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PATENTE DE INVENCION

por VEINTE afios

golicitada en Espafia a favor de POLITECHNIKA GDANSKA e
INSTYTUT PRZEMYSEU FARMACEUTYCZNEGO, ambas de nacionalidad
polaca, domiciliadas respectivamente en ul.Majakowskiego
11/12, Gda¥sk, Polonia y ul.Rydygiera 8, Warszawa, Polonia,
por "Método de preparar derivados N-glicosflicos de macrolu
ros de polieno y sus sales", con prioridad de la solicitud

polaca P-188 979 de fecha 22 Abril 1976. = = = = = = = = =

MEMORIA DESCRIPTIVA

La presente invencién se refiere a un método de
preparacién de derivados N-glicosilicos de macroluros de po

lieno y sus sales, particularmente sal N-metilglucamfnica.-

Un objetivo de la presente invencién es un método
de preparar derivados N-glicosilicos de macroluros de polie
no y sus sales, particularmente nuevas sales N-metilglucami

NICAS: = = = o w =« = = - - - - - - -, e o W e = - -

Los métodos conocidos de preparacién de derivados
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N-glicos{licos de macroluros de polieno y sus sales compren
den tratar macroluros de polieno que contienen un grupo ami
no con mono— u oligosacéridos'aldosa o cetosa en un medio
disolvente orgdnico o en una mezcla de disolventes. El deri
vado as{ obtenido, junto con el azdcar no reaccionado, se
precipita del medio de reaccién con éter etilico, se lava
con éter etflico, se seca bajo presién reducida, luego se
separa del azicar y finalmente se transforma en sal. Sin em
bargo, el método anteriormente descrito requiere la utiliza
cién de disolventes caros y combustibles asf como una serie
de operaciones adicionales para la separacién del producto

respecto sl exceso de azdcar no reaccionado., = « =~ =« = - -

Ademds de estas desventajas, las sales obtenidas
de esta manera, si bien solubles en agua, no formaban diso-

luciones lIimpidas, lo que limitaba Su uso, -— = = = = = - =

El método para producir derivados N-glicosIlicos
de macroluro de polieno y particularmente sales N-metilglu-
caminicas que comprende tratar macroluros de polieno que
contienenun grupo amino en un disolvente orgénico o en una
mezcla de disolventes con mono- u oligosacdrido aldosa o ce
tosa, segin la presente invencién, consiste en la precipita
cién de derivados N-glicos{licos con agua o con disolucién
acuoga de una sal inorgénica, preferentemente sulfato améni
¢0, la purificacién por cristaligacién a partir de alcanol

superior, preferentemente n-butanol, la conversién en sal,
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preferentemente en sal N-metilglucaminica, y la cristaliza-

cién a partir de alcanol superior, preferentemente n-buta-

nOl."“'--""’ ————— - Em W e wm e e e we em e L

La ventaja de la presente invencién reside en la
posibilidad de obtener nuevas sales N~metilglucaminicas de
derivados N-glicosilicos de macroluros de polienoc. Estas sz
les, asf como los macroluros de polieno, sus derivados N-
glicosilicos y sus sales ya conocidas, presentan actividad

antiflingica- ----------- - em ww e o e e em o s e W

Las nuevas sales presentan el mismo espectro anti
fingico que los antibiéticos de origen o sus complejos, por
ejemplo la denominada fungizona, el complejo soluble en
agua de anfotericina B con desoxicolato sédico, la vnica
forma soluble en agua de este antibidtico utilizada en qui-
mioterapia. Sin embargo, algunas de las nuevas sales, por
ejemplo la sal N-metilglucamfnica del derivado N-glicos{li-
co de polifungina, al contrario de la fungizona, presentan
actividad contra la Trichomonas vaginalis. La polifungina
inhibe el crecimiento de la Trichomonas vaginalis a una con
centracién de 837,7 mcg/ml, mientras que la concentracién
inhibidora de la sal N~metilglucaminica del derivado N-gli-
cos{lico de la polifungina es de 268,4 meg/ml, = = - = — -

Adicionalmente, estas sales, por ejemplo la sal
N-metilglucaminica del derivado N-glucosflico de anfoterici

na B, presentan mejores propiedades antifiingicas que la fun
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gizona contra muchos microorganismos, por ejemplo Torula
sp., Geotrichum candidum y Cryptococcus neoformans. las ac
tividades in vitro de las sales N-metilglucaminicas del de~
rivado N-glicosilico de anfotericina B y fungizona contra

algunos hongos se comparan en la tablg 1, = = = « «@ = = = =

Tabla 1

Concentracién activa minima
CEyq (en meg/ml)

