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RESIDENCIA: 345 Park. Avenue,. NEW.YORK,. N.Y..USA.. "
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ANTEGEDENTES DE 1A DTV'ENCION

1) Campo de la 1nvencién. Esta 1nvenc16n g0 re—

'flere a derlvados 1-sust1tuidos sem151ntétlcos de kanamici ;}5

na A 0 By’ 51endo preparados ‘dichos compuestos por aeila~ '

cién de 1g funclén 1-amino de 1a kanamlcina Ao B con un

2) Descrlpclén de la t&cnica anterior. Las kana-

micinas son antibiétlcos con001dos deseritos en el Indice

de Merdk, 8a ed1c16n, pégs. 597~598- Ia kanamicina A GS un ﬁxﬁr

compuesto de Pérmula:

UR‘
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Le kenamicina B egs un compuesto de £érmula:
N

HO - o

O

I

Esta J.nvenc:uSn g0 ref:.ere ‘a derivados semls:.nté—

tn.cos de kanamicma A v B s:Lendo conocldos eutos cOmpues-

tos como 1--»L-(- ‘(-amlnowcf-hldrombut:rll]kanamlclna A y

B y respondlendo a la férmala. o

HO

donde R3 es OH o NH2 Yy R es L—(- )—Y-—amno-—cf—-h:.drox:.batlrilo :

0 sus sales de adicién con écldos no téxn.cau y farmacéutlca

' meme acep tables. -
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 En esta memoria, el término "sales de adicién con.-»
é01dos no téxicas y farmacéuticamente aceptables" se refie-
re a las monosales, dlsales, trlsales o tetrasales formadas
por interaccién de una molécula del compuesto Iv con uno 8
cuatro moles de. un deido no téxlco Yy farmacéutlcamente acqg
table. Entre estos é01dos se encuentran. los écidos acéti—
00,. clorhidri co, sulfdrico, mandéllco, malelco, fosférlco,

nitrico, bromhidrico, ascérblco, méllco y citrlco ¥ los

fotros dcidos comﬁnmente utllizados para formar sales de los_fl

produotos farmacéutlcos que contlenen grupos amina.

Ios. oompuestos de esta invenczén pueden ser pre—

'parados, ‘por ejemplo, medlante la secuencia de reaccién pre o

ferida smguienta. o S s L
‘ o 7 . o Il SR
| remmsmed L apmCecyog
- > e
. o - N-(benciloxi~_ :
__Kan%?%glna B carboniloxi)

oonilo () | -
succinimida LA

»:

[6'—monobanciloxicarboﬁilkanamicina A o B] HO

HO
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2) Compuesto IT

tirico
| -

Egter de N¥hidroxisu06inimida-de c1do Im

= /=Y-benciloxicarbonilamino-q~hidroxibu-

H

HO 2

HO

HO

H2N

3).Compﬁesto III

HO

. Una,réalizaoién braferida dézesta'inveneién es . 1

el compuesto de £érmulas -

f
—FH—C-O—CH2506H5

- 7 177 O~CH,~CgH
B /p0/c Y2765

-

o
v
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.| donde R1 ‘88 hidrégeno ) CSHS-CHQ-O-O-, R2 o8 hldrégeno o

j tabl eo -

Férmule V- donde R1 es C6H50H20'§' R ,es hldrégeno y R3 R

Pérmula ¥V donde R‘ 68 I-(- )-Y—amlno—d—hidroxibutlrllo, R1

I~(-)-Y;amlno-«-hidroxlbutirllo v R3 es OH o NH2 cuando R1 N

7° Ra deben ser distintos de hidrégeno; o una sal de ad1916n  ;?

con deido del mismo, no téxica y farmacéuticamente*acep-

Otra reallzaclon preferlda eg el compuesto de

OH o NHzo

- Una realizacidén mds preferlda o5 el compuesto de

8s hidrégeno y R3 es (H o NH -

Ta realiza016n més preferida es ol compueato de
férmula v donde R! ep hildrégeno, R2 en I-(~ )-Y—amino-mnhi-
droxibutirilo y R3 es OH o una sal de adloién con éoidos del
mismo, no téxica ¥y farmacéduticamente aoeptable.

- Otra realizacién preferide o8 ol oompuesto de £y
mula V donde R! es hidrégeno, R® es Ip( )-Y—amino—m-hidro—
xibutirilo y R3 es NH, o una sal de adicibn con éoldos del

mismo, no téxica y farmacéuticamente aceptable.

' .
YRR




10

16 -

20

25

30

Z-hldrocloruros, acetatos, maleatos, mandelatos, cltratos,

ﬁ.ascorbatos, nltratos 0 fosfatos de los compuestos Ve

NH, o 1as sales de adlclén con é01dos de 1os mismos, no té—

'x1cas y farmacéutlcamente aceptables, cuyo procedlmlento -

' comprende las etapas consecitivas con51stentes en; -

' férmulas. o

404747

" Otras reallza01ones preferldas son log sulfatos,

Otra realizacidn preferlda es el monosulfato del
compuesto V. _

Todavia otrs reallzaclén preferlda es el dlsul—
fato del.compuesto V. ' '

Tos objetivos de esta inven016n e han alcanzado
mediante la prov1916n de un procedlmlento para la prepara—

c16n de los compuestos de térmula

HO — G,

HO

v

'ddnde R? o L-(- )-Y—amlno—of-hldroxlbutlrllo y R3 es OH o

L) aollar la kanam1c1na A 0 la kanam101na B con ‘

un agente acilante 5619001onado entre los compuestos de
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.-u}-CH G-I CO H o s carbo-dl—im:_da,

donde R+ y R son iguales o diferentes ¥ cada uno de ellos '

representa hldrégeno, fldor, cloro, bromo, Noz, OH, alquilol7'f

inferior o alco..ci mferlor; X es cloro, bromo 0 yodo o su
equivalente funclonal como agente aoilante, en una propor~

016n de un mol o menos de agente acilente por mol. de kana—- .

‘micina A 0 By en un disolvente, preferiblemente’ selscoiont-|
-do entre el grupo formado por dimetilformamida, diﬁétiléoe# ,'}

tamida, tetrahidrofurano, dioxano, 1 2—d1metoxietano, meta~ .

nol, etanol, agua, acetona, plrldlna, N;alqull(lnferlor)pi~' 
peridina o ‘mezelas de los mismos, pero preferlblemente d:!.- |
metllformamida, a una temperatura inferior 2 unos 50°C ¥

prefer:.blemente inferlor a 25°C para producir el compuesto

, de f 6rmula :

donde Y es un redical de férmula:
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@&Mu.,

donde r4, RS v 'R3 son los definidos anteriornente;

B) acilar el compuesto 1T con un agente acllante
de férmulas '
OH 0

' B
W-JH—CHQ GH2 CH—! VII

procediendo dehO agente acllante del dcido L—( )-Yaamlno—m-

hldroxlbutirico, donde W es un radical sele001onado entre el

grupo Lormado poxr
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_eéquivalente funcional como agente acilante de uha aming
primariz, en una proporcién'de‘0,5 moles como minimo de

: compuesto ViI por mol de compuesto II, pero preferiblemen-

rmegor -en ung proporcidn de O 8 a 1,1, en un dlSolvente seh

: dlmetillco de propilenglicol o similares y todavia meaor

blemente, cuendo W e ¥ son radlcales'de férmula:

404747

don{i‘e'R4 N'g Rs'son los descritos anteriormente, o édn-su

lecclonado preferlblemente entre sl grupo formado por une.

" te en une proporcidn alrededor de 0,5 at, y 4 moles y todavia'j

| mezela de egua y éter dlmetilico de etllengllcol, dloxano, ;;}“

dlmetilacetamlda, dlmetllformamlda, tetrahldrofurano, éter -

en una mezecla 1:1 de agua y éter dimetflico de Bt;lengllcol e

pere producir un compuesto de férmula:

III

donde B3, ¥ y W son los definidos anteriormenté ¥y
C) separar los grupos bloqueantes WeVdel com-

puesto IIT por métodos conocidos en la t&cnica y, preferi-

RE ﬁ :
§ >—a{ s O
R 2 ’

= 3
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cionado entre el grupo formado por paladlo, platino, niquel

"dos en una- sal de adicibn .con- écldos del mlsmo,no téxicaxy7

'lar las fun01ones amina de los compuestos 1ntermedlos de- es

.biles bloqueantes de 1a f4n016n amina, 51endo dlChOS grupos | .

-mente sepurables por métodos COHOCldOS en la técnlca. Pueden

-13 =
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por nldrogena016n del compuesto IIT con hldrégeno an pre-

sencia de. un catallzador metéllco, preferlhlemente seleo- .

