'MINISTERIO DE INDUSTRIA
. BEGISTRO osu_ﬁndms?mmnusmm ES% 449,457 Al
’ @

o 3 em—

] FECHA DI PRESENTAGION

‘ ‘g g ‘ 1-7-1976
i PATENTE DE INVENGION — somean™
ESPARA 2065723
E @PR'UR'O‘D(S:
@E)rumeno 69 rrcna GJeam
@FECHA DE PUBLICIDAD CLAlemcx INTERNACIONAL :wrm‘rx-n: LA QUE ES BIVISIONARIA
CoRDIACH K
{1

€ ruLo R LA INVENCION

"PROCEDIMIENTO PARA LA PREPARACION DE NUEVOS PSEUDOTRISACARIDOS"

@ SOLIGITANTE ($)

SCHERICO LTD.

DO.MICILIO DEL SOLICITANTR
Topferstrasse 5, Iucerna, Suiza

~

@ INVENTOR (£$) ~
ward

Marvin Joseph Weinstein, Peter John Lovell Daniels, Gerald Ho
Wegmen, Reymond Testa, Alan Keith Mallams, John Jessen Wright v
Tattanahalll Lakshminarayan Nagebhushan

@ trvutan em

@) neenesenvante

DON ALBERTO DE TWXABURU MARQUEZ

3
UTILICESE COMO PRIMERA PAGINA DE LA MEMORIA }

UNE A+4 MOR, 3106

IGG.



F.= 63.402

20

15

20

25

30

| IEB.—

‘aquellas en que el grupo aminoglicosilo en la posicidn 6

Hoja n\‘ll;l. 2 13 096

Este invento se refiere a uwn procedimiento oara lag pre
paracidén de nuevos derivados sustituidos en 1-N de 4,6-di-
-(aminoglicosil)-1,3-diaminociclitoles activos como antibag
terianos.

Se conocen en la técnica agentes antibacteriznos de
amplio espectro que pueden ser clasificados quimicamente
como 4,6-di«(aminoglicosil)-l,3-diaminociclitoles. Agen-
tes antibacterianos valiosos de este grupo son aquellos en
gue el aminociclitol es 2-desoxi-estreptamina o un deriva-|
do de la misma que tiene funciones amino en las posiciones
1 y 3. Agentes entibacterianos particularmente valiosos |

de las 4,6-di~(aminoglicosil)-2-desoxiestreptaminas soa

es wn radical garosaminilo. Dentro de la cluse de lusg 4-
=aminoglicosil-6-garosaminil-2-desoxiestreptaninas séibn—
cuentran antibidticos tales como gentamicinas B, Byy Cqpy
Gla' 02, C2a, 02b’ Yy X2; sisomicina, verdamicina, AMntibid-
tico G-418, Antibidtico G-52, Antibidtico JI-20A y Antibid
tico JI-20B. ' T

De acuerdo con este invento, se pfOporcionan compues—
tos en que el grupo amino en la posicidn 1 de la ZﬁQéSQxieg
treptamina o de un derivado de ella en un 4,6—&1—(aminogli
cosil)-1, 3~diamino~ciclitol estd sustituf{do selectivamente
en . Los derivudos sustituidos en 1-N de las 4,6-di-(ami
noglicosil)-2-desoxiestrentamines o derivados de las mis-
mas son valiosos agentes antibacterianos de amplio espectro

De acuerdo con el procedimiento de esie invento, se
preparan derivados sustitufdos en 1-N de los 4,6-di=(amino
glicosil)-l, 3~-diaminociclitoles gentamicina A, gentamicina

B, gentamicine B, gentamicina Ci, gentamicina C, , gente-
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wicina 02, gentamicina CZa’ gentamicina Czb’ gentamicina
Xz, sisomicina, -verdamicina, tobramicina, Antibidtico G-41§,
intibidtico 66-40B, Aintibidtico 66-40D, Antibidtico JI-204,
Antibidtico JI-20B, Antibidtico G-52, mutamicina 1, mutami
cina 2, mutamicina 4, mutamicina 5 y mutamicina 6; en que
el sustituyente es elcohilo de cadena recta con hasta cin-
co 4tomos de carbono, y las sales por edicidn de dcido Tfar
macéuticamente aceptables de los mismos.

Entre los sustituyentes considerados en los nuevos
compuesios estdn incluidos grupos alcohilo tales como eti-
lo, n~propilo, n-butilo y n-pentilo. )

Los compueutos son preferiblemente deerudOS de 1-N-

de radical 6-aminoglicdsido y que, en una carscteristica
més preferida, 2-desoxi-~estreptamina como 1,3-diamiriocicli
tol.

La 2«desoxi~estreptamina estd presente en todos los
compuestos del invento antes enumerados, excepto en las mu
tamicinas. Bl ndcleo de 1,3-diaminociclitol en cada una
de las 1—§-CH2X—mntamicinas 1,2,4,5 y 6 son respectiviamen~—
te estreptamina, 2,5-didesoxiestreptamina, 2-epi-estrepta
ming, 5-2mino-2,5-didesoxiestreptaming y S-epi-2~-desoxies
treptamina.

