6s polimerasas DNA purificadas aisladas de (I) liﬁféci;
.tos sanguineos normales humanos (estimulados con PHA)S(Bf
una linea de célulés de linfoblastos (derivada de un donador
normal) y (3) linfoblastos sanguineoa leucémicos, humanos.
Se utilizaron controles o patrones sintéticos y/o naturales.
15. ' Un ejemplo tipico del procedimiento experimental
es elrsiguiente: ‘

Iinfoblastos sanguineos humanos

Loz linfoblastos leucémicos son alslados de la san-
gre periférica de pacientes con leucemia linfocitice aguda
20, (ALL) mediante leucoforesis. Lag células son levadas y los
eritrocitos se separan mediante lisls hipoténica. Los linfo-
citos nommeles son obtenidos de la sangre periférice de dona-
dores sanos después de la geparacibn de grenulocitos median-
te cromafografia en columna de nylon. Estos fueron estimula-

25. dos con fitohemaglutinina (PHA) durante 72 horas como se des-
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crive anteriormente (Gello et el. Nature, 228, 927, 1970; Gallo

et al. Science, 165, 400, 1968) con el fin de maximizar la
activiaad de la polimerasa DNA. ' ,

3in embergo, debido & los problemas logisticos para
la obtencidén de cantidades suficientes de estas células;4se

utiliza una 1lf{nea de células de cultivo de tejido "normai"

“humano (1788) para suministrer polimerasas DNA menca purl-

ficadas durente parte de los estudios de reconocimiento ini-
cial. Ios compuestos de interés fueron estudiados entonzss
més detalladamente con las enzimes més burificadas de los
linfocitos sanguineos nomales y leucémicos. Estas céinlas

de cultivo de tejidos fueron obtenidas de Associated Biomedio
System, Inc. |

Preparados de polimerasa DNA

La polimerasa DNA celular sé extracta y purifica
de linfocitos sanguineos normales (estimulados con PHA) ¥y
linfocitos sanguineos leucémicos y células linfoidas 1788,
mediante homogeneizacién en tempén hipotonico seguido por
Tritoq X 100 y/o elevada extracoién con salss del pellet ex-
tralisosomal., Después de la centrifugacién-diferenoial, los
extractos celulares son purificados adicionalmente mediante
celulosae DEAD, fosfocelulosa y cromatografia en columna
Sephadex G 200.

Ensayos con polimerasa DNA

ILos ensayos con polimerasa DNA se realizean en un
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volimen final de 100/u1. Ia mezcla de ensayo contieﬁe tagpén’
de Tris-HC1, pH 8,3, 50 mmoles; MgAc, 6,0 mmoles; ditiotrei-
tol, 8,0 mmoles; NaCl, 60 mmoles. El ajuste del valor ph 80
realiza después de la adloién de los inhibidores los cuales
5. ' se disuelven previamente en dimetilsulféxido (DMSO).'LQ pop~
centracién final de IMSO es de 0,5 % y todas las muestfgéﬂde
control incluyen esta cantidad de IMSO. Se utiliza en el en-
-sayo una concentracién de enzima que catmliza una inco;p.bjzla—
cibn de aproximadamente 1,0 pmol/hora. Ia enzima es prgiiﬁcu--
10, bada, en la mayor parte de los casosg, durante 5 minutos,’bon
el inhibidor. La reaccién se inicia entonces mediente -la-adi-
¢ién de control o patrén de o bien DNA sintético (poli a(A1),
Miles Ieb.) o bien de hibrido de DNA.RNA (oligo dT.poli ri),
a 5/ug/hl o controles naturales: DNA de esperme de salmén
15. activo a 5o/ug/ﬁ1 y RNA viral 708 endbgeno; 10/uGi de (3H-me-
+11)-TTP (New England Nuclear, 18,6 mCi/ /u.mol, liofilizado
¥y redisuelto en HC1l 0,01 M justo antes de su utilizacién) y
dATP (B x 10”2 M, con control sintético) o los tres trifosfa-
- tos de deoxinucleoxido (8 x 10~5 M con reacciones de control
20, de RNA o DNA). En algunos experimentos, no se realizé la
pre—inpubaci&n de la enzima con inhibidor. En estos casos,
las reacclones son iniciadas mediante la adicién de le engima
8 la mezcla de reaccién completa que incluye el inhibidor.
Se extraen muestras al comienzo de la incubaeién y después de

