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MEMORIA DESCRIPTIVA

La invencién tiene por objeto un procedimiento pa-

ra la obtencidn de derivados de antibidticos del grupo macrd

1idos polidnicoS. = — = = = = = - - m - e r - - - -

Se conoce ya toda una serie de antibidticoa del
grupo macrélidos poliénicos, tales como le nistatina, la am-
fotericina B, la tricomicina, la leuvorina y otros, que ha-
1lan una amplia aplicacién prdctica para cuidar las micosis.
Se conoce igualmente, por una parte, su propiedad de reduc-
cién de la hipertrofia de la gldndula prostdtica y, por otra

parte, de hacer bajar el contenido de colesterol en la san-

El inconveniente de dichos antibidticos consiste
en su falta de solubilidad en el agua, eliminada parcialmen—
te por sus complejos a parbtir de desoxicolanato de sodio o
de derivados N-acflicos. Sin embargo, el inconveniente esen-
cial de dichas substancias consiste en el hecho de gue no

forman soluciones moleculares sino Unicamente soluciones co-

loidaleS, = = = = = = = = = - - . - - - _ .- - -~

El complejo de amfotericina B con el désoxicolanar
to de sodio, denominado fungizon, provoca, ademés, el efecto

de lisis de eritrocitos, debido a lo cual se constata la ane
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mia en el organismo cuidado con dicho complejo. Ademds, este
complejo presenta componentes no neutros para un organismo

viviente. = = = = = = = - = - . - - - e - oo o

Los derivados N-acilicos presentan, a su vez, una
actividad bioldégica menor con respecto a los polienos no

substitufdos, = = = = = = = - - - - - - o - e —

La invencién se propone obtener derivados de anti-
biéticos del grupo macrélidos poliénicos con mejores propie-
dades terapéuticas, en particular pars cuidar las micosis
constitutivas, reduciendo ademds el contenido de colestefol

en la sangre asf como la hipertrofia de la gléndula prostiti

Che ™ = = m on = = = - - = e A Em me e eE e SN v W e e e am au e e

Resulta que este objetivo puede alcanzarse de una
manera simple combinando por lo menos un grupo amina de una
molécula de macrélido, tal como por ejemplo de nistatina, po
lifungina, amfotericina B, candicidina, pimaricina, tricomi-
cina, leuvorina, rimocidina, con un mono- u oligosacdrido de
la serie de las aldosas o de las cetosas, tales como por
ejemplo, la glucosa, la fructosa, la maltosa, la d-ribosa,
la ramnosa y otras,-o con sus derivados, tales como por ejem

plo, los 4cidos glucurénicos y la bromoacetilglucosa, — - —

El procedimiento de obtencidén de derivados segin la
invencibn consiste en que se actia sobre el macrélido poliéni
co, que contiene por lo menos un grupo amina, en un medio sol

vente, tal como por ejemplo dimetilformamida, metanol, piri-

s
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dina u 8xidos dimetilsulfénicos o en una mezcla de solventes,
por medio de un mono- u oligosacdrido de la serie de las al-
dosas o cetosas, o bien por medio de sus derivados capaces
de reaccionar con un grupo amina, eventualmente en presencia
de un compuesto que forma una sal con la molécula del deriva
do de macrélido poliénico, dejando reaccionar el conjunto;
luego se extrae el producto de 1a reaccién o se le hace pa~
sar eventualmente a sal. Los derivados azucarados de antibid
ticos del grupo macrélidos poliénicos se utilizan como medi-
camentos fungicidas o como substancias que reducen la hiper-
trofia de la gldndula prostdtica o para disminuir el nivel

de colesterol en la sangre. = - = = — = = = = = = - — - - -

La actividad de defensa contra las micosis in vitro

de los derivados obtenidos se determindé segin dos métodos: -

a. determinacién de la actividad microbioldgica de ios-antl

bidticos y de sus derivados en el medio de cultivo s6éli-

0 = t80la 1 == = = === mm = m m = mm—m — = = -

b. determinacién de la actividad microbioclégica de los anti
bibticos y de sus derivados en un medio de cultivo liqui