Las 1-E~alcohil~4-aminoglicosil—G-garosamini1~2—desoxi
estreptaminas de este invento son los derivados de gentami
cina B, gentamicina Bl' gentuamicing Cl’ gentamicina Cla’
gentamic?na 02, gentemicina c2a, gentamicina Czb’ gentami
cina X,, sisomicina, verdamicina, Antibidtico ¢-418, Anti-
bidtico JI-204, Antibidtico JI-20B y Antibidtico G-52, los
cuales compuestos son definidos por la siguiente férmula
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es*bruc’cural I:

en que -GHQX es alcohilo de cadena rec'l:a con has*ba cinco »'

dtomos de carbono y en que Y es una funcidn am:.nogl 12 osn.-,','

lo seleccionada del grupo que consn.ste en., o
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Ctras 1—E—CH2X—4,6—di(aminoglicosil)~2—desoxi—estreg
taminas Utiles de esbe invento incluyen L-N-CH X-tobremicd
nz con la siguiente férmula II:

Y
1il

2 1
TN ML
Nz

en que -CH,X es coumo anteriormente se ha definido; l-li-

—CH2X—Antibidtico 66-40D con la siguiente Térmula III (que

se encuentra entre los compuestos preferidos de evle inven
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I~TI-I‘.2

HHCH,X
\
OoH

NHCIL, TTT

OxH

en que -CH,X €s como anteriormente se ha definido; y 1-N-

2
-CH X-gentamicina £ y l-E—CHZX—Antibidtico 66-40B con la

siguiente férmula IV:

WH, ‘
HCIL,X .
S Ol /
0 v
HICIL;

l

1o
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en gue -CHQX es como anteriormente se ha definido e Y’ es

/>

en 4—§—CIIEX—:‘m‘Gi"oié‘aico 66-40B., - .-
HH,
Las 1-N-CH X-mutamicinss de este invento incluyen l-iiq

-CH2‘4-4-amino glicosil-6-garosominil-l, 3-diaminociclitoles

con la siguiente férmula V:
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en que -CHX es como anteriormente se ha definido;. y.en
1—-1_{{-CH2X-mutamicina 1, V2 y W5 son hidrdgeno y W2 y V5 son
hidroxi;

en l—E—CHZX-mutamicina 2, w2, V2, W5 Y V5 soﬁlﬁ%drdgg
no; et

en 1-N-CH X-mutemicine 4, W, y Wy son hidrégeany v,
vy V5 son hidroxi; .

en I-E—CHzx-mutamicina 5, W Vo ¥ w5 gson hidrdgeno y

V5 es amino; y

en 1-H—0Héx-mutamicina 6, W2, V2 y V5 son hidrdgeno
mientras que w5 es hidroxi.

En las férmules estructurales aqui expuestzs, se en-
tiende que los sustituyentes no indicados en los terminales
de enlace son dtomos de hidrdgeno.

Tembién estd incluida dentro del invento la Preparacidl
de sales por adicidn de decido farmacéuticamente aceptables
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de los 1—§—CH2X—4,G-di—(aminoglicosil)—l,3—diaminociclito—
les tal como ege.definen por las fdérmulas I, II, III, IVy

V, las cuales sales son preparadés de acuerdo con métodos

conocidos, por ejemplo por neutralizacidn de 15 base libre
con el 4cido apropiado, usualmente a pH 5 aproximadamente,
Acidos apropiados para este Iin incluyen 4eidos tales como
los dcidos clorhidrico, sulfirico, fosfdérico, nitrico, bro%
hidrico, dcético, propidnico, maleico, ascdrbico, citrico
y similares. las formas fisicas de las sales por adicidn
de dcido de 10; 1—§~CH2X-4,6—di—(aminoglicosil)-l,3-diam1
nociclitoles dé este invento'estdn ceracterizadas por ser

sdlidos blencos que son solubles en agua, escasamente solu

bles en disolvenies orgdnicos no polares.

Tos 1-N-CH,X-4,6-di-(aminoglicosil}l, 3-diaminociclito
les, tal como se definen por las férmulas I, II, III, IV y
Vy y sus sules por adicidn de dcido farmacéuticamente scep
tubles no tdxicas, exhiben en general una actividagvantibag
teriana de amplio espectro. Particularmente los derivados
con agrupacién 1-N-alcohilo inferior poseen actividedes an
tibacterianas mejoradas en comparacidén con los ant;biéticox
afines, cve se munifiesta especificamente en ln rotividud
aerecentads de losz compuentos contra orgeniemos resistentes
gl compuesto afin. Asf, por ejemplo, los compuestos son
nés activos contra organismos que inactiven a los antibid-
ticos afines por acetilacidn del grupo 3~amino- y/o por.adei
lilacidn del grupo 2"-hidroxilo. ZEntre estos, algunos ex-
hiben también propiedades antiprotozoos, antiamebas y antl
helmintos.

Un grupo preferido de compuestos preparados de acuer-




10

15

20

25

30

;feriblemente metilo y etilo. Un grupe particularmeﬁte=va—

13096

toja n(l'm. 12

do con el procedimiento del invento son los derivados sus-
tituidos en 1-N.de las 4-aminoglicosil-6-garosaminil-2-de
soxiestreptaminas gentamicina B, gentamicina Bl' gentamici
nagcl, gentamicina cla’ gentamicina 02, gentamicina Xz, si
somicinz, verdamicina, Antibidtico JI-204, Antibidtico JI-
-20B, Antibidtico G-52 y Antibidtico G-418, de los cuales
los mds preferidos son los derivados de gentamicina Cl’ geﬁ-
tamicina Cla’ sisomicina, verdamicina y Antibidtico G-52,
Otros compuestos particularmente dtiles son los derivados -
sustituldos en 1-N de Antibidtico 66-40D.

