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El presente invento se refiere a un procedimien
to para la preparacidén de compuestos de rifsmicina y ;
mds particularmente se relaciona con la preparaocidn
de rifemicines 3-sustitufdas de la férmula I y sus
5. derivados de 25-desacetilo y 16, 17, 18, 19, 28, 29-hg
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en que R es hidrdgeno o fenilo, R, és fenilo o p-carboxifeni-
lo, R y Ry Jjuntos con el atemo de carbono adyacente pueden
representar un radlecal cicloalquilideno.

E1l térmmino "cicloalquilideno" se refiere a restos ci~

| cloaliféticos derivedos de anillos de 5-10 étgmos de carbono.

Los términos necicloalquilo" y "cicloalauilideno" en
la presente memoria descriptive y las reivindicaciones adjun-
tas comprenden también radiceles derivados de espiranos alifg
ticos. También se entiende que los anillos cicloalifdticos

pueden contener uno o mds enlaces dobles y pueden llevar uno

o mds sustituyentes seleccionados de hidroxi, carboxi, emino,

dialquilo(inferior)amino, alquilo inferior, hidroxi-alquilo
inferior, amino-alquilo inferior, alquil(inferior)asmino-alqui
lo inferior, dialquil(inferior)esmino-alquilo inferior.

Los nuevos compuestos se preparan segin le invencidn

) por reaccién de 3-formilrifsmicing o su derivado 25-desaceti=-

lo o hexahidro con una hidracina de la f£érmula

H,N-N=C / o II
NG ‘

R1..
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en que R y Ry tienen el mismo significado que arriba. Ia rea&E
cidn se realiza generslmente a temperatura ambiente por adi-
cién de una solucidn del compuesto de 3—fonnilrifamiéina ini~-
cia en un solvente inerte orgénico un monto equimolar de 1la
hidracina de la fémula II. ILa reaccidén termina generalmente
en un perfodo de tiempo que tiene un margen de 10 minutos a
4~5 horas. El calentamiento puede ser conveniente en algunos
casos donde el régimen de reaceidn es muy bajo. La recupera~
cidén del producto definitivo no presenta dificultades particu
lares para el técnico experto ¢ involucra la eveporacidn del
solvente de reaccidn, purificscién del material crudo por
eristalizacidén y/o cromatograffa de columna.

Los compuestos de hidracina ipiciales 8e preparan de
souerdo con procedimientos conocidos Que comprenden el calen-
taniento en un solvente inerte orgdnico de un derivado de car

bonilo seleccionado de la fémula

en que-R ¥y Ry tienen el mismo significado que el indicado
arriba, con une centidad equimolecular de hidraoina.

Es obvio que por lé seleccidén de los apropisdos compues
tos .de carbonilo es posible preparar una amplia serie de hidrsg
cing de la férmula II que a su vez puéden hacerse reaccionar
fécilmente con los derivados de 3-formilrifamicina paré obte-
ner los correspondientes compuestos definitivos de la férmu-

la I.
Pof ejemplo, los siguientes compuestos de carbonilo pue-

den convertirse en la correspondiente hidrazona y luego en com
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puestos de la férmule I en que las mismas mitades R y Ry es-

tédn presentes. . n
Compuesgtos de carbonilo de la f£rmula: O = C <R1

Ciclopentanona; Ciclohexanona; (4) Mentons; (-) Mentona;
(+) Aléanfor; (4) Alcanfor; Carvons; Pulegona; Isopulegona;
Acido ciclohexan-1-ono-i-carboxf{lico; 2-Butil=3-metil-2-ci-
clohexenona; 2-(2-dimetilaminoetil)-ciclohexanona; Acido eci- |
clohexano=3~ono-1~gcético; Cicloheptenons; 4,4-Dimetilciclohe-
xaptanona; 3,5,5~Trimetileicloheptanona; Acido ciclodctanéz-
ono~1-propidénico; Ciclodecanons; Espiro(s,5)undeoano-1—ona;.
Espiro(6,7)tetradecan~8-ona.

