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de sintesis para la produccién de los compuestos fortimici-

.\ . RESUMEN DE LA INVENCION

Esta invencién se reflere a ciertos nuevos derlva—

dbs 4-N-sustitufdos del antibiético fortimicina B y a los

procedimientos ﬁara s producéién;'En el aspecto‘de'procedi-'

i
miento de esta invenclon, se 1ncluye un nuevo método para

.
eces e

la producc1on semlslntetlca del antlblétlco fortimicipa C.

.-.-o

ANTECFDENTES DE LA INVENCION

fc.' i
R !

Esta invencidn se reflere en general a derlvadcs 47
N-sustitufdos de fortimicina B, a sus sales de ad1010n de ﬁ
dcidos farmacéuticamente aceptables y a un procedlmiehtb pa-

ra la produccidn de las mismas, asi como a nuevos PruTt&sos

na A y fortimicina C. : i

. Las fortimicinas (A; B y C) son comﬁuestos clasificat
dos como'éseudodisacéridos que contienen 1,4-diaminociclitol
Las propledades f{sicas y las actividades antibacterianas de
estos compuestos y los procedlmlentos para su produccidn por
fermentacidn estédn descritos en las patentes estadounidensés
3.931.400;'3.976;768'y 4;048;615,7cuyés descripciones se in-
corporan aqui. | .

Las fdrmulas estruéturales éianas de las fortimicinaj
conocidas se dan en las memorias de las patentes ‘estadouni-
déﬁses antes mencionadas. Como resultadq de nuevos estudlos,
se hé hallado que las f6;mulés esﬁnrctuféles de la fortimicit
na.B, fortimicina A y fortimicina C éon las indiéadas por lag

siguientes fdrmulas:
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- Portimicina A

Fortimicina B

3 NH, '
T—
Hy T
07 NCHpNH,
Fortimicina C
,?H3 \ .
CH-NHp 2 octis

T.as estructuras de las fortimicinas A, B y C son des-

critas a continuacidn:

1) Fortimicina B

Los resultados del espectro de masas de la fortimi-

\
c

!




I

-4
5 1 c;na B son los siguientes:
[ ' mfe 3a9(d" + 1), 348(w"), 331, 313, 305, 235, 217,
é 72 7, 143, 126 Se deduce ‘de los resultados del espectro de
%* Cen we 0 lt masasi que la fort1m1c1na B presenta la s;guxente formula
i 5 estructural parc1al conteniendo purpurosamlna B:
j CH ¥H ceaa
- i ey i |
j , ' o 2 . .
i Purpurosamina B
?. Ios resultados del andlisis del espeE£ro RMP v RMC
% de la fortimicina B eﬁ éxidorde'deuterio éonr%os siguientes:
E ' s m_ §i(i§§iﬁ')" - patrbn interno " DSS
' H-1' 5,03 H=1 2,96
Y w2 . 3,68
S 1 em,-3var 12019 B3 3,62
' - -5 ~3,6 Coma 3,06
i 2 Be6 | 2,80  lgs 3,96
io- 7 CHy-6' - 1,00 . E6 3,42
a ' | ocH, 3,42
i ) NCH, | 2,36
.Jl"':,,Z' _ 3.8 J;.'-,z:.:' ' 9,3
j o5 Ts0 60 7 Jv,3 3
. | I3u,4 | 3
e s
) J51 .6 79,5
Jl'-,é 9,5
30 1 "
| -

gyt e S AT b e R YRy N e - = e t
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RMC 'Sipém)f“ '.Péfrgﬁ'intérnO' Dioxano (67,4 ppm)
c-1' 1024 -1 ' . 53,8
2 50,6 2. : 71,1
31, 2701 w3, 79,8
A 27,4 - s ¥o,8
50 - 75,1 5 ';1,L
6' 5044 - 84,1
6'-CH, 18,7 ,ocné ' 59,3
NCH, 36,0

Teniendo en cuenta estos resultados del RMP y'ael RMC
y los resultados espectrofotométricos de 1o§ complejos de
cobre de la fortimicina B, del derivado dietiltioacetal de
la porcifn purpurosamina B y_del de;ivado metilglicésiuo pre-
parado por procedimientos convencionales, se haﬁdeterminado

que la estructura absoluta de la fortimicina B es la si-

. : CH
guiente l 3 ?H3
B— C—NH
4! 2 NH

NH2) o

CH

73
OCH
3

[y

Otros valores fisicos de la fortimicina B son:
p.f. 101-103°C

[a] ;30 = +30;3°(c = 1,0, agua).

An&dlisis elemental para C15H32N405.H20:
calculado : C, 49,15; H, 8,80; N, 15,29

Encontrado: C, 49,36; H, 8,77; N, 15,38.

/ / s
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2)'Fortimicina A

Espectro de masas: m/e 406 " + 1), 405"}, 388, 370,
362, 292, 274, 263, 246, 143, 126.
"RMP-(6xido de deuterio): éf(ppm), 1,06 (3H;~4), 1,2~

1,9-(48, @), ~ 2,8 (11, sefal ancha), 2,86 (1H, qp, 3, 05 (38,

~s), 3,44 (3H, s),| ~3,5 (2H, seflal ancha),. 3,,2 (2H s),

3,88 (18, @), 4,08 (18, @), 4,16 (11, +), 4,36 (14, t), 4,84
(1H, &), 4,95 (1%, q) . ' o

RMC (éxido'de deuterib)--é (ppm);rls 7, 27,1, 27,3,
32,3, 41,6, 50,2, 30, 5 52 5, 55 0, 56,4, 71,1, 73,0, 13,6,
75,1, 78, 4, 100,1, 169,5. |

Otras constantes ffsicas de fortimicina A son:

p-£f. superior a 200°C (dééc;f.

[a] §5° = +26:0°(c = 0;2; agua) .

Andlisis elemental éara C17H35N506:

Calculado : C, 50,35; H, 8,70; N, 17,27

Encontrado: C, 50;23{ H, 8,67; N, 17,49.

Teniendo en cuenta los datos anteriores y el hecho de

que la hidrélisis de fortimicina A produce fortimicina B y '

.glicina,:se ha confirmado que 1la estructura de la fortimici~

na A es la de 4-N-glicilfortimicina B (Ia).

3) Fortimicina C
n Espectro de masas con desorcidn de campo (DF)*: m/e
449(M + 1), . o
Espectro de'masas*;: m/e 406, 387, 375,7325, 292, 274,
264, 246, 235, 228, 217, 207; 200, 143.
RMP (6xido de deuterio): $ (ppm), 1,08 (3H, 4), 1,2-
1,9 (45, m), ~2,8 (18, sefial ancha), 2,85 (1H, mj, 3,10

(34, s), 3,43 (34, s), 73,5 (2H, sefial ancha), 3,87 (1H, q)

4,00 v 4,04 (2H conjuntamente, s individualmente), 4,07 (1H,

i
t
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73,4, 77,9, 99,1, 161,7, 172,7.

@), 4,18 (14, ©),'4,38 (I1H, t), 4,84 (1K, &), 4,92 (1H, q).
RMC (6xido de deuterio): & (ppm), 17,5, 26,3, 27,5, -
32,5, 44,1, 50,0, 51,1, 52,7, 55,5, 56,4, 71,0, 72,7, 73,1,

* Espectro de masas donde es ﬁrobable que aparezca M+
#x Mt no abarece'ed el eéﬁectro'de masas ordinario (espectrol

de masas 1E). .

Otras constantes ffsicas de 'la fortimicina C son:

p.£. 153-157°C (desc.).

[a] gso = +84,3° (c = d,l, agua) .

Andlisis elemental para C18H36N607.2H20:

Calculado : C, 45,00; H, 8,33; N, 17,50

Encontrado: C, 44,84; H, 8,19; N, 17,36.

5' Teniendo eﬁ cuenta los datos anteriores § el hecho de
que la hidr6lisis de la fortimicina C produce fortimicina B
y &cido hidantoico, se ha hallado que la estructura de la
fortimicina C es la de 4-N-hidantoilfortimicina B (ITb) (las
fortimicinaSA y C han sido obtenidas por sfntesis --a partir de
fortimiqina B como se indica én los ejemplos y después: se
han confirmado las estructuras).

Todas las fortimicinas (A, B y C) presentan actividad
antibacteriana pero la actividad antibacteriana de B no es
taﬁ buena como la de los otros factores y Ay C son ligera-
mente inestables en condiciones fuertemente alcalinas. Por 1lg
tanto, se requieren compuestos con propiedades mis adecuadas.

. Como resultado de diversos estudios, hemos encontrado
que ciertos derivados 4-N-sustitufdos de la fortimicina B
presentan actividad antibacteriana mejorada y buena estabili-
dad incluso en condiciones fﬁertemente alcalinas. Ademis, los

derivados de 4-N-alquilfortimicina B pueden utilizarse como
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~general (I):

'! B
méteriales de partida para obtener otros derivados modifica-

d's, por ejemplo introducir otros grupos en el grupo amino o

- hidroxi de la primera.

‘DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION, ., . ...-
'~ Los compuestos de esta invencidn son derivados 4-N-sus

titufdos de la fortimicina B representados por la f6rmila

o
cL Q
I%

(dogde R es un grupo represenﬁado por —C—Rl ol—CHZ—Ré, donde
. e !

Rl representa un grupo alquilo dé 2 a 8 dtomos de carbono,
un grupo hidroxialquilo de 1 a 5 dtomos de carbono, un gru-
po aminocalquilo de 2 a 8 &tomos de cérboﬁo 0 un grupo carba-
moxilaminoalquilo de 3 a 9 dtomos de carbono y Rz'repfegenta
un grupo alquilo de 1 a 8 dtomos de carboné, un grupo hidré—
xialquilo de 1 a 5 &tomos de carboﬁo, ﬁnﬂgiupé aminoalquilo
de 1 a é dtomos de carBono, ﬁnrgrupo carbamoilaminqalqﬁilo'
de 2 a 9 &tomos de carbono, un grupo N—alquilaminoalqﬁilo de
éng 10 &dtomos de carbono, un grupo aminohidroxialquilo de 2
a 8 atomos de carbono, un_grupohéminoalquilo N-sustituido
(donde el grupo aminoalquilo contiene é’; 5 &tomos de carbo-
no y el N-susﬁituyenté es un grupo amincalquilo de 1 a 5 étgl

mos de carbond)_o unbgrupo N-aiquilaminohidquialquilo de
2 a 8 Stomos de carbono) vy sus sales de adicidn de &cido no
tbéxicas y farmacéuticamente aceptables.

Los derivados 4-N-sustitufdos de la fortimicina B obteg]

onop. e i

1

| v
H

T —— v a——— TS [y e e b e eemmwmtn cen S e s parm e e o e e mpe et
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_general (IV), es decir, los compuestos de esta invencidn,

£ ntes fisicas. También se incluyen como- referencma las pro-

#énidos a partir del compuesto representado por la férmula

estan ilustrados en la si@uiente Tabla I junto con sus cons-

i
1edades fisicas de las fortimicinas B y A.

En la Tabla II, est&n indicados los valores derla RE
i

de la cromatograffa en capa fina (CCF)-de estos compuestos,
T l
desarrolladas sobre una placa de gel de sflice utilizando |

varios disolventes. Para una capa desarfollada, se utiliza
una placa de gel de sflice (Merck DC;Fertigplatten Kieéelg?l
60 F 254) y se colorea con ninhidrina o yodo. El siétema di—
solyente dado en la tabla es el siguiente: .

A: 1sopropanol—amonlaco acuoso al 28 %-cloroformo

(2:1:1 en volumen) :

B: metanol:cloroformo (5:§5en volumen)

C: metanol:cloroformo (1:;9 en-vplumen).

La actividad antibacteriana (CMI)Vde los compuestos
de esta invencién estd indicada en las Tablas III-1 y III-2.
La medida se realizd por el m%todo de dilucidén en agar, uti-
lizando un medio a pH 8,0 o la Norma Japonesa de Medicamentos

AntibibSticos, empleando un medio a ?H'?,Z. Las unidades son

meg/ml.

Los microorganismos utilizados en la Tabla III-2 y sus|

abreviaturas se dan a continuacién:

S.A.: Staphylococcus aureus KY4279 ATCC 6538p

B.S.: Bacillus subtilis Kv4273

E.C.: Escherichia coli XY4271 ATCC 26

P.V.: Proteus vulgaris KY4277 ATCC 6897

§.5.: Shigella sonnei Kv4281 ATCC 9290

§.T.: Salmonella typhosa KY4278 ATCC 9992

I
{
!
4
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27 La estabilidad ‘de: los derivados de:4—Nfacilf@rtimiciéﬂ

na B son tan estables gue no se produce descomposicidn ni

- 10—

K.P.: Klebsiella pneumoniae KY4275 ATCC 10031.

