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E1l presente invento se refiere a nuevos
compuestos quimicos, Mds particularmente, se refiere a
la 5-0-(5-amino-5-desoxi—D-xilofuranosil)ANl—(4-amino-
~2-hidroxibutil)-4-0~(2, 6~diamino-2,6-didesoxi-T~gluco
piranosil)-2-desoxiestreptamina, a 5-0-(5-amino-5-deso
xi-D—ribofuranosil)-Nl-(4—amino-2—hidroxibutiril);4—0~
-(2,6-diamino-2, 6~didesoxi~D=glucopiranosil)~2-desoxies
treptamina, a sus sales de adicidén de dcido, y 2 los mé
todos para la produceidén de los compuestos anteriores.

En 1z Patente de EE,UU. N¢ 3,541,078 exis
te una descripeidn de un producto quimico que en ajquel
tiempo se denominé ambutirosina (asi como sus componen-
tes individuales ambutirosine A y ambutirosina E). En
el momento presente, estas sustancias son denominadas
mds commmente butirosina (y butirosina A y butirosina
B los componentes individuales) y esta Wltima termino-
logia es empleada a veces en esta Memoria. En la forma
de base libre la butirosina A tiene la estructura qui-
mica Nl-(4—amino-2—hidroxibutiril)-4—0-(2,6-diamino-
-2, 6-didesoxi~-D~glucopiranosil)~-5~0-D-xilofuranosil-2-
—-desoxiestreptamina., En la forma de base libre la buti
rosina B tiene la estructura quimica Nl-(4-amino-2-hi
droxibutiril)-4-0-(2, 6~diamino-2,6 -didesoxi-D-glucopi
ranosil)=5-0=D-ribofuranosil-2-desoxiestreptamina. Ia

butirosina A y la butirosina B son conocidas tanto en



476693

las formas de bases libres como en las formas de sales

de adicién de dcido,
Los productos del presente invento pue-

den ser denominados medisnte la nomenclatura quimica
5 sistemitica dada en el primer pdrrafo enterior. Alter—
nativamente, también han sido denominados como aminodg
soxibutirosina (y aminodesoxibutirosina A y amincdeso-
xibutirosina B los componentes individuales).
La 5-0-(5-amino-5-desoxi-D-xilofursno-
10 sil)-Nl-(4-amino—2-hidroxibutiril)-4—0—(2,6-diamino~
-2, 6didesoxi-D-glucopiranosil)-2-desoxiestreptamina,
también conocida como aminodesoxibutirosina A, en for-
ma de base libre anhidra tiene la férmula empirica
C,-H, NO. ..y la férmula estructural siguiente:

21742" 6711
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g C 0
Lk
CH-0
H5\\PH : ﬁ//
T,
20
H H
EM__*mmi
vih
!
N | E/g
0=0¢ &
2> GHOH QH

¢
i ngg—gﬁ\\\‘ 0
My hk

|

CHNH,

27-8-T3 -3 -



10

15

20

25

27-8-73

410699

La 5~0=(5-amino=-5-desoxi~D-ribofurano-
sil)-Nl-(4~amino-2-hidroxibutiril)-4—0«(2,6—diamino—
-2, 6-didesoxi~-D-glucopiranosil)-2-desoxiestreptamina,
también conocida como aminodesoxibutirosina B, an la
forms de base libre anhidra tiene la férmula empirica

021H42N6011 ¥y la férmula estructural siguiente:

