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Esta invencidén se relaciona con un procedi-
miento para preparar agentes antibacteriales y, particularmente,
para preparar nuevos aminoglicdsidos de 2-deoxiestreptamina
antibacteriales.

Los aminoglicdsidos de 2-deoxiestreptamine son
agentes antibacteriales obtenidos por fermentacién o semisinté-
ticos, bien conocidos, que incluyen agentes qugmoterapéuticos
valiosos tales como canamicinas, gentamicina, tobramicina,

ribostamicina y neomicina.

Los nuevos agentes antibacteriales obtenidos

por el procedimiento de la invencidn consisten en una serie de

aminoglicdsidos de 2-deoxiestreptamina en donde el grupo amizs
de la posicidn 1 esti sustituido por un grupo alquilo que lleva
unc o mas grupos hidroxilo sobre atomos de carbono distintos

al enlazado al grupo amino. Dichos compuestos son eficaces en
el tratamiento de diversas infecciones bacteriales gram-positi-
vas y gram-negativas, incluyendo infecciones del tracto urina-
rio, en animales, incluyendo personas, y poseen diversas -
ventajas en su empleo en relacibén con los aminoglicdsidos de
2-deoxiestreptamina que tienen un grupo amino insustituido en
la posicidén 1 del anillo 2-deoxiestreptamina. En particular,
los compuestos de la invencibén han resultado poseer propiedades
asociadas con una menor toxicidad que muchos de los aminoglicd-
sidos conocidos. '

De acuerdo con la invencidn, se proporciona un
procedimiento para preparar nuevos aminoglicdsidos de 2-deoxi-
estreptamina, de £Ormula general:

NHR NH
R 2
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en la que R1 representa un grupo alquilo primario con 3 a 7 ato-
mos de carbono, llevando al menos dos de los mismes (distintos
al 4tomo de carbono enlazado al grupo amino) un grupo hidroxilo;
0 un grupo alquilo secundario con 3 a 7 a4tomos de carbono, lle-
vando al menos uno de los mismos (distinto al atomo de carbumo
unido al grupo amino) un grupo hidroxilo; &% es un grupo amino

o hidroxilo; cada R3 es un atomo de hidrdgeno o un grupo hidro-
xilo; r* es un Atomo de hidrégeno o un grupo metilo; uno de los
radicales R% y g% es un 4tomo de hidrbégeno mientras que el otre
representa un grupo glicosilo como mas adelante se define; R’
es un atomo de hidrdgeno o un grupo alquilo inferior de hasta

4 atomos de carbono; y la linea de trazos representa un segundo
enlace opcional cuando cada radical R3 es un itomo de hidrdgeno;

y sus sales de adicibén de Acido farmaceuticamente aceptables.

El término "grupo alquilo primario" significa wn
grupo élquilo que tiene un grupo metileno insustituido umido al
grupo amino y, cuando contiene ms de 3 atomos de carbono,
puede ser un grupo alquilo de cadena recta o ramificada. El
término "grupo alquilo secundario® significa un grupo alquilo
en el cual el &tomo de carbono unido al grupo amino estd emla-
zado a cada uno de dos atomos de carbono adicionales o cadenas

de &tomos de carbono.

Cuando R6 es un grupo glicosilo, dicho grupo se
define como un grupo hexopiranosilo que contiene dos o mas
grupos hidroxilo conteniendo preferiblemente un grupo amino o
metilamino., Por ejemplo, R6 puede ser un grupo 3-amino-3-~deoxi-
alfa=D=-glucopiranosilo tal y como se encuentra en canamicina A
6 B, o garosamina como se encuentra en la gentamicina y siso-

5

micina. Cuando R” represeata un grupo glicosilo, dicho grupo se

define como un grupo pentofuranosilo que puede estar enlazado
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opcionalmente a otros grupos hexopiranosilo mediante un enlace

5

glicosidico adicional., Por ejemplo, R” puede ser un grupo

07-D~ribo£uranosilo tal y como se encuentra en la ribostamicina.

Una clase preferida de compuestos obtenidos per la
invencibén comprende aquellos en los cuales R es wn 4tdmo de
hidrégeno y &8 es un grupo glicosilo, particularmente un grupo
3~amino=-3-deoxi- ol ~D~glucopiranosilo. Igualmente, se prefieren
los compuestos en donde R4 vy R7
grupo hidroxiloe. R es preferiblemente un grupo alquilo C, a C

3 5
hidroxi-sustituido, particularmente un grupo propilo. Un susti-

son hidrdgeno y cada R es un

tuyente particularmente preferido para el grupo 1-amino es el
grupo dihidroxipropilo, es decir un grupo 2,3-dihidroxipropilo
o un grupo 1,3-dihidroxi-2-propilo. Compuestos individuales
particularmente preferidos, obtenidos por la invencién, inclu-
yen 1—N-[§,3-dihidroxi—propil?banamicinas Ay By 1-N-Z?,3-di-
hidroxi-2-propil/canamicinas A y B.

Las sales de adicidén de Acido Ffarmaceuticamente
aceptables de los compuestos de la invencidn son las formadas a
partir de &cidos que forman sales de adicibén de &cido no tdxi-
cas, conteniendo aniones farmaceuticamente aceptables, tales
como las sales hidrocloruro, hidrobromuro, sulfato o bisulfato,
fosfato o fosfato acido, acetato, maleato, fumarato, succinato,
lactato, tartrato, citrato, gluconato, sacarato, p~toluenosul-

fonato y carbonato.

