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= La presente invencidén se refiere a la preparacidn deL
<
aminoglicésidos. En particular, la invencidén se refiere a ug
método de preparar pseudotrisacdridos que tienen actividadl
t

1

. . 1
antibidtica. ‘
TLos antibidticos bien conocidos de los tipos do la %

Kanamicina, Gentamicina y Apramicina son amino«pseudotri5§§
cdridos. Los antibidticos conocidos exhiben actividad con—%
tra una amplia gama de bacterias. Sin embargo, estdn llegan
do a ser muy generalizadas cepas de bacterias que preseptan
resistencia a estos tipos de antibidticos. Esto constituyef
un problema importante debido a que las cepas resistentes
de bacterias tienden g producir toxinas més peligrosas quel
las cepas no resistentes, la pregente invencidén se basa en
el descubrimiento de que por sustitucién al menos parcial |
de los anillos normales en estos antibidticos nor anillos
desoxi pueden obtenerse compuestos que tienen una actividad
notablemente me jorada cuando se comparan con 10s correspon-—
dientes antibidticos conocidos contra tales microorganismos
resistentes,

Los antibidticos de los tipos de la Kanamicina, Gen-

tamicine y Apramicina son pseudotrisacédridos basadog en

2-desoxiestreptamina: “NK,
;\1\41
ou Y
HO
© OH

En los antibidticos de la Kanamicina y Gentamicina, este
anillo estd sustituido con anillos de monosacdridos en Ilas
posiciones 4 y 6, y en los antibidticos de la Apramicina eg
te anillo estd sustitufdo con un resto de disacdrido ea la

posicidn 4 6 5. En los antibidticos de este tipo, las bandap
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|_glicosidicas son ol , ¥ los sustituyentes de los anillos

Hoje nGm. D

estdn en posicidn ecuatorial.

En los antibidticos de esta invencidn, los restos
de monosacdridos distintos de los restos de estreptaminab
(pseudomonosacdrido) pueden hallarse en sus formas D- 6 L~
Generalmente, por conveniencia, en esta memoria descriptiva
los compuestos se describirdn e ilustrardn en sus formas
D=, pero debe entenderse que tales referencias incluyen las
formas L- y mezclas, tales como mezclas racémicas, de las
dos formas. '

La presente invencién proporciona un método para

preparar pseudotrisacédridos de la férmula general (I)

Ry , 3 -
e
YR }o-mm
R. R,

en la que Rl es H, F, OH d SH; R, es H o NH2; y R, esdo

2 3
CH R4, en donde R4 es OH o NHZ’ con la oondicidn de que

es H o CH,OH, R

cuando Rl es H, R3 68 GHQNH2 ¥y cuando R3 5 1
es’ NH2 /'G 7 es un grupo de la f6rmu1a
NH, o
N ;‘!"Eu . ?
' HO

On

w \
r\t* / Le, on
' s
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rido protegido, teniendo el disacéridq la férmula general:

Hoja ném, 3

en donde RlO es HuOHy Rll es H, CH3 o CO.CHOH-CH2-CH2~
-NHQ, cuyo método comprende las operaciones de: 1) seleccig

nar un derivado reactivo monofuncional en C, de un disacd-

en la que Rl’ R2 y R, son como se hen definido anteriormen-

3
te;-2) seleccionar un derivado de desoxiestreptamina prcie-

gido monofuncional que tiene wn grupo hidroxilo libre en lg

posicidn 04 o 05, teniendo ‘el derivado de desoxiestreptami
na la férmula general:
H a— s
° o, 201
NHR.
HO 1

en la que RlO vy Rll son como se han definido anter1ormente,u
3) hacer reaccionar dicho disacérldo protegido y dicho deri-
vado de estreptamina protegido, en presencias de un catalizg
dor para la formacién de enlaces A -glicosfdicos, a fin de
formar wn enlace ol ~glicosidico entre ellos; y 4) eliminar
los grupos protectores para liberar el pseudotrisacd r:do dq
la férmula (I).

En una realizacién preferida de la invencidn, R
esHuwOH, R, esHo HH2 y R, es CH_NH

2 3 22’ .
Por tanto, 1la invencidn se refierce en lineas

1

I

generales a un método de fabricacidn que comprende hacer
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1a invencidn. Una posibilidad adicional particularmente

Hoja ntim. 4

puestos andlogos, monosacdridos o pseudomonosacdridos pre-

1

cursores protegidos correspondientes para formar un pseudo
trisacdrido protegido en el que las uniones glicosidicas
son ol -glicosidicas y subsiguientemente separar 10s grupos

protectores para liberar el compuestoe de la invencidn, Es~

3

te método puede realizarse en dos ebapas, haciendo reaccio

nar primeramente juntas dos unidades de monosacarido proté-
gidas para dar una unidad-de disacdrido protegida y hacer
reaccionar subsiguientemente ésta con una unidad de mono-
sacdrido adicional para dar el pseudotrisacdrido protegidow

Este método es aplicable generalmente a los compuestos de

aplicable a los andlogos de la Kanamicina en los que los
dos restos monosacdridos terminales en el eventual pseudo-
trisacdrido protegido son iguales consiste en hacer reaccig
nar un pseudomonosacdrido protegido difuncional correspon-
diente al resto intermedio del producto con dos equivalen~
tes molares de un monosacédrido protegido monofuncional co-
rrespondiente a los restos terminales, Usualmente se utili-
zars un exceso de los compuestos monofﬁncionales cpﬁ objeld
de desplazaer la reaccidn més a favor de los posibles produc
tos trisacdridos que a favor de los posiblés pro@uctos di-
sacdridos.

Como resultard evidente pars los expertos’en la
téenica, algunos de los compuesfos de la invencidn son in-
terconvertibles con otros compuestos de le invencidn. En
particular, los grupos ~OH se pueden convertir en grupos

NH, 6 SH ¢ dtomos de haldgeno por procedimientos conocidos

2
en la técnica. Asimismo, los compuestos directamente corres

-




P- 66.175

-0

15

.20

25

30

4

- toja nam, 5

-pondientes a los compuestos de la invencidn pero que tiener
grupos OH en algunos lugares en que los compuestos de 1a

invencidn tienen grupos NH, se pueden convertir en compues-

2
tos de la inverncidn por procedimientos conocidos en la tée~
nica. En esta situacidn,vpara‘el propésito de la invencidn
se considera que los grupos OH son grupos protectores.

