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PROCEDIMIENTO PARA PREPARAR FIRONO-RIFAMICINA .-

Solboilante:  GRIPPO LEPETIT S.p.A., entidad itelis, residente en
Via Durando 38, 20158 MIIAN, Ttalis.-

Bl présente invento se refiere a un proceso
para la preparacidn de nueiros_ :comp’uestos antimicrobia~
~ nos. Mis especielmente se refiere & la preparacién de
derivados pirénicos fusiopados de r;famicinas, ‘econ L6

5 . mula :
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-donde R es un alquilo inferior, hidroxi, o slcoxi. Tembidn

rifemicina.
~to de la invencidn y aué,reivindiéaciones, as porciones al-

. quilo en el t&minoc "alguilo" y'"alc021" son cadenas alifé- |

+icas rectas o remifioades de 1-4 étomos de carbono.

- con una cantidad equimolecular del pbmpuésto de la férmula:

SUCH

ge tiene’por.queto del presente invento su_relaci&n_con los

derivados 25—desace€il y las l6,~17, 18, 19, 28, 29 hexshidre

" De acuerdo com su uso en ol presente descubrimien-

Los compuestos se preparan por reaccién de la 3-

formil-rifemicina SV o su derivado 25-desacetil o hexahidro

COR
H20<Rl-‘ | ) -

donde R tiene el mismo Signifieaqo que el citado precedente-

mente y Ry Tepresenta ON, COOH y COOR, donde Ry es wna oade-
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| na alifdtica recta de 1-4 &tomos de oarbono. ia»reaccién de

la nakﬁréleza del radicel Rl gxiste'una eliminaci6n‘de~agué,

' use un'catalizador‘bésico que puede seleccionarse entre ba=-
'-1am1na. In otros csigos se pueden seleccionar los catalizado-
.tales'como el acetato de amonio, q el acetato de potasio o
30 _sodio. Cuando el compuesto de le férmula II esespeciel-
v mente:réaofivo, se puede realizar la reaccidn afn en ausen-
‘entre los alcanoles Inferiores, benceno, tetrahidrofureno,
de amonio o.les seles metélicas alcalinas, el cido acético.

La tempe ratura de reaccifn. puede oscilar entre alrededor de

- II. Los nuevos compuestos son 861lidos coloreados’ que pueden

' ser cristalizados a partir de solventes orgénicos comunes

cidizacién pasa por una condensacién del grupo -CHp- del de-
rivado II con el grupo formilo en la posicidn 3 de la rifami~
oing se@uida de una condensacidn entre el grupo Rl y el gru- s
po-OH en la posicidn 4 del sistema de 1a-r1famlcina. Segﬁn

amonfaco o alcohdles»inferiores. Las ¢ondiciones de la reac=
cidn son 1as gue. generalmente se emplean en las sintesls de
las oumar;nas 1niciéndose a partir de o=hidroxialdehidas

aromdticas y que son definidas como reaociﬁn de Knoevenagel‘
(O:g. Reactions Vol. 15, 204).'Genera1men£e en este caso se

ses em{nices oomo. él amoniaco, pipériaina,~piridina;Adieti—

res entre las sales de amonio o sales metélicas alcalinaa

cia del catalizador.

Los solvembes utilizedos comfrmente se seleccionan

cloraformo y, cuando se emplean como catalizedores el acetato|

020 y la temperstura de ebulliclén del solvenﬁe, dependiendo

de la velocidad de reaccidn de los compuestos de 1a férmula

cono la aoetOna, los aloanoles inferiores, el acebato de ebi~|

1o, el tetrahidrofursno. Su solubilidad en los solventes

i )
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' ,i'sus'bituyenl,e. Cua.ndo existe la presencia de una funcidn
_les methlicas alcalinas. Los muevos compuestos tienen acti-
negativas y ademés, tienen baja toxicided. Algunos experi-
0,1 & 5 ml. inhiben el erec:v.m:.en‘l‘.o ‘ael Streptococcus hemoly-
'b:.cus, S‘baphylococcus BUreus Diploeoccus gneumoniae and_ z—
| Jobactorium tuberculosis HanRV. '
| tentes a otros entibidticos conocldos y de uso'amplio.

