
PATENTE BE INVENCION

Lp. 462.

S E C C IO N  T E C N IC A  

CLAbíSLACION I. P. C.
CLASE ________

SINGLASE____

* 3

o /K e m & á a 'e á c u ^ iíw a

¿o£te:

PROCEDIMIENTO PARA PREPARAR RIFAMICINAS SV.

¿O&áciíanie GrRUPPO LEPETIT S .p .A ., en tid ad  i t a l i a n a ,  re s id e n te  en 

V ia Durando, 38, MILAN, I t a l i a .

I n t  C1
2.

La p re se n te  inveno ión  se re la o io n a  con un proqe 

d im iento  p a ra  p re p a ra r  nuevos deriv ad o s de 3 - f o r m i l - r i f a -  

m ioina SV. Más p a r tic u la rm e n te , l a  inveno ión  se re la o io n a  

con un proced im ien to  p a ra  p re p a ra r  h id razo n as  de 3 -fo rm il-  

5. r i fa m io in a  SV de fó rm ula general»
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en l a  que y se e lig e n  independientem ente  e n tr e :  - 

a ) h idrógeno 

h) a lq u i lo

5 . o) a lq u e n ilo
‘  -

d )  sa lq u iñ i lo
y  ̂■

e) a r i l o

f )  a r a lq u i lo

g) h e te r o c íc l io o

10. h ) c io lo a lq u i lo

y en ouya fó rm ula  so lo  uno de lo s  rad io ia le s  R̂  y R2 pueden 

s e r  h id rógeno  o a lq u i lo  i n f e r i o r  de 1 a  4 átomos de carbono; 

y s i  e s tá  p re se n te  h idrógeno o a lq u i lo  i n f e r i o r ,  e l  o tro  sím­

bolo de lo s  R.j ó Rg deberá s e r  a lq u i lo  in s u s t i tu id o  o h id ro x i-  

15. a lq u i lo  de p o r lo  menos 5 átomos de carbono o un a lq u i lo  su s­

t i t u id o  d i f e r e n te  a l  r a d ic a l  d im e tila m in o e tilo , o un miembro 

de lo s  grupos c) a  h) en donde a r i l o  e s  d i s t i n to  a  f e n i lo  y 

p -o a rb o x if e n i lo , y a r a lq u i lo  e s  d i s t in to  a  b e n o ilo , y en don­

de R.. e s  -H ó CH,C0. Debe tam bién en ten d e rse  que lo s  compues- 
3 3

20. to s  hexah id ro  y lo s  compuestos 2 7 -d em eto x i-2 7 -h id ro x i, co­

r re s p o n d ie n te s , e s tá n  in c lu id o s  en l a s  h id ra z o n as  de 3- f o r -
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m ilr ifa m ic in a  SV o b ten id as  m ediante l a  in v en c ió n .

Normalmente, lo s  grupos a lq u i lo ,  a lq u e n ilo  y  a l -  

q u in ilo  t ie n e n  como máximo 20 átomos de carbono aproxim ada­

m ente. E sto s  grupos pueden s e r  de cadena norm al o ra m if ic a ­

da y pueden e s t a r  in s u s t i tu id o s  o co n ten e r uno o más s a s t i -  

tu y e n te s  sobre l a  cadena carbonada. Ejem plos de t a l e s  a u s t i -  

tu y e n te s  son halógeno ( f lú o r ,  c lo ro , bromo, yodo), n i t r o ,  

amino, mono- y d ia lq u ila m in o , c ian o , h id ro x i ,  á lc o x i ,  a r i l -  

o x i, c a rb o x i, c a rb a lo o x i, carbam ilo , f lu o r s u l f o n i lo ,  su3.fo 

y s imi l a r e s .  En a d ic ió n , lo s  grlipos a lq u e n ilo  pueden co n te ­

n e r  uno o una p lu ra l id a d  de dob les e n lac e s  y lo s  grupos a l -  

q u in ilo  pueden co n ten e r uno o una p lu ra l id a d  de t r i p l e s  en­

la c e s .

lo s  grupos a r i l o  y  a r a lq u i lo  pueden tam bién e s ta r  

in s u s t i tu id o s  o te n e r  uno o más grupos s u s t i tu y e n te s  s i tu a ­

dos en e l  a n i l l o ,  inc luyendo , p o r ejem plo, a lq u i lo  i n f e r i o r  

de 1 a  4 átomos de oarbono, h a lo , h a lo a lq u ilo  i n f e r i o r ,
s

amino, mono- y d ia lq u ila m in o , c ian o , c a rb o x i, h id ro x i ,  a c i l -  

o x i, c a rb a lc o x i, n i t r o ,  carbam ilo , s u lfo , su lfam ido , f lu o r ­

s u lfo n ilo  y  s im i la r e s .  Los grupos c ic lo a lq u i lo  contendrán  

normalmente de 3 a  18 átomos de carbono aproxim adam ente.

IfiB m itad es  h e te r o c ío l io a s  ú t i l e s  en l a  p re sen te  

in v en c ió n  in c lu y e n  lo s  grupos de a n i l lo s  h e te r o c íc l ic o s  

mono- o p o lin u c le a re s  conteniendo cómo mínimo un h e te r o á to -  

mo se leccionado  e n tre  oxígeno, n itró g en o  o a z u f re .
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En l a  p a te n te  USA 1P j . 342.810 se d e sc rib e n  c i e r ­

t a s  h id razo n as  de 3 - fo rm il- r ifa m ic in a  SV. E sto s  compuestos 

aunque poseen una buena a c t iv id a d  a n t ib a c t e r i a l  no poseen 

p rao ticam en te  e fe c to  alguno c o n tra  b a c te r ia s  que han lleg ad o  a  

s e r  r e s i s t e n t e s  a  o t r a s  r ifa m ic in a s , en e s p e c ia l  l a  3- ( 4-m e ti l  

- 1 -p ip e  raz in il-im in o m e  t i  l j - r i f a m i  c iñ a  SY ( r i f a m p ic in a ) , que 

c o n s ti tu y e  elcom puesto más conocido y  te rap éu ticam en te  ú t i l .

Es b ien  conocido p o r a q u e lla s  pe rso n as  e x p e r ta s  en 

e l  campo de lo s  a n t ib ió t ic o s ,  que ouando una cepa de m icro­

organismo l l e g a  a s e r  r e s i s te n te  a  una droga a n t ib ió b ic a  p a r­

t i c u l a r ,  es  b a s ta n te  d i f i c i l  e n c o n tra r  o tro  compuesto de l a  

misma f a m il ia  de a n t ib ió t ic o s  que sea  capaz de i n h i b i r  e l  

c rec im ien to  de d icho  m utante r e s i s t e n t e .  En algunos casos, 

e s  muy d i f i c i l  e n c o n tra r  compuestos que sean  a c t iv o s  co n tra  

d ich a  cepa r e s i s t e n te  in c lu so  e n tre  o tr a s  e sp e c ie s  d i f e r e n ­

t e s  de a n t ib ió t i c o s .