. Los andlogos de la Kanamicina de la invencidn
que tienen un grupo NHé gn 12 posicidn 3" se ﬁﬁeden conver-
tir en anélogOs de Gentamicina por metilacidn en N de esté
grupo aminé por precedimientos conocidos en la téenica. Los
compuestos de la invencién en 1os que R, es diferente de
hidrdgeno pueden producirse también a partir de los corres-|
pondientes compuestos amino libres por métodos conocidos.

Como séré-evidente de las férmulas dadas arriba,
los compuestos de la iﬁvencién contienen un minimo de 4’y
un-mdximo de 6 grupos amino. Los compuestds preferidos de
la invencién tienen 5 grupos amino. En particular, en el
£rupo Al el rédicai R6 es muy preferiblemente un grupo ami-~
nb; '

Tos compuestos mds preferidos de la invencidn son

1los que se indican a continuacidn:
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- Los compuestos de la invencidn pueden obtenerse

por procedimientos de sintesis generales que estdn perfec-
tamente comprendidos en la quimica de los hidratos de car-
bono. Se considera que muchos de los compuestos utilizados
-como intermedios son nuevos. las rutas de sintesis pueden

considerarse divididas en dos partes, primeramente la gin-
tesis de los monosacéri@os o pseudomonosacdridos intgrme~
dios, y en segundo lugar la reaccidn de estos compuestos

para dar los pseudotrisacdridos de la invencidn. En ambas
partes de las sintesis globales, serd necesario o deseable
proteger estereoselectivamente varios de los grﬁpos reacti-

vos existentes en la moldcula con el fin de que reaccionen

T

sin ninguna ambigﬁedad'otros de los grupos.‘Como se compren
de en la téenica, los grupos protectores utilizadeos durante
las sintesis tienen que ser capaces de cnmascarsr adecuada-
ménte el grupo reactivo al que estdn unidos y tienen tam-
bién.que ser eliminables en condiciones relativamente sua-
ves, en particular taleg que no afecten al enlace glicosi-
dico, p. ej. hidrdlisis alcalina, hidrogenolisis o un tra-
tamiento cido muy suave,

Los grupos adecuados para proteger las funciones

hidroxilo incluyen los grupos siguientes: acetilo, benzeilo

trifluoroacetilo, 2-cloroacetilo, metoxicarbonilq, 2,2,24 “
~tricloroetoxicarhonilo, bencilo y cualguier grupo bencilo
sustituido en el nidcleo, metil-tio-metilo y alilo.

Los grupos adecuados para proteger las funciones
amino incluyen los grupos siguientes (denominados con inclu
“jsidn del dtomo de nitrdgeno aminico): E,g—dibencilo; N-ban-
cll-N-alcoxicarbonilo, preferiblemente en el que el grupo
pleohilo es metilbencilo o 2,2,2-tricloroetile; N-ftalimido;

a
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—N-suceinimido; N-o-benzolloximetilbenzoilo; N-acetilos

- ~tricloroetoxicarbonilo.,
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¥-2,2,2=trifluoroacetilo; N-benciloxicarbonilo y N-2,2,2~

Para grupos diol vecinales ¢ funciones o ~aming
alcohol, sistemas protectores adecuados incluyen la for-
mac;dn de un carbonato o carbamato ciclico o un anillo de
1,3-dioxolano, p. ej. en un sistema de ciclohexilideno o
isopropilideno, siendo particularmente preferido este Ulti:
mo debido a la facilidad con gue puede hidroligarse en cons
diciones moderadanente 4cidas y a 1la disponibilidad.comeré
cial del reactivo, 2,2~dimetoxipropano.,

Como serd apreciado por los expertos en 1a téo- .
nica, las reacciones individuales de los esquemas que si-
guen son bien conocidas. Ademds, 165 esquemas indicados a

continuacidn ilustran la produccidn de los compuestos per-—

tinentes, y no son exhaustivos. Reacciones equivalentes »na-

ra muchas de las etapas serdn.evidentes para el experto en
la téenica y no se incluyen ni se exponen en detalle en
este memoria para evitar wn alargamiento innecesario de 1la
descripeidn., '

Bl sistema de anillo comin a.tOGOS los coﬁpues-

tos de la invencidn es el anillo de desoxiestreptamina,

bien sea en la forma de 2-~desoxiestreptamina o en la de 2,5r

) |
~didesoxiestreptamina, Para la copulscidn glicosidica estos

compuestos se proporcionan permaneciendo Unicamente: sin pro
teger el grupo hidroxilo de la posicidn 4, 5 (si estd pre-
sente) 6 6. Bstos compuestos pueden sintetizarse a parfir

de la 2-desoxiestreptamina propiamente dicha o dé compue s~
tos que la contengan como resto, p. ej. la Kanamicina o la

Neomicina.

. e
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- Puede prepararse una 4-hidroxi-2-desoxiestrepta—

mina protegida adecuadamente a partir del conocido compues
to 5,6~0~-ciclohexiliden~tetra-N-metoxicarbonilenaming por

la secuencia descrita abajo y que se ilustra en el Esguema

aldehido que puede degradarse por accidn de un dlcali, p.
ej. un alcoholato de metal alcalino o alcalinotérreo, p.
ej. NaOMe 6 trietilamina para dar una 2-desoxiestreptamina
sustituida que puede aislarse de la mezcla de reaccidn por
cromatografia de columna sobre gel de silice con acetato d4
etilo/cloroformo que contiene aproximadamente 1% de trie-
tilamina. La hidrélisis con un hidréxido de metal alcalino
o alcalino-térreo, o con hidrato de hidrazina al 90%, sepa-
ra los grupos N-metoxicarbonilo.
Los dos grupos amino de este compuesto pueden prg
tegerse haciéndolo reaccionar con E-etoxiﬁarbonilftalimlda
en presencia de trietilamina o de carbonato de sodio acvo-
go. Bl producto es 5,6-0-ciclohexiliden~2-desoxi~1l,3~dif~
talimidoestreptanina. Un método alternativo es bencilar el
producto de la reaccidn de degradacidn en lugar de hidroli-

zarlo, p. eJ. con bromuro de bencilo-hidruro de sodio en

dimetilformamida seguido por una hidrogenolisis suave (con

Pd sobre carbén vegetal, a 1 atm) para dar 5,6-0-ciclohe-
xiiiden~l,3~di~§-benci1—2~desoxi~l,3—di—§-metoxicarbonil

egtreptamina.
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Puede ser diffcil separar el grupo protector ci-

T

clohexilideno en losg productos finales. Dicho grupo se pue
de convertir en el grupo isopropilideno mds 14bil por hi-
drélisis dcida- suave seguida por tratamiento con 2,2-dime-
toxipropano’ y cantldades cataliticas de deido tolueno-p-

~sulfénico. En esta secuencia, debe protegerse el grupo

&

hidroxilo de la posicién 4, p. €j. por bencilacidn., Bl gru:
po bencilo se puede separar por hidrogenacidn catalitica
después del intercambio dé los grupos protectores.