" Los nGmeros de identificacién de los compuestos en la

Tablas IIT-1 y ITI-2 son los mismos que en la Tabla I.

né B'eﬁ condiciones acuosas alcalinas es malé. Por ejemplo,
si la base libre fortimicina A se deja en reposo eﬂhﬁn; so-
1uc16n acuosa (pH 10) a la temperatura ambiente duranﬁe Zl
semanas o a 100°C durante 4 horas, se descompone casi’ pori
completo. Si la 4-N-(Y-amino-a-hidroxibutiril) fortimicina
y 1a 4-N- (§-amino-n-valeril) fortimicina se dejan en reposo
en soch1ones acuosas (pH 10), se descomponen casi completa-
mente al cabo de 1 hora a la temperatura ambiente. Pér lo
tanto, no resulta ﬁréctico purificér estos coqpueségg'én con
diéiones bédsicas (por ejémﬁlo, cromatograffa en columna con
Amberlite CG-50, eluyendo con amoniaco acuoso) .

Contrastando con la inestabilidad de los derivados de

4-N-acilfortimicina B; los derivados de 4-N-alquilfortimici-

siqﬁiera en una sblucién acu&sa de. hidréxido bdrico a la
temperatura de reflujo durante_lé horaé. Por lo tanto, en él
caso de la 4-N-alquilfortimicina B, puede introducirse cual-
qpier sustituyente enrla éosicién 4-N de la fortimiciﬁa B
iﬁéluso aunque estos sustituyentes nb puedan ser introduci-
dos como tipo acilico en dicha posicidn debido a la inestabi

lidad antes mencionada.
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TABLA I

Andlisis elamente

Compues : Nombre del Linea superior: (
to n° R en la férmula general (I) compuesto Linea inferior: [
1 " fortimicina B c, 49,15; H,
49,35,
~C-CH.,~NH '
2 %
" 2 . . para cl’igBSNEE
2 40 fort1m1c1‘na A c, 50,35; Hri
50,23 :
-—C-CH2—NH--CONH2 para C18H36N(
3 o fortimicina C C, 45,00; H,
44,84
-C—CHZ—OH para C17H34N4
4 0 4-N-glicolilforti- C, 36,95; H,
migina B - 36,70
-C- CH3 4-N-acetilfortimi~
cina B
5 )
-lc‘-_CHz—CH_,’V
6 o ’ 4-N-propionilfor
timicina B
-C-CH2~CH2-CH3
4-N- (n-butiril) for
7 o] timicina B
-C~(CH,) ,~CH 4-N- {(n-valeril) for-
273 3 M
timicina B
8 (0] .
~C-CH,~CH,~NH,, para ¢ &
9 4-N- (g-alanil) forti- ‘
. C, 33: 14;
micina B 32,96’
—C-(CH2) 3--NH2 4-N- (y-amino-n-butil)para C19H
) fortimicina B ) '
10 ) : Cr"331 73;
_ 33,66
-C— (CH2) 4—NH2 4-N- (§~aminc-n-valeril)
. I fortimicina B
11 (0]

-



TABLA I

) Ea]D del sulfato
Andlisis elemental (%) _ *¥1: 23°C
Nombre del Linea superior: Calculado *2: 25°C
(1) compuesto Linea inferior: quontradq» o o T %320 24°C
- %
para C15H32NAOS.H20 Nota %) 1
. ) +30,3$
fortimicina B C, 49,15; H, 8,80: M, 15,29 (c = 1,0, agua)
49,35 18,77 15,38 .
para C H35 S 6 ' Nota 1) *2
fortimicina A c, 50,35; ®, 8,70; N, 17,27 +26,0°
50,23 - 8,67 17,49 (c = 0,2, agua)
para C,gH3gNg0;. 20,0 Nota 1) *2
fortimicina C  C, 45,00; H, 8,33; N, 17,50 01, agua)
44,84? 8,19 17,36 15
para C,-H 1,5H,80,.C,H;OH.H,0 *2
17834497 4'=275" +89,3°
4-N-glicolilforti- C, 36,95; H, 7,34; N, 9,07 (c = 1,0, agua)
micina B 36,70 - 7,44 8,93
4-N-acetilfortimi- - *2
cina B : +139,2°

4-N-propionilfox
timicina B

4-N- (n-butiril) for
timicina B

4-N-(n-valeril) for-
timicina B

4-N- (B~alanil) forti-

micina B

4-N- (y-amino-n-butil)para C, H,gN;04.2H,50,.C EICH m1o

fortimicina B

4-N- (§~amino-n-valeril)
fortimicina B

i

(c = 1,0, agua)

*2
- +136,8°
(¢ = 1,0, agua)

- *2
' +131,0°
(c = 1,0, agua)

- *2
+116,3°
{¢ = 1,0, agua)

para clS 37 5Q6.2H2SO4.C2HSQL2,3EP

c, 33,14; H, 7,51; N, 9,66 %1
32,96 7,41 9,71 + 80,6°
(c = 1,0, agua)

275 *7
: 81,8°
c,:33,73; H, 7,68; N, 9,36 +81,
33,66 7,44 9,30 (c = 1,0, agua)

—_— . *1
o +89,5°(c = 1,0, agua)

i {sclamente en este ca

k " so, madide cowo hlc:o

: <roruro)

g
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TABLA I {continuacid

Andlisis elemen

Compres— Nombre del Linea superior:
to n° R en la férmula general (I) compuesto Linea inferidr:
-C- (CH,) —~NH " 4-N-{g-amino-n para C.,. H,Ng
i 25 2 capr o'il} forti c. 37 §1'4§ 3
5 3 t4 4 ’ r
12 o micina B 37,20
-C-CHZ—NH . ' .
\ | - 4-N-glicilgli- para C,gHagNg
13 0 ﬁ—CHZNHZ cilfortimicina B C,'33,24
33,27
~C-CH~CH,,~CH.,~NH 4-8- fL- (=) -y~
2 2 72 . - .
I _— amino-a-hidroxi-
14 O OH" butiril] fortimi-
cina B .
: para Cy;H37N;
15 -CH,-CH,~NH 4-N- (2-aminoetil) '
2 2 2 fortimicina B Cs 32'55
7 32,5¢
16 ~-CH,—-CH 4-N-etilfortimi
2 3 ol *
cina B
17 -CH,-CH,-CH 4-N~- {n-propil) for
2 2 3 . . . =
timicina B
18 - (CH.)) ,~CH 4-N- (n-butil) for-
2°3 3 e
. timicina B
19 - (CH,,) ,~CH 4-N- {n-pentil) for
2/ 473 NS z
timicina B
para C15H39N,
: C, 31,99;
20 —(CH2)3—NH2 4-N- {3-aminopro- 32,04
pil) fortimicina B
para.Clg'HuNE
21 ~ (CH,) 4~NH, 4-N- (4-aminobutil) ¢, 32,98;
fortimicina B 32,74
22 —(CH ) =—NH 4-N—(5-aminopentil)_
2’5 2 .. s
fortimicina B
) para Cyq HyeN:
A ’ C’ 35!65}
. 35
23 ~(CH,) ~NH, -- 4-Y- {6-aminchexil) 2174
2’6 2 AP .
forticimina B
24 4-N-(2-hidroxietil)

—CHZ—CHZ—OH

fortimicina B




TABLA I (continuacidn)

Andlisis elemental (%)

Nombre cdel
compuesto

Linea supsrior: Calculado
Linea inferiorr:-Ehcontradd-

4-N— {g-amino-n
capro-ily forti
micina B

4-N-glicilgli-

cilfortimicina B

4-N- [1- (-)-y-
amino—-oa-~-hidroxi-
butiril] fortimi-
cina B

4-N- (2-aminoetil)
fortimicina B

4-N-etilfortimi
cina B

4-N- {n-propil) for
timicina B

4-N- (n~-butil) for-
timicina B

4-N- (n-pentil) for
timicina B

4-N- {3-aminopro-

paraC 43562HSO CHOH2HO

277477275
c, 37, 34 H,;7,76; N, 9,

47

37,20 7,62 9,45

para C].B 38N 07.2H 2504.C2H5OH.2H20

c, 33,24; H, 7,17; N, 11,07
10,81

,33,2? 7,11
; i
i
|

para CHH37N5 05. 2,5H2504.

275

c, 32,56; H, 7,21; N,

32,55 7,19

C, 31,99; H, 7,52; N
32,04 7,80

pil) fortimicina B

4-N- (4-aminobutil)
fortimicina B

para C19I141N5 O5 .2 SH2 4 2 CH. 3H20

c, 32,98; H, 7,64; N, 9,16
8,91

32,74 7,69

4-N-(5-aminopentil)_ -

fortimicina B

-t
¥

4-N~- {p-aminchexil)
forticimirna B

4-N- (2-hidroxietil) - !

fortimicina B

35,74 7,77

H_OH.H.0

2

9,99

9,93

para C18 39N50 .2 5H2504.C2H50H.2H20

r 2,33

8,99

para Cyy HyN.0c.2,50,80,. CoH-OH.2H,0
C, 35165; H, 7780; N, 9'04
8,78

'[a] del

*1:
*2:
*3:

sulfato
23°C
25°C
24°C

+74,9°

*1

(c = 1,0, agua)
%

+70,1°

J

*2

(¢ = 1,0, agua)

+77,8°

*2

{c = 1,0, agué)

+71,9°
(c=1

*1

:0, agua)

*1

+72,8°

(c =1,

+67,3°
(c = 1,

+71,3°
(c=1

+77,4°
(C'__"ll

0, agua)

*1

0, agua)
*1

,0, agua)

*1

0, agua)

e g .




(enbe ‘g*

€x

(enbe ‘g‘

Tx

(enbe ‘g’

Tx

(enbe

€x

ig

~O\

\O\

~°~

0 = D)
0§’SL+

0 = 2)
oSPLY

0 = °)
G984+

0 = 9
05’26+

T =09)
05’ LL+

T =09)
09'8L+

1 =09)
00789+

Do¥C
Do ST
DoEC
ojezns

iEx
3Tx
STx
o 9 ]

*DITT ©Seq ©p BWIOT UD OPTPSH : (T ®BION
. g PUTOTW HO €€
86'8 zL't - 8LVE . _o 2
02 ay 1STs an aneelY . ~T3XOFTTAIUSAIXCIPTY _
¢eie N fyyiL TH FZRIVE O _goutwe-g-(s)] ~N-7 Zun® (¢us) -uo-fuo-
FrmoSio - YosZis 1z - %05 KE Vs exed
g PUTOTWTITOF HO z€
TL'8 ov’L 8y‘ze —TrdozdTxX0oIpTY-~Z-0OU z |
L6'8 ‘N fep‘L fH:QE'ze ‘D TWeITISU-£-(S)] -N-¥ € uonN-CHo-n0-FHo-
oCue “w0%H%o Yostus 'z 90N VEE D eaed
. . . . g PUTOTW HO 153
ELL n 2?4y GELEE L -13%03 [1rangTxoapTY e o 1,
7 . €F oz 9.6 65,81 ~g-outwe-g~(S) ] -N-t HN-“HO-HO-“HO-
om0 o-Toslus 'z -0 " w8ty eaed V
€ BUIDTWIIIOF {TT3 HO o€
~DqIXOIPTY-Z-OuTWe |
- TTaou—p-(S¥) ] -N-¥ €aonn-2 (%mo) -Ko-%Ho~
¥ 4 ks
8y’s 86.L ,  gERIIE, § PUTOTWT}XOF HO 62
9.’8 ‘N iLS§'L ‘H ils’'Te ‘D bt
Zere e Sl Fralise 1 +OnSpl ¥y 61 [rrandixoapry-~z-ou T Z (2 | ¢
o%uy Ho°Heo Yostug 'z 20N i o exed  STwe-p-(57¥)}-N-¢ uN-¢ (“HO) ~Ho-“Ho-
22’6 PriL r4: 3814 & eu
£68 ‘N f59'L ‘H !S3'ye ‘D  -TOTWIRIXOZ [ITINg HO 87z
9 c €702 ~TXOIPTY~Z-OUTWe |
ofurro’ulo-Tostus 2+ 20 Nt %% exed  Trasw-¢-(s)]-N-v €monn® (Cuo) ~Ho-%HO-
vo’s ¥8’L 7s'ze
L6'8 ‘N f6v‘L ‘H log’zE ‘O i € BUTOTWERIIOF mm Lz
1TINqTX0IPTY-Z !
o ‘wo°H0 Yostug ‘220N %o exed  —ouTwe-y-(5)] -N-¥ €un® (“mo) -ud-%ro-
= g 'U
. ToTwr3zoz (TT3o0U ¢
- ~TWERTIRSM-Z) -N- HOHN-CHO-CHO~ 9z
g BUIDTWIIXOTF NmZNANmvamZ
_{iTysouTue (133 z |
- ourtwe-z) -z} -N-¥ H-CHo~ sz
operjuodud :IOTILIUT BAUIT og senduos (I) Tersusb BINUIQI 2T UD ¥ ou 03
opetnoTe) :aoriadns eaul] I9p S2IqUON ~sandwo)

