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' . ' g REF.: CASE 163-1?

-
1 ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Esta invención se re fie re  a un derivado del antib ió-

tico  XK-62-2 y más específicamente a l  derivado identificado

s
como l-N-(a-hidroxi-p-aminopropionil)-XK-62-2 y a l a  produc­

ción del mismo. En esta  invención, e l derivado puede encontrar 

s e e n  la  forma D ,Lo DL.

En pocas palabras, como se describe en la  so lic itu d

de patente estadounidense número de se r ie  364.058, e l antibió

tico  XK-62-2 se produce .cultivando actinomicetes ta le s  como

--

Ip Micromonospora sagamiensis. Micromonospora echinospora v 

Micromonospora purpurea por lo s métodos habitualmente emulen- 

dos en e l cultivo de actinom icetes. Mas específicamente, la s

cepas de lo s  microorganismos antes mencionadas, como
**' Micromonospora sagamiensis ATCC 21826. ATCC 21827, ¿TCC 21801
1S y ATCC 21949, son inoculadas en un medio líquido que contie­

ne una fuente de carbono que puede u t i l iz a r  e l microorganismo, 

t a l  como azúcares, hidrocarburos, alcoholes, ácidos orgánicos, 

e tc ; fuentes nitrogenadas orgánicas o inorgánicas y sa le s

- 20
-inorgánicas y factores promotores del crecimiento y se c u lt i­

va a 25-40°C durante 2 a 12 d ías, hasta  que se detecta una 

activ idad  antibacteriana su stan cial en e l líquido de cultivo.

El aislam iento y l a  purificación  del XK-62-2 se rea liza  mediar

te  una combinación de técn icas de adsorción y desorción de re-

25
sinas cambiadoras de ión y de carbón activo y cromatografía en 

columna utilizando celu losa , Sephadex, alúmina y gel de s í l i ­

ce. De e sta  forma, puede obtenerse e l XK-62-2 en forma de una 

s a l  o en forma de base lib re .

- El XK-62-2 es una sustancia básica y* se obtiene en fox

30
ma de polvo blanco. El XK-62-2 responde a la  fórmula molecular

^20^41^5^7 y "tiene un peso molecular de 463. La sustancia es
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-totalmente soluble en agua y metanol, ligeramente soluble en 

etanol y acetona e insoluble en cloroformo, benceno, acetato 

de e tilo  y n-hexano.

" * COMPENDIO DE LA INVENCION

De acuerdo con esta  invención, se produce un nuevo 

compuesto antibacteriano modificando químicamente e l an tib ió­

tico  XK-62-2 que responde a la  siguiente fórmula estructural:

nna intensa actividad antibacteriana contra diversas bacte­

r ia s  Gram-positivas y Gram-negativas y especialmente ejerce 

una actividad antibacteriana notablemente intensa contra la s  

bacterias que son re sisten te s a lo s conocidos an tib ióticos 

aminoglicósidos incluidos e l XK-62-2. Por consiguiente, e l 

antib iótico  de la  invención es ¿ t i l  para lim piar y desinfec­

ta r  e l m aterial de vidrio  de laboratorio de lo s instrumentos 

quirúrgicos y también puede ser u tilizado  en combinación con 

diversos jabones con fin es de e ste r ilizac ió n  y en la  limpie­

za y e ste r iliz ac ió n  de sa la s  de hospitales y zonas u tilizad as 

para la  preparación de alimentos. Además, se espera que e l de-
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rivado sea eficaz para e l tratamiento de diversas infecciones 

ta le s  como la s  del tracto urinario y la s  infecciones resp ira­

to r ia s , inducidas por diversas bacterias flogógenas, por ejem 

pío Staphilococcus aureus, Sarcina lú tea , Escherichia c o l i , 

Pseudomonas aeruginosa y Proteus.

Más específicamente, e l nuevo derivado de XK-62-2 o 

sus sa le s  de adición de ácidos, no tóxicas y farmacéuticamen­

te  aceptab les, se preparan introduciendo un grupo a-hidroxi- 

P-aminopropionilo en el.grupo amino ligado a l  átomo de carbo­

no de la  posición 1 de XK-62-2.

Por lo tanto, de acuerdo con esta  invención, se pre­

para -l-N-(a-hidroxi-P-aminopropionil) -XK-62-2 de fórmula:

acilando e l XK-62-2 con un agente acilan te  capaz de introdu­

c ir  un grupo a-hidroxi-p-amino sustituído-propionilo en un gn.. 

po amino, para preparar un compuesto intermedio y después e l i  

lo s  grupos protectores su stitu id os de forma conocida,.

S i se desea, e l 1-N-(a-hidroxi-p-aminopropionil)-XK-62-2 pue­

de se r  convertido después en sus sa le s  de adición de ácidos,
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no tóx icas, por métodos convencionales.

En un método más preferido, puede obtenerse un mayor 

rendimiento del compuesto de la  invención protegiendo lo s 

grupos amino ligados a lo s átomos de carbono de la s  posicio­

nes 2* y/o 6* del XK-62-2 con grupos protectores adecuados, 

antes de la  reacción de acilación  para introducir un grupo 

a-hidroxi-p-amino sustitu ído-propioniio.

DESCRIPCION DE LA INVENCION 

I . " Acilación del XK-62-2

De acuerdo con e sta  invención, la  base lib re  del com­

puesto XK-62-2 se hace reaccionar con un agente ac ilan ta , es 

decir, un compuesto capaz de introducir un grupo a-hidroxi-p- 

amino sustitu ído-propioniio donde por lo menos uno de lo s 

átomos de hidrógeno del grupo P-amino ha sido sustitu ido  por 

un grupo protector, en un disolvente adecuado, para preparar 

un compuesto intermedio con uno de lo s átomos de hidrógeno del 

grupo smino ligado a l  átomo de carbono en la  posición 1 del 

XK-62-2 sustitu ido por dicho grupo ac ilo .

Como agente ac ilan te , puede u tiliz a r se  el ácido a-hi- 

droxi-P-amino sustituido-propiónico y sus derivados con capa­

cidad ac ilan te . El agente acilan te  puede encontrarse en l a  

forma D,L o DL.

La reacción se l le v a  a cabo en uno o más disolventes 

seleccionados, según la  naturaleza del agente ac ilan te , entre 

e l grupo fornado por tetrahidrofurano, dimetilformamida, dime- 

tilacetam ida, alcoholes in fer io re s, dioxano, éter dim etilico 

de e tile n g lic o l, p irid in a y agua. S i es necesario, se añade 

un agente deshidratante y/o condensante como d icicloh exilcar- 

bodiimida. La temperatura de reacción está comprendida entre 

-50° y +50°C, preferiblemente entre -20 y +20°C.
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Habitualmente, se emplean de 0,4- a 2,5 moles, prefe­

riblemente de 0,7 a 1,5 moles, del agente acilan te por cada 

mol de XK-62-2. Cuando se u t i l iz a  una cantidad mayor, por - 

ejemplo 5 moles del agente acilan te  o cuando la  reacción se 

lle v a  a. cabo a temperatura elevada, por ejemplo 100°C, la  

reacción puede tran scu rrir  pero se reduce considerablemente 

l a  se lectiv idad  de l a  posición en la  cual se introduce e l gru 

po ac ilo  o, s i  no, se descompone el agente ac ilan te . Por con 

sigu ien te , e l rendimiento del compuesto intemiedio en la  mez­

c la  de reacción disminuye.

Como grupo protector del agente acilan te puede u t i l i ­

zarse cualquier grupo protector fácilmente eliminable, habi­

tualmente empleado en la  s ín te s is  de péptidos. Este grupo 

protector y e l  correspondiente reactivo protector que puede 

introducir e l grupo protector están descritos en M. Bodanszky 

y colaboradores: Peptide Synthesis, págs. 21-4-1 (1966) (John 

Wiley and Sons, In c ., Estados Unidos); y Kapoor: Journal 

of.Pharmaceutical Sciences, vol. 59, págs. 1-27 (1970).

La Tabla I  dada a continuación contiene ejemplos de 

los grupos protectores preferidos y de los correspondientes 

reactivos. ' _
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TABLA I (continuación)

Grupo protector_______. ______Reactivo protector

En los grupos y en lo s reactivos protectores indica­

dos en la  Tabla I  an terior, 3  ̂ y pueden se r  iguales o d i­

ferentes y representan H, OH, NOp, Cl, Br, I ,  grupos alquilo 

de 1- a 5 átomos de carbono o grupos alcoxi de 1 a 5 átomos 

de carbono; es H, F, Cl, Br, I o un grupo alquilo  de 1 a 5 

átomos de carbono y X es Cl, B ro  1.