Raney, rodio, rutenio y niquel, pero preferiblemente pala~

dlo y todavia mojor raledio sobre carbén, en un aletems for -

mado por agua y un diaolvente miscible con agua, preferible
nente selecclonado entre el grupo formado por agua y dioxa—
no, tetrahidrofurano, Stor dimetilioo de etilenglicol, éter|
dimebilico de propilenglicol 0 similares pero todavia mejor

una mezcla 1:1 de egua y dioxano y Dreferlblemente en pre—'

sencia .de una cantidad catalitica de écxdo dcético glacial, U
para produc1r el compuesto de férmula IV;W si se. desea, con, B

v1rulendo posterlormente el producto por métodos va COHOOIF o

farmacéutlcamente aceptable.

Tos expertos en la técnica observarén que pueden 1

utillzarse otros agentes en el procedlmlento citado para ao%’r

ta 1nvencién. Pretendemos que en esta memorla estén 1nc1ui—

dos todos ' estos agentes acmlantes que producen grupos lé— ‘

bloqueantes 1ébiles log comdnmente empleados en la sintesis .

de péptldos. Los grupos bloqueantes lablles deben ger fécll-' 5]

encontrarse ejemplos de grupos bloqueantes léblles v de su
separacﬁon en la revisién de A, Kapoor, J«Fharm. Sclences

59, pégs. 1=27 (1970) Los equlvalentes fun01onales 0 agen— '
teg a011antes de los grupos anino :primeriog comprenden log t

oorrespondlentes cloruros, bromuros.y annidrluo carboxilm—

009: 1ncluidosjlos Pnhidrldos mlxtos v eapec¢almente los

- A - ¥ . - e
S e .o, » e T [ T A e S, g
e Sy R e, T e A e D e T I e S v




10

18

20

25

30

“anhidridos mixtos preparados 2 partir de 4cidos mds fuer—

o tiobster activo (veg+ con p-nitrofencl, 2 4-dini+r'ofenol;

tiofenol, #cido tloacétloo) o el proplo éc¢uo libre puede

XXI/G, 360 (1965)] o mediante el uso de en21mas o de wn’

[véase Sheehan § Hess, 'J.Aner’ Chem. Soe, 77, 1067, (1955)]

zol, benzolriozol y sus derivados sustitufdos. Como ejemplo

tgi‘) ZE ;7 4§.;’ f . :;35%%;

tes, tales comnio log monoéoteres allfétlcos inferiores del
écldo carbdnico, &cidos alquil vy umlsulfénloos vy é01dos
cen. mayor impedimento estérico como el 4cido difenilacéti-~

co. Ademds, puede utilizarse una.azida de 4cido o un &ster |

ser copulado con el derlvado de hanamlclna (11) después de
haber hecho reac01onar en prlmer 1ugar dlChO écldo llbre
con cloruro de N;N'-dimetileloroforminio - [ véase la paten—

te inglesa n? 1. 008 170 ¥ Novak y Neldhet, Experlentla
N,N'-carbonll-dl-lmldazol o de un u,N'-caroonlldltrlazol

o de un reactivo de alquinilamina [véase Re Buijile y HaG.
Viehe, Angew, Chem., International Edition 3, 582 (196_4 ),
o de un reactivo de cetenimine (véase C.L. Stevens y I.E.

bionicy JeAmer.Chem.Soc. 80O, 4065 (1958)] o de un feactivo'

de sal de isoxazolio [véase R.B. Woodward, R.A. Olofson y
. Mayer, J.Auer.Chem.Soc., 83, 1010 (1961)]. Otro equive-
lente del cloruro de 2cido es la azolida correspondlente,
es declr una amida dél écido correspondiente cuyo nltrége—
ne amfdico es wn miemﬁro de un anillo de cinco eslabone; '
cuagi-aromdtico que contiene por lo menos dos dtomos de ni-

tréceno, es decir imidazol, pirazol, triazoles, behecimida-

del método general de preparacién de azolidas, se hace reac
cionar N,H! -carbonll—al—imnda 0l con un feido carboxdlico

en vroporciones equimoleculares, a la temperatura ambxente,
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vo y liveracidn de aiéxido de carbonoy i nol de imidazol.-

ndms. 932,644, 957. 570 ¥ 959.054).

‘agenue acilante ge produce un rendimiento menor. del ihteru

‘mediario des eado debidg al aumento de leas- rc3001ones secun

‘reg 2 las descrlt ag aqai eupeci¢1camente. Sin’ embargo, a

r1l]hanam1CLna A, posee una excelente actividad anulbaote-

_.15"

404747

en,tetrzhidrofurano, cloroformo; dimeﬁilformamida-o un di-

[

i e B

yolvente inerte similer para Tormer la imidazolida del 4ci-|

do carboxilico con un rendlmlonto préctlcamente cuantltatl-

Los 4cidos dicarboxilicos forman dl-imldazolldas. Bl subpro|
duCuO 1m1cazol pre01p1ta y puede °er separado y aislada la
1m¢da207¢da, pero esto no es es enc1al. Istas reacciones son

conocidas (véense las patentes estedounidenses nimeros

3.079.314, 3 117126 T 3.129.224 y. las natentes 1nglesas ;'.

~En la preparacién de- 1a 6'-am1no(bloqueado)kana—
micina de la Etapa A, se nreflere reaular l s propqrclones
molares de los reactivos de manera que se utilice una pro-

porc16n de un mol o menos de, agente acllante por- mol de 6'

amlno(bloqueado) tanamicina. Si se. aumenta la proporcidn de

darias cox pc‘altlvas que praducen J:nnurezas de demvado.: po-
liacilauo
Como ocurre con la meyoria de lao reacciones qui-

nicas uedcn enplearse fen eraturas sunerlores 0 1nferlo—
: y Yy

tem 1eratur g suutanc¢almente mis altas que las descrltas,'
es dec¢r 50° C, el rendlmleqto uue]c ser menor debldo a una
mayor exten516n de las r<a001ones secundarias.

El compuesto IV&, 1= [Ih(-)—YLamlno—v—hldroxlbuti-

rlana que es superior a la de la propia kaba&lOlna Ao A

continuacidn se dan dos tablas gue contienen las concentra-

N S N O S0 S ST PN PR AR
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cioncs minimes de inhibicién (QMI) de 1la kanamicina A y del

compuesto IVa (BB-K8) frente a una variedad de bacterias
Grem-positivas y Gram-negativas, obtenidas por el método de| .
dilucién en dgar de Steers (Tabvla I) ¥ por el método de di-
lucién al doble (Tebla II), En el estudio de la Tabla I ge

utilizé un medio de dgar mueller-dlnton ¥ en el estudlo de

la Tabla II ge utiliz& caldo de infusién d& corazén.

TABIA I (GIT mg/m1)

' Compues
Kanemicina A BB-K8] .
Organismo ' _(6=8198) dlote n? 4

1. Alk. faeroalis A-9423 1% 8
2. M " A 20648 ' >125  >125
3« Ent. cloacaé A—9656 4 - ) 4
4o M species A-20364 >125 .2
S50m - nafniae 1 A-20674 1 1

6+ E. coli A-0636 | 2 1-
7o v A-20664 16 4
8. " A-20665 , >125 1.
9. " A-po507 - 32 P
10, " A20520 . Siqgs 4
1. " A=20365 >125 1
12, " A-20684 2 2
13, ® A-20682 >125 2
4o, % A4-20683 >125 8
15, " A-20681 BESSTY 2
16, " A-15119 - ! 4
17+ X+ pneumoniae A-98(7 . 4" 4
118+ " apecioes 5420328 . : >125 2
19, " n A-20330 3n 32

20, 1 A=20634 >1u5 4
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TABTA I (CHMI mg/ml). (continuacién)

, : Compuesto IV
: Kenamicing A TBBAK8 :
Ors:anismo (6~8198) lote n? 4
21. K. pneumoniae A;20680 ..o>125 4
22, " 49977 S 1.
23. Pr. mirebilis A-9500 - 2 2
24. Pr. rorgenii A-15153 2 2
25, " vulgafis A-9555 o 2 1
26, " rettgeri A-9636 . 0,25 0425
27. " mirebilis A-20645 = . 4 4
26, " pirebilis A~20454 2 2
29. Providencia'stuértii_A—20615' 2 1
30 v - alkalifaciens A-20876 1 . . 1
31, Es. aeruginosa A-20209 - 32 2
320 A-9B43A 125 16
33.0" - A-20653 >125 32
34, " species A-20601 125, &3 16
3Bev. v A20621 >125 " >125
36, " maltopuilia A-20620 - 3p >125
3. Sal. énteritiais A-9531 1 0,5
38. " derby A-20087 >125 1.
39 Ser. marcescens A-20019 . 2 4
400" v amg3 g :
41,0 " A-20460 - >125 4 2
42, " © A-20450 4 16
43. Skig. flemxneri AYG84 4 4
44;»Aeromonas sps A=20070 2. 2
45;,Arigona.§y. A-20671 2 1
46, Citrobacter sp. A=20673 4 4
47+ Edwardsiella su. A=20678 4 4
48. Staph. eureus A-9606 1 1
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TABTA I (GLI mg/ml ) (continuaciSn) .