Sorprendentem ente, se ha encontrado  que lo s  com­

p u esto s  o b ten id o s  m ediante e s ta  in v en c ió n  son capaces de in ­

h i b i r ,  a  b a ja  co n cen trac ió n , e l  c rec im ien to  de cepas r e s i s ­

te n te s  a  l a s  o t r a s  r if a m ic in a s . En p a r t i c u l a r ,  lo s  compuestos 

de lo s  ejem plos 1, 2, 11, 12, 13» 14, 15» 23 y 25, a  una con­

c e n tra c ió n  de l 0yug/m l aproxim adam ente, o menos, in h ib en  e l  

c rec im ien to  de una oepa de S taph . au reus fo u r  r e s i s t e n te  a  

l a  r ifa m p ic in a .

lo s  compuestos ob ten id o s  según l a  in v en c ió n  son en 

g e n e ra l  muy a c t iv o s  tam bién c o n tra  l a s  b a c te r ia s  G-ram-posi-



t i v a s  y G ram -negativas, u s u a le s . En p a r t i c u la r ,  lo s  compues­

to s  m uestran  una a c tiv id a d  n o ta b le  c o n tra  S taphyloooccus 

a u re u s , S trep to co ccu s f a e c a l i s , S trep to co ecu s hem oly ticus 

y D iplococcus pneumoniae s t r a i n s . En e s to s  c aso s , l a s  g&^: ' 

mas de co n cen trac ió n  mínima de in h ib ic ió n  o s c i3an e n tre  0,001 

y 0 ,5yug/mg aproximadam ente.

O tra  c a r a c t e r í s t i c a  muy Im portan te  de lo s  compues­

to s  o b ten id o s  segdn l a  in v en c ió n , r e s id e  en su a c tiv id a d  -de 

in h ib ic ió n  de po lim erasas  DNA que son c a r a c t e r í s t i c a s  de 

l in f o b la s to s  sanguíneos leucém icos en humanos y c o n tra  l a s  

t r a n s f e r a s a s  (p o lim erasas) n u o le o t id i l io a s ,  t í p i c a s , d e 'v i ­

ru s  no u t i l i z a d o s  por l a 3 c é lu la s  norm ales. A p a r t i r  de lo s  

e s tu d io s  sobre miembros r e p re s e n ta t iv o s  de grupos de v i r u s ,  

se sabe que lo s  mismos pueden t r a n s p o r ta r  o in d u c ir  en l a s  

c é lu la s  a n f i t r io n a s  po lim erasas  como una p a r te  e s e n c ia l  de 

su a p lic a c ió n . De e s te  modo, e x is te n  v i r u s  t a l e s  como p io o r— 

n a v iru s  o p o l io v iru s  que inducen  l a  p o lim erasa  RNA depen­

d ie n te  de RNA m ie n tra s  que o tro s  g rupos, t a l e s  como v iru s  

de le u ce m ia -sa rco m a .tran sp o rta n  -una p o lim erasa  DNA depen­

d ie n te  de RNA. l a  p re se n c ia  y e l  papel muy im portan te  de 

l a  t r a n s c r ip ta s a  in v e rs a  de l a  p o lim erasa  DNA depend ien te  

de RNA en v i r u s  RNA oncogénicos, ha s id o  d e sc u b ie r ta  por 

D. B a ltim o re , N átu re , 226, 1209 (1970) y por H.M. Temin e t  

a l . ,  N a tu re , 226,1211 (1 970). El r e c ie n te  descub rim ien to  de 

l a  enzima de p o lim erasa  DNA depend ien te  de RNA en v i ru s  t u -  

m orales RNA de e sp e c ie s  an im ales , ha s id o  confirm ado tam bién



por o tro s  a u to re s , t a l  y como se in d ic a ,  por ejem plo, en lo s  

s ig u ie n te s  documentos:

Green e t  a l . :  mecanismo de c a rc in o g e n is is  por v i ­

ru s  tu m o ra les  RNA. Una p o lim erasa  DNA depend ien te  de RUA- - 

en v i r u s  de sarcom a. P roc. N a t.A cad .S c i. USA 67, 385-393,. 

1970.

Spiegelm sn e t  a l . :  c a r a c te r iz a c ió n  de lo a  produc­

to s  de p o lim erasa  DNA d i r ig id o s  a  RNA en v i r u s  RNA oncogén i- 

co s , N a tu re , London, 227. 563, 1970.

H atanaka e t  a l . :  a c t iv id a d  de p o lim erasa  DNA a so -  

c ia d a s con lo s  v i r u s  tum o ra les  RNA. P roc . N a t.A cd .S c i. USA,

67, 143, 1970.

S co ln ick  e t  a l . :  s í n t e s i s  de DNA por RNA co n ten ien ­

do v i r u s  tu m o ra le s . P roc. N a t.A c a d .S c i., USA, 67, 1034, 1970.

La im p lic a c ió n  de v i r u s  RNA en c ie r to s  tum ores, 

ha s id o  apoyada tam bién por o tro s  f a c to r e s :  se ha en co n tra ­

do que l a  t r a n s c r ip ta s a  in v e rs a  e s tá  p re se n te  en p a r t íc u la s  

de le c h e  humana o b te n id a s  de m ujeres con una h i s t o r i a  fam i­

l i a r  de cán ce r de mama y de p ersonas im b ricad as . (S choln  e t 

a l .  N a tu re , 231. 97, 1971). P r io r i  e t  a l .  (N a tu re , New 

B io logy , 23,2. 16, 1971) han a is la d o  un v i r u s  denominado ESP-1, 

que c o n tie n e  t r a n s c r ip ta s a  in v e rs a ,d e  c é lu la s  d e l  f lu id o  

p le u r a l  de un  n iño  con lin fo m a y lo  han d e sa r ro l la d o  con 

é x ito  en c u l t iv o s  de t e j i d o s .  La p re s e n c ia  en e l  cáncer de 

mama humano de homólogos RNA a l  v i r u s  tum oral RNA de mama 

de r a to n e s ,  ha  s id o  dem ostrada a  t r a v é s  de lo s  experim entos
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de h ib r id a c ió n  m olecu lar de II. Axel e t  a l .  (Nal-uro. 2¿5,

32, 1972).

En l a  a c tu a lid a d  no e x is te n  drogas e f ic a c e s  p a ra  i 

e l  tra ta m ie n to  de enferm edades v i r a l e s  puesto  que lo a  v iru s  

y c é lu la s  t ie n e n  req u e rim ien to s  m etab ó lico s  comúnes a s i  co­

mo id é n t ic a s  t r a y e c to r ia s ,  l a  in v e s t ig a c ió n  más próm efedora 

en l a  quem oterapia v i r a l  c o n s is te  c laram en te  en e l  proyecto  

de p rod u c to s  quím icos adecuados que se combinan e s p e c íf ic a ­

mente con p o lim erasa  de c é lu la s  v i r a l e s  o de c é lu la s  t r a n s ­

formadas en v i ru s  pero no con po lim erasas  de o é lu la s  a n f i -  

t r io n a s  que c o n tro la n  l a  ex p resió n  de in fo rm ac ió n :g e n é tica  

de lo s  v i r a s ,  lo s  in h ib id o re s  e s p e c íf ic o s  de l a s  enzimas 

de c é lu la s  v i r a l e s  o transfo rm adas en v i r a s  y , en p a r t i c u la r  

lo s  in h ib id o re s  de po lim erasas  de v i ru s  tum o ra les  RNA, pue­

den te n e r  un p ap e l im p o rtan te  a l a  hora  de p ro b a r la s  d ro ­

gas p a ra  l a  t e r a p ia  de l a  leucem ia y p a ra  o t r a s  te r a p ia s  ! 

c a n o e rig e n a s ,

l a  a c tiv id a d  i n h i b i to r i a  de lo s  compuestos o b te n i­

dos según l a  in v en c ió n , ha s id o  ensayada sobre po lim erasa  

DITA depen d ien te  de RNA de v i ru s  de sarcoma (endógenos) y 

l a  a c t iv id a d  de p o lim erasa  DNA depend ien te  de RNA de e n z i­

mas p u r if ic a d a s ,  l a  in h ib ic ió n  fue  ensayada de acuerdo con 

lo s  métodos d e s c r i to s  por C. Gurgo e t  a l . ,  Ñafiare, New 

B io logy , 229, 111, 1971.