Como derivados de ácido a-hidroxi-P-amino su stitu ído- 

propiónico que tienen la  capacidad de a c i la r  y que se u t i l i ­

zan como agente ac ilan te , podemos mencionar los haluros de 

ácido, azida de ácido, anhídridos mixtos y ásteres reactivos. 

Estos derivados se u tiliz a n  habitualmente en la  s ín te s is  de 

póptidos. Se describen ejemplos de estos derivados en H. Bo- 

danszky y colaboradores: Synthesis, pág. 453 (1972) y en 

M. Bodanszky y colaboradores: Feptide Synthesis, págs. 75- 

135 (1966) (John Wiley and Sons, In c ., Estados Unidos).

Como derivados preferidos, son apropiados lo s que t i e ­

nen una estructura con el grupo hidroxi del grupo carboxi de! 

ácido a-hidroxi-p-amino sustituído-propiónico sustituido por 

uno de los sigu ien tes grupos:

30

0
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N ^

Cl, Br, I ,  -N  ̂ o R̂ OCOO-, donde R  ̂ es un grupo alquilo  de 1 a 

7 átomos de carbono o un grupo fen ilo . Especialmente p re fe r i­

dos son los derivados con una estructura cuyo grupo OH está  

sustitu ido  con 0

-o-:

0

' A si, se proponen diversos agentes a s ila n te s . Entre 

e llo s , se recomienda como e l más preferido e l á ste r  de N-hidrc 

xisuccinimida del ácido a-hidroxi-p-carbobenzoxiamino-propió- 

nico de fórmula:
OH 0

'CHg-O-C-NH-CHg-CH-C-O-

Este agente acilan te se prepara por reacción de ácido 

a-hidroxi-P-carbobenzoxiamino-propidnico con N-hidroxisuccini- 

mida, en presencia de un agente deshidratante y condensante, 

por ejemplo diciclohexilcarbodiim ida. El agente acilan te  pre­

parado de e sta  forma, naturalmente, puede se r  aislado de la  

mezcla de reacción y después puede reaccionar con el XK-62-2 

o bien la  mezcla de reacción puede reaccionar directamente 

con el XK-62-2 sin  a i s la r  e l ¿gente ac ilan te .

Debe entenderse que lo s derivados de ácido a-hidroxi- 

{3-amino sustituido-propiónico donde el grupo hidroxi del gru­

po carboxi está  su stitu ido  con otros grupos d istin to s del des­
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crito  anteriormente, pueden ser preparados de forma conoci­

da y son aceptables para la  reacción de la  invención.

- - El compuesto intermedio a s í  preparado puede se r  a i s l a ­

do de la  mezcla de reacción, purificado y u tilizado  como ma­

te r ia l  de partida para la  reacción posterior. Sin embargo, 

se prefiere que, una vez completada la  reacción, l a  mezcla de 

reacción se u t i lic e  como m aterial de partida para la  reacción 

posterior, sin .p u rificac ió n . Este último método es ventajoso 

porque sim p lifica  la s  etapas y aumenta e l rendimiento de re­

cuperación.

Si es necesario, e l compuesto intermedio puede se r  fá ­

cilmente aislado  y purificado por métodos convencionales, por 

ejemplo por cromatografía en columna empleando adsorbentes ta  

le s  como resin as cambiadoras, g e l de s í l i c e ,  alúmina y celulo­

sa  o cromatografía en capa fin a  empleando gel de s í l i c e ,  alú­
mina y celu losa.

I I .  Eliminación del grupo protector

El grupo protector del grupo amino contenido en el 

compuesto intermedio preparado en l a  etapa I  anterior es des­

pués eliminado para preparar e l 1—N—(a—hidroxi—(3—amino—propio- 
nil)-XK-62-2.

La eliminación del grupo protector puede efectuarse 

por métodos convencionales. Por ejemplo, cuando los grupos pro 

tectores forman un grupo f t a lo i lo ,  la  eliminación se rea liza  

con hidrazina; cuando e l grupo protector es un grupo carbome- 

toxi o carboetoxi, l a  eliminación se re a liz a  con hidróxido ba­

n c o : cuando e l grupo protector es un grupo terc-butoxicarbo- 

a i lo , l a  eliminación se re a liz a  con ácido fórmico o ácido t r i -  

flu oracético ; cuando el grupo protector és un grupo t r i t i l o ,

La eliminación se re a liz a  con ácido acético o ácido tr i f lu o r -
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acético ; cuando el grupo protector es un grupo orton itro fen il 

su lfen ilo , l a  eliminación se rea liza  con ácido acético o áci 

do c lorh ídrico ; y cuando e l grupo protector es un grupo clo- 

ro acetilo , l a  eliminación se rea liz a  con 3-n itropirid in-2- ' 

tiona [c itad a  por K. Undheim y colaboradores: Journal o f the 

Chemical Society, Perkin Transactions, Parte I ,  pág. 829 

(1973)1.

En una realización  preferida, e l grupo protector del 

compuesto intermedio es un grupo benciloxicarbonilo y la  e l i ­

minación se re a liz a  por h idrogenolisis en presencia de un ca­

ta lizador m etálico, seleccionado entre paladio, p latin o , ro- 

dio y níquel Raney, preferiblemente .catalizador de paladio so, 

bre un soporte de carbón activo , en por lo  menos un d iso l­

vente seleccionado entre e l  grupo formado por agua, te trah i-  

drofurano, dimetilacetamida, dímetilformamida, alcoholes in fe­

r io re s, dioxano, é ter dim etílico de e tile n g lico l y/o p ir id i-  

na, preferiblemente una mezcla de agua y metanol (1 :1 ) ; en 

presencia de una pequeña cantidad de ácido clorh ídrico, ácido 

bromhídrico, ácido yodhídrico o ácido acético , preferiblemen­

te ácido acético , y a la  temperatura ambiente y presión atmos­

fé r ica .

El 1-N-(a-hidroxi-i3-aminopropionil)-XK-62-2 a s í  prepa­

rado es aislado de la  mezcla de reacción y purificado de fo r­

ma conocida. Por ejemplo, e l compuesto se a í s la  y p u rifica  

por cromatografía en columna utilizando un adsorbente ta l  co­

mo resin as cambiadoras de ión, gel de s í l i c e ,  alámina, celulo­

sa , Sephadex, etc, o cromatografía en capa fin a  empleando gel 

de s í l i c e ,  alúmina, celu losa, etc.

Si. se desea, e l 1-N-(a-hidroxi-p-aminoprcpionil)-XK-62--í 

preparado de acuerdo con lo  anterior puede se r  convertido en
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sa le s  de adición de ácidos, no tóxicas y farmacéuticamente 

aceptables (monosales, d isa le s , t r i s a le s ,  te tra sa le s  o pen- 

ta s a le s ) ,  por métodos convencionales ta le s  como la  interacción, 

de un mol del compuesto con 1 a 5 moles de un ácido no tó x i­

co y farmacéuticamente aceptable. En esta invención, lo s á c i­

dos no tóxicos son lo s  ácidos inorgánicos ta le s  como clorh í­

drico, bromhidrico, yodhidrico, su lfú rico , fo sfórico , carbó­

nico, etc , y los ácidos orgánicos como acético , fumárico, 

málico, c ít r ic o , mandélico, ta rtá r ico , ascórbico, etc.

Aunque e l método anterior cumple lo s objetivos de la  

invención, se ha encontrado que per bloqueo de grupos amino 

específicos del XK-62-2, puede aumentarse el rendimiento de 

compuesto de la  invención. ,

Como ya se ha mencionado, e l compuesto de l a  invención 

se prepara introduciendo un grupo c-hi drox i  -  ¡3-amino p ro pi oni- 

lo  en e l grupo amino unido a l  átomo de carbono de la  posición 

1 del XK-62-2. Se ha encontrado que entre los grupos amino que 

posee el XK-62-2, e l  grupo amino ligado a l átomo de carbono 

¡de la  posición 2' es más reactivo que el ligado a l átomo de 

carbono de la  posición 1. Por consiguiente, es preferib le pro­

teger el grupo amino ligado a l  átomo de carbono de la  posiciór 

2' antes de la  reacción de acilación  para introducir el grupo 

a-hidroxi-p-aminopropionilo. También se ha encontrado que, 

aunque e l grupo amino ligado a l átomo de carbono en la  posi­

ción 3 es menos reactivo que e l ligado a l átomo de carbono* en 

la  posición 1, se vuelve mucho menos reactivo cuando e l átomo 

de hidrógeno unido a l átomo de nitrógeno del grupo amino l ig a ­

do a l  átomo de carbono de la  posición 6' es su stitu ido  por 

un grupo protector. Además, se ha encontrado que e l grupo ami-- 

no ligado a l  átomo de carbono en l a  posición 3" es mucho menos
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reactivo que el ligado a l  átomo de carbono en la  posición 1. 