. : Kenacina A ﬁg&ggfo e
Orgenismo (6-8198) Lote nd 4
49. Staph. sureus A—4749 ' 0,5 L
50, " pgsy 2 1
5T " " A-20610 >125 2
52. " v A20040 25 8
3w a5 ] 2’
Hedio de Iueller-! Ilpton + 4 % de sangre de cordero
54. Str. fascalis A-3854 63 : 63
55, n " A-9575 125 - >125
56. Str. r»:,rogenes A-°CQOO 32, 16 - 32.
57. " A~9604 125 125
58, W " A-15040 125 125,
59, " v 420065 125 125
160, D. pneumoniae A-9585 63, 32 . 63
61, " n alp015g S>125 0 >is
! | TABTA IT (CKT mg/ml)
fl Compuestp IVe
§| Orwanismo K?Ef]g%g%r)m g Fj]}cgl{gfl 4
i
%1. L. pneunonine + 5 % suero
a ~9565 63 63
2s 3tre pyogenes + 5 % suero :
A-Qc04 125 125
13, Staph. sureus Smith A-9537 0,5 0,5
!4. Staph. cureus A-9497 0,5 __0,)
5. Stagh. aurens A-20239 > 125 4
C. Staph. gareug A-20040 2125 4-
To Entor. clotcae A-06KG 2 2
o Enter. cpecies t-—(O’Gfl 2125 '2
9« E. pneumonise A-9867 2
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; : PABLA IT (GHI mg/inl) (continuacién)

! : 4 : ' Compue sto Iva

| 7 Kanemicina 4 BB-X8
: Organismo -~ (6~8196) lote n? 4
10, E. coli ¥-12 MT1410 A-20361 =~ 2 4
11, B. coli K~12 II1630 A-20363  >125 2
12 Z. coll ¥=12 A=9632 . 2 1
13 B coli A-20664 3 !
140 E. coli A~20665 - >125 . g
15, Propirabilis A-9900 . 2 16
?16.-Pf. ﬂorganii A-15153 - - ;'4 16
517. Pr. vilgaris A-9436 - - ':'f' 0
118, Po.seruginose a-20221 - 4. 1
519..1?5. species A-20499 63 . - ' 4 .
;20. Fa. éeruginﬁsa A-20653 ,;- >125 T 4,>
§z1. Fs. species A-20621 Toxes - sqes
122, Ser. marcescens A-20019 - 2 4
|23. Ser. srcescens A-20141- - 16 T

Zos valores de'lms CKI anterJQres indican que el

cempuesto IVH (BB-K8)- es superior a lg lanamlelna Aen actl—

v1dad, especialmente contra los organ;smos fes¢btentes a la

kanarlclna A.
Yo valores de la CiiI también concmerdsn bien

con. loz resuliadog in vivo pare los tres organismos contra

1o$,cuales fueron probadas la kangmicing & y el compuegto
Ve, ' .

B1 cémpuesto IVa y la kanémioina'A resultaron
igdalmente eficaces en l o8 1nfechoneu de ratones causwdas
por v rlcdades sengibles a la kaxamlclna A de E. coli

A15119 y -Staph. aureus A9537. Aungue. los valoreg D50 (do="

gis curative en el 50 < de log ratones infectados letalmen—
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te) para el Staph. aureus A9537 suﬁieren que el compuesto

IVa'es ligeramente menos activo que la kanamicina 4, proba— -
blemente esta pequema d¢ferencla no es s1gn1flcat1va porque
los niveles de d031s eran bastante dlferentes (dlluc1ones
de cinco veces). . o

~ Contra la variedad de E. cold A20520‘resistente-.
a la kénamicina, como se espersba la kenamicina A no resultd
efectiva in Yivo mlentras que el compuesto 1va presenté una
mercada a0016n protectora. EY compuesto Ive resulté aprox1mgr
damente dlez veces més activo contra esta varledaa de E.aﬂl
ciando se administrd en un réglmen de cuatro tratamlentos

en 1uﬁar de uno en dos tratamientog.
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Comnues
"

TABTA IIT

Comperecidn de lag actividades in vitro e in vivo del o
Staphylococons Zscl
aureug A9537 !

-
. Munero del QI bDG L
. o prs S \lein
8tos enseyo 50 i

to IV 1 2 2,0 x 2 2

Fenenicing A 1 2 . 0,5=x2 4

8 o
G =

2 - - : -

concentracidn mlnima de inkibicidn (;1g/ml) mlgayes real "zados
letoredores (Antinicrob. agents and ‘Chemotherapy-1969, pig. 244

dgar de iheller-Hinten

Gogsis caretive al 5O ¢ ("'f/kO'/ut..lledo.s % ndmero de tratemient
tdneamente 2l cab o ée 1 yv 4 horas cesmes de la inf sceidn cuand
al cobo da O, 2, / Ly 6 horss oes*oue de la infeccida oand 10 se
asnectos dsl ensayo fuercn r”"llzaqos en la Fforma descdita por
2231, 1969) ' ‘

no deverminado.
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25 actividedes in vitxro e in vivo del compuesto IVa 7 kenawmicing A
Staphylococous Escherichia coli Bscherichia coli
aureus AS537 A15119 420520

2 2,0 x 2 2 2 x2 2 66 x 2
c
- - - - - 5 x4

26C x
- - - - - 200 = 4

AW

AV
[
~a
\J1
5
0
N
o
<
no
-
N
\J1

inkibicidn (ng/ml) Ensayos realizedos en la forms Gescrits LoY wm sHOlE ¥ Gom
G N - = L oen &~ S o Py bt
o 8zents and (hemot orapy-1989, pdg. 244, 1970) utilizando ccmo medio de ensayo

. .
(:g/Lo/ut llzadoc X nuu,:ero ée ’l.I“'“Lw_L.LOD uos) tenes fuercn wretsdos snboue
g ra2s después de la "I:J:;.,\,Clo,l cuzindo g8 x in: straron dos tretamientos v
esoués de la infeccidn caando se aduinistrarcn cuatro traterientos. Otro

- -~ . » iy N . ’
lizados en la Torma descrita por Prics ¥ cclaboradores (J. of Antinioticn

T — e e . -
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."Gram-positlvnq e uram-ne"ativas. Dos valores de la MCI fue=-

mo anaerobla que es susceptl le

-ril]kanamicina B, posee excelente actividad antibacterlana

que al pergcer es superlor a la de la kanamlclna A. A -con- '

22

404747

Los oomﬂuestos IV son vallosos como agentes anti-|

bacterlanos, suplementos nutrltlvos en plensoe para anlma—
-leg, agentes terapéutlcos en el ganado av1ar b2 anlmale

inclufdo el hombre y ‘son esp901almente valioaos en el traté- :

ho "

miento de, las enfermendades 1nfeccxosas causadas por las bay
terias Gram-p051t1vas ¥ Gram—negatlvas.

Cuando se admlnlstran por via oral, los compuesto

L’ §

V. son - ﬁtlles como ﬁratamlento; uxlllar para la esterlllza—

elén preoPeratorla del” lntestlno Tanto lérflora aerobla co4

,ﬁi as drogas es reduclda'
en el intestino grueso. Cuando van acompanados de una lzm-
pieza mecénlca adecuada, son dtlles en 1a preparaclén para
la c1rugia del colons .- 7
-~ Los compuestos v son’ eflcaces en el tratamlentq
de las 1nfe0010nes bacterlanas s1stémicas cuando se admlnls-“
tran pnrenteralmente a una d051s comprendlda entre unos :
250 ng y 3000 mg por afa, en dosis div1didas en tres o cua—
tro veces al dia. Generalmente los compuestos son eflcaces
nando se adm1nlstran a une dosis de alrededor. de - 5 O a 7 5|
mg/?g de -peso cornoral cada 12 horas. _ e _
El compuesto IVb, 1= L= (- )4Y—amih6—&~hidroxibuti4

tlnuaelén ilustramos la ‘Pabla IV que contiene las concentra-
ciones min¢maa de in: LllCLLn (LGI} de- la kanamlclna A ¥ del

‘¢ompuesto IVb (BB—n26) contra una varledad de oacterlas

ron obtenidos. por el método do dilucidn en “bgar Steers (Ta-

bla lV) sobre un medio de dzar nutritivo.
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- Organismo
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Ne- dJe ‘clave

GIT (ne/nd)

Pkl

\ Btz o1y

b

E. coli N1HT
o gunl

n K~12
R N
n K-12
K. ﬁneumbniae 1
,-”' ’ o
Se marcescens -

Ps. aeruginosa D15

Bri stol Re‘?%St’_

A15119
" A15169 _
A20363 T
A9B4

420365 . mw

A20664 KM
. A20665 R

A9678

© . A20019

R L

A9923

A3930

A15150

15194
420479 X
420616 - xH

- A20653 gy

439843
420355
A20358 KM
A20368 g
'Aéosga. '
A20600

- BEK-06 Kanemicina 4
0s4 '
1,6

ii;g -

'0’8 '

0,4
0,8
0,8

0,8

0,3

Q,8

31
50
1,6

0,8

63

1,6

1,6
S
" 25

1,6

1,6
© 3,1
50 -

0,8

1,6

C50 e |
0,8

50

. 0y4
31
50
02
o8
|  i1;6 ;
12,5

>50-.