Los nuevos compuestos son sdlidos de color que pueden
cristalizarse desde los solventgs organicos comunes camo son
alcanoles inferiores, acetato de etiio, dioxano, tetrghidro-

furano, benceno e hidrocarburos clorinados. Su solubilidad

en los solventes orgénicos depende obviamente del tipo y vo-
luninosidad de las mitades R y Rq. Cuando estén presentes
funciones dcidas, los compuestos son solubles tembién en agua
camo sales de metal alcalina.

Los compuestos preparados por el procedimiento de ascuer
do con el invento tienen una buena asctividad antibacteriana
contra bacterias gram positives y grem negativas. En particu
lar, ls nueva clase de campuestbs'muestran una notaeble acti-
vidad contra estirpes de Staphylococous sureus. En este caso,
la concentracidn inhibidora minima'oscila entre sproximsdsmen
te 0,001 y aproximademente 0,05 /ugﬁml. '

Los compuestos son sctivos en una concentracidn que va-
ria entre 1 y 50 /ug/wl tembién contra estirpes de Staphylo-

cocous sureus que son resistentes a otras rifemicinas conoei-
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viruses. Proc. Nat. Acad. Sci. USA 67: 385-393, 1970.

! J

das. ILe toxicldad de 1los nuevos cgﬁﬂuestos és muy baja.
Otra caracteristica muy importante de los compuestos

preparados segun el procedimiento de la invencidn es su ac-
tividad inhibidora de polimerasas DNA que son caracter{sti-
cas de linfoblastos sanguineos leucémicos y contra transfe-
rasas de mucleotidilo tipioas (polhmerasas) de virus no uti-
lizadas por la célula normal. Se sabe por estudics en rela-
cidn con miembros representativos de grupos de virus que 1lle
van o indﬁcen en las células huésped Polimerasas como parte
esencial de su replicacidn. Por ejemplo, hay virus como ser
pioornavirus o polivirus que inducen polimerasas RNA depen-
dientes de RNA, mientras que otros grupds como ser los virus
de leucemig-sarcoma llevan una polimerasa DNA dependiente de
RNA. ILa presencia y el papel muy importante de la transocrip-
tasa inversa de polimerasa DNA dependiente de RNA en virus
RNA oncogénicos ha sido descubierto por D. Baltimore, Nature,
226, 1209 (1970) y por H.M. Temin et al. Nature, 226, 1211
(1970). El descubrimiento reclente &e enzinma de polimerasa
DNA dependiente de RNA en virus de tumor RNA de especies ani
meles ha sido confirmado también por otros ‘autores gsegin re-
sulta, por ejemplo, de las conferemclas indicadas a continua-
cidn: Green et al.: Mechanism of carcinoggnesis by RNA tumor

viruses. I.An RNA-dependent DNA-polymerase in murino sarcoma |

Spiegelmen et al.: Characterization of the products
of RNA directed DNA-polymerase in oncogenic RNA viruses, Na-
ture, London, 227:563, 1970, » :

Hatanaga 9t»al.: DNA polymerasge- activity associated
with RNA tumor viruses. Proc. Nat. Acad. Soi. USA 67: 143,

1970. Scolnick et al.: DNA synthesis by RNA containing tumor
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ture, 231, 97, 1971). Entretanto Priori et al. (Nature New Bic

' da por experimentos e hibridacidn molecular por R. Axel et al,

las virales o transformadas por virus y en particuler inhibi-

viruses, Proc. Nat. Acad. Sci. USA 67: 1034, 1970.
La implicacién de virus R. K. A. en algunos tumores ha
sido soportada tembién por otros. hechos~ se ha comprobado
que transeriptass inversa estd preSente en particulas de le-
che'humana obtenida de mujeres con ﬁna-histofia familiar de

céneer del pecho y de populacién innata. (Scholn et al. Na~

logy 232, 16, 1971) aislaron un virusrdenominado ESP-1 que
contiene transcriptasa inversa desde células del fldido pleu~
ral de un nifioc con finfoma y lo‘criaroh con éxito en cultivos
de tejido.. ' |