Por consiguiente, es conveniente que ambos grupos amino l ig a ­

dos a lo s átomos de carbono en la s  posiciones 2' y 6' sean 

protegidos antes de la  reacción de acilación .

Prácticamente, cuando se intenta la  protección del gru­

po amino ligado a l átomo de carbono en la  posición 2 ',  se pro­

duce una mezcla de un compuesto en e l que está  protegido e l 

grupo amino ligado a l  átomo de carbono en la  posición 2 ',  un 

compuesto en e l que están protegidos los grupos amino ligados 

a lo s átomos de carbono en la s  posiciones 2 ' y 6' y un com­

puesto en e l que está  protegido e l grupo amino ligado a l  áto­

mo de carbono en la  posición 6 '.

A. Protección de lo s  grupos amino ligados a lo s átomos de car­

bono en la s  posiciones 2' y/o 6'

El XK-62-2 se hace reaccionar con un reactivo protectoi 

del amino, en un disolvente adecuado, para preparar por lo  me­

nos uno de los compuestos sigu ien tes: un compuesto con una es 

tructura en la  que e stá  sustitu ido  e l  átomo de hidrógeno unido 

a l  átomo de nitrógeno del grupo metilamino ligado a l  átomo de 

carbono de la  posición 6' del XK-62-2 (compuesto intermedio 

IIA ); un compuesto con una estructura en l a  que está  su s t itu i­

do por lo  menos uno de lo s átomos de hidrógeno del grupo ami­

no ligado a l  átomo de carbono óe .la posición 2 ' del XK-62-2 

(compuesto intermedio I IB ) ; y un compuesto con una estructura 

en l a  que e stá  su stitu ido  el átomo de hidrógeno unido a l  áto­

mo de nitrógeno del grupo metilamino ligado a l  átomo de carbo­

no de la  posición 6' y por lo menos uno de lo s átomos de hidró 

geno del grupo amino ligado a l  átomo de carbono de la  posición 

2' del XK-62-2 (compuesto intermedio IIC ). Habitualmente, e s­

tos compuestos intermedios se obtienen en forma de mezcla.
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La reacción del XK-62-2 con e l reactivo protector del 

amino se lle v a  a cabo bajo las condiciones habitualmente em­

pleadas en lo s métodos convencionales de protección de lo s 

grupos amino, ta l  como se ha descrito anteriormente. En gene­

r a l ,  se u tilizan  de 0,5 a 4)5 moles del reactivo protector 

por cada mol de XK-62-2. La reacción se efectúa entre -50°C 
y +50°C.

En este  caso, no es conveniente u t i l iz a r  una cantidad 

mayor del reactivo protector o efectuar la  reacción a tempe­

ratura elevada porque, bajo estas condiciones, el grupo pro­

tector también es introducido en el grupo amino ligado a l  áto­

mo de carbono dé la  posición í .  Con objeto de proteger se le c ti 

vamente solo los. grupos amino ligados a los átomos de carbono 

de la s  posiciones 2' y/o 6 ',  se recomienda e l uso de 0,7 a 

2,6 moles del agente protector por cada mol de XK-62-2 y efec­

tuar la  reacción a una temperatura comprendida entre -20° y 
20°C.

El disolvente para l a  reacción puede se r  por lo menos 

uno seleccionado entre el grupo* formado por.tetrahidrofurano, 

dimetilacetamida, dimetilformamida, alcoholes in ferio res, dio- 

xano, éter dim etílico de e tilen g lico l, p iridina y/o agua.

Como reactivo protector del amino, puede u tiliz a r se  

cualquiera de los reactivos protectores capaces de introducir 

grupos protectores fácilmente eliminables que son habitualmen­

te  empleados en la  s ín te s is  de péptidos. Los reactivos protec­

tores preferidos son compuestos indicados en la  Tabla I ante­

r io r .

Los compuestos intena edios HA, IIB y H'C del XK-62-2 

pueden ser u tilizados para la  reacción posterior ta l  como es­

tán, sin  aislamiento ni purificación. Sin embargo, s i  se de-
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sea, los compuestos intermedios pueden ser aislados y p u r if i­

cados- por métodos convencionales.

B. Acilación del grupo amino libado a l átomo de carbono en la  

posición 1

Por lo  menos uno de los compuestos intermedios HA,

IIB y IIC preparados en l a  anterior etapa A se hace reacciona::' 

con un agente ac ilan te , es decir, ácido a-hidroxi-P-amino sus- 

tituído-propiónico o derivados del mismo con capacidad para 

a c i la r , en-un disolvente adecuado, para preparar por lo  menos 

uno de lo s compuestos intermedios IIIA con una estructura en 

la  que uno de lo s átomos de hidrógeno del grupo amino ligado 

a l átomo de carbono en la  posición .1 del compuesto intermedio 

IIA está  sustitu ido  por un grupo ot-hidroxi-P-amino sustituido-r 

propionilo; un compuesto intermedio IIIB  con una estructura 

en la  que uno de lo s átomos de hidrógeno del grupo amino l ig a ­

do a l  átomo de carbono en la  posición 1 del compuesto interme 

dio IIB  e stá  su stitu ido  por un grupo a-hidroxi-p-amino sus- 

titu ido-propion ilo ; y un compuesto intermedio IIIC con una 

estructura en l a  que uno de lo s átomos de hidrógeno del grupo 

amino ligado a l  átomo de carbono en la  posición 1 del compues­

to intermedio IIC e stá  sustitu ido  por un grupo ti-hidroxi-P- 

amino sustitu ído-propionilo .

La etapa de acilación  y la  de aislamiento de lo s com­

puestos intermedios IIIA , IIIB  y IIIC puede se r  llevada a ca­

bo de la  manera d escrita  en la  etapa de acilación  I de 

XK-62-2, d escrita  anteriormente, a excepción de que se u t i l i ­

zan 0,5-1,5 moles, preferiblemente 0,7-1,2 moles, del agente 

acilan te  por cada mol del compuesto HA, IIB  y IIC. Cuando se 

emplea una cantidad mayor, por ejemplo 3 moles del agente a c i­

lante o cuando la  reacción se llev a  a cabo a temperatura e le-
30



vada, por ejemplo 100°C, puede tran scu rrir la  reacción pero 

se reduce la  se lectiv id ad  de la  posición en la  cual se intro 

duce.un grupo a-hidroxi-P-amino sustituido-propionilo o bien 

se descompone e l agente acidante. Por consiguiente, disminu­

yen lo s  rendimientos de producción de los compuestos in ter­
medios IIIA , IIIB  y IIIC .

C* Eliminación del grupo protector

La eliminación de lo s grupos protectores de los com­

puestos a s i  preparados IIIA , 11-IB y IIIC para preparar el 

1-N-(a-Mdroxi-p-aminopropáonil)-XK-62-2 se llev a  a cabo en la  
forma d e scr ita  anteriormente. Además, la  conversión de los 

compuestos resu ltan tes en sa le s  de adición de ácidos no tóx i­

cos se re a liz a  por métodos conocidos en l a  técnica.

Los productos obtenidos por eliminación del grupo 

protector dé los compuestos intennedios presentan la s  mismas 

ca ra c te r ís t ic a s  en e l espectro RMN, espectro de absorción 

in fra rro jo , punto de fusión, rotación esp ecífica , an á lis is  

elemental y CIM contra diversas bacterias. Basándose en estos 

datos, los productos son identificados como 1-N-(-a-hidroxi-

P-aminopropionil)-XE;-62-2.

El 1-N-(c-hidroxi-P-aminopropionil)-XK-62-2 de esta
invención presenta excelente actividad antibacteüana. Es es­

pecialmente notable e l hecho de que el compuesto ejerce una 

intensa actividad antibacteriana contra variedades de 

Es cherich ia co li con factores R que indican re sisten c ia  a lo s  

an tib ió tico s am iroglicósidos conocidos.

La Tabla I I  i lu s t r a  e l espectro antibacteriano de la  

kanamicina A, gentamicina C ^ , XK-62-2 y la s  formas D,: L y 

DL del 1-N-(a-hidroxi-p-aminopropiouil)-XK-62-2 contra diver­

sas b acterias Gram-negativas y Gram-positivas, determinadas
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1 por e l método de dilución en ágar a pH 8 ,0 . .