25
f§’3 .

-25

1725_5 -
50
- 257

50

12,5

12,5
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1ABLA IV (conthuac¢6n)

CULL (mg/ml)

9 de clave Res1st..
Brlsuol ‘8

BBk-26 Kanamicmna A

. Pr. rettgeri

Pseundomonas sp
1"
Pr. vulgaris
TR
Pr, mirabilis
on

Pr. morganii

-

S. lutea BC1~1001

ile Tlavus

w5167

S. aureus 209P "‘ ;
v . Smith

«  209p

. 420603 e
420618 . G
aoa3s

o -
49554
A9900 i

eSSy
420031

A20239 © - KM

3. subtilis PCI-219

5t. pyogenes 3-23

1. ., .‘ Dick

- Dlgonnet A9604 ‘

1t

" D, pneuvonine’

HycobaCUerLum

501 Bos - HaL
GO Doy - . R

yym*

- A20005

6,3

: 550
".jr6:
s 0,8
S
63
"JfLQ;gv . _
CmE
o8

1,6

. 0,4

0,1
25

.. 1.’6
12,5

©'50.

507

. p}l 1 e

PANNe

. 6 3?'
>100
>100
RTINS

0y3
' iib;&

>50
50.
. 0,8
* 0,8
R
1,5
1,6
3,1
0,8
0,8
0,4
0,8
TR
13,1
0,8
0,1. -
- 25
1,6
'55”
B
R
Cos
~>i00
>100 .
1,6
'i;ﬁ.

014
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E tlvmdad, especlaTnente contra Jos orﬂanlumop reslstentes a

1 1a kanam1c¢na A,

" taron Lgualmente eflcaca... contra. J:u coli. Juhl A1 5119 8 ung

: para la. ILJlﬁmlcllla B.

siderablemente mayor que la kanamicinag B (véase la Tébla_v).

-  - 404747 |

 deterninada por el método de dilucién en tabo.

KM es kanamicing A- Gl es gentam:.cma. : ;
Ios valores anberlores de la CIET 1ndlcan que el

compuesto IVo - (BB-K26) es .Juperlor a la’ kanamlclna Aen ao-,

Se reaJ izé una evaluac:.én in VlVO del compues‘bo
l‘Vb frente a variedades sens:.bles y res:Lstentes a 1a kans.-
mlcina B de E Loli y Ps. aergqlnosa. ;-'-1'; '

Los organismos fueron denomn.nados como’ s:Lgue.

Numero de Senlellldad 8

clave la kanamlmna
Ev ooli Junl © o M15119" senaivie .
| Be ool ¥I-1530 - 420363 .. resistents (fome
S : S R Forilacién)
Ps. .gerurinosa M5 - R - noderadamente re
S o T smtente '
i Pse aeru;rinosa'D‘lB S - : mu.,,f I‘ESlSuen’te ,
: S s (fosforllaclén).;

Bl compuesto IV (BB—I\ZG) v la l{anamlcula B resyl-

dOSlo de 6,3, w1{;/1«:54 en ratone s, El compu.es’co A presenuaba

la f:é/um eflcacla contra el E. coln. ML-‘! 630 resn.stente a la

il compuesto Ivb presentabe. contra J a Ps. aerwglno
88 D15 moqeradamen'ce ) 1.,tente una ac‘alv:l.dad 11’feramente

‘mayor que la lranaplm.na B. El compuesto l'Vb presenuaha una

fe e .
N T T RS '.v.;.;-;'- AT
o o et L RIS

kanamicina B, a una . d051s de 6,3 mg/lfg freme a. 100-400 mg/f;g'

actividad contra le Ps. aeruginosa D-113 nuy res:Lstente con—- :
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[10mee o 5/5 T 5/5 - u00mghs - of5

"4 miecina b o BB—_\26. .

N B coll Juhl M 5119 E. 0011 ﬂr—‘lo}O
dosis (sc) -~ " BBK2E - KB BBKsE . KB
400 mz/xg '.-- e gy
10055 ys tss L s
-'251" s _f,. 5/5° ,'-'_'>-"o/.5
/5 505 of5
10 g 8:' . e 300,

e o5
D5y (mafkg) 3,1

Ps, aerugiﬁosa D5 . o 3 Ps. aeruﬁlnosa D113
dosis (sc) BB-K26 L3 . dosis (sc) . BB-K26 KB

25 . 1/5 . o/s 200 35 -
16,37 /5 o/s . ‘-_SQ' - 1/5° L -
6 ofs - o5 g o5 L
R - R

-cho' .(ng/ks) 38 50 | _.33050 (mg/ke ) 145 >400

£ : ' ;- ' ‘ '
LI=3 es kenemicina L. las cifras indicadas como 0/5, 1/5,

5/5, etc,'ihdican el nimero de adimdlé supervivientes por
cada cinco. auLmales atachdos, por eJempJo, 5/5. 1ndlca que

sobreviven anco animeles dé los 01nco que han rec¢b1do la

dOnlu Jntal del orcanlsmo atacante ~cuando’ se trata con kana—

K  BIRIPIOS
Egemplo 1

Preperaclén de Beido Tm(=) r-bonclloxlcarbon¢1am¢no~m—h¢dro-

x1budfrico (1v)

A una golucibn de 5,2 g (O 13 moles) de hidrdxzido

sbdico en 50 ml de agua ce w:den 194 g (0, 062 moles) de
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, 79 5°¢, E{]D = 4,5 (c —2, CH3O e B 5péctro . 1n1rarrogo (IR) B

C T = 4 538 Hz), 4,99 (2H, s), 6, 2 (2H ancha), 7 21 (54, g)

' da se afiaden gota a gota, a 0—5°C‘durante un periodo de me-

27 -
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tdeido L-(~ )ﬂ{—amlno-d-nldroxibutirlco. A 12 solucién agitae~

dia hora, 11,7 g (0,068 moles) de carbooenzoxlcloruro ¥y la
mezcla g9 contlnda agltando durante una hora g la mlsma ‘tem
peratura la mezcla de reaccidh ‘se lava con 50 ml de étex, -

Se ajusta a pH 2 con deido- clorhidrlco dlluido y ge - extrae

con cuatro porclones de 80 ml de éter cade vez. Se comblnan .

los extractos. etéreos, se lavan con ana pequeaa cantldad ‘de

solucién saturada de cloruro sédico, se secan con., sulfato

sédlco anhidro y se fl]tran. El

7 el residuo- resultante se crlstallza en benceno para dar '

11,6 8 (74 %) de placas Wﬁcoloras, nunto de fusién 78,5~
"¥Br]: IR (KBr)Yo.o 1740, 1690 @ 1. Espectro de resonanclar
2,0 (2H, n), 3,29 (21, &4, J = 6,7 y 12 Hz), 4, 16 (1H, Gad,
Ané]lSlS para C12H15h05.-"' . _
Caloulado : €, 56,91 I, 5,973 1, 5,53

' Encontrade: G, 56,66; : #, 5,97;.N,'5,473
EJ bl PLO 2

Ester de L-nlaroquunclnlmlda de éc1do Tome (e )-v—ben01lox1car-

oonll?mlno-v—hllroxlbutirlco (VII)

Una. solucidn de 10,6 g (0,042 moles)-de~Vi'y 4,8 g

(0 042 molem) de L—lerOflauCCLnlmlda1 en 200 ml de acetato'

de etllo se enfria a 0°C y después se afinden 8, 6 g (0,042 mo'

les) de dlcwc ohexllcarbo—dl—lmll_. la mezele’ se mantiene du
rante le noche en un refrlvcrador. Lﬂ d10¢c7ohex¢1urea que
98 gepara se filtra y el filtrado se concenvra hagte unos.

