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ANTECEDENTES DE LA INVENCTION

Egta invencién se refiere en general a derivados
semisintéticos del antibidtico XK-62-2 y a la producciédn de
los mismos, El antibidtico XK-62~2 y la produccién por fer-
mentacidén del mismo estdn descritos en la solicitud de paten-
te estadounidense nidmero de serie 364,058, present#d;7e1 25
de Mayo de 1973.

Como se describeen la solicitud de patente}éstado-
unidense antes mencionada, el antibidtico XK-62-2 se produce
fédcilmente cultivando actinomicetes tales como Mi cromonosporal
s iensis, Micromonospora echinospora vy Mjcxomonosgéxg
purpurea por métodos habitualmente empleados en el cultivo
de actinomicetes, Mis especificémente, las variedadss de los
microorganismos antes mencionadcs se inoculan en un medio
1fquido que contiene una fuente de carbén que puede utili-
zar el microorganismo, tales como azlcares, hidrocarburos,
alcoholes, dcidosorgdnicos, etcs; fuentes de nitrégeno or-
gdnico o inorgdnico y sales inorganicas y factores promoto-
res del crecimiento y se cultivan a 25-402C durante 2 a 12
dfas, El aislamiento y la purificacién del XK-62-2 se lleva
a cabo mediante una combinacién apropiada de adsorcién y
desorcién de resinas cambiadores de ién y carbdén activo y
cromatografia en columna empleando celulosa, Sephadex alimina
v gel de silice., De esta forma, puede obtenerse XK-62-.2 en
forma de sulfato o en forma libre.

El XK-62-2 es una sustancia bdsica vy se obtiene en
forma de polvo blanco. El XK-62-2 respon&e a la férmula mo-
lecular CZOHh1N507 y tiene un peso molecular de 463. La sus-

tancia es muy soluble en agua y metanol, ligeramente soluble
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en etanol y acetona e insoluble en cloroformo, benceno, ace-

tato de etilo y n-=hexano.

COMPENDIO DE LA INVENCION

De acuerdo con esta invencidén, se producen nuevos
compuestos antibacterianos modificando quimicamente el anti-

bidtico XK-62-2 que tiene la siguiente férmula estructural:?
L 6

Los derivados de XK-62-2 de esta invencidn presen-
tan una intensa actividad antibacteriana contra diversas bac-
terias Gram-positivas y Gram-negativas y especialmente presei
tan una actividad antibacteriana notablemenfe intensa contra
las bacterias que son resistentes a los antibidticos amino-
glicosidos conocidos, Por consiguiente, los antibidticos dé
la invencidn son dtiles para limpiar y esterilizar el mate-
rial de vidrio de laboratorio y los instrumentos quirirgicos
v también pueden ser utilizados en combinacién con diversos
jabones con fines de esterilizacidn y en la limpieza y este-

rilizacién de habitaciones de hospitales y zonas utilizadas
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para la preparacién de alimentos. Ademds, se espera que los
derivados sean eficaces para el tratamiento de diversas in-
fecciones tales como infecciones urinarias e infecciones feg
piratorias, inducidas por diversas bécterias flogdgenas.

Mis especificamente, los nuevos derivados semisin-
téticos de XK-62-2, o sus sales deradicién de écidosrno‘téil
cas y farmacéuticamente aceptables, se'preparan inéroducien—
do uno [en el caso de los siguientes (1) y (2[] o dos [en
el caso de (3) vy (4)] grupos acilo, es decir, grupoé 2-hi-
droxi-3-aminobutirilo entre los tres grupos amino libres que
posee el XK-62-2: (1) el grupo amino unido al étoégidé car-
bono en la posicidn 2'; (2) el grupo amino unido ailﬁtomo de
carbono en la posicidén 1j (3) los grupos..amino uniéésia los
Atomos de carbono en las posiciones 2? y 1, reéped;ivémente;
' (4) los grupos amino unidos & los Atomos de 'carbono en las
posiciones 2’ y 3, respectivamente. Es decir, los nuevos de=
rivados de XK-62-2 comprenden:

(1) el compuesto (I) en el que uno de los.étomos
de hidrdgeno del grupo amino unido al &tomo de carbono en la.
posicidn 2! del XK-62-2 estd sustitufdo con -C-CH-CHz-CHz-NH‘2

OH

(2) E1 compuesto (IX) donde uno de los &tomos de
hidrégeno del grupo amino unidc al dtomo de carbono en la PO+
sicidn 1 del XK-62-2 estd sustitufdo comn -C-CH-CH2-CH2-NH2;'

OH -

(3) E1 compuesto (III) donde uno de los &tomos de
hidrégeno del grupo amino unidc al dtomo de carbono en la po-
sicidn 2' y uno de los del grupo amino unido al 4tomo de car-

bono en la posicidn 1 del XK-62-2 estén sustitufdos con

-3



10

16

20

25

30

- 5 -

—?-CH—CHZ-CH

1
0 OH

2~y

(4) El1 compuesto (IV) donde uno de los Atomos de
hidrégeno del grupoc amino unido al dtomo de carbono en la
posicién 2' y uno de los del grupo amino unido al dtomo de
carbono en la posicidén 3 del XK-62-2 estdn sustituidos por

_f-TH-CHZ-Cﬂz—NHz.
OH

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

La Pig. 1 ilustra el espectro de absorcidén. infra-
rrojo del 2'=N=[L-(-)-d-hidroxi~Yeaminobutiril] XK-52-2
(compuesto I); -

la Fig. 2 ilustra el espectro RMN del 2’;N-[L_(-)
-d~hidroxi-Y-aminobutiril] ~-XK-62-2; .