Comparando l a  concentración mínima de inhibición mos-

trada en la  Tabla 11, es evidente que el compuesto de esta
- invención posee una intensa actividad antibacteriana. Es ca-

s rac te ristico  que e l compuesto presente una intensa actividad

antibacteriana especialmente contra Escherichia c o li KY

y 8348.

En la  Tabla 11, .-Escherichia co li KY 8327 y KY 8348 uro-

ducen r e s p e c t i v a m e n t e . .  g e 'n .t- a jn i  — ¡

10 cin-aden iltransferasa y gentam icin-acetiltransferasa Tipo 1,

intracelularmente. La primera bacteria in activa a la s  kanami-

ciñas y gentamicinas por adenilación y la  última inactiva a

la s  gentamicinas por ace tila c ió n .'

Además, lo s espectros antibacterianos del 1-N-(a-hiáro-
18 xi-P-aminopropionil)-XK-62-2 (en la s  formas D,L y DL) en com-

paración con l a  kanamicina A, complejo de gentamicina C

(C^, y Cg) y XK-62-2, medido por el método de dilución

en ágar a pH 7,2 están indicados en la  Tabla 111 dada a con-

tlnuación.
20
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1 - TABLA B.

Espectro antibacteriano (concentra.'.i. ón r f.ima de

5 Cepas Kanamicina A Cénta^cina^

Pseudomonas aeruginosa BiMH 1 5,2
***** """***** 

0,{3
Staphylococcus aureus ATCC 6538P 0,021 0,jo4
B acillus su b t i lis  10707 0,021 0,004.

10
. Proteus vul^aris ATCC 6897 0,16 0,133

Shi¡srella sonnei ATCC 9290 0 ,]6 ' 0,033
Salmonella typhosa ATCC 9992 0,08 0,016

K lebsie lla  pneumoniae ATCC 10031 0,042 0,016

Escherichia c o li ATCC 26 0,16 0,p33

15
Escherichia c o li KY 8327 1,04 2,08

Escherichia c o li KY 8348 0,041 1 .̂04
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TABLA II

cnceytraoión de inhibición, mĉ /ml).

io iu a A Géntarticina-j^ XK-62-2

2 0,13 0,52

021 0,¡)04 0,008

021 0,ú04. 0,004

!6 o,?33 0,033

:6' o,f33 0,033

38 0,¡)16 0,008

342 0,016 0,004

16 o,p33 0,016

34 2 ¿08 1,04

341 1 }.04 1,04

1-N-( c-hi dro x i -{3 -amino p ro - 
oionil)-XK-62-2

Forma D Forma L Forma DL

2,08 1,04 1,04

0,004 0,004 0,065

.0,004 0,004 0,008

0,033 0,033 0,033

0,008 0,008 0,016

0,004 0,004 0,004

0,004. 0,004 0,033

0,004 0,004 0,008

0,004 0,004 0,004

0,004 0,004 0,004
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LO
Oí

O! 00
c-

. LO

<3 * O <3 LO O
Lf\

10
0 O O

O
0?

10
0

10
0 CM <3

O

10
0 <3 LO en cT

eno
OJ

m
3
o
g

03
3
O
O
o
o
o

r*í
>:
g
p
g43

M

A A A

LO LO ^  CO 
O  t-  Oí LO

C!
3
O
O
O
o

°

g

43
^3,

rn
en
LO
LO

V
O
n

Lo Lo
co co

to Lo
00 03

t*- r-̂ CO OL 
OJ OJ ^

^ ^ ^  ^

LO
'd*
O
03

CO CO
f* en <n en td td td g td C- Oí Oí

en co CO co co 03 M M 03 M O 03 t - 'sh ti*en Oí LO O O 0 O 0 en d OJ en
! í b & H & g g g g Q* *w 00

0 H M M M *r{ *rl *rí '!-* *rí LO g LO s EC3 hC ha O 03
E4 TÍ *rí *rí *rí TÍ *H * 2 g g p g g TÍ te *r! *w
<!{ f*í H r*L r-i K & w p *rí g 'H

O O O O O O V O O 0) 4) A 0 *rl g 0) gtd O O O O O O td td td td cd 03 g ^3 td h( t30 A td he -p hr+ ' d td td td td td M 03 M 03 n td g r*t p g
d *d -rí *rl td d td *w td .w 3

r*í S g g g g g O r-i a > g a0 0 O O O 0 c 0 O g r-í
oi *g *r{ *rí -w P! a a 5 0 d M 03 03 03
g r! R O O O O 0 Tí *r{ g g ^
*rí Q) 0) O <3 O 0 *d '3 *g 'O N-í 03 d O á 4)
O ^ .g ^ .3 ^ g g g g > 4? -P -p 43

O 0 O O 0 0 0 <3? 1! V 0 O O O O O
cd M o 0) &) M 03 C3 C3 03 C3 g H g g g g33 W W K M M M A P: Pt A Pí E Pi A A A

H
O
A
*wn
g
03
8o

4-1
w
S
g

O
<M

t- 0 tn
O ti- ti* -St- LO

Oí
LO

co LO
LO

CO
r-

Oí CO co
r- -sf-

03
i :  §

03
O
<H

0  0  
V

O
V

cT O 0 OJ en 0? <3 <3

10
0 0 en

10
0 0 cT 0 0 <3 g P 

H
!
g*rl

-rí
g
o

rp Wí-Úh-i
í
^  5

rL SH 
P
5  g
^3 M
g  g  
^  g  
t% o

4-L 
O 03

^ §Tj g
O 43
g  o
A<w

O
*rí
G

§
á  -

*r!
O

*w
a
o
0)
g
o
o

á
o
g
A

03 C\

td OÍ
td0 0)

td .<d
g g g

tu g
4-i 4-! O
03 03 4-1

g 03
§ s S
P p g

H r*! .p
*rí r-í
g P -P
43 O
Ti O g
td td O
! ! g

g g !
g*rL *rí

O O *r*í
*r! t:
5 *W

3 td ap p td
g g

§tu &
M M
v V 0
0 O M V
g g

Ti Ti O Ti
O O A
g g  *W
A A H A
.* .. ..
r - en LO

QUALÍTY

O
M

to
N



1

10

15

20

25

50

-  19 -

TABLA I I I

Espectro a n tib a c té r ic o  (concentr a r a n  mnima.

Cepas

Complejo de 
GentanácinaC

Staphylococcus aureus 209 P 0,2 < 0,05
Staphylococcus aureus Smith 0,2 <0,05

B acillu s su b t i l i s  ATCC 6633 0,2 <0 ,05
Sarcina lútea ATCC 9341 6,25 0,2

Escherichia c o li  T-2 1,56 0,4

EschericMa c o li  T-5 1,56 0,4

Escherichia c o li KY 8327^ 50 12,5
Escherichia c o li  KY 8321^ 100 6,25
Escherichia c o li  KY 8348^ 0,78 3,12

Escherichia c o li  EY 8349 *̂ - > 100, : 0,2

Pseudomonas aeruginosa BMH 1 12,5 0,4
Pseudomonas aeruginosa KY 8510^ 100 3,12

Pseudomonas aeruginosa KY 8511 100 50

Pseudomonas aeruginosa KY 8512^ -12,5 ' 0,4
Pseudomonas aeruginosa KY 8516^ >100 3,12
Providencia sp . 164^ > 1 0 0 50

K lebsie lla  pneumoniae n° 8045 0,4 0,2

Proteus m irab ilis 1287 6,25 1,56

Proteus vulgaris 6897 3,12 . 0,78

Proteus re ttg eri KY 4288 0,78 0,78

Proteus morganii KY 4298 * 1,56 0,78.

1: produce gentam icin-adenilíransferasa

3 : producá gentam icin-acetiltransferasa 
Tipo I

5 : produce kanam icin-acetiltransferasa
7í produce neom icin-kana^icin-fosfotransfc- 

rasa  Tipo I  y Tipo I I  y streptom icin-fcs. 
fo trausferasa

2 : produce gentamicjin-adc 
fo tran sferasa  íCiipo II

4: produce neomicimL-kans.nl

6: produce gentami^¡in..acc 
cin-fosfo  bransfmirasa' T

8 : probablemente PSfoduce 
9 : produce gentamiHii^^gg

POOR
Q U A U IY
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TABLA I I I

o antibacneriáno (.concentración mínima de inhibíción^ mcg/ml)

Complejo de 1-N-(a-hidroxi-'j3-aminopro-
Gent ami ciña C pionil)-X K -62-2______

Kanamicina A (C-j, Cj^-yC2) XK-62-2 Forma D Forma L Forma DL

0,2 <0,05 0,1 0,05 0,05 0,1
0,2 <0,05 <0 ,05 - - 0,05

0,2 <0 ,05 < 0 ,0 5 0,05 0,05 0,1

6,25 0,2 0,4 - - 0,4

1,56 0 ,4 0,4 0,2 - 0,4

1,56 0,4 0,4 - - 0,4

50 12,5 12,5 0,2 0,2 0,4.

