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"ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Esta invencidn se refiere a la produccidn de un deri-

vado| semisintético del antibidtico XK-(2-2 y més especifica~-
ment% al derivado identificado como 1=N-[Lm(=)=t~hidroxnl -y
aminobutirilo}XKé62—2.

El método para la produccién y las propiedades fisico
quimikas del nuevo antibibtico XK-62-2, que se utiliza como
material de partida en esta invencidn, estén descritos con

detalﬂe en la sqlicitud‘de patente estadounidense nimero de

gerie \364,058, presentada el 25 de Mayo de 1973.
o _
En pocas palabras, el XEK-62-2 se produce facilmente

. ! . . : . . ;
cultiyando actinomicetes como Micromonospora sagamiensis,

Micromonospora echinospora y Micromonosporsa purpurea por los

métodos habitualmente empleados en el cultivo de actinomice-
tes. MAS especificamente, ge inoculan unas variedades de los
microorganismos antes mencionados en un medio 1iguido que con
tiene una fuente de carhono que pueda ser utilizada por el
microorganismo, tal como azlcares, hidrocarbﬁros, alcoholes,
dcidos orginicos, efc,; fuentes de nitrdgeno orgénico o inor-
génico y adicionalmente sales inorgénicas y factores promoto-
res del crecimiento y ge cultivan a 25~40°C durante 2 a 12
dips. El aislamiento y la pufificacién del XK-62-2 se llevan
a cabo mediante una combinacidén apropiada de adsorcidn y
desorcidn de resinas cambiadoras de ibn y carb6n.activo ¥ Cro-
matografia en columna utilizando celulosa, Sephadex alumina
y gel de silice{ De esta forma, puede obtenerse el X¥-62-2 e]

forma _del sulfato ¢ en forma libre.

El XKw52-2 es una sustanciam basica y se obtiene en foy

ma. de polvo blanco, Bl XX~62-2 responde a la férmula molecuw

lar 020H41N507 y su peso molecular es 463. lLa sustancia es

r

______
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muy soluble en agua y metanol, ligeramente soluble en etanol

i : .
| ¥ acetona e insoluble-en cloroformo, benceno, acetato de eti-

mlo y n-hexano.

COMPENDIO DE LA INVENCION

Esta invencidn se refiere a la produccidén de un nue—
vo derivado de un antibidtico por modificacibn quimica del

huevo antibibtico XK-62-2 de férmulas
t
4+ 61— mHom;

”3&
"
lilH 4 CH3

CH3 OH

La modificacidn se lleva a cabo acilando el compuesto
de la estructura anterior con un agente acilante representado

por la férmula:

0
. 0
R, “
<O CHpm0=C~0 i -
R, o |
R CH.

1 ﬁ ER
Olip~0-~C-R3, Cify3-0-0-1

“513 y
R2 e CH3
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GHy = 0 = C = Ryy 02H5-0—0—33,'R3-°Hz

‘\ 0

| i
0 F.4 - CHé - ¢ =01
(donde R, y B, pueden ser iguales o diferentes y representan
H, OH, ¥0,, Cl, Br, I, grupos alquilo de 1 a 5 &tomos de car—
bono ¢ grupos alcoxi de 1 a 5 Atomos de carbono y R5 es Cl,
Br o 1y Ryes H, C1, Br 6 I un reactivo protector del-grupo

amino \representado por las férmulas:

] @ S-OL

C-Ry -c-o-c Hs

.

donde R3 tiene el significado dado anteriormgnte, 0 un com-

puesto funcionalmente equivalente a dicho agente acilante o

a dicho reactivo protector del grupo amino en lo que-se.refie-

re a la introduccidn de wn grupo protector.fécilmente eliminas
!

ble en un grupo amino, para preparar un compuesto representa—

do por la férmula: . o

\Y:m

\l\/\m
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donde Y1 s He Yz es?

@-GHZ-O-C-,CHP"-C-O-C-,
Ry . (l}H .
3
0 0 0
: I - |
CHy = 0 = C = CpHy = 0= C =, R, = CH, = C =,
NO,

@\cm : 0 O )—s-
‘ o

i

donde Rl’ R2 ¥y R4 tienen el significado dado anteriormente

1o bien Yl ) Y2 forman un grupo ftalecilo, acilando el com-

puesto resultante con un agente acilante representado por

la férmula: _ '

YS\N-«C;HZ—CHQ —ZE-‘B-Z"
-

Iy

donde Y3 es He Y4 est

& ] N
3'2 O~—-C}12—-o—c~,czi3-cf-o-c-,
_ , .. - CHy
0 0 i
I - - 4
GH3 - 0 bad c e 02}15 - O - C "", . ':? 19

e

\
< 9‘_\0* . RQTCHQ—- -
o] .

Q==— 0O
~
P
o
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"donde R,, R, 0 R, tienen el significado dado anteriormente, .