la Fig. 3 ilustra el espectro de absorcidén infra-
rrojo del 1-N-[L-(-)-d~hidroxi-Y-aminobutiril]-XK-62-2 (com-
puesto II);

la Fig, 4 ilustra el espectro RMN del 1eN{L-(-)
—d-hidroxi~y-aminobutiril]~XK.62-2}

la Fig. 5 ilustra el espectro de absorcidén infra-
rrojo del 1-N-2’-N-bis-{L-(-)-q—hidroxiJY:aminoturirii]- ,
XK=62-2 (compuesto IIIL);

la fig. 6 ilustra el espectro RMN del 1-N-27-N-
bis—|L-(~)-a-hidroxi-Y-aminobubiril] -XK-62-2;

la Fig, 7 1ilustra el espectro de absorcién infra-
rrojo del 3—N-2’-N-bis-[L-(-)-qphidroxidYLaminobutiri;]-XK-
62-2 (compuesto IV); y

la Fig, 8 ilustra el espectro RMN del 3-~N-2’-N-bis-

[ L-(~)~c~hidroxi=Y-aminobutiril] ~XK-62-2,
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DESCRIPCION DEL INVENTO

De acuerdo con esta invencién, los grupos amino
libres del XX-62-2 son acilados con un agente acilante re=-

presentado por la férmula:

Y1 OH Q e
N | Jl
N CH2- CH2- CH - - 2 L

d

Y

2
donde Y1 es He Y2 est
R 0 CH 0 0
! | 3 -
| -
O) -cEy-0-c- ; cu 4=C- 0 = C -, CHg0-C-,
CH
R, ;

] i (0)-s.

C,H, =0~Cn , R, ~CH,=C- , \ < o

> //\\3 NO
C) 2
C) —
Q)¢
kO

donde R1 Y: Rg pueden ser iguales o diferentes y represen-

tan H, OH, NO_, Cl, Br, I, grupos alquilo de 1 a 5 dtomos

2’

de carbono o grupos alcoxi y R, es Cl. Br o I); o bien Y1 e

3
Y2 forman un grupo ftaloilo} y % es 3
0
/ﬂ\\ NO
> NO
_O_N -0-<i() N02, -0 CD 2 ?
\ N
0




10

15

20

25

30

-N“//§§\

e —

€1, Br,I u OH

?

(estos agentes acilantes pueden derivar de dcido @~hidroxi~Y
-aminobutirico) o un compuesto funcionalmente equivalente a
dicho mgente acilante, para preparar:

(1) el compuesto (ZA) donde uno de losdtomos de
hidrégenc del grupo amino unido al dtomo de carbono en la
posicién 2' del XK-62-2 estd sustituido por

0 TH //Y1

!
- —CH-CH2-0H2~N\\\

Y
2

(2) E1 compuesto (ITA) donde uno de los dtomos de
hidrégeno del grupo amino unido al dtomo de carbono en la

posicién 1 del XK-62-2 estd sustitufdo por-

0 oH Y1
/
Ny

2

l
~CCH=CH,,=CH,, =N

(3) el compuesto (ITA) donde uno de los dtomos de

hidrégeno del grupo amino unido al dtomo de carbomo en la

posicién 2' y uno de los del grupo amino unido al dtomo de

carbono en la posicidén 1 del XK-62-2 estén sustituidos por

0 OH

Y
I ] e

~CCH—CH,,—CH, N y

AN

Y2
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(4) el compuesto (IVA) donde uno de los dtomos de
Hidrégeno del grupo amino unido al dtomo de carbono en la
posicidén 2’ y uno de los del grupo aminc unido al Adtomo de

carbono de la posicidn 3 del XK-62-2 estdn sustituidos por

0 OH Y1

[ | v

- - - -CH — ’ 2>
C-CH CH2 2 N

T2

(donde Y1 e Y2'tienen el significado dado anteriorménte),

Los agentes acilantes antes mencionados son compues
tos que derivan del dcidoa-hidroxi-~Y-aminobutirico. Resulta-
réd evidente para los expertos en la técnica que para.prepa-
rar los compuestos (IAJ, (IIA), (IIIA) v (IVA) pueden utili-
zarse compuestos que son funcionalmente equivalentes al agen-
te acilante antes mencionado para introducir un grupo a-hidrd
xi:Yeaminobutirilo en un grupo amino libre, conteniendo divej
sos grupos distintos de Z,

Los métodos de acilacién en los que se utilizan
estos compuestos que son funcionalmente equivalentes a los
agentes acilantes, estdn descritos por M. Bodansky y colabo-
radores en Synthesis, pag. 453 (1972) y por M. Bodmnsky y co-
laboradores en Peptide Synthesis, pags. 75-135 (1966) (John
Wiley & Sons, Inc., Estados Unidos)

La reac¢cidén de acilacidén se lleva a cabo preferi-

blemente empleando un agente acllante de férmula:

OH 0
Y1\ l 0
. CH -~ CH_ K - CH - C~0 N
N 2 2

Y
2

donde Y_ e Y2 tienen el significado dado anteriormente. En

1
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este caso, puede hacerse reacclonar preliminarmente un come

puesto de férmulas

Y 0

1
AN L
/N - CH,~ CH,= OH = € - OH

Y, OH

donde Y1 e Y2 tienen el significado dado anteriormente, con
N-hidroxisuccinimida en presencia de diciclohexilcarbodiimi-

da para preparar un compuesto de férmulas

Y
N L

YZ 0O

y el compuesto resultante puede ser aislado para hacerlo

reaccionar con XK-62-2,

Alternativamente, s¢ hacen reaccionar un compuesto
de férmulas

Y OH 0

N o

- - - - C - OH
N cH 2 CH 2 CH

v

T2

(donde Y1 e Y2 tienen el significado dado anteriormente,
N-Hidroxisucecinimida y diciclohexilcarbodi~imida y la mezcla

de reaccidn resultante se hace reaccionar con XK-—62-2,

En otra realizacién, la reaccidén de acilacidn pue-

de llevarse a cabo agregando diciclohexilecarbodi<imida a una

mezcla de XK-62-2 y un compuesto de férmula:
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Y OH 0

AN |

N - - - CH -~ C - 0H
CH2 CH2 o

Y2

Debe entenderse que las reaccionar antes mexcionadas
son aplicables cuando la reaccion de acilacidn de XK-32-2
se lleva a cabo por cualquier otro método y puede selaccio:im
narse una forma adecuada segin el agente acilante especifico
empleado.