100 6,25 . 3,12 0,2 0 ,4 0,2

0,78 3,12 12,5 0,2 0,2 0,2

> 100, ; 0,2 0,4 0,2 0,2 0,2

12,5 0,4 0,78 1,56 1,56 1,56

100. 3 ,1 2 . 1,56 3,12 3,12 3,12

100 50 100 3,12 3,12 3,12

-12,5 * 0 ,4 0,78 1,56 0,78 0,78
>100 3,12 3,12 - - 3,12
> 1 0 0 50 100 6,25 6,25 12,5

0,4 0,2 0,1 0,2 0,2 0,2

6,25 1,56 0,78 3,12 3,12 3,12

3,12 . 0,78 0,78 0,78 1,56 3,12
0,78 0,78 0 ,4 - - 0,78

* 1,56 0,7$: 0,4 - - 0,78
crasa 2 : produce gentam icjin-adeniltransferasa y neomicin-kanamicin-fos-

fo tran sferasa  Ti^po I I

crasa 4-: produce n eom ic^-kanaaicin-fosfotransferasa* Tipo I

casa
ctransfc-
3ic iu - fc s

6 : produce gentaníieijin-acetiltransferasa Tipo I  y neomicin-kanami- 
cin-fosfobransf^árasa*Tipo I  .

8 : probablemente Produce kanam icin-acetiltransf erasa.
9: produce g en tam i^ i^ ^ ce tiltran sfe rasa  Tipo II.-

POOR
QUAUTY
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Los enziD!as anteriores son producidos intracelularmente 

y, con lo s enzimas, la s  bacterias inactivan a lo s antib ió­

tic o s .

Ea la  Tabla I I I  se observa que e l 1-N-(a-hidroxi-j3-ami- 

nopropionil)-XK-62-2 de esta  invención posee una actividad 

antibacteriana muy intensa frente a diversas bacterias que 

presentan re sisten c ia  por lo menos a uno de lo s an tib ióticos 

de gentamicina y a l  XK-62-2, que producen gentamicin-adonil- 

tran sferasa y/o gentam icin-acetiltransferasa Tipo I  y Tipo II 

intracelulaim ente, inactivando con ello  a  lo s  an tib ióticos de 

gentamicina y a l  XK-62-2.

La puesta en práctica  de c ie rta s  realizaciones e sp ec ifi­

cas de esta  invención e<. itrada por lo s sigu ientes ejem­

plos representativos. En 1* i ejemplos, se emplea la  forma 

DL del agente ac ilan te .

EJEMPLO 1

Producción de 6'-N-carbobehzoxi-XK-62-2, 2'-N-carbobenzoxi- 

XK-62-2 y 2'-N,6'-N-dicarbobenzoxi-XK-62-2

Se disuelven 4,00 g (8,65 milimoles) de XK-62-2 en 92 mi 

de dimetilformamida acuosa a l 50 %. A l a  solución se añade go­

ta  a gota una solución de 3,23 g (12,9 milimoles) de N-bencil- 

oxicarboniloxisuccinimida en 70 mi de dimetilformamida, con 

agitación , mientras se mantiene la  temperatura entre 0° y 5°C, 

La adición es completa en:3 horas. La mezcla se deja en repo­

so entre 0 y 5°C durante la  noche. Por cromatografía en capa 

fin a de gel de s í l i c e  (revelador: isopropanol/amoniaco acuoso 

concentrado/cloroformo 4 :1 :1 , reactivo colorante: ninhidrina), 

se confirma la  presencia de XK-62-2 que no ha reaccionado ade­

más de 6'-N-oarbobenzoxi-XK-62-2 (Rf: 0 ,71), 2'-N-carbobenzo- 

xi-XK-62-2 (Rf: 0,62) y 2'-N,6'-N-dicarbobenzoxi-XK-62-2
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(Rf: 0 ,88).

EJEaCPLO 2

Producción de 2'-N,6'-N-dicarbobenzoxi-XE-62-2

En este ejemplo, l a  mezcla de reacción obtenida en e l 

Ejemplo 1 anterior se concentra a presión reducida. Al residuo 

resu ltante se  añaden 70 mi de agua y 50 mi de acetato de e t i ­

lo y la  mezcla resu ltan te se ag ita  fuertemente. Despuós la  ms 

ola se deja en,reposo ,para separarla  en dos capas (capa acuo 

sa  y capa de acetato de e t i lo ) .  La capa acuosa se extrae dos 

veces con 30 mi de acetato de e t i lo . La capa de acetato de 

e tilo  y lo s extractos se combinan, se secan con su lfato  sódi­

co anhidro y se evaporan a sequedad. Como resultado de ello  

se obtienen 2,24 g de 2' -N, 6 '-N-dicarbobenzoxi-XK-62-2 en fo r­

ma de sólido amorfo de color amarillo pálido. Rendimiento:

35,1 %. La muestra a s í  obtenida puede ser directamente emplea­

da como m aterial de partida para la  reacción subsiguiente.

Sin embargo, s i  se desea, e l producto puede se r  purificado ade 

más por cromatografía en columna, de gel de s í l i c e  (revelador:

: isopropanol/amoniaco acuoso concentrado/cloroformo 4 :1 :1 ) .

El a n á lis is  del 2'-N,6'-N-dicarbobenzoxi-XIL-62-2 revela lo  

sigu iente:

Punto de fusión : 93-95°C

Rotación e sp ec ifica : = +81,6° (c = 0,12, metanol).

Espectro de absorción in frarro jo  (KBr) (cm**^) [^Fig.4l: 

[3800-3000, 2950, 1700, 1540, 1456, 1403, 1310, 1250, 1160,

1050, 1010, 960, 738, 700, 605.

Espectro de resonancia magnética nuclear (en metanol-d^)

6 (en ppm d e TMS) {^Fig. l l :  1,13 (3H, s in g le te ), 2,62 (3H, 

s in g le te ), 3)01 (3H, s in g le te ) , 5)30-4)90 (6H, ancho, sin g le- 

te ) , 7)43 (5H; s in g le te ) , 7)47 (5H, s in g le te ).

- 2 1 -
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A nálisis elemental para ^36^55^5^12*^2°'

. ^ Calculado : C, 58,10; H, 7,29; N, 9,46 %

Encontrado: C, 58,02; H, 7,51; N, 9,70 % 

- EJEMPLO 3

. 5 Producción de 6'-N-carbobenzoxi-XK-62-2

- En este ejemplo, la  capa acuosa obtenida después de l a

- extracción con acetato de etilo  en e l Ejemplo 2 se concentra

- hasta unos 15.mi bajo presión reducida. El concentrado resu l­

tante se carga en una columna con un diámetro de 2,5 cm, re-

10 lleno con 200 mi de una resina cambiadora de ión, Amberlite

CG-50 (forma amónica) (Producto de Rohm and Haas Co., Estados 

Unidos). La columna se lava;con 200 mi de agua Después se rea

l iz a  la  elución con amoniaco acuoso 0,1N y el eluato se reco-

ge en porciones de 10 mi. Se eluye e l 6'-N-carbobenzóxi-XK- .

13 62-2 e.n la s  fracciones háms. 48-65. Estas fracciones se

combinan y concentran a sequedad bajo presión reducida. Se

obtienen 1,23 g de un sólido^amorfo incoloro.-Rendimiento:

23,1 %. La muestra a s i  obtenida puede se r  empleada directamen

te  como material de partida para l a  reacción subsiguiente. Sii

20 embargo, s i  se desea, e l producto puede se r  purificado más poi

el tratamiento antes descrito con una resina cambiadora de

ión.
El a n á lis is  del 6'-N-carbobenzoxi-XK-62-2 revela lo  s i ­

guiente: _
25 Puntóle fusión: 108-110°C

Rotación especifica: [q ]^  = 127,8° (c = 0,094, metano!). 

Espectro de absorción in frarrojo  (KBr, cm"*̂ ) E^ig. 5Ü:

3700- 3000, 2930, 1690, 1630, 1596, 1480, 1452, 1402, 1250, 

1143, 1096, 1050, 1020, 830, 768, 750, '697, 595, 550.
30 Espectro de resonancia magnética nuclear (en metanol-d^)

D fM lB
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6 (en ppm de TMS) [jFig. 2 ]: 1,16 (3H, s in g le te ), 2,61 (3H, sin  

g le te ) , 3,01 (3H, s in g le te ), 5,30-4*90 (4H, m ultip lete), 7,47 

(5H, s in g le te ).