G0 —tabla 2, = = == m - m == m === m = - -

Ia actividad microbiolégica se determiné segin el
método de dilucién en series en el medio de cultivo sélido
de la manera siguiente: se disolvié 1 mg de antibiético en
1 ml de dimetilsulféxido y el conjunto se disolvié en 9 ml

de agua esterilizada. Se prepararon diluclones en serie con
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agua y se determiné la concentracién mfnima de detencién del
crecimiento de cepas normelizadas, Candida albicans y
Saccharomyces cerevisiae, mezclando en cajas de amasado de
un didmetro de 10 cm una solucién de 0,5 ml de antibibtico y
una cantidad de 9,5 ml de cultivo segin Sabouroud, 2 una tem
peratura de aproximadamente 60%2C. El conjunto, después de ha
berlo mezclado y dejado solidificar, sembrando superficial-
mente un gérmen de bacterias, se dispuso durante un tiempo
de 24 horas en un acumulador de calor a la temperatura de
362C,. Ia concentracién mfnima de detencién del crecimiento
se determiné sobre la base de observaciones de falta de cfe—
cimiento de dicho microbio. En la tabla 1 se citan los valo-

res para la nistating y su derivado gluclsico, = - = = = ~ =

Tabla 1

Concentracién minima de detencién del
crecimiento en meg/ml con respecto a

Preparacién
Candida albicans S. cerevisiae
nistatinag . 2 2
derivado glucdsico
de la nistatina 2 4

' La actividad microbiolégice de antibiéticos y de
sus derivados para un medio de cultivo lfquido se determind
preparando diluciones en serie de antibiéticos de la manera
anteriormente descrita, mezclando una solucidn de 0,5 ml de
antibiéticos con 4,5 ml de medio de-cultivo sembrado de mi-

crobios, preparado segin Sabouraud, pero sin agar-agar con



una adicién de tarcocilina en cantidad de 25 mg por litro.

Las soluciones permanccieron 48 horas a la temperatura de

Ia concentracién minima de detencién del crecimien
5. to de los microbios se determind por medio de la perturba-~

cién desarrollada por el crecimiento para una extensién de

660 nm y los resultados se cifran en la tabla 2, = - - - = =
Tabla 2
MIC MIC
10. Rep. Antibidtico meg/ml Derivado mcg/mlL
1. pimaricina 2,5 NGL pimaricina 5,0
2. rimocidina 2,5 NGL rimocidina 2,5
3. nistatina A1 0,5 NGL nistatina A1,j,ﬁ.1,0
ML n 2,5
15. NRL " 2,0
4., polifungina 0,5 NGL polifungina 1,0
NGU " 5,0
5. amfotericina B 0,05 NGL amfotericina B 0,2
NGU " 0,5
20. 6. candidina 0,2 NGL candidina 1,0
7. micoheptina 2,5 NGL micoheptina 2,5
8. candicidina 0,001 NGL candicidina 0,005
9. tricomicina 0,001 NGL tricomicina 0,005
10. leuvorina 0,05 NGL leuvorina 0,2
25. 11. aureofacina 0,005 NGL aureofacina 0,025
NGU " 0,025

en donde MIC - concentracién mfnima de detencién de creci-
miento

NGL - medio de cultivo derivado de glucosa
30, NML - medio de cultivo derivado de maltosa
NRL - medio de cultivo derivado de d-ribosa
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Como 1lo demuestran las determinaciones anteriormen
te descritas, la actividad antifngica de leos antibiéticos
del grupo de los macrflidos poliénicos es del mismo orden

que la de los antibiéticos primarios, = = = = = = = = — - ~

Se ha anzalizado igualmente la actividad de un deri
vado glucésico de nistatina, comparada con la de la nistati-
na, con respecto a una serie patogénica de cepas Candida y
Geotrichum, aisladas a partir de érganos humanos contamina-

dos. Los resultados de ensayo se cifran en la tabla 3, - - =

Los ensayos biolégicos de la fuerte toxicidad

(LD5O) de dos preparaciones de derivado glucésico de polifun
gina, se ejecutaron en ratones de un peso del orden de 24 g.
Los animales se sometieron a una inyeccién peritoneal de an-
tibiético bajo forma de una solucidn a partir de una solu-
cibén fisioldégica de cloruro de sodio en un volumen de 1,0 ml.
Se comparé la fuerte toxicidad de la sal de sodio y la de las
sales derivadas de imidazol glucésico de polifungina. Las dos
preparaciones se aplicaron una sola vez a los ratones segin
las dosis siguientes: 4 mg/kg, 12 mg/kg, 36 mg/kg, 60 mg/kg,
80 mg/kg y 300 mg/kg en peso de los animales. Cada grupo com