(%) Te3juBWeTd STSTIRUW

(ugToenUT:u20}) I VI4AYd

og

gg

03

81

ot




10

15

20

2b

30

TABLA I ({ccr+inuac

Andlisig eler

Compues- Nombre del Linea superior:
to n° R en la férmula general (I) . compuesto Linea inferior
25 -CH,~CH,, 4-N- {2~ (2-amino -

) etil)aminoetid]
NH- (CH5) ,NH fortimicina B
272772
26 ~CH,~CH,-NHCH, 4-N- {2-metilami- : -
noetil)fortimici )
na B
-CH.,-CH- (CH,) ,NH ' 4-N- [(S)-4-amino- para C. H,.)
2 27272 2-hidroxibutil] 19741
27 OH fortimicina B C, 32,30; H
32,627
-CH.,-CH- (CH,,) ,NHCH 4-N- [(S)-4-metil para C, . H,.
' 2 272 3 amino-2-hidroxi- 20743
28 OH butil] fortimici- C, 34,65 H
: na B 34,82
-CH,-CH- (CH, ) ,-NH 4-N-[(R,S)-4~ami~ para C,.H,.!
) 2 | 272 72 no-2-hidroxibutil] . 5 ;'9;‘%
29 OH fortimicina B ! )
. 31,44
-CH.-CH- (CH, ) ,~NHCH 4-N-[(R,S)-4-metil
2 272 3 . . o —
amino-2-hidroxibu-
30 OH til] fortimicina B
para C, H.,Jl
~CH,~CH-CH,-NH, 4-N-[(S)-3-amino-2-. 5, 33.3?{
| hidroxibutil] forti~"' 35’
31 OH micina B ) d
- para C19H41N
-CH,~CH-CH,~NHCH 4-N~-[(S)-3-metilami C, 32,30 :H
- no-2-hidroxipropil- 32,48
32 OH fortimicina B
para CZOH43N
-CH.,~CH- (CH,,) ,NH 4-N- {(S)-5-anino-2- 1 9.
2 |- 72 3772 " hidroxipentilforti- C’_ 24'.813’
33 OH micina B r
Nota 1): Medido en forma de base libre. .




TABLA I ({con=inuacidn)

Andlisis elemental (%)

Nombre del Linea superior: Calculado
AT . compuesto Linea inferior: Encontrado
4-N- {2~ (2~amino -
etil)aminoetid]
fortimicina B
4-N-(2-metilami- - -
noetil) fortimici :
na B
4-N- [(S)-4-amino~ para C, H, N.O..2,5H,50,.C.H-0H. 3,0
2-hidroxibutil] L ?,41 576 4TSI
fortimicina B Cc, 32,30; H, 7,49; N, 8,97
32,62 7,84 8,64
4-N- [(S)-4-metil para C..H,_N_O_..2,5H,S0,.C.H.OH.H.O
amino-2-hidroxi- 2074375767717 274725l
butil] fortimici- C, 34,85 H, 7,65; N, 8,93
na B 34,82 7,44 9,22
4-N-1{ (R,S)-4-ami~ para C,gH, N.Oc.2,5H,S0,.CHCH. 4H,0
no-2-hidroxibutil]
fortimicina B ¢, 31,57; #, 7,57; N, 8,76
: 31,44 7,98 8,48
4-N-[(R,8)-4-metil -
amino-2-hidroxibu-
tiﬂ fortimicina B
para C, H, .NO..2,5H,50,.C H.OH.H.,0
. 4-§-[(8)-3-apino-2-. ~,, B8 55 LA 20T
hidroxibutil] forti-—/ 357q.7 1 crodf e Cvo0
micina B . r ! '
para Clg"I 41N506 . 2 ’ SHZSO 4.C2HSG'I. 3H20
4-N- [(S)-3-metilami C, 32,30:H, 7,49; N, 8,97
no-2-hidroxipropil- 32,48 7,40 8,71
fortimicina B
. para C20H43N506.2,5HZSO4.C2H50H.H20'
4-N- {(S)-5-amino-2- 4 a9. .
" hidroxipentilforti- C'_giﬁgg’ ?’ ;'%g’ N, g'gg
micina B g d !
libre.

ll

[ ]D del sulfato

*¥1: 23°

c

*2: 25°C.
*¥3: 24°C

+68,0°
(c = 1,0,

+78,6°
(¢ = 1,0,

+77,50
(c = 1,0,

+92,5°
(c =0,2,

+86,5°
{c =.0,2,

+74,5°
(c=20,2,

+75,5°
(c = 0,2,

*2

agua)

*1

agua)

*3

agua)

*1
agua)

*1
agua)

*3

agua)
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,:l " TABLA II
ipues B Sistema ¢i Valor Reaccibn
t n° Nombre del compuesto solvente Rf coloreada
!1 fortimicina B ' A ;0,56“ ninhidrina
2 fortimicina A A 0,47 "
3 fortimicina C A 0,43 " |
4-N-glicolilfortimicina B A 0,46 -yado |
5 4-N-acetilfortimicina B A 0,43 "
6 4-N~propionilfortimicina B A 0,46 "
7 4-N- (n-butilril) fortimicina B a 0,48 v
8 4-N- (n~valeril) fortimicina B A - 0-,4;9 "
9 " 4 (3-alanil) fortimicina B A 0,41 "
10 4-N- (y-amino-n-butiril) forti- A ojaa
micina B -
il 4-N- (§-amino-n-valeril) forti- | A 0,47 "
micina B
.12 4—N— (¢-amino-n—caproil) forti~ a . 0,42 "
micina B
13 4-N-glicilglicilfortimicina B - A 0,42 "
14 4-N- {1~ (-)~y-amino-g-hidroxibu- A 0,41 "
tiril) fortimicina B
15 4-N- (2~aminoetil) fortimicina B A 0,41 "
16 4-N-etilformiticina B A 0,60 "
17 4-N- (n-propil) fortinicina B A 0,66 "
18 4-N~- (n-butil) fortimicina B a 0,71 "
19 4-N- (n-pentil) fortimicina B A 0,72 - "
20 - 4-N~ (3~aminopropil) fortimi- A 0,43 "
cina B
21 4N~ (4-aminobutil) fortimicina B A 0,43 "
22 4~N- (5~aminopentil) fortimicina B A 0,47 "
23 4-N- (6-aminohexil) fortimicina B A 0,49 "
2 4-N- (>-hidroxietil) fortimicina B A 0,46 "
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. TABLA Ii {continuacidn)

Compues - -« Sistema di Valor Reaccifn
to n°® Narbre del compuresto solvente RE coloreada
.25 4N-[2-(2-aminoetil)amincetil] 0,36 = yodo.
"' fortimicina B
26 4-N-(2-metilaminoetil) forti- A 0,43 "
micina B .
27 4-3[(S)-4-amino-2-hidroxibu- . A c,27 "
til] fortimicina B
28 4-N-((5)-4-metilamino-2-hidro~ A 0,34 "
xibutil] fortimicina B
3¢ 1,2',6'-tri-N-carbobenzoxifor-  C 0,47 v
timicina B
35 1,2 6'—tr1—N—t—butox1carbon11 C 0,31 "
fortimicina B
% tetra-N-carbobenzoxifortimicina A B- 0,66 "
37 tetra-N-carbcbenzoxi (4-N-glicil- B 0,54 "
{  glicilfortimicina B)
38 tetra-N-carbobenzoxi{4-N-[I~(-)- B 0,78 "
Y —amino-a-hidroxibutiril] for-
timicina B}
39 1,2',6'~tri-N-carbobenzoxi~4-N- C 0,49 "
etilfortimicina B )
40 tetra-N-carbobenzoii- [¢-¥-(2-' ¢ 0,70 "
aminoetil) fortimicina B]
41  tri-N-carbobenzoxi-{4-N- (2-me~ C 0,15 "
- tilamincetil) fortimicina B) _
29  4-N-[(R,S)-¢-amino-2-hidroxibe- A 0,27 "
7 til] fortimicina B :
30 4-N-[(R,S)~4-metilamino-2-hidro A 0,34 "
xibutil] fortimicina B
31 4-n-[(s)- 3—-am1no—2—h1drox1propll] A 0,35 "
fortimicina B
32 4-N-{(S)-3-metilamino-2-hidroxi- A 0,40 "
propil] fortimicina B
33 4—N— [(s) —5—amno—2-hldrox1pen- A 0,34 "

ti1] fortimicina B

™~
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Nmero del compuesto

Nombre :de la cepa ~

TABLA III-1

Concentracidén minima de innibici

Staphylococcus aureus 209-P
e Smith (A)
" 226
Escherichia coli NIHTC-2
" .GN2411-5
u 3100
Klebsiella pneumoniae KY4274
Proteus vulgaris JJ
Salmonella enteritidis G-14
Shigella sonnei ATCC 8290
,Pseudomonas aeruginosa BMHZl
‘Escherichia coli 76-2 1*%*
" 57R/W677 1%*

" R12 Z7-338 1**

o R18 KY8321 2**

n R17 7343 3%%

" R19 KY8348 4**
" R20 KY8349 5**
Pseudomonas aeruginosa UCLA 4184

" R9 KY8516 3**
3 " -~ R4 KY8511 4*=*
" R5 KY8512 6%*¥
Providencia esp. 1647 7*%%*
Serratia marcescens 1065 3%%

Klebsiella pneumoniae 3020 Y-60 1%*

* KA: kanami¢ina A

*% 1: gentamicina, productora de adenils

i 2 3 4
>100 0,78 3,12 3,12
100 0,78 6,25 3,12
100 0,78 6,25 12,5
>100 3,12 12,5 12,5
>100 6,25 25 i2,5
100. 6,25 12,5 12,5

100 3,12 12,5 25
>100 3,12 12,5 25
100 6,25 25 . 25
> 100 6,25 25 25
>100 12,5 100 50
>100 3,12 12,5 6,25
>100 12,5 25 25
>100 12,5 6,25 25
>100 3,12 6,25 .6,25
>100 1,56 3,12 6,25
>100 100 >100 »100
>100 3,12 ° 12,5 12,5
>100 25 50 _ 100
>100 50 5100 100
>100  >100 >100 . >100
>10 12,5 . 50 50
>10 25 100 100
>100 6,25 . 50 50
12,5 100 >100

>100

intetasa. 21

gentamicina,- pProc

ferasa tipo II. 3: kanamicina, productora de acetiltransferasa. 4:
sa tipo I. 5: neomicina, productora de fosfotransferasa tipo I. 6:
tipo I y tipo II. 7: gentamicina, productora de acetiltransferasa t

bidticos mediante el citado enzima.