Habitualmente, se emplean de 0,4 a 2,5 moles y
preferiblemente de 0,7 a 1,5 moles del agente acilante por
cada mol de XK-62-2, La reaccién se efectiia entre -502C y &d
502C, preferiblemente entre -202C y 202C, durante 15 minutos
a 24 horas, preferiblemente durante 5 a 15 horas.

Los disolventes adecuados para la reaccidn puedén
seleccionarse entre uno cualquiera o una mezela de dos o mds
de los compuestos tetrahidrofurano, dimetilacetamida, dime-
tilformamida, alcoholes, alcoholes inferiores, dioxano, Ster
dimetilico de etilenglicol, piridina y agua. Preferiblomente
se usa una mezcla de alcohol etflico y agua (2:1),

Los compuestos intermedios IA, IIA, IIIA y IVA pre-
rarados en la forma descrita pueden ser aislados vy purifica-
dos, respectivamente, para uso en la segunda reaccién. Sin
embargo, es preferible que la mezcla de reaccidn se utilice
tal como estd, sin aislar y purificar los compuestos acilados
Después de la subsiguiente reaccidn, los compuestos I, 1T1,
ITY v IV, preparados a partir de la mezcla de compuestos in-
termediarios, son aislados y purificados. Este dltimo método
es ventajoso para simplificar el procedimiento vy aumentar el

rendimiento de recuperacidn,
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Si @s necesario, los compuestos IA, IIA, IIIA y
IVA pueden ser fdcilmente aislados y purificados por cual=-
quiera de los métodos comnocidos. por ejemplo cromatografia
en columna empleando un adsorbente tal como resinas cambia-
doras de idn, gel de silice, aliimina, celulosa, etc. y cro-
matograffa en capa fina empleando gel de s{lice, aldnina,
celulosa , sephadex, etc., como observaran fécilmente los
expertos en la técnica.

Después los compuestos IA, ITA, TITA y IVA (aisla=-
dos o en mezcla) se hacen reaccionar para eliminar los gru-
pos protectores Y1 e Y2, de forma conocida, para prerararsd

(1) el compuesto (I) donde uno de los dtomos de
hidrégeno del grupo amino unido al dtomo de carbono en la
posicién 2’ del XK-62-2 estd sustitufdo por:

0 OH

- L - CH - CH, - CH, - NH, j

(2) el compuesto (II) donde uno de los dtomos de
hidrégeno del grupo amino unido al atomo de carbono en la

posicién 1 del XK-62-2 estd sustitufdo por

ﬁ OH

- C = CH - CH, - CH, - NH, j

(3) el compuesto (III) donde uno de los dtomos de
hidrégeno del grupe amino unido al 4tomo de carbono en la

posicién 2' y uno de los del grupo aminc unido al dtomo de

carbono en la posicidén 1 del XK-62-2 estd sustitufdo por
H

‘1’
- CH - CH, - CH, - NH, j y

Q==0

(4) el compuesto (IV) donde uno de los &tomos de




30

-0 &cido trifluoracéticoj. cuando el grupo protector es un grue

hidr6geno del grupo aminec unido al dtomo de carbono de la
posicién 2' y uno de los del grupo amino unido al {tomo de

carbono en la posicidn 3 del XK-62-2 estd sustituido por

? oH

- C - CH -~ CH2 - CH2 - NHa .

La eliminacidn de los grupos protectoreé puede reg)
lizarse por un método conocido. Por ejemplo, cuando los gru=
pos protectores forman un grupo ftaloilo, 1la elimin;cién se
realiza con hidrazina} cuando el grupo protector es un grupo
carbometoxi o carboetoxi, la eliminacién se realize con hi-
dréxido bdricoj cuando el grupo protector es un grupo terce

butoxicarbonilo, la eliminaé¢idén se realiza con dcidec férmico

po ortonitrofenilsulfenilo, la eliminacidén se realiza con
dcido acético o dcido clorhidricoj y cuande el grupo protec-
tor es un grupo cloroacetilo, la eliminaciédn se realiza con
3-nitropiridin-2-tiona [descrita por K,Undheim y colaborado-
res, Journal of the Chemical Society, Perkin Traﬁsactions,
Parte I, pag. 829 (1973)].

En una realizacién preferida, el grupo protector

o8
1 0
|

O CH,~0--C~

R,

t

¢

donde R1 v R2 tienen el significado dado anteriormente, y la
eliminacién se realiza por hidrogenolisis en presencia de un
catalizador metdlico seleccionado entre paladio, platino, ro-

dio y nfquel Raney, preferiblemente catalizador de paladio

A



10

18

20

25

30

-13 -

sobre un portador de carbdén activo, en un disolvente como
minimo, seleccionado entre el grupo formado por tetrahidro-
furano, dimetilacetamida, dimetilformamida, alcoholes infe-
riores, dioxano, éter dimet{lico de etilenglicol, piridina
y agua, preferiblemente una mezcla de agua y metanol (131);
en presencia de una pequefia cantidad de dcido clorhfavico,
dcido bromhidrico, &cido yodhidrico o dcido dcetico, prefe-
riblemente acido acético, y a la temperatura ambientc y a la
presién atmosférica.