25. 30 minutos y =@ terming mediante la adiecién de 2 ml de pirofosfa-~
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t0 sédico 0,08 M y se precipita en 4cido tricloroacético

frio al 12,5 % (TCA) con RNA de levadura (400/ug) oomo ve-
hioulo. Los productos son recogidos spbre un filtro de mili-
pores, se laven extensiveamente con TCA al 5 % y 1 ml de una
5. mezela DMSO-etanol-NaCl 0,1 M (0,5:70:29,5), se secan y se
recuenten en 2 ml de BBS, (Beckman) y 10 ml de liquifluvor
(New England Nuclear) en un contador de escintilacién de 1i-
quldos Packard.
En los experimentos representativos, se averigué
10. que las concentraciones comprendidas entre 5 y 10/ug/b1 de
compuestos de los ejemplos 11 y 12 provocaban une inhibicidn
del 50 % de la polimerasa leucémica con un control o patrén
de DNA sintético. La reaccién controlada mediante un control
de RNA sintético (poli rA.rU) fue incluso més susceptible.
15. Los experimentos representativos realizedos con un
control natural sobre una polimerasae de células normales y
tumorales demostraron una susceptibilidad superior de las
enzimas tumorales con respecto a los compuestos del ensayo.
7 Por ejemplo, una concentracién de unos S/ug/ml de compuesto
20. 12 pfqporciona una inhivioién del 50 % de polimerasa tumoral
mientras que es practicamente inactiva sobre polimerasa nor-
mal.
Otras caracter{sticas bioléglcas exhibidas por
los nuevos derivados dé rifamioina, ineluyen la inhibiecién

25. de formeoldn de focos en células de ratén, de rats y humenas
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mediante la cepa de Moloney y Kirsten de virus de sarcoma de
mirina; inhibieién selectiva de la producecién de virus por
las oélules de ratén y humehas ya transformadas; deteoﬁi@n
de células reversibles empleando los sistemas celulares?@él
ratén y de la rata, no productores, transformados en vifﬁs
de sarcome de murina., Los compuestos de hidrazona de lgf?fe—
gente- inveneidn han confirmado ademds éu toxicidad selective
con respecto a laé células transformadas en virus de ra%éﬁ,
rata y de origen humeno, cuando se enséyaron con resp?é%b e
la capacidad de formseidn de éolonias. 2_ 
En los estudios realizados para determinar*ei*éfeo—

t0 de los compuestos para inhibir la formaoién de focos'me-
diante el virus de sarcoma Moloney y sobre cultivos de teji-
dos BALB/3T3, se utiliza el sigulente procedimiento.

~ Se desarrollan o crecen cultivos celulares BALB/3T3
en matraces dg plédstico de 250 ml en un medio de crecimiento
consistente en medio esencial minimo de Eagle con 10 % de
suero- bobino fetal. Los recuentos de oéiulas ge efectlian con
un contador Coulter después de suspender las células con
tripsina~EDTA y dilueién en el medio de crecimiento, Como ho-
mogenato tumoral se emplea virus de sarcoma de murina Moloney.
Este dltimo se pasa cuatro veces por una lineas embrio-celu-
lar de ratén, de paso elevado, derivado de Swiss, y se ensa~
ya con respecto a las unidades de formacién de focos en cé-

Iulas BALB/ﬁT}. En la realizacién de los estudios, se utili-
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z8 ﬁna modificacidén del método desorito por Hartley y Rowe,
Proc.Nat.Acad.Sei. 55, 780, 1966, En el presente trabajo.