El procedimiento de la invencidn para preparar
los compuestos de férmula (I) comprende alquilar un compuesto

de férmula: , yugr’/

NE, = (II)

OR
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en la que R2 a R7 se definen como anteriormente y en donde uno
o mas de los grupos amino libres, distintos al grupo 1-amino,
pueden estar oprionalmente protegidos; y separar los grupos
amino-protectores (si estan presentes) aislando a continuacidn

el compuesto de férmula (I).

La proteccidn opcional de los grupos amino libres
en el compuesto de férmula (II), se puede conseguir por reac-
cidn con un reactivo selectivo a los grupos amino libres y fa-
cilmente separables a continuacidn por técnicas convencionales.
por ejemplo por hidrdlisis o hidrogenolisis. Ejemplos de grupos
protectores adecuados son los grupos formilo, acetilo, tri-

Pluoracetilo, metoxicarbonilo, t-butiloxicarbonilo y benciloxi.~

carbonilo.

La alquilacidn se puede conseguir por reacciones
convencionales, por ejemplo por alquilacidn reductiva empleando
un aldehido o cetona hidroxi-sustitufda adecuada o en el caso
en donde R1 es un grupo alquilo primario, por acilacidén con un
fcido hidroxi-sustituido adecuado y reduccibdn del correspondien—
te derivado acilado (por ejemplo con diborano). Naturalmente en i
aquellos casos en donde existen grupos amino libres presentes
ademis del grupo 1-amino, tendrd lugar también la reaccidén so-
bre dichos grupos y entonces serd necesario separar el derivado
1-N-sustituido requerido de la mezcla de productos obtenida.
Esto se puede conseguir por técnicas convencionales, por ejemplo
mediante cromatografia de intercambio idmico. Sin embargo, es
deseable proteger algunos o preferiblemente todos los grupos
amino distintos al grupo 1-amino durante la reaccidén de alquila-
cién, al objeto de simplificar el aislamiento final del producto
requerido. En este caso, Sera necesario separar 10s grupos pro-

tectores en una etapa extra del proceso.
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» mezcla de reaccidn, a un pH comprendido entre 4 y 7, lo que

De este modo, y segin un procedimiento para la pre-
paracidén de los compuestos de £ormula (I), se hace reaccionar
un derivado aminoglicdsido selectivamente protegido de férmula
(11), que tiene un grupo 1-amino libre, con el aldehido o ceto-
na, utilizandose este filtimo reactivo en exceso, y la base de
Schiff inicialmente formada en la reaccidn se reduce simulta-
neamente o discontinuamente para dar el producto 1~Nesustituido.
La reduccidn se puede efectuar adecuadamente empleando borohi-
druro sédico o cianoborohidruro sédico como agente reductor y
convenientemente se lleva a cabo affadiendo este filtimo a la

permite realizar la reaccidén eficazmente en una sola etapa.
Alternativamente, la mezcla del aminoglicbsido (II) y del
aldehido o cetona, se puede someter a una hidrogenacidn cata-
1itica convencional, '

La reaccidn se puede efectuar convenientemente con |
los reactantes disuweltos en un disolvente inerte a la reaccién,!
por ejemplo agua o dioxano acuoso o metanol acuoso, a una temw
peratura comprendida entre 02C y la temperatura de reflujo del
disolvente. El periodo dentro del cual la reaccidn procede
sustancialmente hasta su término depende naturalmente de la
naturaleza de los reactantes, disolvente y temperatura empleada,
pero se ha encontrado que la reaccidn entre el aminoglicésido
de £ormula (II) y el aldehido o cetona hidroxi-sustituido (por
ejemplo, gliceraldehido o dihidroxiacetona) en presencia de
un exceso de cianoborohidruro éédico, a un pH de 4 a 7, se ter-
mina practicamente en el espacio de 2 dias cuando se lleva a ca-

bo en metanol acuoso a una temperatura de 602C.

Como segunda etapa, es necesario separar cualquier

grupo amino-protector que esté presente en la molécula de amino-
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glicbsido., Existen varias condiciones para separar totalmente
los grupos amino-protectores, las cuales dependen de la natura-
leza del grupo protector empleado y del ambiente de la amina
protegida. El medio empleado puede ser anhid»o o acucso y en
casos particulares puede ser Acido o bésico en diversas corcen-
traciones. Un grupo protector particularmente preferido para
los compuestos de f£f6érmula (II) es el grupo formilo. Este se pue-
de separar facilmente por hidrdlisis blsica suave, por ejemplo
por tratamiento con hidrbxido sbdico diluido a temperatura am~
biente durante varias horas, o calentando con acetato de hidra-
zina o por hidrdlisis Acida suave, por ejemplo con &cido clor-

‘ hidrico 5N a temperatura ambiente, durante varias horas. Igual=

mente, son adecuados los grupos t-butiloxicarbonilo que se
pueden separar bajo condiciones &cida, por ejemplo por trata-
miento con &cido trifluoracético anhidro a temperatura ambiesate,
durante un periodo de hasta 45 minutos, el grupo benciloxicar-
bonilo que se puede separar por hidrogenolisis catalitica, por
ejemplo mediante hidrogenacidén en solucidén acuosa de &cido acé-
tico en presenc1a de un catalizador de paladlo sobre carbdn
vegetal, a 309C, y una presidn de 3,5 kg/cm durante varias horas,
¥y el grupo acetilo se separa por calentamiento con hidrdéxido
sddico 3N a 80-902 durante varias horas. El producto, después
de la separacidn de 1los grupos protectores, se procesa final-
mente de forma convencional, por ejemplo mediante filtracidn
y evaporacidn del disolvente, y el producto en bruto se puede

purificar entonces por cristalizacidn o por cromatografia.

