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» Esta invencidn se relaciona con un nuevo proce=
dimiento para la preparacidén de antibidticos de aminoglicdsidos
y con nuevos productos intermediarios fitiles en dicho procedi-
miénto, y particularmente se re;aciona con un procedimiento para
la preparacidn de derivados de 1-N-sustituido-canamicina y con
derivados de canamicina selectivamente N-protegidos como inter-
mediarios para utilizarse en el procedimiento de la invencidn.
Ejemplos de tales derivados de 1-N-sustituido-canamicina se des-
criben en la memoria completa de la Solicitud de Patente brité-
nica copendiente No. 46.412/74; otros derivados son compuestos
conocidos tales como 1-N-/4~amino-2-hidroxibutiril/-canamicina A
(BB~-K8) descrito en la Patente briténica No. 1.401.221. Con el
£in de preparar tales compuestos a partir de canamicina de éro-
ducto de fermentacidn, Ffacilmente disponible, es deseable prote-
ger algunos o.todos los grupos amino distintos al grupo 1-amino.
Ia sustituoién puede hacerse con preferencia en el grupo l-amino
con lo cual se simplifica el aislamiento del producto 1-N-susti-
tuido final., Constituye un objeto de esta invencidn proporcionar
un procedimiento para la preparacién de derivados 1=-N-sustitui-
dos de canamicina proporcionando dichos intermediarios selecti-

vamente N-protegidos.

Asi, y de acuerdo con la invencidén, se proporcio-

na un procedimiento para preparar compuestos de £ormula:
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en la que R puede ser un grupo amino o hidroxilo y R1 puede
ser un grupo alquilo inferior o un grupo alcanoilo alifitico
inferior, cualquiera de los cuales puede estar opcionalmente
sustituido con grupos hidroxilo y/o amino; cuyo proceso compren-

e o

de acilar o alquilar un compuesto de férmula:
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en la que R2 es un &tomo de hidrdgeno o un grupo bencilo; R3 es

un grupo acilo amino-bloqueante 18bil como se define en esta .

invencidn; y R4 es un grupo hidroxilo o un grupo NHRS, para

producir un compuesto de férmula:
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en la que Ri a R4

se definen como anteriormente; separar los
grupos R? (en el caso de que sean bencilo) y R3; y aislar el

compuesto de férmula (I).

En esta memoria, el término alquilo inferior o
alcanoilo alifético inferior indica que tales grupos contienen

de 1 a 6 &tomos de carbono, pudiéndo ser de cadena recta o rami-

- ficada. E1 grupo acilo amino-bloqueante, labil, Rs, es un Jgrupo

acilo que puede ser separado selectivamente del compuesto de

- fbrmula (III) por técnicas convencionales. En el caso en donde

R sea un grupo alcanoilo alifdtico inferior, R puede ser wa
grupo haloacetilo, preferiblemente un grupo trifluoracetilo,

el cual se puede- separar por hidrdlisis bajo condiciones suaves,
por ejemplo con solucidn diluida de hidréxido ambnico, de modo
que el grupo alcanoilo R1 no es aceptado. R3 puede ser también
un grupo formilo o un grupo mono, di o tricloro-acetilo. Cuando
R1 es wn grupo alquilo inferior, R3 puede comprender adicional-
mente un grupo alcanoilo inferior, por ejemplo un grupo acetilo,
un grupo benzoilo opcionalmente sustituido en el anillo aromlti-
co con, por ejemplo, un grupo nitro o uno o més &tomos de hald-
geno, o un grupo alcoxicarbonilo inferior, por ejemplo un grupo
etoxicarbonilo o metoxicarbonilo. Estos grupos requieren condi-
ciones de hidrdlisis mis Puertes para su separacidn y, por con-
sigu?ente, no son adecuados cuando R1 es un grupo alcanoilo-in-
Perior., Grupos acilo, amino-bloqueantes, l&biles, preferidos
para utilizarse en el proceso de la invencidn, son los grupos
acetilo y trifluoracetilo.

Este procedimiento para la preparacidn de compues~
tos de férmula I comprende, como etapa inicial, acilar o alquilax
un compuesto de férmula II para introducir el sustituyente R1

en el grupo amino de la posicién 1. Dicha reaccidn se puede efec-
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tuar de diversos modos ya conocidos por los expertos en la téc-

nica. Por ejemplo, la acilacidn se puede conseguir utilizando

~ un derivado activado de un &cido alcanbico alifltico inferior,

por ejemplo el éster de N-hidroxisuccinimida, o empleando el
cloruro o anhidrido de &cido, La alquilacidn se puede conseguir
también por reacciones convencionales, por ejemplo por alquiia-
cidn reductiva utilizando un aldehido o cetona adecuada o un
derivado de aldehido tal como se describe en la solicitud de
Patente briténica copendiente No. 7529/76, o por reduccidn del
correspondiente derivado acilado (por ejemplo, con diborans).
Naturalmente, en el caso en donde se utilice un compuesto de
férmula II en la que R sea un &tomo de hidrégeno, la reaccidn
tendri lugar también sobre la posicidn 3=N, pero si solamente
se-utiliza un ligero exceso de reactante, el isbmero 1-N-sus-
tituido requerido puede separarse comparativamente de un modo
Pacil a partir del isbémero 3-N-sustituido y del producto 1,3~
di-N-sustituido por métodos convencionales, por ejemplo median-
te cromatografia de intercambio idénico. Esto se puede efectuar
en esta etapa del procedimiento o, mis convenientemente, des—

pués de la separacidn de los grupos amino=-bloqueantes.