Como se ha descrito antes, en esta invencidn se

utiliza un agente acilante de fdérmulas

Y1 OH o]

|

- - C - CH = -
N CH2 H2 H c Z

/

donde Y1, Y2 v Z tienen el significado dado anteriormente,

para la preparacién de los compuestos intermedios (IA), (114)

¥y

(ITIA) v (IVA), De acuerdo con esta invencidn, se scbreentien
de que también pueden utilizarse compuestos que son funcional
mente equivalentes al agente acilante antes mencionado para
introducir un grupo & -hidroxi<Yy=-aminobutirilo en un grupo
amino, como agente acilante para preparar los compuestos in-
toermedios. La introduccidén de grupos protectores distintos de
Y1 e Y2 en un grupo amino y la eliminacidén de los mismos para
preparar dicho agente acilante han sido descritas por M. Bg
dansky y colaboradores, Peptide Synthesis, pags. 21-41 (1966)

(Jonn Wiley & Sons, Inc., Estados Unidos) y por A. Kapoor,

Journal of Pharmaceutical Sciences, Vol. 59, pags. 1=27 ==

(1970).
Los compuestos I, II, IIT y IV asi preparados, ya
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se hayan obtenido a partir de compuestos intermediarios ais-
lados y purificados, IA, ITA, IITA y IVA, respectivamente, o
a partir de una mezcla de compuestos TA, IIA, IITA y IVA,
son aislados de la mezcla de reaccidn y purificados por un
método conocido. Por ejemplo, los compuestos son ajslados y
purificados por cromatografia en columna empleando ur adsor-
bente tal como resinas cambiadoras de idn, gel de silice,
alumina, celulosa, sephadex, etc., y cromatografia en capa
fina utilizando gel de silice, alimina, celulosa, etc.

En esta invencién, los compuestos (I), (1), (1I1)
y (IV) pueden encontrarse em forma D, L o DL pero sc prefiere
lﬁs compuestos en forma L.

8i se desea, los compuestos I, II, III y IV prepa-
rados de acuerdo con lo anterior pueden ser convertidos en
sales de adicidn de dcido, mo téxicas y farmacéduticamente
aceptables (monosales, disales, trisales, tetrasales o penta-
sales por métodos convencionales. ¥n esta invencidén, los &-
cidos no téxicos comprenden dcido inorgdnicos como clorhfdri-
co, bromhidrice, yodhidrico, sulfdrico, fésférico; carbénico,
etc. y acidos orgdnicos como acético, fumérico, mélico, ci-
trico, mandélico, éartético, ascérbico, etc, Los métodos para
la produccién de las sales de adicién de dcidos son muy cono-
cidos en la técnica.

Los derivados semisintéticos I, II, III y IV del
XK-62-2 poseen excelente actividad antibacteriana. Es espe-
cialmente notable que los derivados presenten un intensa ac-—
tividad antibacteriana contra las variedades de Escherichia
goli con un factor R que indica resistencia a los antibiéti-
cos aminoglicosidos conocidos..

La Tabla I jlustra el espectro antibacteriano de
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la kanamicina A, gentamicina C, , XK-62-2 y 2% aNe [La(=)=cm
hidroxi-Y-aminobutiril] XK=62-2 (compuesto I), 1-Ne{L—(-)-2-
hidroxi~Y-aminobutiril] XK-62-2(CompuestoII ), 1-N-2’-N-bis-
EL-(-)—Q-hidroxiJYLaminobutirii]XK-62—2 (compuesto III) y
3-Ne2? =N=bism{|Lm(=)-a-hidroxi-y~aminobutiril] XKk-62-2 {com-
puesto IV) contra diversas bacterias Gram-positivas y Gram-
negativas, medido por el método de dilucién en agar a pH 8,0,
Comparando las concentraciones minimas ds inhibi-
cidn indicadas en la Tabla I, resulta evidente que los com=~
puestos I, II, IIT y IV poseen una intensa actividad anti-
bacteriana., Caracteristicamente, estos compuestos presentan

intensa actividad antibacteriana en especial contra Escheri-

chia coli KY 8327 y 8348.
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TABLA T

Espectro antibacteriano (concentracién minima ¢

Variedades

Kanamicina A Gentamicina C

1 a- J:h--.;z

Pseudomonas aeruginosa

BMH 1

Staphylococcus aureus

ATCC 6536P

: Bacillus subtilis

Ne 10707

Proteus wvulgaris
ABCC 6097

Snigella sonnei

ATCC 9290

Salmonella typhoga
ATCC G992

Klebsiella pneumoniae

ATCG 10031

Escherichia coli

ATCC 26

Becherichia coli

XY d327

Escherichia coli
KY 8348

PR

0,13

65004

0,004
0,033

0,033

0,016
0,016
0,033

2,08

0,C0

¢, 01

1,04




centracién minima de inhibicidn, meg/ml)

~ 16

TABLA T

a

Compuestos

tamicina c1él;XK—52-2 I IT III Iv
0,13 0,52 25 2,08 8,34 8,34
0,004 C, 088 0,05 0,016 0,065 0,130
0,004 ¢, 044 0,05 0,004 0,008 0,016
0,033 0,033 0,39 0,065 0,521 0,521
’Q,o§3 0,033 0,39 0,033 0,260 0,260
0,016 0,008 | 0,20 0,008 0,065 0,130
0,016 0,004 0,10 0,008 0,065 0,065
0,033 ©,016  ©,39 0,004 0,065 0,130
2,08 1,04 3,10 0,016 0,065 0,260
1,04 1,04 0,05 0,004 0,065 0,130
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En la tabla anterior, el Escherichia coli KY 8327
v KY 8348, respectivamente, producen gentamicin~adenililtrang
ferasa vy gentamicin-acetiltransferasa intracelularmente. La
primera bacteria inactiva a la kanamicina y a las gentamici-
nas por adenilacidén y la Ultima inactiva a las gentamlicinas
por acetilacidn.