A nálisis elemental para CggH^yN^Og.HgO:

Calculado : C, 54,77; H, 7,84; N, 11,13 %

Encontrado: C, 54,91; H, 7,93; N, 10,90 %

EJEMPLO 4

Producción de 2 ' -N-carbobenzoxi-XK-ó2--2

Después de la  elución del 6'-N-carbobenzoxi-XK-62-2 en 

e l Ejemplo 3, se eluye e l 2 '-N-carbobenzoxi-XZ-62-2 en la s  

fracciones núms. 78-97* Estas fracciones se combinan y concen-- 

tran a  sequedad bajo presión reducida para obtener 1,43 g de 

2'-N-carbobenzoxi-XK-62-2 en forma de sólido amorfo incoloro. 

Rendimiento: 26,7 %* La muestra a s i  obtenida puede se r  direc­

tamente u tiliza d a  como m aterial de partida para la  reacción 

subsiguiente. Sin embargo, s i  se desea, e l  producto puede se r  

purificado más por tratamiento con una resina cambiadora de 

ión en la  forma descrita  en e l Ejemplo 3.

El, a n á lis is  del 2 '-N-carbobenzoxi-XK-62-2 purificado re­

vela lo sigu ien te:

Punto de fusión: 107--110°C

Rotación esp ecifica : "  +87, 80°  (c = 0, 10, agua).

Espectro de absorción in frarro jo  (KBr) (cm** )̂ [F ig . 6[): 

3700-3100, 2930, 1702, 1530, 1451, 1310, 1255, 1141, 1053, 

1021, 960, 735, 697, 6O4.

Espectro de resonancia magnética nuclear (en metanol-d^): 

$ (enppade TMS) [F ig . 3] :  1,13 (3H, s in g le te ), 2,42 (3H, sin ­

glete)., 2,60 (3H, s in g le te ), 5,13 (4H, singlete ancho), 7,43 

(5H, s in g ló te ).

A n álisis elemental; para CggH^N^Og^HgO:
30
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Calculado : C, 53,08; H, 8,06; N, 11,06 %

Encontrado: C, 53,31} H, 8,16; N, 10,93 %

EJEMPLO 5

Producción de áster de N-hidroxisuccinimida del ácido a-hidro- 

xi-P-carbobenzoxiaminopropiónico 

Se disuelven 1,0 g (4,2 milimoles) de ácido a-hidroxi-P- 

carbobenzoxiaminopropiónico []el compuesto e stá  descrito en 

The Carbohydrate Research, Vol. 28, págs. 263-280 (1373J  y 

0,48 g (4,2 milimoles) de N-hidroxisuccinimida en 35 mi de ace­

tato de e t i lo . A l a  solución se añaden 0,86 g (4,2 milimoles) 

de diciclohexilcarbodiim ida, con agitación , mientras se man­

tiene la  temperatura a 0-5°C. La mezcla se deja en reposo a 

la  misma temperatura durante la  noche. La diciclohexilurea se­

parada se elimina por f i lt ra c ió n . El filtrad o  resultante se 

concentra a presión reducida para separar e l acetato de e t i lo . 

Asi se obtienen 1,30 g de á ste r  de N-hidroxisuccinimida del 

ácido a-hidroxi-j3-carbobenzoxiaminopropiónico en forma de una 

materia oleosa transparente e incolora. Rendimiento: 92,0 %.

El producto a s i  obtenido puede se r  u tilizado t a l  como está  

para la  reacción subsiguiente. Sin embargo, s i  es necesario, 

e l producto puede se r  purificado más por-cromatografía en colun 

ná y otros mótodos conocidos.

El a n á lis is  del producto purificado revela lo sigu iente: 

Espectro de absorción in frarro jo  (pelícu la  liq u id a , cm*"̂ )

B700- 3100, 2950, 1816, 1780, 1700, 1520, 1320, 1170, 1070, 992

330-500.

Espectro de resonancia magnética nuclear (tn deuteriocloro-- 

Formo) 6 (en ppm de TMS): 2,77 (4H, s in g le te ), 3,67 (2H, multi-- 

3 lete), 4,64 (1H, m ultip lete), 5,11 (2H, s in g le te ) , 5,82 (1H, 

brip lete, J  = 3,0 Hz), 7,33 (5H, s in g le te ).

- 2 4 -
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A nálisis elemental para C^H^NgOy:

Calculado : C, 53,57; H, 4,76; N, 8,33 %

Encontrado: C, 53,42; H, 4,65; N, 8,39 %

EJEMPLO 6

Producción de l-N-(a-hidroxi-p-carbobenzoxiaminopropionil)- 

2' -N, 6' -N-dicarbo benzoxi-XK-62-2 

Se disuelven 740 mg (1 ,0  milimoles) de 2'-N,6'-N-diearboY 

bensoxi-XK-62-2 en 20 mi de dimetilformamida acuosa a l  50 %.

A l a  solución se añade gota a gota una solución de 403 mg 

(1,2 milimoles) de á ste r  de N-hidroxisuccinimida del ácido 

G-hidroxi-P-carbobenzoxiaminopropiónico en 15 mi de dim etil­

formamida, con agitación , mientras se mantiene la  temperatura 

entre -5° y 0°C. La adición es completa en una hora* Después 

l a  mezcla se deja reaccionar durante la  noche. Por cromatogra 

f i a  en capa fin a  de gel de s í l i c e  (bajo la s  mismas condicio­

nes que en e l  Ejemplo 1), se detecta la  presencia de una pe­

queña cantidad.de subproductos y de 2'-N,6'-N-dicarbobenzoxi- 

XK-62-2 que no .ha reaccionado además de 1-N-(c-hidroxi-í3-car- 

bobenzoxiaminopropionil)-2 '-N, 6'-N-dicarbobenzoxi-XK-62-2 

(Rf: 0 ,95 ). La mezcla de reacción se concentra a presión reda 

oída para obtener un residuo ligeramente am arillento. El re s i 

dúo se u t i l i z a  para la  reacción subsiguiente sin  purificación 

Si se desea, e l producto puede ser  purificado por cromatogra­

f í a  en columna de gel de s í l i c e  de la  misma forma que en el 

Ejemplo 1.

EJEMPLO 7

Producción de 1-N-(ct-hidroxi-[2-carbobenzoxiaminopropionil)--2' 

if-carbobenzoxi-XK-62-2

Se disuelven 633 mg (1,0 milimoles) de 2'-N-carbobenzo- 

xi-XK-62-2 en 20 mi de dimetilformamida acuosa a l  50 %. A la
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solución se añade gota a gota una solución de 403 mg (1,2 mi- 

lim oles) de á ste r  de N-hidroxisuccinimida del ácido a-hidro- 

xi-p-carbobenzoxiaminopropiónico en 15 mi de dimetilformami- 

da, con agitación , mientras se mantiene lá  temperatura entre 

-5 ° y 0°C. La adición es completa en una hora. Despuós la  meẑ  

o la  se deja reaccionar durante la  noche. Por cromatografía en 

capa fina del gel de s í l i c e  (bajo la s  mismas condiciones que 

en el Ejemplo 1), se detecta la  presencia de una'pequeña can 

tidad de subproductos y*2'-N-carbobenzoxi-XK-62-2 que no ha 

reaccionado además de 1-N-(a-hidroxi-iP--carbobenzoxiaminopropiq 

nil)-2'-N-carbobenzoxi-XK-62-2 (Rf: 0 ,83). La mezcla de reac­

ción se concentra a  presión reducida para obtener un residuo 

ligeramente am arillento. El residuo se u t i l iz a  para l a  reac­

ción subsiguiente sin* purificación . Si se desea, e l producto 

puede ser purificado por cromatografía en columna de gel de 

s í l i c e  de la  misma manera que en el Ejemplo 1.