La segunda etapa del proceso comprende separar 10s
grupos amino bloqueantes R3, del grupo 2'-amino, si esti presen-
te, y los grupos 6' y 3"-amino y también el grupo bencilo, si
estd presente, del grupo 3-amino. En ciertos casos, cuando el
1-N-sustituyente mismo lleva un grupo amino-sustituyente, puede
ser deseable proteger este grupo durante el transcurso del pro-
cedimiento y entonces seri necesario separar este grupoe amino-
bloqueante asi como en la etapa final del procedimiento. Exis-
ten varias condiciones para separar totalmente los grupos amino-

bloqueantes, bien conocidos para los expertos en la técnica,
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que dependeran naturalmente de la naturaleza del grupo protec-
tor utilizado y del ambiente de la amina protegida y, como ya

se ha mencionado, se eligirin de acuerdo con el sustituyente de
la posicidn N-1. El medio empleado puede ser anhidro o acuoso

vy, en casos particulares, puede ser acidico o blsico en diversas
concentraciones. Por ejemplo, el grupo bencilo, cuando esté pre~
sente, se puede separar por hidrogenolisis catalitica de forma

convencional, en presencia de un catalizador de paladio.

Algunos grupos acilo se pueden separar por hidrd-
lisis bajo condiciones bésicas’suaves, por ejemplo el grupn
trifluoracetilo se puede separar por tratamiento con hidrdxido
sbddico 1N a temperatura ambiente durante 24 horas, mientrés_que
los grupos acetilo, benzoilo y etoxicarbonilo requieren condi-
ciones mis vigorosas para su separacidén, por ejemplo calenta-
miento con hidrdxido sbdico 5N durante varias horas a 60-§02C.
El producto de f6rmula I se puede purificar finalmente, si se
desea, por técnicas comvencionales, por ejemplo por cristaliza-

cidén o cromatografia.

El proceso de la invencidn se ejemplifica por la
preparacidén de 1-N-/{S)-4-amino-2-hidroxibutiril/-canamicina A
(BB=k8) a partir de 3-N-bencil-3",6'=di~N-trifluoracetil-cana-
micina A. En este caso, la reaccidn de acilacidn se efectfia con-
venientemente utilizando el ester de N-hidroxisuccinimida de
4cido (8)~4-benciloxicarbonilamino=2-hidroxi-butirico. La reac-
cidn se efectlla convenientemente con.los reactantes disueltos
en un disolvente orgénico inerte, por ejemplo tetrahidrofurano,
y adecuadamente se efectfia afladiendo wna solucidn del é&ster ac~
tivo a una solucibn del derivado de canamicina a 0¢C, La reac-
cibén se puede monitorizar por cromatografia de capa fina y, si

se desea, se puede affadir mls ester activo para asegurar la reac-
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cibn completa. La reaccibén se deja proceder convenientemente a
temperatura ambiente y se ha encontrado que, bajo estas condicio
nes, la acilacidn se completa practicamente en el espacio de

48 horase. El producto se aisla por evaporacidén del disolvente

y el producto se puedé purificar en esta etapa, si se desea,

por técnicas convencionales (por ejemplo cristalizacidén o croma-
tografia), pero mis convenientemente se utiliza en forma bruta

en la siguiente etapa del procedimiento.

La separacidn de los grupos 3" y 6'-N-trifluorace-
tilo se consigue por hidrdlisis blsica suave, pudiéndose reali~
zar &sta disolviendo simplemente el producto de la primera etapa
del proceso en hidrdxido ambnico 1N y dejando reposar la solucidn
durante varias horas (por ejemplo durante la noche) a tempera-
tura ambiente. Por filtimo, los grupos bencilo y benciloxicarbo-
nilo se pueden separar conjuntamente mediante hidrogenolisis ca=-
talitica. Bsta se puede efectuar convenientemente disolviendo
el producto de la etapa anterior en un disolvente adecuado,
por ejemplo una mezcla de metanol, agua y Acido acético, y so-
metiendo la mezcla a una hidrogenacidn convencional, por ejemplo
a 3,5 kg/cm? y 402C, en presencia de un catalizador de paladio.
Se ha encontrado que bajo estas condiciones la desproteccidn se
completa practicamente en el espacio de 14 horas. El producto
se aisla, después de filtrar, por evaporacidén del disolvente.