.....

llos en que X es hidrdgeno, metilo, etilo y propilo, y pre

lioso es el de las 1-N-CH,X-4-aminoglicosil-6-garosaminil-
~2~desoxiestreptaminas de férmula I en que X es un’ grupo

alcohilo inferior que tiene 1 a 3 Atomos de carbono;.parti
cularmente los derivados de l-N-alcchilo inferior de genta

. e

micina Ci, gentamicina cia’ gentam;clna cé, ggntam}qina Céé

hE*Y

gentamicina Cyys sisomicina, verdamicina y Mntibidiico G-52
asi como 1-N-alcohilinferior Antibidtico 66-40D de’-férmula
III, los cuales derivudos son agentes antibacteriqpqs:de_

espectro amplio, siendo activos contra bacterias‘gfém;posi

tivas (por ejemplo Staphylococcus aureus) y bacterias gram-

-negutivas (por ‘ejemplo Escherichie coli y FPseudomonas aeru

ginosa) segin se determina por ensayos de dilucidn normali
zédos, ineluyendo bacterias resistentes a loa precursores

que no estén sustitufdos en 1-N. Son particularmente Wti-
les l~§~étilverdamicina ¥y l-N-alcohil inferior-sisomicinas,
por ejemplo l-N-metilsisomicina, l—g—(g—propil)-sisomiciﬁa,

1-N-(n-butil)-sisomicina y, preferiblemente, l-N-etilsisomi
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cine que exhiben actividad contra organismos gram-negativos

| L e

gue .son resistehtes a sus precursores que no estdin sustitu]
- -
dos en 1-N. Otros compuestos particularmente dtiles son

3

1-N-etil-gentamicina Cia’ l-N-etilgentamicina 01, 1-N-etild
~Mintibidtico G-52, l-N-(n-propil)-verdamicina, l-N-metilvey
damicina ¥ 1-N-(n-butil)-verdamicina,

La mayor parte de los antibidbicos de 4,6-di-(amino
glicosil)-1,3-diaminociclitol no sustituidos en 1-N a par
tir de 10s cuales se pueden preparar los derivados sustitui
dos en 1;g del invento son conocidos. De las gentumicinas,
el compunesto de partida agui denominado gentamicina Xaﬂes
conocido en la téenica también como gentamicina X. El com
puesto de partida aguil denominado gentamicina C2a es aié;g
do y caracterizado tal como se menciona en la patente bel-
£a Ne 818.431. .

El compuesto de partida aqui mencionado como cventami-~
c¢ina 02b es glslado y caracterizado tal ‘como se indica-en
la patente 'belga N¢ 818.431, y teniendo la férmula estzuc-
tural aqui mostrada, es denominado en alguna téenica snte-
rior como géntamicina Cpge I

El sislamiento, las propiedades y la configuracidn ple
na de la gentemicina 02 ge describen en ia patente de los
Estados Unidos 3.651.042.

Los Antibidticos 66~40B y 66-40D, sw preparacidn, ais—
lamiento, propiedudes y configuracidn, se describen en la
patente belga 811.370.' Los antibidticos son producidos con
juntamente con la sisomicina, que es el producto principal
de la fermentacidén de Nicromonospors inyoensis (descrito en
la patente briténica nimerec 1,274.518) y pueden ser separa
dos del medio de fermentacidn empleando técnicas de separa
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cidn cromatogrifica especiales. ‘
Las mutamicinas 1, 2, 4, 5 y 6, cuya configuracidn se
ha mostrado arriba, pueden ser preparadas cultivando una

cepa mutente de Nicromonospora inyoensis agul designada co;’

mo Micromonospors inyoensis: cepa 1.550 F-1G en un medio nu

tricio acuoso. Esta cepa mutante es incapaz de producif '
un antibidtico cuando es cultivada en condiciones aerobias
sumergidas en un medio nutricio acuoso cuando estd zusente
el blogque formador de 1,3-diaminociclitol. No dbstante cuaﬁ
do se afiaden ciertos de dichos compuestos al medio de fer-
mentacidn, se producen las mutamicinas. Cuando se afiade
2~desoxiestreptaming a la fermentacidn, se produce el anti
bidtico sisomicina conocidc.' Lae preparacidén de las‘mﬁtami
cinas se describe en la patente belga N2 818.429.
El procedimiento para la preparacidn de derivados sus
tituldos en 1-N de los 4,6-di=(aminoglicosil)~-1,3-dTamino
clelitoles arriba enumerados en que el sustituyente es al-
cohilo de cadena recta que tiene hasta cinco étomos’&%vcag
bono, y de las sales por adicidn de dcido farmacéﬁ%i@ﬁmente
aceptables de los wismos, cohprende hacer reaccionarvgno'da '
estos 4,6—di—(aminog1icosil)—1,3-diaminociclitolest,gue po
see grupos protectores de amino en cualquier posiciéh:diﬁg
rente de la posicién 1, y en que el grupo l-amino puede es
tar activado, con un agente aleohilante que contiene el gry
po alcohilo de cadena recta que tiene hasta cinco 4tomos
de carbono y un grupo activo, eliminar los grupos protecto
res y, si se requiere, el grupo o grupos activadores pre-
sentes en la molécula, y aislar el derivado tal como estd
o en forma de una szl por adicidn de Acido farmacéuticameg

-

te aceptable.
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Ejemplos de agentes alcohilantes utilizados de modo
ventajoso en este procedimiento,son yoduro de alcohilo,
bromuro de alcohilo, sulfato de dialcohilo, fluorosulfona
4o de alcohilo y parautoluensuifonatone aleohilo en que el
grupo alcohilo es el gruﬁo alcohilo de cadena recta regue-
rido que tiene hasta cinco 4tomos de curbono. Otros agen
fes alcbhilantes, en que el grupo alcohilo tiene preferi-
blemente uno o dos dtomos de carbono son hidroxido de trial
cohilenilinio, fluoroborato de trialcohiloxonio, fluorobo-
rato de frialecohilsulfonio, o fluoroborato de trialcohil
gul.foxonio. MPTodos estos agentes mlcohilantes contienen un
grupo bien activoe %al como Br, I, 0502F—, dialcohil@nil;
na o0 dialecohileter. )