Un derivado de aminoglicésido protegido particular-
mente preferido, de férmula (II), para utilizarse en el proceso
de preparacidén de derivados de canamicina A (de férmula (I) en
donde R4, R’ y R7,son hidrdgeno, R y > son hidroxilo y & es
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un grupo 3-amino-3-deoxi-f=D-glucopiranosilo), es 3,3",6'-tri-
N-formil-canamicina A. El correspondiente derivado de 2',3,3",6'-
tetra=N~-formil-canamicina B se prefiere para la preparacidn de
los derivados de canamicina B 1-N-sustituidos de férmula (I)

(en donde R° es amino y R3 a R’ se definen como anteriormente).
Igualmente son adecuados los derivados de canamicina A ¥y B se-
lectivamente protegidos, descritos y reivindicados en la-soli-
citud de Patente briténica copendiente No. 15421/76, por ejemplo
3,6'=di-N=acetil-canamicina A y 2',3",6'-tri-N~trifluoracetil~

canamicina B.

El aminoglicdsido o derivados aminoglictsidos pro-
tegidos de formula (II) son compuestos conocidos anteriormente
descritos en la literatura. Por ejemplo, en la Patente belga
No. 817.546, se describen varios aminoglucbdsidos N-formilados
sobre todo en el grupo 1-amino, incluyendo 3,3",6'-tri-N-formil-
canamicina A y 2',3,3",6'~tetra-N~formil-canamicina B de forma
anfloga se pueden preparar derivados similares de otros amino-
glicdsidos. Los derivados en los cuales el grupo 6'-amino esta
protegido son bien conocidos y su preparacidén se describe, por
ejemplo, en la Patente britanica No. 1.401.220 y en las Paten-
tes de Alemania Occidental Nos. 2¢311¢524, 2.3504169 ¥ 205124587

Los aldehidos y éetonas hidroxi-sustituidos, ade-
cuados para utilizarse en el proceso de preparacidn de los com-
puestos de férmula (I), son Ffacilmente disponibles. Por ejemplo,
el D-gliceraldehido, cuando se utiliza en el proceso,‘da lugar
a wn producto en el cual R es (S)-2,3-dihidroxipropilo. En la
reaccidn se pueden emplear también otras aldosas y deoxi-aldosas
facilmente disponibles, por ejemplo D-eritrosa, D-ribosa y
2-2-deoxi-D-ribosa. Similarmente, se puede emplear dihidroxi-

acetona para dar el derivado 1-N-(1,3~dihidroxi-2-propilo) e
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hidroxiacetona (acetol) para dar el correspondiente derivado

1-hidroxi~2-propila.

Los compuestos de férmula (I) asi como aquellos de
férmula (II) pueden existir en varias formas conformacionales
y la invencidn no estl limitada a cualquiera de tales formas.
Generalmente, los anillos son de la forma *silla" y cada uno -
de los grupos sustituyentes esti dispuesto ecuatorialmente con
respecto al anillo. Por otra‘parte, el enlace glicosidico
entre el anillo hexopiranosilo y el anillo 2-deoxiestreptamina
es normalmente un enlace (X con respecto al primero. Adicionai-
' mente, el sustituyente alquilo hidroxi-sustituido en el grupo
1=-amino puede tener wno o mis centros opticamente activos y
cada uno de ellos puede estar en configuracién R o S o puede

estar presente como una mezcla de isdmeros Opticos.

La evaluacidn in vitro de los compuestos de la in-
vencién como agentes antibacteriales, se lleva a cabo determi-
nando la concentracidn minima inhibitoria (MIC) del compuesto
del ensayo en un medioc adecuado en el cual deja de presentarse
el crecimiento del microorganismo particular. En la pibctica,
se inoculan placas de agar, cada una de ellas teniendo al com-
puesto del ensayo en una conceatracidn particular, con un nfmero
standard de células del microorganismo y a continuacién se incu~
ba cada placa durante 24 horas a 372C. Las placas son obsexvadas
entonces en relacidén con la presencia o ausencia del crecimiento
de bacterias y se anota el valor MIC adecuado. Los microorga-
nismos utilizados en dichos ensayos incluyen cepas de Escherichi

Rt

coli, Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis, Pseudomonas

aeruginosa, Staphylococcus aureus y Streptococcus faecalis.

La evaluacidn in vivo se efectua por administracidn

de 1os compuestos subcutaneamente a ratones que estén expuestos




10

15

20

25

30

nistracidn y préctica farmacéutica convencional. Por ejemplo,

- se pueden administrar oralmente en forma de tabletas coantenien-

| que puede contener otros solutos, por ejemplo suficientes sales

a una cepa de Escherichia coli.

Cada compuesto se administra, en una serie de ni-
veles de dosificacidn, a grupos de ratones y se determina su
actividad como aquel nivel que proporciona una proteccidn del
50%, contra el efecto letal del organismo Escherichia coli
en un periodo de 72 horas. -

Para su empleo en personas, 10s compuestos anti-
bacteriales de la invencidn pueden administrarse solos, pero
en general se administrarfn en mezcla con un vehfculo farma-
céutico seleccionado con respecto a la via proyectada de admi-

do excipientes tales como almiddn o lactosa, o en cépsulas bien
s010s 0 blen en mezcla con excipientes, o en forma de elixires
0 suspensiones conteniendo agentes sazonantes o colorantes,

Se pueden inyectar parenteralmente, por ejemplo intravenosa,
intramuscular o subcutaneamente. Para la administracidén paren~—
teral, se utilizan mejor en forma de una solucidén acwosa estéril

0 glucosa para hacer que la solucidn sea isoténica.