La purificacibén se puede conseguir luego, si se desea, median-
te, por ejemplo, cromatografia de intercambio idnice, para dar
el producto requerido en forma pura. El proceso se puede reali-
zar de un modo exactamente anflogo pero a partir de 3"=6'-di-N-
trifluoracetil~canamicina A. En este caso, se forma el producto
1-N-sustitufdo, junto con el derivado 3-N-sustituido y el pro-
ducto 1,3-N,N-disustituido. Sin embargo, el producto 1-N-sus-
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tituido deseado se puede separar facilmente de los otros sub=-
productos, por ejemplo mediante la etapa final de cromatografia
de intercambio idnico, si bien naturalmente el producto se ob-
tiene, en este caso, en un rendimiento menor. Similarmente, se
puede utilizar 2',3",6'-tri-N-trifluoracetil-canamicina B para
proporcionar los derivados 1-N-sustitufdos de canamicina B.

El procedimiento de la invencidn se ejemplifica
tambi&n por la preparacién de 1-N-/(S)-4-amino-2-hidroxibutil/-
canamicina A. En este caso, el intermediario de canamicina ‘pro-
tegido (II) se alqﬁila primero, por ejemplo, mediante alquila=-
cidn reductiva con un derivado de aldehido, tal y como se des-
cribe en la Solicitud de Patente briténica copendiente No.
7529/76 y a éontinuacién ios grupos N-bloqueantes son separa=-
dos, aislfndose el producto requerido. De este modo, cuando se
utiliza 3-bencil-6-/3/-dihidroximetil-tetrahidro-1,3~-oxazin-2-
ona en la alquilacidn reductiva con 3",6'~di-N-acetil-canami-
cina A, la ulterior hidrélisis b&sica para separar los grupos
acetilo ¥ la hidrogenolisis para separar el grupo bencilo, pro-
porciona el compuesto requerido de £6rmnla I en donde R es un
grupo hidroxi y R1 es wn grupo (8)-4-amino-2-hidroxibutilo, La
alquilacién reductiva se puede conseguir convenientemente con
los reactantes disueltos en un disclvente orginico adecuado,

" por ejemplo dimetilformamida, utilizando borohidruro sddico, y

la reaccidn se completa generalmente en el espacio de varias
horas a 302C. La separacidn de los grupos acetilo se consigue.
por hidrélisis con hidréxido sédico 3N a 802 durante 4 horas
y el grupo bencilo se separa por hidrogenacién catalitica a
6092C ¥y 4,2 kg/cm? durante 16 horas. EL producto requerido se
separa luego del isdmero 3-N-sustituido co-formado, mediante
cromatografia,.

—cre
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Los compuestos de £6rmula II son por si mismos
compuestos nuevos segin esta invencibn. Los mismos se pueden
preparar mediante una reaccidén de emigracibén acilo 0— N.

De este modo, Yy segin un procedimiento para su preparacidn, de
acuerdo con la invencidén, se trata primero wna sal de adicida
de fcido de canamicina A & B § 3-N-bencil-canamicina A, con wa
exceso de agente agilante bajo condiciones &cidas, de modo qﬁe
solamente se acilen inicialmente los grupos hidroxilo. En se-
gundo lugar, la sal de adicién de 4cido del producto O-acilado,
disuelto en un disolvente orghnico inerte, se meutraliza.

Bajo estas condiciones, puedé tener lugar la emi-
gracibn acilo intramolecular sobre cualquier grupo amino que
tenga un grupo aciloxi sobre su posicidn adyacente en el anillo,
es decir los grupos 6' y 3"-amino y el grupo 2'-aminc de cana-

micina B.

Los restantes grupos O-acilo se separan entonces
del modo usual, por ejemplo por hidrdlisis y alcoholisis y el
producto se puede purificar, si se desea, mediante cromatografia,

por ejemplo.

Este proceso para la preparacibén de compuestos de
£6rmula IT ha resultado ser particularmente eficaz para la pre-
paracién de los compuestos en donde R4 es un grupo hidroxilo y
R3 es un grupo trifluoracetilo. En este caso, se disuelve cana-
micina A o 3-N-bencil-canamicina A en &cido triflucracético y
se trata a 02 con anhidrido trifluoracético en exceso. La reac~
cibn se completa practicamente después de varias horas a 02C
(por ejemplo, durante la noche) y el derivado terc-O=trifluor-
acetil-canamicina y su sal trifluoracetato se pueden aislar por

evaporacién de los disolventes bajo vacio. El producto se disuel
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ve en un disolvente orgénico’inerte, preferiblemente tetrahidro-
furano, y se neutraliza por tratamiento con una base, por ejem—
plo por agitacién de la solucidn con carbonato sddico o potésico.
Se ha encontrado que bajo estas condiciones la reaccibdn de emi~
gracién acilo 0 —=N procede rapidamente y se completa practica-
mente en el espacio de 20 minutos a temperatura ambiente. Los
restantes grupos O-trifluoracetilo se separan de modo convencio-
nal, por ejemplo por metanolisis, y elAproducto 3",6',di-N=-
trifluoracetilo se puede aislar luego por evaporacidn del disol-
vente y purificarsé, si se desea, por cromatografia en columma
convencionale.

