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MEMORIA DESCRIPTIVA

El presente invento se refiere s nuevog derivados

" halogenados de la férmula general

en la que

54 X ge elige del grupo congtitufdo por cloro, bromo



(]
n
"

e yodo,

¥ a sus sales aceptables en farmaoia.

Se ha desc¢ubierto que los nuevos derivedos halo-
genhdos de la férmuls I y sus sales aceptables en farmacig

54 exhiben activided bactericids y antiprotozoaria. Asi puSEH,

son Utiles como agentes bactericidas ¥y antiprotozoarios.

Los nuevos derivados hglogenados de la férmuls I
¥ sus sales aceptables en farmacia se preparan segin el pre—
gente invgnto mediante un procedimiento que comprende some—

10. ter a halogenacién correspondiente una sal de un compuesto
de la f£érmule

(11)

15. y convertir, si se desea, un compuesto de la férmula I en
una sal respectiva aceptable en farmacig.

La halogenacibn de las sales del compuesto de la
férmula II se lleva a cabo giguiendo técnicas de halogengcidn
convencionalege Asi pues, la halogenacién pueds llevarse g

20, cabo con la ayuda de N-bromo- o N-clorosuccinimide en un di-
solvente orgfnico halogenado tal como cloroformo, tetraclorurc
de ocarbono o clorurc de metileno. La tempersture paras esta
reaccidn se encuentra, convenientemente, en les gama compren-
dide entre la temperatura del ambiente y el punto de ebulli-

cidn de lg mezcla resccional son la variacidn correspondiente



del tiempo de la reaccidn, por ejemplo alrededor de 12 horas
cuando se elagbora a la tempergturs del gmbiente y slrededor
de 10 minutos a alrededor de 2 horas cuando se elgbora a la
temperatura de reflujo. La haloggnaci6n puede lleverse a ca~
5e bo también con la ayuda de bromo, por ejemplo en uno de 1los
disolventes halogenados antes indicedos o en disulfuro de
carbono o bien con la gyuda de cloxro, por ejemplo en tetrgm
“cloruro de garbono. La temperaiurs estd comprendids, conve-

nientemente, entre alrededor de =~102C y 41020 y el tiempo

10. de la reaccidn entre glrededor de 1 y 6 horas. La yodaocidn
pueds realigarse con momocloruro de yodo, por ejemplo en
dcido acético glaciagl a alrededor de la temperatura del agm-
biente durante un tiempo comprendido entre unos 15 minutos ‘
y wias 2 horas o mediante yodo en una base orgénica tal como,

15. por ejemplo, morfolina g ung temperatura alrededor de la
gmbiente durante unas 5 a 7 dfas.

Los compuestos de partida @itiles en el procedimien-
to segin el invento, o sea las sales del compussto de la
£érmule II, pueden preparsrse por fermentacién pare producir

20, el compuegto de lg férmule II y subsiguiente conversidn de
éste en ung ssgl. EL microorgenismo que produce dicho com~
puesto de lg £f8rmulg II es un orgenismo streptomyces aislado
de una muestra de terreno recogido en Hyde Fark, Massachu-
mettss Bn el depertemento de Agrioyltura de los Egtados Uni-

25 dosy Agricultural Research Servicg, Northern Utilization
Research gnd Development Divieién, Peoria, Illinois se depo~
gitaron tubog liofiligedos del ogltivo con la designacién
de laboratorio X~357. EL cultivo, identificado con el nime-
ro NRRL 3382 por el Agricultursl Research Service, se ha



ofrooido al péblico como NRRL.
Lo fermentacidn gtilizanﬂo.didho ni croorganisno
da un natorial antibidtico, identificado hasta chora oomo
. sntibiftico X-537A (Lasalocida &), que con el andlisis de
5y loboratorio ha resultadc ser ol decido 6~ T(R)-[5(8)-otil-
w5 { 5(R)=ctiltotranidromSehidroxim=6(8)~notil-2H-piran~
~2(R?~il)~tetrahidro-3(s)~metil—z§s)ufuxﬁ13-4§s)4hid;oxi-

3(R), 5(8) ~Ainoti I-6—oxo~nonll =2, 3-crosético, o sos, un

compuosto de la £8mula

(II1)