Pueden producirse 4- y 6-hidroxi-2-desoxiestrep-
taminas adecuadamente protegidas por la secuencia descrita

a continuacidn e ilustrada en el Ssquema 1b. Esta secuencid

T

comienga con la 2-desoxiestreptamina, la cual es ronobencis
lada en cada uno de los dtomos de nitrdgeno y despuds me o
xicarbonilada con, p. ej., cloroformiato de metilo, E1 rro-
ducto resultante se hace reaccionar con I,l—dimetoxiciclo—
hexano. La mezcla racémica resultante puede resolverse wor
téenicas de cristalizacidn fraccionada, p. €j. utilizendo
una siembra dpticamente activa a partir de una solucidn
etérea. Ia repeticidn de la cristalizacidn fraccionada pro
porciona una separacidn satisfactoria de 1os‘isdmeros bi-
droxilados en la posicidn 4 y en la posicién 6.

Ia sintesis de la 5-hidroxi-2-desoxiestrepianina
protegida puede realigzarse por la secuencia descrita a con-
tinuacidn e ilustrada en el‘Esquema lc. Bsta secuencia se
inicia con la 2~desoxiestreptamina, la cual se hace reaccio
nar con benzaldehido en condicioﬁes reductoras, p. ej., uti-

lizando borohidruro de sodio, cianoborohidruro de sodio,
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1 |hidrégeno y paladio sobre carbén vegetal, hidrdégeno y ni-
quel Raney, etc., para dar el producto estreptamine diben-
cilada en N. Bste compuesto se transforma en un carbamato
diefclico por reaccidn con fosgeno, cloroformiato de feniloj,
"5 Jcloroformiato de p-nitrofenilo 6§ cloroformiato de metilo,
en presencia de una base tal como Amberlite 400 (OH™), car-
bonato ‘de sodio o de potasio, alcoholatos de metal alcalino
0 hidruro de sodio. Este compuesto intermedio, 2-desoxi-

: —1,3—-di—3{-bencilestreptamiﬁa-—l,6:3,4wdicarbamato, es un in-|
10 ftermedio clave para la sintesis de uniones 5-0-glicosfdicas

con 2-desoxiestreptamina.




- 66 . 175 - . ’ Hoja nGm. 15

" Esguema 1¢
Niz V
i S N Cy Ph
oOH . Ph-C O ch] . . Nﬂcut?h
o uo\‘ o 7.
od : THO
' on
; i
‘ W Esguema 1@
N‘Cﬂt"h o .
4 . N.CH‘!?‘!
o:c/ o 'C“-;.'Ph
\Con
o\ Cz=o
rd
e
1. NaOH 3, chclcome
Nzo

v

Me0, ¢ CH Ph
N\ 7 CH,Ph

\ N-- Co,Me

'-"" OR
wo \
OH
Me0,C  ,Cl,Ph
N Pr L L )
N\cozm- - R = ~eu Ph O L cieacn,



o

P- 66,175

10

15

.20

25

30

Hoja nGm, 16

- Este dicarbamato ciclico se puede utiligar tam-
bién en la sintesis de otros compusstos intermedios tal co+
mo se ilustra en los Esquemas de reaccidn 13 y le. En el
Bsquema 13, el-dicarbamato ciclico se hace reaccionar con
un agente de halogenacidn, preferiblemente bromo o yodo,
en presencia de un compuesto de fésforo- trivalente tal co-
mo trifenilfosfina o un Fosfito de trialcohilo. E1 compues-
to resultante halogenado en 1la posicidn 5 (se ilustra el
compuesto de tipo 5~bromoy puede reduecirse, p. oj., por hi-
'drogenacidn catalitica en presencia de una base para dar
una 2,5-didesoxiestreptanina protegida en el dicarbamato
ciclico. Bn el Esquema le, el grupo hidroxilo de 1a posi-
cidn 5 en el dicarbamato ciclico se bencila o se.somete a
alilacidén para proteger los grupos hidroxilo de la posicidn-
5. B1 compuesto intermedio de dicarbamato ciclico obtenido
en los Esquemas 13 y le puede abrirse por el anillo (comwo
se ilustra) por reaccidn con metdéxido de sodio en metancl
o, preferiblemente, por saponificacidn seguida por metoxi-
—carbonilacidn o benzoxi-carbonilacidn., ILos productbs de
estas dos secuencias son estreptaminas protegidas en 4,6~
~dihidroxi. E1l producto de la secuencia.lg es importante
porque se trata de una 2,5-didesoxiestreptamina., En los ca-
508 en que se desea tener los derivados monohidroxilados

en las posiciones 4 6 6 correspondientes a eétos productos,
esto es, con los grupos hidroxilo de las posiciones 4 6 6
protegidos respectivamente, aquéllos se puedén obtener por
reacciones de proteccidn cldsicas, p. ej. bencilacidn se-
guida por resolucidn de los isémeros o cambio de.uno de los
grupos protectores en N a un grupo ciclico con ei grupo hi-

droxilo adyacente, p. ej. un carbamato ciclico seguido por
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]