El e fe c to  de la s  d i f e r e n te s  co n cen trac io n es  de 

drogas sobre  l a  a c t iv id a d  de l a  p o lim era sa , fue determ inado
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a  t r a v é s  de l a  in c o rp o ra c ió n  de ^H-dTTP ( t r i f o s f a t o  de t im i-  

n a -d e o x ir ib o s id o  t r i t i a d o )  en l a  f r a c c ió n  in s o lu b le . Un ejem­

p lo  t í p i c o  de lo s  p ro ced im ien tos ex p erim en ta le s  es  e l  s i ­

g u ie n te :

1) A islam ien to  de v i r u s  y p u r if ic a c ió n  de l a  p o lim erasa ' v i r a l  

E l v i ru s  se a i s l a  y p u r i f i c a  de c é lu la s  de - ra ta  

tran sfo rm ad as  en v i r u s  de sarcoma de m urina (a is la m ie n to  de 

Ifolcmey) ( c é lu la s  78A1) y de c é lu la s  de r a tó n  tran sfo rm ad as 

en v i r u s  de sarcoma de m urina (a is la m ie n to  de Harvey) (,cé- 

l u l a s  MEH) como a n te r io rm e n te  se ha  d e s c r i to  (Oreen e t  a l . ,  

F ro c .N at.A cad .S c i USA 67, 385-393, 1970, Rokutanda cu a l . ,  

E a tu re , 227. 1026-1028, 1970). La p o lim erasa  v i r a l  se p u r i ­

f i c a  20-40 veces por in cu b ac ió n  de v i ru s  p u r if ic a d o  con 

0 ,5  Í° NP-40 (n o n id e t P-40) en c lo ru ro  sódico  0 ,1 M, tampón 

T r is  0,01 M (pH 7 ,6 ) ,  EDTA 0,001 M, d u ran te  5 m inutos a  tem­

p e ra tu ra  am biente, y c e n tr ifu g a c ió n  zo n a l en g ra d ie n te s  de 

su c ro sa  a l  15-30  $  en 10 m ilim o les de tampón de f o s f a to  só­

d ico  (pH 7 ,4 ) ,  2 ,5  m ilim o les de c lo ru ro  de m agnesio, 10 m i l i -  

m oles de d i t i o t r e i t o l  y 5 í» de g l i c e r o l ,  d u ran te  24 h o ra s , a 

38.000 r .p .m . en un r o to r  Spinco SW41. Las f ra c c io n e s  máxi­

mas de a c t iv id a d  en z im ática  (13-17) de 22 f ra c c io n e s  re c o g i­

d a s , Bon in tro d u c id a s  en un tanque y  alm acenadas a  -702C en 

g l i c e r o l  a l  3P 

Ensayo de l a  p o lim erasa  UNA

Se r e a l i z a  l a  in cu b ac ió n  de l a  enzima d u ran te  1 

ho ra  a  3720 en 100/ u l  de m ezcla de re a c o ió n  con ten iendo  40
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m ilim o les  de tampón T ria  (pH 8 ,0 ) ,  5 m ilim oles de d i t i o t r e l -  

t o l ,  30 m ilim o les de c lo ru ro  só d ico , 2,5 m ilim o les de c lo ru ro  

de m agnesio, 0 ,1  m ilim o les de dATP, dGTP, dCTP y 10yuGi de. 

% -d lT P  (1218  Ci/mmol) t a l  y como d esc rib e  Green e t  a l .  en" 

P ró c .N a t.A cad .S c i. USA 67, 385-393, 1970. La re a c c ió n  es  t e r ­

minada m ediante l a  a d ic ió n  de I 50y u l de ác id o  p e rc ló r ic o  1N;~ 

Como v eh ícu lo  se añade DNA de timo de te rn e ra  (lOOyug)j e l  

p roducto  LUA ra d io a c tiv o  es  procesado en l a  forma d e s c r i t a ^ '  

en lo s  dos a r t í c u lo s  mencionados a n te r io rm e n te . La a c t iv id a d ' 

de l a  p o lim erasa  DNA dependien te  dé HNA endógeno e s  m ed ida '' ’ 

después de l a  a d ic ió n  de 0,01 PN-40 a  v iru s  p u r if ic a d o  a l

mismo tiem po que e l  ensayo. La a c t iv id a d  de p o lim erasa  DNA 

de p o lim erasa  v i r a l  p u r if ic a d a  se mide con 2^ug de p o l i  d(A-T) 

como p a tró n  y no NP-40.

Ensayo con re sp e c to  a  l a  in h ib ic ió n  po r lo s  d e riv ad o s  de r i -  

fam ic iñ a

lo s  d e riv ad o s  de r ifa m io in a  se d isu e lv e n  en d im e ti l -  

su lfó x id o  (IMSO) a  una co n cen trac ió n  de 5 mg/ml y se alm ace­

nan a  4fiC. La in h ib ic ió n  de l a  a c t iv id a d  de p o lim erasa  DNA 

depend ien te  de HNA endógeno es  ensayada m ediante l a  a d ic ió n  

de 2yUl de derivado  adecuadamente d i lu id o  en MSO ó 2^ul de 

IMSO (c o n tro l)  a  l a  m ezcla d e l ensayo a n te s  de l a  a d ic ió n  a 

v i r u s  ro to  que co n tien e  l5-30^ug de p ro te in a  v i r a l .  La in c u ­

bación  e n z im á tic a  se r e a l i z a  du ran te  60 m inutos a  37®C. La 

in h ib io ió n  de l a  enzima p u r if ic a d a  se ensaya m ediante p r e - in -  

cubación  de 2^ u l  de derivado  o IMSO con 30y u l de enzima (1 a
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^  u

2^u de p ro te in a )  duran te  10 m inutos a  37SC; a co n tin u ac ió n  

se añaden 70^ul de m ezcla de s u s t r a to  y l a  m ezcla se incuba 

y  p ro cesa  ad ic io n a lm en te  en l a  forma a n te rio rm en te  d e s c r i t a .

Un lo s  ensayos re p re s e n ta t iv o s ,  lo s  compuestos de 

l a  in v en c ió n  deso íd .tos en lo s  ejem plos 1 1 , 12, 13, 14, 15 y 16 

a una c o n cen trac ió n  de 2 -  lOO^ug/ml o menos, reducen-, l a  in ­

co rp o rac ió n  de H^-dTTP a menos d e l 10 i¡> en com paración con 

lo s  ensayos de c o n tro l ,  lo  que dem uestra claram ente  l a . i n h i ­

b ic ió n  d e l mecanismo de carcinógena s i s  m ediante v i ru s  tumo- 

r a l e s  RNA de acuerdo con lo s  pun tos de v i s t a  'bioquím icos más 

r e s ie n te s .

E l e fe c to  in h ib i to r io  de l a s  t r a n s c r ip ta s a s  in v e r ­

sa s  ha  s id o  confirm ado tam bién m ediante un ensayo sobre p o l i -  
«

m erasa de v i r u s  de leucem ia m urina . La p o lim erasa  RNA de 

v i r u s  de leucem ia  m urina se p re p a ra  a  p a r t i r  de v i r u s  ro to s  

TRITON X 100 t a l  y como d e sc rib e  G allo  e t  a l . ,  N a tu re , New 

B io logy , 232. 141 (1971)- E l v i r u s ,  ta n to  d e l t ip o  Rauscher 

como d e l t ip o  Moloney, se p u r i f i c a  previam ente m ediante con­

g reg ac ió n  en l a  re g ió n  de 1 ,16  g /m l de un g ra d ie n te  de den­

s id ad  de su cro sa  después de l a  c e n tr ifu g a c ió n  i n i c i a l  a 

b a ja  v e lo c id ad  p a ra  e lim in a r  lo s  r e s to s  c e lu la r e s  y enlechando 

sobre  su cro sa  a l  60 fa h a s ta  su c ro sa  a l  20 La co n cen trac ió n  

f i n a l  de p re p a rac ió n  d e l v i r u s  e s  de 1011 p a r t íc u la s /m l .  Como 

c o n tro l  o p a tró n  se u t i l i z a  RNA 703 endógeno. Las co n cen tra ­

c io n es  de 50^ug/m l o in f e r io r e s  fu e ro n  e f ic a c e s  a  l a  h o ra  de 

i n h i b i r  l a  enzim a. Por e jem plo , l a s  in h ib ic io n e s  d e l 50 %



aproximadamente fueron  o b ten id as  con co n cen trac io n es  de so lo  

5 yug/til> aproximadamente, de compuestos re p re se n ta ­

t iv o s .