TABLA IIXI-1

Concentracidn minima de innjbicién (CMI mcg/ml, pH 7,2)

1 2 3 4 15 KA* 27 28 -29
>100 0,78 3,12 3,12 0,78 0,4 0,4 0,78 0,4
100 0,78 6,25 3,12 0,78 0,4 0,4 0,4 0,4
100 0,78 6,25 12,5 0,4 0,78 0,4 0,4 0,78
>100 3,12 12,5 12,5 3,12 1,56 3,12 1,56 3,12
>100 6,25 25 i2,5 3,12 3,12 6,25 6,25 6,25
100 - 6,25 12,5 12,5 6,25 3,12 12,5 12,5 12,5
100 3,12 12,5 25 6,25 >100 3,12 3,12 6,25
>100 3,12 12,5 25 - 6,25 1,56 3,12 3,12 3,12
100 6,25 25 25 25 3,12 3,12 3,12 6,25
> 100 6,25 25 25 6,25 3,12 3,12 6,25 6,25
100 12,5 100 50 12,5 25 6,25 .12,5 12,5
>100 3,12 12,5 6,25 3,12 >100 6,25 3,12 3,12
>100 12,5 25 25 12,5 >100 12,5 12,5 12,5
>100 12,5 6,25 25 6,25 100 12,5 6,25 12,5
>100 3,12 6,25 .6,25 3,12 >100 6,25 12,5 12,5
>100 1,56 3,12 6,25 0,78 12,5 3,12 3,12 3,12
>100 100 >100 >100 100 1,56 >100 >100 >100
>100 3,12 12,5 12,5 3,12 >100 1,25 1,25 3,12
>100 25 50 _ 100 12,5 >100 25 50 25
>100 50 >100 100 25  >100 25 50 50
>10d. >100 >100 . >100  >100 . 100 >160 >100 >100
>10 12,5 50 50 12,5 >100 6,25 12,5 12,5
>10 25 100 100 12,5 >100 25 25 25
>100 6,25 50 50 6,25 100 6,25 6,25 6,25
L% >100 ° 12,5 100 >100 50 >100 12,5 12,5 25

adenilsintetasa. 2: gentamicina,-productora de adenilsintetasa y neomicinfostrans-

. productora de acetiltransferasa. 4: gentamicina, productora de acetiltransfera-

ictora de fosfotransferasa tipo I. 6: neomicina, productora de fosfotransferasa

lna, productora de acetiltransferasa tipo II. Las bacterias inactivan a los anti-

12ima. =©
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TABLA III-2

Concentracién mfnima de inhibicién (CMI mcg/ml, pH 8,0)

Micioorganismo

i

BS

SS ST KP

SA EC PV
1 12,5 12,5 25 25 50%‘1 12,5 50:
2 0,0 0,04 0,16 0,32 0,63 0,16 0,16
3 0,16 0,32 0,08 0,63 1,25 0,32 0,63
4 1,25 5 1,25 2,5 5 1,25 5
5 12,5 50 .50 100 50 50 >200
6 12,5 50 50 200 5200 50 >200
7 6,26 12,5 6,25 100 50 12,5 25
‘s 100 25 >100  >200  >200 >200 >200
9 0,08 0,08 0,63 063 1,25 0,32 0,32
10 0,32 0,16 1,25 1,25 2,5 0,63 2,5
12 >20  >20 >20 >20 520 >20 520
13 0,32 0,32 1,25 2,5 5 1,25 2,5
14 0,63 5 0,63 10 20 25 5
15 0,16 0,16 - 0,32 0,64 1,25 0,32 0,63
16 1,5 3,13 3,13 6,25 6,25 3,13 50
17 3,13 12,5 6,25 12,5 12,5 6,25 100
18 12,5 25 25 100 25 12,5200
-, 19 25 200 100  >200 100 100 >200
20 1,25 2,5 5 10 20 1,25 80
21 0,3 0,32 1,25 25 25 1,25 5
22 1,25 0,63 5 10 5 2,5 20
23 5 5 20 >80 >80 20 >80
24 1,25 >80 5 10 10 1,25 40
25 0,63 1,25 1,25 5 5 1,25 5
0,04 0 0,1 125 5 1,25 5

26

r
j
b
3

32
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Microor-
_ ganismo _
no - SA e BS . EC I PV P SS B ST. S .—. '.'J;'S—'I@ B
“ - ' B !
37 0,04 0,04 0,16 0,32 1,25 '0,16 0,32
2 - 0,04 004 0,08 0,32 0,63 008 0,32 |
29 0,08 0,04 0,16 0,32 0,63 0,16 0,63 |
3 o008 002 0,32 016 0,63 0,08 0,32
31 0,16 0,32 2,5 1,25 2,5 0,63 2,5
32 0,6 0,63 2,5 2,5 . 25 0,63 5
33 0,32 0,32 1,25 2,5 5, 1,25 10

Nota: El conpuesto n°1l es inestable en condiciones alcalinas
(pH 8,0) y no puede ser medido.

f
Como resulta evidente de los datos anteriores, los com-
puestos de esta invencidn presentan bueha actividad antibac-,
teriana contra diversos microo;ganismoé y, por lo tanto, son
Gtiles éomd;agentes antibacterianos o éntisépticos.
Andlogamente, las sales de adicién de &cido no tdxicas
de estos compuestos presentan un amplio espectro antibacterial
no y son Qtiles como agentes antibacterianos, etc. En el sen-
tido utilizado aqui, el término “"sales de adicidn de &cido ﬁo
toxicas" se refiere ablas monosaiesi disales, trisales y tetrap
séigs obtenidas por reaccifn de una molécula del compuesto
représentado por la fdrmula general (I) con 1 a 6 equivalen-
tes de &cidos no téxicosiy farmacéu;icamgnte aceptables. Los
dcidos adecuados son los &cidos inorgénicos como sulffrico,
clorhfdrico, bromhidrico, yocdhidrico, foéférico, carbénico,
nitrico, etc y los &dcidos orgéhicos como ac8tico, fumirico,
milico, citrico, mandélico, succiﬁico, ascbrbico, etc;'ami-

noécidqs como dcido aspdrtico, etc y similares. Por lo tanto,
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1as composiciones del aspecto de materia de esta invencién
ta 1én incluyen estas sales de adicidn de éc1ao ‘no téxicas

y farmacéuticamente aceptables.

T “Los procedimientos para la sfintesis de-los.cempuestos-:

della'invencién estin ilustrados en general en el siguiente
diagrama de flujo I. Como ilustra este diagrama, los compues-
tos son sintetizados por las vfas siguientes: (1) etapa 1,%
etapa 2 y etapa 3; (2) etapa 1, etapa 5 y etapa 7 o (3) eta-
pa, 1, etapa 2, etapa 6 y etapa 7. |

M4s especialmente, cuando el compuesto deseado represpn
tado por la férmula general (I) es un compuesto donde R = .
—g— 1 Se sintetiza via etapa 1 - etapa 2—retapa 3. Cuando
el compuesto deseado representado por ia f6rnm1a general (I)
es un compuestc donde R = —CH2R2, es sintetizado via etapa
1-—» etapa 2 —etapa 3-—petapa 4 o via etapa l1—setapa 5—*
etapa 7 o via etapa l-—etapa 2-¥etapa'6——*etapa 7.

Entre los compuestos representados por la férmula gene-
ral (I) asi obtenidos, aguéllos donde R = CH,R, son mis esta-
bles en condiciones fuertehenée alcalinas que los compuestos‘
dondg R = COR;. ’

Las etapas iﬂdividuales del procedimiento anterior se-
rén descritas con detalle a continuacidén. En la describcién,
io; compuestos representados por las férmula generales (I),

(Ia),'(Ib), (IT)... (VII) son denominados algunas veces com-

' puestos (I), (Ta), (Ib), (II)... (VII), respectivamente.

N\




2P0 2
€04 L=
o Ty ﬁ
el I ey CEN-ED
» HOD
5
- a0 g 0
- 'nv . e
L =deyg € 1o . z
H)
.m jo
Zon—
¢ (a) BT e .
o c Hit €l
oo -
S
no~ T /.//_\\/ B o
2 y-pom
S | S
_ YHN-HD — (AT)
] , AT
HD €10 9 waey— o ¢
i

A
(11A) b
x°uo®,u e
¢ edelq : _
ED
HD (111) €
b1
OH |
. ] m
HO gy HY oﬁoaﬂ b Eie Ho” ¢ %
€ | m.w_m mmmz.nmo , 1
8 , ; CEN-E0
€ o _
j24} 5

I Y R A




10

15 .

20

25

30

- 20 -

{I-b)




-R's

-QH

! -

a3 %3 i

CH-NHR 3
L —0

[y

d

:

CH




i

10

18

20

25

30

- 21—

Etapa 1 - Sintesis de los compuestos representados por la

f6rmula (I1I) a partir de fortimicina B

Puede obtenerse un compuesto representado por la f6rmula

..JiIIQ,ygonde uno. de los &tomos de hidrégeno del grupo.amino

unido é los &tomos de carbono de las posiciones, 1, 2' y

6° dg la fortimicina B gsté enmascarado con- un grupo enmas-
carador del amino (R3), por reaccibn de fortimicina’ B -en for
ma de base libre con un reactivo enmasééradOr del amiihd en
ﬁn disolvénte apropiado. Para esta etapa, pueden utiiiéarse
los reactivos enmascaradores del amino habitualmente emplea-

dos en la sintesis de péptidos. Son ejemplos de reactivos

adecunados enmascaradores del amino los siguientes:

(o]
. B ‘ I
i ~CH,~0-C-0~

R¢

B5_ i\

R5fkh_/_CH2-o-

0

CH, O \
H3C—%-O-C-N3
CH3
- CH
CH, Q 3
B ~ O-Y
H4C-C-0-C-8 ] . : o
] \N7TOH, ,
CH, .
0 0
I i
CH4-0-C-Y, C,H-0-C-Y, R,-CH,-C-Y,

AP o
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" enmascarado por el grupo enmascarador del amino y disminuye

: . (o}
P | - I

S-0H, . C2H5—04@-N//
. ,- \C
' N02 | g

Clhy AR et EREN

R7-CH2—C-OH,

. R . ],_ ‘
[donde Ry ¥ Rg pueden ser iguales © diferedtes_y represen-

tan, H, OH, NO,, (€1, Bxr, I, grupos alquilo (de 3/a 5 &tomos
de carbono) o grupos alcoxi (de 1 a 5 &tomos de ‘carbomo);

R7 representa H, |F, Cl, Br, Io un‘grupo_alquilo (de.1 a 5

4tomos de carbono) e Y representa Cl, Br o . -

Los disolventes adecuados para la reaccién son dimetilfor|
mamida, dimetilacetamida, tetrahidrofurano, dibxano; l;z-di—
metoxietano, metanol, etanol, acetona, agua O mezclas de los
misﬁos. Entre estos disolventes, se érefiere'especia;mente
el metanol. _ : .

La concentracién de fortimicina B.en la reaccibn es ade-
cuadamente de 1 a 250 milimoles/l y especialmente 10 a 100
milimoles/l. La concentracifn del reactivo enmascarador del
amino es apropiadamente 4 milimoles/l a 1 mol/l, siendo pre-
feribles de 30 a 400 milimoles/l. La cantidad del reactivo
enmascarador del amino utilizada en la reaccifn es apropiada
mente de 1 a5 moles y se prefiere de 3 a 4 moles §or mol de
fortimicina B. En ese caso, nb es favorable que.la cantidad
déi reactivo enmascarador del amino sea superior a 5 moles,
porque el &tomo de hidrégeno.del_grupo amino unido al &tomo

de carbono de la posicién 4 de la fortimicina B también es

el rendimiento del compuesto de f£Ormula (iII) deseado. Por
otra parte, tampoco es favorable que la cantidad del reacti-

vo enmascarador del amino sea inferior a 1 mol, porque tam-

.

bién disminuye el rendimiento del compuesto de férmula (III);
; , :

ﬁ

-§
=y,
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~gel de silice (por ejemplo Kieselgel 60 fabricada por E.

-23 —

La temperatura de reaccién es de 0 a 60°Cy préferiblemen-
te de 0°C a la temperatura ambiente. En estas condiciones,
el tiempo de reaccién es habitualmente de 2 a 18 horas.

€1 compuesto representadopor-ta férmula (IIX) -sintetiza~
do déracuerdo con| el procedimiento anterior puedg utilizar-

y)
se directamente en la etapa sucesiva tal como se. encuentra

.-

en la mezcla de reaccién o puede ser aislado y purifﬁéédo
y a continuacién empleado en la siguiente etapa. g

La purificacién y aislamiento del comﬁuesto re§ré¥é;tado
por la férmula (III) a partir de la mezcla de reacciéﬁ.pue-
de ser realizada de acuerdo con el siguiente procedimiento.
Se 5epa£a ei disolvente por destilacién de la mezclahdé reac
cién, cbteniéndose un residuo. Este se tritura con ur disol-
vente orgdnico como cloroformo o acetato de etilo para-di~-

solver las materias extraibles. Despuds el extracto disuelto

resultante se somete a cromatografia en columna empleando

Merck, etc). Luego se realiza la elucién con un disolvente
orgénico como cloroformo—metagol o] aéetato de etilo-etanol,
etc y las fracciones que presentan un valor de la Rf espe-
cifico se recogen y concentran & sequedad, con lo que se
oytiene el material deseado en forma de polvo blanco.

.‘El compuesto representado por la férmula (TIT) asi obte-
nido‘puede ser utilizado{éomo sustancia de partida para la
preparacifén de los compuestos representados por las férmu-
las (Ia) y (Ib), Gtiles como agentes antibacterianos, etc.

ﬁl compuesto representado por la férmula (Ia) es inestable
en condiciones alcalinas y, por lo tanto, es conveniente, en
la preparacidn del compuesto'represénﬁado por la £6rmula

(II1), seleccionar un reactivo enmascarador del amino que no |

&
i

5
¢




10

16

20

25

30

\ -requiera condiciones alcalinas para eliminar el grupo enmas

~ carador. Son ejemplos de reactivos enmascaradores del ami~

no gue satisfacen estas condiciores los siguientes:

PRS0 R K ey e - (@ LN . EEE N
,_ R ﬂ .
- f:ii:i>rCH2-O-C-O-N
R6 o

-3
c
. L 3 N -
CH4-C~0-C-S _{|
y ,
| | N7 oH,
: CH3

" (donde Rg, Rg e ¥ tienen el'significado dado anteriormente).
o El compuesto representado por la férmula (Ib) es estable
en condiciones 4cidas y alcalinas y, cuando se utiliza el
compuesto reﬁresentado por la férmula (III) como sustancia

de partida para la preparacifn del compuesto representado

carzdor del amino.