2 L
0 bien Y3 e Y4 forman un grupo ftaloilo y Z es:
. 0,N ) 0
. N ’l
| | 0

-0

{Yo) . 1)

Cly Bry, I u bH, 0 un compuesto funeionalmente'eduivalente

e dicho agente acilante, para preparar un compuesto repre- .

gentado por la férmulas '

NHCH
3

A
NH«C—CH~C§2-GH2-N

! : : CH, OH

donde Y, Y,, Yy e Y, tienen ¢l significado dado anterior

mente, y eliminar los grupos protectores Y1, Y5 ¥y e Y, se~

3 4
gun un método conocido, pars preparar wn compuesto de {dr—

muls
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dos conocidos. Por consiguiente, el antibidtico de la inven-~

(1v)

0 OH
!

l
"“C“‘CH“'CHg"‘CHz-NHz

HO
CH3

. <‘3H3 OH
y, si se desea, convertir después el compuesto de la formu-
la anterior en sales de adicidn de &cidos, no tbéxicas y far-
macbuticamente aceptables, por métodos conocidos.
El derivado de XK~62-2 de esta invengiéﬁ presenta una

intensa actividad antibacteriana contra diversss bacterias

Gram-positivas y Gram-negativas y en especial presenta una

actividad antibacteriana notablemente intensa contra las bac

terias que son resistentes a los antibibticos aminoglicosi-~

cibn es Gtil para limpiar y esterilizar el material de vi-
dric de laboratorio y los instrumentos quirﬁrgicos ¥y también
puede ser utilizado en combinacién con diversos jabones con
fines ssnitarios y en la limpieza y cxaﬁliasacién de habitage
ciones de hospitales y zonas utilizadas para la preparacién
de alimentos, Ademds, se espera que el derivadobsea eficaz
para ei tratamiento de diversas infecciones falas como in=-
fecoiones urinarias e infecciones resviratorias 1ﬁducidas
bor diversas bécterias flogogenas.,

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJCS

Ia Figura 1 ilustra el espectro de absorcidém infrarro+
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| a~hidroxi-Y-aminobutiril] XK-62-2 por acilacién selectiva, en]

jo del compuesto de la invencidn y
La Figurarz;iiustra el espectro RMN deli compuesto de
la invencidn. ‘

DESCRIPCION DEL INVENTO

De acuerdo con esta invencidn, ge prepara 1-Na[i-(-)~

tre los tres grupos amino libres del XK-62-2, del grupo ami~
no libre unido al Atomo de carbono de la posicidn 1 con un

grupo o-hidroxi-Y-aminobutirilo,

En primer lugar, el grupo amino libre unido al &tomo

de carbono en la posicidn 2', que es el mis reactivo entre

NP

'Los %res grupos amino libres del XK-62-2, se protege ubili-
zando la diferencia de reactividades de estos-tres grupos
amino libres. Para este fin, el XK-62-2 se hace reaccionar
con un agente acilante representado por ia.fér@ula:

R

0 ’ .
R; cmo-n‘io-—-———-——@ :HZ-oj-R3

CH, O 0 Y

12 ] I I
CH, '

-

1 A
R4—0H2~C-R3 o ijCHé~C—OH
(donde Rl ¥ R2 pueden séer iguales o diferentes ¥ representan
H, OH, goa, Cl, Br, I, grupos alquilo de 1 a 5 &tomos d% car
bono y Ry es C1, Br o I, y 124"95 H, C1, Br § I) un reactivo

protector del grupo amino represeatado por la foérmula:

v
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donde R3 tiene el significado dade anteriormente, o un com-
. ]

puesto funcionalmente equivalente a dicho agente acilante o

a dicho reactivo protector del grupe amino en lo relativo a
la introduceidn de un grupo protector ficilmente eliminable
jen un grupo amino, para preparar un compuesto representado

por la férmula:

NH\JH3 M
0 .
NH2
. | N - . .
7/ \ HO, | B
Y1. Yé
donde Y& es He Yé es:
N L0 CH, 0
‘ u SR
O )-CHy=0~C= LH3-?~O*C~ s CHy-0-G-y

CH

Ry 3
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dond R1, Bz ¥y R4 tlenen el 51gn1f1cado dado anteriormente,
0 bi n Y1 e YZ forman un grupo ftaloilo.

’ En este caso, la protecclén del grupo amino puede
efectharse en la forma habitual., Sin embargo, con objeto de |
prother’selectivamen%e el grupo amino ligado al Atomo de
carbéno en la posicidn 21, es conveniente utilizar de 0,5 a
1,5 moles, preferiblemente de 0,7 a 1,2 molgsf'de_SAStancia
protectors por cada mol de XK-62-2. La temperatura de reac-
cidn estd comprendida entre =50 y 50°C, preferiblemente en-
tre 20 y 20° C, durante 15 minutos a 24 horas, preferlblemen
te durante 5 a 15 horas. Cuando se uiiliza una cantidad ma-
yor de sustancia protectora, ;or ejemplo 3 moles, © cuando
la reaccidn se lleva & cabo a temperatura eleVada, por ejem—
plo 100° G, puede produ01rSe 1a reaccidn pero la selectividad
de la posicién en la cual es introducido el grupo protector

se reduce considerablemente., Por consiguiente, disminuye la

relacién de formacidn de compuesto II en la mezcla de reac—

Cién. !

El disolvente para la reaccidn puede ser por lo me-

nog uno seleccionado entre el grupo formado por tetrahidro~

furano, dimetilacetamida, dimevilformamida, alcoholes infe-

riores, dioxano, éter dimetilico de etilenglicol, piridina

Yy agua,
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El compuesto II asi preparado es después acilado con
un Lgente_acilante representado por la férmula:
\Ys ' oH 0
/;::TN - CH, = CH, - b= C -2
iy
donde Y3 es He Y4 ess

0 o 0 0
I I I |
—CHy=0~C= ,  OHy = ? ~0-C-, CH~-0-C-
CHy
NO
2

donde R,y R, y.R, tienen el significado dado anteriormente,

L
o bien Y3 e Y forman un grupo ftaloilo y 2 es

; @O ’ -_O D‘IOE ’
-o ‘ . T .
\\ C .