2
Bom
¢ 0
g ///ﬁ NH2
; ¢
HN QH H “H
0 =Q H IO
QHOH 'CH
QHZ H-C-0H 0
CH_ NH H—puOH
2 2 H-.C /
CHQNHz
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Por lo tanto, la aminodesoxibutiroxina
A y la eminodesoxibutirosina B son isémeros que difie
ren en la configuracién en un dtomo de carbono en el

resto de pentosa.
De acuerdo con el invento, la aminodesoxi

butiro®ina puede producirse haciendo reaccionar el de-
rivado de N,N’ ,N’’ ,N'?’~{etra(trifluoro acetilo) de

la aminodesoxibutirosina con una base en un medio acuo-
80, y aislando el producto en forma de base libre o co-
mo sal de adicién de dcido, Si el material de partida
es el derivado de N,N’ ,N’! ,N’’’—fetra(trifluoroaceti-
lo) de 5-0—(5-amino-5-desoxi—IinlofUranosil)-Nl-(4-amg
no-2-hidroxibutiril)-4-0-(2, 6~-diaminsé~-2, 6~didesoxi~D-
~glucopiranosil)-2~-desoxiestreptamine que tiene la £dr

mula
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el producto es la aminodesoxibutirosina A, Si el ma-
terial de partida es el derivado de N,N’ ,N?7 N7’7-
~tetra (trifluoroacetilo) de 5-0-~(5-~amino-5~desoxi~D-
—ribofuranosil)~N1~(4—amino-2-hidroxibutiril)—4~0—(2,6—
~diamino=~2,6-didesoxi=-D=glucopiranosil)-2-desoxiestrep-

tamina que tiene la férmula
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el producto es la aminodesoxibutirosina B, Si el ma-
terial de partida es una mezcla de los dos materiales
de partida especificos, el producto es una mezcla de
aminodesoxibutirosina A y aminodesoxibutirosina B, En

cualquier caso, el material de partida puede afizdirse
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a la mezcla de reaccidén como tal o puede formarse in
situ ; como por ejemplo, mediante hidrogenacidn del
compuesto o compuestos S5-azido correspondiente(s) en
presencia de un catalizador de paladio sobre carbono.
Algunos ejemplos de bases adecuadas para empleo ea la
reaccidén son los hidréxidos de metal alcalino, tales
como hidréxido de sodio e hidrdxido de potasio, e hi-
dréxidos de metal alcalino-térreo tales como el hidrd
xido de bario y el hidrdxido de magnesio, Una base pre
ferida es el hidréxido de sodio u otro hidrdxido de me
tal alcalino, Una concentracién preferida de base estd
comprendida entre 0,1 N y 4,0 N. Algunos disolventes
adecuados son agus y alecanoles inferiores acuosos. la
resccidn transcurre ficilmente a temperatura ambiente
y por lo tanto el tiempo y temperatura de reaccidén no
son particularmente criticos. En general, la reaccién
se efectia a wma temperatura comprendida entre aproxi
madamente 0 y 502C durante un tiempo comprendido en-
tre 15 minutos y 8 horas, siendo empleados los tiempos
de reaceidn mis cortos a las temperaturas mds elevadas
¥y con las concentraciones de base mds elevedas., ILas
temperaturas por encima de 502C son indeseables., Em-
pleando como base, hidréxido de sodio acuoso 0,25 i

a 0,75 N, la reaccién de hidrélisis es esencialmente

completa dentro de 3 horas a tempeiatura ambiente. EL
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producto se aisla directamente en forma de base libre
0, siguiendo el tratamiento con un dcido, en forma de
una sal de adicidn de dcido. Un modo preferido para
aislar el producto es verter una solucién del produc-
5 t0 en forma de base libre en una columa que contiene
una resina de intercambio catidnico débilmente dcida
en la forma de decido libre y recuperar el products en
forma, de base libre por elucidén de la columa con amo
niaco acuoso.
10 Los materiales de partida requeridvs
para empleo en el procedimiento anterior pueden pre-
pararse por cualquiera de cierto nimero de métodos a
rartir de butirosina, ya sea butirosina A o buiirosi
na B, o0 una mezcla de butirosina A y butirosina B, De
15 acuerdo con uno de tales métodos, la butirosina se hs
ce reaccionar con trifluorcacetato de etilo y luego
con anhidrido trifluoroacético paras producir la N,N’
N?* ,N'?’—tetra(trifluorcacetil)butirosina. Este dlti
mo compuesto es convertido en el éster de 5-(p-toluen
20 sulfonato) o el éster de 5-(2,4,6-trimetilbencenosulfyo
nato) por reaccidén con el cloruro de arilsulfonilo co-
rrespondiente, y el éster asi producido se hace reac-
cionar con azida de sodio para reemplazar el grupo és
ter sulfonato por el grupo azido. ILa hidrogenacién ca
25 telftica del grupo azido produce luego el material de

27-8-73 -9 -
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partida empleado en el procedimiento del invento.