Se o b tu v ie ro n  re s u lta d o s  s im ila re s  empleando p o l i -  

m erasas de c é lu la s  tum orales de o rig en  humano. En e s te , caso , 

l a  a c t iv id a d  in h ib i to r i a  fue e s tu d ia d a  tam bién sobre p o l i -  

m erasas de c é lu la s  norm ales p a ra  c a r a c te r iz a r  un e fe c to  se ­

le c t iv o .  Los d e riv ad o s  de r lfa m ic in a  de fórm ula I ,  re p re se n ­

ta t iv o s ,  han sido  evaluados con re sp ec to  a  sus e fe c to s ''s o ­

bre  dós p o lim erasas  DNA p u r if ic a d a s  a is la d a s  de ( i )  l i n f o c i -  

. to s  sanguíneos norm ales humanos (e s tim u lad o s con PHA) (2) 

una l ín e a  de c é lu la s  de l in f o b la s to s  (d e riv ad a  de un donador 

norm al) y (-3) l in f o b la s to s  sanguíneos leucém icos, humanos.

3e u t i l i z a r o n  c o n tro le s  o p a tro n e s  s in t é t i c o s  y /o  n a tu r a le s .

Un ejem plo t íp ic o  d e l p roced im ien to  exp erim en ta l 

e s  e l  s ig u ie n te :

L in fo b la s to s  sanguíneos humanos

Los l in f o b la s to s  leucém icos son a is la d o s  de l a  san­

g ra  p e r i f é r i c a  de p a c ie n te s  con leucem ia l i n f o c í t i c a  aguda 

(ALL) m ediante le u c o f o re s is .  Las c é lu la s  son lav ad as  y lo s  

e r i t r o c i t o s  se separan  m ediante l i s i s  h ip o tó n ic a . Los l i n f o -  

c i to s  norm ales son ob ten id o s  de l a  sangre p e r i f é r i c a  de dona­

d o res  sanos después de l a  sep a rac ió n  de g ra n u lo c ito s  median­

te  c ro m ato g ra fía  en columna de n y lo n . E sto s  fu e ro n  e s tim u la ­

dos con f i to h e m a g lu tin in a  (PHA) d u ran te  72 h o ra s  como se d e s-



c r ib e  an te r io rm e n te  (G allo  e t  áL N atu re , 228, 927, 1970; G allo 

e t  a l .  S c ien ce , 165, 400, 1968) con e l  f i n  de m axim izar l a  

a c t iv id a d  de l a  po lim erasa  DNA.

S in  embargo, debido a  lo s  problem as lo g í.s t ic o s  p a ra  

l a  ob ten ció n  de c an tid ad e s  s u f ic ie n te s  de e s ta s  c é lu la s ,  se 

u t i l i z a  una l ín e a  de c é lu la s  de c u lt iv o  de te j id o  '•normal'" 

humano (1788) p a ra  s u m in is tra r  p o lim erasas  DNA menos p u r i ­

f ic a d a s  du ran te  p a r te  de lo s  e s tu d io s  de reconocim ien to  i n i “ 

c i a l .  lo s  com puestos de i n t e r é s  fu e ro n  e s tu d ia d o s  en tonces 

más d e ta llad am en te  con l a s  enzim as más p u r if ic a d a s  de lo s  

l i n f o c i t o s  sangu íneos norm ales y leucém icos. E s ta s  c é lu la s  

de c u lt iv o  de t e j i d o s  fu e ro n  o b te n id a s  de A sso c ia ted  Biomedio 

System, I n c .

P reparados de p o lim erasa  DNA

La p o lim erasa  DNA c e lu l a r  se e x t r a c ta  y p u r i f ic a  

de l i n f o c i t o s  sanguíneos norm ales (e s tim u lad o s  con PHA) y 

l i n f o c i t o s  sangu íneos leucém icos y c é lu la s  l in f o id a s  1788, 

m ediante hom ogeneización en tampón h lp o to n ico  seguido p o r 

T r i tó n  X 100 y /o  e lev ad a  e x tra c c ió n  con s a le s  d e l  p e l l e t  ex - 

t r a l is o s o m a l .  Después de l a  c e n tr ifu g a c ió n  d i f e r e n c ia l ,  lo s  

e x t r a c to s  o e lu la r e s  3on p u r if ic a d o s  ad ic io n a lm en te  m ediante 

c e lu lo s a  DEAD, fo s fo c e lu lo s a  y c ro m a to g ra fía  en columna 

Sephadex G 200.

Ensayos con p o lim erasa  DNA

Los ensayos con p o lim erasa  DNA se r e a l iz a n  en un
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volúmen f i n a l  de lOO^al. La m ezcla de ensayo co n tien e  tampón 

de T ris-H C l, pH 8 ,3 , 50 inmoles; MgAc, 6 ,0  inmoles; d i t i o t r e i -  

t o l ,  8 ,0  mmoles; NaCl, 60 inmoles. E l a ju s te  d e l v a lo r  pH se 

r e a l iz a  después de l a  a d ic ió n  de lo s  in h ib id o re s  lo s  cu a le s  

se d isu e lv en  previam ente en d im e tiIsu lfó x id o  (DtóSO). La con­

c e n tra c ió n  f i n a l  de LMSO es de 0 ,5 f» y to d as  l a s  m u estras  de 

c o n tro l in c lu y en  e s ta  c an tid ad  de IMSO. Se u t i l i z a  en e l  en­

sayo una co n cen trac ió n  de enzima que c a ta l i z a  una in c o rp o ra ­

c ió n  de aproximadamente 1 ,0  pm ol/hora. La enzima es  p ré - in c u -  

bada, en l a  mayor p a r te  de lo s  caso s , du ran te  5 m inu tos, Con 

e l  in h ib id o r .  La re a cc ió n  se i n i c i a  en tonces m ediante l a  a d i ­

c ió n  de c o n tro l o p a tró n  de o b ien  DNA s in té t i c o  (p o l i  d(AT), 

M iles Lab.) o b ien  de h ib r id o  de DNA.RNA (o lig o  d T .p o li rA ), 

a  5^Ag/ml o c o n tro le s  n a tu ra le s :  DNA de espeim a de salmón 

a c t iv o  a  50^ug/ml y RNA v i r a l  70S endógeno; 10^uCi de (% -a e -  

t i l ) -T T P  (New England N uclear, 18,6  mCi/^umol, l i o f i l i z a d o  

y re d is u e l to  en HC1 0,01 M ju s to  a n te s  de su u t i l i z a c ió n )  y 

dATP (8 x 10-5 M, con c o n tro l s in té t i c o )  o lo s  t r e s  t r i f o s f a ­

to s  de deoxinucleox ido  (8 x 10~^ M con re a cc io n e s  de c o n tro l 

de RNA o DNA). En algunos experim entos, no se r e a l iz ó  l a  

p re -in cu b ac ió n  de l a  enzima con in h ib id o r .  En e s to s  casos, 

l a s  re a cc io n e s  son in ic ia d a s  m ediante l a  a d ic ió n  de l a  enzima 

a  l a  m ezcla de re a cc ió n  com pleta que in c lu y e  e l  in h ib id o r .