, quimica porque el glstems hldroqulnénlco que :puede Ser fécils

| lizadas por la c¢élula normal. Es-conocido por los estudios

: portadores 0 que inducen en 1as células huéspedes polimerasag

como parte esencial de su reprodu0016n. De tal modo, existen

41304

orgénicos depende, obviemente, del tipo ¥ volumen del -COR
éoida, los‘gompuestoa también son1eolubleS~en agua Como sa~
vidad bioldgiqa‘contra les estirpes Gren positivaes y Gran

mantos representaxlvos demosfraron gue concentraciones dé

oompuestos de los ejemplos 1-2 que variaban en mérgenes de

Estos compuestos también :_'nhn.ben en bajas concen-

traciones el crecimiento dermlcroorganismos_queAsonrresis-
Fstos compuestos tamblén ‘tienen buens. establlidad

mente influenciado por los agenteg‘oxiaanies ya no se halla
presente..A 7 h '

. Otra caraoteristioa muy 1mpor¢an$e de 105 COmpues—n
tos preparados mediante esta invenclén es su aotividad inhi-
bitoria de las DNA-polimorsses que.son caracterigticas de log
linfoblastos de la sengre ieunémigarhumana y oontra lus 44

pices nuelcotidil transferases (poliﬁorasaa) de virus no ubi-
de miembros represenxativos de 1os grupo de virus que son
virug teles como losg picornavirus-o poliovirus que inducen

ENA~-polimerses INA dependiantes mientres que otros £rupos

tales como los virus de leueemla-sarcoma gon portadores de

LNﬁ~p01Mnerasa RNA—dependienxes. la presencia y el papel muy
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importaente de la DNA-polimerasa ':‘i.nversa trgnscriptésé‘RNA—de-'

_ p.éndien'te en los virus RNA oncogénicbs ha éido descubierts

et el., Neture, 226, 1211 (1970).
oA reoiente descubrimiento de la encima DNA~polime=| ‘
- rose RNA-dependiente en los virus de tumores RNA de. eSpecias
| animales ha sido confirnmde por otros autores 'I:ambién, como

‘ 'resulta por e;jemrlo de log documentos enumerados e conti~ -

~ nuacién:

'~4cos, Nature, Londres, 227, 563, 1970.

| mores que contienen RNA, Proc, Nat. Acad. Sci. USA 67, 1034,

' que contenfa trenscriptusa inversa de células del fluidd pleu-
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por D. Baltinors, Nature, 226, 1209, (1970) ¥ por HM. Temin

Green y otroa: Meoam.smo de carcinogéneai por v:.ru.e

de Lumor RNA. Una RNA-pollmerasa RNA-depend:Lente en los vims .

de sarcoma de miridos. Proc. Nat. Acad. Sci. USA- __'Z, 385-393,
1970. | o |
Spiegelman y otros: Caracterizaci6n-de los 'produol-

tos de RNA-polimerasas RNA directas en virv.s RNA oncogéni~

Hata.naba y otros:- Actindad de DNA- pol:l.merasa 880=
ciada con virus de tumores RNA. Proc. Ne:b. Acaﬂ. Sei. USA,
§1, 143, 1970. . -
Scolnick y otros:_Sinteais del DNA por virus de tu-

1970. e inferencia de los virug ENA en ciertos tumores he
sido apoyada también por otros héchos_:_ se ha comprob‘ado que
la 'tmnscriptasa inversa se halla presente en perticulas de
lecho humana obtenida de mu;]eres con historia femiliar. de cén.
cer de peoho Yy de poblaciones de reproduccién endégeno. (Schel
¥y otros, Na't:ure, 231, 97, 1971). Priori ¥ otros_ (riature New
B:Lology, 232, 16, 1971) aislaron un virus denominado ESP-1

L

%

rael de un nifio con linfoma y lo han cultivado con éx_ito. en
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',oultivos de teJidos.

posibilidad de un virus de céncer\de pechoAhumano también
‘han aislado la actividad de DNA-polimerasa RNA~airigida ¥

. coma humano (MeAllister y otros,. Nahure, New Blol., 235," 3,
© 1972). En la actualidad no hay drogas eficaees pare el traxap