El grupo amino en posicidn 1 del 4,6-di-(aminoglico
8il)~1, 3~diaminociclitol puede estar libre o'activgdo, Un
ejémplo de un grupo activador es el grupo trifluorome%il
sulfonilo. Estos grupos pueden ser introducidoé en la mo-
lécula haciendo reaccionar un 4,é—di-(aminoglicosil);i,3—
~diaminociclitol que posee grupos protectores de Qﬁiﬁo en
cualquier posicidn diferente de la posicidn 1, por ejemplo
3"-H—4"1g—carbonil~2’,3,6’-tri-§7£g£,butoxicarbonil-éisomi
cina, con un compuesto gue proPOrcionaQ el grupo écﬁiﬁador,
tal como cloruro de irifluorometilsulfonilo,

El grupo -amino en posicidn 1 puede ser alcohiludo tam
bién pasando por el correspondiente derivado di-(2~cimmoet]
lico) que se obtiene mediante trotamiento con acfilonitrilo
del 4,6-di~(aminoglicosil)~l,3~diaminociclitol que posee
grupos pfotectores de amino en cuzlquier posicidén diferen-
te de la posicidn 1. El derivado l-N-di-(2-cianoetilico)

asi preparzdo es zlcohilado luego con uno de los agentes de
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alcohilacidn antes enumerados, seguido por la eliminacidn
de los grupos cianoetilo.

El pfocedimiento de este invento se lleva a csbo en
condiciones similares a las empieadas en los métodos bien
conocidos de alcohilacidn directa de aminas.

Log ejemplos siéuientes ilustran el invento.

EJEMPLO 1
A. 27,3,6"~tri-N-butoxicarbonil-3"-N-4"-0-carbonilsisomici

na

1. Penta-N-carbobenzoxisisomicina.

Se disuelven 25 g de sisomicina y 13 g de carbbnéto

cloruro de carbobenzoxilo a la solucidn agitada a 259C ¥ s

—

agita la mezcla durante dieciséis horas. Se separg.por il
tracidn el sélido, se luva a fondo con agua, se se&é‘en va-
cio, y luego se lava con hexano paré obtener penta—N-carbo—
benzoxisisomicina (62 g) en forma de un sdlido amorfo “inco-~
loro. p. de 2. = 165 - 17320 /X 720 4 96,20 (CH,0H)-1R: J
mex (CHCL,) 3400, 1720, 1515, 1215, 1050, 695, cm 1

RMN: oF (cncn, ) 1,03 (3H, singulete ancho, 4"-C~CH,)- 3,02
(3H, sn.ngulete ancho, 3"-NOH ); 5,02 (1OH, s:a.ngalete ancho,
CHyCglg); 3,28, 3,30 ppm (25H, singuletes anchos, -CH,CgH;)}

2. Tetra-N-carbobenzoxi-3"-N-4"-0-carbonil-gisomicina

Se disuelven 5 g de pente-N-carbobenzoxi-sisomicina en
50 ml de dimetilformamida, se afiaden 250 mg de hidruro de
godio a la solucidn agitada, y se agita la mezela de reac-
¢idn bajo argén a la temperatura ambiente durante dos horas
Se filtra y se aiiade dcido acéti&o glacial (2 ml) al produc

to filtrado gue luego es concentrado en vaclo. Se extrae
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el residuo con cloroformo (200 ml, hecho pasar previamente
a través de alumina béAsica), se lava el extracto con zfua
y se seca sobre sulfato de sodio. La solucidn es evepora
da para dar tetra-N-carbobenzoxi-3"-N-4"-O-carbonil-sisomi
cina en forma de un polvo amorfo (3,5 g).
p. de £, = 210 - 2135C /D750 + 68,8 (C = 0,22)
IR: Y max (Nujol) 3550, 1840, 1760, 1580 em ™t
RMN: 0’(013013) 1,34 (3H, singulete, 4"~CH;); 2,68 (3H, sin
gulete, 3I"~-N-Me); 5,04 (8H, singulete ancho, -CH206H5).

3. 3"=N-4"~-O-carbonil-sisomicing

A una soluecidn de 1,3,2',6’-tetra-N-benciloxicarbonil;
~3"-N-4"-0-carbonil-sisomicina (10,1 &) en tetrahidrofurano
(200 ml) se sfiade 1 litro de amonfaco liquido (redeéﬁilado

sodio en pequeiios trozos. Después de agitar durante 3 ho-
ras se destruye el exceso de sodio por udicidn de cloruro
de amonio. BSe deja que los disolventes se evaporen hajo
una corriente de nitrdgeno. Se disuelve el residuo-en aguy
y se hace pasar a través de un medio de resing Ambé%i;%e
IRC~50 (forma H%) ¥y se lava bien la resina con agua 'y, lue-
go se eluye el producto con solucidn de hidrdxido.@é‘nmonic
2 N. Se evapora el eluato con amoniaco en vacio para dar
el producto del titulo (3"-N-4"-O-carbonil-sisomicina).

Rendimiento: aproximadamente 4 g.

IR 9 max (Nujol) 1.745 cm"l. El produeto puede ser

utilizado en subsiguientes etapas sin purificacidn adicio-
nzl. No obstunie, puede obtenerse una muegtra muy puras po#
cromatogfafia del producto sobre gel de silice utiliszundo

la fose inferior de un sistema de disolventes de clorofor-

mo :met:znol :hidrdxido de amonio concentrado (l:1:1) en céli
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dad de agente eluyente, 7
4, 2',3,6 ~tri-N-ter-butoxicarbonil-3"-N-4"-0-carbo-

nil-sisomicina

Se disuelve 3"-N-4"-O-carbonil-sisomicina (1,4 g, 3
milimoles) en 10 ml de metanol acuoso al 50% que contiene
trietilamina (3,5 milimoles). Con agitacidn, se afiade go-
ta a gota ter.-butoxicarbonil-azida (3,5 milimoles). Se
asgita la megcla durante dos dfas a la temperatura ambiente
Se afiaden 5 ml de resina intercambiadora de iones Amberli-
te IRA-401S (OH ) junto con 5 ml de metanol y se agita du-
ronte 1/2 hora. Se elimina la resina por filtracidn y se
lava con metanol. Se concentra elApfdducto filtra?égi se

ce (malla 60-100, 20,0 g) utilizando cloroformo, : metanol i
¢ hidrdxido de amonio (30:10:0,4) como sistema de disolven
tes. Se reunen las fracciones homogéneas gque contiéﬁ;n el
material de t{tulo y se elimina el disolvente por evqporav
oidn en vacfo. Se disuelve el residuo en metanol ytéé pre
cipita con éter en exceso. Se aisla por'filtraci5n791 pro

ducto sdlido y se seca. S I
B. l-N-metilsisomicina a partir de 3"{§44"-Q~gar§onil-