\/:] N s C1,Br,Iu OH)

(el agente acilante deriva del &cido o~hidrozi=Y-aminobuti-

rico) o un compuesto funcionalmente equivalente a dicho agen

)
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te acilante, para pfeﬁérar un compuésto representado por la
i

férimulas i . )
\ NHCH3 .
l (I1I)
. Y
AN ’
Yﬁ Yé NHFC—CH~CH2-CH2 =l
Y

cH
3 oH
donde Y}, Y5, Y3 e Y4 tienen el significado dado anterior-

mente, '
Los agentes acilantes antes mencionados son compues~

tos que derivan del 4cido a~hidroxi-Y-aminobutirico. Resulta-
rg evidente a los expertds en la técnica qué péra preparar
el compuesto III puedep emplearse compuesto; qué son funcio-
nalmente equivalentes a los agentes acilantes antes menciona
dos en la introducidn de un grupo & hidroxi- Y -aminolutinico
en un grupo amino libre, que contenga ﬁapios grupos diferen-
tes de Z. - '
Los métodos de acilacién, cuando se utilizan los com-
phestos gue son funcionalmente equivalentes alos agentes aci-
lantes, estan descritos por M. Bodansky y colaboradores:
Synthesis, pég. 435 (1972) y por M. Bodansky y colaboradores:
Peptide Synthesis, plgs,. 75-135 (1966) (John Wiley & Sons,
Inc., Estados Unidos). La reaccidn de acilacién artes memio-
nada se¢ lleva a cebo, preferiblemente empleando un agente

acilante de férmula:
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‘cién de formacién del compuesto III en la mezcla de reaccidn|
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- . ) O
i n
— —1~ |y o) - -
@ OHy=0~G~NH~CH,~CH,, fH—G—O N

{
OH

jvo cuslquiera 0 en una mezcla de dos o més de los disol-
venteés seleccionados entre tetrahidrofuranc, dimetilacetami-
da, dimetilformamida, alcoholes inferiores, dioxano, éter di+t
metilico de etilenglicol, piridina y agua, preferiblemente
en una m%zcla de etanol y agua (2:1), entre -50° y 50°C, pre}
ferilemente entre -20° y 2000, durante 15 minutos a 24 ho-
ras, preferiblemente durante 5 a 15 horas,

En esie caso, es conveniente vtilizar de 0,5 a 1,5 mos
les, preferiblemente de 0,7 a 1,2 moles de agente acilante
por cada mol de compuesto II. Cuando se emplea una cantidad
mayor, por ejemplo tres moles del agente acilante o cuando
la reaccidn se lleva a cabo % temperaﬁura'élevada, por ejem~
plo 100°C, puede producirse la reaccibén pero disminuye consi4
derablemente la selectividad de la posicidén en la que es in-
troducido el grupo protectqr, o, de otrs forma, se descompo-
ne el agente acilante., Por consiguiente, disminuye la rela~
‘ Los grupos protectores del compuesto IIL son elimina-
dos despuéé de forma conocida para preparar un compuesto de

£érmula
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", | (1v)

H 0 OH

I

NE~C—~CH~CH,~CH,~IH,

| ‘ ‘ . CH3 OH

Ia eliminacién se lleva a cabo por mbtodos convencio-
nales. Por ejemplo, cuando los grupos protectores forman un
grupo ftaloilo, la eliminacidn se realiza con hidrazina;
cuando los grupos protectores son grupos carbometoxi o car-
boetoxi, la eliminacidn se realiza con hidrdxido birico;
cuando los grupos proteptéres son grupos terc-butoxicarboni-
lo,zla éliminacién se realiza con &cido férmico o Acido tri-
fluoracético; cuando los grupo; protectores son grupos tri-~
tilo, la eliminacidn se realiza con 4cido acético o 4cido
trifluoracético; cuando los grupos prdtectores son grupos
ortonitrofenilsulfenilo, la eliminacién se realiza con &cido
acético o acido clorhidrico; y cuando los grupos protectores
son grupos cloroacetilo, la eliminacidn se realiza con 3-ni-
tropiridin~2-tion [indicado por K, Undheim y coiaboradores:
Journzl of the Chemical Society, Parkin Tranéactions, Parte
I, phg. 829 (1973)] . |

En una realizacidén preferids, Ii e_Y3 son H e

1, e Y, son grupos benciloxicarbonilo ¥ la eliminacidn se
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|les inferiores, dioxano y &ter dimetilico de etilenglicol,
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metdlico seleccionado entre el grupo formado por paladio, pldge
tino, rodio Ng niqueIVRaney, preferiblemente un catalizador ée
paladio sobre un poréador de carbén'aﬁtivo; en uﬁ disolvente
como minimo seleccionado entre el grupo formado por agua, te-

trahidrofuranoc, dimetilacetamida, dimetilformamida, alcoho-

preferiblemente en una mezcla 1:1 de agua y metanol, en pre-
sencia de una pequefia caniidad de 4cido clorhidrico, #cido
bromhidrico o dcido yodhidrico, preferiblemente 4cido acéti-

o ¥y a la temperatura ambiente y a la presiln aimosférica.

|

convertido en sales de adicidén de dcidos no tdxicas y farmacé

Si se desea, el compuesto SV asi preparado puede ser

1133

ticamente aceptables (monosales, disales,_triSales, tetrasa—
les o pentasales). En esta invencidn, los Acidos no téxicos
comprenden los dcidos inorginicos como Acido clorhidrico,
deido bromhidrico, dcido yodhidrico, dcido sulfdrico, 4cido
fosfbérico, deido carbbnico, etc. y los dcidos orginicos como
deido amcético, cido fumdrico, dcido mélico, Acido citrico,
gcido mandélico, feido tartérfco, &cido ascdrbico, etc. Los
métodos para la produccidn de las sales de adicidn de &cidos
son muy conocidos en la técnica.