los matraces son sembrados con 1-2 x 106

células en 25 ml
de médio de crecimiento y se incuba a 379°C durante 24 horas.
5. Después de la separacidén de fluidos, el virus, en un nimero
predeterminado de unidades formadorss de focos, se infrodu-
ce en 0,5 ml de medio de crecimiento y se deja adsorber
sobre le monocapa de oélulas, durante 90 minutos, a 372C.
Después de este periodo de adsorcién, se afiade una cantidad
10. predeterminada, normalmente como una gama de dosis de 5 a 10
/uéyml, aproximadamente, de un compuesto de rifamicina (pre-
viemente disuelto en dimetilsulféxido a une concentracién
ﬁe 1 mg/ml) y se trensporta en 25 ml de medio de crecimiento,
¥ los cultivos se disuelven al incubador. Como control, se
15. afiade, a un cultivo separado, dimetilsulféxido solo en el
medio de crecimiento. Después de 3 dlas de inoculacién, los
cultivos son cambiados de fluidos y se reocuentan, en el sep-
timo dia, los focos de células tfansformadas.
En este mismo método, se estudia el virus de esto-
20. metitis vesicular, serotipo de New Jersey. Los métodos em-
pleados para corecer y ensayar este virus han sido descritos
por Hackett et al., Virology, 31, 114 (1967).
Egtas propiedades indisan que dichos compuestos
poseen una actividad inhibitoria eficaz sobre los tumores

25, inducidos por virus en animales.
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El procedimiento para preparar los compuestos de
rifemicina, comprende tratar 3-formil-rifamicine SV o su
derivado 25-desacetilo, 0 los correspondientes compues’os
hexehidro, en un disolvente orgénico, con la cantidad este-
quiométrica de una hidrezina seleccionada de férmila »h
HZN-NR1R2 en donde R1 y R2 se definen como anteriormeﬁéeg
Después de reposar a temperatura ambiente, durente un pe-
riodo de tiempo que varf{a entre 10 minutos y algunas hidzf;s,
el c@puesto bruto se recupera mediante concentracibn- o--eva—-
poracién del disolvente. Ia purificacién de estos deffﬁaéos
no representa un problema particular pare aquellas péfé&ﬁas
expertas en quimica orgénica y generalmente se efectia me-
diante cristelizacién en un disolvente adecué.do el cual, por
ejemplo, puede elegirse entre los alcanoles inferiores,
é;teres acilicos inferiores de alcanoles inferiores o benceno.
Como puede verse a partir de la fbérmulae estructural de los
compuestos de la invencidn, puede sintetizarse un ndmero muy
grende de derivados que caen dentro del alcance de la inven-
cién, seleccionando las mitades hidrazina apropiadas. En
algunos cesos, cuando la hidrazina contiens un grupo fuerte-
mente acilico, tal como sulfo, el derivado de rifamicina fi-
nal se hidroliza en la ﬁosicién 27 al correspondiente com-
puesto 27-demetoxi-27-hidroxi durante la formacidén de la hi-

drazona.

La preparacién de los siguientes compuestos, se su-

ministre como un ejemplo de una forma convenisente de realizar
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la inveneidén y no se intenta con ello limitar el alcance

dé la misma.

Método general de preparacidn de las hidrazonas

A une soluecibn en tetrahidrofuranc de 0,01 moles
de 3-formil—rifamiciﬁa SV o su derivado 25-desacetilo o0 el
corregpondiente compuesto hexahidro, se afiaden 0,01 mélés de
une hidrazona, & temperature ambiente, con agitecién. Después
de agitar durante un periodo de tiempo que varia entr§ 10
minutos y 3 hores, se ensaya una gote de la solucibn median-
te ?ramatografia de capa delgada sobre gel de silice pare
controlar la desaparicibén del compuesto de partide y la tor-
macibén del producto final, .

Después de la desaparicibn complefa del grupo car-
bonilo, la solucibn sé concentra hagta sequedad y el compues-
to bruto se recupers y purifica entonces mediante cristali-
zaoibén en un disolvente o mediante cromatografia en columna.

En la tabla I, se proporcionan los detos fisico-
quimicos de algunos compuestos representetivos. En la table
solo se representan los compuestos en los que R3 es acetllo
¥y no se indican los derivados hidrogenados.