EJEMPLO 8

Producción de 1-N-(a-hidroxi-&-carbobenzoxianiinopropionil)-6'- 

N-carbobenzoxi-XK-62-2

Se disuelven 615 mg (1,0 milimoles) de 6'-N-carbobenzoxi- 

XK-62-2 en 20 mi de dimetilfoxmamida acuosa a l  50 %. A la  so­

lución se añade gota a gota una solución de 403 mg (1,2 m ili- 

moles) de á ste r  de N-hidroxisuccinimida del ácido n-hidroxi- 

P-carbobenciloxiaminopropiónico en 15 mi de dimetilformamida, 

con agitación , mientras se mantiene la  temperatura entre -5° 

y 0°C. La adición es completa en una hora. Despuós l a  mezcla 

se deja reaccionar durante la  noche. Por cromatografía en ca­

pa fin a de gel de s í l i c e  (bajo la s  mismas condiciones que en 

e l Ejemplo 1), se detecta la  presencia de una pequeña cantidad 

de subproductos y 6'-N-carbobenzoxi-XK-62-2 que no ha reaccio-
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nado además de l-N-(a-hidroxi-P-'carbobenzoxiaminopropionil)- 

6'-N-carbobenzoxi-XK-62-2 (Rf: 0 ,87 ). La mezcla de reacción 

se concentra a  presión reducida para obtener un residuo l ig e ­

ramente am arillento. El residuo se  u t i l iz a  para la  reacción 

subsiguiente sin  purificación . Si se desea, e l producto pue­

de se r  purificado por tratamiento con una resina cambiadora 

de ión en l a  forma d escrita  en el Ejemplo 3.

EJEMPLO 9

. Producción de 1-N-(K-hidroxi-P-amiuopropionil)-XK-62-2

El residuo obtenido en e l Ejemplo 6 conteniendo 1-N-(a- 

hidroxi-P-carbobenzoxiaminopropionil)-2 '-N, 6 '-N-dicarbobenzo- 

xi-JCK-62-2 como componente principal se disuelve en 20 mi de 

metanol acuoso a l  20 %. A l a  solución se añaden,1,0 mi de 

ácido acético y la  mezcla se somete a  hidrogenolosis en pre­

sencia de 120 mg de catalizador de paladio a l  5 % en carbón 

activo , a  la  temperatura ambiente-y a la  presión atmosférica, 

durante ó horas. Por cromatografía en capa fin a de gel de s í ­

l ic e  (revelador: isopropanol/amoniaco acuoso concentrado/clo- 

roformo 2 :1 :1 . reactivo colorante:-.ninhidrina), se confirma 

l a  presencia de 1-N-(a-hidroxi-P-aminopropionil)-XK-62-2 (Rf: 

0,42) como componente p rin cipal, sus isómeros de posición y 

una pequeña cantidad de XK-62-2 (debido a l  2'-N,6'-N-dicarbo- 

benzoxi-XK-62-2 que no ha reaccionado en e l Ejemplo 6). El 

catalizador se separa por f i lt ra c ió n  y e l  filtra d o  se concen­

tr a  a presión reducida. El residuo se disuelve después en 10 m3 

de agua y l a  solución se carga en una columna (diámetro: 1,5 

cm) de 70 mi de resina cambiadora de ión, Amberlite C6-50 

(forma amónica). La columna se lava con 200 mi de agua y des­

pués se  hace pasar a través de la  columna amoniaco acuoso 0,2N 

para recuperar XK-62-2 (58 mg). La elución se re a liz a  con amo­
30



niaco acuoso 0,4N mientras se controlan lo s componentes por 

cromatografía en capa fin a . Las fracciones que contienen 1-N- 

(a-hidroxi-P-aminopropionil)-XK-62-2 (Rf: 0,42) como único 

componente se combinan y evaporan a sequedad bajo presión re­

ducida para obtener 371 mg de un sólido amorfo incoloro. Ren­

dimiento: 58,1 % a p a rt ir  de 2'-N,6'-N-dicarbobenzoxi-XK-62-2. 

El a n á lis is  del producto revela lo sigu ien te:

Punto de fusión: 149-152°C (descompone a  160°C).

Rotación esp ec ífica : = +91,5^ (c. = 0,106, agua).

Espectro de absorción in frarro jo  (KBr, cm"* )̂ )[Fig. 

3800- 3000, 2930, 1650, 1570, 1480, 1385, 1330, 1110, 1052,

1020, 813. - ' '

A nálisis elemental para Cg^H^gN^O .̂HgCO .̂^HgO:

Calculado : C, 45,07; H, 7,98; N, 13,14 %

Encontrado: C, 45,21; H, 7,71; N, 13,32 %

EJEMPLO 10

Producción de 1-N-(c-hidroxi-P-aminopropionil)-XK-62-2 

El residuo obtenido en el Ejemplo 7 conteniendo l-N-(a- 

hidroxi-p-carbobensoxiaminopropionil )-2 ' -N-carbobenzoxi-XK-62-í! 

como componente principal se disuelve en 20 mi de metanol acuo 

so a l  20 %. A la  solución se añaden 1,0 mi de ácido acético y 

la  mezcla se somete a h idrogenolisis en presencia de 110 mg 

de catalizador de paladio a l  5 % en carbón activo, a la  tempe­

ratura ambiente y a l a  presión atm osférica, durante 6 horas. 

Una vez completada la  reacción, l a  mezcla de reacción se t r a ­

ta  de la  forma d escrita  en e l Ejemplo 9 para obtener 397 mg 

de 1-N-(a-hidroxi-P-aminopropionil)-XK-62-2. Rendimiento: 62,1^ 

a p a rt ir  de 2'--N-carbobenzoxi-XK-62-2.

- 2 8 -
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1 EJEMPLO 11

Producción de 1-N-(a-hidroxi-B-aminoT)ropionil)-XK-62-2
- El residuo obtenido en e l Ejemplo 8 conteniendo 1-N-(a-.

hidroxi-P-carbobenzoxiaminopropionil) -6 ' -N-carbobenzoxi-

5 XK-62-2 como componente principal se disuelve en 20 mi de

- metanol acuoso a l  20 %. A l a  solución se añaden 1,0 mi de

ácido acético y l a  mezcla se somete a hidrogenolisis en pre-

sencia de 110 mg de catalizad or de paladio a l  5 % en carbón

activo , a l a  temperatura ambiente y a la  presión atmosférica

. 10 durante 6 horas. Una vez completada, la  reacción, la  mezcla

de reacción se tra ta  de la  misma forma que en e l Ejemplo 9

para- obtener 243 mg de l-N-(a-hidroxi-P-aminopropionil)-'

XK-62-2. Rendimiento: 33!*! % a p a r t ir  de 6 ^-N-carbobenzoxi-

XK-62- 2.
1S EJEMPLO 12

* Producción de monosulfato de 1-N-(a-hidroxi-P-aminopropio-

nil)-XK-62-2

Se disuelven 6,39 g (lO m ilim oles) de 1 -N-(a-hidroxi-p- 

aininopropionil)-XK-62-2 en 20 mi de agua. A l a  solución se
20 añade una solución de 0,98* g (10 milimoles) de ácido su lfú r i-

- co en 5i0 mi de agua, con enfriamiento. Al cabo de 30 minutos, 

se añade etanol fr ío  a la  solución hasta que la  precipitación

- es completa. El precipitado blanco se separa por f iltra c ió n

para obtener el monosulfato de 1-N-(a-hidroxi-P-aminopropio-
28 nil)-XK-62-2.

- EJEMPLO 13

Producción de 1-N-(a-hidroxi-j3-carbobenzoxianiinoprouionil)-
- XK-62-2

Se disuelven 2,79 g (6 ,0  milimoles) de XK-62-2 en 50 mi
'' 30 de dimetilformamida Acuosa a l  50.%. A la  solución se añade go-
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ta  a gota una solución de 2,82 g (8,4 milimoles) de é ster de 

N-hidroxisuccinimida del ácido a-hidroxi-P-carbobenzoxiamino- 

propiónico en 20 mi de dimetilformamida, con agitación , man­

teniendo l a  temperatura entre -5°C y 0°C. l a  adición es com­

p le ta  en una hora. La mezcla se deja reaccionar durante la  

noche. Por cromatografía en capa fin a de gel de s í l i c e  (reve­

lador: isopropanol/amoniaco acuoso concentrado/cloroformo 

4i 1: 1, reactivo colorante: ninhidrina), se detecta la  presen­

c ia  de 1-N-(a-hidi'oxi-p-carbobenzoxiaminopropionil)-XK-ó2-2 

(Rf: 0 ,63), subproductos y XK-62-2 que no ha reaccionado. La 

¡mezcla de reacción se concentra a presión reducida para obte­

ner un residuo ligeramente amarillento que contiene 1-N-(a-hi- 

droxi-p-carbobenzoxiaminopropionil)-XK-62-2. El residuo se u ti 

l iz a  para la  reacción subsiguiente sin  purificación .