Ta sintesis de los compuestos intermedios restan
tes necesarios en la produccién de los pseudosacdridos de

la invencidn puede efectuarse a partir de compuestos cono-

1a preparacién de compuestos intermedios que contienen el
anillo’ de 2-desoxi ¢ 2,5-didesoxiestreptamina. E1 esquema
2 expone brevemente una serie de esquemas de reaccidn para
la sintesis de algunos de estos compuestos intermedios,
TLos reactivos adecuados y las condicionés de reaccidn asi-

mismo adecusdas serdn evidentes para el experto en la téce

nica.,
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Ia reaccidn de copulacidn para la sintesis de

o{—giicésidos a partir de los compuestos intermedios mono
ciclicos puede realizarse fdecilmente con rendimientos ex-
celentes por la via'de dos procedimientos conocidos per sej
Bl primero de ellos hace uso de la reaccidn por la cual lop

glicales pueden adicionar alcoholes gracias a la accidn cal

[]

talitica del eterato de trifluoruro de boro en un disolven

te inerte de constante dieléetrica baja, tal como henceno,

reaccidﬁ, cualesquiers funciones amino tienen que protegers
se por grupos tales como ftalollo, sueccinilo o alcohiloxi-
-carbonilo, p. ej. para dar . ~CH,Ph . Si estén.presen—
-I\GOOR

tes aminas secundarias o terciarias, amidas secundarias o
carbamatos secundarios, el catalizador reacciona con ellos
formando sub-productos insolubles y no puede aislarse gli-
¢bésido alguno. Las sustancias,reaccionantes deben ser solu~-'

bles en los disolventes arriba mencionados (benceno, 0014,

CHClB). Ta reaccidn entre glicales y alcoholes es rdpida

y la proporcidn de f;-glidésidos es despreciable,
El segundo procedimiento es una reaccidn de gli-
cogilacidn de Koenigs-Knorr modificada entre un haluro de
glicosilo y vna funcidn slcohol, que se vale del grupo cerw
cano no participante situado en el carbono 2, adyacenté al
centro de reaccidn (carbono andmero)., Bl cataiizadof utili-
zado podria ser déxido de plata o carbonato de plata, pero
preferiblemente es la mezcla de cianuro mercdricd ¥y bromuro
mercirico o un bromuro de aménio cuaternario tal como bro-

muro de tetrabutilo o Amberlite TR-400 (forma Br ) o un sul+

Turo (tetrahidrotiofenc) y un acepior de protones tal como
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-2, 6-1utidina, cianuro mercvrico, bicarbonato de sodio an-
hidro o Amberlite IR-400 (CN™), lo cual hace aumentar 1la
proporeidn de o -glicédsido obtenida a expensas del./f—ané—
mero. La formadidn de pseudo-trisacéridos de 2-desoxi-es-
~treptamina se puede efectuar escalonadamente, por adicidn
de un solo resto de glicosilo en una sola operacidn, esto
es, formando primeramente un disacdrido con una 2-desoxi-
estreptamina protegida, haciendo reaccionar después otro
resto de glicogilo con el'disacérido ya formado como se ha
representado arriba, donde X es un haluro o representa el

enlace doble 1:2 reactivo de un glical.

Eeguema 3

donde Z: ciclohexilideno o isopropilideno,
/A7y [T'B_7 son restos protegidos correspondien—
tes a /A7y / B/ como se han definido arriba.

Bn = bencilo.
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fle glicosilacidn, un-pequefio porcentaje de los disacdridos

~glicésido y 6-0-glicdsido, de 2-desoxiestreptamina o de

HoJa ntm. 2L

" Alternativamente, el trisacdrido puede sinteti-
zarse por la reaccién de un derivado de disacdrido,
[AT——— [B]—

~— X, con una 2-desoxiegtreptaming
adecuadamente protegida (Esquema 4),

Esquema_4

Una vez que se han obitenido los trisacdridos pro-

tegidos, las secuencias de reacciones que siguen estdn oriel

tadas a la separacidn de los grupos protectores del trisa-
cérido, liberando asi las funciones amino ‘e hiéroxilo.

Tos esquemas 5 y -6 resumen algunas de las vias pot
sibles para éiﬁtetizar 108.4_9 y ng-glicdsidos de la 2-~de-
soxiestreptamina. |

Cﬁan@o la glicosilacidn se lleva a cabo simultdneg
nente en los carbonos 4 y 6 del anillo de aminociclitol, tax-
to si se utiliza el método dellglical-como el del haluro de.

rlicosilo, y a pesar de la presencia de un exceso de agente

formados permanece inalterado al final del periodo de reac-
cidn. Su separacidn, sin embargo, a partir de los trisacd-
ridos se realiza fécilmente por filtracidn a través de gel

de sflice y elucidn con disolventes., Estos disacdridos (4-0-+

2,5-didesoxiestreptamina) que estdn presentes en la propor-
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1 }cidn mdxima de 15-20%. de los productos' de reaccidn totalesg)

CHJ_N’

L

y

CH?_N}\l

5.0

Esquema 5

AcO

'Co )

N<co, R

" pueden, una vez separados de los trisacdridos, ser glico-

silados de nuevo para producir mds trisacdridos.

CH,0Ac

e}

st e

Hoja ntim, 22

[«%

Bn: Bencilo

RYe Benciio , metile



P..

66.175

s et e e e e b e e e 22 . st s, nams PO

Hoja ntm, 23

- Esguema 6
. ' - ' ,Bn
‘ CHLOAC SRR co CHzOAc Nlco,me °
M
N‘CO M@ *‘cone
Aco oAc 0 -+
: . -z’o
LB
N“CO:_M@ “' . CH2N3 N\-CO;‘MQ B
w<
N \Co Me CO AR
0 ~\Q -
2-°
CHZN3 CH,_NB N*cone =

/Bn . '
‘COlMe h
—
i.) H:L/Pd
L Hig-HR,
W), R
: CHo N, “‘2.N“7
OLO
A' ’ CHzNHz ' CHZNHZ A </L—>

Bn: Benecilo

Z: Ciclohexilideno, isopropilideno.
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|_Los trisacdridos completamente protegidos obtenidos de es-

Hoja ntim. 24

te modo se someten luego a una serie de operaciones quimi-
cas disefiadas para eliminar los grupos protectores, libe-
rando asi el trisacdrido. La separacidn de los ésteres,
carbamatos y funciones amida se realiza por hidrdélisis al-
calina con hidrdxidos de los metales alcalinos o alcalino-|
~térreos, o preferiblemente, con hidrato de hidrazina de
80~90% en un disolvente adecvado tal como metanol, etanol
o propanol. Los grupos bencilo en N- y en O- se separan poy
hidrogenacidn catalitica con catalizadores de paladio so-
bre carbén vegetal o niguel Raney., Cualesquiera funciones
agido presentes se reducen simulitdneamente a grupoé amino
durante esta operacidn.