~27,3,6'-tri-ter-butoxicarbonil-sisomicina.
Se disuelve 3"-N-4"-Q-carbonil-2’,3,6”-tri-N-ter-buto

xicarbonil-sisomicina (0,77 &) en tetrahidrofurano (20 ml)
y se enfria en wn bado de hielo. Se afiade fluorosulfonato
de metilo (0,12 g) ¥y se deja calentar hasta iéftemperatura
ambiente. Se elimina el disolvente y se disuelve el resi-
duo en dcido trifluorocacético. Despuds ae cinqo minutos a
la temperatura ambiente se elimina en vacio el dcido tri-

fluoroacético y se trata el residuo con solucidn 2l 10% de
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hidrdxido de potasio a 1002C durante 5 horas.

Se hace pasar la soluecidn enfriada por una columna
de resina intercambiadora de iones Amberlite IRC 50 (H<j)
Yy se eluye con hidrdéxido de amonio acuoso 2 N. Se concen-
tra el eluato y se liofiliza para obtener el producto bru-
to del titulo.

Se cromatografia el material bruto sobre gel de sili-
ce en la fase inferior de una mezcla de disolventes de clo
roformo-metanol-hidrdxido de amonio al 74 (2:1:1) para ob
tener l-N-metil-sisomicina. 12347 + 1532 (0,3%, Hy0);

Espectro de masas: (M + 1) m/e 462

también m/e 127, 140, 159, 160,

386.

EJEMPLO 2 o
l-N-metilgisomicina
Se trata 2’,3,6’-tri—ggter.-butoxicarbonil-B"~§n4"1g-
~carbonilsisomicina (0,77 g) en tetrahidrofurano (9§.hl)
con metilamina (101 mg) y anhidrido de dcido trlfluorometll
sulfénico (290 mg) & 02C durante 18 horas. Se reduce la

solucidn a sequedad y se disuelve el residuo en dlmetilfog
mamida (10 ml) y se agita con yoduro de metilo (300 mg) y

carbonato de potasio (130 mg) durante 18 horas adicionales.
Se elimina el disolvente por evaporacidn y se truta el re-
siduo con hidrdxido de potasio mcuoso al 10% s 1.002¢ duran
te 12 horas. Se hace pasar la solucidén enfriada a través

de una columna de resina intercambiadors de iones Amberli-
te IRC 50 (IIC>). El producto bruto es eluido con hidrdéxi

do de amonio acuoso 2 N. Ios eluatos combinados son rodu~

-
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cidos hasta sequedad en vacio y el residuo es cromatogra-~
fiado sobre gei.de silice (200 g) en la fase inferior de
un sistema de disolventes de cloroformo-metenol-~hidrdxido
de amonto sl 74 (2:1:1) para dar 1-N-metilsisomicina.
[o<_7 + 1532 (0,3%, H,0); -
Espectro de masas: (M + 1) m/e 462
También m/e 127, 140, 159,
160, 177, 187, 205, 256, 285, 303, 318, 331, 336(w), 346,
376, 386.

EJEMPLO 3 |

1-N-metilsisomicinga _ 1 L
Se disuelve 2’,3,6’-tri-ﬁ~ter.~bﬁtoxicarbonil~3"4§-\1
-4"-0-curbonil-sisomicina (0,77 g) en diclorbmetano (100 m1)
con acrilonitrilo (0,25 g) y se deja a la temperabu{? cam-"

biente durante 24 horas. Se elimina el disolvente en vaci
para dejar un residuo que es disuelto en dlmetilformamlda

y se trata con yoduro de metilo (180 mg) a 509C durante
12 horas. Se eliming el dlsolvente, y se trata el-*ealduo
con hidréxido de potasio acuoso al 10% a lOoDc'durahté 8 hg
ras. La solueidn enfrisda es hecha pasar por una colﬁmna
de resina intercambiadora de iones Amberlite IRC 50 (HC))
y el producto bruto es elufdo con hidréxmdo de amonio acuo-
g0 2 N, Los eluatos combinados son reducidos hasta sequedad
en vacio y el residuo es cromatografiado sobre gel de sili-
ce (200 g) en la fese inferior de wn sistema de disolventes
de cloroformo-metanol-hidrdxido de amonio al 7% (2:1:1) pa

ra dar 1-N—metilsisomlcina.
26
(37 57 + 1532 (0,3%, Hy0);
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Espectro de masas: (M + 1)+ n/e 462 _
también m/e 127, 140, 159, 160,

177, 187, 205, 256, 285, 303, 318, 331, 336(w), 346 376,
386.

De una manera similar a la descrita en los ejemplos
1 - 3 anteriores se prepara uno de los compuestos siguien-
tes:

1-N-(n-propil)-verdamicina?