En esta jnvencidn, se sobreentiende que, en el pro-

&

cedimiento antes descrito, los compuestos gue no han sido dess

3

eritos también pueden ser wbilizados para preparar el compues-
to intermediario II. Esta técnica resultard evidente a los
expertos,

Tos compuestos comprenden agentes acilantes distintoz
de los descritos anbteriormente y los reactivos protectorus
delvgwupo amino habitualmente utilizados para introducir gru-~

pos protectores fAcilmente eliminables en 1los grupos amino,
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Ta introduceidn de un grupo protector facilmente eliminable
‘es una téonica frecuentemente utilizada en la sintesis de

péptidos., La proteccién de grupos amino con estos grupos

| protectores y 1a eliminacién de los. mismos estan descritos

l ) ’
ent M, Bodansky y colaboradores: Peptide Synthesis, pags.

121~41 (1966) (John Wiley & Sons, Inc., Bstados Unidos); ¥y '
A, Kappor: Journal of Pharmaceutical Sciences, Vol. 59,
phgs. 1-27 (1970).

El derivado semisintéfico IV de XK~62-2 de esta in-

vencidn tiene una excelente actividad antibacteriana . Es

jspecialmente notable que el derivado posea una intensa ac—
ividad antibacteriana contra las variedades de Escherichia
¢oli que poseen un factor R que presenia resisiencia a los
antibibticos aminoglicosidos conocidos, ‘

_La Tabla I ilustra el espectro antibacteriano de la
kénamicina A, gentamicina C1a’ XX~62~2 y compuestos IV contrsd
diversas bacterias Gfam~positivas ¥y Gram-negativas, medido
por el método de dilucidn en agar a pE 8,0;‘

Comparando la concentracién minima de inhibieibn mos
trada en la Tabla I, es evidente que ¢l compuesto IV ejerce
una intensa actividad antibacteriana, Caracteristieaﬁenﬁe,

el compuesto presenta una intensa actividad antibacteriana

en particular contra el Escherichia coli KY 8327 y 8348,

. TABLA T
Espectro antibacteriano (concentracidn minima de inhibicidn,
meg/ml.)

' ade Kanemici Gentami " Compuesto
Variedades na A cinaGi  XK=62-2 v
Pseudomonas aerugi~ :

Nnosa BLH 1 5,2 0,13 0,52 2,08

Staphylococcusg aureus
ATCC 6538P 0,021 0,004 ¢, 008 0,016
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XK-62~2 (compuesto iV) en comparacidén con la kanamicina A,

~17 ~

PABLA I (continuacién)

-—d .

L * Kanamici Gentami Compuestg
Variedades na A cina C1g  XK~62-2 IV
1

|
Bacillus subtilis
K¢ 1¢757 0,021 0,004 0,044 0,004

i
Proteéus vulzaris .
TCC 16397 0,16 0,033 0,033 0,065

Shigeflla sonnei
ATCC 0 0,16 0,033 0,033 0,033

Salmohella typhosa
99 0,081 0,016 0,008 0,008

hlebsiella EEEEEQE&E_
ATCC 70031 0,042 0,016 0,004 0,008

Escheﬂlchla coli

0,16 0,034 0,016 0,004
Bscherichia coli ,
3 1,04 2,08 1,04 0,016
BEscherichia coli ‘ .
s 0,041 1,04 1,04 0,004

~ En lg tabla anterior, Escherichia coli KY 8327 v

KY 8348 producen respectivamente gentamicin-adenil~transfera

sa y gentamicin-acetil-transferasa tipo I intracelularmente.

La'ﬁrimera bacteria inactiva a la kanamicina ¥ a las genta-

ﬁicinas por adenilacidén y la dltima inactiva a las gentami-
cinas por acetilacidn.

Ademis, en la siguiente Tabla II se indica el espec-

tro antibacteriano del l-N—Eb-(—)-&«hidroxi-YLaminobutirii]—

el complejo de gentamicina (01, Gla y 02) y XK-62-2, medido

por-el método de dilucién en agar a pH 7,2.
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TABLA IT

Espebtro antibacterieno del 1-N—[L—(u)—a—hidroxi—Y—aminobu—

$iril) XK-~62-2

i
|
\ " Concentracidn minima de inhibicidn
{meg/m].)
. '1 Complejo Ge Compues—
‘ Kanami- entamicina to IV
Vari%dades cina A 01,C1ay'02) XK-62-2 (tipo L)
Staph;hococcus
aureuf 209 P 0,2 <0,05 0,1 0,1
Staphylococcus
aureus Smaivh 0,2 <0,05 < 0,05 0,1
Bacillus subtilis i
ATCC 3633;- 0,2 <0,05 < 0,05 0,1
Sarcingd lufea .
ATCC 9341 6,25 0,2 0,4 0,4
Escherichia coii : ‘ - o
Ty - - 1,56 0,4 © 0,47 0,4
:Escherichia coll ‘
WA 1,56 0,4 - 0,4 0,4
Escherichia coli - '
KY'83271 50 o 12,5 . 12,5 . 0,2
Escherichia coldi. ‘ T -
Ky 83912 100 | 6,25 3,12 0,2
Escherichis coli