El compuesto de partida pare preparar los deriva-
dos hexshidro de las rifamicinas de férmule I, es decir,

16, 17, 18, 19, 28, 29-hexshidro-3-fomil~rifamicina SV se
obtiene de la siguiente fomma:-

Se hidrogenan 20 g de rifemicina S suspendidos en
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583 ml de etanol seco, en un bombo Parr, con 2 g de PtO2 como
catalizador, durente 3 horas a temperature. amblente y bajo
una prealén de hidrégeno de 5 atmbsferas aproximadamenté.
Después de filtrar el catalizador, la solucién se evapé&ag
heste sequedad y el producto bruto, disuelto en tetrehidro-
fureno, se mantiene bajo agitacién con 18 g de ¥no,, & “fompe~
ratura ambiente. E1 precipitado inorgénico se filtra y -des-
pués de concentrar este filtrado a un pequefio volimen, le.
mezela ge recibe con aceteto de etilo (300 ml) y se lava con
agua. Ia capa orgénica se seoa sobre sulfato sbdico y:ﬁfas
le evaporacién proporciona 8 g de hexahidro~rifamicinas:
P.f., 158-1609C (en metanol). E1l producto se convierté enton-
088 en el correspondiente derivado 3-formilo siguiendo esen-
cielmente el mismo método descrito en el ejemplo 5 de la
patente briténica N2 1.219.360. E1l producto bruto puede pu-
rificarse mediante cromatografia en columma de su solucién
clorofémica, a través de gel de silice y eluyendo con cloro-
formo que contiene 1 % de metanol. El compuesto recuperado
por evaporascién de la solucién oromatograf¥éda es 16, 17, 18,
19, 28, 29-hexahidro-3-formilrifamicina SV que funde a 126-
1332C.
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TABLA I

3
LI

R1 R2 Disclvente de.
cristalizacidn.
o cromatogréfico
1) H @ columhz
CHG1 3/Me OH
2) H columna
, CHCl3/MeOH
3) CH 3 CH,,COCH EtoAc./
: Ligroina
N/02H5
4) H CH20H2 \ Benceno
| Cofls
I EN
5 ) H “N# 1\{ N_CH3 EtoAc.
| N
N N: >
6 H NN Benceno

Rendi
o 4

48

47

66

50

56



-Rendimier-

P.f. U.V. significativo
to % oG ¥y bandas visibles
' N\ max 1%
E1 Cl.
48 " *157-9 475 170,6
331 281,9
47 157-9 475 178,5
330 290,0
66 | 3280 478 | 200,9
340 328,9
50 280 480 150
' 335 320
56 ~ 200 descd 491 180,5
356 291
1 35 |~210 Gese.] 485 | 165,9
1.
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TABLA I (Contimacién)

Ry R, Disolvente de Rendi
eristalizacibn mientq
o cromatografico %
N CH
7) H T 3| Metandt 68
N __~»
H
8) H q Benceno 81
N g OCgHs
9) H Ow-cﬁ3 EtoAc. 60
acetato de -
etilo
7 |
10) H N Metanol - 60
Y
11)@ @ MeOH " 48
N02 .
12) H columna 42
ON% CHC13/MeOH




Rendl | --P.f. |U.V. significativo
mientd oC ¥y bandas visibles
% sovae /\ o g E1 %
_ max 1 _cm.
68 2"0’d.desc. 483 191,6
O 343 341,3
81 188-90 485 164,3
348 326,8
60 | 180 desc| 473 166
’ 332 275
60 | 208-10 | 480 191,4
: 345 344,0
48 | 168-72 | 486 185,8
. 360 23899
42 205-15 500 200,5
L desc. 390 279,3
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TABEA I (Continuacién)
R2 Disolvente de
cristaldzaeibn
o cromatogridfico
13) @ columhd-,”
CHOL,/MeOH
14) @ columma
CH013/M60H
OO -
15) columna
CHCl3/MeOH
16) columna
CHOL,/MeOH
I AN CH3
17) : Acetato de
' HY N7 etilo
18) Me tenol

Rendi

,. miento

%

52

46

. 60

40

. 75

75



Rendi |P.f. U.V. significativo
ni;nto | on ¥y bandas visibles
l )\max E;} z’m
‘52 157=9 | 475 173,0
: 330 274,0
46 152-6 | 476 175,0
335 | 282,3
" 60 150-1 | 490 173,2
363 231,2
40 140 483 135,4
343 240,9
75 206 desc| 510 166
, 383 297
75 193 deso| 504 194
, 364 246
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TABLA I (Contimuacién
R, Disolvente de Rendl
cristalizecibn - miento
0 cromatogréfico %
7 |
19) CH l Acetato,de 15
3 etilo o
Oty
S
20) CH Acetato de 65
3 SN etilo
\K\‘/(}H3
21) ! Me tanol 55
22) Benceno 45
23) Benceno . 40




Rendi

P.f.