Segﬁh otro método de preparacidn, la canamicinz A
§ 3-N-bencil-canamicina A se trata primero con un reactive para

intio@ucir grupos amino-bloqueantes selectivamente separabies.

Grupos bloqueantes adecuados son, por ejemplo,
el grupo t-butuloxicarbonilo o el grupo benciloxicarbonilo. El
producto totalmente N-protegido se O-acila a continuacidn por
técnigas conocidas, por ejemplo, por tratamiento con un anhidri-~
do o cloruro de &cido, por ejemplo anhidrido acético en piridina,
o con un cloroformato de alquilo, por ejemplo cloroformato de
etilo, y los grupos amino-bloqueantes se separan entonces (pof
ejemplo, los grupds t-butiloxicarbonilo se separan por trata-
miento con &cido triflucracético y los grupos benciloxicarbonilo
se separan por hidrogemolisis catalitica) y la solucibn se ﬁeu—
traliza., La emigracidn acilo 0 —N puede proceder luego como
anteriormente y los restantes grupos O-acilo se separan aisléin-
dose el producto en la Porma antes descrita.

El proceso se puede aplicar también a canamicina B,
procediendo adicionalmente en este .caso la emigracidn acilo des-
de el grupo 3'-hidroxilo al grupo 2'-amino adyacente para dar

un intermediario tri-N-acilado.

MWosh = EEMekat tr L L L e sman
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_ Los compuestos de £érmula II segfm la invencidn,
asi como aquellos de fbrmula I y III, pueden existir en varias
formas conformacionales, y la invencidn no se limita a cualquie-
ra de tales formas. En general, los anillos son cada uno de
ellos del tipo "silla" y cada uno de los grupos sustituyentes
esti dispuesto ecuatarialmente con respecto al anillo. Por otra
parte, los enlaces glicosidicos entre los anillos hexopiranosi-
lo y el anillo 2-desoxiestreptamina son més normalmente enlaces

alfa con respecto a los primeros.

La 3-N-bencil-canamicina A es por sf misma un
compuesto nuevo. Se puede preparar por alquilacibn reductiva de
canamicina A con benzaldehido bajo condiciones de pH cuidadosa-
mente controladas. Se ha descubierto que cuando se somete cahia-
micina A en solucidn acuosa a la alquilacién reductiva, a tempe-
ratura ambiente o inferior, con un ligero exceso de benzaldehido,
en presencia de cianoborohidruro de sodio, y se ajusta cuidado-
samente el pH de la solucidn a 6, entonces el producto principal
de la reaccibn consiste en 3-N-bencil-canamicina A.

Naturalmente, se producen también en la reaccidn
cantidades menores de otros isdmeros N-sustituidos y productos
polisustituidos, pero estos productos se separan principalmente
por cromatografia de intercémbio ibnico convencional. La frac-
cibn principal aislada de 1a columna por elucidn con hidrédxido
amdnico, es 3-N-bencil-canamicina A, contaminada con una canti-
dad menor del isbmero 1-N-bencilo. En la préctica, este producto
es suficientemente puro para utilizarse directamente en el pro-
ceso de la invencibn, si bien naturalmente el isbémero 1-N-benci-
lo presente conducirf, después de la acilacidén o alquilacibn y
desproteccidén, a la formacidén del isémero 3-N-sustituido como

un componente menor, junto con el producto 1-N-sustituido de
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gérmula I requerido. Sin embargo, se puede separar entonces fa-
cilmente mediante la etapa de cromatografia final ya descrita.

En los siguientes ejemplos, el ejemplo 1 describe
la preparacidn de 3-N-bencil-canamicina A. Los ejemplos 2 a 5
describen la preparacibdn de nuevos compuestos de £érmula 'II
segln la invencibn. Los ejemplos 6 a 9 ilustran el nuevo Froce-

dimiento de la invencidn para preparar compuestos de £8rmula I.

La cromatografia de capa fina se lleva a cabo so-
bre placas de sflice utilizando el sistema disolvente estabieci—
do. Las manchas son visualizadas después de secar las placas
por pulverizacidn con una solucidn al 5% de hipoclorito de t-bu-
tilo en ciclohéxano, secando las placas a 1002 durante 10 minu-
tos en ua horno ventilado, enfriando y pulverizando con unavsa-
lucidn de almidénsyodurd potésico.

Las temperaturas se ofrecen en grados centigrados.
vAmberlite" es una marca registrada.