20 1l bajo presién reducida para dar cristales incoloros de

ltrado se evapora a vaoiO"

-magnétlca nuclear ( RMN)(acetoua—d6) S(en npm a partlr de TMSD<'

aw

e T LT T
e N IR TR L A A PR
25, G Sty Bl i hics St
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tal es de 13,4 g (92 5) [oc]D 1 50 (e =2, GHCl3). IR

6, 2 (2d, ancha) 7 23 (5H, s)

.Premarﬂc_on de 1—( (- -y—benCLlox1carbonllamlno-a—hldroxn—

- 28—
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VII que s¢ recogen por filtracidn; 6,4 g, pef.. 121-122 50¢,

El filtrado se evapora a sequedad 2 vacio v el r651duo cris
talino se lava con’ 20 ml de une mezcls de’ benceno—n-hexano

para dar une, cantidad aalcvonal de VIiI., E1 rendlmlento t0m

(37): Yeoo 1810, 1755, 1740, 1680 a™T, RiZi. (acetona-dg)
2 (en ppm 2 nartlr de TS): 2,0 (2L, m), 2 83 (41, s), ,37
(21, d—d, J = 6, 5 ¥ 12,5 Hz), 4y 56 (1H, m), 4,99 (2H, s),-

Ané11s1d para C1fd1dN207 ‘

Calcnlado”: C, 54, 85, H, 5 183 H, 8, OO ,

Encontlado. C, 54 79, 94 70, H 5 21, 5 203 N,
8 14, 8,12.. ' 7

1. a.W. Anderson k4 colaboradores, Ja Am.Chem.Soc.
86, 1839 (1964)

EJEI;:IPLO 3

i-lucibn acuosa al 50 % de. éter dlmetillco de etllengllcol y

_se evepora & nres¢6n reduclda para der un re iduo pardo de -

i.I1lla aue se ublliza en 1q 51gu1anbe reQCCLén 31n purlficar.

bub¢rilj 6= carbooennox1%anam1c1na A (ILI@)

* Una soluclon de 1,6 g-(4,6 mlllmoles) de VII en
40 ul de &te dlnetillco de EtllenngOO7 (EDM) ge afiade go-

t2 a bota a ano soluc1on agitada de- 2, 6 g (4,2 mlllmole )

i de 6'—monober01lox1carbun11kandn1c1na A (II) en 40 ml de so

la megcla” se»a 1ta aurante la nocne. Ta mezcla de rea0016n

- BIEPLO 4

Proparaclén do e[ fm(~ )—w:am¢no-n—h:drOVLhutlrLl]hnnamloina '

A IVa _

E1 producto crudo IITa el Ejemplo 3 se disuelve
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(b ipo HT4, 50 x 1 8 cm). Ia columa se lava con 200 ml de

'de NH4OL 0,2 N y finalmen+e 500 ml de NH40H 0,5 N. Se re—’_

|

| dgar) = 960 mqa/mg (patrén. hanam'CLna A, base llbre)

404747

en 40 ml de d¢oxano 8Cuos0" al 50 ¢ J 8¢ separa por flltra—

01on una nequena cantidad de materig- 1nsoluble. Al fllbra~

do me anaden C,8 nl de éc1do acétlco glac¢a1 v 1 g de pala— N

dio al 10 ¢ % en carbén y- la mezcla ge hLdrOWena a la tempe— j

-ratura amblente duranie 24 noras en un aparato de hldrogena-

016n Parr. La mezcla de rea0016n se flltra pera .Separar ol
catdhzador de paladlo y el flltrado se vapora a sequedad

a vacio. El residuo se disuelve en 30 ml de agua v se. cro-

matografia en una columna de r951na cambladora de idn. CG-SO o

agua v despuds se eluye don 800 ml de- HH4OH 0y1 Ny 500 ml-

cogen fracciones de.10 ml s las fracc1ones 146 g 154 con~=

tisnen 552 mg (22 % Ty calculado sobre la carbobenzoxlkanaml- .

cina A, II) del producto IV que es aenomlnado BB-KS lote 24

0
P.f. 187 (desc.) Potencia relatlva contra B.,Suotills (pla

e ae dgar) = 560 mqb/mg (patrén. kanamicine A, base llbre)._

Una soluclén de 250 mg de BB~R8 ‘lots 2, en 10 ml
de agua se somete a cromatog rafia en ‘una. columna de 0G50 -
{(tipo NH4 y» 30 x 0,9 en), Ta- columna ge lava con 50 nl de’
agua y despubs se eluye con NH4OH 0,2 IT. Se recoben fracc1o

nes de 10 ml. 3e combinan las fraccloneo 50 a 63 Y 58 evapo-

ran a sequedad bajo presién reducida para dar 98 mg del pro= '

ducto vuro, K8, lote 2-1, p.f. 194° (desey), [oc] 21 859

(e =2, H,0)s Potencia’ relatlva contra B. subtilis (placa de.

Calculado : Cy 40,62; H, 6, 68; N, 9, 87

Encontrado: C,-40,21, 3g 795 Hy 6,96, 6 675 N, 9, 37 |

9,49,

Reai A S '\'.'"5";;
PR RN HER AT &
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'_,biente durante la noche para separar el derlvado carboben—‘:

,‘auneti7xormam1da (DGP) se gnfria por debaao de" 0°C y se agi-

'seca al alre. Rendlmlento. 41 1 g (82 %) Por recrlstallza-
‘ros que. funden a 78-7900.;.5

'86, 1839 (1964)

uc1pa A en formz de bage 11bre en 450 ml de agua. y 500 ml de |-

ta fuert euente. A la s oluc¢6n se afiade gota a- gota, durante

celniie 500wl de Bt V )OU il o hubunu], lJ]lraudo Jh 06
el -;n'u'h .-w;»m'qr' le-x'um herln luu-.lnl la -~ ; e qnpqr'p @u m,cs nq-;
pnn. 'nn nﬂpnn hn'nnn!!rn N ncmnnn a0 lvqbnu dnq Vacap oon

A_3o__ '

404747

EJ EITPLO 5

Preparaclén de’ N—(bencllox1carbonllox1)succlnimida

_ _ Se dlsaelven 23 g (O 2 moles) de N;hldroxisucclni
midal en una solu016n de 9 g (O 22 moles) de hldréxido sé—

! leO en 200 ml de agua. A la- solucmén agltada se anaden go— S

ta a gota 34 g (0,2 moles) de carbobenzoxicloruro enfrlando

con agua y 7 @espués la mezcla se agita a la temperatura am—

zoxi, que ae recoge por filtrac16n, se leva ‘con agua J se

c¢6n en oenceno—n—hexano (10:1) se obtlenen prlsmas 1ncolo—

1e G W. Anderson 7 colaboradares, J Am.Chem.Soo.,

H

EULMPLO

Preparaclén de 6'—carbobenzoxlkanamlclna A B

Una soluolén de 42 5 & (90 mlllmoles) de kanamm— 1

o

un periodo de 2 Qoras aaroxlmaaamente, wa soluc16n de 22 4

0T

(90 mlllmoles) de h-(bencllox1carbonllox1)suqclnlmlda en .
500 ml de DHF. Ia mecha se agita entre -10 N O°C durante
la noche N desouéo a la temperatura amblente durante un dia.'
Ia mezcla de reacolén se evanora a nres¢6n redu01da por de-

Lerjo de unos )COC. bi recxduo OlGOJO e disuelve en une mez- -

400 ml el VUL dasan uaburadn de hubanold y dow VGOOG con’
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'rv se cromLto rrafia en una columna de 30 mm de dlémetro de

‘acelte v lo separa de los crlstales._Después de anadlr alre~.'

dedor de»3001m1 de -etariol, la mezcla sg_mqntlenela la tempe-

‘na que ‘56 recoge por flltraclén. Pesa 44 g. E1 producto con’

‘ticne una pequetie cantided.de kanamicina A, como 1ndlca la.

‘ma alqolvente g nlnlldrlna como reactlvo r001ador.