Escherichia coli : ' :
. KY 8349% >100 " 0,2 0,4 0,2
Pseudomonas aeru- . :

ginogsa omH n?% 1 12,5 . 0,4 0,78 - 1,56
Pseudomonas geru~ Y

g1nose gy 8550° 100 3,12 1,56 3,12
Pseudomenas aerit- -

FLno5a KY 85110 100 - 50 100 3,12
Pseudomonag aeru~ ’

L1088 gy 85107 12,5 0,4 0,78 0,78
Pseudomonas aeru~

ginosa 1&%5‘716”8‘ > 100 o 3,12 3,12 3,12

R s i A D SR

T,
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- TABLA II (continuacién)

EA -
" -Concentracién minima de inhibicion

mcg/ml
Complejo de Compueg
. Kanami~ gentamicina to IV
Variedades cina A %Cl,Clay Cé) XK-62-2 (%ipo [)
Providencia _
SP 164° >100 50 100 12,5.}
Klebsiella pneumonise
Ne 8045 , 0,4 0,2 0,1 0,2
Proteus mirabilis 1287 6,25 1,56 0,78 3,12 -
Proteus vulgaris 6897 3,12 0,78 0,78 3,12
Proteus rettgeri KY 4288 0,78 0,78 0,4 0,78
} :
Proteus morganii KY 4298 1,56 6,78 0,4 0,78

produce gentamicin-adenil-transferasa (GAD)

%roducg GAD y neomicin-kanamicin-fosfotransferasa tipo 2
NKP 2

ﬁﬁgdgce gentamicin~acetil-transferasa tipo 1 (GC 1)

e oo

produce kanamicin-acetil-transferasa (XA)

GC 1y NKP 1

NEP 1 y 2 y estreptomicin~fosfotransferasa
probablemente KA 9: GC 2 6,78 a 0,78

: produce gentamicin-acetil-transferasa tipo II

Los enzimas anteriores son producidos intracelularme

es as ak se av ee

OO PN VT

te y, con el enzima, las bacterias inactiven a los antibié-

ticos. ‘ .

De la’tabla 2 anterior; se reduce que el l—N-[;-(-)n d

~d-hidroxi-~Y-aminobutiril XK-62-2 de la presente invencidn

posee una fuerte activdad antibacteriana contra varies bac-

terias teniendo una resistencia a por lo menos uno de los an).

tibidticos de gentamicina y XK-62~2 los cuales producen gen-
tamicin-adenil~transferasa Tipo I y Tipo IT intracelularmen—~
te, haclendo asi inactivos los autibioticos de gentawmiciun
y XE-G2-2.

Ademas a través de varias pruebag sobre la proteccid

contra infecciones producidas por las cepas de las bacterias

12}
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resistentes mencionadas antes, el compuesto de la invenci6n
se ﬁa revelado como mantenedor del grupoéi—hidroxiiv;amino—
llenéeril in vivo y por escribir una actividad antibacteriang
mucHo més elevada que los antibioticos de gentamicina yXK-@-4.
De las tablas anteriores se deduce que los derivados
de esta invencidn presentan una actividad antibacteriara no-
tablemente intensa contra diversas bacterias Gram-positivas

¥ Gram-negatives, incluidas las resistentes a los antibidti-

cos ampinoglicosidos. Por lo tanto, se espera que sean efecti

vas para el tratamiento de diversas infecciones en los seres

%

|
humants ¥y en los animales, inducidas por esas bacterias
l .

£logd

i

eficaces para el tratamiento de las infecciones del tracto

enas. Por ejemplo, se espera que los compuestos sean

urinario y de las infecciones respiratorias-inducidas por

Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas serugi-

nosa y variedades del gémero Proteus.

 Para administrar'ios compuestos o sus éales de adi-
cidén de Acidos, se prefiere la admidstracidn parenteral con
una dosis efectiva de 1,6-6 mg/kg por dia.

La toxicidad aguda (DL5O) del l-N—EL-(;)-d~hidroxi—Y
—aminobutirii]XK—Gz—a en ratenes es de 250 mg/kg por inyecci'ﬁ
intravenosa mientras que la del XK-62-2 y del complejo de gel
tamicina (na mezcla de Gy Crpgs ¥ 02) es de 93 ng/kg y 72
ﬁg/kg, respectivamente.

La practica de ciertas realizaciones especificas de
esta invencién es ilustrada mediante los siguientes ejemplos
repiesentativos. ‘

FJEMPIO 1

Produceidn de 2'-N-carbobenzoxi-IF-62-2 (Compuesto II)

En este ejemplo, se disuelven 2,778 g (6,0 milimoles]
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flmilimoles) de N-(benciloxicarboniloxi)succinimida en 25 ml dg

