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Esta invencidn se relaciona
con un procedimiento para preparar agentes anti-
bacteriales, en particular pars preparar una nueva
ciase de aminoglicosidos de 2-deoxiestreptamina

5 antibacteriales,
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deo;iestreptamina de origen natural tienen en comiin una estrud

- compuestos son eficaces en el tratamiento de diversas infec-

-2-

La mayoria de los amino glicosidos de Z2a

tura de tres anillos que puede representarse por la éiguiente

foérmula general:

en donde el anillo A:ea el esqueleto de un grupo hexopiraposa
que tiene un grupo amino‘en las ﬁosiciones 2’ y/o 6%, el
-anillo B es el grupo 2-deoxh5t;eptamina y &l anillo U repre-
senta &n grupo glicosilo unido ﬁor un enlace glicosidico a
la posicidén 5 & 6 del anillo.estreﬁtamina, éstando ocupada
la otra posicién por un grupo hidroxilo,

Los nuevos ngentes antibacteriales de
la.invenciﬁn son una serie de aminqglicoaidos de 2-deoxiea-.
treptamina que tiene un 5usti£u?entefa-hidroxi-h)-aminoal-
quilo en el grupo l-amino y que tiene un grupo gliéosilo §

unido a la posicidn 5 & 6 del anillo estreptamina B, Tales

ciones bacteriales gram-positivas o gram-negativas, incluyen?o
infecciones del tracto hrinario, en animales, incluyendo f
personas, y poseen ventajas, en su empleo, con réspecto a
los amirioglicdsidos de 2-deoxiestreptamina éﬁe tienen un gruLo
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amino insustituide en la posicibnl 1 dei:anillo 2edeoxios=

t

treptaﬁin& B, tales como la canamicinﬁ K”y B, de orlgén natu-
rﬁl, neomicinas y ribostamicina,
i : ' 7 'k an
Por consiguiente, seglhn 1a invengiSn,

se proporcionan nuevos compuestos de formula generals

o1
'CHZNHR

OH
(r)

HO ‘ .
: NHCH,CH{CH, ) NH,

HO o

en la que R* es un &tomo de hidrégend o un grupo alquilo
1nferior; Rz-es un grupo amino o hidroxiloj uno de los gru=-
pos R‘3 y Rh es un Atomo de hidrogeno, mientras que el otro
representa un'érupo glicosilo como mas adelante se defines
ynes l, 2 56 33y sus sales de adicién de Acido farmacelticad
mente aceptables,

Cuando Ru representa un grﬁpo glicosilo,
dicho grupo puede ser un grupo hexopiranosilo simple, conte-
niendo preferiblemente un grupo amino, por ejemplo un grupo
3-amino-3-deox1-c< -D-glucopir;nosilo como se encuentra en
la canamicina A y B, Cuando R3 representa un grupo glicosilo,
dicho grupo es generalmente un grupo pentofuranosilo, opcio-
nalmente enlazado a otro grupo hexopiranosilo mediante un
enlace glicosidico adicional. Por ejemplo, R3 puede ser un
grupo ﬁLD-ribofuranoailo, como se encuentra en la ribosta-
micina,

El grupo alduilo inferior significa un

grupo con 1 s 4 Aicmoc de carbono que puede ser de cadena

’
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de hidfﬁgeno ynes1lo?2,

-l

recia o ramificada. . ) '
) t

Un grupo particular de compuestos seghn

la invencidn, comprende el grupo en el cual Rl es un Atomo

Una clasa.preferida de compuestos segln L
la invencibn, comprende.aquellos compuéstos en donde R3 es
un'ét;mo de hiqr6geno y Ru es un grupo 3-amino-3-&eqxi4ci-n. |
glucopiranoéilo, es decir derivados de canamicina A y B,
Tambien se prefieren los compueétos en los éuales el gruﬁoﬁ-
hidroxi-VJ-aminoalquilo en le posici&n l—NAfiene la configu-
racibdn (3) y ﬁ es 2 o 3. Rl es preferiblemente un &tomo de
hidrbgeno o un gruﬁo metilo., Compuestos individuales parﬁicu-v
larmente preferidos, segln la invencion, inc}ﬁyen 1-N=/7(8)=-
k-amino-2-hidroxi-butil_/-conamicina A y 1-Ne/"(5)-5-amino-24
nidf&xi-pentil_]-canaﬁicinn A,