EMPLO 1 ]

Se disuelven 24,3 g (0,03 moles) de sulfato de
canamicina A en 150 ml de agua y se ajﬁsta el pH a 6 por adicién
gota a gota de &cido clorhidrico 5N. Se affaden 1,95 g (0,03 mo-
les) de cianoborohidruro de sodio y la mezcla se enfria a 0eC y
se agita mientras se aflade lentamente, en el transcurso de 2 ho-
ras y media, una solucibn de 3,61 g (0,033 moles) de benzaldehi-
do disuelto en 15 ml de metanol. La mezcla se deja calentar a
temperatura ambiente., Después de 16 horas, el pH de la solucidn
se ajusta a 5,5 por adicién de &cido clorhidrico 1N y la solucidn
se filtra y aflade a una columna de resina intercambiadora de
iones Amberlite CG-50 en la forma del idn amonio. La elucidn en
primer lugar con agua y a continuacidn con un gradiente de hi=-

dréxido ambnico de concentracién en aumento de 0 a 0,7 N, propor
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ciona como producto principal 3-N-bencil-canamicina A contamina=-
do con algo de derivado 1=N-bencilo (5 g, 28%) Rf 0,44 en metanol
cloroformo, 17% de hidréxido amdnico, 4:1:2. (La canamicina A

proporciona un valor Rf de 0,15).

Se convierte una muestra al derivado volatil
tetra-N-acetil-hepta~0O~trimetilsililo por tratamiento con anhi-
drido acético en metanol a temperatura ambiente, durante 24 Lo-
ras, seguido por reaccidén con una mezcla 2:71 de hexametildisila-
zano y trimetilclorosilano a temperatura ambiente durante 24 ho=-

m . . m
ras. /e encontrado 1246.054H106N4015817 requiere /e 1246,

La posicibdn de sustitucién se confirma por la si-
guiente secuencia de reacciones: (a) el tratamiento con t-butil-
oxicarbonilazida proporciona un compuesto que tiene tres grupos
t-butiloxicarbonilo asi como el grupo bencilo (a partir de R.M.N.
(b) 1a hidrogenacidn para separar el grupo bencilo, (c¢) acila-
cién con N-/{S)~4~benciloxicarbonilamino—2-hidroxi~butiriloxi/-
succinimida, y (d) la separacidn de los grupos N-protectores por
hidrogenacién seguido por tratamiento con &cido trifluoracético
proporciona, como producto principal, 3-N-/{S)=-4-amino-2-hidroxi-
butiri;?@aﬁamieina A (BB-K29) idéntica a una muestra preparada
segfin el procedimiento de Naito et al. (J. Antibioties, 1973, 26,
297).

EJEMPLO 2 -

Se afladen lentamente 5 ml de anhidrido trifluor-
acético a una solucibdn agitada de 1 ¢ de canamicina A en 40 ml
de &cido trifluoracético a 02, La solucidn se deja reposar a
0-42 durante 20 horas. El disolvente se evapora luego bajo vacio
y el residuo se trata con 10 ml de tolueno y se évapora hasta
sequedad. La sal trifluoracetato se recibe en tetrahidrofuranc
seco ¥y se neutraliza por adicidn lenta a una suspensidn agitada

) »
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de carbonato potisico anhhidro en exceso en tetrahidrofurano.

La mezcla se agita a temperatura ambiente durante 20 minutos

y la suspensidén se Piltra entonces y el filtrado se evapora
hasta sequedad. El producto se recibe en 20 ml de metanol y se
mantiene a temperatura ambiente durante 30 minutos. E1l disolven=-
te se evapora bajo presidn reducida y el residuo se cromatogra=-
£{a sobre sflice, eluyendo con un gradiente disolvente de ‘clozo=-
Pormo, metanol (3:1) a cloroformo, metanol, 17% de hidrdxide
ambnico (8:4:1) para dar 0,52 g de hidrato de 3",6'-di-N-tri=
fluoracetil-canamicina A como un sdlido blanco higroscdpico.

Rf 0,7 en metanol, cloroformo, 17% hidrbdxido aménico 4:1:1

(1a canamicina A proporciona un Rf de 0,05). ))c=b 1665 cmf1.

Se convierte una muestra al derivado volétil
di-N-acetil-hepta~O-trimetilsililo como se describe en el ejom=

n s . . m
Plo 1. /e encontrado 1264. 04739434915F6817 requiere /e 1264,

EJTEMPLO 3

Se afiaden lentamente 0,7 ml (5 mmoles) de anhidri-
do trifiluoracético a una solucién de 0,23 g (0,4 mmoles) de
3wN-bencil-canamicina A en 15 ml de &cido trifluoracético a o02.
La solucién se mantiene a 0-42 durante 20 horas. EL disolvente
se evapora entonces y el residuo se trata con 10 ml de tolueno
¥ se evapora hasta sequedad, El producto se disuelve en 20 ml
de tetrahidrofurano y se aflade lentamente a uma suspensidén agi-
tada de exceso de carbonato potlsico en tetrahidrofuranc. La
suspensibn se agita a temperatura ambiente durante 30 minutos,
se filtra y el filtrado se evapora hasta sequedad bajo presidn
reducida. El residuo se recibe en 20 ml de metanol y se deja
reposar a temperatura ambiente durante 30 minutos. E1 disolvente
se separa luego bajo vacio para dar 3-N-bencil-3",6'=di-~N=-tri-

fluoracetilecanamicina A. RFf 0,5 en metanol, cloroformo, 8% hi-




A ————

N anaf mammie e

. ten

bt bt o atae

1 e e bt o

10

15

20

25

30

-15 -

dréxido ambmico, 4:1:0,1 (la 3-N-bencil-canamicina A proporciona

un valor Rf de 0,01).