prendfa 6 ratones. = « = = = w @ @ 0w - - om0 m o mm - o
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La elevada toxicidad de las sales de sodio y de
las sales del derivado imidazol glucésico de polifungina, ex
presadas en forma de la LD5O, es idéntica y varfa en los 1I-
mites de 80 mg/kg de peso. La sal de sodio es algo mds téxi-
ca para una dosis y observacién de 24 horas. Sin embargo, jof:
ra una observacidén de 48 horas, parece que la sal imidazol

de polifungina oo mds béxico. = = = = = w a4 - . - - - -~ o

La toxicidad segin la escala de Berents es igual a
54,7 mg/kg en peso para la sal sédica de glucosa derivada de

la polifungina, mientras que el valor es de 52,5 mg/kg para

la sgl imidazélicae — = = = = = = = = = = - - = -

Se realizd la comparacién in vivo de la actividad
antifingica de la polifungina insoluble y soluble en el agua
de un derivado de polifungina como sal sédica glucésica por
via de ensayo en que se utilizaron ratones blancos de raza
"Porton" de un peso del orden de 30 g. ILos ratones fueron
contaminados por medio de una cepa Candida slbicans n? 4477
por via venosa, inyectando en la vena caudal 0,2 ml de una
suspensién que presentaba 3,3x106 células de Candida albicans

obtenidas de un cultivo de 48 horas en agar de Sabouraud. = -

La preparacién de una sal sédica glucdsica del de-
rivado de polifungina se disolvié en una solucién al O,S%Ide
cloruro de sodio, mientras que la polifungina insolublejse
prepardé bajo forma de una misma suspensién en una misma solu
cibn. Los dos antibidticos se aplicaron a los ratones por el

peritoneo bajo la forma de una solucién de volumen de 0,5 ml
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por dfa durante todo el tiempo de los ensayos. Se gplicaron
las dosis siguientes: 1 mg/kg, 2 mg/kg, 4 mg/kg, 8 mg/keg y
16 mg/kg de antibidticos con relacian al peso de los anima~
les. En el grupo de control no se aplicaron antibiéticos. Ca

da grupo comprendfa seis ratoneS. = = = = = = = - - - - ~

A partir del cuarto dfa contado desde la contamina
cibén, cada dos dfas se sacrificé un ratén de cada grupo inte
rrumpiendo la continuidad de la columna vertebral y los rato
nes fueron seccionados para determinar el nidmero de células

C. albicans por cada gramoc de peso de los rifiones. = - = = =~

Los rifiones se pesaron y homogenizaron en morteros
bacteriolégicos de &idrio. El producto homogéneo obtenido se
diluyé por serie con una solucidén fisiolbgica de cloruro de
sodio, después de lo cual se sembrd un vélumen de 6,1 ml de
cada preparacién homogénea, asl como de diluciones, sobre un
medio de cultivo sélido de Sabouraud. Después de 48 horas de
incubacién a la tgmperatura de 302C, se contaron las colonias
aumentadas y se calculd el nimero de células de Candida
albicans que se hallaban por 1 gramo de rifiones de los animg

les examinadoS, — = = = = = = = = = = = = & = = - = = =~ = -

Los resultados de ensayo se cifran en la tabla 5.-
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Tabla 5

Antibidtico

Dosis

N¢ de dfas pasados desde la contaminacién

4 6 8 10 12 14
aplicado diaria
N2 células Candida albicans / 1 g rifiones
o 8,0x10* 1,9x10% 1,8x10% 5,0x107 1,4x107 1,0x10°
Derivado 1 4,5 " 5,3 " 7.6 " 4,4 v 2.4 1,9
glucésico 2 1,0 " 1,6x10° 3,5x10° 1,0%10° 1,0x10° 4,9x107
de poli- 4 2,0 v 3,0x10% 1,2x10% 2,9x10% 1,1x103 4,2x10%
fungina 8 1,1 " 1,3x100 0  2,5x10% 0 0
16 9,5x10° 0 0 0 0 0
1 3,3x10% 8,2x10% 7,9x10% 5,2x10% 1,4x10° 5,2x10°
2 1,7x10° 8,2x10° 2,3x10° 1,7x10° 2,6x10° 4,3x%10°
Polifun- 4 8,6x10° 4,4x10° 1,0x10% 4,1x103 1,5x10% 1,2x10°
gina 8 2,2x10% 3,7x10% 3,7x10% 6,4x10% 6,3x10% 1,3x103
16 2,0x10% 3,9x10% 3,9x10% 4,3x103 1,1x10% 3,6x103