‘ peratura entre -102 y. -52C. La adicidén es completa en 2 hora#

e XK~-62-2 en 30 ml de dimetilformamida acuosa al 50 %. A la

iLa mezcla se deja en reposo a la misma temperatura durante

-2 -

solucidn se afiade gota a gota otra solucién de 2,56 g (1,03

dimetilformamida, con agitacidén, mientras se mantiene la tem-

la noche. Por cromatografia en capa fina de gel de silice
(desarrollador: isopropanol/amoniaco acuoso concentrado/clo-
roformo = 2:1:1, agente alorante: ninhidrina), se confirma
La presencia de XE-62-2 que no ha reaccionado ademéds del pro-
%ucto principal II (Rf: 0,86). Después la mezcla de reaccién
ge dilwye con %0 ml de agua y se pasa por una columnas {diadme
tro: 2,5 cm) de resina cambiadora de ién, Amberlite CG-50
(forma amdénica, 150 ml) (producida por Rohm' & Haas Co.,
Estados Unidos). Deépues se pasan 200 ml de agua por la coiug!
na seguidos de 300 ml de amoniaco acuoso 0,05 Ny 300 ml de
amoniaco acuoso 0,10 N y finalmente amoniaco acuoso 0,15 N.
El eluato se comprueba por cromatografia én capa fina y las
fracciones gque contiénen el compuesto II como tnico componen-
te se combinan y evaporan a sequedad 5éjalpresi6n reducida.
Como resultado de ello, se obtime el producto principal
(compuesto II) (1,82 g, rendimiento: 47,2 %) en forma de sdlj
do no cristalino, incoloro v amorfo. La muestra asi obtenida
puede ser utilizada directamente como materia prima de parti-~
da para la reaccidén subsigdente. Sin eﬁbargo, es pcsible puri-
ficar todavia més el producto por cromtografia em columna uti
iizando el tratamiento antes mencionade con resina cambiado-
rs de idén.

El andlisis del producto (compuesto II) revela lo

siguiente:
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Ita una solucidn de éster de N-hidroxisuccinimida del &cido

‘Ipdgs. 695-708 (1972). La produccidén de acido L—(Ljai—hidroxi-

weaceionar durante la noche. Por cromatografia en capa fina

. - 22

to de fusién:  107-11080
Rotacién éptica ' E{lg5_=+a7,7 (¢ = 0,10, agua)
Espéctro de absorcidén infrarrojo (KBr) (cm—l)t 3700-3100,
2930, 1702, 1530, 1451, 1510, 1255, 1141, 1053, 1021, 960,
755} 697, 604. - ‘
Bspeltro de resonancia magnética muclear (en metanol-d,) &
(en ppm de TMS): 1,13 (3H, singlete), 2,42 (3H, singlete),
2,60 (38, singlete), 2,88 (2H, singlete), 5,55-4,90 {multipl,
te superpuesto a la sefial de OH), 7,43 (53, singletg). i
Anéli%isielemental para 028H47N509.2H20: _
(Caleulado: C, 53,08; H, 8,06; N, 11,06 %
‘| Encontrado: C, 53,19; K, ?,91; N, 10,02 %.
| EJEMPLO 2 A

Produceidn 6e 1—N-EL—(-)-m-hidroxi—YLcarbobenzoﬁiaminobuti—

rii]-e‘-N—carbobenzoxi—XKF62—2 (Compuesto IIIL)

En este ejemplo, se disuelven 643 mg (1,0 milimoles)
de dihidrato de 2'-N-carbobenzoxi-XK-62-2 en 20 ml de tetra-

hidrofurano acuoso al 50 %. A la solucién se afiade gota a go-

L«(-)~d~hidroxifY~carbobenzoxiaminobutirico.[;a produccidn
del compuesto a partir de &cido IL-(-)~A~hidroixi-Y-aminobuti-

rico estd descrita en el Journal of Antibiotics, Vol. v,

Y-amincbutirico estéd descrita en Tetrahedron Letters, pags.
2625-2628 (1971) | (385 mg, 1,1 milimoles) en 10 ml de tetra-
hidrofurano, con agitacidén y enfriamiento entre OQCVy -52C,

Te adicién es completa en 1 hora. Después la mezcla se deja

de gel de silice (bajo las mismas condiciones que en el Ejem-

Elo 1), se detecta la presencia de una pequefia cantidad de

1314
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un subproducto y compuesto II que no ha reaccionado sdemas
del producto principal III (Rf: 0,91). La mezcla de reaccién

s¢ comentra a presidn reducida para obtener 1,05 g de un

residuo ligeramente amarillento. El residuo contiene N-hidro:
xisuccinimida y &cido Le(~)-i~hidroxi-Y~carbobenzoxiamino~
butirico ademds de los componentes anteriores. Sin embargo,
el residuo se utiliza para la subsiguiente reaccidén sin pu-
rificacién. Si se desea, el compuesto III puede ser aislado
¥y purificado por cromatografia de intercambio de ién de la

misma manera que en el Ejemplo 1.

EJEMPLO _ 3%
Produccién de 1-N-[L-(-)=d-hidroxi-Y-aminobutiril] -XK-62-2

(Compuesto IV)

En este ejemplo, el producto crudo obtenido en el
Ejemplo 2, conteniendo el compuesto III como componente pmin-
cipal, se disuelve en 20 ml de metanol acuoso al 20 %. A la
solucién se afiaden 2 ml de &cido acéfico y la mezcla se so-
mete a hidrogenolosis en presencia de 150 ﬁg de un cataliza-
dor de paladio al 5 % en carbén activo, a la temperalura am-
biente y a la presién atmosférica, durante 6 horas. Por cro-
matografia en capa fina de gel de silice (en lz mismas con-
diciones que en el Ejemplo 1), se confirma la presencia del
compuesto IV (Rf: 0,40) como ccmponente principal, una pequei
fia cantidad de XK~-62-2 (debida al compuesto II que no ha read-
clonado en el Ejemplo 2) y los isdémeros de posicidén del om-
puesto IV. Se separa el catslizador por filtracidén y el fil-
tredo se concentra a presidn reducida. Despuss el residuo se
disuclve en 10 ml de agus y la solucidn se somete a cromato-
grafia de cambio de ién empleando Amberlite CG-50 (forma amb-