EJEMPLO 14

Producción de 1-N-(q-hidroxi-i3-aminopropionil)-XK-62-2

Se disuelve e l residuo obtenido en e l Ejemplo 13 en 40 mi 

de metanol acuoso a l  50 %. A l a  solución se añaden 0,6 mi de 

ácido acético y la  mezcla se someto a hidrogenolisis en presen­

cia  de 250 mg de catalizador de paladio a l  5 % en carbón a c t i­

vo, a la  temperatura ambiente y a la  presión atm osférica, du­

rante 6 horas. Por cromatografía en capa fina, de gel de s í l i c e  

(revelador: isopropanol/amoniaco acuoso concentrado/clorofor­

mo 2 : 1: 1) ,  se confiima la  presencia de 1-N-(a-hídroxi-(3-ami- 

aopropionil)-XK-62--2, sus isómeros de posición y una pequeña 

santidad de XK-62-2. El catalizador se separa por f iltra c ió n  

y e l filtrad o  se concentra a presión reducida. Al residuo se 

añaden 15 mi de agua y la  solución se carga en una columna 

(diámetro: 2,5 cm) que contiene 150 mi de una resina cambiado­

ra de ión, Amberlite CG-50 (forma.amónica). La columna se lava

- 3 0 -
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.con 2C0 mi de agua y después se hace pasar a través de la  co­

lumna amoniaco acuoso 0,2N para recuperar XK-62-2 (116 mg).

La elución se re a liz a  con amoniaco acuoso 0 , 4-N mientras se 

controlan lo s componentes por cromatografía en capa fin a . Se 

combinan la s  fracciones que contienen 1-N-(a-hidroxi-j3-amino- 

propionil)-XK-62-2 (Rf: 0,42) como único componente y se eva­

pora a sequedad bajo presión reducida para obtener 586 mg de 

un sólido amorfo incoloro. Rendimiento: 15,3 %.

E l.a n á lis is  del producto revela lo sigu ien te :

Punto de fusión: 149-152°C (se descompone a 160°C). 

Rotación esp ec ifica : = +91,5° (c = 0,106, agua).

Espectro de absorción in frarro jo  (KBr, cm"*^): 3800-300Ó,

2930, 1650 , 1570, 1480, 1385, 1330, 1110, 1052, 1020, 813.

A n álisis elemental para C^^gNgOg.HgCO^.^HgO.

Calculado .: C, 45,07; H, 7 ,98; N, 13,14 %

Encontrado: C, 45,31; H, 7,54; N, 13,13 %

EJEMPLO 15

Producción de 1-N-(a-hidroxi-Q-sminopropionil)-XK-62-2

Se disuelven 926 mg (2,0 milimoles) de XK-62-2 en 100 mi 

de dimetilformamida acuosa a l  50 %. A la  solución se añade 

gota a gota una solución de 1,18 g (5,4 milimoles) de N-eto- 

x icarbon ilftalim ida en 10 mi de dimetilformamida, con ag ita­

ción, mientras se mantiene la  temperatura a 20-25°C. La ad i- 

ción es completa en 15 minutos. La mezcla se deja reaccionar

durante l a  noche. La mezcla de reacción contiene 2 '-N -fta lo il-  

XK-62-2 como componente principal y se u t i l iz a  para la  reac­

ción subsiguiente s in  aislam iento ni purificación .

30

A la  mezcla de reacción se añade gota a gota una solu­

ción de 1,05 g (3,2 milimoles) de á ste r  de N-hidroxisuccini-
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mida del ácido a-hidroxi-P-N-ftaloilpropiónico en 10 mi 

de dimetilfórmamida, mientras se mantiene la  temperatura 

a 20-25°C. La adición es completa en 15 minutos. La més­

e la  se deja reaccionar durante la  noche. Asi se obtiene 

una mezcla de reacción que contiene 2 '-N - fta lo il-1-N-(a- 

hidroxi-P-N-ftaloilpropiqnil)-XK-62-2, como principal.compo­

nente. *

A la  mezcla de reacción se añade después gota a 

gota una solución de 12,9 g de hidrazina acuosa a l  80 % 

en 70 mi de metanol, mientras se mantiene la  temperatura 

a 10-15°C. La adición es completa en 30 minutos. La mez­

cla  se deja reaccionar durante la  noche para eliminar e l 

grupo f t a lo i lo . .L a  mezcla de reacción se concentra a pre­

sión reducida y e l residuo resu ltante se disuelve en

20 mi de agua. Por cromatografía en columna empleando 

Amberlite CG-50 (forma amónica) bajo la s  mismas con­

diciones que en e l E j e m p l o  14* s e  o b t i e n e n  

685,5 mg d e 1 1- N- (a - h i  d r  ox i  -  p- a m i  n ep rop ip n il)-  

XK- 6 2 - 2  deseado. Rendimiento: 53*7 %.

En resumen, la  Patente de Invención que se so­

l i c i t a ,  deberá recaer sobre la s  sigu ien tes:
' '  30
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y lo s  derivados del mismo cuando por lo menos unos de lo s  

grupos amino unidos a lo s  átomos de carbono de la s  p o sic io ­

nes 2 ' y 6 ' está  protegidos por un grupo protector de amino 

con 0 ,4  a 2,5 moles de un agente acilan te  por mol de compues 

to de p artid a , capaz de introducir un grupoc^-hidroxi-&-ami 

no. sustituído-propionilo, donde dicho grupo p-amino está sus. 

titu íd o  con un grupo protector seleccionado entre e l grupo 

formado por:

30
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donáe y R  ̂ pueden ser igu ales o d iferentes y representan 

H, OH, NOg, C l, Br, I ,  grupos a lq u ile s  de 1 a 5 átomos de cay 

bono o grupo a lco x i de 1 a 5 átomos de carbono y R  ̂ es H, F, 

Cl,- Br, I  o un grupo a lq u ilo  de 1 a 3 átomos de carbono, en 

un disolvente a una temperatura de -$0 a. 509C, para introdu. 

c ir  dicho grupo cí-hidroxi-^-amino sustitu ído-propionilo  en el 

grupo amino ligado a l  átomo de carbono de la  posición 1 de 

dicho compuesto de p artid a  y después eliminar dicho grupo - 

protector.

2 .-  Un procedimiento según la  reivindicación 1, 

donde dicho agente ac ilan te  está  seleccionado entre ác id o <%- 

hidroxi-p-amino suetituído-propiónico y sus derivados cue po 

seen capacidad a c ila n te .

3-- Un pfocedimiento según la  reivindicación 1, 

donde dicho agente ac ilan te  es:



- 3 6 -

0 OH 0
H ! t!CHg-O-C-NH-CHg-CH-C-O-N.N

4 .  -  Un procedimiento según la  reivindicación  1, 

donde dicha temperatura de reacción está comprendida entre - 

- 20° y 203C y se emplean de 0 ,7  a 1,5 moles de agente acilan  

te por mol de compuesto, de partid a .

5 . -  Un procedimiento según la  reivindicación  1. 

donde dicho grupo protector es un grupo benciloxicarbonilo y 

la  eliminación se líev a  a cabo por h id rogen o lisis.

6 .  - Un procedimiento según la  reivindicación  1, 

donde dicho grupo pro.tector es un grupo f t a lc i lo  y la  elim i 

nacipn se rea liz a  con hidrazina.

Un procedimiento según la  reivindicación 1, 

donde dicho disolvente de reacción está  seleccionado entre 

e l grupo formado por tetrahidrofurano, dimetilformamida, d i- 

metilacetamida, a lcoh o les in fe r io re s , dioxano, é ter d im etíli 

co de e t i le n g lic o l, p ir id in a  y agua.

8 . -  Un procedimiento -según la  reivindicación  1, 

donde dicho an tib ió tico  XK-62-2 se hace reaccionar con un 

reactivo protector de amino' en un disolvente adecuado para 

proteger lo s  grupos amino unidos a lo s  átomos de carbono de 

la s  posiciones 2' y/o 6 ' del XK 62-2.

9 *-  Un procedimiento según la  reivindicación  8 , 

donde dicho reactivo protector del amino e stá  seleccionado 

entre e l grupo formado por:
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üR̂ -CHg-C-X
0

O
)!

3 2 ;

¿onde y Rg pueden ser igu ales o d iferentes y representan 

H, Oh, NO ,̂ C l, Br, I ,  grupos a lqu ilo  de 1 a 5 átomos de - 

carbono, grupos a lco x i de 1 a 5 átomos de carbono; R  ̂ es H, 

F, C l, Br, I  o un grupo alqu ilo  es 1 a 5 átomos de carbono 

y X es C l, Br o I .

10 .-  Un procedimiento según la  reivindicación 8 , 

donde dicho disolvente de la  reacción de'protección ¿e l gru 

po amino e stá  seleccionado entre e l grupo formado por tetra, 

hidrofurano, d inetilacetam ida, dimetilformamida, alcoholes 

in fe r io re s , dioxano, éter dim etílico de e t i le n g lic o l, p ir i-  

dina y agua.
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