Las sales de adicion farmncéuticamente
aéeptables de los compuestos de la invenciﬁn, son aquellas
fofmadaa a partir de Acidos que formaen sales de adicibn de
4cido no tbxicas, conteniendo anione#'farmacéuticamenfe acep+
tables, tales como hidrocloruro, hidrobromﬁro, hidroyoauro,
sulrato‘o disuifato, fosfato o fosfato écido, acetato, maleas
to, fumarato, oxalato, lactato, tértrnto} citrato, gluconato,
sacarato, p-toluené sulfonato y carbonato, '

£l procedimiento de la invencibn para
preparar los nuevos compuestos de férmula (I), comprende

hacer reaccionar un compuesto de formula:

cu Nar: NH, :
0 OH (Ix}
nt . -

NH—C-LB(OHz)n_lkNﬂa

rl” " or*
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_opcional, la formacibn de una sal de adicibn de acido adecuada

-5

en la que Rl a Ra Y n se definen como anteriormente y X es !
GH, & CO, con un agente reductor en un disolvente adecuado,
al objeto de efactusr la reduccibn del enlace amida en N-l1

y X en el caso en donde X sea un grupo carbonilo, l

Eate proceso establece como etapa iniciall

con el fin de hacer que los compuestos de fbrmula (II) sean
solubles en disolventes orghnicos. Dicha reaccibn puede efec-
tuarse, por ejemplo, disolviendo el compuesto de formuls (II)
en écido trifluoracetico}nhidro, utilizhndose este hltimo

en exceso a una temperatura comprendida generalmente entre

la ambiente y Oﬁd. El exceso de Acido se separa por evapofa»
cion hasta sequedad bajo vacio. La sal se disuelve luego en
un disolvente orghnico, anhidro, inerte a la reacciodn, por

e jemplo tetrahidro fﬁrano o dimetoxi etano, y se trata con
el agente reductor, por ejemplo dborano, afiadido conveniente-
mente como una solucidn de diborano en tetrahidxrofurano,
generalmente en exceso a una teﬁperatura comprendida entre
la ambiente y la de reflujo, en funcidon de la naturaleza de

los reacfantes y disolvente perticutlares utilizados. Fn el

caso en donde X sea C0, se usa naturalmente suficlente canti-

1
i
dad de agente reductor para ssegurar la reduccion de ambos !
|

grupos amida cerbonilo., La reaccidn se completa sustancinl{

mente en el espacio de 24 horas cuando se lleva a cabo en

tetrahidrofureno a 509C, con un exceso de diborano; el pro- E
ducto se sisla convenientemente por la. adicidn de afgua para ;

destruir el diborano sin reaccionar, separAndose el disolvente

1

orghnico por evmaporacibn bmjo vacio. El pH de la solucibn ;

‘
1

acuosa restante se ajusta a 5 y el producto en bruto se pued&
Lb-

purificar luego del materinl de partida sin reacéionar y de s
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. en donde X es. CH, son antibidticos conocidos ya descritos,

-2.408;666 y en J, Antibiotics.197h, 27, 851, Los derivados

'publicada n? 2, 350 169 y en J, Antibiotics, 1975, 28, 583,

- de aminoglicosidq de 2-aeox§:estreptamina, por métodos amilo-.

 cada uno del tipo “silla" Yy cada una de las mitzdes Rz, OR3

‘y ORu y los grupos amino e hidroxilo, estan dispuestos

'ecuatorialmente con respecto a los ahiiloe Ay B. Por otra

USRI
Jeon gy

wba

productos mediante una tdcnlca cromntograf¥ica convenclonal,
Muchos de los éoméuéﬁtos de formula (£I)
P
por ejemplo N-1-(4-amino-2-hidroxi-butiril) canamicina 4,
que viene indicada tambien como Bﬁ-KB,se describe en 1;
patente USA n® 3.781.298. Otros ejemplos se describen en 155
patentes USA nos.'3.781.268, 3.5#1.078 y 3.860.57# y én_laj'
solicitud de ﬁgtente‘alemana publicada n® 2,350,20% 9
2.322,576. Los derivados lfN-(S-Qmino—z-hid;oxivaieriL):y
1fN-(B;amino-z-hidroxi-propipn;l)_de,éaﬁamicina Ay B se,

describen en la solicitud de patente alemana publicada ne
,6f~h-alquiid se describen en la solicitud de pafente alemana