Se e x tra e n  m u estras  a l  comienzo de l a  in cu b ac ió n  y después de 

30 m inutos y se termina mediante l a  a d ic ió n  de 2 mi de p i ro f o e f a -25
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to  sódico  0 ,08  I  y  se p r e c ip i t a  en ácido  t r i c lo r o a c ó t io o  

f r i ó  a l  12,5 i> (TOA) con RNA de lev ad u ra  (400yug) como ve­

h íc u lo .  lo s  p roductos son reco g id o s  sobre un f i l t r o  de m i l i -  

p o ra s , se la v an  extensivam ente  oon TCA a l  5 $ y 1 mi de una 

m ezcla DMSO-etanol-NaCl 0,1 M (0 ,5 :7 0 :2 9 ,5 )»  se secan  y so 

re c u en ta n  en 2 mi de BBS^ (Beokman) y  10 mi de l i q u i f l u o r  

(New England N uolesr) en vui con tado r de e s c in t i la o ió n  de l í ­

quidos Paokard.

En lo s  experim entos r e p re s e n ta t iv o s ,  se averiguó  

q u e sl a s  co n cen trac io n es  com prendidas e n tre  5 y 1Oyug/ml de 

compuestos de lo s  ejem plos 11 y 12 provocaban una in h ib ic ió n  

d e l  50 de l a  p o lim erasa  leucém ioa oon un  c o n tro l o p a tró n  

de DNA s in t é t i o o .  l a  re a c c ió n  c o n tro la d a  m ediante un c o n tro l 

de RNA s in té t io o  (p o l i  rA .rü ) fue  in o lu so  más s u s c e p tib le .

lo s  experim entos r e p re s e n ta t iv o s  r e a l iz a d o s  con un 

o o n tro l n a tu r a l  sobre una p o lim erasa  de o é lu la s  norm ales y 

tum o rá les  dem ostraron  una s u s c e p t ib i l id a d  s u p e r io r  de l a s  

enzim as tum o ráles  con re sp e c to  a  lo s  compuestos d e l ensayo. 

Por ejem plo, una oonoen trao ión  de unos 5 /ug/m l de compuesto 

12 p ro p o rc io n a  una in h ib ic ió n  d e l  50 % de p o lim erasa  tum oral 

m ie n tra s  que es  p rác ticam en te  in a c t iv a  sobre  p o lim erasa  n o r­

m al. ;

O tras  c a r a c t e r í s t i c a s  b io ló g io a s  ex h ib id a s  por 

lo s  nuevos d e riv ad o s  de r if a m io in a , in c lu y e n  l a  in h ib ic ió n  

de form ación de fooos en c é lu la s  de r a tó n ,  de r a t a  y humanas
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m ediante l a  cepa de Moloney y K irs te n  de v i ru s  de sarcoma de 

m urina; in h ib ic ió n  s e le c t iv a  de l a  producción de v i r u s .p o r  

l a s  c é lu la s  de r a tó n  y humanas ya tran sfo rm ad as; d e tec c ió n  

de c é lu la s  r e v e r s ib le s  empleando lo s  s is tem as  c e lu la re s  d e l 

r a tó n  y de l a  r a t a ,  no p ro d u c to re s , transfo rm ados en v iru s  

de sarooma de m urina. lo s  compuestos de h id razo n a  de l a  p re ­

sente- in v en c ió n  han confirm ado además su  to x ic id a d  s e le c t iv a  

con re sp e c to  a  l a s  c é lu la s  transfo rm adas en v i ru s  de ra tó n , 

r a t a  y de o rig e n  humano, cuando se ensayaron con re sp e c to  a  

l a  capacidad de form aoión de c o lo n ia s .

En lo s  e s tu d io s  re a l iz a d o s  p a ra  d e te rm in ar e l  e fe e -  

to  de lo s  compuestos p a ra  in h ib i r  l a  form aoión de fo co s  me­

d ia n te  e l  v i ru s  de sarooma Moloney y sobre c u l t iv o s  de t e j i ­

dos BALB/3T3, se u t i l i z a  e l  s ig u ie n te  p roced im ien to .

Se d e s a r ro l la n  o c recen  c u lt iv o s  c e lu la r e s  BALB/3T3 

en m atraoes de p lá s t io o  de 250 mi en un medio de c rec im ien to  

c o n s is te n te  en medio e s e n c ia l  mínimo de Eagle con 10 $ de 

suero* bobino f e t a l .  lo s  reo u en to s  de o é lu la s  se e fe c tú a n  con 

un con tado r O o u lte r después de suspender l a s  c é lu la s  con 

trip sin a -E D lA  y d ilu o ió n  en e l  medio de c rec im ien to . Como ho - 

mogenato tum oral se emplea v i ru s  de sarooma de m urina Moloney. 

E ste  ú ltim o  se pasa  c u a tro  v eces por una l ín e a  em brio -ce lu - 

l a r  de r a tó n ,  de paso e levado , derivado  de Sw iss, y se ensa­

ya con re sp e o to  a  l a s  un idades de form aoión de focos en cé­

lu la s  BALB/ÍT3. En l a  r e a l iz a c ió n  de lo s  e s tu d io s , se u t i l i -
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za una m o d ificac ió n  d e l método d e s o r i to  por I ía r t le y  y Rowe, 

P ro c .N at.A cad .S o i. 5j>, 780, 1966, En e l  p re sen te  t r a b a jo ,  

lo s  m atraces son sembrados con 1-2 x  10 o é lu la s  en 25 mi 

de medio de c rec im ien to  y se incuba a  372C d u ran te  24 b o ra s . 

Después de l a  sep arao ió n  de f lu id o s ,  e l  v i r u s ,  en un nómero 

predeterm inado  de un idades form adoras de fo o o s, se in tro d u ­

ce en 0 ,5  mi de medio de c rec im ien to  y se d e ja  ad so rb er 

sobre  l a  monooapa de o é lu la s ,  du ran te  90 m inu tos, a  372C. 

Después de e s te  periodo  de a d so ro ló n , se añade una can tid ad  

p red e te rm in ad a , normalmente como una gama de d o s is  de 5 a  10
s

yug/m l, aproxim adam ente, de un compuesto de r i f a m ic in a  (p re ­

viam ente d is u e l to  en d im e tils u lfó x id o  a  una co n cen trac ió n  

de 1 mg/ml) y se t r a n s p o r ta  en 25 mi de medio de c rec im ien to , 

y lo s  c u l t iv o s  se d isu e lv en  a l  incubador. Como c o n tro l ,  se 

añade, a  un c u l t iv o  separado , d im e tils u lfó x id o  so lo  en e l  

medio de c re c im ien to . Después de 3 d ia s  de in o c u la c ió n , lo s  

c u l t iv o s  son cambiados de f lu id o s  y se re c u e n ta n , en e l  sép­

tim o d ia ,  lo s  focos de c é lu la s  tran sfo rm ad as.

Eíi e s te  mismo método, se e s tu d ia  e l  v i r u s  de e s to ­

m a t i t i s  v e s ic u la r ,  s e ro t ip o  de New J e r s e y . lo s  métodos em­

p lead o s p a ra  o re c e r  y ensay ar e s te  v i ru s  han sido  d e s c r i to s  

po r H aokett e t  a l . ,  V iro logy , 31, 114 (1967).