Como se observa, segin los ensayos ejecutados y

sus resultados, la sal sédica del derivado glucdsico de poli

fungina demuestra una actividad mucho mds importante in vivo

con respecto al antibidtico materno cuando tiene lugar el

tratamiento de los ratones con células candididsicas. - - -

Aplicando un derivado soluble glucédsico de polifun

gina dosificado en una cantidad de 8 a 16 mg/kg en peso, se

obtiene la esterilizacién completa de los rifiones de los ra-

- mm e e e em ew e e mm M e wa e e g e m me e e e we e g me e

Utilizando polifungina insoluble no se han obteni-
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Ia ventaja de los derivados sucricos de los macrdé-
iidos poliénicos formados por combinaciones de dichos enti-~
bidticos con mono- u oligosacdridos y sus derivados, consis-
te en la dispersién f4cil en el agua y, en el caso de los ma
erélidos poliénicos y de sus derivados que presentan un gru—
po 4cido, en la susceptibilidad de formar, en un medio préxi
mo a un medio neutro, sales permanentes con cationes que se

disuelven muy bien en el agua, = ~ = = = = = = = = = = = = =

Diversos derivados de diferentes macrélidos polié-
nicos y de diferentes azdcares, as{ como sus sales diversas
con cationes solubles en agua, forman soluciones que se com~
ponen de coloides de diferentes contenidos con alto grado de
dispersién y solucién molecular. Entre estas substancias, mu
chas de ellas, tales como la sal de sodio glucésica o malté-
sica derivada de la nistatina, forman soluciones moleculares
desprovistas de coloides. Tales derivados sqlubles ¥y perma-
nentes de azdcares de macrdlidos poliénicos y sus sales pre-
sentan una gran actividad biolégica. Su espectro bioldgico
es idéntico al de los antibidticos primarios. Ademds, estos
compuestos comparados con el fungizén no provocan la lisis

de eritrocitos.e — = = = = = = = = - - m - mm - - - - - -

La reaccién de los macrélidos poliénicos que con-
tienen un grupo amina con azicares se efectia en condiciones
suaves, incluso sin utilizacidn de catalizadores, cuyc empleo

acelera unicamente la reaccifn; en cambio, debido a la faci-
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lidad de reaccionar de los azdcares con 1los grupos aminas de

macrdlidos poliénicos, es indtil hacer reaccionar previamen-

te 10S az2¥CareS. — — = = = - - - - - - - m e - -

El procedimiento de obtencién de derivados sucri-
cos de macrélidos poliénicos y su modo de depuracién se ilus

tran en los ejemplos piguientes. — = = = = = = = @ - - - = -
Ejemplo I

Se disuelven 3,0 g de nistatina (E}?m = 560 para 304 nm),
3,0 g de glucosa y 0,5 g de imidazol en 50 ml de dimetilfor-
mamida y el conjunto permanece en un acumulador de calor a
la temperatura de 362C durante wn tiempo de dos dfas. Al ca-
bo de este perfodo, ha reaccionado prdcticamente la totali-
dad del antibidtico. Se hace precipitar el derivado obtenido
y la glucosa que no ha reaccionado por medio de éter etfli-
co, se lava con este solvente y se seca al vacfo., Se obtie~
nen 6,1 g de derivado bruto bajo forma de una sal de imida-

1% _ 0f0 nama M. o — = o m o o m o
zol con E1cm = 260 para nm.

Ejemplo IT

Se disuelven 3,0 g de nistatina (E1fm = 560 para 304 nm) y
3,0 g de glucosa en 50 ml de dimetilformamida y se deja el
conjunto a la temperatura de 362C durante dos dfas. EL modo
operatorio siguiente es el mismo que en el ejemplo I. Se ob-

tienen 5,6 g de derivado bruto glucdsico con Elfm = 280 para
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Ejemplo IIT

Se disuelven-10,0 g de polifungina (E}fm = 825 para 304 nm)
en 50 ml de dimetilformamida, se aﬁaden'3,0 g de glucosa ¥y
0,1 g de 4cido ascérbico y el conjﬁnto permanece durante dos
dfas a la temperatura de 362C en un acumulador de calor. Ia
operacién siguiente es como la que se ha indicado en el ejem
plo I. Se obtienen 12,9 g de derivado bruto con E}fm = 570
para 304 N, = = = = = = = - - .- m .- e .- - -