EMPLO 4
(A): Una solucibn de 189,4 g de 1,3,3",6'~tetra-N~bencil
oxicarbonil-canamicina A (Bull.Chem.Soc. Japan, 1965, 38, 1181)
en 568 ml de piridina y 189 ml de anhidrido acético, se agita
durante la noche a temperatura ambiente y a continuacidn sa
vierte en 1,9 litros de agua. La solucidn acuosa se extracta con
cloroformo (1 x 1,8 litros ¥y 1 x 1,0 litros) y el extracto orgé-
nico se evapora hasta sequedad bajo presibn reducida. La tritu=-
racién del residuo con éter proporciona 224,8 g de penta=0-
acetil-1,3,3",6'~tetra=-N~benciloxicarbonil-canamicina A que se
filtra y se seca bajo vacfo. El producto tiene un p.f. de
223-2292; Rf 0,55 en cloroformo, alcohol metilado industrial '
(12,1), é; 1,8 = 2,05 (15 protones multiplete, 5 grupos acetilo)
y 7,4 (20 protones singlete, 4 grupos fenilo). ‘

(B) Una solucidn de 53 g de penta~O~acetil-1,3,3",6'-
tetra~-N-benciloxicarbonil-canamicina A en 260 ml de acetato de
etilo conteniendo 260 ml de &cido acético glacial, se hidrogena
sobre 15 g de paladio sobre carbdn al 5% a 602 y 3,5 kg/cm?,
durante 7 horas. La solucibn se filtra y el filtrado se evapora
hasta sequedad bajo presidn reducida. E1 residuo se tritura con
éter y se recogen 32,9 g del producto penta-O-acetilcanamicina A
que se seca bajo vacio, p.f. 97-1052; Rf 0,0 en cloroformo,
alcohol metilado industrial (12:1) en comparacidn a un valor Rf
de 0,55 para el material de partida. El espectro de resonancia

magnética protdnica muestra una ausencia completa de protones
aromiticos.

(c) Una solucibn de 139,2 g de penta-0-acetil-canami-

cina A en 1,4 litros de metanol, saturado con amoniaco, se deja
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reposar durante la noche a temperatura ambiente y a continuacién
se evapora hasta sequedad bajo presidn reducida. El resfduo se
disuelve en 140 ml de metanol y el producto en bruto se precipi-
ta con 2,5 litros de cloroformo, se filtra y se seca en vacio.
El sélido en bruto se enlecha con 400 ml de alcohol metilado in-
duétrial y se recogen 91,9 g del producto 3",6'-di-N-acetilcana-

micina A por filtracidn, se lava con éter y se seca bajo vacice;
Pef. 150-1809C, Rf 0,77 en metanol, hidrdxido amdnico 0,880 1:1.
Proporciona un espectro 130 T.M.N. ¥ UN espectro r.m.n. protdénico
en total acuerdo con la estructura requerida. '

EJEMPLO 5
Se afladen lentamente 3,6 ml de anhidrido trifluor-

acdtico a una solucibén agitada de 960 mg (2 mmoles) de canamici-
na B en 50 ml de &cido trifluoracético a 0f. La solucidn se deja
reposar a 0 - 42 durante 20 horas. El1 disolvente se evaporaféh;
tonces bajo presidén reducida y el residuc se trata con 10 ml de
tolueno y se evapora hasta sequedad. La sal trifluoracetato se
disuelve en 30 mi de tetrahidrofuranc y se affade lentamente a
una solgci&n agitada de trietilamina en excesoc en tetrahidrofu-
rano. La solucidn se deja reposar a temperatura ambiente durante
40 minutos y el disolvente se evapora luego bajo presidn reduci-~
dae. El resfiduo se disuelve en metanol para hidrolizar los res—
tantes grupos O-trifluoracetilo y después de 30 minutos a tempe-
ratura ambiente se evapofa el disolvente bajo presidn reducida
y el producto se cromatografia sobre silice eluyendo con un gra-
diente disolvente de cloroformo, etanol (3:1) a cloroformo, me-
tanol, 17% hidréxido amdnico (20:10:1) péra dar 452 mg (29%)

de 2',3",6'=tri-N-trifluoracetil-canamicina B como un cristal.