Hongos Sal N-metilglucaminica de
derivado N-glicosflico de |Fungizona
anfotericina B

Torula sp. 1,66 2,39
Geotrichum candidum 1,07 1,48

Cryptococcus neofor
mans 1,25 1,48

Existe una sensibilidad diferente de las diferen-
tes cepas, por ejemplo Candida sp., a la sal N-metilglucami
nica del derivado N-glicosflico de anfotericina B y fungizo
na. Estadisticamente, la cantidad de cepas insensibles a la
fungizona es mucho mayor que la cantidad de las cepas insen
sibles a la sal N-metilglucamfnica. Esto es especialmente
cierto en el caso de las cepas Candida albicans ZIM, HM, y
1/75, de las cepas Candida tropicalis JD y 20/75 y de las
cepas Candida krusei TS y 16/75, que son insensibles a la
fungizona pero sensibles a la sal N-metilglucaminica del de

rivado N-glicosflico de la anfotericina Bs = ~ = =« = = = =
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El indice de actividad relativa que representa la
actividad del antibiético en la quimioterapia experimental
de los ratones infectados con Candida albicans es mids venta
joso para las sales N-metilglucaminicas de los derivados
N-glicosflicos de macroluros de polieno que para la fungizo

na (tabla 2). = = = = = = = = = = = = - - - — - - -

Tabla 2

Indice de actividad rela-
Antibidtico tiva en infeccién de rato
nes con Candida albicans

Fungizona 1

sal N-metilglucaminica de deri
vado N-glicosflico de:

- anfotericina B 2,35
~ polifungina 5,08
- nistatina ' 2,41

En la administracién intravenosa de sales N-me-
tilglucaminicas de derivados N-glicosflicos de macroluros
de polieno y en la fungizona comparativa con respecto a las
ratas el efecto es mucho mis ventajoso para la sal, debido
a que puede demostrarse su presencia mids prolongada en el

suero que en el caso de la fungizona (tabla 3). = = = = =~ =
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Tabla 3

Tigmpo de prisencia de unéanti
s gas biético en el suero después de
Antibibtico la administracién de dosis 1/5
DL50 (en minutos)

Fungizona - 5

Sal N-metilglucamfnica de
derivado N-glicos{lico de:

- anfotericina B 15
~ polifungina 60
- nistatina 30

Los datos que representan la toxicidad selectiva
son también mds ventajosos para sal N-metilglucaminica de
los derivados N-glicosflicos de los macroluros de polieno
que para la fungizona. En la tabla 4 se comparan los Indi-
ces de toxicidad selectiva EKSO/DKSO N EHSO/DK5O’ que ilus-
tran la relacién de la concentracién minima de antibiético
que provoca el 50% de efluencia de iones potasio a partir
de los eritrocitos de la sangre humana (EK5O) ¥ la concen-
tracién minima de sntibidético que provoca la hemolisis del
50% de los eritrocitos (EHSO) respecto a la concentracidn
minima de antibibtico que provoca la efluencia del 50% de
los iones potasio a partir de las células Saccharomyces

CereViSiae (DKso)' ———————— - e me e M me W e - oo



Tabla 4

Indice de toxicidad selectiva

Antibidtico
EKg0/ D5 EH5 o/ DK
Fungizona 1,09 1,4 = 2,9
Sal N-metilglucaminica de
derivado N-glicos{lico de:
- anfotericina B 1,37 24
- polifungina 11,4 3
- nistatina 17,3 45

Con la administracién intravenosa en el ratén la

toxicidad aguda DL50 de las sales N-metilglucaminicas de

los derivados N-glicos{licos de los macroluros de polienc

es inferior que la de la fungizona (tabla 5). = = = = « = =

Tabla 5

DILso para el ratén en mg/kg

rivado N-glicos{lico de:
- anfotericing B
~ polifungina

-~ nistatina

Antibibtico de peso corporal, administra
do intravenosamente
Fungizona Ty4 - 93

Sal N-metilglucaminica de de

12,1 - 14,3
13'8 - 16’4
19
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Ias sales sédicas, tris e imidazélicas del deriva-
do glicosf{lico de macroluros de polieno se describen en la
patente britdnica 1 387 187. Las sales tris e imidazélicas
N0 Se usan como agantes terapéuticos debido a sus caracte-
risticas, mientras que la aplicacién de sales sbdicas de
derivados N-glicogflicos de macroluros de polieno en forma
de disoluciones inyectables es diffcil si se tiemen en cuen
ta log altos valores de pH de estas disoluciones. Ademds
las sales sédicas de los derivados N-glicosilicos de los ma
croluros de polieno en disoluciones acuosas a tan altos va-
lores de pH son l4biles y la actividad biolégica de las pre
paraciones farmacéuticas apropiadas, en comparacién con la
actividad de la substancia de partida es reducida. En el es
pectro de IR se observé la importante degradacién del ani-
1lo de lactona., A diferencia de las sales sédicas de deriva
dos N-glicosilicos de macroluros de polieno, las sales N-me
tilglucaminicas son més solubles en agua y sus disoluciones

en ague son estables y presentan menor valor de pH (tabla 6).
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Tabla 6