Ejemplo IV

1%
1cm

0,5 g de maltosa en 20 ml de dimetilformamida y se deja a la

Se disuelven 0,5 g de nistatina (E = 640 para 304 nm) y

temperatura de 362C durante dos dfas. El modo operatorio ul-

terior es como el descrito en el ejemplo I. Se obtienen

1%

1om = 310 para 304 nm, - - ~ =

0,9 g de derivado bruto con E

Ejemplo V

% _
lem =~
1420 para 382 nm) y 0,3 g de glucosa en 20 ml de dimetilfor-

Se prepara una suspensién de 1,0 g de amfotericina B (E

mamida y se deja durante 48 horas a la temperatura de 362C.
El modo operatorio ulterior es igual que el del ejemplo I.

o
Se obtienen 1,3 g de derivado brufo con E}ém = 1050 para

Ejemplo VI

A
Se deja durante dos dfas 1,0 g de amfotericina B (E}é’m = 1420
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para 382 nm) y 0,6 g de maltosa en 20 ml de dimetilformamida
a la temperatura de 362C. Lo demds es segin el ejemplo I. Se

obtienen 1,5 g de derivado bruto con E}fm = 960 para 382 nm.

Ejemplo VII

Se disuelve 1,0 g de candicidina (Elfm = 430 para 378 nm) y

1,0 g de glucosa asl como 0,05 g de imidazol en 50 ml de pi-
ridina y se deja el conjunto a la temperatura ambiente en la
obscuridad durante 7 dfas. Las otras operaciones son como en
el ejemplo I. Se obtienen 2,1 g de derivado bruto bajo forma

Z
de una sal de base orginica con E}ém = 200 para 378 nm. - -

Ejemplo VIII

Se disuelven 0,5 g de candicidina (E]fm = 750 para 378 nm) y
0,3 g de maltosa en 10 ml de dimetilformamida y se deja du~
rante dos dfas a la temperatura de 362C. El tratamiento pos-
terior es idéntico al del ejemplo I. Se obtienen asfi 0,7 g

de un derivado bruto con Elﬁm = 410 para 378 nm, = = = - - -

Ejemplo IX

Se disuelven 0,5 g de pimaricina (Elfm = 800 para 304 nm),
0,5 g de d-ribosa y 0,5 g de imidazol en 100 ml de metanol y
se deja esta mezcla durante 24 horas a la temperatura de
362G, Iuego se destila el metanol al vacfo hasta un volumen
de 10 ml y se hace precipitar el derivado bruto que se lava

con &ter etflico. Se obtiene 1 g de substancia bruta con

g%

lom = 340 para 304 nm, bajo forma de una sal de imidazol. -
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Ejemplo X

Se disuelve 1,0 g de pimaricina (EI" = 800 para 304 mm) y

0,6 g de maltosa en 20 ml de dimetilformamida y se deja du~
rante dos dfas a la temperatura de 362C. Lﬁego se procede co

mo en el ejemplo I. Se obtienen 1,4 g de derivado bruto con

g!%

1em = 530 para 304 Nle = = = = = = = = = = « = « « - = -~

Ejemplo XT

1%
E1cm

0,5 g de maltosa y 0,1 g de imidazol en 20 ml de dimetilfor-

Se disuelven 0,5 g de polifungina ( = 700 para 304 nnm),

mamida y el conjunto permenece a la temperatura de 3692C du-
rante 48 h. Se procede, luegc, como en el ejemplo I. Se ob-

tienen 1,1 g de derivado bruto bajo forma de una sal de imi-

dazol con E1%

1em = 318 para 304 MM, = = = = = = = = = = = = =

Ejemplo XII

Se disuelven 0,5 g de tricomicina (E}fm = 500 para 378 nm) y

0,15 g de glucosa en 8,0 ml de dimetilformamida y se deja du

rante 48 horas a la temperatura de 362C. Se procede luego de

la misma manera que en el ejemplo I. Se obtienen 0,55 g de

1%

tom = 360 para 378 mie — - = = = = - - -

derivado bruto con E

Ejemplo XIII

1%
iem
0,6 g de maltosa en 20 ml de dimetilsulfdxido y se deja el

Se disuelven 1,0 g de tricomicina (E = 500 para 378 nm) y

conjunto durante 48 horas a la temperatura de 362C. Se procg
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de luego de la misma manera. Se obtienen asf 1,4 g de wn de-