Los compuestos de fbormuia (II) en donde

X es co, pueden prepararse ﬁor acilacion del grupo 1-amino

gos a los utilizados en la éreparacién dé compuégtos de

formula (II) en donde X es éﬁé, bero utilizando como agente
acilante un derivad§ reactiéﬁ de un icido de fbrmula:

OH . S ’
HOOC cn(cnz) LCONL,
' Los nuevos compuestos de formula (1),
segim la invencidn, pueden existir en diversas formas confors
maqionalés, Yy la invencidn no se limita a cualquiera de ta-

les formase.

Generalmente, los anillos A y B son
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parte, el enlace glicosidico entre el anillo hexopiranosilo
A y el anillo 2-deoxiestreptamina B, es mas normalmente un
enlace alfa con reapectb al primero, particularmente cuando

los compuestos de fhrmula (II) se derivan de aminoglicosidos

de 2-deoxiestreptaunina de origéﬂ naﬁural. ‘n adicion, el gruéo
P—hidroxi-“Laminoalqﬁilo en N-1 puede existir en 1la configu—
racidén S o R o puede estar presente como una mezcla de ambor |
{someros opticos,

la evaluacion in vitro de los compuestos

de la invenci&n como agentes antibacteriales, ha sido llevadq

a cabo determinando la concentracion inhibitoria minima (M.I.C-)

del compuesto del ensayo en un medio adecuado en el cual deja
de ocurrir él crecimiento vel microorganismo particular, En
le préctica, se inoculan placos de agar, en las cuales se ha
incorporado ﬁn.compuesto del ensayo, en una concentracion

particular, con un nimero convencional de célulaw del micro-

organismo del ensayo y cada placa se incuba entonces durante -
24 noras a 37%C, Entonces, las placas se observan en cuanto

a la presencia o ausencia de crecimiento de bacterias y s«e

anota el vaslor MIC adccundo, lLos microorganismos usador en
tales ensayos incluyen tipos de las cepas Lscherichia colil,

Xleobsiells pneumonise, Zroteus mirabilis, Pseuwlomonas
erugirosa, Staphylococcus gureus y Sitreptococcus faecalis.

La evaluacidén in vivo de los compuestos,
in vivo '

ha sido efectuada también para los compuestos mas »ctivos,

administrandolos subcutaneamente a ratones que estan expues-

tos a uns cepa de Escherichia coli. Cada compuesto se admi-

nistra en una serie de niveles de dosificacibn a grupos de
ratones y se determina su actividad como el nivel en el cual

proporciona una proteccién del 50% contrs el efecto letal

.
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del organismo Escherichia coli; en un periodo de 72 horas,

Paras su empleo en personas, los compues-
tos antibacteriales de la invencion pueden administrarse
por si solos pero en general se administraran en mezcla con
un vehiculo farmacéutico elegido con respecto a la via pro-
yéc;ada de administracion y prhctica fhrmééeuticavconvehciq-
nal, Por ejemplo, se pueden administrar oralmente en forma
de tgbletas qué contienen excipientes tales como almidén o
lactora, o0 en chpsulas bien solos o bien en éezc]a con exci-
pientes, o en forma de elixires o suspensiones que contienen
agentes sazongntes o colorantes, También se pueden inyectar
parenteralmedte, por ejemplo intravenosa. , intraﬁuécular o
subcutaneamente, Pﬁra la administracion parenteral, se uti-
lizan me jor en forma de una solucién aéuosa esteril que pue-
dé contener otros solutos, por ejemplo sales o glucésa suf'i-
éiente pa§a.hncer que la =olucidn sea isotﬁﬂiea.