Tas bases libres del invento forman
sales de adicidén de de¢ido con cualquiera de entre
una amplia variedad de dcidos orgdnicos e inorgdni
cos. Las sales de adicidn de dcido farmacéuticamen
te aceptables se forman con deidos tales como clorhidri
co, bromhidrico, sulfdirico, fosférico, carbénicd, acé=
tico, sueceinico, eitrico, maleico, mdlico, y pamoico.
Tas bases libres y sus formas de sales de adicidn de
deido son interconvertibles mediante ajuste del pH,
Dichos compuestos difieren en propledades de solubi-
lidad pero de otro modo son equivalentes para los fi
nes del invento.

Los compuestos del invento pueden exis
tir en forms anhidra asi como también en las formas
solvatadas, incluyendo las hidratadas. En general, las
formas hidratades y las formas solvatadas con disolven
tes farmacéuticamente aceptables son equivalentes a la
forma anhidra o no solvatada pars los fines del inven-
t0.

Los compuestos del invento, en forma de
isémeros individuales asi como de mezclas, y tanto en
las formas de bases libres como en las formas de sales
de adicidn de dcido, son agentes antibacterianos que
tienen un amplio espectro de actividad antibacteriana.
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Como ejemplo, la actividad antibacteriana de un pro-
ducto que contiene una proporcién principal (75 ¢ o
mds) de aminodesoxibutirosina A y una proporcidén se-
cundaria (25 % o menos) de aminodesoxibutirosine B
contra microorganismos representativos se da en la
tabla siguiente. En esta tabla, la actividad antibac
teriana in vitro se expresa en términos de la concen
tracién inhibitoria minima, medide como microgremes
de bage libre por ml de medio, contra diversas espe
cles de bacterias, Los datos citados en la tabla fue
ron obtenidos empleando las cepas encontradas comunmen

te de los organismos citados.

Microomanismo Concentracidn inhibitoria
minime,
Mierogramos de Base/ml

Staphylococecus aureus 0,25

Staphylococcus gureus 10,0

Pgeudomonas aeruginosa 1,5

Escherichia coli 2,0

Shigella sonnei >2,5

Mycobacterium tuberculosis 5,0

Empleando wna mezclae similar de aminodeso-
xibutirosina A y aminodesoxibutirosina B, se demostrd

un elevado orden de actividad antibacteriana in vivo

- 1] -
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en la infeccién aguia experimental en ratones. Los ra

tones fueron administrados con wna exigencia de 100

dosis letales medias (100 DI‘SO) de Pseudomonas aeru-
ginosa administradas intraperitonealmente con coadyu
vante de mucina. Al mismo tiempo cada ratén fue admi
nistrado con una dosis vnica de aminodesoxibutirosi-
na por via subcutdnea. Las dosis fueron administra-
das en cantidades graduadas y el mimero de animales
muertos y supervivientes fue contado en un periode
de 7 dias. La dosis de aminodesoxibutirosina reque-
rida para proteger al 50% de los animales de la in-
fececién fatal (DFBO) fue determinada como 19 mg/kz.
La correspondiente DFSO para la butirosina era 45
mg/kg. Por lo tanto, los compuestos del invento son
valiosos por su actividad antibacteriana generalmern

te y su actividad contra Pseudomonas aeruginosa en

particular. Dichos compuestos pueden ser administra-
dos ya sea oralmente, parenteralmente o bien tépica-
mente.