' bombin&n especifieamente con 1as polﬁmorasas v1résicas o de

Ia presencla en el céncer de pecho humano de un

homélogo RFA del virug-ENA-get Hior” mamarioédel T T

gido demostrada por medio de experimentos de hibridacién
molecular por R. Axel y otros (Nature, 235, 32, 1972)

fué apoyada por microscopia electr&niga de la leche humans, "~ f

(N.H. Serker y otros, Nature, 236, 103, 1972). Tembién se

particulés-de apariencia virdsica de célulaé de rebdomiosar-—

mlenmo de enfermedades virdsicas dado que "los v1rus ¥y las cé-

lulas tienen necesidades pare la terapia quimica es oviden=

temente 1o preparacién de productod quimicos adecuados que sef:

[}

células transformadas por los v1ru$ PEro. no con las. polimeras

sas de las células hubspedes que- controlan la expresidn de

la informacién,genétiea de los virus. Los inhibidoresnespéci;j

ficos de las encimas virdeicas o de las células transforma~
dag : por virus h{ en parilcular, los inhibidores de pollmera-
sas de los virus de tumor RNA pueden tener un papel importan-
te en suministrar drogas para la'terapla de la leugemis y de
otrog cénceres. La actividad inhibitoria_de log compuestos |
de esta invencién ha sido probada en la. DNA-polimerasa RNA- -
dependiente del virus de saroome de miridos (endbgeno) y en
la actividad'dé 15 DNA-polimefasafDNA»dependienﬁe de énzimas
purificadas (poli d A-Taes plentiiia). Ia inhibicibn fud
probuda de acuerdo con los métodes descriptos por C.VGurgo

y otros, Nature, New Biology, 229, 1ll, 1971. Il efecto de

difcrentes concentraciones de drogas en‘la actividad de poli~-
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1) Aislamiento de_virus y purificacién de la, polimerasa viral

: 385-393, 19705 Rokutanda y otros, Nature, __1, 1026-1028

 (pH 7.6), 0,001 M EPTA durants 5 minutos a tempersture am-

(3H 7.4), 2,5 ulf MgClp, 10 mil ditiotreitol y 5% de glicerol

ira a8 372C en 100/ul de mezcla de rcaccién que contenia 40

.- eripto pér-Green y otros, en Proc. Nat, Aced. Sci. USA 67,
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- -

meraaa Pus determinsda por la siguiente incorporacién de
H34TTP (trifosfats de deoxiribosido de tiamina tritiada)
en la fraccién 1naoluble. El siguienxe es un e;emplo carac-

teristioo de los procedimienﬁos ‘experimentaless

El virus fué eiglado y purificado & partir de cém
lulas de retes trensformedas por_virus de sarcoma de miri-
dos (aislado de Moloney) y de céiulas dé'rafonéé transforma=|
dos por virus de sarcome de mﬁridos (eisledo de Harvey) oomo'

e descr1b16 prev1amente (Green y otros, Proc..NH#. UsA, 67,

1970). ILa polimerasa v1ri6nica fué purificada 20-40 veles
por incubacidn de virus purifiqado con 0,5% NP-40 (nonidet
P-40) en 0,1 M NaCl, 0,01 M solucién emortiguadora.Tris

biente y oontrifugacién zonel en gredientes de smcarosa 15-
30% en solucién emortiguadora de 10 mM de fosfato de sodio

dufante 24 horag a 38.00 rpm en un rotor Spinco SW 41. Las
fraeoiones e la mds elovada actividad enzindtice (13-17)
de veintidos fracciones obtenidas fueron reunidas ¥y almacenap
des en 30% de glicerol a T09C.
Engayo de DNA poliherasa

Sé'realiz6 la'inoubacién‘de enzimas durente 1 ho-

mM de solucién amortlguadora Tris (oM 8. O), 5 mM de ditioe
treitol, 30 mM NaCl, 2,5 mM Mngz, 0,1 mM JATP, 4GTP, dCTP,
¥y 10uCi de 3g-grrp (12-18 Ci/mmol) de acuerdo con lo des-

385-393; 1970, La resccién fué termirada medianie_el 8gregam



5.

10,

15.

20.

25.

30.

413042

do de 150/ul de 1N foido perc16r1co. Como vehfculo ge agregé

timo de termero (100/ug), el produoto DNA radiactivo fué

procesado comp se describe en los dos . documentos menclonados '
_precedentemenief Ia actividad de DNA—polimeraFa RNA-dependien
- te endéngena fué medida después de agregar 0,01% NP-40 al

virus purificado en el momento del ensayo. La actividad de

DNA-polimeraga de polimersss virel purificada fué medida cdn '
,2/ug de poli d(A-T) como plantilla y sin NP-40.