Para la administracibn a personas, se su;
pone que el nivel de dosificacibn diario de los.qompuestos
antibacteriales de la invencibn serd comprrable con aguel
de los agentes antibactoeriales de aminoglico idos corriente-
mente en uso, por ejemplo de 0,1 a 50 ml/kg (en dosis divi:
didas) cuando se administra por via parenterai, o dé 10 a
100 mg/kg (en dosis dividides) cuando se administrs por via
oral, De este modo, se puede decir que las tabletas o
cépsulas de los combuestos pueden contener de 0,1 a 1 g de

£

compuesto active para su administracidn .oral hasta 4 veces

por dia, mientrss que las unidades de dosificacidn para la

administracion parenteral contendrédn de 1U a 500 mg de com-
puesto activo. En cualquier caso, serh el médico quien deters

mine la dosis real que debe ser mas adecuada para un pacienti
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- tografia entonces sobre una columna que contiene 50 ml de

-

en pnrticular y variard con la edad, peéo y respuesta de di-l
cho paciente, las dosis ‘anteriores son ojemplificativas del
auf'itrion medio, Naturnlmente, - existon cosos iﬁdividunlen en

donde re utilizaran dosis superiores o inferiores; cayendo

dicha situmcidn dentro del eslcance de esta invencibn,

. A continuacidon se mencionan ejemplos de ! .
la preparacidn de los nuevos compuestos de la invencidn, Las
temperaturas se ofrecen en 2C, "Amberlite" es una marcn re-
glstrada,
EJEMPLO 1

' Se disuelven 150 mg de 1-N-/(S)ek-aminoa

2-hidroxibutiril_7-canamicina A (1IB-K8, preparhdo cdmo se
describe en la patente USA n? 3,781.268) en 10 ml de Acido
t;ifluoracético anhidro a 0¢C, Ta solucidn se evapora harta
sequedad in vacuo y se seca bajo elevado vacio a 202C durantéd
15 minutos, para producir-un solido vitreo, Este se recibe er
5 ml de tetrahidrofurano seco y se afade en'porciones una
solucibn IM de diborano en 20 ml de tetrahidrofurano, bajo
una atmosfera de nitrodgeno. La solucibn claras resultante se
callenta a 509 durante 3J horms, se deja reposar a temperatur&
ambiente durante 16 horas y se calienta durante 3 horas mas
2 509, El exceso de diborano se destruye por la adicidn
cuidacnosa de unms cuantas gotas de ague y el disolvente ore
ganico se retira por evaporacibn bajo presibén reducida, Bl

residuo se recibe en 10 wl de agus y se basifica con hidroxido

sddico acuoso N/10. El pll de la solucibn resultante se aJustﬁ

a 5 por adicion de Acido clorhidrico 2N, la solucibn se'cromd-

resina intercambiadora de iones Amberlite CG 50, en forma

del ion amwonio, eluyendo a su vez con agua destilada pars
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separar los s0lidos inorganicos, y luego con un gradiente de
, ;

hidrbxido amonico acuoso de concentracidn incrementada de

0,1 a 1 N. Las fracciones que contienen el producto (segin

se controla por cromatografia de'capa delgada) se combinan y

evaporan in vacuo para dar l-N-('!Sl—h—aming-z-hgdréxibutil K.

canamicina A (75 mg, rendimiento 50%),

Electroforuesis de capa delgada,. Rf = 0,6
E2 electrolito es una mezcla de partes

iguales de &cido acético y acido f&rmico, proporcionando un

valor pH de 2.y se aplica una diferencia de potencial de 9200 ’

voltios a travas de los extremos.de 1a placa revestida con
silice de 20 cm, durante 45 minutos. La deteccidn se lleva a
cabo secando la placa, pulverizando con una solucibn en
ciclohexano dg hipoclorito de tercfbutilo v secando, enfriand
do y desarrollando la place con una solucidn de almidébn-
yoduro potAsico. Bajo estas condiciones, el BB-KB‘stahdard

de referenciﬁproporciona un Valor.Rf de 1 y la canamicina A

!

t

proporciona un valor Rf de 0,9,

|

El espectro infrarrojo confirma la pérdid? .

de la banda de absorcibn amida-carbonilo observada en BB-K8 '

en 1635 cm"l.