La presencia en el cdncer de pecho humano de RVA homdlo-

g0 a RNA de virus de tumor mamario del ratén ha sido demostra-

(Neture, 235, 32, 1972). Ia posibilidad de un virus de cén-
cer ‘de pecho humano tembién ha sido soportada pof microscopia
electrdénica de leche humena (N, H. Sarkar et al., Nature, 236,
103, 1972). Una actividad de polimerasa DNA dirigida por RNA
y particulas similares a virué también se aislaron de células
de rabdomiosarcoma humana (McAllister et al., Nature, New |
Biol., 235, 3,:1972). Actualmente no hay drogas muy efecti-
vas para tratar enfermedades de virus.ya que los virus ¥y las
células tienen requirimientos metabdlicos e itinerario comu-
nes, Ia gproximascidén més promisoria a la quimoterapia viral
es claremente el disefio de apropiados.productos quimicos que
se combinen espec{ficemente éon polimerasa de células virales
o transformzdms por virus pero no con polimerasas de células
huespedes que controlan la expresidén de informacidn genética

de virus. Los inhibidores especificos de los enzimas de célu~
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corporacidn de 3H-arTP (trifosfato de desoxiribdsido de timi-

| transformadas por virus de sarcoms murina (aislado Moioney)

dores de polimerasas de virus de tumor RNA pueden tener un
papel importente en la prueba de drogas para leucemia y otra
terapéutica anticancerosa. La actividad inhibidora de los
compuestos obtenidos segun el prOcedﬁmiento del presente ine-
vento ha sido ensayada en polimerasa DNA dependliente de RNA
de virus de sdrcome murina (enddgenos) y actividad de polime-
rasa DNA dependiente de DNA de enzimas purificados, ILa inhi
bicidén fué ensayada de mcuerdo con los métodos descritos por
C. Gurge et al., Nature, New Blology, 229, 111, 1971.

El efecto de diferentes conoéntraciones de drogas sobre

la actividad de polimerasa fué determinado siguiendo la in-

na tritisdo) & la fraccidn insoluble. Un ejemplo tfpico de
los procedimientos experimentaies s el sigulente
1) Aislemiento de virus y purificacidn de polimerasa viral.

El virus fué aislado y purificado de células de rata

(células 78A1) y células de ratdén transformadas por virus de
carcoma murina (aislado Harvey) (células MEH) como se ha des-~
crito anteriormente (Green et al., proc. Nat. Acad. Sci. U.S.
A. 61, 385, 393, 1970, Rekutanda et. al., Nature, 227, 1026-
1028, 1970). La polimerasa virsl fué purificada 20-10 veces _
por incubacidén de virus purificados con 0,5 % NP-40 (Nonidet
P-40) en 0,1 M NaCl tepén 0,01 M Tris (pH 7,6), 0,001 M EDTA
por 5 minutos a temperatura ambiente y centrifugacidn zonal

en gradiente de sucrosa 15-30 % en tampdn de fosfato de sodio

10 mM (pH 7,4), 2,5 mM MgCl,, 10 mM ditiotreitol y 5 % glicerd

por 24 horas a 38,000 rpm en un rotor Spinco SW41, Las frac-
ciones pico de actividad de enzims (13~17) de veintidds frac-

clones juntadas fueron combinadas y almascenades & -70°C en gli
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37°C en 100 ml de tampén Tris 40 mM que'contenia mezcla de

MgCl,, O,1 mM GATP, dCTP, ACTP y 10 0L de JH-aTTP (12-18

cerol 30 %.
BEnsayo de poliﬁerasa DNA

La incubacidn de enzima fué realizada por 1 hora a

reaccién (pH 8,0), 5 mi ditiotreitol, 30 oM NaCI, 2,5 mM.

Ci/mmol) segin se describe por Green et al. en Proc. Nat.
Acad. Sei. US 67, 385-393, 1970. ta reaccién fué terminsda
por la adicidn de 150 /il de dcido perclérico 1N. Se agregod
DNA de timo de termero (100 /ug) como vehiculo; el producto
DNA radioactivo fué procesado segin se describe en los dos
estudios arriba mencionados. La actividad de polimerasa DNA
dependiente de RNA enddgeno fué medida después de la adicidn
de 0,01 % NP-40 al virus purificado en él»momento del ensayo.
La actividad de polimerasas DNA de polimerasa viral purifica-
da fué medida con 2 /48 de poli d(A-T) como plantilla y sin
NP-40.