Para la administracién a personas, se supone que
el nivel de dosificacidn diaria de los compuestos antibacteria-
les de la invencidn serid comparable al de los agentes antibac-
teriales de aminoglicbsidos corrientemente utilizados, por ejem
plo de 0,1 a 50 mg/kg (en dosis divididas) cuando se adminis-
tran por via parenteral, o de 10 a 100 mg/kg (en dosis divididas)
cuando se administran por via oral. De este modo, las tabletas
o chpsulas de los compuestos pueden contener de 0,1 a 1 g de
compuesto acfivo para la administracidén oral hasta 4 veces al

dia, mientras que las unidades de dosificacidén para la adminis-
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tracidn parenteral contendrin de 10 a 500 mg de compuesto ac-
tivo. En cualquier caso, seré el médico el que determine la
dosis real que resulte mis adecuada para un paciente indivi-
dual y dicha dosis variard en funcidén de la edad, pesoc y res-
puesta del paciente particular. Las dosis anteriores son ejem~
plificativas de un anfitridn medio. Naturalmente, pueden exis-
tir casos individuales en donde se suministren gamas de dosi-.
Picacibn mayores o menores, estando estos casos dentro del al-

cance de la invencidn.

Los siguientes ejemplos describen la preparacidn

' de los :compuestos segfn la invencién. Las temperaturas se ofre-

cen en grados centigrados. "Amberlite" y "Sephadex" son marcas
registradas. La cromatografia de capa fina se lleva a cabo so-
bre placas de silice empleando el sistema disolvente estable-
cido. Las manchas son visualizadas después del secado de las
placas por pulverizacidédn con una solucidn al 5% de hipoclorito
de t-butilo en ciclohexano, tras lo cual se secan las placas a
1002¢ durante 10 minutos en un horno ventilado, se enfria y se
pulverizan con solucién de almidén-yoduro potésico.

EMPLO 1
1-N-[fs)-2,3—dihidroxipropil7canamicina A

se disuelven 100 mg (0,18 mmoles) de 3,3",6'=tri-N-
formil-canamicina A, 31,6 mg (0,35 mﬁoles) de D-gliceraldehido
y 33 mg (0,52 mmoles) de cianoborohidruro sbdico en metanol
acuoso (10 mi de metanol y 2 ml de agua) y se ajusta el pH de
la solucidn a 6 con 4cido clorhidrico 5N. La solucibdn se man-
tiene a temperatura ambiente durante 40 horas. El disolvente se
evapora luego bajo presién reducida y el residuc se trata con
hidrbxido sbdico 1N y se deja reposar a temperatura ambiente du-
rante 20 horas mis. Después de concentrar bajo presibén reducida,
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til-nona~-0-trimetilsililo volhtil por tratamiento con anhidrido

- 11 -

el residuo se cromatografia en una columna de resina intercam-
biadora de iones Amberlite CG~-50 (forma NH4+), eluyendo con un
gradiente de hidrdxido amdnico de concentracidn en aumento de

0 a 0,1N, para dar 1-N-/(5)-2,3-dihidroxipropil/canamicina A

(66 mg, 67%4). Rf 0,27 en cloruro sbdico acuoso 1M (la canamigina
A proporciona un valor Rf de 0,21), Rf 0,70 en metanol, hidrd-
xido ambnico 0,880 1:2 (canamicina A, 0,70).

Encontrado: C, 40,1; H, 7,0; N, 8,3; C, H . NO .2H200 requiere

21427413 3
C' 40)5; H’ 6,8; N, 8,2%-

Se convierte una muestra al derivado tetra-N-ace-

acético en metanol a temperatura ambiente durante 24 horas,

seguido por reaccibén con una mezcla 2:1 de hexametildisilazano
y trimetilclorosilano a temperatura ambiente durante 24 horase.
™ /e encontrado 1285. C__H _ N .0 _Si_ menos de un grupo C, H_0Si

m 56 122 417 9 39
requiere /e 1285.

EJEMPLO 2
1-N—/zs)(R)a,3.4-trihidroxibuti;7canamicina A

Se calienta a 602 durante 50 horas, una solucién
de 100 mg (0,18 mmoles) de 3,3",6'~tri-N-formil-canamicina 4,
107 mg (0,90 mmoles) de D-eritrosa y 66 mg (1,04 mmoles) de
cianoborohidruro sédico en una mezcla de 10 ml de metanol y
2 ml de agua a PH 6. La solucidn se concentra bajo presidn re~
ducida. El residuo se disuelve en 12 ml de hidrato de hidrazina
al 10%, se ajusta el pH de la solucidn a 6 con &cido acético
glacial y se calienta la solucibn bajo refiujo durante 6 horas.
El disolvente se evapora bajo presibén reducida y el residuo se
cromatografia en Amberlite CG-50 en la forma descrita en el

ejemplo 1, seguido por cromatografia de la fraccidn principal

que contiene el producto sobre Sephadex CM25 (forma Nﬁ4f), elu~-
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yendo con un gradiente de hidréxido amdnico como anteriormente,
para dar 1-N-Z?s)(R)2,3,4-trihidroxibuti;]%anamicina A (37 ng,
36%4). Rf 0,29 en metanol, hidrdxido ambnico 0,880 2:1 (canami-
cina A, 0,32). Encontrado: C, 41,6; H, 6,6; N, 7,9

C22H44N4014.2H2003 requiere C, 40,5; H, 6,8; N, 7,9%.

EJEMPLO 3

Se prepara 1-N-4fs)(S)(R)2,3,4,5-tetrahidroxipenc
til/canamicina A empleando el método del ejemplo 2 pero a
;;;:ir de D-ribosa. Rf 0,68 en metanol, hidrdxido amdnico

0,880 1:2 (canamicina A, 0,70).

EMPLO 4 , ‘
Se prepara 1~N/Ts)(R)3,4.S-trihidroxipenti;]Eana-

micina A usando el método del ejemplo 2 pero a partir de
2~deoxi-D-ribosa. Rf 0,68 en metanol, hidrdxido amédnico 0,880

1:2 (canamicina A, 0,70).