Rf 0,70 en metanol, cloroformo, 8% hidréxido ambnico 4:1:0,1
(1a canamicina B proporciona un valor Rf de 0,0).
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La estructura se confirma por la siguiente secuen~
cia de reacciones: (a) acetilacibén con anhidrido acético en meta-
nol durante 20 horas, a temperatura ambiente, seguido por trata-
miento con hidréxido aménico 1N durante 18 horas, para separar
los grupos trifluoracetilo y proporcionar un producto que contie-
ne dos grupos acetiloe. mye (desorcibn de campo) encontrado M + 1’
568, 022H41N5012 requiere ¥ + 1 568; (b) tratamiento del derivado
di-N-acetilo con anhidrido deutercacético en metanol a tempera-
tura ambiente, durante 24 horas, seguido por reaccién con una
mezcla 2:1 de hexametildisilazano y trimetilclorosilano a tempe-
ratura ambiente durante 24 horas, para dar el derivado volétil
de tri-N-deuterocacetil-di-N-acetilehexa-O-trimetilsililo.

M/e encontrado 1134, c46H86N5°15D9816 requiere Ve 1134, Se de-
muestra que la diacetilacidén ocurre en el anillo 2-deoxiestr¢p-
tamina a partir del diseflo de fragmentacibn, confirmando con
ello que habia tenido lugar inicialmente una trifluoracetilacién

sobre las posiciones 2',3" y 6' de la canamicina B.

EJEMPLO 6

Se trata 3",6'-di-N-trifluoracetil-canamicina A
(preparada a partir de 1 g de canamicina por el método del ejem—
plo 2) en 40 ml de tetrahidrofurano, con 1,08 g (3,1 mmoles) de
N-(/S/-4~benciloxicarbonilamino-2-hidroxi-butiriloxi) succinimida
en 50 ml de tetrahidrofurano. La solucidn se deja reposar a tem-
peratura ambiente durante 24 horas, tras lo cual se aifiaden 0,54 ¢
més de N-([Sji4~benciloxicarbonilamino-2-hidroxi-butiriloxi)suc-
cinimida y la solucibén se mantiene a temperatura ambiente duran-
te 24 horas més. E1 disolvente se~evapora bajo vacio y el resi-
duo se disuelve en hidrdxido ambnico 1N y se deja reposar a tem-
peratura ambiente durante 24 horas. La solucidn se concentra bajo
vacio y el producto se recibe en una mezcla de dioxano, agua y
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una solucidn de 0,017 g (0,5 mmoles) de N-(/§/-4-benciloxicarbo-

8cido acético (55 ml, 5:5:1) y se hidrogena sobre 5% de paladio
en carbdn vegetal como catalizador a 302 y 3,5 kg/cm? durante 6
horas. La mezcla se filtra y el filtrado se evapora. E1 residuo
se cromatografia sobre resina intercambiadora de iones Amberlite
CG-50 (forma amdnica) eluyendo con un gradiente de hidréxido
aménico de concentracién en aumento desde 0 a 0,5N, para dar
BB-X8 (0,11 g, 9,2% a partir de canamicina A) idéntica a 1&
muestra.de referencia,

EJEMPLO 7

Se trata directamente 3-N-bencil-3",6'-di-N=tri-
fluoracetil-canamicina A (preparada a partir de 0,23 g de 3-N-

bencil-canamicina A en la forma descrita en el ejemplo 3) con

nilamino—2-hidroxi-butiriloxi) succinimida en 15 ml de tetrahidro-
furano a 02, La solucidn se deja reposar a temperatura ambiente
durante 24 horas. Se afiade otra cantidad de 0,35 g del &ster ac-
tivo en tetrahidrofurano y la solucidn se mantiene durante 20
horas més a femperatura ambiente, La solucidén se concentra bajo
vacio v el residuc se recibe en una mezcla de metanol, agua y
Acido acético (30 ml, 10:10:1) y se hidrogena sobre catalizador
de paladio en carbdn vegetal a 402 y 3,5 kg/cm® durante 13,5
horase. La suspensidén se filtra y el filtrado se evapora. El pro-
ducto se purifica por cromatografia de intercambio ibnico sobre
Amberlite CG-S50 (fq@@g Ng4f) como anteriormente, para dar BB-K8
(84 mg, 36% a partir de 3-N~bencil-c§namicina A) idéntica a una

muestra de referencia.

EJEMPLO 8

Se hace reaccionar 2',3",6'=tri-N-trifluoracetil-
canamicina B con N-(/8/-4-benciloxicarbonilamino-2-hidroxi~buti=-
riloxi) succinimida de forma similar a la descrita en el ejemplo
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6, para dar, después de la desproteccién y purificacién, 1-N~-
(/8/=4mamino~2~hidroxibutiril) canamicina B (BB-X26).