E s ta s  p rop iedades in d ic a n  que d ich o s compuestos 

poseen una a c t iv id a d  in h i b i t o r i a  e f ic a z  sobre lo s  tum ores 

in d u c id o s  por v i ru s  en an im ales.
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E l procedim iento  p a ra  p re p a ra r  lo s  compuestos de 

r if a m ie in a , comprende t r a t a r  3 - fo m .i l- r i fa m ic in a  SV o su 

derivado 2 5 -d s s a c e t i lo , o lo s  c o rre sp o n d íen te s  compuestos 

h ex ah id ro , en un d iso lv e n te  o rg án ico , con l a  c an tid ad  e s te -  

qui orné t r i c a  de una h id ra z in a  se lecc io n ad a  de f  é m u la  

HgN-NR^Rg en donde y Rg se d e fin en  como a n te r io rm e n te . 

Después de re p o sa r  a  tem peratu ra  am biente, du ran te  un pe­

rio d o  de tiem po que v a r ía  e n tre  10 m inutos y a lg u n as  h o ra s , 

e l  compuesto b ru to  se recu p era  m ediante concen trac ión -o -'eva­

p o rac ió n  d e l d is o lv e n te . l a  p u r if ic a c ió n  de e s to s  deriv ad o s 

no re p re se n ta  un problema p a r t i c u l a r  p a ra  a q u e lla s  personas 

e x p e r ta s  en quím ica o rg án ica  y generalm ente se e fe c tú a  me­

d ia n te  c r i s t a l i z a c ió n  en un d iso lv e n te  adecuado e l  c u a l, po r 

ejem plo, puede e le g i r s e  e n tre  lo s  a lc a n o le s  in f e r io r e s ,  

é s te r e s  a c í l i c o s  in f e r io r e s  de a lc a n o le s  i n f e r io r e s  o benceno. 

Gomo puede v e rse  a  p a r t i r  de l a  fórm ula e s t r u c tu r a l  de lo s  

compuestos de l a  in v en c ió n , puede s in te t i z a r s e  un número muy 

grande de d e riv ad o s  que caen d en tro  d e l a lcan ce  de l a  inven­

c ió n , se leccionando  l a s  m itades h id ra z in a  a p ro p ia d as . En 

algunos c aso s , cuando l a  h id ra z in a  co n tien e  un grupo f u e r te ­

mente a c í l io o ,  t a l  como s u lfo , e l  derivado de r ifa m ie in a  f i ­

n a l  se h id r o l iz a  en l a  p o s io ió n  27 a l  co rre sp o n d ien te  com­

puesto  27-dametoxL-27-hldroxi d u ran te  l a  form ación de l a  h i -  

d razona.

l a  p re p a rac ió n  de lo s  s ig u ie n te s  com puestos, se su ­

m in is tr a  como un ejem plo de una forma conveniente de r e a l i z a r

I



l a  inveno ióh  y  no se in te n ta  oon e l l o  l im i t a r  e l  a lcan ce  

de l a  misma.

Método g e n e ra l de p rep a rac ió n  de l a s  h id razo n as

A una so lu c ió n  en te tra h id ro fu ra n o  de 0,01 molas 

de 3 - fo rm il- r ifa m ic iñ a  SV o su derivado 2 5 -d e s a c e ti lo  o e l  

co rre sp o n d ien te  compuesto h ex ah id ro , se añaden 0,01 moles de 

una h id ra z o n a , a  tem p era tu ra  am biente, con a g i ta c ió n .  Después 

de a g i t a r  du ran te  un periodo  de tiempo que v a r í a  e n tre  10 

m inutos y 3 h o ra s , se ensaya una g o ta  de l a  so lu c ió n  median­

te  c ro m ato g ra fía  de capa delgada  sobre g e l de s í l i c e  p a ra  \
c o n tr o la r  l a  d e sa p a r ic ió n  d e l compuesto de p a r t id a  y  l a  f o r ­

m ación d e l  p roducto  f i n a l .

Después de l a  d e sa p a r ic ió n  com pleta d e l  grupo c a r -  

b o n ilo , l a  so lu c ió n  se co n cen tra  h a s ta  sequedad y e l  compues­

to  b ru to  se recu p e ra  y p u r i f i c a  en tonces m ediante c r i s t a l i ­

zac ión  en un d iso lv e n te  o m ediante c ro m ato g ra fía  en columna.

En l a  ta b la  I ,  se p ropo rc ionan  lo s  d a to s  f í s i o o -  

químioos de a lgunos compuestos r e p re s e n ta t iv o s .  En l a  ta b la  

so lo  se re p re se n ta n  lo s  compuestos en lo s  que es a c e t i lo  

y no se in d ic a n  lo s  d e riv ad o s h id rogenados.

E l compuesto de p a r t id a  p a ra  p re p a ra r  lo s  d e r iv a ­

dos hexah id ro  de l a s  r if a m ic in a s  de fórm ula I ,  es  d e c i r ,

16, 17, 18, 19, 28, 2 9 -h e x a h id ro -3 -fo rm il- r ifa m ic in a  SV se 

o b tie n e  de l a  s ig u ie n te  form a:

Se h id rogenan  20 g  de r ifa m ic in a  S suspendidos en
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600 mi de e ta n o l seco , en un 'bombo P a rr , con 2 g de PtOg como 

c a ta l iz a d o r ,  du ran te  3 h o ras  a  tem pera tu ra .am b ien te  y bajo 

una p re s ió n  de h idrógeno de 5 a tm ó sferas  aproximadamente. 

Después de f i l t r a r  e l  c a ta l iz a d o r ,  l a  so lu c ió n  se evapora 

5» h a s ta  sequedad y e l  producto b ru to , d is u e l to  en te t r a h id r o -

fu ran o , se m antiene bajo  a g ita c ió n  con 18 g de MnOg a "tempe­

r a tu r a  am bien te. E l p re c ip ita d o  in o rg án ico  se f i l t r a  y des­

pués de c o n c e n tra r  e s te  f i l t r a d o  a  un pequeño volumen,, la^ 

m ezcla se re c ib e  con a c e ta to  de e t i l o  (300 mi) y se la v a  con 

0* agua. l a  capa o rg án ica  se seoa sobre s u lfa to  sódico y - .tra s

l a  evaporación  p roporciona  8 g de h e x a h id ro -r ifa m ic iñ a s .

P . f .  158-16020 (en  m e tan o l). E l producto  se c o n v ie r te  en to n - 

oes en e l  co rre sp o n d ien te  derivado  3 -fo rm ilo  sigu iendo  esen­

c ialm ente  e l  mismo método d e s c r i to  en e l  ejem plo 5 de l a  

p a te n te  b r l t á n io a  N2 1 .219 .360 . E l producto  b ru to  puede pu­

r i f i c a r s e  m ediante c ro m ato g ra fía  en columna de su so lu c ió n  

c lo ro fó rm ica , a  tra v é s  de g e l  de s í l i c e  y eluyendo con c lo ro ­

formo que o o n tiene  1 $ de m etan o l. E l compuesto recuperadov
p o r evaporación  de l a  so lu c ió n  o rom atografiada  es 16, 17, 18 , 

3* 19» 28, 2 9 -h ex ah id ro ~ 3 ~ fo rm ilrifam ic in a  SV que funde a  126—

1332C.
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í

*7 P3

Rendimi6r 
to  fe

P . f .
2G

U.V. s ig n i f ic a t iv o  
y  "bandas v i s i b l e s
X max 1 $

E1 cm.

oo

4 *
• 157-9 475 170,6

331 281,9

47 157-9 475 178,5
330 290,0

66 >280 478 200,9
340 328,9

50 >280 480 150
335 320

56 ~ 200 dése 491 180,5
356 291

35 ~  210 dése. 485 165,9
352 258,3

-

- •
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T A B L A  I  ( Continuación}

Rendí
miente

JÉ

68

81

60

60

48

42



Rendi
miente

*

- -P .f .
oc

-v S 0 • •

U.V. s ig n i f ic a t iv o  
y  bandas v i s ib l e s

^m ax  Ê ¡1 cm.