Ensayo de inhibicidn por derivados de rifsmicing

Derivados de rifamicina fueron disueltos en dimetil-
sulfdxido (IMSC) a una concentracidn de 5 mg/nl y almacenados
a 400. La inhibicidn de la activided de polimerasa'DNA endd-
gena dependiente de RNA fué verificada agregando 2 Sl de de-
rivado debidsmente diluido en IMSO o 2 sl de IMSO (control)

a la mezcls de ensayo previemente a la sdicidn a virus des-

trufdos que contenfan 15 a 30 /uE de proteina viral. Ia inecu
bacidén de enzima fué realizada por 60 minutos a 37°C. La inhi |

bicidn de enzima purificado fué ensayads por preincubacidn de
2 pal de derijado o IMSO con 30 ml de enzima (1 a2 pgde
peoteina) por 10 minutos a 37°C; luego se agregaron 70 /dl de

mezcla de substrato y la mezcla fué inoubada y procesada como

i
)
'
i
'
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 mente por banda en la regidn de 1,16 g/ml de un gradlente de

se describe arriba,.
En ensayos representativos, los compuestos segin el
invento, a colcentraciones de 2-100 /ugﬁml o menos reducian
la incorporacidn de H3-dTTP & menos de 10 por ciento que la
comprobacidén en los ensayos de control, demdstfando claramen
te la inhibicidn del mecanismo de carcinogénesis por virus
de tumor RNA de acuerdo a los puntos de vista bioquimicos mds
recientes.

El efecto inhibidor de transcriptasas inversas ha.sido
confirmado también por ensayo con polimerasa de virus de leu=~
cemip murina. Polimerasa RNA de virus de leucemias murina fué
preparada de virus destrufdos por Triton X 100 como se descri-
be por Gallo et al., en Nature, New Biology, 232, 141 (1971).

Virus de tipos Rauscher y Moloney fueron purificados previa-

densidad de sucrosa después de la centrifugaeidn inicial de

baja velocidad para quitar escombros celulares y estratifica-~
cidn después de centrifugacidén a haves de un gradiente de su~
crosa de 60 % hasta 20 %. Ls concentracidn final de virus '
pfeparados era de 1011 particulas/ml. Como plantilla se usé
RNA 705 enddgeno. Se comprobd que concentraciones de 50 /ug/
ml o menos eran efectivas para inhibir el enzima. Resultados !
gsimilares se comprobaron usando polimerasas de célula de tumor
de orlgen humano. En este caso, la actividad inhibidora fué

estudiada también en polimerasas de células normales para ca-—

racterizar un efecto selectivo. Derivados de rifamicina repre|
sentativos de la fémmula I fueron evaluados en cuanto en sus ?
efectos sobre dos polimerasas DNA purificadas aisladas de (I) i
linfocitos de sangre normal humana (estf{mulo por PHA), (2) una]

1{nea de célule de linfoblato (derivada de un donador normal)
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vy (3) linfoblasto de sangre leucémica humana., Se usaron plan
tillas sintéticas y/o nativas. _

Un ejemplo tipico del procedimiento experimentsl es el
siguiente: Linfoblsstos de sangre humana.

Linfoblastos leucémicos fueron aislados de la sangre
periférica de pacientes con leucemia linfocitica aguda (ALL)
por leucofdresis. ILas células fueron lavadas y los eritreci-
tos fueron removidos por lisis hipoténica. Linfocitos norma-
les fueron obtenidos de la sangre periférica de donadoreg sa
nos después de la remocidn de granulocitos por cromatografia

de columna de nylon. PFueron estimulados con fitohemaglutini-

na (PHA) por 72 horas segin se ha descrito anteriormente (Call

et al., Nature, 228, 927, 1970; Call et al., Science, 165,

H
1
|
1
i

400, 1968) a fin de llevar al méximo la actividad de polimera ;

sa DNA.