EJEMPLO 9

Una solucibn de 2,84 g de 3",6'~di-N-acetilcana-
micina A y 1,305 g de 3~-bencil-6=(S)-dihidroximetil~tetranidro-
1,3~0xazin-2-ona en 28,4 ml de dimetilformamida, se calienta a
602 durante 1 hora y se enfria luego a 302. Se afladen 0,189 ¢
de borohidruro sbdico y 1a mezcla se agita durante 1 hora méis.
Se affade 1 ml de agua, se deja reposar la mezcla durante la no=-
che ¥ el disolvente se separa bajo presidn reducida. El residuo
se calienta con 28,4 ml de solucidn de hidrdxido sbdico 3N a
802 durante 4 horas y, después de: enfriar, se ajusta el pH de
la mezcla de reaccidén a 5,7 con &cido clorhidrico concentracdo.
La solucidn en bruto de 1-N-/{§)=-4~bencilamino-2-hidroxibutil/-
canamicina A y 3-N-/{§)=-4~bencilamino-2-hidroxibutil/canamicina A
se pasa descendentemente por una columna de resinas intercambia~
dora de iones Amberlite CG-50 (forma ambdnica) eluyendo primero
con agua para separar productos inorg&nicqs y a continuacidn
con amoniaco 0,15 M para aislar la mezcla de aminoglichsidos.
en bruto. Las fracciones requeridas de la columna se evaporan
y el resfduo se disuelve en una mezcla de 15 ml de metanol,

15 ml de &cido acético y 15 ml de agua y se hidrogena sobre un
catalizador de 30% de paladio en carbdn a 602 y 4,2 kg/cm? duran
te 16 horas. La solucibén se filtra y el disolvente se separa
bajo presidn reducida. El producto se purifica por cromatografia
de intercambio idnico como anteriormente se ha descrito, para
dar 0,5 g de 1=-N=/{S)=4~amino-2=hidroxibutil/canamicina A idén-

tica a una muestra de referencia.

Descrita suficientemente la naturaleza del inven-—

to, asi como la manera de realizarse en la prictica, debe hacer-
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se constar que las disposiciones anteriormente indicadas son

susceptibles de modificaciones de detalle en cuanto no alteren

su principio fundamental.
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FEIVINDICACIONES
le= Procedimiento para preperar derivados l-R-sustituidds

de canamicina, de férmulas:
. CH,NH,

~== (1)

en la que R imede ger un grupo amino o hidroxilo ¥y Bt puede ser
un grupo alquilo inferior o un grupo aslecanoilo alifdtico inferior,
cualquiera de los cuales puede estar opoilonalmente sustituido con
grupos hidroxilo y/o amino; caracterizado porque comprende acilar
o algquilar un compuesto de fqu}a:

3
g CH, MR
. HO 0
2
i HO l NHR
le
0
CH, O HO N, -em (IT)
HO 0
RINH =" |
; HO
; o

en la que RZ es un £tomo de hidrégeno o un grupo bencilo; R3 es uLn
grupo acilo amino-bloqueante, 14bil; y r* eg un grupo hidroxilo o
un grupo NER3; pars produclr un compuesto de férmula:




T .

- fluoracetil-canamicina B,

| rilo.

2

Qo )

. 3
o,
Cl ‘Z.JHR

NHRZ

FEY

HO NHR -=~ (1II)

Lo
| R’M
HO

en la que Rl a R* se definen como anteriormente; separer los grupos

-0 (en el caso de que sea: benscilo) ¥ R3; y elslar el compuesto .
de férmula (I).
* 2.~ Procedimiento segdn la reivindicacién 1, carauterizado
poTque RS es un grupo trifIucracetilo. ’
3e= Procedimiento segdn la reivindicacidn 2; caravterizado
ﬁorque como compuesto de férmula (II) se empleg 3=N-bencil-3"-6!—di-
N-trifluoracetil-canemicina A. -
4.~ Procedimiento segin la reivindicacién 2, caracterizado
porque como compuesto de f£érmula (II) se emplea 3",6'=di-N-trifluor- .
acetil-canamicina 4.
5e= Procedimiento segfn la reivindicacién 2, caracterizado

porque como compuesto de férmula (II) se emplea 2!,3",6'—tri-N-tri_

&'~ Procedimiento segin la reivindicécién 1, caracterizado
porque B3 es mn grupo acetiloe

%;- Procedimiento segun la reivindicacién 6, caracterizado
porque compuesto de f£érmula (II) se emplea 3",6'-d:i.-l\l'-au:e'b:!.l«--czaw.na.m:l.“_1
cina A.

8+~ Procedimiento segfin oualquiera de las reivindicaciones

1l a 5, caracterizado porque R es wn grupo (S)~4-~amino—2-hidroxibutil
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9,~ Procedimiento segin cualquiera de las reivindica-

1 es un grupo (§)=-é-amino-

ciones 1 a 7, caracterizado porque R
-2~-hidroxibutilo.

10,~ Procedimiento para preparar derivados l-N-susti
tuidos de canamicina, tal y como queda sustancialmente descrito
en la presente Memoria,

Esta Memoria consta de 23 hojas escritas a mdguina
por una sola cara.
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