EJEMPLO 5

Se prepara 1-N=-/(8)(R)(R)(R)2,3,4,5,6-pentahidro-
xihexi;7canamicina A empleando el método del ejemplo 2 pero a

partir de D=-glucosa. Rf 0,55 en metanol, hidrdxido aménico
0,880 1:2 (canamicina A, 0,71).

. EJEMPLO 6 _
Se prepara 1—N—Z(R)(s)(R)2,3,4,5—tetrahidroxi—

penti%]canamicina A empleando el método del ejemplo 2 pero a

partir de D—arabinosa. Rf 0,34 en metanol, hidrdxido amdnico

0,880 1:1 (canamicina A, 0,49).

EJEMPLO 7

1=N/(8) (R)(R)2, 3, 4,5=tetrahidroxipentil /canamicina A

Se calienta a 902C durante 3 horas y media, una
solucién de 100 mg (0,18 mmoles) de 3,3",6'-tri-N-formil-ca-
namicina A, 79 mg (0,53 mmoles) de D-xilosa vy 44 mg (0,68 mmo-

les) de cianoborohidruro de sodio en 10 ml de agua a pH 4,6.
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El disolvente se evapora bajo presidn reducida y el residuo

se disuelve en 10 ml de Acido clorhidrico 5N y se agita a 302C
durante 16 horas. El disolvente se evapora y el residuo se
cromatografia sobre una columna de resina intercambiadora de
iones Amberlite CG-50 (forma NH4f) eluyendo en un gradiente

de hidrbxido ambnico de concentracibn en aumento desde 0 a 0,28
para dar 56 mg (51%) de 1-N-[?s)(R)(R)2,3,4,5-tetrahidroxipen~
til/canamicina Ae. Rf 0,58 en metanol, hidrdxido améniéo 0, 830

1:2 (canamicina A proporciona un valor Rf de 0,66).

EJEMPLO 8 -

Se prepara 1-NjéZR)(S)(S)2,3,4,5~tetrahidroxipenp
til/canamicina A usando el método del ejemplo 7 pero a partir
Ezrh—xilosa. Rf 0,34 en metanol, hidrdéxido amdnico 0,88 1:2

(canamicina A, 0,50).

EJEMPLO 9
Se prepara 1-N-/(R)(R)(S)2,3,4,5-tetrahidroxipen-
til/canamicina A empleando el método del ejemplo 7 pero a par-

tir de L-ribosa. Rf 0,38 en metanol, hidrdxido ambnico 0,88,
1¢1 (canamicina A, 0,51). m/e (desorcibdn de campo) M + 1
encontrado 619,

EJEMPLO_10 ,
se prepara 1-N-/(R)(R)(R)2,3,4,5-tetrahidroxipen~

til/canamicina A usando el método del ejemplo 7 pero a partir

de D-lixosa. Rf 0,37 en metanol, hidrdxido aménico 0,880 1:1

(canamicina A, 0,48).

E!EMPLO 11
1-N-/(8)2, 3~dihidroxipropil/canamicina B

se afiade una solucidn de 45 mg 0,5 mmoles) de
D-gliceraldehido en 1 ml de metanol a wna solucidn de 100 mg
(0,17 mmoles) de 2!',3,3",6!'=tetra-N-formil-canamicina B en 5 ml
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de metanol y 1 ml de agua. Se afiaden 20 mg (0,3 mmoles) de
cianoborohidruro sédico a la solucidn agitada, se ajusta el pH
a 6 con acido clorhidrico 5N y la solucién se agita a tempera-
tura ambiente durante la noche. La solucidn se evapora hasta
sequedad bajo presién reducida y el residuo se recibe en &cido
clorhidrico 5N y la solucidn se deja reposar a temperatura am-—
biente durante la noche. EL pH de la solucidn se ajusta a 6 ~
con soiucién de hidréxido sbédico y la solucidn se cromatografia
sobre Amberlite CG~50 en la forma descrita en el ejemplo 1{
La liofilizacién de las fracciones adecuadas proporciona
1-N-/(8)2, 3~dihidroxipropil/canamicina B (53 mg, 56%).

Rf 0,51 en cloruro sbdico acuoso 3M (canamicina B, 0,42), RE
0,54 en metanol, hidrbéxido amdnico 0,880, 1:1 (canamicina B ,
0,58). La espectrometria de masa de desorcidén de campo muestra
- m .

una fuerte cresta M + 1 en /e 558. C,1H,4Ns0,, Tequiere
M+1=5580

EJEMPLO 12

Se prepara 1-Nf[fs)(R) 2,3,4~trihidroxibuti;7bana—
micina B empleando el método del ejemplo 11, pero a partir de
D-eritrosa., Rf 0,60 en cloruro sbdico 3M (canamicina B, 0,45).

EJEMPLO 13

Se prepara 1—N—ZZS)(S)(R)2,3,4,5—tetrahidroxipen~
ti;7banamicina B usando el método del ejemplo 11, pero a par-

tir de D-ribosa., Rf 0,3 en cloruro sddico 2M (canamicina B, 0,2]
EJEMPLO 14
Se prepara 1—Njggs)(R)3,4.Srtrihidroxipenti;7¢ana-
micina B empleando el método del ejemplo 11, pero a partir de
2-deoxi-D-ribosa. Rf 0,3 en cloruro sbdico 2M (canamicina B,

0,2).
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EJEMPLO 15
1-N—[?S)(R)(R)2,3,4,5,6-pentahidroxihexil canami-~

cina B: se prepara usando el método del ejemplo 11, pero a

partir de D-glucosa. Rf 0,25 en metanol, hidrdxido amdnico 0, 88
1:1 (canamicina B, 0,42).