Debido a su amplio espectro antibacte
riano, los compusstos del invento son también Utiles
como agentes antibacterianos en aplicaciones in vitro
tales como la esterilizacidén de instrumentos y super-
ficies de laboratorio, esterilizacién de productos far

macéuticos, y mantienen las condiciones estériles du-

- 12 -
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rante las operaciones de fabricacién de la industria
farmacéutica. Para la esterilizacidén de instrumentos
y superficies de laboratorio y aplicaciones simila-
res in vitro, los compuestos pueden emplearse en for
ma de una solucién acuosa al 0,1-1,0%.

El invento se ilustra por el siguiente
ejemplo,
Ejemplo:

Un material de partida adecuado es una
mezcla que contiene uma proporeidn principal (75% o
mds) del derivado N,N’,N?’,N’’’~tetra(trifluoroaseti~
lo) de Nl-(4~amino~2-hidroxibutiril)-5-0-(S-azido—S-
~d880xi-D-xilofuranosil)=4-0=(2, 6=diamino~2, 6~dideso
xi-D-glucopiranosil)~-2-desoxiestreptamina y una pro~
porcidn secundaria (25% o menos) del derivado de
N,N?,N'? N’ ' ~tetra(trifluoroancetilo) de N -(4-amino-
~2-hidroxibutiril)=-5-0-(5-azido-5~-desoxi-D-ribofurano
9i1)-4-0-(2,6-diamino-2, 6~didesoxi~D~glucopiranosil)-
~2=-desoxiestreptanina, Tna mezcla de 2 g de este mate-
rial de partida, 100 ml de metanol, 25 ml de agua ¥y
200 mg de un catalizador de paladio sobre carbono al 20
se agita mientras se burbujea gas hidrégeno a través de
le nisme durente un perfodo de 2 horas., La mezcla se fil

tra para separar el catalizador y el filtrado se evapora

. a presién reducida para dar un producto qQue consiste en

- 13 =
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una proporcién principal (75% o mds) del derivado

de N,N’,N’7,N’’’~tetra(trifluoroacetilo) de 5-0~(5-
-amino-S—desoxi—D-xilofuranosil)—Nl-(4—amino-2~hidpg
xibutiril)=-4-0-(2, 6~diamino-2, 6~didesoxi~D-glucopira
nosil)-2-desoxiestreptamina y wne proporcidn secvndg
ria (25% o menos) del derivado de N,N’,N”,N”j-fetra
(trifluoroacetilo) de 5-0-(5-amino-5-desoxi-D-ribofu
ranosil)=N1=(4-amino~2~hidroxibutiril)=-4-0-(2,6-diami
no—2,6-didesoxi—ILglucopiranosil)-2—desoxiestréptamg
ns. Este producto crudo se diluye hasta un volumern de
36 ml con agua y 6 ml de hidréxido de sodio achboso

2 N, y se mantiene a temperatura ambiente durante 3 ho
ras. Ja solucién resultante se vierte en una columa
rellena con 30 ml de una resina de intercambio catidni
co débilmente dcida en la forma de 4cido libre, Puade
emplearse ung resina tal como la Amberlite IRC-50. Ia
columma se lava con agua ¥y el producto se separa luego
de la columna por elucidén con 200 ml de amoniaco acuo-
so 2 N, E1 eluato se evapora a presidén reducide hasta
un volumen pequeiio de solucidn que luego se liofiliza
para dar el producto en forma de un residue sélido, Es
te producto consiste en ume proporcidn principal (75%
o nds) de 5-0-(5~amino~5~desoxi—Dbxilofuranosil)—Nl~
-(4—amino—2—hidroxibutiril)—4—0-(2,6—diamino~2,6—di¢g

soxi-D-glucopiranosil)~2-desoxiestreptaming y una pro

- 14 -
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vorcién secundaria (25% o menos) de 5-0-(5-amino-5-
-desoxi—Dhribofuranosil)-Nl-(4—amino—2-hidroxibuti-
ril)=4~0-(2,6-diamino~2, 6~didesoxi~D-glucopiranosil )~

2-desoxiestreptamina, Ia rotacidn especifica es [7{:7%?