" Etapa 2 - Preparacitn -del compuesto (IV) a partix del com-

puesto (111)

(III) con un agente acilante normal, en un disolvente apro-
piado.
Como agentes acilantes pueden utilizarse aquf los &cidos

carboxflicos representados por la férmula general (v1),

por la férmula (Ib), puede emplearse cualquier reactivo enmags

El compuesto (IV) se obtiene por acilacidén del compuesto

R'ZCOOH [donde R'2 representa un grupo alquilo, hidroxialqui-

TUY
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lo, carbamoilaminoalquilo, N-alquilaminoalguilo, N-alquil-
aminohidroxialquilo, aminocalquilo sustituido (el sustituyen-

teé es un grupo enmascarador del amino), aminochidroxialquilo

g stituido (el sustituyente es”un grupo enmascarador del ami

né), aminoalquilo N-sustitufdo (el sustituyeﬁte es un grupo
aminometilcarbonilo sustitufdo cuyo sustituyente es un'grur
po enmascarador del amino), donde el grupo enmascaré@d} dei
amino puede ser igual o diferente de dicho R; © de%%&%dos%
de &cidos carboxflicos funcionalmente eﬁuivalentes éaéitosi
es decir, anhfdridos de los &cidos carboxflicos representaq

dos por la férmula general (VI), &steres activos de dichos

dcidos carboxflicos con un compuesto seleccionado eutre el

_grupo formado por , |

0 , ,
HO - N;;‘ HO _@NOZ HO Q. NO
H . .9 2 9
: . NOp
PN ! :
m~ TN HO-1

| ___1 y

Sy

-

pr eferiblemente

o haluros de &cido, etc, de dichos &cidos carboxilicos.
Cuando el agente acilante‘aqui utilizado contiene un gru-

po amino libre, es necesario enmascarar el grupo amino con

H

i g

i
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v

--puesto. {III). Los grupos-'amino son enmascarados de la*misma

] preparacidn del compuesto (Ia) o bien puede aislarse el com-

- 26—

un grupo apropiado siguiendo procedimientos conocidos. Na-
turalmente, es preferible utilizar los mismos grupos enmas-

caradores que los de las posiciones 1,°2" y 6' del com-

foima que éﬁ ia.etépé I.

‘ VLa concentracidn del compuesto (III) utilizado estd
coﬁprendida entre 1 y 250 mM, preferibleménte 10 a Iqo:mﬁ.
Se gtiliza un n@mero igual o superior de moles del aéahte
aciiéntercon respecto al compuesfo (IIT). Cuando se‘ééﬁlea
un anhidrido como agente acilante, es preferiﬁle utilizar
1'a 5 moles del anhidrido por mol del compuesto (IIT). Cuan-
do se emplea un éster activo como agente acilante, es>§re-
ferible utilizar 1 a 1,5 moles delﬂéster acti#o por moi
de% combuesto (III); ’

; rLos disolventes adecuados son dimetilformamida, di-
metiiacetamida, tetrahidrofurano, dioxano, 1,é—dimetoxietano,
metanol;.etanol, agua o mezclas de los mismos. Se emplea pret
feriblemente tetrahidrofurano cualquiera que sea el agente
acilante utilizado. -

La reaccidn se lleva a cabo a una temperatura compren¥
dida enﬁre 0 y 70°C, preferiblemente entre 0°C y la témpera—

tura ambiente, durante 15 minutos a 20 horas y preferible-

meﬁte 1 a2 18 horas.

Ademés del procedimiento anterior, puede aplicarse a
la etapa de acilacidén un método DCC o similar.
Asf, se forma en la solucibén reaccionante el compues

to (IV) y esta solucidén tal como estd puede utilizarse en la

puesto (IV) y después utilizarse en la preparacin del com-

puesto (Ia).
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‘% El aislamiento y la purificacidn del compuesto (IV)

wte, El residuo resultante se mezcla con un dlsolvente orga~

- 27~

Qe la solucién reaccionante se lleva a cabo separando prime-
Jo el disolvente por destlla016n de la solucién reaccionan-
I

nlco como cloroformo, acetato de etllo, etc, para extraer
las partes solubles. Después el extracto se somete a croma-
tograffa en columna, empleando una columna rellena=dsigelz

de sflice como Kieselgel 60 (nombre comercial de E.” Mérck)

|
o similar. La elué¢ién se realiza con un sistema disolvent

orgénico de cloroformo-metanol, acetato de etilo-etanol, %tﬁ
y se recogen las fracciones que contienen los compnuectios

(IV). Despuds se separa el disolvente y se obtiene el com-

puesto (IV).

1

Eﬁapa 3 - Preparacién del compuesto.(Ia) a partir Gel com-

Euesto (IV)

El grupo R, enmascarador delugrupo amino del com-
puesto (IV) obtenido en la Etapa 2 se separa por procedi-
mientos conocidos para obtener el comppesto (Ia). Por ejem~
plo, cuando el grupo enmascarador es un_ grupo benciléxicar-
bonilo, puede ser eliminado por hidfogenolisis catalitica-
en presencia de un catalizador metélico de paladio/carbén,
platino, rodio, etc y en presencia de un 4dcido como -clorhi-
éfipo, bromhfdrico, acético, etc, en un disolvente como
agué} tetrahidrofurano,_dimetiiacetamida, dimetiformamida,
alcoholes inferiores, dioxano, éter dimetilico de etilengli~
col o combinaciohes de los mismos, etc, preferiblemente en
metanol a la temperatura ambiente y a la presidn atmos féri-
ca, mientras se hace pasar hidrdgeno gaseoso a través de la
mezcla de reaccidn.

Habitualmente se emplea de 1 a 10 % en peso del catg
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}Ezador metdlico sobre el pesc de compuesto (Iv) y la con-
centracibn de combuesto (IV) es normalmente de 1 a 200 mM,

preferiblemente alrededor de 50 mi.

wrb o & l éc1do se.agrega a la mezcla de reacceibn- de maner.

ra que se mantenga un pH de 4 o menos. El flnal de la reac-
cidn puede'ser confirmado por el cese del desprendimiento

d; diéxido de carbono 0 bor cromatograffa en capa fina y %
éimilarés. - : o \

' Cuando el_grubo enmascarador es'un grupo t-butoxichr
bonilo,. su eliminacidn puede reallzarse en presenc1a de éc&-
do clorhfdrico o &cido trifluoracético en un disolvente no
acuoso, por ejemplo diclorometano, cloroformo, tricloroetile
no_y acetato de etilo. En este caso, el compugsto (IV) se
ugiliza a una concentracidn de 1 a 200 mM, preferiblemente
alrededor de 50 mM y se emplea una cantidad equivalente o
mas del 4cido. Se confirma que la reaccibn ha terminado por
cromatografia en capa fina, etc.

Cuando el grupo enmascarador. €s un grupo trifenilme-
tilo, puede ser eliminado pof tratamieﬁto con &cido acético
o Acido trifluoracético por procedimientos conocidos.yrcuan—
do el grupo enmascarador es un grupo orto-nitrofenilsulfoni—

lo, el tratamiento se realiza con &cido acético o 4cido clor

hidrico de acuerdo con un procedimiento conocido para sepa-

v

rar el grupo enmascarador.

La separacidn y burificacién,del producto deseado se
realiéan por procedimientos conocidos, empleando una resina
cambiadora de 16n, cromatografia en columna de gel de sfli-
ce o similar. Por ejemplo, siguiendo un procedlmlento con
resina cambiadora de ién, se filtra }a mezcla de reaccién,
si es necesario, y el filtrado resultante se evapora a se-

3

!

!
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-« lumna de,-éor ejemélo,"Amberlite CG~50 (en forma de sal amb-

‘forma. Después ‘de que se ha descompuesto el exceso de agente

-29 ~

quedad. El residuo se disuelve en agua y, después de ajus-
tar el bH a6 aﬁroximadamente con un &lcali, por ejemplo hi-f

dréxido sédico, la solucidn. resultante se pasa por una co-

nica) para adsorbei el broducto deseado. Despuds la columna
se sometefa elucidn con una concentfacién apropiada de amo-
niaco parardiﬁidir el eluato en fracciones. Las fracéiones
con actividad antibacteriana se combinan y evaporan}paré se-
pararel disolvente. ﬁl producto deseado se obtien04;§°forma

de polvo.

Etapa 4 ~ Préparacién del compuesto(Ib) a partir del compuesk

gy TIa)_ x
El comﬁueSto,(Ia) obtenido ‘en la Etapa 3, » fortimi-
ci?a A y fortimicina C obtenidas por métodos conoc;dgs, se
reduce en un disolvente épropiédo en presencia de un agente
reductor para‘convertir:éi;g;upo carbonilo dei.grupo amido
en un.gruéo métileno,.a la temperatura ambiente o a la tem-
peratura de reflﬁjo del_disolven;e, con lo que se obtiene
el compuesto Lij‘.,,}r: A

.Son disolventes épropiados el tetrahidrofurano, dio-
xano, éter dietilicé} etc. Como.agente reductor, se utiliza
un exceso, habitualmente de 10 veces o més, de hidruro de lil
tio,y aluminio, diborano, etc.

La pnrifidacién del preoducto deseado se realiza, por

ejemplo, con una resina cambiadora de idn de la siguiente

reductor en la mezcla de reaccién con acetato de etilo, agua

0 similares, se destila la mayor parte del disolvente a pre-
- 14

sidn reducida. El residuc resultante en estado semisélido se

mezcla con agua para extraer los componentes solubles en agug
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-agug: y después .se eluye con amoniaco acuoso. -Se recogen las.

" Etapa 5 - Preparacién del compuestc (V) a partir del com-

-30 .

y el extracto resultante se somete a cromatografia en colum-
na rellena de una resina cambiadora de ion débilmente &ci-

da (éor ejemplo Amberlite CG-50). La columna se lava con

fracciones que contienen el compuesto (Ib) y se separa el
amoniaéo ﬁor evaﬁoracién para obtener el compuesto (Ib) en
forma de éolvo blancot

La separacién y éurificacién taﬁbién pueden veali-
zarse éor otros procedimientos conocidos, como crométpgrafia

en gel de sflice, etc.

‘ﬁﬁeétb‘(rfi)

Bl coméuesto (V) puede prepararse haciendo reaccio-
naﬁ el comﬁuesto (III) con un compuesto'representadu'por la
féfmula.general (VII), R',CH,X (donde R', tiene el signifi-
cado dado anteriorméﬁte y X representa cloro,’bromo, yodo,
un grupo &ster metanosulfonilico o un grupo éster p-toluen-
sulfonilico) en un disolvente apropiado, para alqgilar el
compuesto (III). La concentracién del compuesto (III) utili-
zada en la reaccidn esté'combrendida entre 1 y 250 milimo-
les/1, preferiblemente entre 10 y 100 milimoles/l. La canti-
dad utilizada de compuesto (VII) es de 0,5 a 2 moles, prefe-
riblemente 6,8 a 1,2 moles, por mol de compuesto (III).

Los disolventes adecuados son metanol, etanol, pro-
panol, butanol, tetrahidrofurano, acetona o sus mezclas y
préferiblemente etanol.

La reaccidén se lleva a cabo a una temperatura compre%
dida entre 0 y 120°C, preferiblemente entre 10 y 80°C, duran
te 2 a 4 horas, preferiblemente 10 a'go horés. El producto

deseado asfi obtenido puede utilizarse como tal en la reacciés
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siguiente sin aislarlo o puede ser aislado primero y puri-

.. solvente .de la mezcla de.reaccifén y el residuc se disuelve.

- 31—

ficado de la siguiente forma.