[~ T28 1 1220 (c=0,3%, B,0); rmp (ppm) (D,0): <§ 0,58
(3H, %, J=THz, CH,CH;); 1,19 (3H, s; 0-CHy); 1,16 (3H, 4,
J=6Hz, cH-cn3)§ 4,81 (1H, m, =CH-); 4,97 (1H, 4, J=4,0Hz,
JBy"); 5,30 (1E; 4, J=2,0Hz, -Hl )E

Bspectro de masas: (M 4 1) m/e 528

también m/e 141, 160, 168, 187,

205, 215, 233, 270, 346, 355, 373, 504,

1-N-(n-butil)verdamicina:

[5:75° + 1212 (0=0,3%, H,0); rmp (ppm) (D,0): <f 0,8
(3H, %, J=6,5Hz, CHy-CH;); 2,45 (3H, s, NCH 3)3 4 8.(lE, m,
C=CH-); 4,92 (1H, d, J-4 OHz, Hy"); 5,25 (13, 4, J=2,0Hz,
Hy')s
Espectro de masas: (M + 1)* n/e 518
también m/e 141, 160, 182, 201,
219, 229, 247, 270, 341, 360, 378, 387; 388, 418, 442,

1-N-(n-butil)-sisomicina

[ng 26 1292 (0,34, H 0}, rmp (ppm) (Déb)c{ 0, 82
(38, %, ~7Hzf ~CH,CH,); 1,15 (3B, s, C-CH L) 2,46 (3H, s,
-N-CH, ); 4,82 (1h, m, ~CH—), 92 (1H, 4, ~4Hz, Hy")s
5429 (1H, 4, J=2Hz. H;').
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5,14 d, J=2,5 Hz 1-n
" 5,00 d, J=4,1 Hz In_g <
4,9 gingulete ancho V 4'-H
4,38 singulete ancho 5-H . ‘-
3,93 &, J=12,5 Hz Gre-H
3,78 q. 24-H
3,38 d, J=12.5 Hz 5na.iji
3,21 (1H) singulete ancho : 6'—Hﬁf1('i
2,65 d, J=11,0 Hz L :
2,52 gingulete ' 3"~N7Qﬁ5
1,22 gingulete 4"—CJCH5 _
1,07 . tripiete ' 1‘E“CH2'CH3
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Espectro de masas: (M + l)+ m/e 504;
también m/e 127, 160, 182, 201,

219, 229,. 247, 256, 327, 345, 360, 373, 388, 418, 428.

1l-N-etilmutamicina G
P, de F. 118-122¢C (descoup.)
Espectro de masas (M)+ m/e 475, (M &+ 1)"L n/e 476
NMonosacdrides: m/e 160, 127
2-Desoxiestreptaminas: m/e 219, 201, 191, 171
Disacédridos: m/e 355, 317, 299, '

m/e 378, 350, 322

RMP (Cy); D,0

CMR (D20)=

PPM: < 149,8, 102,9, 97,4, 97,0, 83,9, 80,5, 73,2, 70,1,

69,6, 68,5, 63,9, 54,5, 47,1, 47,0, 43,1, 40,8, 37,5, 33,0,

25,6, 22,4, 14,6.
1-N~(n-propil)sisomicina:

— =20
[ + 1402 (0,3%, H0);

rmp (ppm) (D,0): c9’0,83 (3H, t, J=THz, -CHZQEB); 1,14
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(34, s, —C—CH‘); 2,45 (3H, s, —N-CH’), 4,82 (1H, m, =CH~-);
4,90 (1H, 4, J-4Hz, Hy")y 5,78 (1H, a, J=2Hz, ' )3
Espectro de masas: (M + 1) m/e 490
también 127, 160, 168, 187, 205,
215, 233, 256, 313, 331, 346, 359, 364, 374, 404, 414.
1-N-etilverdamicina
Espectro de masas: (M + l)+ m/e 490
tanbién w/e 141, 154, 160, 173,
191, 201, 219, 270, 313, 317(w), 331, 332, 341, 350(w),
357, 359, 360, 378, 390, 414. 1-N-ethyl
Antibldtlco G-523
4Lx;/D + 122,19 (e=0,3%, H o), rpm (ppm) (2, o) .Jl,o'
(3H, %, Jd=6,5Hz, IN-CH,CH ), 1, 21 (34, s, 4"_c-cn3) 2,30
(34, s, 3-N-CHy); 2, 50 (3H, 5 6’ -N-CH 303 4,94 (1H, m,
H,')s 4,97 (1H, 4, J=4,0Hz Hy ); 5.34 (lH d, J=2,54z, By’
Espectro de masas: (M & 1) m/e 490
tambidn m/e 141, 154, 160, 173, 19
201, 219, 270, 313, 317(w), 331, 332, 341, 350, 350, 360,
378, 390, 414, “ann
l-N-etilmutamicina 2,
P, de P. 80-842C K
RMP (D,0):5 1,06 (%, J=7 Hz, 3, 1-N-CH,CH,), 1,19 (s, 3,
4"-Ch ), 2,50 (s, 3, 3"-N—CH )y 2,53 (d J " 3n = 10,5 Hz,
), 3,75 (ad, J3",," = 4 Hzg Jpty gm 10,5 Hz, 1, Hyn)
3 83 (4, Hg" eq " ax = 12 ug, 1, Hs")y 4,86 (m, 1, H,’),

T3'ip" = 255 Ha,

-

-

l, 1')
Espectro de masas: m/e 459, 384, 329, 316, 311, 301,
283, 203, 185, 175, 160, 142, 127.
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1-N-metilgentamicina Cj

f4~(n'0) 1, 64 (3H, 4, J=6,5Hz, 6’—CH )i 1 118 (3H, s,
4"-CHy); 2,29 (3H, s, 1-NCH); 232 (34 s, S'-men,); 2,49
(3H, s, 3"-NCH ); 4,95 (1N, dv Jl"’z"‘4HZ’ ) oy 5 13
ppm. (1N, 4, Jl 15" = 3,5Hz, H’ i WL m/e 491, también
416, 384, 364, 361, 346, 343, 336, 333, 318, 315 403,
286, 205, 187, 177, 160, 159, 157.