El1 especto antibacteriano del 1—N—LL-(—)-arhidroxi
-Ylaminobutirii)—XK—62—2 (compuesto II) en comparacidn con lal
kanamicina A, el complejo de gentamicina (01, C1a v Cg) vy el
XK-62-2, medido por el método de dilucidén en agar a pd 7,2

se encuentra en la siguiente Tabla II,
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TABLA IT
Espectro antibacteriano del 1N (L (=) matmhidro:
1 E o Co:
Variedades Kanamicina A
Staphylococcus aureus 209 P 0,2
5 Staphylococcus aureus Smith 0,2
u Bacillus subtilis ATCC 6633 ,“";. 0,2
! Sarcina lutea ATCC 9341 :ff;.". 6,25
Escherichia coli Tw2 o 1,56
: Escherichia coli T-5 RETIR 1,56:
10 5l Escherichia coli KY 8327 50
E Escherichia coli KY 83217 o 100
Escherichia coli KY 83483 , 0,7t
Escherichia coli KY 83&9“ xa="".'}.106 .
Pseudomonas aeruginosa BmH n? 1 .".- 12,5
15 Pseudomonas aeruginosa KY 85105 :,'.':’-". .‘100
! Pseudomonas aeruginosa KY 85116 100 !
| Pseudomonas aeruginosa KY 85127 12,5
Pseudomongs aeruginosa KY 85168 >1007 ‘
Providencia SP 1647 3 100
20 Klebsiella pneumoniae N2 8045 0,4 :
Proteus mirabilis 1287 : 6,25
Proteus vulgaris 6897 3,12
Proteus rettgeri KY 4288 0,7,’8‘-'
Proteus morganii KY 4298 1,5?‘
25 U
1t produce gentamicin-adenil-transferasa (GAD) w? L6
2: produce GAD y neomicin-Kanamicin-fosfotransferasa tipo%Ii{;-
3¢ produce gentamicin-acetil-transferasa tipo I ‘ 3 T
4: produce neomicin-Kanamicin-—f‘osfotransf‘efasa tipo I ‘ o
53 produce kanamicin-acetil-transferasa - 8

POOR
QUALITY )



_(-)—a,hidroxiJYlaminobutiri1]-XK-62—2
—=

Concentracidn mfnima de inhibicidn (meg/m1)
: Complejo de gen-
namicina A tamicina XK~62~2 Compuesto II

(c,, ¢, ¥¢) (tipo L)

0,2 - 0,05 0,1 0,1
0,2 < 0,05 < 0,05 0,1
0,2% £-0,05 {o,05 . 0,1
6y25 j?QE? 0,4 0,4
1,56 OZL 0,4 0,4
1,56 Ol 0,4 0,4
50;7;‘ ziifs 12,5 0,2
100 - 6,25 . 3,12 0,2
0,73; ,’{>3;12 12,5 0,1
100 [0 0,4 0,2
:12,5 gfjiélh 0,78 1,56

100 ;:f*§;12 1,56 3,12

100 50 100 3,12
.1é$g§; o,k 0,78 0,78

> 100 =}: 3,12 3,12 3,12

100 E; 50 100 12,5
b 0,2 0,1 0,2

1,56 0,78 3,12

0,78 0,78 3,12

0,78 0,4 0,78

6,78 o,k 0,78

6: produce gentamicin-acetiltransferasa tipo I ¥
neomicin-Kanamicin-fosfotransferasa tipol

7¢ produce neomicin~kanamicin-fosfotransferasa
tipo I y tipo II y estreptomicin~fosfotransfe

rasa
rasa
92 produce gentamicin-acetil_transferasa tipo II

Los enzimas anteriores son producidos intracelu-
larmente y, con los enzimas, las bacterias inac-
tivan a los antibidticos,

- 83 probablemente produce kanamicin-acetiltrasnfg‘
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Se advierte en la Tabla II que el compuesto
1=Na [L-(-) ~@=hidroxi-\-aminobutiril]XK-62-2 de esta inven-
cidn presenta una intensa actividad antibacteriana contra
diversas bacterias que son resistentes por lo menos a uno
de los antibidticos de gentamicina y XK-62-2, que producen
gentamicin-adeniltransferasa y/o gentamicin-acetiltransfera~
sa tipo I y tipo IIL intracelularmente, inactivando con ello
a los antibidticos de gentamicina y al XK-62-2,

Ademds, mediante diversos ensayos sobre la pro-
teccidn contra las infecciones inducidas por cepas de 1a§
bacterias resistentes antes mencionadas, se ha descubierto
que los compuestos de la invencidn conservan el grupc «=hi-
droxi-Y-aminobutirilo in_vivo y presentan una actividéd arn=
tibacteriana mucho mayor que los antibidticos de gentdmicina
v el XK-62-2,

En las tablas anteriores es evidente que los com-
puestos I, II, IIT y IV presentan una notable actividad an-
tibacteriana contra diversas bacterias Gram-positivas y Gram
negativas, incluidas las resistentes a los antibidticos ami-
noglicosidos, Por lo tanto, se espera que sean eficaces para
el tratamiento de diversas infecciones en seres humanos y en
animales inducidas por estas bacterias flogégenas. Por ejem=-
plo, se espera que los compuestos sean eficaces para el tra-
tamiento de las infecciones del tracto urinario y de las in-
fecciones respiratorias inducidas por Staphylococcus aureus,

Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa y variedades del

género Broteus.