5 (0,96% en agua) = + 25,72, La cromatografia en capa
delgade sobre el gel de silice empleando metanoli-amonia

co acuoso 2 N 1:1 muestra una mancha unica por pulveri~
zacién con ninhidrina; R, aproximadamente 0,06,
E1l producto, tal como se ha obtenido an

10 teriormente en la forma de base libre, tiene la férmu~
la empirica CoyHyolN 07 Reacciona fdcilmente con didxi
do de carbono por exposicidn al aire para former la sal
del decido dicarbénico, 021H42N5011'2Hé003' Ia sal del
dcido dicarbénico revierte en la forma de base libre

15 por calentamiento a 170°C, Una solucidn de 2,0 g de la
base libre en 100 ml de agua se valora con dcido silfu
rico 2 N a wmn pH de 6,5 y se liofiliza para dar un re~
siduo de la sal bisulfato, trihidratada; la rotacién eg
pecifica es Zfb§J7§f' (1% en agua ) = + 23,82, El secado

20 de este producto a 100°C g presidn reducida da la sal
disulfato anhidra, 021H42N6011.2Héso4.

La base libre como se ha obtenido anterior
mente, puede también ser identificada por conversién en
el derivado de N,N’,N’’,N’*’,N’’'"’=penta(trifluoroaceti-

25 lo). Para este fin se afiaden 2,0 ml de tiotrifluoroace-

27-8=73 - 15 -
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tato de S-etilo a una solucidn de 100 mg de la base
1libre anterior en 2 ml de metanol. La solucién se
mentiene a temperatura ambiente durante 16 horas y
luego se evapora bajo presién reducida. EL residuo

se disuelve en 100 ml de acetonitrilo y se afigde 1 g
de carbonato de calcio en polvo., Con refrigeracgidn
externa, la mezcla resultante se agita a O-SQC.y,se
afiaden gota a gota 0,6 ml de anhidrido trifluoroacé
tico. Ia mezcla se agita durante 3 horas a O-SQC; se
mantiene durante dos dias a 02C, y se filtra, EL il
trado se evapora bajo presidn reducida y el residuo
se disuelve en 8 ml de metanol y 2 ml de agua. Ta so
lucidn se agite a 02~59C y se afiade hidrdéxido de cal
cio hasta que se mantiene un pH de 5. La mezcla se
evapora a presidn reducida y el residuo se disuelve
en 12 ml de acetato de etilo. La solucidn de acetato
de etilo se lava tres vecescon porciones de 1 ml de
agua, Se seca Yy se evapora para dar un residuo de de-
rivado de N,N’,N?’,N’?? ,N’’?’wpenta(trifluoroacetilo).
El espectro de absorcidén infrarroja muestra mdximos”
caracteristicos a 1710, 1660 y 1560 cmfl. Por cromato
grafia en capa delgada sobre gel de silice empleando
benceno-metanol 4:1, se revela una tnica mancha por
pulverizacién con fosfomolibdato; Rf aproximadamente
0,23. El derivado de N,N’,N??,N’??,N?77’<penta(trifluo

- 16 =
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roacetilo) puede purificarse adicionalmente disolvién
dolo en acetato de etilo y reprecipitdndolo con éter.

Mediante los procedimientos del primer
pdrrafo de este ejemplo, pero empleando como material
de partida el derivado de N,N’,N’?,N'’'’<tetra(trifluo
roacetilo) de la Nl-(4-amino—2-hidroxibu$il)-5~O—{5—
-2zido~5~-desoxi~D-xilofuranosil )-4-0-(2,6-diamino~2, 6~
~didesoxi-D-glucopiranosil)-2-desoxiestreptamina, el
producto preparado por hidrogenacidn es el derivado
de N,N’,N’? N’ ’~tetra(trifluorcacetilo) de 5-0-(%-
-amino—B-desoxi-D—xilofuranosil)-Nl—(4—amino-2-hidrg
xibutiril)-4-0-(2, 6~-diamino-2,6~-didesoxi-D-glucopira
nosil)-2-desoxiestreptamina. Este producto se convier
te en la 5-0—(5~amino-5-desoxi-Duxilofuranosil)-Nl-

- (4-amino-2-hidroxibutiril)-4-0-(2,6-diamino-2,6-dide

goxi-D-glucopiranosil)-2~desoxiestreptamina por reac-

cién con hidréxido de sodio acuoso de la manera descri
ta.