Sal sédica de deri |Sal N-metilglucaminica
vado N~glicos{lico |de derivado N~glicosi~
de polifungina .| lico de polifungina

pH de disolu-

cién al 1% de 9,9 8,9

agua
gin absorcién pre~ | sin diferencia en la

Espeggro de sente a 1704 cm~1 | comparacién con el pa
en polifungina trén

Actividad big

légica en 1860 2365

w/mg

Las sales N-metilglucaminicas de derivados N-gli-
cos{licos de macroluros de polieno pueden utilizarse en el
tratamiento de infecciones fingicas superficiales y sistémi
cas, provocadas por hongos Candida albicans, Cryptococcus
neoformans, Aspergillus, Geotrichum, Torulopsis y otros, en
formas farmacéuticas bien conocidas tales como aerosoles,
disoluciones para la infusifén, tabletas vaginales, compre-

sas, gotas y disoluciones para la administracién parenteral.
Ejemplo I.

Se suspendieron 1 g de anfotericina By 0,3 g de
glucosa anhidra en 15 ml de dimetilformamida y se dejaron
reposar a una temperatura de 329C durante 16 horas. Se afia-

dieron a esta disolucién 200 ml de agua destilada, se centri
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fugb el precipitado, se lavé dos veces con 50 ml de benceno
Y una vez con 50 ml de hexano, se secé bajo presién reduci-
da y se extrajo a una temperatura de 502C con 100 ml de me-
tanol durante 15 minutos. El precipitado insoluble se cen-
trifugé y se extrajo de nuevo con el mismo volumen de meta-
nol. Se dejaron reposar durante la noche disoluciones combi
nadas a ung teﬁréraxura de ~52C., El precipitado se separé
por centrifugacibn, se lavé dos veces con 50 ml de benceno
¥y wa vez con 50 ml de hexano y se sec6 bajo presién reduci
da. Se obtuvo 0,65 g de derivado N-glicosflico cristalino de
anfotericina B, de E:%cm = 1450 a 381 nm, 0150 = 0,04 meg/ml.

Antibiético original: El%cm = 1580 a 381 nm, y CI50 = 0,03

Ejemplo II.

Se disolvieron 10 g de polifungina y 2,4 g de glu
cosa en 50 ml de dimetilformamida y se dejaron reposar a
una temperatura de 322C durante 16 horas. El derivado se
precipité con 1 1 de disolucién acuosa de cloruro sédico
0,1 N, se centrifugé y se lavé con 100 ml de agua. El pro-
ducto se extrajo ocho veces, cada vez con 100 ml de meta-
nol. Se afiadieron 100 ml de N-butanol a los extractos combi
nados y la mezcla se evapord bajo presién reducida hasta un
volumen de 50 ml y se dej6 reposar para la cristalizacién a
la temperatura de ~5¢C. El precipitado se centrifugé y se

lavé dos veces con acetona y hexano y entonces se secé. Se
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obtuvieron 7,2 g de derivado N-glicosilico de polifungina

1
de E1fm = 710 a 304 nm, CI,, = 0,25 mog/ml. - = ~ - = - = -
Ejemplo III.

Se suspendieron 5 g de candicidina ¥y 1,5 g de glu
cosa en 25 ml de dimetilformamida y se dejaron reposar a
una temperatura de 372C durante 20 horas. EL derivado se
precipité con 200 ml de disolucién acuosa de sulfato améni-
co al 5% y se lavé dos veces con 20 ml de agua. El derivado
N-glicosilico de candicidina obtenido en la reaccién se ex~
trajo con 200 ml de metanol a una temperatura de 362C y en~
tonces con 200 ml de mezecla de metanol-n-butanol. Se evapo-
raron el metanol y el agua con butanol y entonces el deriva
do se cristalizé a partir de n-butanol. Se obtuvieron
1,14 g de derivado N~glicosilico de cmdicidina de E}fm = 210
a 378 nm a partir de la fraccién metdnolica y 1,96 g de de-
rivado de E}fm = 270 a 378 nm g partir de la fraccién meta-
nélica-butanélica. Clg, del derivado N-glicos{lico de candi
cidina = 0,004 meg/ml. Antibidtico originals E}%m =210 a
378 nm, CIgy = 0,0025 meg/ml. = = = = = = = = = -—————

Ejemplo IV.