EJEMPLO 16

Se prepara 1-N-(2,3-dihidroxi-2-hidroximetilpropil)

canamicina B usando el método del ejemplo 11, pero a partir Je

DL=-2-hidroximetil-2,3-0-isopropilideno~gliceraldehido. Rf 0,55
en cloruro sbdico 3M (canamicina B, 0,42). m/é (desorcibdn de
campo) M + 1 encontrado 588. C, . H _N_O__ requiere M + 1 = 588,

22745 5 13
EJEMPLO 17
se prepara 1~N-/{R)2,3~dihidroxipropil/canamicina B

usando el método del ejemplo 11 pero a partir de L-gliceral-
dehido. E1 producto es idéntico, segln se comprueba por croma-

tografia de capa fina, al producto del ejemplo 11.

E!EMPLO 18
1~N=/1, 3=dihidroxi~-2-propil/canamicina A

Se disuelven 200 mg (0,36 mmoles) de 3,3",6'-tri-
N-formil-canamicina A, 95 mg (1,05 mmoles) de dihidroxiacetona
y 88 mg (1,40 mmoles) de cianoborchidruro sbédico en metanol
acuoso (20 ml de metanol, 4 ml de agua) y el pH de la solucidn
se ajusta a 6,6 con &cido clorhidrico 5N. La solucidén se calien
ta bajo reflujo durante 22 horas. Se afiaden 95 mg de.dihidro-
xiacetona y 88 mg de cianoborohidruro sbdico y el pH se ajusta
a 5,5« Se continua el reflujo durante 24 horas més y el disol-
vente se evapora luego bajo presidén reducida y el residuc se
trata con 10% de hidrato de hidrazina/écido acético a pH 6
(20 ml) y se calienta bajo reflujo durante 6 horas. Después de
concentrar bajo presidn reducida, el residuo se cromatografia

en una columna de resina intercambiadora de iones Amberlite
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CG~50 (forma NH4+), eluyendo con un gradiente de hidrbéxido amd-
nico de concentracibén en aumento desde 0 a 0,1N. Las fracciones
que contienen producto (tal y como se controla por cromatogra—
fia de capa fina) se combinan, evaporan y el producto se vuelve
a cromatografiar sobre Sephadex CM25 (forma del idn amonio) elu
yendo .como anteriormente, para dar 1-N-[1',3—dihidroxi—2-propil"-
canamicina A (0,11 g, 57%)« Rf 0,40 en metanol, hidrdxido amd-
nico 0,880, 2:1 (canamicina A, 0,30). BEncontrado: C, 40,6;

H, 6,5; N, 8,4; 0211{421\14013.2}!2003 requiere C, 40,5; H, 6,8;-
N, 8,2%.

EJEMPLO 19

1=N~/1, 3=dihidroxi-2~propil/canamicina B

Se afiaden 88 mg (1,40 mmoles) de cianoborohidruro
sbdico a una solucidn de 200 mg (0,33 mmoles) de 2',3,3",6'~
tetra-N-formil-canamicina B y 95 mg (1,05 mmoles) de hidroxi~
acetona en 12 ml de metanol y 3 ml de agua. E1 pH de la solucidn
se ajusta a 4,5 con acido clorhidrico 2N y la solucibn se ca-
lienta bajo reflujo durante 20 horas. EL disolvente se evapora
bajo presidn reducida y el residuo se recibe en 10 ml de agua.
Se afladen 2 ml (60%) de hidrato de hidrazina, se ajusta el pH
de la solucidn a 6 con 2 ml de Acido acético glacial y la solu-
cién se calienta bajo reflujo durante 6 horas y se evapora
luego a una goma bajo presidn reducida. EL producto se disuelve
en 8 ml de agua, se ajusta el pH a 5,5 con acido clorhidrico
0,2N v la solucidn se cromatografia sobre una columna de resina
intercambiadora de iones Amberlite CG-50 en la forma ambnica,
eluyendo primero con agua y a continuacién con un gradiente de
hidréxido ambnico de concentracidén en aumento hasta 0,25 N. Las
fracciones que contienen producto (tal y como se comtrola por
cromatografia de capa fina) se combinan, se evaporan y el pro-
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ducto se vuelve a cromatografiar sobre una columna de

Sephadex CM25 (forma amdnica) eluyendo como anteriormente para
dar 1-N-/1,3~dihidroxi-2-propil/canamicina B (59 mg, 32%).

Rf 0,55 en metanol, hidrdxido ambnico 0,880, (1:1)(canamicina B,
0,47), Rf 0,37 en cloruro sbdico 2M (canamicina B, 0,26). Encon
trado: C, 37,6; H, 6,3; N, 9,2, C21H43N5012.3H2C0
c, 37,8; H, 6,8; N, 9,2%.