Mediante los procedimientos del primer
pdrrafo de este ejemplo, pero empleando como material
de partida el derivado de N,N’,N’’,N’’’~tetra(trifluoro
acetilo) de Nl-(4-amino-2—hidroxibu'biril)—5-0—(5-azido-
~5=desoxi-D-ribofuranosil)-4-0-(2, 6-diamino-2, 6-dideso
xi-D-glucopiranosil)~2-desoxiestreptamina, el producto
preparado por hidrogenacién es el derivado de N,N’,N’’,
N’?"'—tetra(trifluoroacetilo) de 5~0-(5-amino~5-desoxi-

-17 -
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~D—ribofuranosil)-Nl-(4—amino~2-hidroxibutiril)—4—0—
-(2,6~diamino~2, 6~didesoxi~D-glucopiranosil)-2-deso-
xiestreptamina. Este se convierte en 5=0-=(5-amino~5-
-desoxiuIbribofuranosil)-Nl-(4»amino—2—hidroxibutiri1)—
5 -4-0-(2,6~diemino~2, 6~-didesoxi-D-glucopiranosil)~2~deso
xiestreptamina por reaccidn con hidréxido de sodio acuo
so de la manera descrita.
Cada una de lag bases libres de poliamina
anterior es convertida en la sal clorhidrato, sulfato,
10 fosfato, maleato y citrato por reaccién con, respectiva
mente, cloruro de hidrégeno, dcido sulfdirico, dcido fog

férico, deido maleico y dcido citrico.

Materiales de Partida

15 Por conveniencia y claridad, los diver-
sos productos quimicos intermedios denominados en esta
seccién se identifican mediante la terminologfa "butiro
xina", tal como se ha explicado en lo que antecede, Tal
como se emplea en esta seccibn, el término “"butirosina®

20 "se refiere ya sea a butirosina A, butirosina B, o una
mezcla de butirosina A y bubirosina B. Ias constantes
fisicas especificas dadas son para los derivados que
corresponde a una proporcidn principal (75% o mds) de
butirosina A y una proporcidn secundaria (25% o menos

o5 de butirosina B.)