Pruebe de inhibicién por derivados .de rifemicina

Se disolvieron derivados'de rifaﬁicinaben dimetil-.

sulféxido (DMSO) en une. ooncentracidn de 5 mg/ml y se almace~
| naron a sec, Se prob6 le inhibicién de la actividad de Di:A-

polimerase. RNA-~dependiente endégena agregando 2/u1 de derava~
do diluido adecuadamente en DMSO 0 2/u1 de IMSO (contrcl) a

la mezcla de ensgayo antes de agregarla a los virus désorgani~|
zados qué contenfan 15 a130/ug de proteina viral. Ia incuba- |

_cién de enzimes fu§ realizede duwrente 60 minutos a 37¢C. I

inhibiei6n-de la enzima purifidada fué probads mediante pre-

© incubacidn de‘?/ui'de,derivado o' de IMSO. con 30l de enzima

(1 a 2 g de proteina) dursnte 10 minutosfa 372C; luego se

agregaron 70/t1 de mezcla de substrato ¥ la mezcla fué incu-

beda més tiempq ¥ procesado como-ge describe precedentemente.
En'los'ensayos represénﬁativos 1os_compuestos pre=

perados de acuerdo con este invento en una concentracidu de

: 2-100/ug/ml © menos redujeron la incorporacién de H3-dTTP e

- .menos de:10 por ciento del encontrado en las pruebas de con-

trol demostrando claramente la inﬁihioién del mecanismo de

carcinogénesis por los virus de tumor RNA de acuerdo con los-

puntos de vista bioguimicos mésvfecientes.

" E1l efecto inhibitorio de las transcriptasas inver-
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:RNA—dependiente fué preparads a.parbir de virioneo de Triton|

. gacarosa. La concentracién finel de la preparacidn de los

ra caracterizar un efecto selectivo. Los derivados de rifami-

. linfecitos de sangre normal humane (estimulada con FPHA) (2)

.gre poriférica de paclentes con leucemia linfocitica aguda

sas ha sido confirmedo también por pruebas sobre la polime-

rasa de virus de leucemia de miridos. La DNA-polimerasa |

X 100 desorganizados de acuerdo con lo descripto por Gallo

y otros en Nature; New Biology, 232, 141, (1971). Virus de
los ‘tipos Rauscher y Moloney fueron purificados previameﬁte
heciéndolos former bandas en la regién de 1.16 g/ml de un
gradienté de densidad de sacarosa.despuds de wna centrifugem
cidn inicial a baja velocidad para eliminar desperdiciocs
celulares vy amortiguamien?o en 60% de sacarosa hasta 20%'de

il particulas/ml. Como plantille se usé 708

virug fud a 10
R.N.A. enddgeno. Para inhibir la enzima se comprobd que eran
oficacos concentruciones de BO/ug/ml 0 menos. Se comproharon
resultados similares usando polimerasas de células de tumoe
res de origen humano. ®n eslte caso la actividad inhibitoria

fué estudiada tambidn en polimerasas de células normales pa-

cina repregentativos de la férmula.l han sido evaluados en

gus ecfectos en dos DNA-polimerasas purificsdas aisladas de (I

una lines celular de linfoblastos (derivada de un donante
normal) y (3) linfoblastos de sangre leucémics humana. Se
wsaron plantillas sintéticas y/o naturales.

Un ejeﬁplo tipico del procedimiento experimental es
el siguiente:

Linfoblagtog de Sangre Humans

Se aislaron los linfoblastos leucémicog de 1o san-

(ALL) por leucoforesgis., Lag células fueron lavadas y leos eri-
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trocitos eliminados por lisis hipotdnica.

| Los linfocitos normalesrfueron obtenidos de la san+
gre periférica de donantes sanos despuds de eliminar los gra+
nulocitos por cromatogrefia en oqlumna-de nylon. Fueron egti-
mulados con fitohemagglutinina (fﬁA) durante 72 horas de
acuerdo con lo descripto anteriormente (Gallo ykotros, Natu-
re, ggg; 927, 1970; Gallc y otros, Scienge, 165, 400, 1968)
fin de llevar gl méximo la actividad de la DNA~polimerass.
Sin embargo, a causa de los problemss logisticos parz obtow
ner cantidades suficientes de cstas células, se ubilizé uné
1inea de células de culbivo de tejido humano "normal® (1708)
pare suministrar DNA—polimerasas.ménos purificadas para al-
gunos de los estudios inlecilales del examen. Luego ss egbu~
diaron log compuestos interesantes en mds detalls con laz
enzimas més purificadag de los iinfocitos de la sangre noy-
mal y leucénica. Esbag céluias de cultivo celular fuexon
ohtenidas de Agsoclated Biomedic Sysbens, Inc.