" junto con un isdnero de Iasalocida A antibidtica, o sea el
154 corpuosto do la férmula II quo tione lo férmula

y s¢ dcnonina

Aoldo 6~ T(R)-[5(8)~otil~5~(5(8)-otiltetrahidro-
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<5~ {1 (R)~hidroxietil )-furen-2 (R)~il }=totrghidro~3(S)~
185412 ( 8)-furil]-4(8)-hidroxi=3(R),5(5)-dinetil-6-
~oxononilf{=2, 3~cresético. Este ¥ltimo compuesto’ se identi-
fica también como igo-lasalocida A.

Lo iso-lgsalocida A se prepara con lg fermentaclén
de un medio gpropiado con Streptomyces X-537 bgjo condicio-
nes sumergidas acrébicas, con el pH del caldo de fermenta-
¢ibn ajustado entorno del neutro, o sea, alrededor de 645 '
a 7,5. ZL medio utilizado contiene ung fuente de nitrdgenp,
tel como levadura, un producto derivado de levadurs, meiz,
goja y similares, siendo el més preferido la glicina% salesg
como ol fosfato potdsico, el carbonato cileico, y elementos
vestiglales; una fuente de carbohidrato, como el azfcar, me-
laza y similares, prefiriéndose el almiddn; y una grase o
acelte vegetal o animal tel como el aceite de soja o el acei-
te de manteca de cerdo para proporcionar ung fuente de ocgr-
bono y control de espumas. La fermgntaoidn ge lleva a cebo a
tempereturas ligeramente elevadas, por ejemplo entre alrede—
dor de 252 y 3590, siendo la temperstura de incubacidn pre—
ferida de unos 312C. Después de una incubacidn: glrededor de
4 g 9 dfas, el caldo de fermentacién se filtrs y se recupe-
ra el antibiétioco medisnte extracocidn.

Después de completada le fermentacidn pueden uti-
lizarse una serie de procedimientos para asislar y purificar
lg iso-lasalocida A. Los procedimientos epropisdos de gls—
lamiento y'purificaci6n incluyen téenicas de extracidn de
digolvente, tales como columnas de extracceidn por partidas
o de éxtracci6n de lfquido~lfquido de flujo contfnuo s conw—

tracorriente y cromatograffa de permeebilidad de gel en un
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sigtema no acuoso. - _
Las sales de igo-lagslocide A pueden prepararse
siguiendo métodos convenciongles« Estas sales se preparan
s partir de la forma de 4cido libre @el antibidtico siguien—
do métodos bien conocidos en el arte, por ejemplo, mediante
lavado del 4cido libre en solucién con una base 0 sal apro-
piada. Ejemplos de estas substancias bdsicas aptas para for—
mar sales para los fines del presente invento incluyen bases
alecalinometilicas tales como hidréxide sédico, hidrdxido po-
tdgico, hidrdéxido 1lf{tico y similares; bases metdlicas slce—
linotdrreas tales como hidréxido calcico,. hidrdxido de bario
y similares; e hidréxido aménico. Les sales slcalinometéli-
ces 0 las sales metdlicas alcalinotérreass epropiadas para
formar ssles aceptables en farmacia pueden incluir aniones
tales como carbonatos, bicarbonatos y sulfatos.
La activided Atil de los compuestos de la férmula
I y sus sales aceptables en farmacig g6 ilustra por el hecho
de que el compuesto de bromo, o0 sez, en donde X representa
en lg férmuls I bromo, ha mostrado actividad contre una se-
rie de baotorias grampositivas, o sea:
Bacillus sp. E (ATCC N2 27 859)
Bacillus sp. TA (ATCC N2 27 860)
Bacillus megaterium (ATCC N2 8011)
Bacillus subtilis (NRRL NQ 558)
Staphylococcus aureus (ATCC NS 6538p)
Sarcina lutea (ATCC N 9341)
Actinomyces cellulosae (ATCC N2 3313).
La actividad antibibtica relativa del derivado

de bromo en una prueba in vitro contra Bacillus sp. TA se
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celould comperendo une Lasalocida A entibidtios pura y el
derivedo de bromo de iso-laselocida A wtilizando las téonices
de difusidén de copa~placa de agar, El derivedo de bromo tiene
une actividad relativa porcentual in vitro e 75« Por otra
parte, el derivado de bromo de isd-lasalocida A es congide=~
rablemente menos téxico ya que la DIgo es de 2000 mg/kg DeOs
en log ratones en comparacién con 150 mg/kg p.0., eproximada-~
mente, para la lesalocida A.