1-N-etilgentamicing Cly

ZF¥L726 + 114 (e=0,3%, Hy0); ¥mp (ppu) (p,0):cd1, 03

(38, %, THz, ~CH,CHy); 1,03 (3H, d,- J=6,5Hz, -cu_ous),

1,17 (38, s, C-CH;); 2,32. (3H, s, 6'N-CHy); 2 49 (34, e,

3"-NHCH,); 4,94 (1H, d, J=4Hz, H"); 5,13 (1, q, g=3, 5Hz,
H').
L
Espectro de masas: (M + 1)° m/e 506

tanbién m/e 154, 157, 160,,173,-
191, 201, 219, 286, 317, 329(w), 347, 350, 360, 375,430,
1-N-etilgentamicina B. : L

- -

r————

Zﬁ5$726 +119,7¢2 (¢, 1 en agua) S
Espectre de masas m/e ZTMH_7¢ 380, 352, 334, 378 350,
332, 219, 191, 173. . '
REN (60 WHz D o) o 5,55 (H-17, Jy101 = 3,0 Hz), 5,05 (H-1
Iyt = 4 Hz), 2,9 (NuCH )y 1,05-1,5 (2 c_cH

3)-
1-N-etilgentamicina C

la

(0,42 gm.), 4?537 + 118¢ (c= 0,3% H o), rop (ppm):
(D,0): J 1,06 (3H, t, J= THz, ~CH H’), 1,19 (3H, s, ~C-CH
2,51 (3H, s, -N-CEy )y 4,97 (1H, d J—4Hz, Hi") 5,16 (1H, d
J=3, 5Hz, Hl ).

3 i
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Espectro de masas (M 4 1) /e 478

tank
161 n/e 129, 154, 160, 173.
1-N—ETIH-ANTIBIOTICO II-20g '

[31 +112,5 (H,0) .
RMN. (D,0):S 1,1 (3H, t, o
.2) y ' J"'(‘Hz,cn..cﬂ),lzzuH’
s, 0-Cl3)i 1,3 (38 & ~Cli-oyy), o (1H, d J=4 Hz, H")
535£lﬁ,J-35HzH) _ ’
Espectro de measas M 4+ m/e 524
173, 175, 191, 201, 219, 304, ’
1-N-Etilsisomicina

o 26 |
[F7 5 + 1642 (0,3%, ¥ 0), rmp (ppm) (D,0): 2,05
(3H, t, J-—7Hz, ~CE,CHy)s 1,19 (3, 8y ~0-CH,); 2,5 (31, s
v o 1 v
N_cg3), 4,85 (14, m, =CH~-); 4,95 (1H, aq, J-4Hz, B "); 5,33
(1H, @, J=2,5 Ha, Hy').
Espectro de masas: (M + 1)* p/g o6
también m/e 127, 154, 160, 173,
191, 201, 219, 256, 299, 317, 332, 345, 350, 360, -37%, 390,
400. '

también 154, 160,
317, 332, 333, 350, 360.

EIPEY

LIEMPLO 4
SAILLES POR ADICIOGN DE ACIDO
A. Sales de sulfato (Sales por wdieidn con feido sﬁlfﬁrico)
Se disuelve 5,0 g de l-N-etilsisomicine en 25 ml de

agua y se ajusta el pH de la solucidn a 4,5 con Feido sul-
furico 1N. Se vierte en aproximadzmente 300 ml de metanol
con agitacidén vigorosa, se continda la agitacidn durunte
aproximadamente 10-20 minutos y se filtra. BSe lave el pre
cinitzdo’ con metznol y se seca @ aproximadamente 602C en
vacio para obtener sulfato de l-N-etilsisomicina.
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B. Sales de clorhidrato
Se disuelven 5,0 g de l-N-etilverdamicina en 25 ml de

pgua., Se acidifice con dcido clorhidrico 2N a pH 5. Se
liofiliza para obtener clorhidrato de 1l-N-etilverdamicina.
Los compuestos preparados de acuerdo con el procedi-
miento de este invento son agentes antibscterianos de am~
plio espectro los cuules, ventajosamente, exhiben activi-
dad contra muchos organismog, particularmente orgomnismos
gram-negetivos, gue son resistentes a sus precursores no
sustituldos en 1-N. Por lo tanto, los compuestos de este
invenio pueden ser utilizados sdlos o en combinaeidn con .
otros agentes antibidticos para evitar ¢l crecimientd o re

den ser utilizazdos, por ejemplo, para desinfectar articu-
log de vidrio de lzboratorio, equipos dentales y méaicos

contaminados con Staphylococcus aureus u otras bacﬁefias

que puedan ser inhibidas por los compuestoé. La'actividad
de los compuestos de ostbte invento contra bacterias'géam~ng
gativas 1los hace Gtiles para combatir infecciones~céusadas
por organismos gram-negativos, por ejemplo especies‘dp
Proteus y Pseudomonas. Los derivados sustituidos en i-ﬁ

de los 4,6-di-(aminoglicosil)~1,3-diaminocielitoles, por
e¢jemplo l-N~etilsisomicina y l-N-etilverdamicina tienen
aplicaciones veterinarias, perticularmente en el tratamien
to de mastitis en.ganado vy de diarreas inducidas por Salmo--
nella en animales domésticos tales como perros y gatos.
En general, la dosificacidn administrada de los com-
puestos dependéré de la edad y del peso de la especie de
enimales que estédn siendo tratados, del modo de adminiétpg

cidn, y del tivo y gravedad de la infeccidn bacteriana due
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estd siendo evitada o reducida. BEn general, la dosifica-
cidn de los derivados de los 4,6-di-(aminoglicosil)-1, 3-
diaminociclitoles empleados para combatir una infeccién
bacteriana dada serd similaer a los requisitos de dosifica-
cidén de los correspondientes 4,6-di-(aminoglicosil)-1,3~
disminociclitoles no sustituidos en 1-N.