‘AlgunOS de los trisacdridos incluidos en esta in-
vencién‘pueden obtenerse, a@emés de por el método general
de glicosilacidn con el haluro de glicosilo o el glical
apropiados, por medio de la transformacidn quimica de los
compuestos intermedios 4,6-di-0~(2,3~didesoxi=¢{ ~D~eritro-
~hexopiranosil)=2-desoxi~1l, 3~di~N-bencil~1, 3~di~N-metoxi~
carbonilestreptamina y 4,6-di-0~(2,3~didesoximy ~D~eritro-
~hexopiranosil)=~1,3~di-N-bencil-2,5~didesoxi-1, 3~ai~N-msto~
xioarbonilestreptamina. Cuando uno w otro de estos trisacd-
ridos se hace reasccionar con tetracloruro de.carﬁono, tria-
mida hexametilfosforosa y azida de sodio, se consigue la sué
titucidn de las funciones alcohol primario por el gfupo azir
do en los carbonos 6' y 6". Estas transformaciones; seguidas
por la eliminacidn de los grupos protectores de Jos trisaoé~
ridos, conducen a la obtencidn de 4,6-di~0-(6~amino=-2, 3,6~
~tridesoxi-p ~Deritro-hexopiranosil)-2-desoxiestreptanina

y 4,6~di~g~(6~amin072,3,6—tfidesoxi~°(hD-eritro~hex0pirano~
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. t-s5il)-2,5-didesoxiestreptamina,

después en condiciones de saponificacidn en etanol o propa-

Hoja nam, 25

Un camino alternativo para los compuestos arriba

siguiente: la tosilacidn selectiva de las funciones alco-

hol primario en los trisacdridos protegidos parcialmente,

tamina (a) y 4,6-31-0-(2, 3-didesoxi~g) -D-eri tro-hexopirano
sii)~2—desoxi—l,3—di—gfmeﬁoxicarbonil-l—g,3—&, 5-0-triben-
cilestreptamina (b) va seguida por el desplazamiento nu-
clebfilo del grupo tosilo por azida de sodio para dar los

trisacdridos protegidos en 6',6"-diazido, Tstos se tratan

nol (con hidrato de hidrazina al 80/90%, o hidréxido de
sodio, potasio o bario) para eliminar los grupos N-me toxi-
carbonilo, despuds de lo cual se someten & hidrogenacién
(hidrégeno, paladio sobre carbén vegetal) para reducir les
funciones azido a funciones amino con l2 consiguiente hidrd
lisis de los grupés g-bencilo}

E1 incoﬁveniente”de esta ruta para llegar a log
compuestos intermedios de tipo agzido estriba en que durante
la etapa de tosilacidn selectiva la separacidnrde_ios sub-
productos es diffcil, lo que hace que sea imposible obiener
rendimientos mayores que el 60-65% del derivado ditosilado.

De un modo similar, pueden obtenerse 446~di-0-
1["4,6~diamino~2,3,4,6—tetradesoxi-c<-D-(treo o eriﬁro)~he-
xopiranosil 7-2-desoxiestreptamina 6 4,6—di-g—£‘4,6-diamiﬁo
~243,4,6~tetradesoxi-o-D-(treo ¢ eritro)-hexopiranosil /-
~-2,5~didescxliestreptamina a partir de los trisacdridos in-

termedios (a) y (b) arriba mencionados por permesilacidn de

esto es /"4, 6-d1-0-(2,3-didesoxi~y ~D-eritro-hexopiranosil)-

mencionados se:materializa en la secuencia de reacciones |

~-1,3-di~N-bencil-2,5-didesoxi~1, 3-di-N-metoxicarbonilestrep-
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- 1as cuatro funciones hidroxilo, desplazamiento de los gru-
pos mesilo por agzido en dimetilformamida o triamida hexa~-
metilfosférica, saponificacidn de los grupos protectores
(N-{00Me), scguida por hidrogenacidn con catalizador de
paladio sobre carbén vegetal, Los esquenmas 7 y 8 ilustran
1s secuencia de etapas en la preparacidén de algunos de los

trisacdridos de la invencidn.
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" cina A junto con las de uno de los trisacdridos sintetizad

Muellerwﬂinton.
' TABIA I
M,I.C. ( pg/ml)
Kanaiicina Ejemplo L. I

HMicrococcus pyogenes aureus 6539 P 0,8 - 0,4
Staphylococcus pyogenes Smith A 0,8 0,4
Escherichia coli R 1513 100 32

~ Salmonella tiphymurium - 100 32
Proteus mirebilis | 2 0,4
Péeudomonas acruginosa s.p. 100 . 16
Psebdomonas aeruginosa I.A, - 100 32
Saimonellarsui-pestifef ) 32 32
_Pééudomonas aeruginosa D 15 25 : 8
Proteus rettgeri 0,4 . 0,2
Proteus morganii - 0,8 0,2

Hoja nam. 29

A Los pseudotrisacdridos de la invencidn poseen
una actividad antibactériaﬁa excelente que, en algunos cart
805, -parece superior a la de la Kanamicina A propiamente
dicha. A continﬁaeién se da una tabla‘que muestra las 6on»

centraciones inhibidoras minimas (valores MIC) de Kanami-

dos (Ejemp}o I) frente a una diversidad de bacterias CGram-
positivas y Gram-negativas tal como se obtienen por el mé-

todo de dilncidn con agar de Steers con medio de agar de

hetividaed in vitro de la Kanamicina A y del come
puesto (Ejemplo L I). '

Valores MIC en caldo Mueller-Iinton, pH 7,2.

Adicionalmente, los pseudotrisacdridos de la in-

vencidn son menos susceptibles a la desactivacidn por, y
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L- por consiguiente son efectivos conitra, aguellas bacterias

cidn no téxicas que contienen aniones farmacéuticamente

"siones que contienen agentes aromatizantes o colorantes.

Hoja ntm. 30

que son resistentes a la Kanamicina y Apramicina,
Tos deidos a partir de los cuales se pueden prej
parar sales de adicidn farmacdéuticamente aceptables de lod

compuestos de la invencidn son los que forman sales de adil-

aceptables, tales como las sales clorhidrato, bromhidrato,
yodhidrato, sulfato o bisulfato, fosfato o fosfato 4cido,
acetato, maleato, fumarato, lactatlo, tartrato, citrato,

gluconato, sacarato y p-toluensulfonato.