Sin embargo, debido a los problemas logisticos en la
obtencidn de cantidades suficientes de estas células, se usé
una lfnea de células de cultivo de tejido “normal" humano
(1788) para suministrar polimerasas DNA menos purificadas pa-
ra algunos de los estudios iniciales., Imego se estudiaron
compuestos de interds con mds detmlle con los enzimas mas pu-
rificados de los linfocitos de sangre normal y leucémica. Es-
tas células de cultivo de tejido fgeron obtenidas de Assocla~
ted Biomedic Systems. Inec.

Preparaciones de polimerasa DNA

Polimerasa DNA celular fué extraida y purificada de
linfocitos de sangre normal (estimulados por PHA) y linfoci-

tos de sangre leucémica y células de linfoide 1788 por homoge

|

neizacién en tampdén hipoténico seguida por extraccidén por Tri—l

ton X 100 y/o extraccidén de sal elevada del grumo extralisose-’
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mal. Después de la centrifugscidn diferencial los extractos
celulares fueron purificados mds por celulosa DEAE, fosocédlu-
losa y cromatograf{s de columna Sephadex G 200.

Ensayos de polimerasa DNA

Se realizaron ensayos de polimerasa DNA en un volimen
final de 100 al. la mezcla de ensayo contenia tempon de
Tris-HC1l, pH 8,3, 50 mM; MgAc, 6,0 mM; ditiotreitol, 8,0 mM;
NaCl, 60 mM. ELl ajuste del pH se efectud después de la adi=-
cién de inhibidores que se disolvieron previamente en sulféxi
do de dimetilo (IMSO). ILa concentracidn final de IMSO era de
0,5 % y todas las muestras de control inclufan esta cantidad
de IMSO. Se usd en el ensayo una concentracidn de enzima que
cataliza una incorporacidn de aproximadamente 1,0 pmoles/h.

En le mayoria de los casos, el enzima fué preincubado por 5

minutos con el inhibidor. La reaccidén se inicié luego por la !
adicién de plantilla ya sea DNA sintético (poli 4 (AT), Labo- !
ratorios Miles) y DNA. RNA hfbrido (oligo dT poli rd), a 5 g
/ml o plantillas nativas: esperma de salmén activada a 50 /ug/i
ml, y RNA viral 70S endégeno; 10 ,uCl de (3H-metil)-TTP (New
England Nuclear, 18,6 mCi/yumol, liofilizado y redisuelto en
HC1 0,01 M justamente antes del uwso) y dATP (8 x 10, con

plantilla sintética) o los tres trifosfatos de deoxinulcedsi-
do (8 x 10”2 con reacciones de plantilla RNA o DNA). En algu
nos experimentos no hubo preincubacidén de enzima con el inhi-

bidor.

En algunos casos, las reacciones fueron iniciadas por j
la adicidn de enzima a la mezcla de reaccidn completa que in- g
clufa el inhibidor. Se retiraron muestras al comienzo de la '

incubacidn y al cabo de 30 minutos y se terminaron por la adi-

cidén de 2 ml de pirofosfato de sodio 0,08 M y se precipitaron
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“entre 5 y 20 /ugﬁml provocaban una inhibicidn del 50 % de po-

(400 pug) como vehiculo. Los productos fueron juntados en
£iltro "Millipore", lavados extensamente con TCA 5 % y 1 ml
de una mezcla de IMSO-etanol-NACL 0,1 M (0,5:70:29,5), seca-
dos y contados en 2 ml de DSCB(Deckman) y 10 m1 de liquiflior
(New England Nuclegr) en un contador de escintilacidn de 1i-

quido Packard. Se comprobd que concentraciones que varian

limerasa leucémica con unas plantills DNA sintética. Ia reamc-
cidén con uso de plantilla RNA sintédtica (poli rA.rU) era in-
cluso méds susceptible. Los experimentos representativos rea-

lizados con plantille nativa en polimerasa de células de tu-

mor causaban una susceptibilidad mds alta de los enzimas de

tumos en cuanto a los compuestos ensayados. Otras caracteris

ticas bioldgicaes desplegadas por los nuevos derivados de ri-
famicina obtenidos segin la invencidn incluyen la inhibicidn

de la formacidn de foco en células de ratdén, rata y humanas

por la esfirpe Moloney y Kirsten de virus de sarcoms murina;
la inhibicidn selectiva de la produceidén de virus por células |
de ratdén y humanas ya transformadas; la deteccidén de células

de reversidn usando las estructuras de células de ratdén y ra-
ta no productoras transformades por virus de sarcoma murina.