Una vez completada la reaccién, se destila el di-

en un disolvente orginico como acetato de etilo, clorofor-
mo, etc. Despuds de lavar la solucidn orgdnica con agua y
secarla, se evapora el disolvente. A continuacién se apli-
ca el residuo a una columna cromatografica de gel da}silice
utilizando, por ejemplo, Kieselgel 60 (nombre comefﬁfél de
E. Merck Co.). Despuds se realiza la elucidén con un disolven
te orgénico como cloroformo-metanol, acetato de etilo~etano]
etc y se recogen las fracciénes que contiensn el compuesto

) B '
(V), comprobado por los valores de la Rf. Se separa el di-
solvente por destilacién con lo que se obtiene el compuesto
(V) en forma de polvo blanco. -

Etapa 6 - Preparacidn del compuesto (V) a partir del com-

puesto (IV)

El compuesto (V) puede obtenerse por reduccidn del
compuesto (IV) obtenido en la Etapa 2 en présencia de un
agente reductor, para convertir el grupo carbonilo del gru-
po amido en un grupo metileno, en un disolvente no acuoso
apropiado, a la temperatura ambiente o a la de reflujo del
di;olvente. H

Para esta étapa, son disolventgs adecuados el tetra-
hidrofurano, dioxano, éﬁer dietflico, etc y sus combinacio- |
nes., Como agente reductor, se utilizan diborano, hidruro de
litio y aluminio, etc. En esta reaccidn, el compuesto (V)
se emplea a una concentracidén de 1 a 250 mM,'preferiblemen—
te 10 a 100 mM y habitualmente se-emplea un exceso de 10 ve-

ces o mas del agente reductor. La reaccidén se termina habi-
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« bonilo,~es preferible emplear diborano como agente reductor

‘del comﬁuesto (Iv). Por consiguiente, -el compuesto (V) puede

-3z,

tualmente en 10 minutos a 18 horas.
Cuando el grupo amino del compuésto (IV) utilizado

en esta etapa estd enmascarado con un grupo benciloxicar-

porque el grupo carbonilo del_grﬁpo amido se convierte en

el grupo metileno sin perturbar al grupo benciloxicarbonilo

obtenerse cen buen rendimiento. [W.V. Curran y R.M.'Angier:
3.0rg.Chem., 31, 3867 (1966)].

Cuando el radical R', del compuesto (IV) utilizado
contiene un gruﬁo amino.enmascarado en esta etapa 6, se for-
man compuestos similares, ademés del compuesto (V), que de-
penden del grupo enmascarador, de las condiciones de rcac—
cién y del agente reductor; Es decir, cuando se emple=a dibd—
raﬁo como agente reductor y el grupo enmascarador en el gru-
po amino enmascarado del radical R'Z del compuesto (IV)} es
un grupo benciloxicarbonilo o un grupo t-butiloxicarbonilo,
se obtiene el compuesto (V) y ccmpuestos donde el grupo en-
mascarador del grupo amino dei radical R'2 del compuesto
(v} ha sido reducido a un grupo metilo. Si el tiempo de reac
cidn es més corto; se forma principalmente el primero y si
el tiempo de reaccidn se prolonga, aumenta el rendimiento
d;i dltimo. |

El producto de reaccidén resultante puede utilizarse

como materia prima para la Etapa 7 tal como estd, sin aislar|

el compuesto (V). Alternativamente, puede aislarse el com-
puesto (V) de la siguiente forma. Se separa el disolvente
por destilacién de la mezcla de reaccibn y después el residud
se mezcla con agua para descomponer el hidruro residual. Se

agrega después un disolvente orgénico como acetato de etilo,

R
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.sh destila el disolvente. El residuo se disuelve en.un- di-
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_c}oroformo: e?c, para extraer los componentes solubles. Una
vez separada la caéa acuosé, la capa de disolvente orgéanico
s 1a§a con agua, se seca con sulfato sédico anhidro, etc y
r
sblvente orgénico como cloroformo, etc y el producto desea-
do se obtiene ?or cromatografia en columna de gel de sflice.
Cuando abarecen dos productos finales, estos, dos |
}

productos pueden obtenerse por separado por fraccionemiento

V - 3 . 3 - 1
de los eluatos y, si es necesarlo, cambiando el disojventel

eluyente.

Etapa 7 - Preparacifén del compuesto {Ib) a partir deircom—
puesto (V)

De acuerdo con esta etapa, el,grupo R3 enmaséarador
del amino de la 1,2',6'—tri-N—enmascarado-4—Nwalqui1(o al-
quil sustitufdo)fortimicina B [ compuesto (V)] cbtenido en
la Etapa 5 o 6 se elimina siguiendo el proéedimiento cono-
cido, basdndose en la Etapa 3 en la que se emplea el com~

puesto (V) en lugar del compuesto (IV), obteniéndose la 4-

N-alquil(o algquil sustitufdo)fortimicina B [ compuesto (1)) |

La sal de a@icién de &cido del compuesto (I) asi
preparado puede obtenerse por el siguiente procedimiento.
Primero se disuelve el compuesto en agua y después se mezcla
één un icido. Después se agrega un disolvente capaz de redu-
cir la solubilidad del compuesto (I), por ejemplo etanol,
etc, para formar un preéipitado. El precipitado ée filtra y
seca, obteniéndose un polvo blanco o gris de la sal de adi-
cién de &dcido del compuesto (I).

Los valores de la DEgy ¥ DLc, de alguncs de estos

compuestos estén indicados a continuacidn.
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1) DEg,

"8 “mic¢roorganisimos indicades a continuacidn. Una hora des-

" NGmero del compuesto i ...il R
de ensayo Compuesto de ensayo DESO (mg/kg)
KP*l BC*
2 Sulfato de fortimicina A :. 2,06 5,06
27 Sulfato de 4-N-[(§)-4-ami- |
' no-2-hidroxibutil} fortimi-
cina B : 1,88 2,81

~34 —

En este experimento, se utiliza un grupo formado

por ratones de la variedad ddY. En cada animal se inoculan

pués de la inoculacibn, los compuestos de ensayo disueltos
en agua destilada para inyeccidén se inyectan intraperitoneall
mente en los animales experimentales-mediante un pinchazo!
Se observan los animales experimentales una semana déépués
de la inyeccidn y se calcula la DEg siguiendo el nétndo de

Behrens-Kirber. Los resultados obtenidos son los siguientes:

*1 KP gignifica Klebsiella pneumoniae 8045. Se inoculan 1,3 x
10° céluias en cada raton.

%2 EC significa Escherichia coli Juhl. Se inoculan 2,1 x
104 células en cada raton..

2) DL50

En este experimento, se utiliza un grupo formado por
5 ratones de la variedad ddY. Los compuestos de ensayo di-
5qel£os en 0,2 ml de égua destilada para inyeccidn se inyec-
tan intravenosamente en cada animal en 10 segundos. La DLg,
se calcula por el métodﬁ Behrens-Kdrber. Los resultados

obtenidos son los siguientes:

Nfim. del compuesto DLg, (mg/kg)
de ensayo Compuesto de ensayo
2 Sulfato de fortimicina A 330
27 Sulfato de 4-N-{(S)-4-amino-
2-hidroxibutil] fortimicina B 135
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_granulos. En estas formas de dosificacibn sdlidas, el compues)

Esta invencidn “incluye dentro de sus limites las
composiciones farmacéuticas éue contienen, comoc ingrediente
ac ivo; por lo menos uno de los compuestos de esta invencidn
'que presenta actividad antimicrobiana en asogiaciébn.conzel.
vehfculo o diluyente farmacéutico. LoS compuestos de esta
invencién pueden ser administrados por las. vfas oral o paren-

1

teral, es decir, vias de administracién intramuscular, intra-
i
: . i

venosa o subcutdnea, o por via rectal y nueden ser fermulados

I
en formas de dosificacién adecuadas para laviade administra-

cidn.
1as formas de dosificacién sdlidas para administra-

cién oral incluyen cépsulas, tabletas, pildoras, polves y

-

to activo se mezcla ﬁor lo menos con un diluyente incrte co-
mo sacarocsa, lactosa o almiddén. Estas formas de dosificacién
también pueden contener, como es préctica habitual, sustan-
cias adicionales distintas de los diluyentes inertes, v.g.
agentes lubricantes como estearato magnésico. En el caso de

las cdpsulas, tabletas y pildoras, las formas de dosificacién

también pueden contener agentes reguladores del pH. Las table
tas y pildoraé pueden prebararse asimismo con recubrimientos
entéricos.

| Las formas de dogificacidén liguidas para administrafj
cidn oral incluyen las emulsiones, soluciones, suspensiones, |
jarabes y elixires farmacéuticamente aceptables, que contienexn
los diluyentes inertes cominmente utilizados en este campo,
por ejemplc agua. Ademds de los diluyentes inertes, estas com
posiciones también pueden contenex coadyuvantes, tales como
agentes humectantes, agentes emulsionantes y suspensores y

.

agentes edulcorantes, aromatizantes y perfumantes.

S e
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ejenmplos de diselventes -o:vehficulos no acuosos:el propilen-

_glicol, polietilenglicol, aceites vegétales como el aceite

- 36

Los preparados de acuerdo con esta invencidn para

administracién parenteral iIncluyen las soluciones, suspensio-

nes o emulsiones acuosas o0 no acuosas, esterilizadas. Son

de oliva y &steres orgdnicos inyeétables como el oleato de
etiio; Estas formas de dosificacidn también pueden ccntener
coaﬁyuvaﬁtes como agentes preservativds, humectantes; emulgenf
tés:y dispersantes. Pueden ser esterilizadas, pér ejenpio,
por filtracidén a través de un filtr§ que retiene las bacte-
rias, por incorporacidn de agentes esterilizantes a 1as:cqm—
posiciones, por irradiacidn ée las mismas o por calefaccidn.
También pueden fabricarse en forma de composiciones sélidas
queése disuglvén en agua estéril o en algﬁn_otrb medic inyec-
table estdril inmediatamente antes de su uso.
7 ' Las composicionés para administraciéﬁ rectal son
preferiblemente supositorios qué pueden contener, ademds de
la sustancia activa, excipientes como manteca de cacao o una
cera para supositorios.

La dosis de ingredientes activos en las composicio-
nes de esta invencidén puede variar; sin embargo, es necesa-
rio gue la cantidad de ingredientes actives sea tal que se
obﬁenga una dosis adecuada. La dosis seleccionada depende del
efecto terapéutico deseadq, de la via de administracidén y de
la duracidén del tratamiento.

A continuacidn se incluyen ejemplos de ésta inven-
cién, doﬁde los Ejemplos 1-2 ilustran lasrealizaciones de pues
ta en prictica de la etapa 1. Los Ejemplos 3-10 y 27 ilustran
las realizaciones de puesta en précticg de la etapa 2. Los

Ejemplos. 11~18 ilustran las realizaciones de puesta en précti-

e .
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-*1os Bjemplos 23'y 28 ilustran realizaciones de puesta-en

" Preparacidn de 1,2',6'-tri—N-benciloxicarbonil—fortiﬁibina?B

_gota a gota y agitando una solucidn de 4,0 g.{16,0 milimcles)

cé de la etaﬁa'3: los Ejemplos 19-21 ilustran las realiza-
c‘ones‘de buesta en préctic; de la etépawd, el Ejemplo 22

iIustra una gealizacién de buesta en préctica de la etapa 5,
pféctica de la etaéa 6 vy los Ejemplos 24, 25; 26 y 29 ilus-
tran realizaciones de puesta en préctica de la etapa 7.

* EJEMPLO 1 e
— ' |

i
]

Se disuelven 1,8 g (5,2 milimoles) de fori:imicinT

By 3 ml de trietilamina en 100 ml de metanol y se ayyega

de N-(benciloxicarboniloxi)succinimida en 50 ml de tetrahi-
drofurano, mientras se enfrfa con hielo (3-5°C) durantz un
periodo de 1,5 horas. Una vez completada la adiciér, la so-
lucién se agita durante 2 horas mientras se enfrfa con hie-
lo (3-5°C) y después se evapora el di§olvénte a presidn
reducida. El residuo (materia s6lida) asi obtenida se disue%
ve en 200 ml de cloroformo y la solucibén resultante se lava
sucesivamente con 100 ml de una solucién acuosa de bicarbona-
to s6dico al 5 % y 100 ml de agua.,Después de lavada, la so-
lucidn clorofdrmica se seca sobre sulfato sddico anhidro y
se concentra a sequedad a presidn reducida. El residﬁo 86—
lido resultante se disuelve después en una pequefla cantidad
de cloroformo y la solucién clorofdérmica se carga en una co-
iumna rellena con 200 g de gel de silice (Kieselgel 60, nom
bre comercial, E. Merck Co.). En esta etapa, la elucidn se
realiza con una mezcla disolvente de metanol y cloroformo
(3:97 en volumen) y se recoge ei eluato en fracciones de

60 ml. Se combinan las fracciones'23ha 50 que contienen com-

puestos con una Rf = 0,47 en el sistema disolvente C de la
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)-en 15 ml de metanol y se mezclan con 960 mg (4,0 milimoles)
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Tabla IX. Estas fracciones se concentran a sequedad a pre-
sTén reducida. Se obtienen §,3>g de un polvo blanco.