're81na cazbiadora de idn CG3-50 (tipo N“4 s 500 ml)s Ia 'colun;

le kenanicina A se recupera de las fracciones que se, nmueven

~dueto parece'encontrarse en las fraccioﬁés Que- S8 mueven més

rdpidamente. Se combinan las fracclones 10—110 v g6 evaporan o

500 nl cada vez de butanol'séfurado de-agda, respécfivamen—-
te, utilizando une técnica similar s la distribucién en cond.
tracorriente. las tres capas acqosaa‘se combingn;& evaporen
a Sequedad bajo bresién reduoida'para dér un réaiduo cleoso,
parte del cual cristaliza al permaneoer en reposo e la teme-
peratura amblente. Al regiduo que comprende los crlstales |

se afiaden alrededor de 100 ml de metanol, que dlsuelve el
ratura ambiente durente la noche para'dar'una'masé cristali

crometo, refie en cepe fina utilizando una mezcla de'n—propa-l

nol, plrldlna, &cido acdtico ¥ agua (15 10z 3 12) como 51ste-"

£l producto crudo se dlsuelve en 300 ml de agua

na es irrigada con solucién 0,1 N de hlqr6x1do anénlco h's el

elueto es recogido en Ir20010nes ‘de 10 ml. L producto de—

seado se encuentre en los tubos nims. 10 2 100,’m1entras que

nds Lentenente y el 1u6mero o isémeros de posicidén del pro=- |

& sequedad %aJo pres¢on rcducmda para dar 24 6 g (45 p) del
prouucto anoloro 6-curuouenAOXLkanamlc_na AS(II) (6'—carbo—
benzomlkava“ir¢na A), que comlenza a fundlr ¥ colorearge a

2049¢, Uc”comnonlénuo 2 212°C con uenprcndlm_ento du'mau.

-

LT CRATUY XN

e ‘x\--«-‘.': (SN ru“'lI v', r S R T NPT S



10

18

20

28

30

e
<>
~-
~

: [']D+ 1OG° (o= 2, hnO)

"

T o ' Valor Rf

% CCF - (gel de silice F254, nin’ )
| hidrina ) o 6'-carbobenzo~.,

Sistema clsolvente x1kanaL101na A Lanamlc1na

n—”rCH-Dlv':Lc_na—AcOn—H o ' ,o‘,rz«,z- 10,33 0,15 .9,704-
(15:10:3:12) o (principel) menor

’Ageéona-ﬁfCOH-nzo,-- : P 0,24 0y14.
(20:6:74) = o o

CHCl3-MeOH—1\IH40H c.H20 : '_ o "'01,71.6', " : ,_(':5),50

C (gze) T T

AcOme—-n—:I-‘r.OH-NHArOH e 2% o0
’(45:.105:60) . '

*H

detectgdo medlanoe antrona—acldo sulfdrlco. .

nal va & conpar ado de dog pequeno componentes. Sin- embargo,

el producto final &g utlll"ado sin nueva purlflcaClén para

le preparaclén de BB-K8 (I)

MEPLOZ S ii

tlr de amouulros1na A o B 0 mezclas de éstas

Se Callentan e reflujo 5,0 g de ambut.roslna A
(patente taaounlaense ne 3,541, 078, publlcada el 17 de No—
vi-embre de. 1970) con 160 ml GE h_'Ldré tido ..46(1100 0y 5 1-‘, duran
te una hora. Ei nlqrollnado se neutrallza con HCl 6 8| v se

cromﬂtografi sobre ana columna de C&-50 (tlno h Y. El éc1

.71anao e columna: con ague y oeparando el agua por, ]1of111-
6n. El dcido Im(- )—YLQﬁan—aunldrox1buuirlco se caracﬁg

riza como susbancie crigtalina con un punto de fusidén de

A s, e

Por crom tografia en capa flna con uno de los sig- -

-.temaJ uloolventeg empleados,.ue encuentra que’ el producto fif -

| Breparacidn de écido'I~(-)-yL 11no-y—h¢drox1butirloo 2 nagp- 2

do L—(—)—(—ahlno—u—qaaro"1butirlco deseado se alsla desarro— :




18

10

20

25

30

y-.'_404747

1’212 15-214,5°C ( columne 2 linoas 31—38 patente”estédouning

- etano se anade goba a vota y agltando wne soluclén de 4,2 g

o columna se lava con 200 ml de agua ¥ se eluye con NH40H

S =”-Cromatografia en capa flna (gel de sillce 3254),;
N

S,R'"’ 0,03 en n-PrOH—AOOH-H20 (1511023 12); RE 0,16 en goe-
b

T tona—AcOH—HZO (20 6 74). , N

. Ei . : EJEMPLO 9

se n® 3.541, 078) A
EJEHPIO 8

Prepar3016n de 6'—carbobenzoylkanamlclna B

A wha solu016n enfrlada de 8, 1 & (0,0168 moles)
de kanamlclna B en 120 ml de agua v 80 ml de 1 2—d1meuoxi-

(0,0168 moles) de: N—(berclloxlcarbonlloxi)su001n1m1da en

40°ml de 1 2—d1meto 1etano. La mezcla de reacclén se’ aglta
 durante la noche Yy 88 evapora a precién reducmda. B reslduc'"'
se diuuelve en 100 nl de agua b4 56 agita dos veees con 50 ml
‘de n-butanol saturado ¢on aﬂua. La capa acuosa se separa y

adsorbe sobre una columna de 100 ml de" CG—SO (tlpo NH4) La

;0,05 h. ‘Bl eluato se “eooge en fr3001ones de 10 ml. Se re— .:
- cogen las fracc1one° 121 @ 180, se evaporan 2 lloflllzan pa-i
ﬂa dar 1,30 g (15 %) del rroducto deoeado.-Se evaporan las '.
rQCCLones 1 a 120 v se cromatobrafian de nuevo sobre C&~50 .t

( 4) pera dar 1,21 g (12 p) ael producto.'P f. 191 152°

(desc. ). MD + 1o4° (c.= 2, 5, H,0), =0 1710 ‘o
.  Ané11s1s para 026H43N4012. ' .

| gCalculado 3 c, 50,56, H, 7 02 N, 11,34

f_Encontrado.VC, 50 71, Hy 7, 38 Ny 11 147

_Preparaclén de 1-[I~(-)-Y:bencllox1carbonilamlno—«—hldroxln
' butirlll 6'—oarbobenaoxxkanamlclna B (IIIb)
A una. soluclén agltada de 1,85 g (3 0 milimoles)
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(3,1 mlllmoles) de N—(IFY—carbobenzoxiamino—a-hldroxibuti—

1lg nodhe a la temperatura amblente y se somete a hidrogeno—
-1lSiS sin: alslar ol derlvado carbobenzoxi (IIIb) Cromato-

'grafia en capa flna (gel de silice F254) ‘RE 0, 06 (mate-'

-34 -

404747

de 6'—cerbobwnzoxikanamlclna B en 40. ml de H 0y 50 ml de

1 2—d1metox1etano se afiaden de una sola vez, & 5 C, 11 &

rlloxl)su001n1mida. La mezcla de reac016n se agita durante

rial de partldﬂ, 0 41, 0,57 (n—PrOH-plrldln&-ACOH-H20 15:

10:3:12), BE 0,11 (materlal de paruda), o 21, 034, 0,46..

(acetona—AcOH—H 0 20:6: 74) ' ' '
EJEMPLO 1o

. Preparac16n de 1-[1_(-)-Y—amlno—«—hldroxibutiril]—kanami—'

0,2 & de paladio al 10 % en carbén. Después de haber hidro—

'genado la mezcla a la presién atmosférlca durante 5 horas, '

. che, Se filtra la mezcla de rea0016n, el filtrado 50 eva~

) m101na B se recupera de las fracc1ones 60 a’ 76 con un ren—

' 138, e evaporan a pre916n reduc1da y se lloflllzan para

cina B’ (IVb)

-4 la solu016n obtenlda en el EJemplo 9 96 aﬁaden

g afiaden 0,1 g adlclonales de paladio al 10 % en oarbén vl

10 al de ggua. lLa hldrogenaclén se Dr051gue durante la no-|

pora a uresmén reduc1da v el res1duo se disunelve en 50 mJ
dn agua s se cromatografia sobre una colamna de CG~50 ‘
(JH4, 1,2.x 50 cm). Ia columne se lava con 200 ml de agua'
b uespués se eluye con 500 ml 'de NH4 OH 0,1 V, 500 ml de
1F4Oq Q,2 N 900 ml de NH4OH 0,5 N ¥y 500 ml de: NH4OH 1 H.

Tos efluJentes se recogen en fracciones de 10 ml. La kana—
dlmlento del 32 (459 mg). Se recogen las fracc*ones 128—1

dar 313.mg (17 % calculodo 9obre la carbobenzoxikanamlclna




10

B IS';‘

20

25

30

_33_

4047&7

'B) de EB-K26 (IVb) P.£. 186—187°C (desc. -',.[«3%9 +78°
(c = 1,15, H,0) Yoy 1640 ca1.