U.V, signifi cativJ

- mi%nto oG ¥y bandas visibles
P 1 %
o N max E1 CHm.
- 512 170
P 212 desc.| 382 283
' ’ 325 178
65 208 desc.f 512 167
383 304
55 215 desc.| 487 191,6
348 382,8
« 45 185 dese.f 500 149,1
384 249,5
' 40 | 185 desc.| 508 134,2
190
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TABLA I (Contimuacién)

-

R, R, Disolven%:e_ de Rendi
cristalizecibn -miento
0 cromatogrdfico
# _
19) H N ’ Acetato,de 75
etilo ) )
| CH,q |
Z o
20)  H | gg. A | Acetato de 65
3N ' etilo o
WCHB
21) H ! Me tenol 55
NN | o
7 I
22) H I Benceno - 45
OF3 :
23) H Benceno - 40




Rendl | P.f. U.v. significativc]
: mi%nto g ) y bandas visibles
' - 1%

N\ max Ey o,

E s 512 170
- T5 212 desc.| 382 283
s 325 178
65 208 desc. 512 167

' 383 304
i 55 215 desc.| 487 191,6
348 382,8
i 45 185 desc.| 500 149, 1
i 384 249,5
}‘:
4
i
& 40 185 desc.] 508 134,2
190
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TABLA I (Continuacién)

R1 R2 Disolvenig de Rendi
eristalizacién mienTo
o cromatogréfico | . - %

2 F .

24 H | Acetato de ' 50
Ny etilo - .
) CH3 N , :

25) H Z | Metanod ‘v 50
\N . :

C'H3 ’
26) H 7 N\ Tetracloruro g0
ﬂ\*: de carbono
0, CH,y , |

27) CH3 Metanol 90
0y :

28)  H| -OH,-CH=CH, Me tanol 40

29) H -CH2—CH2-O© Acetato de 75

: etilo/Iigroina
30) CHZ-GHZ_OE‘ Tetracloruro 75
— : de carbono :




 Rendi 1F.f.  [U.V. significativo
" mienTo o ¥ bandas visibles
- . ; 1%
% ' \ max E1 .
50 |.200; desed 502 161,2
. e 384 259,2
150 | 153-4 502 157,8
90  |178-80 | 485 | 27,5
358 213,38
- 525 210
90 220-4 425 235
340 228
40 170-5 475 160,5
332 272,17
.75 | 145-8 470 135
331 233
5 164-6 485 196
355 230,8
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TABLA I (Continuacidn) '
R, R, Disolvente de Rendi
cristalizaecidn atento
0 cromatpgz_-éfico %
NOo e,
31) H 7 N\~ No columna,, |, 55
o 2 c%orofogm’o,ginetanol
96:4
16,17,18,19,28,29~ acetato de etilo/
hexahidro retréleo ligero

32) H ‘@- SO3H Acetato de 50

etilo
27~demetoxli~27-hidroxi
33) CH2-CH2"N- CHz“cHzN(Csz)Z Acetona 60
(CoH5),
Cl
34) H CH2-CH2-O NH2 Tetracloruro de 95
’ . carbono '
N02 1

35) H Acetato de 85

etilo

L%




®ndi |P.f, |U.V. significativo
tlento %G” ¥y bandas visibles

1%
e )\max E‘l om.