rivado bruto con E}fm = 320 para 378 nmy = = = =~ = = = = - &
Ejemp1lo XIV

Se disuelven 0,5 g de pimaricina (E1* = 800 para 304 nm),

0,5 g de fructosa y 0,1 g de imidazol en 20 ml de una mezcla
constitufda por una proporcién de dimetilformamida y de meta
nol igual a 2:1 y se deja durante 48 horas a la temperatura
de 362C. Se procede luego de la misma manera que en el ejem-

plo I, Se obtiene 1,0 g de un derivado bruto bajo forma de

uwa sal de imidazol con E1%

tom = 370 para 304 mm, - - - - - -

Ejemplo XV

Se disuelven 0,1 g de leuvorina (Elfm = 800 para 378 nm) y

0,1 g de glucosa en 2,0 ml de dimetilformamida y, durante 48
horas, se deja a la temperatura de 362C. Se procede lusgo de
la misma manera gue en el ejemplo I. Se obtienen 0,2 g de un

1%

derivado bruto con E1cm

= 370 para 378 Ny = = = = = = = = -
Ejemplo XVi

Se disuelven 0,5 g de leuvorina (Elfm = 800 para 378 nm) y
0,3 g de maltosa en 20 ml de una mezcla con una relacién de
2:1 de dimetilformamida y de piridina y se deja durante 48
horas a la temperatura de 362C. Luego se procede de la misma
maners que en el ejemplo I. Se obiienen 0,7 g de un derivado

bruto con E]fm =520 para 378 MMy = = = = = = = = = = = = =
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Ejemplo XVII

1%

{om = 900 para 304 nm),

Se disuelve 1,0'g de rimocidina (E
1,0 g de glucosa y 0,2 g de imidazol en 15 ml de dimetilfor-
mamida, y se deja durante 48 horas a la temperatura de 362C.

Iuego se actia de la misma forma que en el ejemplo I; Se ob-

1%

fem = 230 para

tienen asi 2,0 g de un derivado bruto con E

Ejemplo XVIII

Se disuelve 1,0 g de derivado glucésico bruto de candicidina
bajo forma de sal de imidazol, obtenida segin el ejemplo VII,
en 20 ml de agua, y despuéds de acidulaqidn con 4cido acético
se hace precipitar con 20 ml de butanol. Después de solidifi
cacién de la capa se separa la capa de agua y el residuo de
la capa de butanol que contiene el derivado de antibidético

se lava varias veces con butanol concentrado y acidulado con
4cido acético y agua, por porciones de 10 ml, hasta la sepa-
racién completa del imidazol. Se concentra el residuc de la
solucidén derivado butanélico glucésico de candicidina, libera
do de la sal de imidazol, al vacfo hasta la evacuacién com-
pleta azeotrépica del agua. Se precipita del resto de la solu
cién el derivado de éter etflico, se lava el deplsito con es

te solvente y se seca al vacfo. Se obtienen 0,5 g de produc-
1%
1em
el derivado de azicar de las sales de imidazol que gquedan en

to sin imidazol con E = 300, De la misma forma se libera

los macrdlidos poliénicoS. = = = = = = = = = = = = = = = = =



10.

15.

20.

Ejemplo XIX

Se disuelven 10 g del producto bruto obtenido por reaccién
de la nistatina con la glucosa (ejemplo II) en 100 ml de meg
cla de acetato de etilo, de butanol, de metanol y de agua,
segin la relacidn 20:10:5:35. = = = = = = o m e o = = =

Se filtra la solﬁcién por medio de una capa de ce-
litas y se carga en cinco elementos de wn aparato de separa-—
cién a contracorriente, se efectdan 100 transposiciones de
la fase superior e, inversamente, 50 transposiciones de las
fases superiores e inferiores. ILa posicién de la substancia
antibidtica es determinada por medida de la absorcién de la
luz para 304 nm, después de dilucién de las muestras tomadas
en la fase superior con la ayuda de metanol. Se aiéiéﬁ,ele-
mentos correspondientes a las posiciones del diagrama de se-
paracién a contracorriente del antibiético, una substancia
purificada por destilacién de los solventes con uma adicién
de butandi en pequefla cantidad al vaclfo y se precipita resi-
duo con éter etflico. Se lava el depésito con éter etflico y
se seca al vacfo. Se obtienen 1,5 g de preparacién con E1% =

lcnm
T2O POL MMy = = = = = m = = = - - - - - - -

Ejemplo X

Se disuelven 200 mg de derivado glucdsico de candicidina ob-
tenido segin el ejemplo XVIII en 2,0 ml de una mezcla de clo
roformo, de metanol y de agua, segin una relacién de 10:5:1