Se realizé la reaccién de condensacién de 5 g de

aureofacina de E}fm =410 a 378 nm y 1,5 g de glucosa, como

ge ha descrito en el ejemplo III. Se obtuvieron 2,93 g de

1%

fem = 290 a 378 nm

derivado N-glicosilico de aureofacina de
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a partir de la fraccién metanélica y 1,82 g de derivado de

1%
E1cm

tanblica. 0150 de derivado N-glicos{lico de aureofacina =

= 320 y 378 nm a partir de la fraccién metanélica~n-bu

0,008 meg/ml. CIg, de antibitico original = 0,006 meg/ml.-
Ejemplo V.

Se condensaron 3 g de aureofacina y 0,9 g de glu-
cosa en 35 ml de dimetilformamida. El1 residuo insoluble se
centrifugé y el derivado se precipité con 200 ml de disolu~
cién acuosa de sulfato aménico al 10%. El precipitado se
filtré sobre cellite, se lavé con 200 ml de agua y 200 ml
de acetona y el derivado se extrajo con una mezcla de clorg
formo-metanol-agua (10:10:1). Se evaporaron cloroformo, me=-
tanol y agua como mezcla aceotrdépica con n~butanol y el re-
siduo se dejé cristalizar en n-butanol durante la noche a
una temperatura de -52C. Se obtuvieron 1,85 g de derivado
N~glicos{lico de aureofacina de E:% =320 a 378 nmm y 0150 =

cm
0,008 mcg/ml. CI5q del antibidtico original = 0,006 mcg/ml.

Ejemplo VI.

Se suspendieron 1 g de anfotericina B y 0,3 g de
glucosa en 15 ml de dimetilformamida y se dejaron reposar a
una temperatura de 372C durante 20 horas. Se precipité deri
vado N-glicosilico con 300 ml de disolucién acuosa de sulfa
to aménico al 5% y se lavé con 50 ml de agua. El precipita-
do se suspendidé en 50 ml de metanol y 40 ml de n-butanol,
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después de lo cual se afiadié 0,1 mM de carbonato sédico en
10 ml de agua. Se evaporaron metanol y sgua como mezcla aceo
trépica con n-butanol y el residuo se dejé cristalizar. Se
obtuvieron 1,2 g de sal s6dica de derivado n-glicoailico de

5 anfotericing B de E:fm = 1200 g 380 nm y CI50 = 0,05 mcg/ml.
Ejemplo VII.

Se suspendieron 1 g de anfotericina By 0,3 g de
glucosa en 15 ml de dimetilformamida y se dejaron reposar
durante 20 horas a una temperatura de 372C. Se precipité dg

10. rivado N-glicos{lico con 300 ml de disolucién acuosa de sul
fato aménico al 5%. EL precipitado se lavé con 50 ml de agua,
se disolvié en 50 ml de metanol y se afiadieron 1 mM de tris
Y 40 ml de n-butanol; entonces el metanol y el agua se des-
tilaron como mezcla aceotrdépica con n-butanol y el residuo

15. se dejé reposar para la cristalizacién. Se obtuvo la sal

1% _

iem ~

1040 a 380 nm y CIBO = 0,6 mcg/ml. ------ - o @ mm e ew

tris del derivado N-glicosflico de anfotericina B de E

Ejemplo VIII.

Se suspendieron 3 g de polifungina en 15 ml de di
20. metilformamida, se afiadieron 0,9 g de glucosa y se dejaron
reposar a una temperatura de 382C durante 24 horas. El resi
duo insoluble se centrifugd y precipité el derivado N-glico
8{lico del filtrado con 1 1 de disolucién acuosa de sulfato

aménico al 5%. El precipitado se centrifugé y se extrajo
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tres veces con 40 ml de metanol a una temperatura de 38eq,
Se afladieron a la disolucién 3 mM de tris y entonces 40 ml,
de n-butanol, después de lo cual se evaporaron metanol Ng

agua como mezcla aceotrdépica con n-butanol y el residuo Se
dejé reposar para la cristalizacibén a una temperatura de

~52C. Se obtuvieron 2,85 g de sal tris de este derivado N
glicos{lico dé'polifungina de E1% = 570 a 340 nm y CI

lcm

0,4 meg/ml. Antibibtico original: E}fm = 660 a 304 nm,

CIg = 0,15 meg/ml, = = = = = = = = = == = = = o= e __

50

Ejemplo IX.