55 |120-4| 502 | 143,3
descs | 401 | 2153

50 250 475 179,4
' deso. 358 268, 1

50 280 475 155
. - 330 322

B [160-3 | 474 | 154,5
333 | 244,2

5 |244-6| 348 | 187,7
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TABLA I (Continuaeidn)
R, R, Disolvents' de Rendi
cristalizaolén niento
0 cromatografico %
NO2 o
3) H 7 N\~ x0 columna. 55
_ 2 clorofoymo  ine tanol
8 8 96:4
16’1Zé;aﬁ;gé§ »29- acetato de etilo/

petrbleo ligero

32) H O S0 3H Acetato de 50
etilo

27~deme toxi~27-hidroxi

(CH5),
Cl
34) H CH,~CH,,~0 NH, |Tetracloruro de. 95
' ‘ carbono
NO 1

2

35) H <<i:j>> 2$§f§to de - 85

e i v i e A 8 44 S50t




Rendi [P.f, |U.V. significativo
aiento .gér: ¥ bandas visibles
% 2o 1%

. A max By .
55 1204 | 502 143,3
P ?;S'O‘p 4-01 21519
50 250 475 179,4

desc. 358 268,1
60 280 475 155
. ~ 330 322
95 160-3 | 474 154,5
333 244 ,4
ias 244-6 348 187,7

225,5




1 O o [ (o
(*osop)
lgl-gLl € H (s

(*osoep) € 2o
g61-961 o Ho"08= H (v¥

(-omep

N.mvémw Nmmolmoml© H (€%
Géogl gve
6°92t ob¥ on
6492t 0% 9t-¥Le 1] Tousy ey H (2

see 30 € v,z ¢
ofl og¥ £~-0S| 09 Tousl ey HO-"(“HD)- HO (¥
g41ee o¥E €. 11,2
gLzl - |LY oc~glL! oL BUTOIFTT HO-""(“HD)- H (o¥
™
gtose 2ve 0
849sl sg¥ o-VLlL 06 Tousse] HE (&€
, 10
922 LeE BUFOITTT/oucqiso | ,
€02 14:34 09l ag 8P OINIOTOBIYSF H (g€
£ez gsE IO D
zze éggy | €-06L .| og 7 towsien | g '@ H (L€
¥8e LSE N " ouogqamo N\ .
oz 3134 €-002 | 0L 8P OINIOToBILG] Zon H (9%
BM wm xem o % 00T FRrF o BIOID 0
SOTqTSTA R8pusqg £ oa;;.wpﬁoﬂﬁ UPTCTATTBY8TID Nm Fm
OAT}BOTITUFTIS °A°[ °7*a | Tousy ob. S3uUeATOSTIQ

s

¢
'

e .
.

(uorownuTiUOp) T VI &V &

) M@hwm




- 26 =

TABLA I (Continueciéhl
Disolvenite ‘de Rendi |
R, R, cristalivasién miento
o cromatografico %
36) H NG, Tetracloz:uro. de 70
RS carbono . . :
37) H @— F Metanol . 80
CH3 _
38) H ' Tetracloruro de 85
"| earbono/ligroinea
CL
39) H Qm Metanol 90
Cl
40) H -(CH2)11—CH3 Iigroina 70
41) CH -(CH,) ,~CH, Metanol 60
42) H No. | Metanol 85
43) E @—soz-cfm2
303
44) H .
SOQCH3
CF
45) =® @ 3
46) CH CH2




(desec.)

Rendi |- P.f, |U.V. significativo
miento«,hgc y bandes visibl;s
. 3 ' 1
N PR /> max Ey .
70 [""200-3 | 490 204
: T 357 284
80 |""190-3 | 485 202
v 358 233
85 | 160-4 | 484 203
357 226
90 174-6 | 485 156,8
' 342 250,8
70 118-20 | 478 - 127,8
340 231,3
60 150~3 480 130
: 343 235
85 214-16 | 501 326,9
440 326,9
348 186,5
194-197
(deso.)
196-198
( deso. )
178-181
(desc.)
180
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TABLA I (Continuacién)
Rendi-
R, R, Disolvente de . : _;_mi;nto
cristalizacién - - P
0 cromatogréfico
S0, F ] 15
47) H Tetracloruro de i :
5 OZF car'bpno = |- -
CHy
/CH3 | 63
48) H C~CHy -Tetracloruro de’
\CHB carbono/1igroina
. C’H3 T
65
49) nO.H nCgH Hexano
e 8517 ; | 7
1 58 .
50) nCgH, 5 nCeH, 5 Hexano :_
) : 69
- 51) H CH20F3 Metanol ‘
B ) . o
'80°
52) ®H -(0H2)11-CH3 Acetato de etilo/ |
_ ligroing ' o
{60:
53) H -—Q Metanol P