Punto de fusiéﬁ: 79-82°C

i

é-‘ . Espectré RMP(metanol~d4):ﬁ (ppm) .1,02, 3H, 4}, 1,2
116 (45, m, 2,30 (38, s), 2,90 (1, ©), 3,42 (3, 8), 3,5-
4,0 (8, m), 5,02 (6H, s, 5,36 (1H, 4), 7,24 (15H, s).
| [u]%39 = +20,3°C ( ¢ = 1,0, metanol).
Andlisis elemental ﬁara Cagfl5gNy0q1¢
Encontrado : C, 62,68; H, 6,93; N, 7,17 8~
Calculado : C, 62,38; H, 6,71; N, 7,46 3.
Por los datos anteriores se confirma que el$grodﬁg~
to obtenido es la 1,2',6‘?tri—N—bencilokicarbbnil—fdrtimi—'
cina B (3,1 milimoles, rendimiento: 59,6 %). ‘

EJEMPLO 2

Preparacidn de 1,2',6'~ tri-N-t-butoxicarbonil-fortimicina B

Se disuelven 348 mg (1,0 milimoles) de fortimicina B

de S-4,6-dimetilpirimidin-2-il-tiocarbonato de t-butilo sin-
tetizado de forma similar a la descrita en Bull.Chem.Soc.,
Japén, 46, 1269- (1973) por T. Nagasawa y colaboradores. La
mezcla de reaccidn se deja en reposo a la temperatura ambien
te durante 5 dfas con moderada agitacidn. La meécla de reac-
cién asf obtenida se concentra después a sequedad a presién
reducida. Después se afiaden 30 ml de acetato de etilo y 20 ml]
de agua al residuo y se agita la mezcla. La capa de acetato
de etilo se lava dos veces con 20 ml de agua y después se
seca sobre sulfato sédico anhidro. Después de seéar, se eva-
pora el acetato de etilo a presidn réducida para obtener un
.residuo sblido. El residuo sélido resultante se disuelve en
una peqﬁeﬁa cantidaﬁ de cloroformo y‘la solucién clorofdrmi-

I,

L%
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.ca se carga en una columna rellena con 20 g de gel de silice.

-39 -

En esta etapa la elucién se realiza con una mezcla
disolvente de metanol.y cloroformo (3:97 en volumen) y el

eluato se. recoge en fracciongs de::6 mle.Se combinan las frag
; : .

ciones 20~60 quejcontienen compuestos con una R£ = 0,31 en

el sistema disolvente C de la Tabla II. Estas frécciones se

»
vweaw

concentran a sequedad a presién reducida. Asf se oﬁt;enen
175 mg de un polvo blanco. . o

Espectro éMP (metaﬁol—d4):58(ppm) 1,10 (3H,:d),'1,2—
1,6 (44, m), 1,59 (274, s), 2,35 (3H, s,), 3,5-4,0 (8H, m),
5,33 (1H, d).

Andlisis elemental para CyoHyp N,0,,:

Encontrado: C, 55,24; H, 8,70; N, 8,59

Calculado : C, 55,54; H, 8,7C; N, 8,64.'

Por los datos descritos se confirma que el producto
es la 1,2,6'-tri-N-t-butoxicarbonil-fortimicina B (0,27 mildl
moles, rendimiento: 27 %).

EJEMPLO 3

Se disuelve 1 ml de N;N—dimetilformamida, 33 mg (0,28
milimoles) de &cido hidantoico y 38 mg (0,28 milimoles) de
i~hidroxibenzotriazol. Se afaden 58 mg (0,28 milimoles) de
N,N'-diciclohexilcarbodiimida y la mezcla de reaccidn se agil

ta durante 2 horas mientras se enfria con hielo (3—5°C).

La solucién resultante se mezcla con 164 mg (0,25 mi~

limoles) de 1,2',6'-tri-N-t-butoxicarbonil-fortimicina B obtef

nida en el Ejemplo 2 y se deja en reposo a la temperatura

ambiente durante 2 dfas, con agitacidn. Despuds la materia
insoluble depositada se separa por filtracibén y el filtrado
se concentra a presidn reducida para'dar un residuo sélido

blanco amarillento (1,2',6'-tri-N-t-butoxicarbonil-4-N-hidanj
I

!

o
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ﬁoil—fortimicina B)-.

EJEMPLO 4

Se disuelven 751’mg (1,0 milimoles) de 1,2%,6'-tri-N-

:'bFnciloxicarbonil—fortimicinaﬁﬁ, obtenida poxr un métedo si-

milar al del Ejemplo 1, en 20 ml de metanol ¥ se afaden

0,5 ml (5,0 milimoles) de anhidrido acético. La mezcla de
|
]
\

ambiente durante 16 horas. Después la solucidn resultante

reaccidén resultante se deja en reposo a la temperatuira

segconcentra a presidn reducida, el residuo se disuvelve e
20 ml de acetato de etilo y la solucidn se lava después
sucesivamente con 10 ml de una solucidn acuosa de hicerbona-
to sddico al 5 2 y 10 ml de agua y después se deshidrzta
cqn'sulfato sédico anhidro. Después de secar, la sclucién
de acetato de etilo se evapora a presidn reduéida y al re-
siduo se agregan 10 ml de n-hexano con agitacién para lavar-
lo. Se separa el n-hexano por decantacién para obtener un
residuo sélido blanco amarillento péiido de(1,2',6'=-tri-N-
benciloxicarbonil-4~N-acetil-fortimicina B).
EJEMPLO 5

En este.ejemplo se llevan a cabo lés reacciones uti-
lizando el métode del Ejemplo 4 empleando el anhfdrido in-
dicado en la Tabla A para cbtener un residuo que contiene
él_compuesto (Iv) indicado en dicha Tabla A. Sin embargo,
se utilizan cantidades equimoleculares del anhidrido de la
Tabla A en lugar del anhidrido acético empleado'en el Ejem-

plo 4.
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. TABLA A
Compuesto empleado en lugar S
" del anhidrido acético " Compuesto (IV)
 Anhidrido propidnico 1,2',6'~-Tri-N~benciloxicarbo-

- 41 -

o . v+ +i nil-4=N-propionil-fortimicida B

Anhfdrido n-butfFico 1,2',6'-Tri-N-benciloxicarbo~

nil-4-N- (n-butiril) fo timicina B

Anhfdrido n-valérico 1,2',6'-Tri—N-benéiloxicarbo-
nil-4-N- (n-valeril) fortimicina B

EJEMPLO 6

En 10 ml de tetrahidrofurano se disuelven 230 mg (1,1
miiimoles) de N-benciloxicarbonilglicina, 148 mg (1,1 mili-
moles) de l-hidroxibenzotriazol y 227 mg (1,1 milimoles)
de N,N'—diciclohexilcarbodiimida v la mezcla de reausidn
resultante se agita y se enfrfia con hielo (3-5°C) durante
una hora. Después se afiaden 750 mg 1,0 milimoles) ¢e 1,2',-
6'-tri—N-benciloxicarbonil—foftimicina B, obtenida de forma
similar a la descrita en el Ejemplo 1. La mezcla resultante
se agita a la temperatura ambiente durante 18 horas. Des-
pués la materia insoluble se separa poi filtracidén y el di-
solvente del filtrado se sepéra a presidn reducida. El con-
centrado resultante, disuelto en una pequefia cantidad de
cloroformo (2 ﬁl), se carga en una columna rellena con 50 g
de un gel de sflice. La elucidn se realiza con una mezcla
disolvente de cloroformo y meténol (98:2 en volumen)'y el
eluato se recoge en fraqciones de 6 ml.

Se combinan las fracciones 24-40 que contienen los
compuestos con una Rf = 0,66 en el sistema disolvente B de
la Tabla II. Estas fracciones se concentran a sequedad a pre
sién reducida. Asf-se obtienen 612 mg de un polvo blanco con
el siguiente espectro de RMP (metano;—d4):6 (ppm) 1,12 (3H,

d), 1,2-1,9 (4H, sefial ancha), 2,98 y 3,06 (3H conjunto, s,

L
'
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,c;ada wno}, 3,33 (3H, s), 3,2-4,5 (11H, sefal ancha), 4,95

~obtener los compuestos (IV) indicados en la misma tabla,

-— 42 -

(1H, d), 5,02 (8H, s), 7,20 (20H, §).

Asi se confirma gue el producto es la tetra-N-bencild

‘oxicarbonil-fortimicina A (0,67 milimoles, rendimiento? 67 %)|.

| :

" BJEMPLO 7
De forma similar a la descrita en el Ejemplo 6, se

llevan a cabo las mismas reacciones utilizando los deriva-

dos de N-benciloxicarbonilo indicados en la Tahla B para

en cuya'reaccién se utilizan cantidades equimoleculares de
los derivados N-benciloxicarbonilicos mostrados en la Ta-
bla B en lugar de la N-benciloxicarbonilglicina utilizada

en el Ejemélo 6. . i

" TABLA B
Compuesto utilizado en lugar
de la N-benciloxicarbonilglicina Compuesto (IV)
N-benciloxicarbonil-B -alanina tetra-N-benciloxicarbonil

L 4-N- (B ~alanilfortimicina B

tetra-N-benciloxicarbonil- {4~

A Ay e v _
Acido N-benciloxicarbonil-Y-amino-1 N- (Y-aminc-n-butiri I-forti-

butirico micina B)]
Acido N-benciloxicarbonil-§—amino-n- tetra-N-benciloxicarbonil-{4-
valérico N~ (8~aminovaleril-fortinici-
' na B)]
Acido N-benci loxicarbonil-e-amino-n- tetra—N—behc:iloxicarbonil—-'.[ll—
caproico ' N~ (E-amino-n—-capropil~-forti-
. micina B)]

EJEMPLO 8
En 5 ml .de tetrah:'i.drofurano se disuelven 183 mg (1,1
milimoles) de écido O-bencilglictnico ¥ 148 mg (1,1 milimo*
les) de l-hidroxibenzotriazol y la mezcla de reaccifn resul-
tante se agita mientras se enfrfa con hielo (3-5°C). Después

se afiaden 227 mg (1,1 milimoles) de N~N'~diciclohexilcarbo-

diimida y, después de agitar enfriando con hielo ({3-5°C) duradn

)

[

"~
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. insoluble depositada se sepéra por filtracifn y el disolven

~ga en una columna rellena con 100 g de gel de silice. En es-

y la elucién también se realiza con el mismo disolvente. El

-43 ~

te” 3 horas, se agregan 751 mg (1,0 milimoles) de 1,2',6'-
tri-N-benciloxicarbonil-fortimicina B obtenida de forma simdl
lar a la del Ejemplo 1. Después la mezcla resultante se agi-

ta ala temperatura ambiente .durante 17 horas. La - materia-

te del filtrado se elimina a presi6n reducida. Asi se obtie-
’ ]

ne un residuo sélido blanco amarillento palido de i;Zi;G'ﬁ
tri—N—benciloxicarbonil—4—N-(O—benci}glicolil)fortiﬁiéina g.
EJEMPLO 9 -
En 30 ml de tetrahidrofurano se disuelven 546 mé

(2,1 milimoles) de N-benciloxicarbonilglicilglicina y 279 mé
(2,} milimoles) de l-hidroxibenzotriazol y larmezcla &é
reaccidn resultante se agita mientras se enfria con hielo
(3;5°C). Después se afiaden 426 mg (2,1 milimoles) de N,N'-
diciclohexilcarbodiimida y, después de agitar y enfriar con
hielo (3-5°C) durante 2 horas, se agregan 1,50 g (2,0 mili~
moles) de 1,2',6'-tri-N-benciloxicarbonil-fortimicina B ob-
tenida @e forma similar a la descrita en el Ejemplo 1. La
mezcla de reaccidn resultante se agita a la temperéturp
ambiente durante 18 horas. La materia insoluble depositada
se separa por éiltracién y el disolvente del filtrado se

elimina a presién reducida. El concentrado resultante, di-

suelto en una pequeifia cantidad de cloroformo (2 ml), se car-

ta etapa, se utilizan 450 ml de una mezcla disoclvente de me-

tanol y cloroformo (2:98 en volumen) para lavar la columna

eluato se recoge en fracciones de 17 ml. Se combinan las
fracciones 18-60 en las que estdn contenidos los compuestos

con una Rf = 0,54 en el sistema disolvente B de la Tabla II.
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, Estas fracciones se concentran para obtener 1,25 g de un

polvo blanco.
Anilisis elemental para Cg He N0 g2
e Encontrado: C, 61,02; H, 6,15; N. 8,41 %
Calculado: C, 61,31; H, 6,26; N, 8,41 %
2As{ se confirma que el producto obtenido es la te-
tra-N—benciloxicarbonil(4—N-glicilglicil—fortimicina B)
(1,3 milimoles, rendimiento: 60 %).
7 EJEMPLO 10 |
En 20 ml de tetrahidrofurano se disuelven 557 mg
(2,2 milimoles) de &cido 1~ {-)-Y -benciloxicarbonilaninot -
hidroxibutirico y 297 mg (212 milimoles) de 1-hidrouxibenzo-
triazol y la mezcla de reaccién resultante se agita mien-
txas se enfrfa con hielo (3-5°C). Después se afiaden 454 mg.
(5,2 milimoles) de N,N'-diciciohexilcarbodiimida y, después
de agitar y enfriar con hielo (3-5°C) durante una hora, se
agregan 1,52 g (2,0 milimoles) de 1,2',6'-tri-N-benciloxi-
carbonil-fortimicina B, obtenida de forma similar a la des-
crita en el Ejemplo 1. La mezcla de reaccidn resultante se
agita a.la temperatufa ambiente durante 16 horas. La mate-
ria insoluble depositada se separa por filtracién y el
disolvente del filtrado se elimina a presidn reéﬁcida. El
éoncentrado resultante, disuelto en una pequeia cantidad
de cloroformo (2 ml), se carga en uvna columna rellena con
100 g de gel de silice.rEn esta etapa, se utilizan 350 ml
de una mezcla disolvente de metanol y cloroformo (2:98 en
volumen) para lavar la columna y la 2lucidn se realiza tam-

bfen con la misma mezcla disolvente. El eluato se recoge en

nl

[$4]
m

fracciones de 15 ml. Se combinan las fracciones 15-43

que estén contenidos los compuestos con una Rf = 0,78 en el
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sistema disolvente B de la Tabla II. Estas fracciones se

concentran para obtener 792 mg de un polvo blanco gue pre-
senta los sigﬁicntes valores del RMP (metanol~d4), § (ppm):
1,12 (34, &), 1,2-2,0 (4H, sehal ancha), 3,03 (311, s}, 3,33
(38, s), 5,05 (8H, s), 7,26 (20, s).