27-8~73 -18~
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Una solucién de 8,83 g de butirosina
en 100 ml de metanol y 40 ml de trifluoroacetato de
etilo se calienta a reflujo durante 3 horas y se evg
pora bajo presién reducida. El residuo crudo (14,5 g)
se disuelve en 200 ml de acetonitrilo y se afiaden 33
g de carbonato de calcio en polvo. La mezela resnltan
te se aglta a 0-59C mientras que se afladen gota a go-
ta en un periodo de 90 minutos 22 ml de anhidrido tri-
fluoroacético, Ta mezcla se agita dvurante 30 minwutos
adicionales a 0-52C y luego durante tres horas a tem-
peratura ambiente, Se filtra y el filtrado se evapora
bajo presién reducida., E1l residuo siruposo se disuelve
en 100 ml de metanol y 25 ml de agua ¥y la solucidn se
agita a 0-52C mientras que se afiade hidréxido de cal-
cio en porciones hasta que se mgntiene un pH de £-6.
La mezcla se evapora a continuacién bajo presidn redu
cida y el residuo se reparte entres 300 ml de acetato
de etilo y 25 ml de agua. lLa fase orgdnica se separa,
se lava tres veces con porciones de 30 ml de agua, se
seca y se evapora para dar un residuo de N,N’,N’? ,N’?’-
-tetra(trifluoroacetil)butirosina. El espectro de absor
cién infrarroja muestra los mdximos caracteristicos a
1710, 1660, y 1560 o+, Ia cromatografia en cafia delga
da sobre gel de sf{lice con benceno-metanol 4:1 seguida
por tretamientd con pulverizacidén con fosfomolibdato
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muestra wna mancha dnica (Rf aproximadamente 0,1).
Una solucidn agitada de 7,20 g de
N,N?,N’? N’ 'wtetra(trifluoroacetil)butirosing en
100 ml de piridina anhidra mentenida a =10 a =59C
en una atmésfera de nitrdgeno es tratada con 2,20 g
de cloruro de p-toluensulfonilo afiadido en porpio_
nes durante wm perfodo de una hora. Is mezcla se
agita una hora adicional a -102C y luego se deja
reposar a 09C durante 18 horas. Se evapora bajo pre
sién reducida y el residuo se reparte entre 200 ml
de acetato de etilo y 30 ml de agua. Ia fase orgi-
nica se separa, se lava con varias porciones de dci
do clorhidrico diluido y con cloruro de sodio acuo-
so saturado, se seca y se evapora. El residuo se di
suelve en 8 ml de metanol y 16 ml de benceno y la
solucién se vierte en una colwma que contiene 200
g de gel de silice. La colume se eluye con benceno-
-metanol 5:1 y el eluato se recoge en fracciones de
10 ml. Aquellas fracciones que muestran una mancha
tUnica (por pulverizacién con fosfomolibdato) a Rf
0,29 por cromatografia en capa delgada sobre gel de
silice con benceno-metanol 4:1 se combinan y evaporan
bajo presién reducida, para dar un residuo del éster
de 5-(p-toluenosulfonato) de N,N’,N’’ ,N?7’—tetra(tri

fluoroacetil)butirosina, Este producto muestra un md
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ximo de absorcidn ultravioleta a 261 milimicras,
1

E] = 6,24; y mdximos de absoreidn infrarroja a 1710,
1660, 1550 y 1350 cmfl. Ia rotacién especifica es
['0(_7%5 (0,94% en metanol) = + 18,5¢,

De acuerdo con una ruta sintética di
ferente, se alladen gradualmente 2,00 g de cloruro de
2,4,6-trimetilbencenosulfonilo a una solucidén agita-
da de 8,33 g de N,N’,N?’,N’’’=tetra(trifluoroacetil)
butirosina en 100 ml de piridina anhidra mantenids a
0-52C y protegida de la humedad. Ia mezcla se deja
reposar a 0°C durante 16 horas, a 159C durante 5 ho-
ras, y a temperatura ambiente durante 2 horas. Se
afiaden 0,10 g adicionales de cloruro de 2,4,6-trime
tilbencenosulfonilo y la mezcla se deja reposar a tem
peratura ambiente durante 16 horas adicionales. Es
entonces cuando se evapora bejo presién reducida y el
residuo se reparte entre 250 ml de acetato de etilo y
20 ml de agua., La fase orgdnica se separa, se lava con
20 ml de decido clorhidrico 3 N frio y con cloruro de
sodio acuoso saturado, se seca y se evapora, El resi-
duo se disuelve en 8 ml de metanol y 16 ml de benceno
y la solucidn se vierte en una columa que contiene
200 g de gel de silice. Ia columna se eluye con bence
no-metanol 5:1 y el eluato se recoge en fracciones de

10 ml. Aquellas fracciones que muestran una mancha Uni
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ca (por pulverizacién con fosfomolibdato) a R, 0,36
por cromatografia en capa delgads sobre gel de silice
con benceno-metanol 4:1 se combinan y evaporan bajo
presidn reducida para dar un residuo de éster de 5-
-(2,4,6-trimetilbencenosulfonato) de N,N’,N’? ,N"’’'~
-tetra(trifluoroacetil)butirosina., Se observan méxi-
mos de absorcidén ultravioleta a 285 milimicres, Ei
= 16,1; a 277 milimicras, Ejl' = 15,7; v & 231 milimi-
cras, Ei = 86,5, EL espectro de absorcién infrarro-
jo muestra miximos caracteristicos a 1710, 1655 7
1555 em™ .