: Ané1131s para C

22%44" 6°12'H2°°3‘
Calealado : C, 42,72; H, 7,17; N, 13500
“Encontrado: C 42 23, H, 7 19, Hy 12 37
Cromatografia en capa fina (gel de silice F254,
ninhidrina), RE 0,11 en aceton&-AcOH—H 0 (?O 6874)3 RE 0,19
en CH013-M90H;NH4OH concentrado—H 0 (1 4:2:1)

Se combinan las fracciones 201 = 222, 8e evapo-

‘ren a presmén reducida ¥y se lioflllzan para dar 209 ng

(12 %) de otro componente actlvo que es denomlnado BB~K27.
P.f. 183-18400 (descs ). Y =0 1750 a1, o
" Andligis para C22H44N6012'§2993‘ '
Calculado : C, 42,7‘2; Hy 7,17; N, 13‘00‘
‘Encontrado : c, 42 25; “H, 6 293; N, 12 18
Cromatografia en capa flna (gel de silice F254)

,Rf o 5,15 o ace'tona—AcOH-rI20 (20:6:74); Bf 0,07 en
.CH013-WIeOﬁI-ﬂH40H concentrado—H20 (1: $4:2:1).

EJEMPIO 11 -

Prepar3016n de é01do L( )—v-amino—m—hldrox1butirlco a par~ .
tir de éc:.do D.L-o(-h:l.drox1-v-ftallm1dobutir1co o

(A). I~a—h1drox1—y—¢tallmldobutlrato de deshldro-

abietilamonios A una solucibn de 25 g (0,1 moles) de é01do '

2—h1drox1—Y-fballmldobutirlco1 en 200 ml- de etanol se ana—

de una solucién de 29 g (0,1 moles) de deshldroabletﬂamlna

'en 130 ml de eﬁanol. Ia solu016n se aglta fuertemente du-

rante  un minuto Yy se mantiene a la temperatura amblente du—

rante 5 horas, durante cuy o tlempo cristallzan flnas agu~r
jas. los crlstaleg se recogen por flltraclén, se lavan con

50 ml de etanol y se secan_al aire para obtener 30,1 g

“‘f B :

PN e T
l“i“‘ i n.‘ rive AP IR T e e e i T RN R PP RE TR

C e
L he
IR ot g
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" evapora hasta 15 ml baJo presién reduoida. ‘AL concentrado

-producto puros Pef. 94-95°c. [of] + 10 80 (c = 2,5, MeOH].

la rota016n especiflca.

40 nl de agua.se afiaden 5,3 g (0,01 moles) de I~«—h1drox1—

'friar, el é01do ftallco separado ge. ellmlna por Filtraciénd

Bl fﬂltrado se evanora a pre°16n redu01aa. El re31duo se

- fia- cantidad de écido ftdlico insoluble. EI flltrado ge ad—

(56 %) de un’ dlastereémero de la sal de deshldroabletllaml—
na. P.f. 93-94°C [oc] +15° (e = 2,5, HeOH ). Por recristd
lizacién en 300 ml de etanol se obtlenen 23, 2 g (43 %) del’

Una nueva. recrlstallzaclén no altera el punto de fu316n ni
Anéllsls para C32H42N2050H20.'f>»

Caloulado : Cy 69,545 H,:8; ;02 Ty 5, 07
Enoontrado. C, 69 58 H 8,08%7N, 5y CW

Te ' ' :
Y. Saito J colaboradores, Tetrahedron Letters, 13[0,

4863.

. B) -Acido In(—)—Y—amlno—%-hldrox1butirlco. A una

solu016n de 1, 5 g (O 014 moles) de carbonato sédlco en

(-*tallmldobutlrato de deshldroabletllamonlo h's 60.ml de
éter. la mezcla se agita fuertemente hasta que se ha dlsuel
to todo el sélido. Se separa la. capa etérea. Ia soluc;én

acuosa se lava dos veces con 20 ml cada vez de Ster 3 y sa

se aﬁaden 10 ml de écido clorhidrico concentrado v la mez-

cla se calienta 2 reflugo durante 10 ‘horas. DESpués de -en~

disuelve en 10 ml de agua ¥ 16 solu016n se evapora a seque-
dad. Egta operacidn se repite dos vecea més para ssparer
el deido clorhidrico en exceso. El jarebe residusl se di-

suelve-en 10 ml de agua y se filtra pﬁéa separar uns peque—

sorbe en una columa de IR-120 (H s 1 x 35 em), Be lave 1e

columne. con 300 ml de agua y se eluye con uolucién 1 N de

gt
—'.-:"'“'-{r
R A
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‘hidréxido aménloo. El eluato se recoge en fra001ones de

'una muegtre auténtlca obtenlda a partlr de ambut1r051na.

'Preparacidn de 1a 58l . monosulfato de 1-fI~(—)-VAamnx»a—h1-

- 37~

40”47

15 ml. Se comblnan las fracciones 10 a 16, que dan rea0016m.
positiva con la nlnhldrlna y sé evaporan e. preslén ‘reduci-
da para dar un Jarabe que cristalize gradualmente. Los crie
tales se trituran con etanol, se filtren y gecan en un de—
<~ecador de vacio para dar O 78 & (66 %) de écldo I"(')"Y"
amlno-o(—hldronbutirlco, 4 P, 206-207°0. [)24 —290

(¢ = 2 5, K O). E1 espectro lnfrarroao es 1déntlco al de

', EJEMPLO 12

-_de 1= [IF(- —r—amlno-a—hldrox1but1r11]kanaml01na A o B. ia ;

‘solucién se flltra para: separar- el sélido que no se haya

" se continde agltando durante 30 mlnutos, después de To
 cual,se afiade etanol frio a- la mezcla hasta-que se producé'

'la nrec1p1tac16n. El sélido se recoge por :1ltra016n v .58

- droxlbutlrll]kanamlclna Ao 3B

"En uno a tres lltros de agua se dlsuelve un. mol

dlsuelto. A la soluclén agltada v enfrlada be anade un mol

de éc1do sul:urlco dlsuelto en’ 500 ml de agua. La mezcla

determina que es el monosulfato aeseado.'

EJENPLO 1 é

_tlrll]kanamlclna A (como trlhldrato del - monoblcarbonato) e

125 ml de ague ae31onlzada. Se. observa un pH de aprox1madar '

Preparac16n de la sal disulfato de. 1- [IH(-)fY-amino-«-hi-;
' droxlbut1r11]kanam1c1na,A (BBAKS.QH 804) ST

Se dlsuelven 35 g de 1- LIF( )—Y-amlno-«—hlaroxlbq .

mente 9, O. El pH se¢ reduce a 7—7 5 con a01ao sulfdrlco al

50 % en volumen.

Se afinden 8,5 g de Darco GfGO (carbén activo) y

T R S L
L P TORY TA Y AT SR VX D Nt L
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la mezcla se suspende a lz tehperatura'ambiente durente”
0,5 hores. El carbono se -separa por'filfraciéﬁ adecuada y
se lava con 40 ml de agua. Las aguaa de lavado se anaden al

flltrado.

El'filtiado v las agﬁas7de'lévado combinados se

-ajustan a pH 2—2 6 con é01do sulfurlco al 50 % en volumen.

Se desprende una gran cantldad de d16x1do de carbono. La

soluc1on e dega en una v1tr1na de’vacio agltando durante

20 mlnuﬁos para expulsar el dléxido de carbono ad101onal.¢-
Sé anaden 8,5 g de Iarco G—60 ala solu016n deg=
ga31f1cada. la mezcla se suspende durante medla hora & la

temperatura amblente. El carbono se separa por flltraclén

-adecuada y se lava con 35 ml de agua deszonlzada. Ias aguas

de lavado g8 agregan al flltrado.

' ml flltrado y las aguas de lavado comblnados 8e
ajusten a pH 1 1 3 con dcido sulfurlco al 50 % en Volumen.

Esta solucién se afiade agltando rapldamente, 2 lo largo de

un perlodo de 10 mlnutos, gobre 60ChJOO ml de metanol {3-4

volimenes de. metanol). Ia mezcla se aglta duranue 5 mlnutos
pP 1= 1,3, se hﬁce pasar por un tamlz de 100 ma]las, se

aglta durante dos mlnutos y se dega sedlmentar durante 01nc<

mlnutos. Ia mayor parue del liquldo que sobrenada 8e separa o

por decanuac16n. Ia susPen916n restante se fll tra ﬁdecuada—

"mente, 56 lava con 200 ml de metanol y se seca a vacio a

50°C Surante 24 horas. EL rendlmlento de (su]fato dlhldrogeul

no) BB-FS amorfo es de 32—34 - [d]%z HZO + 74,75, des—
comp051016n e 220—230°C. ’

Andlisis elemental (en seco®)
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H

-8 9,55, 9,89 # (la proporcidn tedrica para un'béntahidraté ,

-39 -
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'?ncontrado Teéfioo

c % 32,7, 33,5, 32,3 . 33,5

N 8,78, 8,7, 8,2, 8,8 . 8,97

s % 8,75, 8,9, 7,8, 8,85 8,2
Cenizes % - nad&_v L -

- Contenido en agua por Karl Flsher. 2 33, 1,79, 2,87 %,,'
(1a proporcién tedrica para el monohidrato es 2, 25 % de

agua). Esta sal es higroscéplca pero no delicaescente. Dest
pués de mantener al aire a 1a temperatura ambiente una. paxh"

te alicuota durante 18 horas, el contenido en agua aumenta

es del 10,33 % de agua). 7
En resumen, la Patehte de Invencidn que 86 §01liw-, |

01ta deberd recaer gsobre las s1éu1entes.