Espectrometria de masa (desorcibn de cam=|

po) muestra un pico fuerte P4l en m/e 572.

Se convierte una muestra al derivado volat

til penta-N-acetil-octa-O-tri@etilsililo por tratamiento con:

anh{drido acético en metanol a temperatura ambiente durante
!

24 horas, seguido por reaccidn con una mezcla 2:1 de hexameti%_

disilazano y trimetilclorosilano a temperatura ambiente du-

rante 24 horas. M* encontrado 1357.056H 518 requiere

119V5%17
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BJEMPLO 2

wlle

u* 1357,
Anflisis: . FEncomtrado: ¢, hLo,1; H, 6,73 N, 9,6 %

C22H45N5012.2}2H 00, Requisre : G, 40,55 H, 6,95 Ny 9,6 %

A temperatura smbiente, se disuelven
100 ml de butirosina, (1»N-[&(S)-4-amino-z-hidroxibutiril_7
ribostamicina), como la bas:e libre, en 5 ml de 6éido trifluo%
aéético anhid;o. El exceso de Acido se elimina p;r evapora=-
cibn hasta sequedad bajo vacfo, para producir la sal trifldog
wcetato como un cristal, Este se recibe en 10 ml.de dietilen
glicol dimetil eter seco (diglima) y se ajiade una solucibn
1M de diborano en 10 ml de tetrahi&rofurano, para pronporcio=
nar una solucién ciara, que se deja reposar durante 18 hora§
a temperatura amblente. Se afiaden 5 ml mas de solucién de
diborano y la solucidn re mantiene a temperatura ambiente
durante 24 horas mas, El exceso de diborano se destruye por
1a adicidn cuidadosa de unas cuantas gotas de agua y los
disolventes orghnicos se retiran bajo vacio a 502, Fl residéo

se basifica con unas cuantas gotas de solucidon de hidroxido

sbdico 2N y se ajusta el pH 5 por la adicion de acido clorhff

|
drico 2N, El producto se aisla por cromatogrsfia intercambiaT

dora de iones sobre resina Amberlite CG 50, como se ha des- |
{
i

crito en el ejemplo anterior, Las fracciones que contienen

el producto en forma pura se combinan y evaporan bajo vacio ;

para proporcionar l=N-/"(S5)-lbeamino-2-hidroxi-butil Z-ribos-I

tamicina., | |
. Electroforesis de capa delgada, Rf = O,Si

las condiciones fueron las descritas

|
!
anteriormente, se utiliz0 butirosina como stendard de refe- }
I
l

rencia con un valor Rf de 1,
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"standard de referencia con un valor Rf de 1,

“1l2-
£JEMPLO 3
Se convierten 6,35 g de 1=N=/"(5)=5«
amino-2-hidroxi-valerilo_/-canamicina A a la sal trifluor |

acetato, se reduce y se cromatogrnfia como se ha descrito

en el ejemplo 1, para dar 0,12 g (35%4) de 1-N-/ (S5)=5-amino=

2 hidroxi-pentilo /—canamicina A.

Electroforesis de capa delgada., Rf = 0,7¢

Las condiciones son como las deacritas

en el ejemplo 1, utilizdndose el materinl de partida como

EJEMPLO U4 I
De un modo analogo se reducen 0,15 g de:

1—N-(B-amino-2-hidroxi-propionilo)-canamicina A por el métodp

del ejemplo 1, para der 0,04 g (27%) de 1-N-{(9j-smino-2-hidro

ximpropil)-canamicina A

Electroforesis de_capa delgada, Rf = 0,6

Las condiciones son las descritas en el

‘ejemplo 1, utilizéndose el material de partida como standard!

!