EJEMPIO 1.

Preparaciln del derivado de bromo de igo-lesalocida A

Se adicionaron lentemente, durante un perfodo de
ung hors y a 3R8C, 0,323 co d9 bromo en 50 e¢ de oloruro de
metileno g ung solucidn de 3,672 g de la sal sédica de iso-
lasglocida A en 500 cc de cloruro de metileno. Al cabo de unsa
hors, se dejd celentar lentamente la solucién hasta 1590 y se
adiciond 1 litro de aguase. Se separd la fase disolvente, se
lavd a su vez con bisulfito sédico acuoso, carbonato sédico
20u0s0 ¥ agua. Se secd la solucibn sobre Na2304 y se con¢en-—
trd hasta formar un aceite del que se recuperaron, despuds
de la adicifn de acetong/hexano, 2,1 g de cristales. Se di=-
solvié el material cristalino en oloruro de metileno y se la-
v6 con HCL 1N. Se concentrd le fase digolvente hasta volumen
redueido y después de la edicién de goetons/hexano se recrige
talizd la iso-jaselocids A bromada en metsnol scuoso. La
iso-lasalocida A bromada ofrecif un punto de fusidn de 185~
186420,

La sal sbdica de iso-lagsalocida 4, que se utiliazd
anteriormente como materigl de partida, puede prepararse Como

slgue!
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Preparacidn de iso-lasalocide A
Fl organismo estreptomioces so desarrolld en oul-

tivo sumergido y aireado en matraces sacudidos. EL pH del

“egldo se ajustd a 6,5-7,5 mediente la adicién de solucidn

de KOH y luego se esterilizé el caldo. Se empled un tanque

de fermentacibn y en el tanque se wtilizd un indeculo al

5-10% congtituido por un cultivo sumergido de 3 dfas proce-
dente de botellas aireadas. EL med;o estuvo constituidq por
guisentes amarillos abiertos al 2%, almidén de mafz 1%,
K2HP04 al 0,1% y aceite de manteca de cerdo al 2%. La fermep~
tacibn ge 1levd a cabo a 282C bajo presién de aire positive,
con flujog de 5-10 pies clbicos de aire por minuto y por 40~80
gelones de carga de lfquido. El oaldo se cosecho despuds de

6 dfas de fermentacidn, se filtré y se reouperd el entibid-
tico por extracoidn. La extraccién se llevd a cabo como si-
gue:

Se filtraron 204 litros del oaldo y se suspendid
la torta de filtracidn en 100 litros de acetato de etilo y
se agitdé la mezola durante une noche a la temperaturs del
ambiente. Inego se filtré la mezcla y se separd la fase acuo-
sa ¥ se desechd. Ia solucién de acetato de etilo, ensayando
30 millones de wnidedes de Baoillus E, se concentr$ en vacdo
hasta 3 litros, se lavé con solucidn de carboneto sédico al
10% y se seob oon sulfato sddico anhidro.

Gon ulterior concentracidn hasta 300 co ¥y diluoidnl
con 350 cc de étor de petrdlec (punto de ebullicidn 50-608C),
se gepararon 41 g de materisl sélido, ensayandd 25 millones
de unidades de Bacillusg BE. Luego se extrajo sste material

sélido en un aparato Soxhlet con 4 litros de &ter de petrd—
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leo {punto de ebullicién 50-608G) durente 40 horas. Se reco-
glé el extraoto hasta sequedad en vaofo. 88 suspendif el ve-
sfduo oristalino en &ter de petrbleo y se filtrgo B el file
trado se encuentra isolasalocida A.