¥y se efectda la separacién en una columna llena de 7,0 g de
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Sephadex IH~20, y se determina el diagrama del flujo del an-
tibiético sobre la base de la medida de la absorcién de la
luz a 378 nm. El eluido que presenta el antibidtico purifiég
do se somete al aislamiento por evaporacidén del solvente adi
cionado con butanol al vaclo, luego a la precipitaci6n con
étef etflico y al lavado con éter del depdsito y finalmente

al secado al vaclo. Se obtienen asf 60 mg de producto con

g%

1cm = 700- ------------------------

Ejemplo XXI

Se purifican 0,5 g de derivado bruto glucdsico de nistatina
obtenido segin el ejemplo II segin el método cromatogrifico
de particién en una columna cargada de gel de sflice del ti-
po Kieselgel Merck, con grano inferior a 0,08 mm, empapado
de agua en proporcidn de 1:71. Aplicando una mezcla de cloro-
formo, de metanol y de agua en proporeibén de 10:10:3, se de-
termina el diagrama del eluido del antibidético de la columa
por via de medida de la absorcidén de la luz a 304 nm. Del
eluido se separa la substancia purificada por evaporacidn de
los solventes adicionados de butanol, al vaclo, luego se pre
cipita con éter et{lico, se lava el depésito con dicho sol-

vente y se seca al vacfo. Se obtienen 0,12 g de preparacidn

1%

fem = 715 para 304 Mie — = = = = = = = = = = = = = = =

con B

Ejemplo XXII

Se afladen 0,5 g de derivado purificado glucésico de nistati-

na obtenido segln el ejemplo XIX a 10 ml de agua y mezclando
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vivamente en un bafio de hielo, se neutraliza con unz canti-
dad molar 0,1 N de una solucién de carbonato 4cido de sodio,
después de lo cual se efectda la liofilizacién de la solu-

cién. Se obtienen 0,5 g de sal sédica glucbsica de un deriva

. . 1%
do de nistatina con E.’

qem = 710 para 304 nm. - = = - - = - -

Ejempl o XXIII

Se dispersan 0,5 g de deriﬁado giucdsico de amfotericina B
obtenido segin el ejemplo V, purificado segin el modo descri
to en el ejemplo XIX con E}%m = 1370 en 10 ml1 de agua, en-
friando luego en un bafio de hielo, se mezcla fuertemente neu
tralizando hasta un pH = 7,2 por medio de una solucién 0,1 N
acuosa de sosa cdustica. Se liofiliza la solucién salada cla

rificada obtenida. Se obtienen 0,5 g de una sal sédica glucé

sica de derivado de amfotericina B con E1%

1em = 1335 para
382 N, = = w = =@ o o W e - - - = e o = e o o e e e o=
Ejemplo XXIV
Se disuelven 1,0 g de pimaricina con E}%m = 800 para 304 nm,

¥y 0,6 g de ramosa en 100 ml de metanol y se deja durante 48
horas a la temperatura de 369C. Se destila el metanol hasta
un volumen de aproximadamente 10 ml y se aisla el derivado

bruto por precipitacién y lavado con éter etflico. Se obtie-

nen 1,5 g de derivado con E1%

1om = 550 para 304 nm, - ~ -~ - -

Ejemplo XV

Se disuelven 1,0 g de pimericina con E}%m = 800 para 304 nm,
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y 0,6 g de 6-acetilglucosa en 100 ml de metanol y se deja du
rante 48 horas a la temperatura de 362C. Se procede luego sg

gin el mismo modo gue el del ejemplo XXIV. Se obtienen
1%

1,55 g de derivado bruto con E1cm

= 540 para 304 nm. - - - -
Ejemplo XXVI

Se realiza una suspensién de 1,5 g de derivado azucarado de
antibidtico en 20 ml de agua, y luego se afladen 10 mg de imi

dazol, se filtra por medio de un Sephadex G-15 y se liofili-

Ejemplo XXVII

Se realiza una suspensién de 1 g de derivado azucarado de an
tibibtico en 20 ml de agua, Se afladen 84 mg de carbonato dci
do de sodio y se hace pasar por un Sephadex G-15 y luego se