Los compuestos de hidrazona obtenidos por el procedimiento de
acuerdo con el presente invento han ademds confirmado su toxi

cidad selectiva para células transformadas por virus de ori-

gen de ratdm, rate y humano cuando se ensayaron para comprobaﬁ

|
su capacldad de formar colonias. , i

En estudios para determinar el efecto de los compuestosi
t
en la inhibicién de le formacién de foco por virus de sarcoma |

Moloney en cultivos de tejido BALB/3T3 se emplea el sigulente '
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procedimiento. .

Cultivos de célula BALB/ST} se crfan en frascos pldsti
cos de 250 ml en up.medio vegetativo consistente en un medio
esencial minimo de Eagle con 10 % de suero bovino fetal. Los
recuentos de células se realizan con un contador Coulter des-
pués de suspender las células con tripsina-EDTA y diluirlas
en un medio vegetativo. Se emplea el virus de sarcoma murina
Moloney como homogeneizado de tumor. Se pasa cuatro veces en
una 1f{nea de células de embridn de rate de alto pasaje de de-
rivacidén Sulza (Swss) y se verifica en cuanto a unidades for-

madoras de foco en células BALB/3T3. [En la conduccién de los

estudios se aplica una modificacidn del método descrito por |
Hortley y Rowe, Proc. Nat. Acad. Sei. 55, 780 (1966). En el ;
presente trabajo, se aplica a los frascos una semilla con 1-2;
x 10° cdlulas en 25 ml de medio vegetativo, con incubacién a
37°C durante 24 horas. Siguiendo la remocidn de fldidos, se i
introducen virus en una cantided predeterminada de unidades |
formadoras de foco en un medio vegetativo de 0,5 ml y se per-
mite la adsorcidn en la monocapa de células por 90 minutos a
37%C. A continuacidn de este periodo de adsorcidn, se agrega
ung cantidad predeterminada, generslmente como una dosls de
aproximademente 5 a 10 /ugﬁnl de un compuesto de hidrazono ri
famicina (previamente disuelto en dimetilsulfdxido en una con-

centracidn de 1 mg/ml) y llevado en 25 ml de medio vegetativo,

Yy los cultivos se restituyen al incubador. Como control se

agrega dimetilsulfdéxido solo en el medio vegetativo a un cul- |
tivo separado. Después de tres dfas de incubacidén los culti- %
vos cambiean de fluldo y se cuentan los focos de células trans—;
formadas a los siete dfas. i

Con ayuda del mismo método se estudia el virus de esto- |
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matitis vesicular, aerotipo New Jersey. ALosrmétodos usados
para criar y ensayar este virus se han descrito por Hackett
et al., Virology, 31, 114 (1967).

Estas propledades indican que estos compuestos poseen
una actividad inhibitoria efectiva en tumores inducidos por
virus en animales. .

Para ilustrar la prdctica del invento, se describird
a continuacidn la preparacidn de los compuestos siguientes:
EJRMPIO 1

3~(2-Ciclooctililidenohidrazono )metil-rifamicing SV

Uns cantided de 1,3 g de ciclooctanona se disuslve en
10 m1 de tetrahidrofurano y se agrega 0,5 £ de hidrato de hi-
drazina 98 %. |

La solucidn es reflujada por una hora y el solvente
es evaporado en el vacio para dar 0,90 g de un residuo acei-
$0s0 que es ciclooctilidenohidrazona cruda.

Este producto crudo se agrega a 4,5 g de 3-formilrifa-
micing disuelts en 300 ml de tetrahidrofurano.