Se disolvieron 20 g de polifungina y 6 g de &luco
sa en 100 ml de dimetilformamida y se dejaron reposar a ung
temperatura de 369C durante 18 horas. La disolucién resul-
tente se £iltr6 entonces, luego se afisdieron al filtrado
400 ml de disolucién acuosa de sulfato aménico al 5% y se
dejé reposar a una temperatura de +42C durante 2 horas. El
precipitado se filtré y se lavé con agua y luego se extrajo
tres veces utilizando 800 ml de metanol para cada poreidn.
Se disolvieron 6 g de N~metilgiucamina en 60 ml de agua y
se afiadieron a los extractos metan6licos. Se afladieron 1000
ml de butanol a esta disolucién, después de 10 cual la mez-
cla de reaccifn se evaporé a una temperatura de 452C bajo
presién reducida para eliminar el metanol y el agua. El re-
siduo se dejé reposar a wna temperatura de +42C para la

cristalizacién. El precipitado se filtré y se lavé con n-bu
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tanol y entonces con éter de petréleo y se secd a temperatu
ra ambiente. Se obtuvieron 16,5 g de la sal N-metilglucami-

nica de derivado N-glicosflico de polifungina de E1% = 560

lem
a8 304 nm y CIg, = 0,42 meg/ml. Antibiético originali E}fm =
660 a 304 nm y CIgy = 0,16 meg/ml, = = = = = = = = ~ = = =
Ejemplo X.

Se disolvieron 20 g de nistatina y 6 g de glucosa
en 100 ml de dimetilformamida. E1 resto del proceso se rea-
1iz6 como se ha indicado en el ejemplo IX. Se obtuvieron
18 g de sal N-metilglucamfnica de derivado N-glicosflico de
nistatina de E}fm = 560 a 304 nm y CIg, = 0,45 meg/ml. Anti

biético original: E}fm = 790 a 304 nm, 0150 = 0,18 meg/ml.

Ejemplo XI.

Se disolvieron 20 g de anfotericina By 6 g de
glucosa en 200 ml de dimetilformamida y se dejaron reposar
a una temperatura de 352C durante 18 horas. La disolucién
resultante se filtré, se afiadieron al filtrado 500 ml de di

solucién acuosa de sulfato aménico al 5% y luego la mezcla

~se dejé reposar a una temperatura de +492C durante 2 horas.

El precipitado se filtré y se lavé con agua. Se afindieron
1500 ml de metanol a una temperatura de 509C y 6 g de sal
N-metilglucamfnica disueltos en 60 ml de agua al precipita-
do, mezcldndose después durante 30 minutos y entonces se

afiadié 1 1 de n-butanol. La disolucién obtenida se evaporé
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o una temperatura de 459C bajo presién reducida hasta que

se eliminaron el metanol y el agua. El residuo se dejé repo

sar a una temperatura de +4¢C para la cristalizacidn. El se
dimento se filtré, se lavé con n-~butanol y entonces con

éter de petrbéleo y se secé a temperatura ambiente. Se obtu-
vieron 18 g de sal n-metilglucaminica de derivado N-glicosi

lico de anfotericina B de E:fm = 1140 a 380 nm y CISO =

A los efectos consiguientes se declaran de nove-
dad y propiedad para Espafia, sus territorios y plazas de so

berania, las reivindicaciones que siguell, = = = = = = =« = =
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REIVINDICACIONES

1.= Método de preparar derivados N-glicosilicos
de macroluros de polieno y sus sales, particularmente sales
N-metilglucaminicas, que comprende tratar un macroluro de
polieno gque contiene un grupo amino con mono- u oligosaciri
do aldosa o0 cetosa, en un medio disolventé orgénico o en
una mezcla de disolventes, caracterizado porque el derivado
N-glicos{lico formado se precipita del medio de reaccién por
disolucidn en agua o acuosa de una sal inorgdnica, preferen
temente sulfato aménico, se purifica por cristalizacién a
partir de alcanol superior, preferentemente n-butanol, se
transforma entonces en sal, preferentemente sal N-metilglu-
caminica, y se cristaliza a partir de alcanol superior, pre

ferentemente n-butanol, = = = = = = = ¢ v C - - -, - -_--

2.~ "METODO DE PREPARAR DERIVADOS N~-GLICOSILICOS
DE MACROLUROS DE POLIENQ Y SUS SALES": = = = = = = = = = =

Todo ello conforme se describe y reivindica en la
presente memoria que consta de diecisiete hojas, foliadas y

mecanografiadas por una sola de sus caras.

MADRIL 2 2 £2R. 1977
P.A. M. CUREL SUNOL
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