nica, 80 ml, didmetro de la columna: 1,5 cm) (producto de
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Rohm & Haas, Co., Estados Unidos), como en el Ejemplo 1.
Despues la columna se lava con 150 ml de agua y des-
pués se hace pasar por la columna amoniaco acuoso 0,2 N para

recuperar 63 mg de XK-62-2. La elucién se realiza con amonia:

co acuoso 0,4 N mientras se controla el eluvato por croma?o-
grafia en capa fina. Se recogen las fracciones de eluato que
contienen el compuesfo IV como Ynico componente y se evaporan
a sequedad bajo presidon reducida para obtener un sélidp no
cristalino incoloro y amorfo, (459 mg, rendimiento a partir gel
compuesto II: 64 %).
El andlisis del producto revela lo siguente:

Punto de. fisidn: 1_20-12490 '
Rotecidn dptica: ' [{]%9 = 499,02 (¢ = 0,10, agua)
Espectro de absorcién infrarrojo (XBr, cmfl): 3700-3100,
2940, 1640 1565, 1480, 1385, 1340, 1282, 1111, 1054, 1022
973, 816, 700-600 (Fig. 1). _
Espectro RMN (en éxido de deuterio) & (en ppm de DS): 1,20
(3H, singlete), 2,36 (3H, singlete), 2,52 (3H, singlete),
5,14 (1H, doblete, J = 4,0 Hz), 5,22 (1H, doblete, J = 4,0
Hz) (Fig. 2) ‘
Andlisis elemental para 024 er8}1609 7H20033
Calculado : C, 49,39 %; H, 8,29 %; W, 14,11 %
Encontrado: C, 48,96 %; H, 8,37 %; N, 13,95 %. .

' EJENPLO 4 |

Produccion e 1-N-|L-(<=)-f{~hidroxi-Y-aminobutiril |-XK-62-2

(Compuesto IV)

En este ejemplo, se disuelven en 20 ml de tetrehidro-
furano 11% zg (0,97 milimoles) de N-hidroxisuccinimida y
242 ng (C,97 milimoles) de &cido I-(-)-o-hidroxi-Y-ftalimidot .

butirico, [El compuesto es utilizado en The Journal of
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Antibiotics, Vol. XXV, pigs. 741-742 (1972)] ..A la solucién
se fﬁaden 200 mg (0,97 milimoles) de diciclohexilcarbodi-imik

da,\agitando Y enfriando con hielo. 4l cabo de 1 hora, se el

| : ,
mind por filtracidén la diciclohexilurea separada y el filtre-

do se agrega a una solucidn de 482 mg (0,75 milimoles) de

[<

dihidrato de 2'«N~carbobenzoxi-XK-62-2 en 10 ml de tetrahidr

furaho acuoso al 50 %. La adicidén es completa en 30 minutos.

I

La m¢zcla se deja en reposo durante la noche. Después la meg
cla Qe reaccién se ooncentra a presidén reducida y la diciclg
hexiﬁurea separada se elimina por filtracién. El residuo se
disu ive:en 10 ml de etanol acuoso al 50 % conteniendo 10 %
de hjdraziné 7 la solucidén se deja reaccionar a 602C durante
3 hor;s para eliminar el grupo ftaloilo.A la mezcla de reaccign
resultante se afiaden 5 ml de acido acéfico,io ml de etanol y
200 mg de catalizador de paladio al 5 % en carbdm activo y
la mezcle se somete a hidrogenolisis a la temperatura ambien
te ¥y a la presidén atmosférica para eliminar el grupo carbo-
benzoxi. Despues el catalizador se separa por filtraciéﬁ.

El filtrado se trata de la forma descrita en el Ejemplo 3

¥y se somete a cromatografia de columna empleando Amberlite-
0G-50 (forma aménica, 200 ml, diémetro de la columna: 2,5

cm). La elucidn se realiza controlando el eluato por croma -

tografia en capa fina de gel de silice. Se recogen las frac-

I

ciones elufidas que contienen el compuesto IV deseado como tn|
co componente y se evaporan a sequedad bajo presidén reducids.
Como resultado, se obtiene 226 ug de un producto incoloro
(rendimiento a partir del compuesto II: 42,1 %),

EJEMPLO 5
Produccién de 1-N-[T-(<)-f-hidroxi-Y-aminobutiril] ~XE-62-2

" (Compuesto IV)




oAt

PUPRESORIIP

10

18

20

]

30

: 1ucﬂon de 1, 04 g (7,2 milimoles) de terc-butlloxlcarbonll-

la noche a lz misma temperatura. La mezcla de reaccicn resul:

- 26—

| .
de XK-62-2 en 30 ml de una mezcla de agua, piridina y trie-
tllémlna (10:10:1). A 1la mezcla se afiade gota a gota una so-

azidg en 10 ml de piridina acuosa al 50 %, agitando y mante-
nienflo la temeratura entre -1092 y ~59C. La adicién es comple;

ta en 2 horas. Despues la mezcla se deja reaccionar durante

tante| se concentra a presién reducida para obtener un resi-
duo 1 éeramente amarillento que contiene 2'-~N-terc-hutiloxi-
carbo 11—&K-62 -2, como componente principal. El residuo se ;
disuelve en 30 ml de dimetilfomamida acuosa al 50 %. A la
solucién se aflade gota a gota una soluciin de.2,52 g (7,2 mi