Después de 15 minutos, la solucidn es evaporada has-
ta la sequedad y el residuo sdlido es purificado por cromato-
graf{s de columna sobre gel de silice usando dloroformo ¥y lue
go mezclas de cloroformo:metanol que cﬁntienen.hast& 1,5 %
de metanol como eluentes.

El producto sdlido recuperado de la cromatograffa de
columna es cristallzado dos veces desde metanol.

Rendimiento 1,5 g, punto de fusidn 252-56°C con descom
posicidn.

Andlisis:

Calculado para 046H61N3012= c, 65,15; H, 7,25; N, 4,95
Hallado: ¢, 64,95; H, 7,22; N, 5,10

i
|
{
!




10.

15.

20-

25.

30.

A\ max 480 333 espalddén a 505
EJEUPLO 2
3=(2=-benzhidrilidenohidrazono)metil-rifaemicina SV,

El compuesto es preparado segﬁn el mismo procedimien—
to del ejemplo 1, sobre la bése de 7,5 g de 3~formilrifamici-
na SV y 2 g de benzhidrilidenohidraezina en 100 ml de tetrahi-
drofurano. La reaccidén termina después de una hora. Rendi-

miento 6,1 g, punto de fusidn 260°C con descomposicidn.

Andlisis:

Calculado para 051H57N3O12: ¢, 67,753 H, 6,35; N, 4,65
Hallaedo: ’ ¢, 66,82; H, 6,39; N, 4,85
A max 510 350

1%
E 140,1 278,17

1 cm.
EJEMPLO

3~ (2~{p~carboxibencilideno)hidrazono)metil-rifamicina SV. E
El compuesto es preparasdo esencialmente segin el mis-

mo procedimiento del ejemplo que antecede usando una cantidad

equimolar de (p-carboxibencilidenoc)hidrazina en luger de benz

hidrilidenohidrazona. Punto de fusidn 205-15°C con descompo-

sicidn.
Rendimiento 55 %
Andlisis:
Calculado para C,cHg,N30,,: C, 63,36; H, 6,13; N, 4,82
Hallado: ¢, 62,04; H, 6,25; N, 5,00
A max 313 500
B P 402,3 154,4
-NOTA -

Descrita suficlentemente la naturaleza del invento, |
|
as{ como la manera de realizarlo en la practica, debe hacerse !



5.

- 10.

15.

20.

- 16 =

constar que las disposiciones anteriormente indica%s@ gn
susceptibles de modificaciones de detalle en cuanto no alteren
su principio fundemental. Tembién se hace constar que el in-
vento corresponde a una Solicitud de Patente, prgsentada en
Italia, con fecha 23 de febrero de 1972, bajo el mmero 20911
A/T72, acogiéndose por lo tanto a los beneficios que conceden
los Convenios Internacionales en vigor, siendo lo que consti-
tuye la esencia del referido invento y por lo que se solicita
patente de invencidén por 20 afios en Espafia, sobre: PROCEDIMIE
TO PARA LA PREPARACION DE UNA RIFAMICINA 3-SUSTITUIDA; carac—
terizdndose por lo siguiente: '
- 18,- Procedimiento para la preparacién de una rifami-

cina 3-sustituida, de férmula general:

en que R es hidrdgeno o fenilo, R1 es fenllo o carboxifenilo,

Ry R1 juntos con el adyacente atomo de carbono pueden repre-—

sentar un radical cicloalguilideno; y sus derivados 25~deszce—

tilo y 16, 17, 18, 19, 28, 29-hexahidro; caracterizado porque %

comprendse reaccionar 3-formil-rifamicina SV, o sus derivados,

25-desacetilo 6 16, 17, 18, 19, 28, 29-hexahidro, con una hi-

Qé?razina de la férmula

(NL



Ay

en que R y R1 tienen él mismo significado que arriba.

28,- Procedimiento para la preparacidén de una rifsmici-
na 3-sustituiqa, tal y como queda sustancialmente descrito en
la presente Memoria. -

Esta Memoria conste de 17 hojas, escritas a maquine por

une, sola cara. g
Madrid .
GRUPPO LEPETIT S.p.A.

FEB. 1973
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