AR IR G 1 A T W T ST O T e oS RH IR I e S R b T B b N ki b aiag
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RAIVINDICACIONES

1. Un procedimiento para‘la preparacion de de-

rivedos de antlb:\.otimdakanamcma de fbrmula.

donde,ﬁ3 es OH o NHZ; o una gal de adicidn de acido del mis-

to comprende las etapas comsecutivas de:
4) bloquear el grupo amino en el carbono &' de
la kanamicina 4 o B con un grupo y protector convencional del

un grupo amino para producir un compuesto de férmula:

mo, no téxica y farmaceuticamente aceptable; cuyo procedimien

\

z
/
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donde R? es el definido anteriormente;
B)asilar el grupo amino en la posicibn 1 del
compuesto de férmula II con un agente acilante de formula:
OH
WV ~N =~ CHZ - CH2 - (IJH- COOH

derivando dicho agente aislante del acido L~(-)~y-amino~of-
hidroxibutirico, donde W répresenta un grupo convencional
protector del amifo, o con su equivalénte funcional como
agente acilante cie una amina primaria, para producir un

compuesto de férmula:
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- donde ¢ es el definido anteriormente'y
C) separar por métodos conocidos los grupos

Y y W protectores del animo para producir el compusato de

f6rmula:
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Y, si se desea porteriormente convertir el producto ante-

rior, por metodos conocidos, en una sal de adicién de acido

del mismo, no téxica y farmaceuticamente aceptable.
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2. Un procedimiento segin la reivindicacién 1

para la preparacién de un compuesto de férmula:

6!
4' m'Iz"‘NH2

donde R3 es OH:o NHo; o sus saeles de adicibn con 4eidos

no téxicas y farmecéuticamente mceptables; cuyo procedi-
miento comprende las etapas consecutivas de:

- "A) acilar kanamicina A o kenamicina B con wn
agente aoilan%e geleccionado éntre los compuestos de f£én-

t

mules:
0

R4 | ﬁ i>H__.

CHZ-O-"G“'O-N

RS
0
r* lO
5 CHQ-O-J'-X
R




CH 0
3
m3-?-o-c-m3
Ciy
0N X ,
0
2 .X@ : |
; 0 ois
® E
N.c-.o--cf--CH3 ,
Gy
0]
C—3x , I

0
|
X—GH2 - é - 0H o su carbo«di-imida o

Q)

donde R4 ¥y R? son iguales o diferentes y cada uno de ellos

Q=0

- G, - CH, -~ COOH o su carbo~di-imide,

representa hidrbgeno, flioz, cloro, bromo, NOp, OH, alqui=-
lo inferlor o alcoxi inferior y X es cloro, bromo o yodo

o con su equivalente funcional como agente acilante, en undg
proporcién de un mol o menos de agente acilante por mol de
kanamicina A o B, en un disolvente, a una tempergture infe-

rior a unos 50°C, pare producir el compuesto de fér@ula:
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donde R3 es el definido anteriormente e Y es un radical
de férmula

& ’ 0
RS

CH 0
|3 |
CHy
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rt ﬁ
R5 o
02N ’
, YT
NOQ

X - CH2 - C = o}
0 0
I ]
-G~ G, - G, = C= ,

5
donde R4 Yy R son los definidos enteriormente;

B) acilar el compuesto de férmula II con un agent

te acilante de férmula:
- OH 0

| Il
W= NH - CH2 - CH2 -~ -C=-U
siendo dicho agente acilante un derivado del 4cio ih(-)"Y“
aming=w=hidroxibutirico, donde W es un radiocal seleccions=

do entre el grupo formado por:

\
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donde R* ¥y R’ s.on los definidos anteriormente, o con su
eguivalente funcional como agente acilante de una amina pri+
maria, en una proporcién de por lo menos 0,5 moles de agen—
te acilante por mol del compuesto II, en un disolvente, pa-
ra produciiﬂun compuegto de fdérmula

4_!

CHy-NH-Y
51

HO

NH~ C- G~ CH - CH,~NH
I
OH W
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si se desea, posteriormente convertir el producto por méto

-iﬁéggﬁg

T ,Sl

donde R3,'Y v W son los descritos anteriormente y
C) separar los grupos blogueantes W e Y por méto

dos conocidos para producir el compuesto de férmula I y,

dos ya conocidos en una de sus sales de adicidn con &cidos
no téxica y farmacéuticamente aceptabie.

3+ Un procedimiento segin la’ Reivindicacidms162
caracterizado porque: (f):en la etapa A la kanamiciné Ao

B se hace reaccionar con un agente acilante de férmula:

donde R4 y R’ son los definidos en la Reivindicacién 1, en
un disolvente selecclonado entre dimeti}formamida, dimetil
acetamide, fetrahidrofurano,Vdioxano, 1,2—dim§toxieténo,

metanol, etanol, agus, acetona; piridina o N-alquil(infe~
rior)piperidinas o sus mezclas y (2) en la etapa B, un agen=

te acilante de fdérmula

gt

0
0 OH 0 >r——— ,
“ bl |
Gy 0= C-NHew CHom CH g G~ G- 0
R .
donde R* y R® son los definidos en 1l Reivindicacién 1,
se hace reacelonar con el Eompuesto IT en una proporeidn
de alrededor de 0,5 a 1,4 moles de agente acilante pér mol
de compuesto II,en un disolvente seleccionado entre una meyz
cla de agua 'y éter dimetilico de etilenglicol, dioxano, di-
metilacetamida, dimetilformsmida, tetrahidrofuranc o étex

dimet{lico de propilenglicole
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a 259C y:(z) lae reaccidn de acilacidén de la etapa B se lled

puesto II.

" 1licoy en un“sistéma formedo por agua y un disolvente misci-

4+ Un procedimiento segin la Reivindicacidn 3,

carédcterizedo porque: (1) la etapa A se lleva a cabo en di-

metilformemida como disolvente, & una temperatura inferior

ve & cabo en una mezela 1:1 de agua y &ter dimetilico.de

etilenglicol como disolvente, en una relacién molar de alre

dedor de 0,8 = 1,1 moles de agente acilante por mol de comt

© 5 Un procedimiento segin las Reivindicaciones
3 o 4, caracterizado porque los grupos bloqueantes W e Y
son separados en la etaps C por hidrogenacién del compues-

to III con hidrégeno, en presencia de un catalizador metém

ble con ague. )

6 5n procedimiento seglin la Reivindicacién 5,
caracterizado porque los grupos blogueantes W e Y son sepa—|.
rados por hidrogenscidn del compuesto IIL con hidrédgeno,
en presencia de un catalizador metdlico selececionado entre
paladio, platino, niquel Raney, rodio, rutenic o hiquel,
en un glstema formedo pér agua y un digolvente miéciﬁle
con agua seleccionedo entre ague y dioxano, tetrehidrofure-
no, éter dimetilioco de etilenglicol o éter dimetilico de
propileng;iool; en presencis de una cantidad catalitice de

deido acdtico glacials

7. Un procedimiento segin la Reivindicacidn 6,
caracterizado porque los grupos bloqueantes W o Y son sepe~
rados por hidrogenacidn del compuesto IIT con hidrdgeno, en
presencia de un catalizador de paladio en carbén, en un di-

solvente formado por agua y dioxano 1:1,




N oL My

10

25

8. Se reivindica por filtimo como objeto sobre el
que ha de recaer la patente de invencidén que se solicita:
UN PROCEDIMIENTO PARA LA PREPARACION DE DERTVADOS DE ANII-
BIOTICO DE KANAMICINA.

Todo conforme queda descrito Y reivindicado en la
presente memoria descriptiva que consta de cincuenta y una

Péginas mecanografiadas.

Madrid, 11 julio 1.972

BERNARDO UNGRI A
DeD.

_POOR:
DUALITY
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