3

Los compuestos de la invencidn se pueden adminis
trar solos, pero generalmente se administrardn en meszcla
con un vehiculo farmacéutico seleccionado con relacidn
a la via de administracidn deseada y la prdctica férmacéum
tica c¢ldsica. Por ejemplo, pueden administrarse oralmente
en la forma de tabletas que contienen éxéipientes tales
como almidén o lactosa, o en cépsulas bien sea solos o en

megcla con excipientes, o en forma de elixires o suspen-

Dichos compuestos se pueden inyectar por.via parenteral,
por ejemplo, por las vias intrdmuscular o subcutdnea. Pers
administracidn parenteral, se utilizan éptimamente en la
forme de une solucidn acuosa estéril que pueﬁé contener
otros solutos, por ejemplo, sales o'glucosa suficientes pad
ra hacer la solucidn isotdnica. o
Ta invencidn se ilustra por los Ejemplos que si-
guen correspondientes a la preparacidn y caracterizacidn
de compuestos de la invencidn. En estos Ejemplos, todas
las temperaturss estén expresadas en 2C, las soluciones

orgdnicas se secan sobre Na2804 anhidro, y se concentran

.
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.|~@i-N-bencil-1, 3~di-N-metoxicarbonilestreptamina (1,03 g,

boncentraron los liquidos orgénicos combinados para dar un

- Hoja nGm, 31

-2 352 (10 Torr), y los datos de RMP siguen la préctica'ge~ |
neral adoptada en las publicaciones cientificas. Primerge-
.mente se dg 1a’posicidn en el espectrohpara una sefial o
sefiales particglares, enf‘?(partes por milldn) con respectd
al patrén interno tetrametilsilano. Entre paréntesis se dar
los tipos de sefiales, esto es, singulete (s), doblete (d),
triplete (%), multiplete (m), y esto va seguido por el ni-
mero de protones responsables de agquellas seﬁalés junto con
la posicidn molecular o el grupo funcional cuyas sefiales
se indican, '

En los Ejemplos en que se indica que ha sido ais-
lado un producto, éste se identificé por métodos analiticos
que incluyen microandlisis, y espectros infrarrojo y RMP,
No obstante, para la mayoria de los compuestos intermedios
estos datos no se presentan, para mayor brevedad,

Una mezcla de 5,6-0-ciclohexiliden-2-desoxi=-1,3-

1,91 milimoles), tri-Q-acetil-D-glucal (0,8 g, 2,9 milimo-
les) y benceno seco (20 ml), se traté con eterato ée trifluﬁ
ruro de boro (0,03 ml) y se agité a 202 durante 0,5-h0ras‘
Se afiadid trietilamina (1 mi) ¥y se continud la agitacidn aud
rante 20 minutos mds. Se lavd la mezcla de reéécién coﬁ.
pgua, se secé y se hidrogend sobre péladio al 10% en -carbén
vegetal (20 mg) a 2 atmbsferas durante 3 horas. Desﬁuéé de

filtrar la suspensidn y laver el catalizador con metanol, sa

productd vitreo (1,53 g, 85%). Este producto se disolvid en
metanol (20 mi), y se desacetil$ cataliticamente con metéxi~

G0 de sodio (20 mg) durante 12 horas a 229, Ta neutraliza-
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rcién de la mezcla con CO2 fue seguida por concentracidn pa-
ra dar un Jjarabe que se extrajo en cloroformo., Los extrac-
tos, una vez filtrados, se concentraron para dar un residug
s61ido que se purificé por cromatografia en columna con gell
de silice utilizendo cloroformo-acetato de etilo como elu-

yente., Se obtuvo 4~Qr(2,3—didesoxi~o(~D~éritro—hex0pirano—

sil)~5,6~0-ciclohexiliden-2-desoxi~1,3~di-N-bencil~1,3~di~

HnmetOXicarbonilestreptémina (1,35 g) como un producto cris

talino. Punto de fusidn: 153-159e, 176{733 + 42,79 (¢ 1,

¢ loroformo),
0,64 g (0,95 milimoles) de este compuesto se di-
solvieron en N,N-dimetilformamida seca (4 ml) y se afiadie~

ron a esta solucidn tetracloruro de carbono (0,5 ml) y tria

Nod

mida hexametilfosforosa (0,6 ml). Ia mezcla se agitd a -45¢
en atmésfera de nitrdgeno durante 1,5 horas., Se afiadid des-
pués azida de sodio (0,8 g), se agité la ﬁezcla a 80¢ duran
te 12 horas, y se vertid en agua de hielo, extrayéndose lue
go con éter, Los exbractos se lavaron con agua, se secaron
y se concentraron para dar un residuo vitreo que se purifi-
¢é por cromatografia en columna de gel de sfilice utilizando

mezclas benceno-cloroformo como eluyente. Bl sédlido aislado

se recristalizd en mezcle éter-gasolina para dar 4-0-(6-azi-

N ]

do—2,3,6~tridesoxiq£-4D—eritro-hexopiranosil)rs,6-gfciclohe-

xiliden~2~decoxi=1, 3-di.~N-bencil~1,3~3i~N-metoxicarboniles—

[treptamina (0,5 g, 76%). Punto de fusién: 105-1082. (Se sin+

teriza a 7992). zf6L7§3 4+ 31¢ (¢ 1, cloroformo), '
Una megzcla de 0,35 g (0,55 milimoles) de este comd
buesto y 6-azido-Gedesoxi~3,4d-di-0~acetil-D-glucal (0,167 g,
0,65 milimoles, 20% de exceso) en benceno seco (15 ml) se

%raté con eterato de_ trifluoruro de boro (0,05 ml1) y se agi+

T
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pada y pulverizacidn con reactivo de anisaldehido (anisalde-

- Hojn ntm, 33

56 a 229 durante 25 minutos. Se afiadid trietilamina (0,5 ml)
y la mezcla, despuds de agitar durante 15 minutos, se lavd
qoh agua, se secd y se concentré pera dar un sélido., Se pu~
rificé éste por cfomaﬁogfafia en columa de gel de silice

(benceno-clorcformo como eluyénte) para dar 4-0-/ 4~0-(4-0+

—aceti1—6—azido—2,3,6~tridesoxi—,(éD-eritro—hex-Z—enopiram

nosil)~6~azidoa2)3,6~tridesoxi~o<-D—eritro—hexopiranosi1;7L

-5, 6;0-ciclohexiliden-2-desoxi~1,3~di~N-bencil-1, 3~di~N-me~

toxicarbonilestreptamina pura, amorfa y vitrea (0,46 g, 88#).