Preparaciones de DNA Polimerasas

£e extractaron las DNA-polimerasas celulares y
purificades de lifocibtos de sangre normal (PHA estimulader),
y de linfocitos de sangre leucémica y células linfoides
(1738) por homogeneizacién en solucibén amortiguadoera hipo-
ténica seguida por oxtruceidn de Priton X 100 y/o alin coi
tenido de sal del “pellet" extralisosomélico. Después de
la centrifugacién diferencial los cxtractos celulares fucron
purificados luego por cromatografia en columna con DEAE co-
lulosa, fosfocelulosa y Sephadex G200.

bnsayos de DNA Polimerasas

Se ejecutaron los ensayos con DNA polimerasse

en un volumen final de :LOO/-ula Ta mezcla del ensayo contenial
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‘DMSO. La concentracién final de IMSO fué de 0,5% y todas

"5 minutos con el inhibidor. La reaccidn fué luego iniciada

solucidn amortiguadors Tris-HC1, pH 8.3, 50 mM; MgAc 6.0
mM; ditiotreitol,.8.0; NaCl, 6,0 mil.
1 ajuste del pll fué efectusdo despuds de la adi-

cidn de,inhibidores que fusron previamente disueltos en

las muestras de control inclufan esta cantidad de DMSO. Una
concentracidn de enzimas que cataliza la incorporacidn de
aproximademente 1,0 pmol/hora fué usada en el emsayo. La

enzima fué en la mayoria de los casos pre-incubada durante

por Ja adicidn de plantillas ya sea sintéticas INA (poli
A(AT) Miles Lab.) & hibrida DNA. RNA(oligo dT. poli rA) é
S/ug/ml o plantillas naturales: DNA de esperma de selmén
activado a SO/ug/ml, y RNA viral endéngeno TOS; 10/uCi de
(JH-metil)-ITP (New Lnglend Nuclear, 18,6 mCifumol, liofi-
lizado y redigsuelto en 0,01 M HC1l immediatomente antes de
ugar) y dATP (8 x 1077 M, con plantilla sintética) o las
5

tres trifosfatos deoxinocloosidos (8 x 107 M con reacciopes
plantilladas RNA o DNA. En ciertos experimentos no hubo
preincubacidn de enzimas con el inhibidor. In estos casos
lag reacciones se iniciaron agrogendo la enzima a la meg-
cla completa de reaceibn que inclufa el inhibidor. Se extra-
jeron nucstras al comlenso de la incubacidn y después de 30
minutos y fucron temminadas por el agregado de 2 ml de pi-
rofosfato de sodio 0,008 M, y precipitadas en 12,5 de &eido
tricloroacético (TAC) con BNA de levadura (400/Mg) cono vehi
culo. Los productos fueron recogidos en filtro Mlllipore,
lavados extensivamente con TCA al 5, y 1 ml. de mezcla de

IM30-etanol~0,1 M NaCl (0,5:70:29,5), secados y contados cn

2 ml. de BBS3 (Beckman) y 10 ml de liguifluor (New Laslend
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‘raga leucémica con una plantille de DNA gintética. Las reac-

" las cédlulas transformadas por el virus de origen de ratcuesd,
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Nuclear) en un contador de centelleo en 1fquido Packard. i

Se comprobd que las concentraciones que variaban

de 5 a 20/ug/ml provocaban una inhibicién del 50% de polime-

ciones'templadas por una plantilla de RNA sintética (poli ra.
rﬁ) fueron todavia més susceptibles. ,

Losg experimenﬂos represehtativos ejecufados oon
plantillaes naturales sobre polimerasas de células normales o
de turmo nogtraron una meyor susceptibilidad de las enzimas
de tuﬁor a los compuestos probados.

| Otras caracteristicas bioldgicas exhibidas por los
nuevos derivados de rifamicina comprenden la inhibicién de
formacidn de focos en células de ratbn, rata y humanas por
la estirpe Moloney y Kirsten de virus de sarcoma de miridos;
la inhibicién selectiva de produccién de virus por células de
ratén y humanas ya transformadas; la deteceién de célules re—
vertientes usando los sistemas de células de ratén y ruta no
productores transformados por virus de sarcoma de mirido, Los
compuestos de rifamicine preparades de acuerdo con el presente

invento ademés han confirmado su toxicidad selectiva pare

ratas y geres hunenos cuando fueron probadas en su cgpacidad
de formar coloniasg.