68

* « ♦• • • 9
• •

20Ó dése, 483 191,6
.• ••» »»,» • 343 341,3

81 188-90 485 164,3
348 326,8

60 180 dése. 473 166
332 275

60 208-10 480 191,4
345 344,0

48 168-72 486 185,8
360 238,9

42 205-15 500 200,5
d ése . 390 279,3
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I  A B L A I ( C ontinuación)

Rendí
m iento

*

52

46

60

40

75

t 75



Rendi 
a len tó  ,

fo
•}

P . f .
<2C

U.V. s ig n i f ic a t iv o  
y  bandas v i s ib l e s

)\m ax e ] ^' 1 cm.

'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 dése. 510 166
383 297

75 193 deso 504 194
364 246
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T A B L A  I  ( C ontinuación)

Rendímiento
*

75

65

55

45

40



CvT
A* ' • ' 4 £

W

Rendí
m iento

JÉ

P . f .
2C"

U.V. s ig n i f ic a t iv o  
y bandas v i s i b l e s

X max e ] ^1 Gm.

512 170
75 212 Seso. 382 283

325 178

65 208 d ése . 512 167
383 304

55 215 deso . 487 191,6
348 382,8

45 185 d ése . 500 149,1
384 249,5

40 185 d ése . 508 134,2
190

i
}

i
I
i
i
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t a b l a  i ( C ontinuación)

3 *

Rendimiento
*

75

65

55

45

40



r

Rendi p . f .  1 Ü.V. s ig n i f ic a t iv o
m iento

*
y bandas v i s i b l e s

Eí cm.

512 170
: 75 2 i 2 ' d é se . 382 283

325 178

;

- 65 208 d ése . 512 167
383 304

55 215 deso . 487 191,6
348 382,8

v 45
185 d eso . 500 149,1

384 249,5

i
1

* !’

185 d ése . 508 134,2
190

,  t
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T A B L A  I ( Continuación)

Rendi
mienTo

• *

: 50

50

90

90

: 40

: 75 

75



Rendí
mienTo

. $

3 C a

.P ^ í .
,:a,C

U.V. s ig n i f ic a t iv o  
y  bandas v i s ib l e s

X max f1 cm.

50

•  a •  •  •

•¿00! dése. 502 16 1,2
• •  • •

•  |
«

•  •
•

384 259,2

50
3

1S3-4 502 157,8
3 68 248,7

90 178-80 485 237,5
358 243,8

525 210
90 220-4 425 235

340 228

40 170-5 475 160,5
332 272,1

75 145-8 470 135
331 233

75 164-6 485 196
355 230,8
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T A B L A  I (Continuación)

Rendi
aliento

*

55

50

60

95

85



l*S8
*

5 ^

tendí
lien to

*

P l f .
4‘tíJ3

»  * i  

* » « *

Ü.V. s ig n i f ic a t iv o  
y  bandas v i s i b l e s

^  max e ] ^1 cm.

55

# 4
*

»

i¿ ° r4 502 143,3
u6e@C*¿i 401 215,9

50 250 475 179,4de so . 358 268,1

50 280 475 155
330 322

35 160-3 474 154,5
333 244,4

35 244-6 348 187,7
225,5
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T A B L A  I  (C o n tin u a c ió n ) * *

Rendi
n ie n to

*

55

50

60

95
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U. V. s ig n i f i  c a tiv o  
y bandas v i s ib l e s

X max b ] ^1 om.

55

* *
•

Í20r4 502 143,3
dése’. 401 215,9

50 250 475 179,4
de so . 358 268,1

60 280 475 155
330 322

95 160-3 474 154,5
333 244,4

85 244-6 348 187,7
225,5
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T A B L A  I  ( C ontinuac ió ñ  j '

42)

43)

44)

45)

h «2
D iso lven te  ’de 
c r i s t a l i z a c ió n  
o crom atog ráfico

Rendi
miento

*

H

< C 5

l e t r a d o  tu ro  de 
carbono ü

70

H
0 - p

♦
•« - >

M etanol ,* 4 9 . » ’ _ «
80

OH,/ i
H

O

Ie tra o lo ru .ro  de 
c a rb o n o /lig ro in a

85

01

H HO

ó

M etanol 90

01
H -(CHü^ -C H j L ig ro in a 70

ch3 - ( ch2 )4- ch3 M etanol 60

H M etanol 85

H < ^ ^ - S 0 2-CHP2

H
< f ^ S020H3

• ;

H
y__ -0P-.

o

ch3



Réndi *= P . f . Ü.V. s ig n i f i c a t iv o
m iento -••'ho y  bandas v i s ib l e s

JÉ
a* h a ^ m a x Eí Li om.•

70
•* 0 * « • 

200-3 490 204• • a • • •• • • *
357 284

80 *'*190-3 485 222
• • 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
(d e so .)

■ ; - 196-198 
(d e so .)

178-181
(d e so .)

180
(d e so .)



fnr-: 
/£??&.■

Oí
«<S“

I8É hO
dkg] o

<S"

$•Hocda
•ptíoo

<;
1

p
K: c
i tí

o ■^r
6- -  ̂v ,

L\\ ¿■o
hO
c :



V  V’

4  te ¿.¿'4

27 -

T A B L A  I  (C on tinuación)

R1 r2 D iso lv en te  de 
c r i s t a l i z a c ió n  
o c rom atográfico

“ Rendi -  
.m iento

1

47) H

O -  - V

T e tra c lo ru ro  de ; 
carbono

- 15

48) H

CH,
I * /CH,

y - /  xch3 
• ® 3

T e tra c lo ru ro  de 
c a rb o n o /lig ro in a

63

49) n08B17 nC8H17 Hexano
65

50) n06H, 3
aC6H1 3 Heocano

58

51) H oh2op3 M étanol
69

52) H —( CHg) ^-C H ^ A cetato  de e t i l o /  
l ig r o in a

80

53) H

_______ \

M etanol
j 60:

O02H5
■--------
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E l compuesto in d icad o  en l a  t a b la  a n t e r io r  se 

in d ic a  solam ente a  modo de ejem plo, debiéndose en ten d e r 

que d en tro  d e l s ig n if ic a d o  de l a  fórm ula g e n é r ic a  se en­

cu en tran  com prendidas o t r a s  h id razo n as  que son tam bién ú t i ­

l e s  p a ra  lo s  f in e s  que se acaban de i l u s t r a r .

Por ejem plo, l a s  h id razo n as  se p rep aran  convenien­

tem ente a  p a r t i r  de 3 - fo rm il- r lfa m ic in a  SV o su derivado 

2 5 -d e sa o e tilo  o a  p a r t i r  de lo s  co rre sp o n d ien te s  compuestos 

hexah id ro  e h id ra z in a s  de fórm ula HHg-NR^Bg.

Ej emplo 
Nfl *1 *2
1 .
2

° 4 H9
a

°5H11
6-bis-(hidpojletU)-aalno-3-plHdazl-

3
® 3 1H-2,3-benzoxazin-4-ilo

4 H 1H-2,3-tenzoxazin-4-ilo
5 C2H5 6-cloro-1H-2,3-benzoxazin-4-ilo j
6 H 6-cloro-iH-2,3~benzoxazin-4-ilo
7

® 3 6-amino-lH-2,3-benzoxazin-4-ilo
8 H 6-fluorftalazin-l-ilo |
9 ch3 OH
10

* 3 - ( o h 2 ) 4 - o 6h 5

11 H *"®*2 “°6H4 “OgĤ -COOH-4
12

. . .