Cuando se administran los compuestos o sus sales
de adicién de acido, se prefiere la administracién parente~

ral con una dosis efectiva de 1,6-6 mg/kg al dia.
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La toxicidad aguda (DL50) del 1—N-[L—(—)—¢bhidro-
xiJV—aminobutiril]—XK-62-2 (compuesto II) en ratones os de
250 mg/kg por inyeccidn intravenosa, mientras que la del
XK-62-2 y la del complejo de gentauwicina (una mezcla de C1,
Cia v 02) son 93 mg/keg y 72 mg/kg, respectivamente,

La prdctica de ciertas realizaciones especificas

de esta invencién es ilustrada mediante los siguientes ejem-

plos representativos,

EJEMPLO 1

Produccidn de 2’-N-[L—(-)-qfhidroxiJV—carbobenzoxiaminobuti—

ril]— XK~62-2 (compuesto TA), 1-N;[I—(-)-w—hidroxiJY—carbo—

benzoxiaminobutiri1]=XK-62-2 (compuesto ITA) 1-NZNFisfi.. ()

g~hi.droxi-Y-carbobenzoxiaminobutiril] =XX-62-2 (compueste

IIIA) v ?—N—2’—N-bjs—ﬁ—(—)—anhidroxi~Y;oarbobenzoxiﬂminobntj-

ril) ~XK-62-2 (compuesto IVA)

En este ejemplo, se disuelven 2,778 g (6,0 milimo-
les) de XK-62-2 en 30 ml de tetrahidrofurano acuoso al 50%,
A la solucidn se afiade una solucién de éster de N-hidroxisuc
cinimida del 4cido L-(-)-d~hidroxi-Y-carbobenzoxiaminobuti-
rico[la produccidn de este compuesto a partir del dcido L-
(~)-@-hidroxi-Y-aminobutirico estd descrita en el Journal of
Antibiotics, Vol, XXV, pags. 695-708 (1972, La produccién
del 4cido L-(-)=‘-hidroxi-Y-aminobutirico esti descrita en
Tetrahedron Letters, pags, 2625-2628 (1971)} (2,94 g, 84 mi-
limoles) en 20 ml de tetrahidrofurano, con agitacidn, mien-
tras se mantiene la temperalura entre -5% y 0¢C, La adicidn
es completa en 1 hora y la mezcla se deja reaccionar duante
la noche,

Por cromatografia en capa fina de gel de sflice




10

15

20

25

30

(desarrollador: isopropanol/amoniaco acuoso concentrado/clo-
roformo = 23111; agente colorante: ninhidrina), se confirma
la presencia de los compuestos IA (Rr: 0,75), IIA (Rfs 0,81),
TITA (Rf: 0,86) y IVA (Rf: 0,92) y una pequeiia cantidad de
XK-62-2 que no ha reaccionado. La mezcla de reaccién se con=
centra a presidén reducida para obtener un residuc ligeramente

amarillento que es una mezcla de compuesto IA, IIA, 11IA y

’

IVA,
EJEMPLO 2
Produccidn de 2'=N=[L-(-)-c-hidroxi-Y-aminobutiriil-XX-52-2

!gomnuesto Il

En este ejemplo, la mezcla de compuestos Th, IIA,
IIIA y IVA obtenida en el Ejemplo 1 anterior se disuelve en
40 ml, de metanol acuoso al 50%. A la solucién se afiaden 0,3
ml de &cido acético y la mezcla se somete a hidrogenolisis exn
presencia de 250 mg de paladio al 5% en carbén activo, a la
temperatura ambiente y a la presidén atmosférica, durante 6
horas. Por cromatograffa en capa fina de gel de silice (bajo
las mismas condiciones que en el Ejemplo 1), se confirma la
presencia de los compuestos I (Rf: 0,52), II (Rf: 0,40), IIT
(Rfs 0,31) vy IV (Rf: 0,45) ademds de una pequefia cantidad de
XK-62-2 que no ha reaccionado., Se separa el catalizador por
filtracidén y el filtrado se concentra a presiGn reducida. Al
residuo resultante se afiaden 15 ml de agua para disolver el
residuo y la solucién se pasa por una columna (aidmetro, 2,5

cm) de Amberlite CG-50 (forma amdnica, 150 ml) (producto de

Rohm and Haas Co., Estados Unidos). La columna se lava con

200 ml de agua. Después se realiza la elucidén con amoniaco
acuoso 0,2 N y el eluato se recoge por fracciones en porcio-

nes de 10 ml, Como resultado de ello, se recuperan 0,81 g de
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XK-62-2 de las fracciones nims., 118-124, Después se realiza
la elucidn con amoniaco acucso O,4 N y el compuesto I se
eluye en las fracciones nidms, 144-17h, Se combinan estas frad
ciones y se concentran a sequedad bajo presidén reducida. Co-
mo resultado de ello, se obtienen 1,42 g del compuesto L en
forwa de producto incoloro.

El andlisis del compuesto L revela lo sig@ignte:
Punto de fusidén: 135-1402C (descomposicidén a 1432C)

. . 25
Rotacidn especifica: [q]D = +131,62 (¢ = 0,098, agua) -

Espectro de absorcidn infrarrojo (XBr) (cm"l): 3700-3100,
2950, 1640, 1535, 1490, 1385, 1340, 1287, 114y, 1110, 1055,
1028, 958, 820, 600 (Fig. 1).