¥n estudios para determinar el efsoto de los com~
puestos para inhibir la formacién de Focos por el vivug de
carcouwa Moloney en cultivos de tejidos BALB/31'3 se emplea
el siguiente procedimiento. Se prepara un cultivo de células
BALB/373 en frascos de pldstico de 250'ml en vn medio As cre~
cimienfo que consiste en un medio esencial minimo de Eagls con

10» de suero fetal bovino. Se cfecltion cuentas celulares oon
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- metilsulféxido en una concentracién de 1 Mg/wl) y llevada en

- criptos por Hackett y otros, Virology, 31, 114, (1967).

un contador Coulter déspués de suspender las céluJ;s con.
tripsin~-verseno y.diluirlas en el medio de crecimiento. Se
emplea el virus de sarcoma de mﬁridoé'Moloney como un homoge-+
nizado de turmo. Se pasa cuatro veces en ung 1lfnea celular
de embrién. de ratdn de origen suizo de alto pasado y es en-
sayada en cuanto a unidades formedores delfocds de células
BALB/3T3. Para realizar los estudibs, Se usa una modificas
cién del méodo descripto por Hartley y Rowe, Nat..Aoad. Sed.
55, 740, (1966). En el presente trabajo, los frascos son sem
brados con 1-2 x 10° células en 25 xl de medio de cultivo e
incubados a 372C durante 24 horas. Despuds de extraer log
fluidos, se introduce virus en una cantidad predeterminada
de unidades Ffoxrmadores de focos en 0,5 ml., de medio de cul-
tivo y se los permite adsorber sobre la monocapa o capa
fnica de c¢élulas durente 90 minutos a 372C. Siguiendo a es-
te periodo de adsorcidn, una cantidad predeterminada, ge-
neralmente como dosig de proximadamente 5 a 10/ug/m1 de un

compuesto pironerifamicinico (disuelto previamente en ai-

25 ml de medio de cultivo, es agregada y los cultivos son
devueltos a la incubadora. Como control, me agrega 2 un culw
tivo: seporado dimetilsulfdxido solo es agrega&o al.medio
de cultivo. Después de tres dias de incubacién, se les cam-
bia el fluido a los cultivos y se cuentan los focos de cdw
lulas btrangformadas al séptimo dfa.

Con este mismo método, se estudia el virus de la
estomatitls vesleular, serotipo de New Jersey. Los méitodos

utilizados para cultivar y cnsayar este virus han sido des-

Egtas propiedades indican que estos compuesios po-
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seen una activided inhibitoria efectiva sobre tumores pro-

ducidog'por virus en los animales.

Pare ilustrar wna realizacién del invento se pro-
porciona la preparacidén de los siguientes COmbuestos en los
que ia nomenclature y la numerscién se dan éh'forma arbitra-
ria congiderando el sistema 2-pirona fusionadd en la pogi-

cién 4,3 con la 4~deoxirifamicine SV. Los nlmeros con indi-

ce se refieren a las partes relacionadas con el gistema pi-

rénico mientras que los que no llevan indicacién se refie-
ren & la parte del sigtema rifamiciﬂa.

EJEMPLOVI |

3'=Acetil-2'=pirono/5!, 6'-74—desoxirifamicina sV

A una solucidn de dos moles de 3—formilrifam101na

SV en 70 ml de tetrahidrofuranc, se agregan 1 ml de piperi—i
dina y 2 moles de acetoacetato de etilo. Después de 30 mlnu—_
" tos de ebullicién queda completada la reacci&n. Ia mezcla

de la reaccidén es evaporade hasta desecarse y luego tratadae

con acetato de etilo y acidificads hasta el pH 2 con feido
mineral. Se extrae la fase orgénica eon'3rveces =10 voluﬁen

de agua. La cape zcuose es luego extralda con acetato de

etilo y la solucién orgénica, después de secar, es evaporam |

de hasta desecarse. El residuo crudo es cristelizado de ace-

tona.