[X7%2 & 48,59 (e 0,46, cloroformo),

P Una megzcla de 111 mg (0,125 milimoles) de este
compuesto, hidrato de hidrazina al 90% (3 ml), isopropanol
(2 ml) y paladio‘al’lo% sobre carbén vegetal (20 mg) se ca~
lentdé en atmésfera de nitrdgeno a 1102 durante 20 horas. Se
evapord la mezcla (2 Torr) y se redisolvid en metanol (10
ml), después de lo cual se neutralizé con HC1 1N y se hidrod
gend- con catalizador de paladio de nuevo aporte (30 mg) a 3
atmésferas, durante 7 horas. E1l catalizador se filtrd y se
lavd 6onimetanol. Los liquidos orgdnicos combinados se aci-
dificaron a pH 4 con HC1, se calentaron a 40-502 durante 1
hora y se ensa&aron despuéé en lo referente a la presencia
del grupo protector ciclohexilideno pof evaporacidén de una
parte alfcuota de la solucién & sequedad, colocacién de una

gota del residuo en una placa de cromatograffa en cape del-

hido en dcido acético aue contiene 5% de H2304), y calenta-
miento & 110¢. TLa ausencia de una mancha de color carmin in-
dicaba que habia tenido lugar la hidrdélisis del grupo ciclo-

hexilideno. Se evapord la solucidn, se recogid en 1 ml de

houa y se eluyé desde una columa de resgina Amberlite CG 50
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1(820 mg, 3 milimoles) en benceno (25 ml) se trataron con

Ho)s niim. 3 4_

_(NH+) con agua, y despuds con amoniaco acuoso 1N y 1,5N,

Los productos de elucidn se evaporaron a un volumen peque~-
fio, se neutralizaron con H2504 1%, y se irataron con 3 vo-
ldmenes de mbtgnol—acetona (1:1). Bl precipitado se redi-
solvid en agua (1 ml) y se reprécipité como anteriormente,

Se obtuvo disulfato de 4—9—Zf4—g—(6-amino—2,3,6-tridesoxi~

o ~D-eritro~hexopiranosil)-6-amino~2, 3, 6-tridesoxi-  ~D-eri-

tro~hexopiranosil 7-2—désoxiestreptamina (50 mg, 65%) como

un polvo amorfo higroscédpico. Punto de fusidn aproximado
2502, con descomposicidn., szg7§44 135¢ (¢ 1, agua). Croma-
tografia de capa delgada: Re 0,35 (metanol—NH4OH, 8:1), Pe~
50 equivalente (en dcido acdtico glacial): Calculado 154;

encontrado, 153.

Espectro de masas: M/é 421
L]
Caloulado para CgH, N0, w401
Andlisis: '
Cglculado para: 018H36N407‘2 Hé804: ¢, 35,06; H, 6,54,
N, 9,08
Encontrado: ' C, 35,42; H, 6,69;

N, 8,93%
BJEMPLO IT
1,3~Di~-N-beneil~-2,5-didesoxi~1,3~di~-N-metoxicarbo

nilestreptamina (442 mg, 1 milimol) y tri-O-acetil-D~glucal

eterato de trifluoruro de horo (0,1 ml) durante 0,5 horas
a la temperatufa anbiente con agitacidn. Se afiadid itrietil~
amina (0,5 ml) y se lavd la mezcla de reaccidn con agua, se
|secéd y se concentrd para dar-un jarabe (1,2 g). Se disolvid

éste en metanol (20 ml) y se hidrogend con paladio 2l 10%

sobre carbén vegetal (0,2 g) a la presidn atmosférica du-

"
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Lrante 2 horas. Despuds de Tiltrar el catalizador, ls mezclal
de reaccidn se concentrd para dar un jarabe (1,13 g) que se
purificé por cromatografia en columna de gel de silice uti-

lizando benceno-cloroformo (1:2) como eluyente. Se separe-

delgada: benceno-acetato de etilo, 1:1):

a) componente principal, Rp = 0,30 (trisacdrido)

b) componente menor, Rf-= 0,09 (disacdrido)

¢) componente menor, Ry = 0,05 (disacdrido),

El componente principal (a2) se recristalizd en dter-&ter de

petréleo 60-802 para dar 560 mg (65%) de 4,6-di~0-(4,6-di~

~0-acetil-2, 3-didesoxi- ~D-eritro-hexopiranosil)-1, 3-di-N-

—beﬁcil~2,5~dide50xi~l,3-di~g—metoxicarbonilestreptamina UL

ra., Punto de fusidn: 63-65¢2,
' Una solucidn de este compuesto (360 mg, 0,41 milif
moles) en metancl (10 ml) se tratéd con metéxido de sodio

(20 mg) durente 12 horas. Ia mezcla se neutralizd (C02) y
se concentrd para dar un sélido que se extrajo con ¢lorofor
mo, Los extractos orgdnicos se evaporaron y el residuo se rd¢

cristalizé en cloroformo-éter para dar 4,6—61-97(2,3~dide§2:

~1,3-di-N-metoxicarbonil-estreptanine pure (280 mg, 96%).

Punto de fusidn: T2, 131725+ 662 (¢ 1,1, cloroformo),

A una soiucidn dg este compuesto (0,351 g, 0,5
milimoles) en N,N-dimetilformamide seca (2 ml) se efiadieron
betracloruro de carbono (0,2 ml) y triamida hexemetilfosfo.-
rosa (0,2 ml) y la mezcla resultante se agitd a -45° durantd
L hora. Se afiadid azida de sédio (0,26 g, 4 milimoles) y se

hgitd la solucidn a 80¢ gurante 18 horas. Se vertid despuéds

la solucidn en mezcla de agua y hielo y se extrajo con déter.
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Los extractos se lavaron con agua, se secaron y se concend

¢é por cromatografia sobre gel de silice (cloroformo). El|

producto eluido (0,25 g, 70%) era 4,6-4i-0-(6-2zido-2,3, 6

~tridesoxi-{ ~D-eritro~hexopiranosil)~1, 3-di-N-bencil~2,5

~didesoxi-1,3-di-N-metoxicarbonilestreptamina pura, vitrea.