Espectro de resonancia magnética nuclear (RMN) (en 6xi@o'ae
deuterio) & (en ppm de DSS): 1,18 (34, singlete), 2,41 {3U,
singlete), 2,60 (3H, singlete), 2,83 (2l, singlete), 5,33-
4,85 (multiplete superpuesto a la sefial de OH) (Fig, 2),

Andlisis elemental para C2hHh8N6O9'“2003=

Calculado: C, 47,91 %; H, 8,04%; N, 13,41%
Encontrado: C, 47,97%; H, 8,27%; N, 13,51%

Todo lo anterior confirma que el compuesto I tie-

ne la siguiente fdérmula estructural:
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2
HO
~NE,
R
Vo
1O A _
/ .
NH -
| CHy
CH
3 o
EJEMPLO 3

Produccién de 1=Ne[L~(-)-@-hidroxi~Y—aminobutirill -XK.62-2

{Compuesto II)

En este ejemplo, después de la elucidén del com-
puesto I del Ejemplo 2, se eluye el compuesto II en las frac-
ciones nuims, 225-250, Estas fracciones se combinan y concen-
tran a sequedad bajo presién reducida para obtener 0,69 g del
compuesto II como producto incoloro.

El andlisis del compuesto II revela lo siguientet
Punto de fusidn: 120-1248C
Rotacidn GSpecifica:[OQ 59 = +99,0¢ (¢ = 0,10, agua)
Espectro de absorcidn infrarrojo (xBr) (cm—1): 3700-3100,

2490, 1640, 1565, 1480, 1385, 1340, 1282, 1111, 1054, 1022,

973, 816, 700-600 (Fig. 3).

Espectro RMN (en éxido de deuterio) & (en ppm de DSS): 1,20
(3H, singlete), 2,36 (3H, singlete), 2,52 (3H, singlete),
5,14 (1H, dohlete, J = 4,0 Hz), 5,22 (1H, doblete, J=4,0 Hz)

(Fige. 4).
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Andlisis elemental para C2h”48N609'%U2CQ3:
Caleulado: C, 49,39%; H, 8,29%; N, 14,11%
Encontrado: C, 48,96%; H, 8,37%; N, 13,95%.,

Basdndose en lo que antecede, se confirma que el

compuesto II tiene la siguiente férmula estructural:

D

\\ [—' ~—— NHCH 3

0N

NH

\

| (05
N -
—~NH-C~£H-LH2 NH2

l CH

EJEMPLO 4

Produccidn de 3-N—2'—N—bis—[L-(—)—q—hidroxiJY—aminobutir117—

XK-62-2 (compuesto v)

En este ejemplo, despuds de la elucidén del compue
to IT en el Ejemplo, 3 se eluye el compuesto IV en las frac-—
ciones mims, 273-291, Estas fracciones se combinan Yy concen-
tran a sequedad bajo presidén reducida para obtener 0,53 g del
compuesto IV como producto incoloro,

El andlisis del compuesto IV revela lo siguiente:
Punto de fusién: 157-1602C (descomposicién a 1679C),

14
D

Rotaczidn especifica: [m] = +56,1¢ (¢ = 0,11, agua)

-1
Espectro de absorcién infrarrojo (KBr) (cm )t 3700-3000,
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2930, 1640, 1525, 1470, 1384, 1320, 1140, 1110, 1050, 1020,
953, 870, 815, 600 (Fig. 7).

Espectro RMN (en 6xido de deuterio) é (en ppm de
DSS): 1,22 (3H, singlete), 2,36 (3H, singlete), 2,54 (3H,
singlete), 5,12 (1H, doblete, J = 4,0 lz), 5,35 (1H, doblete
J = 3,9 Hz) (Fig. 8).
Andlisis elemental para 028H55N7011.3H2003.H208

Calculado: C, L42,81%; H, 7,52%; N, 11,28%

Encontrado: C, 42,79%; H, 7,30%; N, 11,20%,

De todo lo que antecede, se confirma queréi com=-

puesto IV tiene la siguiente fdérmula estructural:

\ 3
o ? OH

~C—CH~CH_~CH_-NH
I"IH C-CH I12 o 2

H-0H HO o
.
i
0
NHZ ‘
o,
I‘\\;__ CH
7
OH
CH3

EJEMPLO 5

Produccidn de 1-N=2'-N-bislL-(=)-a-hidroxi-Y-aminobutirill-

XK-62-2 (compuesto III)

En este ejemplo, después de la elucidén del com=-
puesto IV en el Ejemplo 4, se eluye el compuesto III en las
fracciones nidme, 315-341, Estas fracciones se combinan y con

centran a sequedad bajo presién reducida para obtener 0,72 g
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del compuesto IIT como producto incoloro.

El andlisis del compuesto IIT revela lo siguien-
te:
Punto de fusidn: 152-1562C (descomposicidén a 1602C)
Rotacidén especificat [m] 35 = 491,72 (¢ = 0,11, agua)
Espectro de absorcidn infrarrojo (KBr) (cmﬂ1): 3700—3000;
2060, 1650, 1540, 1490, 1387, 1330, 1150, 1115, 1060{1{023,
960, 820, 600 (Fig. 5). -
Espectro RMN (en éxido de deuterio) & (en ppm de DSS){ 1,22
(34, singlete), 2,57 (3H, singlete), 2,73 (3H, singléfe),
5,40-5,10 (multiplete superpuesto a la sefial de OH) (Fig, 6).
2gH5 N, 0 1+ 211,00,.11,0: N
Calculado: C, 44 ,61%; H, 7,56%; N, 12, 14% .