limoles) de éster de N-hidroxisuccinimida de &cido L-(-)-i-

mida, agitando y manteniendo la temperatura entre -102 y -524
La adicidén es completa en 1 hora. Despues la mezcla se deja

reaccionar durante la noche. Por cromatografia en capa fina

plo 1), se detecta la presenda de 1-N-JL-(-)-d-hidroxi--

carbobenzoxiaminobutirii]—2'rN~terc~butiloxicarbonil—XK;62-2
como componente principal y una pequeila cantidad del isémeros
de posicidn y XK-62-2 que no ha reaccionado. La mezcla de

réaccidn se concentra a presidn reducida. El residuo se di-
suelve en una mezcla de 5 ml de acido trifluoracético y 7 ml
de metanol. Despues la soluéidn se somete a hidrogenolisis ey
presencia de 160 ml de catalizador de paladio al 5 % en car;
bén sctivo, a la temperatura ambiente y a la presidn atmos-
férica, durante 3 horas, para eliminsr el grupo terc-butil-

oxicarbonilo y el grupo benciloxicarbonilo. Por cromatogra-

hal

En este éjeﬁplo, se disuelven 2,778 g (6,0 milimoiesl

hidroxi~Y;oarbohenzociaminobutirico en 15 ml de dimetilforma+

de gel de silice.(bajo las mismas condiciones que en el Ejemt

23
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fia en capa fina'de'gel de silice (Bajo las mismas condicio-
nesEque en el Ejemplb 1), se detecta la presencia del compue
to iV como componente principél, uns pequefia cantidad del

isbémeros de posicidn del mismo y el XK-62-2 que no ha reacei,
nado (debido al XK-62-2 que no ha reaccionado en este ejem—
plo ¥y al 2'~N-terc-butiloxicarbonil-XK-62-2 que no ha reac-

cionado). El catalizador se separa por filtracidénm y el fil-

ve en| 30 ml de agua y la solucidén se trata de la misma mane-
ra que en el Ejemplo 3. Es decir, la solucién se somete a cry
matog;afia en columna empleando Amberlite CG-50 (forma amb-
nica,Tl56 ml, didmetro de la columna: 2,5 cm). Despuec se re
liza ia elucidn ﬁientras se controla el aluato por cromato-
grafia en capa fina de gel de silice (bajo las mismas condi-
ciones que en el Ejemplo 1). El eluato se recoge en fraccio-
nes y se reunen y concentran a sequedad bajo presién reduci-
da las fracciones que contienen el compuesto IV como Unico
componenté. Como resultado, se obtiénen’l,95 g del producto
IV incoloro.

(Rendimiento a partir del compuesto II: 45,% %).

_ El producto asi obfenido'coincide con el producto
obtenido en el ejemplo 3 en el punto de fusiéﬁ, la rotacidn
éptica, el expectro de absorcién infrarrojo, el espectro
NMR y el andlisis elemental.

. EBJEMPIO 6

[ 4 - - » ’ 3
Produccion de ponosulfato de 1—N-[L—(—)ac(-hldroleVmamlno—

butiril ] ~XK-62-2 (Compuesto IV)

En este ejemplo, se disuelven 7,06 g (10 milimoles)
de compuesto IV en 20 ml de agua. 4 la solucidn se aflade una

solucidén de 0,98 g (10 milimoles) de Acido sulfdrico en 5,0

wl
!
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ml de agua, con enfriamiento. Al cabﬁ de 30 minutos, se afia-
de etanol frio a la éolucién hasta que la precipitacidn es‘
completa. El precipitado blanco se separa por filtracién
para obtener el monosulfato del compuesto IV.

En resumen, la Patente de Invencidn que se solicita
deberé recaer sobre las siguientes:

REIVINDICACIONES

_ 1. Un procedimiento para la produccidén de un ruevo

antibidético de férmula:
NHCH3 ' '
0 B .
. NH - .

H R H
NH—C—CH—CHz-CHZ-NHz

N

que consiste en hacer reaccionar un compuesto de férmulas:
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con un agente acilante o con-un reaétivo protector del grupo
amino para introducii un grupo protector eliminable en el
grupo amino libre ligado al &tomo de carbono en la posicidn
2'; acilar el grupo amino libre ligado'al dtomo de carbono

en la poskién 1 con un agente acilante representado por la

férmulas _ ‘
Y3\\\ ?H ﬁ
N - CHy, = CH, = CH ~ C ~ Z
-
Y# .
donde Y3 es He Yq es:
R, : 0 CH -0
1 R I
‘ @ CHy=0-C~ , CH, = clx ~0=C= ,  CHy=0-C-',
R : .
' 2
CH, .
N02

¥

| .
OpHig=0-C= y = RyrCH=G- i . . S- e

donde B, 7 R, pueden ser iguales o difemntes y H, OH, NO,,
Cl, Br, I, grupos alquilo de 1 a 5 &tomos de carbono o gru~

Pos plcoxi de 1 a 5 atomos de carbono y R4 es CL, Br, 0o I ¥y
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/ 5 T/’1§>] .
NQY ’ —=.N 4 Cl,Br, I v OH

7y después separar dichos grupos protectores.

2. Se reivindica por Gltimo como objeto sobre el
que ha de récaer la paﬁenté de invencidn que se solicita por
PROCEDIMIENTO PARA LA PRODUCCION DE UN NUEVO ANTIBiOTICO.
Todo conforme queda descrito y reivindicado en la
presente memoria descriptiva que consta de treinta piginas.

mecanografiadas., y dibujos adjuntos.

Madrid, 12 Diciembre 1.97
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