[A7%%% 4 44,70 (¢, 0,78, cloroformo). Cromatografia en
capaDﬂelgada: Ry 0,11 (venceno-acetato de etilo, 1:1); R
0,50 (acetato de etilo). - 7 |

’ fUna mezcla de este compuesto (0,2 g, 0,265 mili-
moles) y paladio al 10% sobre carbdn vegetal (0,05 g) en
metanol (10 ml) se hidrogendé a l1a presidn atmosférica du-
rante 20 horas. El'cafalizador se separé por filtracidn y

se lavé con metanol que contenia amonfaco, después de 1lo

cual se concentraron los liquidos orgénicos para. dar un ma

terial vitreo (0,192 g).
Cromatogrefia en capa delgada: Ry 0,25 (clorofor

mo—ﬁetanol—amoniaco, 100:30:5). Este producto se calenté
a reflujo (48 horas) con etanol-hidrato de hidrazina al
90% (1:3, 2 ml)'y la mezcla se evapord a sequedad. Los ex-
tractos clorofrmicos del residuo, al evaporarse, dejaron

un producto vitreo (0,148 g, 95%) de 4,6-3i~0~(6-amino~2,3,

6~tridesoxi- ~D-eritro-hexopiranosil)~1,3~di-N-bencil~2,5+

~didesoxiestreptaming pura. 151724 + 54,20 (¢, 0,166, me-
: D '

tanol)f'
B ‘ Cromatografia en capa delgedas hf-o,lo (clorofor-
mo-etanol»amoniaco,'100:30:5); Rf 0,55 (metanol-amoniaco,
8:1)., ’

Une mezcls de este compuesto (0,23 g, 0,39 mili-

moles)‘y paladiO'al_lO% sébre carbdn vegetal (65 mg) en me-

»
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—tanol (25 ml) se hidrogené a lg presién atmostérica durantg
16 horas. Ia filtracidn del catalizador y.la concentracidn
de la solucidn:transparente dieron un residuo vitreo de

4,6—difg~(6~amino~2;3,6—fridesoxi-w(—D—eritro—hexopirano—

sil)-2,6-didesoxiestreptamina (0,16 g, 100%). 4?17344 139, 3

1

'(0_0,37, metanol). Cromatografia en capa delgada: Rp 0,48
(metanél-amoniaco, 4:1) (compdrese con la Kanamicina A,
Re 0,25); cromatografia sobre papel: R glucosaming’ 0126
(n-butanol-piridina~agua-dcido acético; 6:4:3:1),

Datios de RIP (D,0): § 1,10-2,20.(tm, H-2eq H-5ax
2 B-2', 2 H-2", 2 H-3' y 2 H-3"), 2,70 - 3,05 (m, 4 H, H~61|,
6!,6",6"), 3,30-3,70 (m, 8 H, protones del esqueleto), 5,04
(my, 1 H, B-1"), 5,06 (m, 1 H, H-1'),

Andlisis:

Calculado para C18H36N;063

¢, 53,45; H, 8,97; N, 13,85;

Encontrado: C, 53,163 H,.8,74; N, 13,90%

EJEMPLO TITX

1

_ Este ejemplo ilustra un método alternativo de com
pletar la sintesis del Ejemplo II. .

Una megzcla de 4;6~di—g—(6~azido-2,3,6—triaesoxi—'

E)

o(-—ZD-—eritro--hexopiranosil)--1,3~di-_1\1—bencil--2_,5-—didesoxi—-l,3'
~di~§~metoxicarbonilestreptaminaV(O,%vg, i Miiimol), hidratq
de hidrazina al 90% (3 ml), peladio al 10% sobre carbdén ve;
getal (50 mg) y etanol (2 ml) se calentd a reflujo durante
6 horas. Después de evaporar la megcla, se aﬁadieroh etanol
(10 ml) y nés catalizador de paladio'(SO mg), y la suspen-
sidn se hidrogené a 252, a 2.atmésferas de preéidn, durante
6 horas. L& mezcla did, por filtracidn y concentracidn, un

fresiduo vitreo (0,4 g, 99%) de 4,6~di»g-(6—amino~2,3,G—triw-
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desoxi~ o =D-critro-hexopiranosil)-2,5-3idesoxiestrepbami~
na. pura. ZTjL724 4+ 1392 (¢ 0,5, metanol).
D
Cromatografla de capa delgada: Rp 0,47 (metano 1

-amonfaco, 4:1), (compdrese con Kanamicina A, Rfi 0,25).

El espectro de RIMP de este compuesto era idéntidt

Andlisis: Calculado para 018H36N406:

C, 53,45; H, 8,97; N, 13,85
Encontrado: C,-53,56; H, 9,09; N, 13,76%.
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BRIVINDICACTONES

Los puntos de invencidn propia y nueva cue zo DIy
sentan para que sean objeto de esta solicitui de Patenic de
Invencidén en Espafia,por VEINTE afios, son los que se recogen)
en las reivindicaciones siguientes:

12,- Un métbdo para preparar pseudotrisacdridog

de la férmula general (I):

en la gue R1 es H, F, OH o SH; R

CH2R4, en donde R

5 es H o NH2; y R3 es I o

4 ©8 OH o'NHé, con la condicidén de qua

cuando Rl es H, R3 es CH2NH2 y cuando R3 es o CHQOH, Rl
es NH,; /C 7.es un arupo de la férmula:
' NH,

}‘l R’Eu .

HO ’
& N, Ok s
NHE,
OH
en donde Ry, es Huw OH y Ryy es i, CHy o 00.CHON-CI-cu_
-NIi,; cuyo método comprende las operaciones de: 1) seleccio
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«

| nar un derivado reactivo monofuncional en C1 de un disacdrj

do proiegido, tehiendo el disacdrido la férmula general:

en la que Rl, R2 ¥ R3 son comeo se han definido anteriormand
te; 2) seleccionar un derivado de desoxiestreptamina prote-
gido monofuncional que tiene un grupo hidroxilo libre cn lg

posicién C, o Cé, teniendo el derivado de desoxiestrepbumi-

4
na la férmula general:

ol

CH

en la gue RlO N Rll son gomo se han definido anteriormente;
3) hacer reaccionar dicho disacdrido protegido y dicho deri,
vado de es%reptamina protegido, en presencia de un catali-
zador para la formacidén de enlaces O(-glicosfdicos, a fin
de formar un enlace of-glicosidico entre ellos; y 4) elimid
nar los grupos protectores para liberar el pseudotrisﬁcérii
do de la férmule (I). ‘

28,~ Un método segun la reivindicacidén 12, en el

que Rl es HuOH, R, es H o NH2 Yy R3 es CH2NH

2 2°
32.~ Un método .para preparar pseudotrisacdridos,
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1 Tal y como se ha descrito en la Memoria que ante—%
cede y con los fines que se han especificado. i
Esta Memoria consta de cuarenta y una hojas escrié
tas a médquina por una sola cara. ;
‘ i
5 1 ;
Madrid,( 1, JUN.1978 i
- . 1
P.A. ’ |
!
Fernando de Elzaburu i
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