EJEMPLO 20

1-N-{T—hidroxi—z-propi;7canamicina B

3.H20 requlere:

Se disuelven 200 mg (0,36 mmoles) de 2',3,3",6'-

| tetra-N-formil-canamicina B, 78 mg (1,05 mmoles) de hidroxiace-

tona y 88 mg (1,40 mmoles) de cianoborohidruro sbédico en meta-
nol acuoso (20 ml de metanol, 4 ﬁl de agua) y el pH de la solu~-
cibén se ajusta a 6 con &cido clorhidrico S5N. La solucidén se ca-
lienta bajo reflujo durante 22 horas. Se aiflade adicionalmente
23 mg de hidroxiacetona y 30 mg de cianoborohidruro sbédico y

el reflujo se continua durante 24 horas mis. El disolvente se
evapora entences bajo presidn reducida y el residuo se trata
con hidrato de hidrazina acuoso al 10% ajustado a pH 6 con

Gcido acético glacial (20 ml) y se calienta bajo reflujo duran=-

| te 6 horas. Después de concentrar bajo presidn reducida, el re-

siduo se cromatografia sobre una columna de resina intercambia=-
dora de iones Amberlite CG-50 (forma del idn amonio), eluyendo
con un gradiente de hidrb6xido amdnico de concentracidén en au-

mento desde 0 a 0,1N. Las fracciones que contienen producto

(tal y como se controla por cromatografia de capa fina) se com-

binan y evaporan para dar 1—N—[ﬁ-hidroxi-z-propi;7canamicina B

(0,11 g, 50%). REf 0,55 en cloruro sédico 3M (canamicina B, 0,47)

0 - - . » . 1 -
Encontrado: C, 39,6; H, 6,8; N, 10,5; 021H43N5011 2§H2C03 re

quiere C, 40,5; H, 6,9; N, 10,0%. m/é (desorcibn de campo)
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(M + 1) encontrado 542. C. H N_O_ _ requiere M + 1 = 542,

21435 1
EJEMPLO 21

Se prepara 1-N-/1-hidroxi-2-propil/canamicina A
de forma similar a la descrita en el ejemplo 20 pero empleando
3,3",6'~tri~N-formil=-canamicina A. Rf 0,3 en metanol, clorofor—
mo, hidréxido ambénico al 8% (4:1:2) (canamicina A, 0,20).

EJEMPLO 22

1-N-/1-hidroxi~2-propil/tobramicina

Se disuelven 2 g (3,5 mmoles) de 6'-N-t=butiloxi~
carbonil~tobramicina, 0,78 g (10,6 mmoles) de hidroxiacetona y

L 0,89 ¢ (14 mmoles) de cianoborohidruro sddico en una mezcla de

150 ml de metanol y 30 ml de agua y el pH de la solucibn se
ajusta a 6 con &cido clorhidrico 5N. La mezcla se calienta bajo
reflujo durante 72 horas. El disolvente se separa bajo presién
reducida v el residuo se trata con 20 ml de &cido trifluworacé-
tico agitando durante 45 minutos a temperatura ambiente. La
solucidén se evapora de nuevo hasta sequedad bajo presién reduci-
da, se recibe el residuo en un poco de agua, se ajusta el pH

a 6 con hidrdxido ambénico 3N y la solucidn se cromatografia sobr
resina intercambiadora de iones Amberlite CG-50 (forma del idn
amonio) eluyendo con un gradiente de hidrdxido ambnico. Las
fracciones que contienen producto se combinan, evaporan y el
producto se vuelve a cromatografiar sobre Sephadex CM25 (forma
del ibén amonio) eluyendo como anteriormente, para dar 1=N-—(1-
hidroxi-2~propil)tobramicina (8 mg, 0,4%). Rf 0,68 en cloruro
sbdico 3M (tobramicina 0,60). m/e (desorcibdn de campo) M + 1

i = 526.
encontrado 526, 021843N5010 requiere M + 1 = 526

EJEMPLO 23

Se prepara 1-N-/(5)2,3-dihidroxipropil/tobramicina

de forma similar a la descrita en el ejemplo 22, pero usando

10
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D-gliceraldehido en lugar de hidroxiacetona. Rf 0,55 en cloruro
sédico 3M (tobramicina 0,45), Rf 0,37 en metanol, hidrdxido
amdénico 0,880 (2:1)(tobramicina 0,35).

EJEMPLO 24

5 1=N~(1, 3=dihidroxi-2-propil)canamicina A

Se disuelven 500 mg (0,88 mmoles) de 6',3"—di-N=~
acetil-canamicina A, 237 mg (2,64 mmoles) de 1,3~dihidroxiace-
tona y 181 mg (2,64 mmoles) de cianoborohidruro sbdico en meta=
nol acuoso (45 ml de metanol, 5 ml de agua) y el pH de la so-
10 | lucidén se ajusta a 6 con acido clorhidrico 2N. La solucidn se
deja reposar a temperatura ambiente durante 3 dias. La croma-
tografia de capa fina (metanol, cloroformo, hidrdxido ambnico
1N, 4:2:1) demuestra dos componentes principales Rf 0,17, 0,22.
La solucibdn se evapora y los productos se separan por cromato-
15 grafia de intercambio idnico sobre la forma del idn amonio de
Sephadex CM25, eluyendo con un gradiente de hidréxido ambnico
de concentracibén en aumento. El comﬁonente de carrera mis
lenta (Rf 0,17) que es el segundo componente eluido de la co-
lumna, es desprotegido por calentamiento en una solucidn de hi- |
20 dréxido sddico 3N a 80-90¢C durante 4 horas. La neutralizacidn
y purificacién por cromatografia de intercambio ibnico sobre
Amberlite CG-50 (forma del idn amonio), eluyendo como anterior-
mente, proporciona 1-N-(1,3~dihidroxi-2-propil)canamicina A

idéntica al producto del ejemplo 18.