Los compﬁestos preparados de acuerdo con el procedi-
miento de este invento pueden ser administrados por via
oral. Pueden ser asimismo zdministrados por via tdépica en
la forma de unglientos, tanto hidréfilos como hidrdéfobos,
en la forma de lociones, que puedeh ger acuosas, nO acuo-
gag o del tipo de emulsidn o pueden estar en la forma de
eremas. Excipientes farmacduticos dtiles en la preﬁaraciém
de dichas formulaciones incluirdn, por ejemplo, sustancias
tales como ague, aceites, grasas, polidsteres, porioles y-
similares.,

Pure administracidn por via oral.los compuestpg pueder
ger formulados en la forma de tabletas, cdpsulas, elixires
0 similares, o incluso pueden ser mezélaﬁos con pieclsos pa
ra animales. Es en esta forma de dosificacidn en que los
agentes antibacterionos son mdximamente eficaces para tra-
tar infecciones bacteriangs del tracto gastrointestinal,
las cuales infecciones provocan diarréa.

En general, los preparados para via tépica contendrdn
de aproximademente 0,1 a aproximadamente 3,0 grumos de losg
compuestos del invento por cada 100 gramos de ungllento,
cremas o locidn. Los preparados por via tdpica son aplica
dos ususlmente de modo suave az lesiones en alrededor de 2
a alrededor de 5 veces por dfa.

Los agentes antibacterianos preparados de acﬁerdo con
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el procedimiento de este invento pueden ser utilizados en
forma liguida, tal como soluciones, suspensiones y simila
res paraAﬁtilizacidn 6tica y déptica, y pueden también ser
administrados parenteralmente mediante inyeccidn intramus
cular. La solucidn o suspensidn inyeciable serd adminis-
trada usualmente en cantidades de aproximadamente 1 mg a
aproximadamente 15 mg de agente antibacteriano por kildgrg
mo de peso corporal y por dfa, dividido en alrededor de 2
a zlrededor de 4 dosis. La dosis exacta depende de la fa-
se y de la gravedud de la infeccidn, de la susceptibilidad
del organismo infeccioso al agente antibacterisno y de las|
caracteristicas individunles de la especie de animﬁi"que

estd siendo tratedo.

REIVINDIC ACIONES

Los puntos de invencidn propia y nueva gue se presen-
tan para que sean objeto de esta solicitud de Patente de In
vencién en Espaiiu, por VEINTE efios, son los que se recogen
en las reivindicaciones siguientes: L.

l2.- Procedimiento para la preparacidn de nuevos pseu
dotrisacdridos, particularmente derivados sustituidos en
1-§ de los 4,6-di~(eminoglicosil)-1,3-diaminociclitoles gen|

tamicina 4, gentamicina B, gentamicina B,, gentemicina di,
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gentamicina Cla, gentumicina 02, gentémicina Céa’ gentami
cina Czb’ gentamicina Xz, sisomicina, verdemicina, tobrami
cina, Mntibidtico G-418, Antibidtico 66-~40B, intibidtico
66-40D, Mntibidtico JI-204, Antibidtico JI-20B, Antibidti~
co (-~52, mutamicina 1, mutamicina 2, mutamicina 4, mutami-
cing 5, y mutamicina 6, en gue el sustituyente es alcohilo
de cadena recta que tiene hasta cinco dtomos de curbono, y
de las sales por adicidn de édido farmacéuticamente acep-
tables de los miswos, el cual procedimiento comprende hacer
reaccionar uno de los 4,6-di-(aminoglicosil)-1, 3-diaminoci
clitoles arri¥a enumerados, gue posee grupos protectores
de emino en cualquier posicidn diferente de la posicidn 1,L

te alcohilante que contiene el grupo azlcohilo de cadena
recta que tiene hasta cinco dtomos de carbono y un érapo
activo, eliminar los grupos protectores y, si se requiere,
el grupo o grupos activadores presentes en la molécqla, y
elslar el derivado tal como estd o en forma de una sal por
adicidn de 4cido farmacéuticamente acepteble.

28.~ Procedimiento segin lz reivindicacidén 1%, en que
el grupo l-amino libre del 4,6-di-(aminoglicosil)-1,3-dia
minoeiclitol estd alcohilado. |

38,- Procedimiento seguin la reivindicacidn 12, en que
el grupo l-amino del 4,6-di-(aminoglicosil)-l,3-diamino-
ciclitol es alcohilado en la forma del derivado de trifluo
rometilsulfonilo. '

48,~ Procedimiento segiin la reivindicacidén 18, en que
el grupo l-amino del 4,6-di-{aminoglicosil)-1,3~dizmino-
ciclitol es alcohilzdo en la forma del derivado di-(2-ciany

etilico),
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58.- Procedimiento segin una cualquiers de las reivin
dicaciones 18 =z 48, en que el agente alcohilante es wn
fluorosulfonato de slcohilo, un sulfato de dialcohilo o wun
yoduro de alcohilo.

68,~ Procedimiento segin una cualquiera de las reivin
dicaciones 12 a 52, en que el 4,6-di-(aminoglicosil)-1,3-
-diaminociclitol, que posee grupos protectores de amino en
cualquier posicidn diferente de la posieién 1, es‘3"—y¢4"—
O~carbonil-2’, 3, 6’ ~tri-N-ter-butoxicarbonil-sisomicina.

28,- Procedimiento para la preparacidn de nuevos pseu
dotrisacdridos.

Tal y como se ha desecrito en la Memoria que antecede,
¥y para los fines que se han especificado.

Esta Memoria consta de treinta hojas escritas a mdgui
na por unea sola cara. ‘

Madrid,
P.Aa.

17,5537

Alberio de Elzabury

Por
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