Rendi- P.£f, U.V. signifieativeo
mi;nto 2C ¥y ba.ndas,visibles7
mie ; %
7\ max E1 cm.,
75 182-7 365 265
500 153
63 136-47 336 232
‘ . 475 138
65 88-94 350 203
7 486 123
58 . 89-95 350 222
' 486 130
69" 178-82 475 183
: 333 312,4
30’ 122-3 - | 480 139
= 340 252
50 170 490 238
RS 360 228
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El compuesfo indicado en la tabla anterior se
indica solamente & modo de ejemplo, debiéndose entender
que dentro del significado de la férmula gendrica se en-
cuentran comprendides otras' hidrezonag que son tambidn uti-
les para los fines que o acaban de ilﬁstrar. '

Por ejemplo, las hidrezonas se Preparan convenien—
temente a partir de 3~formi1-rifamicine SV o su derivado
25~desacetilo o a pertir de los correspondientes compuestos

hexahldro e hidrezinas de férmula NH2~NR1R2.

S R
1. %4t C5t44
2 H 6-bis~(hidroxietil) ~amino-3-piridazi-
' nilo :
3 CH3 1H-2, 3-benzoxazin-4-ilo
4 H 1H-2, 3~benzoxazin-4-ilo ,
5 02H5 6-cloro-1H-2,3-benzoxazin-4—ilo . !
6 H 6-cloro~-1H-2, 3-benzoxazin-4-ilo
7 CH 3 6-amino-1H-2, 3~benzoxazin-4-ilo
8 H G-fluorftalazin-1—ilo
9 CH, -(GH2)5-OH
10 CH3 -(0H2)4-06H5
1 H --<3H2-C6H4 -06H 4-GOOH~4 |
12 C4H9 ciclohexilo , ;
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Ejemplo R1 Rz

13 H 2~feni 1~6-me tox ~4~quinolilo
1 CoHg ~(0Hy) 4 1~CHy

16 H -06H 4-SO2F-4

17 H ‘ -06H3(N02-2) (8021?-4)
18 H 9-acridiniloe

19 CSHQ 08H17

20 (C3Hy) NOH, | CgH, ;0

21 GH201—0H01 m-nitrofenilo

22 : OHQCHZCOOH 3~fenilpropilo

23 CH20H:CHCH20H3 isoamilo

24 C=C—CH3 CH 3

25 ¢ 4H9 p-nitrofenilo

26 CH 3 m-nitrofenilo

27 H p-clorofenilo

28 H p-bromofenilo

29 H 'in—fluorfenilo

30 H 2,5-difluorfenilo

31 H 06H3(302F)2-2,6

32 H o~-metoxifenilo

33 H p-tolilo

34 H 4-carboximetoxifanilo




'Z; ﬁ 3 B A A 5
t] NJ " .
Ejemplo ' R1' 32
37 H (2,6-dimeti1—4-1mobutil Jfenilo
38 CHy C4oto5
39 H 2-fenetilo
40 H GH20H(OH) (CH.Z)Q--C!H3
41 H 4~bifenililo
42 H OH200002H5
43 H CH(CH ) C00C,H,
44 H rentafluorfenilo
45 H o-clorbencilo
46 H 3y4~dimetoxibeneilo
47 H o-trifluormetilfenilo
48 H | 2=(2,6~d1ibromo~4-aminofenox )
-etilo _ |
49 H 2=(2,6~31 bromo=4 -2 ce tami dofeno
xi)-etilo |
50 H 3-fenilpropilo |
51 H 4~fenilbutilo
52 H ‘2-fenilpropilo
53 H "|4~fenilbenecilo
54 H 2=-piridilo
55 H 2-isobutenilo