Punto de fusién 17)—18390 ~ Rendimiento 50%

Puede prepararse el mismo compuesto final usando
acetoacetato de metilo en lugar de acetoacelato de etilq.

Andligis:

- Caleulado pars 042H49N014C 63,71; H 6,24; N 1,77

Hallado ‘ A C 60,72; H 6,32; N 1 36
Repectro Ultraviolete [ mdx 525 346 311
B om® 82,7 295,1 23371

{
i




5e -

10.

15.

- 20,

30.

"15-!

413042

) 3'~carboxi~2'—pirbno /56 '~/ 4-degoxirifemicina SV

y acidificade hasta el pH 2 con £cido mineral. Ta fase orgé~| .

Andlisis:
Caloulado para C41Hy7NO15 C 62,03; H 5,97; N 1,76

A una solucién de 2 moles de 3—formilrifamicina SV
en 70 ml de cloroformo se agregan 2 ml de plperidlna y 2
moles de 4cido. malénico. Después de refluir durente 4 horas
la reacoibn quede completada. La mezela de reaccidn es evas

porade hagte desecarse y luego tratade. con acetato de,etiloV’

nica es extraide con un volumen de agua de alrededor 3 veces
su volumen. La capa acuoss es luego extrafda con acetato

de etilo y la solueién orgdnice, despuds do secar, es eva~ -
porade hasta desecarse. Fl produéto orudo es crigtalizado

de aéetona.

Punto de fusién 191-2022C

Rendimiento 40%

Hallado C 61,69; H 5,68; N 1,41.
Espectro Ultravioleta N\ méx. 475 333 3077
_ " ‘
By 1167 328 269,2 |

De acuerdo con procedimientos alfogos n aquellos
deaeriptds én los ejemplos precedentes es posible preparar
derivados pirénicos de rifemicine de la férmule I donde COR'
tiene el siguiente significado: , '

GO0CH;, CO0C,H5, COOC iy, 00=CyHiy, CO-CH(CH;),
NOTA
Descrita suficiéntemente la naturaleza}del invento

as{ como la manera de realizarlo en la précticae, debe hacer-

se constar que las disposiciones anteriormente indicadas,
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son susceptibles de modificaciones de detalle en cuanto no al-
Yeren su principio fundemental. También se hace constar que el
invento corre,éponde-a una solicitud de patente presentads en

Italia con el mimero 22422 A/72 de 27 de marzo de 1.972, aco-

gléndose por lo tanto a los beneficios que conceden los Con- -

v venios Internacionales en vigor, siendo lo que constituye la

esencia del referido invento por lo que se solicita Patente de
Invencién por 20- afios en Espafia, sobre: PROCEDIMIENTO PARA
PREPARAR PIRONO-RIFAMICINA; ocaracterigéndose i)ofr_ lo siguiente:‘
| 1. Procedimiento para preperar pizfoﬁo-rifamiéina,
de férmiles | |

donde'R es alquilo inferior, hidrpxi ¢I) alocoxi inferior,

N su correspondiente derivado 25 desacetil o 16, 17, 18,
19, 28, 29 hexaghidro, caracterizado por comprender hacer
réaocioner 3-formilrifemicine SV o su dériva(_io 25=desacetil
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» mente ¥y B, representa un grupo CoOH, CN ¥ COOR3, donde R3

o 16, 17, 18, 19, 28, 29 hexshidro con una centidad sproxi- |

mudamente oguimoleculer de un compuesto de la férmula:

;,,r””'COR

CH2‘~\\\\N <
Ro

donde R tiene el mismo significado de lo expregsado anterior-

s una cadena alifftica recta de 1-4 dtomos de carbono.
2.~ Procedimiento para preparar pirono-rifamicins,
tal y como queda sustancialmente descrito en la presente Me-
moYia e .
Bata Memoria consta de 17 hojaszé?critas a méquina
por una sola card. i 3
Madrid,
GRUPPO LEPETIT S.p.A.-

1. GOMEZ ACEBO Y MUDER
 p» Flemedo: Ly Gosta Korafia
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