Andlisis elemental para C

Encontrados C, 44,86%; H, 7,20%; N, 12,31%.
Por todo lo anterior, se confirma que el compuesto III:tiene

la siguiente férmula estructuralt

. NHCH
3
\ -0
N[Q\\ NH,,
I N0
o o\
?=o HO \ oo \ 0 oH
CH-OH : Y NH g LH CH ~CH_~NH
l B i ™
fﬂz o I
) W
f 2 HO ‘—“1
NH %
5 NHY,
| I CH3
. OH
CH
3

EJEMPLO 6

Produccién de los monosulfatos de los compuestos I, II_ IIT

y IV
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En este ejemplo, se disuelve 1 mol de 2?-N-{L-(-)
~Amhidroxi<V~aminobutirill-XK-62-2 (compuestol) en 2 litros
agua. A la solucién se afiade una solucidén de 1 mol de dcido
sulfirico en 500 ml de agua, con enfriamiento, Al cabo de
30 minutos, se agrega etanol frio a la solucidén para formar
un precipitado, hasta que la precipitacidén es completa. El
precipitado se separa por filtracidén para obtener élrﬁonosul-

fato del compuestoc I deseado.

Los monosulfatos de los compuestos IT, III, y IV

se preparan de la misma manera.

En resumen, la Patente de Invencidén que se soli-

cita deberd recaer sobre las siguientes

REIVINDICACIONES :

1., Un procedimiento para la produccidén de deri-

vados semisintéticos del antibidtico XK-62-2 de férmula go-

neral I:

r—NHCH3

OH ©
(donde R, es HZN_CHZ-CHZ_CH_é y R

5 Y R6 son hidrégeno, Rz+ v

R5 son hidrégeno y R6 es
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~ 2g—

OH O

Lol
H,N-GH,,~CH,~CH~C~,

de férmula general I1:

v NHCH3

Vo
\ 0\
— “_7\

[ Wk
Mm7 \.o//w\\Lﬂﬁﬁ
0 \

\
‘ \i\;_rnmg

hidrdégeno e Y2 es un grupo protector

grupo que consiste en:

R cl
T~ \ ﬁ l3
j{) j-CH,-0-C CUB—C-O_C_
R //4\.__/ I
2 Cit,

0o—
"‘\ . 0
HO Y-
Y. .
(donde R7 es hidrégeno v ! \fN—CHA
Y
2

OH ﬁ

Rh y R6 son HZN—CH2_0H2-CH_C

OH O

v R5 es hidrégeno, o R4 y R5 son H2N-CU2-CH2-CH-C.-, v R6 es

hidrégeno), o la mezcla de compuestos de férmula general I,

o sales de adicidén de dcidos no téxicos farmacéduticamente

aceptables o una sal del mismo que comprende

(1) separar los grupos protectores o un grupo de compuestos

IT

H

,—CH2—0H—@— (donde Y, es

seleccionado entre el

|
Cll, ~0-C-
3
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-29 —

=0
o
o]
2
P
%
®
1,
]

donde R, y R, pueden ser iguales o diferentes y son H, OH,

2

NO Cl, Br, I, y grupos alquilo que tienen de 1 a 5 dtomos do

2!

carbono o grupos alcoxi con 1 a 5 Atomos de carbono”y’_R3 as

Cl, Br 0o I, o Y1 e Y2 forman un grupo ftaloilo como grupo

protector) y R8 y R9 son hidrégeno, R7 y R8 son hidrdgeno y

R_ es
9
Y, TH Q Y, OH O
\\\ | ” AN o
N-CH_~CH_-~CH-C-, R_ y R_ son N-CH_-CH,_-CH-C-
P 27772 7 9 s 2772
Y, Y,
Y, OH ©
R hidré R yR \N CH_-CH JJH llz
Y es hidrogeno, o Y son - - ~CH-C~
8 7 8 Y/ 2 2

2

Yy R eas hidrégeno) o de un compuesto aislado de los compuestos
de férmula general II para preparar compuestos o un compuesto
de férmula general I,

(2), sl es necesario aislar un compuesto de los compuestos de
férmula general I, y (3), si es necesario, hacer reaccionar
ademids compuestos o un compuesto de férmula general I con un
dcido no téxico farmacduticamente aceptable para preparar sa-

les o una sal de mismo.

. 2, Un procedimiento segin la Reivindicacién 1,
caracterizado porque los compuestos de férmula general II son
producidos por el método que comprende la acililacidén de los

grupos amino libres de XK-62-2 representados por la férmula
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NHCH.

[

B
(- CE,
| O

CH3

ey

con un agente acilante de férmula generals

Y H.0
BN . I
N-CH,,~CH, ~CH~C~2

Y2

donde Y1 e Y2 tienen el mismo significado que el definido en

la Reivindicacién 1, y Z es:
0

. 0N
/ \
'o,‘N\ " —O—/Q \_ N02 y 00O 1\702
It 4
0
)
s T
/ ? \W
N O '
\\NJ , l==— N, €1, Br, I u Om

3. Un procedimiento segin la Reivindicacién 1,
caracterizado porque dicho grupo protector Y es un grupo

carbobenziloxi y es separado mediante hidrogenolisis,
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4, Se reivindica por \ltimo, como objeto sobre
el que ha de recaer la Patente de Invencidén que se solici-
ta: "UN PROCEDIMIENTO PARA LA PRODUCCION DE DERIVADOS SEMI
SINTETICOS DEL ANTIBIOTICO XK-G2-2".

Todo conforme queda descrito y reivindicado en la
presente memoria descriptiva que consta de treinta-y-una

péginas mecanografiades y dibujos que se acompaﬁaﬂ.
Madrid, 12 Diciembre 1974

BERNARDO UNGRIA
P.D.
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