[ EJemplo R Ry
57 H cielopropilo
58 g cicloutilo
59 H 2-naftilo
60 H 2-(1,2, 3,4~tetrahidronartilo)
61 amilo amilo '
62 H CgH 4301 8H37'2
63 H 6H S0 CF3-4
64 H (oF,) 8CH;
65 H 2,4,6~trinitrofenilo
66 CH3 CHch(OH) CGHS
67 CH3 GHZCH( SH) 0H3
68 C’H3 GH20(CH3)280H20(0H3)2$H
69 H 5-ciano-6~cloro-2-piridilo
70 H éHZGHQCHZSOBH
71 H - 2=tiazolilo
72 K 3y4-metilendioxibeneilo
73 i o1olohexi Imetilo
74 H C’H2 20H CH(CHB)CGH
75 CH 3 GH20H2NHCH20H2C!6H5
76 H 4-piridil-N-éxido
77 H 4-enino-5-cloro-3-piridazinile
78 H 5-nitro-2-pirimidilo
79 H 1,3,4~tiadiazol~2-ilo




Ejemplo R1 R2
80 H 1,2,5~t18d1bzol-3-110
81 |beneilo | benoils |
82 " 3-met11-5-nitro-2-piridile
83 H 2-metil§u1fon11~3,5-dioloro—4epiridilo
84 H 2-bencimidagzolilo
85 H 8~-puriniloe '
86 H 3-(4-piridilo)-propilo
87 H 6-purinilo
88 H 1-adaméntanilo
89 H hexacloquuinolin~4hilo
90 H 0H20H=OHU6H5
91 H 3-piridilmetilo
92 H 1~metil~8-purinilo
93 H 3-met11-8-purinilo
94 H T-metil-8~-purinilo
95 CH, -( CH2)-OCOCH3
NCTA

Descrita suficientemente 1g naturaleza del in-

vento, asi como la manera de realizarse en lg préctica, de-

5e be hacerse constar que las disposiéiones'anteriormente in-

dicadas son susceptibles de modificaciones de detslle en




10.

15.

20.

cuanto no alteren su principio fundemental, También se
hace constar que el invento corresponde a una solieitud de
petente presentada en Italia con el n? 89608 A/T1 de 24 de
Junio de 1971, acogiéndose por lo tanto & los beneficios
que conceden los Convenios Internéoionales en vigor, sien-
do 1o que constituye la esencia del referido invento por
lo que se solicita Patente de Inveneién por 20 afios en Es—
pafia, sobre: PROCEDIMIENTO PARA FREPARAR RIFAMTCINAS SV;
caracterizéndose yor lo sigulente:

1.~ Procedimiento pare preparer rifamicinas SV,
de férmula general:

'Me Me

Me ©
en la que R1 y R2 8e eligen independientemente eﬁtrg:
a) hidrégeno, b) alquilo, ¢) alquenilo, d) alquinilo,
e) arilo, f) aralquilo, g) heterociclice, h) cicloalquilo,
¥y en cuye férmulas solo uno de los radicales R1 y R2 pueden
gser hidfégeno © alquilo inferior de 1 a 4 &tomos de carbo-
no; y 8i estd presente hidrégeno o alquilo inferior, el
otro gimbolo de los R1 6 R2 deberé.ser alquilo sustituido
0 hidroxiaslquilo de por lo menos 5 &tomos de carbono o un

alquilo sustituido diferente al raedical dimetilaminoetile,



5.

10.

15.

ke

© un miembro de los grupos ¢) a h) en donde arilo es dis—
tinto a fenilo y p-carboxifenilo, y aralquilo es distinto

a beneilo, y en donde R3 es -H 6 GHBGO; ¥y los derivados

16, 17, 18, 19, 28, 29-hexahidro ¥ 27-demetoxi-27~hidroxi;
caracterizado porque comprende boner en contacto una 3-for-

mil-rifamieina de férmula:
Me Me

en la que R3 se define como enteriormente, o el correspon—

diente derivado hexahidro, con uns hidraging de férmule

H2N-NR1R2 en la que R1 y R2 se definen oomJ anteriormente,
2.~ Procedimiento paras rreparar rifemicinas sv,

. tal y como queda sustancialmente descrito en la presente

Memoria.
Esta Memoria consta de 34 hojas esoritas a mé~-
quina por una sola care. 7
Medrid,
GRUPPO LEPETIT S.p.A.

-1 FEB. 1975

L_GUMEZ ACERD ¥ MBDEY
| Eh'madon L Gaota Feragad,,
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