° 4 H9 ciclohexilo
\
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K  6  r|i 
‘i f  W

E;j ampie R1 *2
13 H 2-fenil-6-metoxi-4“quinolilo
14 °2H5
15 H ~̂ 6H4 ^3*^16 H -c6h4-so2p^
17 H -06H3(N02-2)(S02P-4)
18 H 9-acridinilo
19 °5H9 °8H1720

°8H160H21 CHgCl-CHOl m-nitrofañilo
22 OHgCHgCOOH 3-feniIpropi1o
23 CH2CH:CHCH2CH3 isoamilo
24 C3C-CH3 oh3
25 p-nitrofañilo
26 CH3 m-nitrofenilo
27 H p-clorofañilo
28 H p-bromofenilo
29 H m-fluorfenilo 130 H 2,5-difluorfenilo |
31 H

° 6V SW 2 »632 H o -me t o±L f añilo
33 H p-tolilo
34 H i

4-oarboximetoxifanilo |
i

, i
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Ejemplo

35

36

37

38

fi1

H

H

H

OH,

«2

PgH^-AsO^Hg-4

-AsOgHg -4

( 2 , 6-dim et i l - 4 - i a o b u t i l ) f e n ilo  

°12H2539 H 2-fenatilo
40 H oh2oh(oh)(ch2)9-ch3
41 H 4-bifenililo
42 H oh2oooc2h5
43 H CH(CH JCOOO^H,
44 H pentafluorfenllo
45 H o-olorbencilo
46 H 314-dime toxi benoilo
47 H o-trifluoimetilfeailo
48 H 2-(2,6-dibromo-4-aminof enoxi)- -otilo
49 H j

2-( 2,6-dibromo-4-aoetajnldof eno- 
x i ) -etilo

50 H 3-fenilpropilo
51 H 4-fenilbutilo
52 H 2-fenilpropilo
53 H 4-fonilbenoilo
54 H 2-piridilo
55 H 2-isobutenilo
56 H 3H2-0=CH
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Ejemplo R1 h

57 H c ic lo p ro p ilo
58 H c io lo b u t i lo

59 H 2 - n a f t i l o
60 H 2 -(  1 ,2 ,3 ,4 - te  tr s M d ro n a f  t i l o )
61 ami lo ami lo

62 H
°6H4SC18H37"2

63 H
°6H4S02OP3'4

64 H (op2) 8 oh3

65 H 2,4» 6 - t r i n i t r o f e n i l o
66 ch3 CHgOH (OH) CgH,j

67 <*3 ch2ch( sh) ch3
68

<*3 C3h2C(Ch 3) 2S0H2C (0H3) 2SH

69 H 5 -o ia n o -6 - c lo r o -2 -p ir id i lo
70 H oh2ch2ch2so3h

71 H 2 - t i a z o l i l o
72 H 3 ,4-me t i le n d io x ib e n o i lo
73 H o i o lohe x i lme t i l o

74 H ch2ch2ch2oh( ch3) o6h5
75 ch3 ch2ch2khoh2oh2c6h5
76 H 4-p ir id i1 -N -ó x id o
77 H 4-am in o -5 -o lo ro -3 - p i r i  d a z in i lo
78 H 5 - n i  t r o  -2  - p i  r im id i lo

79 H 1»3,4 - t i a d ia z o l - 2 - i lo
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Ejempl 0 B1 *2

80 H 1 ,2 ,5 - t i á d ik z o l - 3 - i lo
81 b en o ilo b en o iio
82 H 3 - m e t i l - 5 - n i t r o - 2 - p i r id i lo
83 H 2 - m e t i ls u l f o n i l - 3 , 5 -d io lo r o - 4 - p ir id i lo
84 H 2-b en o im ld azo lilo
65 H 8 -p u r in i lo
86 H 3 - ( 4 - p i r id i lo ) - p r o p i lo
87 H 6 -p u r in i lo
88 H. 1 -adam ant a ñ ilo
89 H h e x a o lo ro q u in o lin -4 - ilo
90 H oh2oh=chc6h5 j
91 H 3 - p i r id i lm e t i lo  j
92 H 1 - m e t i l - 8 -p u r in i lo
93 H 3 -m e ti l -8 -p u r in i lo
94 H

(
7 -m e ti l -8 -p u r in i lo

95

.

CH-j
I

- ( OHg)-OCOOH  ̂ !

j

N O T A

D e s c r i ta  su fic ien tem e n te  l a  n a tu ra le z a  d e l in ­

v e n to , a s í  como l a  manera de r e a l i z a r s e  en l a  p r á c t ic a ,  de­

be h ace rse  c o n s ta r  que l a s  d isp o s ic io n e s  a n te r io ra e n te  in ­

d icad as  son s u s c e p tib le s  de m o d ificac io n es  de d e ta l l e  en
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cuanto no a l t e r e n  su p r in c ip io  fundam ental. También se 

haoe c o n s ta r  que e l  in v en to  corresponde a  una s o l ic i tu d  de 

p a te n te  p re sen ta d a  en I t a l i a  con e l  n2 89608 A/71 de 24 de 

ju n io  de 1971, acogiéndose po r lo  ta n to  a  lo s  b e n e f ic io s  

que conceden lo s  Convenios In te rn a c io n a le s  en v ig o r , s ie n ­

do lo  que c o n s ti tu y e  l a  e se n o ia  d e l r e f e r id o  in v en to  p o r 

lo  que se s o l i c i t a  P a te n te  de Invención  po r 20 años en Es­

paña, so b re : PROCEDIMIENTO PARA PREPARAR RIFAMICINAS SVj 

c a ra c te r iz á n d o se  por lo  s ig u ie n te :

1 . -  Procedim iento  p a ra  p re p a ra r  r if a m ic in a s  SV, 
de fó rm ula g e n e ra l:

Me Me

en l a  que R1 y  R2 se e l ig e n  independien tem ente  e n tre :  

a) h id rógeno , b ) a lq u i lo ,  o) a lq u e n i lo , d) a lq u in i lo ,  

e) a r i l o ,  f )  a r a lq u i lo ,  g) h e te r o c ic l io o ,  h) o io lo a lq u i lo ,  

y  en cuya fórm ula so lo  uno de lo s  r a d ic a le s  R1 y  R2 pueden 

s e r  h idrógeno o a lq u i lo  i n f e r i o r  de 1 a  4 átomos de carbo­

no} y  s i  e s tá  p re se n te  h idrógeno o a lq u i lo  i n f e r i o r ,  e l  

o tro  sím bolo de lo s  R1 ó Rg deberá  s e r  a lq u i lo  s u s t i tu id o  

o h id ro x ia lq u i lo  de por lo  menos 5 átomos de carbono o un 

a lq u i lo  s u s t i tu id o  d i f e r e n te  a l  r a d ic a l  d im e tila m in o e tilo ,
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5.

10.

15.

o un miembro de loa grupos o) a h) en donde arilo ea dis­
tinto a fenilo y p-carboxifenilo, y aralquilo es distinto 
a bencilo, y  en donde R3 es -H ó O^COj y los derivados 
16, 17, 1 8, 19, 28, 29-hexahidro y 27-demetoxi-27-hidroxij 
caracterizado porque comprende poner en contacto una 3-for-
mil-rifamioina de fórmula:

Me Me

en l a  que R^ se d e fin e  como an te r io rm en te , o e l  correspon­

d ie n te  derivado  hex ah id ro , con una h id ra z in a  de fórm ula 

H g M ^R g  en l a  que R1 y R,, se  d e fin e n  come/ an te r io rm en te .

2 . -  Procedim iento  p a ra  p re p a ra r  r ifa m io in a s  SV, 

t a l  y  como queda su stan c ia lm en te  d e s o r i to  en l a  p re sen te  
Memoria.

Esta Memoria oonsta de 34 hojas esoritas a má­
quina por una sola oara.

Madrid,
GRDPPO IiE P E T II S . p . A ,

1 FEB.1S73

1. fiOMEZ ACEBO Y MODEí
P. F'macíai L  G«¡a FomW '
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