Una mezcla de 2,83 g de éster de 5~
- (p-toluensulfonato) de N,N?,N’’,N’’’~tetra(trifluo
roacetil)butirosina y 1,5 g de azida de sodio en 75
ml de N,N-dimetil-formamida se calienta a 95-100%C
durante 4 horas y luego se evapora a presién reduci
da. El residuo se reparte entre 150 ml de acetato
de etilo y 20 ml de agua. Ia fase orgdnica se sepa~
ra, se lava dos veces con porciones de 10 ml de agua,
se seca‘y se evapora paras dar el derivado de 5-azido.
El mismo producto se obtiene empleando uma cantidad
equivalente de éster de 5-(2,4,6-trimetilbencenosulfo
nato) en lugar del éster de 5-(p-toluensulfonato).
El derivado de 5-azido obtenido de esta manera y que

contiene wna proporcién principal (75% o mds) del de



10

15

20

25

27-8-73

416699

rivado de N,N’,N’’,N’"’wtetra(trifluoroacetilo) de
N1- (4-amino~2-hidroxibutiril)-5-0~(5-ezido~desoxin
~D-xilofuranosil)=4-0-(2, 6-diamino-2, 6~didesoxi~D~
~glucopiranosil)=2~desoxiestreptamina y una rropor
cién secundaria (25% o menos) del derivado de N,N’,
N0 N?7 i tetra (trifluoroacetild de N'-(4~emino-f-
~hidroxibutiril)-5-0-(5-azido-5-desoxi-D-ribofura~
nosil)-4=0-(2,6~diamino-2, 6~didesoxi-D-glucopirano
sil)=2=desoxiestreptamina, tiene una rotacidén eupz
eifica 17(475? (0,566% en metanol) = 4 32,42, E1
espectro de absorcidn infrarroja muestra mdximos
caracterf{sticos a 2100, 1710, 1660 y 1555 on~t,

Por cromatografis en capa delgada sobre gel de si
lice con benceno-metanol 3:1 se revels uma mancha Uni
ca (por pulverizacién con fosfomolibdato) a un R, de

aproximadamente 0,30,
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REIVINDICACIONES

Los puntos de invencidn propia y nueva, que se
presentan para que seazn objeto de esta solicitud de Paten
te de Invencidn en Espafia, por VEINTE afios, son los que
se recogen en las reivindicaciones siguientes:

1l2.- Procedimiento para la prepzracidn de com
puestos de poliamina, especificamente (a) 5-0-(5-amino-5-
—~desoxi-D-xilofuranosil)~N'- (4-amino-2-hidroxibutiril)-4-
-0-(2,6-diamino-2,6~didesoxi-D-glucopiranosil)-2~-desoxies
treptamina y sus sales de adicidn de dcido, o (b) 5-0-(5-
—amino—S—desoxi—Duribofuranosil)—Nl—(4—amino—2—hidroxibg
tiril)-4-0~(2,6-diamino~2, 6-didesoxi~D-glucopiranosil)-2-
~desoxiestreptamina y sus sales de adicidn de 4cido; ca-
racterigado porgue el derivado de N,N',E'',N'''-%stra-
(trifluoroacetilo) de uno de los compuestos anteriormente
mencionados se hace reacclonar con una base en un nedio
acuoso, a una temperatura comprendida entre aproximadamen
te 0 y 502C y durants un tiempo que va de 15 minutos a
8 horas, y el producto se aisla en forma de la base libre
o en forma de una sal de adicidn de dcido.

2

1o

«~ Procedimiento de acusrdo con la relvindi-
cacidn 18, en el que la bvase es un hidrdxido de metal al

calino.
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38,- Procedimiento para la preparacidn de com
puestos de poliamina.

Tal y como se ha descrito en la lMemoria que
antecede, y para los fines que se han especificado.

Esta Memoria consta de velnticinco hojas escri

tas a miquina por una sola cara.

vaaria, &8 9kl Wl

&

P.A.

Alberio 8@ Licwwws ¥
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