25 En la siguiente tabla se describen los resultados
del ensayo de los compuestos de los ejemples con respecto a la
actividad antibacterial in vitro por los métodos anteriormente

indicados:




TABLA: Actividad in vitro
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M.1.Cos /u g/ml

Ejemplo
No.
E. Coli | Klebsiella | Proteus Pseudomonas| Staphyloeoccud
pneumonizae | mirabilis{ aeruginosa | aureus
1 6,2 6,2 25 6,2 6,2
2 12,5 6,2 12,5 6,2 6,2
3 12,5 12,5 12,5 6,2 6,2
4 12,5 12,5 25 12,5 12,8
5 12,5 12,5 25 12,5 12,5
6 25 25 50 25 25
7 12,5 12,5 25 12,5 6,2
8 50 25 100 25 25
9 25 12,5 25 12,5 25
10 25 25 100 25 25
11 6,2 3,1 6,2 3,1 1,6
12 3,1 3,1 6,2 1,6 1,6
13 3,1 3,1 12,5 3,1 1,6
14 3,1 3,1 6,2 3,1 1,6
15 6,2 6,2 100 6,2 6,2
16 6,2 3,1 12,5 3,1 3,1
17 6,2 6,2 12,5 6,2 3,1
18 6,2 6,2 25 3,1 6,2
19 3,1 1,6 6,2 1,6 1,6
20 3,1 3,1 25 3,1 1,6
21 3,1 3,1 12,5 6,2 3,1
22 3,1 6,5 12,5 3,1 0,8
23 6,2 3,1 6,2 3,1 1,6
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Descrita suficientemente la naturaleza del in-
vento, asi como la manera de realizarse en la préctica, debe
hacerse constar que las disposiciones anteriormente indicadas

son susceptibles de modificaciones de detalle en cuanto no al-
teren su principio fundamental.
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REIVINDICACTIONES

1.~ Procedimiento para preparsr un aminoglicosido
de 2-deoxiestreptamina, de Fférmulas

NH 5

1
0 NHR*
NHI( ——— (1)

en la que R es m grupo alauilo primerio con 3 a % &tomos de
carbono, dos 2l menos de los ousles (distintos sl Ztomo de
caerbono unido gl grupo amino) llevan un grupo hidroxilo; o un
grupo alquilo secundario con 3 a % dtomos de carbono, uno al
menos de los cuales (distinto él‘étomo de carbono unide al
grupo amino) 1leva un grupo hidroxilo; R* es mwn grupo emino o
hidroxilo; cada R3 es un 4dtomo de hidrdgeno o un grupo hidroxilo
R} s un 4tomo de hidrdégeno o un grupo metilo; uno de : v o
es un dtomo de hidrdgeno mientras que el otro es un grupo
glicosilo; R es un 4tomo de hidrégemo o un grupo alquilo infe-
rior de hasta 4 dtomos de:carbono; ¥y la linea de trazos es un
segundo enlace opcional cuando cada Rﬁ es un dtomo de hidrégeﬁo;
v sus sales de adicién de deide farmacéuticamente aceptables;

caracterizado porque comprende alquilar un compuesto de férmulas

NHR?

m~e (IT)

R0 OR

7
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en la que i a R! se definen como anteriormente y en la que
uno o més de los grupos amino libres, distintos al grupo

l-amino, pueden estar opoilonalmente protegidos; separar los '
grupos amino-protectores si estdn presentes; y aislar el com-:
puesto de férmula (I).

2,~ Procedimiento segin la reivindicacién 1,
caracterizado porque wno o mis de los grupos emino libres,

distintos al grupoe l-emino, se protegen con un grupo formilos

3¢~ Procedimiento segin la reivindicacibn 2, carac-
terizado porque como compussto de férmula (II) ss alquila
343"y6'=tri-N~formilecanamicina A.

4.~ Procedimiento segin la reivindicacién 2, carac~
terizado porgue como compuesto de férmula (II) se alquiia

21,3,3" 6 ~totra~N~formilcanamicina B.

5.= Procedimiento segin la reivindicacién 1, carac-
terizado porque uno o més de los grupos emino libres distintos

al grupo l-emino, se protegen con un grupo acetilo.

6= Procedimiento segdn la reivindicacién 5, carsc-—

terizado porqus como compuesto de férmula (II) se alguila

Te= Procedimiento segin la reivindicacién 1l, carac-
terizado porque uno o més de los grupos amino libres disgtintos

al grupo l-amino, se protegsn con un grupo trifluoracetilo.

8.~ Procedimiento segin la reivindicaciba 7, carac-

terizado porque como compuestd de férmula (II) se alquila

21,3",6! ~tri-N~trifluoracetilcanamicina B § 3",6'-~di-H-trifluor-

acetilcanamicine A.
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9e= Procedimiento segin la reivindicacién 1, carsc-
terizado porque uno o méds de los grupos amino libres distintos
al grupo leamino, se protegen con un grupe bt-butiloxicarboniloy

10e=~ Procedimiento segin la reivindicacidn 9, carac-
5 terizado porque como compussto de férmuls (II) se alquiim
6! -N-%-butiloxicarboniliobramioina,

1l,~ Procedimiento segin cualquiera de las reivine
dicaciones anteriores, caracterizado porque la alquilacida

.| 8@ efectua por slquilacién reductive con un aldehido o cétona.

10 ° 12.~ Procedimiento segin la reivindiocecidn 11, carac~

| terizado porqus le reduccidén se efectua cor borohidruro ds sodio

|
' 0 olanoborohidruro de sodio.

13.= Procedimiento segdén la reilvindicacién 11, carsc-

terlzado porque lg reduccidn se -efectua por hidrogenacidn

15 cat eli.bic Qe

14+~ Procedimiento segin cualquilers de las reivine
dicaciones 11 a 13, oaraoterizadd porgue la elgquilecidn reducs-

tiva se efectuz con D-gliceraldenido.

15.- Procedimiento segin cuslquiers de las reivin-
20 dicaciones 11 a 13, caracterizado porque la alquileacién

reductiva se efectua con dihidroxiacetona.

16+~ Procedimiento peras preparar un aminoglicosido

de 2-deoxiestreptamina, tal y como queda sustancialmente



descrito en la presente Memoria.

Esta Memoria consta de 25 hojas escritas a mi-

quina por una sola cara.
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