150filiZ8, = = = = = = == ———— = = — - - - = - -
Ejemplo XXVIII

Se realiza una suspensién de 1 g de derivado azucarado de an
tibidtico en 20 ml de agua, se afladen 120 mg de 2-amina-2-
~(hidroximetil)~propan-1,3~diol y se hace pasar por un

Sephadex G-15 y se liofilizas = = = = = = = = = = = = - — ~

Bjemplo XXIX

Se realiza una suspensién de 1 g de derivado azucarado de an

tibidtico en 20 ml de agua, luego se afiaden 84 mg de carbona
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to 4dcido de sodio o bien 100 mg de imidazol, luego se desti-
la el agua bajo presién reducida con butanol y se hace preci

pitar la sal del derivado con un éter seco etflico, = = = =
Ejemplo XXX

Se realiza una suspensidén de 200 mg de aureofacina con 50 mg
de dcido glucurénico en 10 ml de dimetilformamida y se deja
durante la noche a la temperatura de 32%C. Se centrifuga la
substancia no disuelta y se precipita el antibidtico con el
éter seco etilico. Se obtienen 110 mg de derivado glucuréni-

co con E17 = 370 para 380, — = - — = = — = = = = = = = =
Ejemplo XXX

Se realiza una suspensién de 200 mg de amfotericina B y

50 mg de 4cido glucurdénico en 10 ml de dimetilformamida y se
deja durante la noche a la temperatura de 322C. El derivado
obtenido se precipita con éter seco etflico. Se obtienen

240 mg de derivado glucurdénico con E}?m = 940 para 382 nm. -

Ejempl o XXXIT

Se realiza una suspensién de 200 mg de polifungina y 50 mg
de dcido glucurénico en 10 ml de dimetilformamida y se deja
durante la noche a la temperatura de 322C. Se hace precipi~
tar el derivado creado con el éter seco etflico. Se obtienen

156 mg de derivado glucurdnico con E17

tem = = 480 para 304 nm. -
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Ejemplo XXXIII

Se disuelven 100 mg de pirimicina con E}%m = 710 para 380 nm
en 5 ml de dimetilformamida, luego se afiaden 30 mg de 4cido
D-glucurdnico y se deja durante 24 horas a la temperatura de
382C. Se hace precipitar el derivado bruto con 100 ml de
éter seco etflico. Se obtienen asf 100 g de substancia con

E}%m =690 para 380 M, = = = = = = = = = - = = = - ==~ -

Se declaran de novedad y propiedad para Espafia,

sus territorios y plazas de soberania, las siguientes: - - -

REIVINDICACIONES

1.~ Procedimiento de obtencién de derivados de an-—
tibidticos, del grupo macrélidos poliénicos, en los cuales
por lo menos un grupo amina de la molécula de macrélido, tal.
como por ejemplo la nistatina, la polifungina, la amfoterici
na B, la candicidina, la pimaricina, ia tricomicina, la leu-
vorina, la rimocidina, estd combinado con un mono- u oligosa
cdrido de la serie de las aldosas o de las cetosas, tales co
mo por ejemplo la glucosa, la fructosa, la maltosa, la d-ri-
bosa, la ramnosa o bien con sus derivados, ftales como los
dcidos glucurdnicos y acetilglucosas, caracterizado porque
se actda sobre el macrélido poliénico, que contiene por lo
menos un grupo amina, en un medio solvente, tal como por

ejemplo dimetilformamida, metanol, dimetilsulféxido, piridi=-
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ha, O en una mezcla de dichos solventes, con un mono-~ u oli-
gosacdrido de la serie de las aldosas o cetosas, o bien por
medio de sus derivados, capaces de reaccionar con un grupo
amina, eventualmente en presencia de un compuesto que forma
una sal con una molécula del derivado de macrélido poliédni-
co, luego se deja reaccionar el conjunto y finalmente, se se
para el producto de la reaccidn y eventualmente se le hace

PESAT A S8l — = — = = - e e e e e o = - -

2.~ "PROCEDIMIENTO DE OBTENCION DE DERIVADOS DE AN
TIBIOTICOS": ~ ~ = = = = = = = = = m o = — =~ =~

Todo ello conforme se describe y reivindica en la
presente memoria que consta de veintiseis hojas, foliadas y

mecanografiadas por una sola de sus caras.

BARCELONA, 11 AGD. 1872

maf.
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