Aiglemiento de iso-lesslocide A

Se cromatografié una porcién del filtrado concen~—
trado procedente de la preparscidn a gran escela del ejemplo
1l en un apegrato de distribucién g contracorriente de 200 fu-
bos (oada uno de 80 cc de capacided). Se disolvid la muestra
en 160 cc de fases mixtas (heptano-acetato de etilo-metanol-
ague, 27:18:18:12) y se introdujo la solucién en log dos pri-
meros tubos. Despuds de 380 transferencias se evaporé el con-
tenido de los tubos siguientes y los sélidos recuperados des—
pués de la evaporacidn contenfan:

A. Mezcla de homblogos de lasglocida B, Gy Dy E» Estos ho-
mélogos tienen ung estructura que difilere de la lasalo-
clde A y de la iso-lasalocldas A.

B. lLasalocida 4

Ce Iso-lagalocida A bruta.

Ia fraceién O, que se halld en forma bruta y con-
tenfa s0dio y potasio en forma de sa;es, ge disolvié en olo-
ruro de metileno y se lavé com HCL 0,1N ﬁara convertirle en
el docido libre de iso-lasalocida A purifiocado.

La iso-lesalocida A que se aislé ofrecid un punto

de fusién de 183-1858¢.

Preperacidn de la sal sbdica de iso~lasalocide A

Aproximedemente 100 mg de iso-lesslocida A se di-

golvieron en cloruro:de metileno y se trateron con ung solu~

L .
0ién saturade de carbonato sddico. Se oconcentré la fase dim
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solvente con hexeno, lo que did 104 mg de la sal sbdica de
iso-lamelocida cristaiina (punto de fusién 183-183,58C).

Otras sales de iso-}asslocida A, igualmenté dti~
les pare la preparacién de los derivados halogenados de la
£8rmule I pueden prepararse como siguesd

Preparacidn de la sal potédsice de igo-lasalocids 4

Se disolvieron uncs 387 mg de iso~lasalocida‘A
en 200 cc de acetato de etilo y se trataron con KOH 6,2 N. 8¢

secd la fase de disolvente sobre K,C0., ¥ se concentrd bajo

3
vacfo para formar una espums incolora de un pes0 aproximado

de 360 mg.

Prepargeidn de la sal de bario de iso-lasalocida A
Se disolvieron unos 0,77 g de iso-lasalocida A
en cloruroc de metileno y se traté con una solucibn satursda
de Ba(OH)z. Se separé la fase disclvente y se concentrd Pajo
vaelo para formar una espuma con un pesod aproximado de'0,62
ga
= . =

RETVINDICACIONES

Desorito el objeto del presente invento, se decla-
rgn nuevas y de propia invencién las siguientes reivindica—
ciones, con prioridad de la solicitud de patente U.S.A. ne
457.298 del 2 de Abril de 1974. '

l.~ Procedimiento pare lg preparscidn de derivados
halogenados del antibidtico imo-lasalocida A, de lag férmula
general

-h—-‘hq—"N‘_‘-‘-‘~‘--‘—-h"*‘“*--~
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3 en la que

Z ge elige del grupo constituido por cloro, bro-

mno e yodo,

,

¥y sus sales aceptables ea fermacia, carscterizedo porgue,
comprende somoter a halogenacidn correspondicnte uns sel

0. de un compuesto de la férnula

(11)

20; ¥y convertir, i ss desea, un compueste de la férmula I an
una sal respoctiva acepteblo en farnacia, '
24~ Procediniento, dc confornidad con la rei-
vindicacién 1, caracterizado porque la halogenacién so
llova a cabo mediante tratamionto con Nebroro- o N-cloro-
25, guocininide o ocon bromo, .cloro, yodo o monocloruro de yodo

on w disolvente apropiado.

B
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3¢~ Procedimiento, de cghformidad con lg reivindi~

"cacidn 1 o 2, carscterizado porgque en una forma de realiza-

cién preferonte se somete & bromacidén la sel del eompuesto
de la férmulg II.

4=~ Procedimiento para ls preparacién de deriva=
dos halogenados del antibibtico iso—lasalocida A.

Segln se describe y reivindics en la presente memow
ria descriptiva que consta de 12 pdgines foliadas y escritas
a méquing por une gola de sus oarass

Medrid, a 1 de 4bril de 1975

Degs
AIME 1SERN
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