»

de referencia con valor Rf de 1. .
EJEMPLO 8§ . , _ e

De torma anhloga, se reduce l—N-[—(b)-h-é
amino-2-hodroxi-butiril_/-canamicina B por el método del i

ejemplo 1, para producir 1=N-/"(b)-lbeamino-2-hidroxi-butil 7~

i
i
canamicina B, é
EJEMPLO 6 2

En la forma degcrita en el ejemplo 1, :
se reduce 6’'-Nemetil-1-N-/"($)-beamino-2-hidroxi~butiril /- i

canamicina A (preparada como describe I, Umezawa €¢t. al. en

—

z-fSl-h-amino-2-h;droxi-butil /-canamicina A,

J. Antibiotics, 1975, 24, 483) para producir 6’-Nemetilel-N
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Lisctroforesia de copa delgada, RE =

0,7

ILags condiciones son como las descritas |

en el ejemplo 1, utilizdndose el material de prrtida como

plo 1 hen sido ensayados en cuanto a la actividad in vivo

por los métodos anteriormente descritos., E1l valor PD50 contr?

Adicionalmente,

E. Coli en retones es de 3,8 mg/kg.

del invento, asi como la manera de realizarlo en 1la prictica
debe hacerse constar que las disposiciones anteriormente in-,
dicadas, son auscebtibles_de modificaciones de detalle en i

cuanto no alteren =su principio fundamental; también se hace

NOTA .-

Descrita suficientemente la naturaleza

standard de referencia con un valor Rf de 1l y la canamicina 4
proporciona un valor Rf de 1,03, %
-En la siguiente tabla, te éfrecen los :
resultados dql ensayo de los cBmpueséos de los ejeﬁplos:con
respecto a la actividad antibacterial in vitro, por lo mé-
iojos anteriormente descritos:
TABLA ¢ Actividad in vitro
Ljem MieI.Co yg/ml
plo :
ne E, Coli{ Klebsieila| Proteus| Psecudomonasj Ltephylococcus
pneumoniae| mirabi-| aeroginosa | aureus
, 1is '
1 6,2 3,1 3,1 1,6 1,6
2. 6,2 6,2 25 12,5 12,5
3 6,2 3,1 12,5 3,1 1,6 '
4.0 12,5 6,2 12,5 3,1 3,1 |
|

loa compuestos del ejem-
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constar, que el invento corresponde a una solicitud de paten-
te, pfesentada en Inglaterra, bajo el nlmero 56412/7h4, de
fecha de 26 de octubre de 1,974, acogiéndose por lo tanto a
los beneficios -que cﬁnceden los Convenios Internacionales en
5 vigor, siendo lo que'constituye la exenciaAdel referido in-
vento y por lo que se solicita Patente de Iuvencibn pbr 20 ‘
arios en Espafia, sop§ex PROCEDIMIENTO PARA PKSPARAR ANINOGLI
COSILOS LE Z-DLOXIESTREPTAMINA, carscterizfindose por lo si=-
guiente: ‘ ' .
10 %,=~ Procedimiento pafa preparar amino-

glicbmidos de Z-deoxiestreptamina, de formula general:

_ 1 oy
CH,NHR NH, I (1)
OH
:.15-_ 0 Nuuuécu(cug)nmué
R%0 or®
en la que R es un Atomo de hidrbgeno o un grupo alquilo in-
20 ferior, Hers un grupo amino o hidroxilo, uno de los grupos | .,

. ]
. i
Yy R” es un Atomo de hidrbgeno, mientras que el otro repre-|

RS
senta un grupo glicosilo, y nes 1, 2 o 3; y sus sales de

adicion de dcido farmacbuticamente aceptables; caracterizado

.-..--.._—_-........

porque comprende reducir un compuesto de tormulas

. . 1 }
2s A QHZNHR NH . !

0 OH (1x).

uc.cu(cuz)n__lxxvh2

r%0 or*

1 4 T
- 30 en la que R™ a R y n se definen como anteriormente y X es




R

10

.15

CH, o CU, y aislar el compuesto de formuta (1),

2%,. Ivocedimiento segln la reivindicn-

cion 1*, caracterizado porque se reduce el compuesto de i
formula (iL) con diborano para dar el compuesto de formula l

(1). i
3% .- Procedimiento para preparar aminoglil-

1

césidos dé 2-deoxies£rept§mina; tal y como queada susiancial-:
mente descrito en la presente llemoria.

Este Memoria consta de 15 hojas escritas
a mhquina por una sola cara.

Madrid, 2 & OCT. 1978 '

PFILLR GORFURATLON,

4 GURIEZ ACESH ¥ Liversa
9 e Flemodot s Gooto Forafive's
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