Asi se confirma qué el producto es la tetra-N-bencil-
oxiciybonil—{4—N—[L—L—)—Y-amino-d—hidroxibutiril]féfkimicina
B} (0,8 milimoles, rendimiento: 40 %). o

| EQEMPLO 11 )

Se disuelve el residuo sélido (I,2',6'~tri—N-E4bﬁto—
xicarbonil-4-N-hidantoilfortimicina B) obtenido en el Ejem-
ﬁlo 3enl0 ml de una mezcla aisolvente de &cido trifivuracé-
tico vy diclorometano (1:1 en volumen) y la.mezcla de -reac-
ciPn resultante se continfia agitando a la temperaturi
ambiente durante 16 horas. Se separa el disolvente a pre-
sidn reducida; Después se agregan 5 ml de agﬁa al concentra
do resultante y la materia insoluble se separa por filtra-~
cién. E1 filtrado, ajustado a pH 6 con hidréxido sédice 1N,
se carga en una columna rellena con 10 ml de Amberlite CG-5d
(forma NH4+; nombre comercial de la Rohm and Haas Company) .
Después se utilizan 50 ml de agua para lavar la columna y
la elucidn se realiza con amoniaco acuoso 0,15N. El eluato
se recoge en fracciones de 2 ml. Se combinan las fracciones
31-45 que contienen los compuestos con una RE = 0,43.en el
sistema disolvente A de la Tabla II. Estas fracciones se
concentran para obtener 67 mg de un polvo blanco.

El punto de fusién, el espectro de RMP, el espectro
de masas, la fa]D y la Rf de la crdmatografia en capa fina
del compuesto asi oﬁtenido son tota;mente idénticos a los

de la fortimicina C. Por lo tanto, el compuesto obtenido se

N R e T a ey
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identifica como 4—N-hidantoi1—fortimicina B (fortimicina C).
Rendimiento: 60 5. .

‘ EJEMPLO 12
SR 1Y diiuye-so veces acido clerhidrico:.concentradoe 12N
cén metanol para formar una solucidn metanéliéa 0,2N de '

fcido clorhidrico. Las soluciones metandlicas de &cido clor-

!
i

hidrico de diferentes normalidades utilizadas més édeléntei
serprepagap de forma similar. ) o ‘
En 20 ml de la solucidn metandlica de &cido clorhfdti
co'0,2N se disuvelve el residuo sb6lido obtenido en el'Ejemp}o
5 (1,2',6'—tri—N—bencilbxiCarbonil~4-N—acetil-fortimicina ﬁ)
y se ahaden 40 mg de paladio al 10 % en carbéﬂ. A coutinua-
cién se hacerpasar hidrdgeno gaseoso a'través Qe la mezcla
de:reaccién a la temperatura ambiente y a la presidn atmos-
férica durante 16 horas. Una vez completada la reaccién de
hidrpgenacién se separa el catalizédo? por filtracidn y el
disolvente del filtrado se elimina a presidn reducida. El
conéentrado resultante, disuelto en 5 ml de agua, se carga
en una columna rellena con 20 ml de Amberlite CG-50 (forma
NH4+) después de ajustar la solucién resultante a pH 6 con
hidréxido s6dico 1IN. Después de cargada, la columna se lava
con 60 ml de agua y la elucidn se realiza con amoniaco acuo-~
s&ng 0,15N. El eluato se recoge en fracciones de 5 ml. Se
combinan las fracciones 16-31 en la que se encuentra el com-
puesto con una Rf = 0,43 en el sistema disolvente A de la
Tabla II. Se concentran estas fracciones para obtener 300 mg
derun polvo blanco con las siguiéntes propiedades fisicas.
Espectro de masas m/e: 391 (M+ + 1), 390 (M+), 373,
355, 347, 310, 299, 277, 259, 249,7231, 181, 143, 97; 43,

Espectro de RMP (6xido de deuterio) § (ppm) 1,04 (3H,

!
|
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a), 1,2-1,9 (44, m), 2,18 (3H, s), 2,8 (3H, seflal ancha),
5,12 (3H, 59, 5,44 (3, ©), 3,5 (2H, sefial ancha), 3,86 (1F
@), 4,08 (1€, q), 4,16 (iH, ), 4,36 (1, %), 4,80 (1H, 4),
N,9O (TH,q)

Medlante loE éatoé.aﬁfériofes se iﬂentifiéa’el égm-
puesto como 4l-atebil-fortimicina B. Rendimien%p: 77 %. D2

puds se disuelven|250 mg (0,64 milimoles) de la 4-N-acetil-

fortimicina B obténida anteriormente en 2 ml de agua-y la

r

solucisn se ajusta a pH 2 con &eide sulftrico SN. Tar soln-
cidn asi obtenida se vierte en 20 ml de etanol para drecipi-
tar a la temperatura ambiente. Después de filtrar ¥y secar,

se obbtienen 352 mg (0,57 milimoles) de sulfato de M—NLaceti]

fortimicina B. Rendimiento: 85 %. /& 7'25 = +139,2° (¢ =10
agua) .
EJEMPIO 13

Se repiten las reacciones, aisiamientos v purificacion
nes del Ejemplo 12, a excepcidn de qﬁe se uﬁilizan respecti-
vamente los residuos gque contienen 1,2°,6" ~tri-N-bencil-oxi-
carbonil-4-N-propionil-fortimicina B, 1,27,6"-tri-N-benciloq
yicarbonil-4-N-(n-butirilo)-fortimicina B, ¥ 1,2°,6"-tri-N-
benciloxicarbonil-4-l-(n~valeril)fortimicina B, obtenidos
en el Ejemplo 5, en lugar del material de partida, eé decir,
en lugar del residuo que contiene 1,27,6"-tri-N-benciloxican
bonil-4-N-acetil-fortimicina B, utilizado en el Ejemplo 12.
Asi se obtienen 266 mg, 514 mg y 260 mg de un polvo blanco
(en forma de base libre). L as propiedades fisicas de los
compuestos asi obtenidos son las siguientes.

Producto obbenido cuando se utiliza 1,27,6”-tri-N-
benciloxi-carbonil~4—N~propionil~fortimicina B como materiall

de partida:
Espectro de masas m/e 105 (M + 1), 404 (M), 387,
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(3H, s), 3,45 (3H, §), 3,5 (2H, sefial ancha), 3,87 (1H, q),

~ rial de pértida:

~ 48 —

369, 361, 331, 324, 299, 291, 273, 263, 245,7227,.212, 195,

143, 126, 97. '
RMP (6xido de deuterio) s (ppm): 1,02 (3H, d), 1,08,

1,2-1,9 (48, m), 2,46 (2H, Qe 2,8 (2H. sefal ancha), 3,13

N _ : , 4

4,10 (1, @), 4,1 (1H, &), 4,33 (I1H, t), 4,79 (i, a),

4,91 (1H, q). - o

12

A partir de estas prcpiedadés fisicas, el compiesto

sulfato: | g = +136,8° (c = 1,0, agua).
ce identifica como 4-N-propionil-fortimicina B (0,66 milimo-
les, rendimiento:‘GG %).

froducto obtenido cuando se utiliza l,2',6‘—tri¥N-

.

benciloxicarbonil—4—N-(n—butilril)fortimicina B como mate-

Espectro de masas m/e: 419 (ff + 1), 418 (1), 338,
365, 299, 287, 277, 259, 241, 226, 209, 143, 126, 97, 43.

RMP (8xido de deuterio) § (ppm): 0,98 (37, t), 1,00
(3, d), 1,2-1,9 (6H, sehal ancha), 2,42 (2H, g), 218 (2H!
sefial ancha), 3,02 y 3,14 (3H, s), 3,42 (3H, s}, 3,5 (2H,
sefial ancha), 3,85 (1H, q), 4,10 (18, @), 4,16 (1§, m), 4,35
(1H, t),.4780 (14, 4), 4,89 (1H, q).

Sulfato:[u ;50 =_+l3l;0° (¢ = 1,0, agua).

A partir de estas propiedades fisicas, el compuesto
se idengifica como 4—N-(p;butiril)fortimicina B (0,75 mili~
moles, rendimiento: 75 %i..

Producto obtenido cuandé se utiliza 1,2',6'-tri-N-ben:
ciloxicarbonil-4-N-(n-valeril) fortimicina B como material
de partida:

Espectro de masas m/e: 433 (Mf + 1), 432 (M), 415,

319, 301,299, 291, 273, 233, 171, 143, 97, 43.

l
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.3/ 45. (28, sefal ancha), 3,90 .(1H, q),.4,18 (18, m)l. 4,33,

" co 0,2N se disuelven 500 mg (0,53 milimoles) de tetra--N-ben-

- 49 —

N RMP (6xido de deuterio) 8 (ppm)z 0,96 (3H, t), 1,02
(34, 4y, 1,1-1,9 (8H, seﬁai ancha), 2,40 (2H, sefal ancha) ,

2|90 (21, sefial ancha), 3,00 y 3,18 (3H, s), 3,43 (3H, s),

(', m), 4,82 (1H, &), 4,90 (1H, q}.
- 925° : -
sulfate:[q J5° = 116,3° (c = 1,0, agua).
..'4,‘)-') l
A partir de estas propiedades fisicas, el compuesto
T {
e identifica como 4-N-(n-valeril)fortimicina B (0,60 mili-
moles, rendimiento: 60 %).
EJEMPLO 14

En 20 ml de solucidn metanblica de &cido clorhidriJ

ciloxicarbonil—farﬁimicina A obtenida en el E?emplo 6 y se
éﬁaden unos 30 mg de paladio al 10 % en carbdn. Despu#s se
hace pasar hidrfSgenc gaseoso a través de la mezcla de reac-
cidn a la temperatura ambiente y a la presién atmosférica
durante 18 horas. Una vez completada-la reacciéh de hidroge-
nacién, se separa el catalizador por filtracién y el disol-
vente del filtrado se elimina a presién reducida. El concen
trade resultante, disuelto en 5 ml de agua, se carga en una
columna rellena con 5 ml de Dowex 1x4 (forma OH , producto
de la Dow Chemical Co., Ltd., Estados Unidos). Después de
éépgada, se'emplean 15 ml de agua para lavar la columna.

Se concentran los eluatos combinados para obtener
212 mg (0,50 milimoles)rde un polvo'blanco. Este polvo es
totalmente idéntico a la fortimicina A patrén en punto de
fusién, espectro RMP, espectro de masas,[a]D y Rf de la cro-
matograffa en capa fina.

Se disuelven 170 mg (1,40 milimoies) de la fortimi-

cina A asf obtenida en 2 ml de agua y se ajusta a pH 2 con
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'amino~n—capropil)fortim1c1na‘B}, obtenidos en el E*eu%;o 7,

respectivamente, en lugar del material de partida. Asi se

-~ 50 ~

‘4cido sulffirico 5N. La solucidn resultante se agrega gota a}

gota a 20 ml de etanol y; después de filtrar el precipita-
do resultante; se obtienen 225 mg (0,33 milimoles) de sul-
fato' de fortimicina A (rendimiento::BB %)
Sulfato:[J]D = +85,9° (6 = 1,0, agua). % :
* EJEMPLO 15 "
Se Utilizln reacciones, éislamientos y purifiéécio-
nes 51mllares a las del Ejemplo 14 a excepc16n de QLe se

l
emplean 0,50 mlllmoles de cada uno de los SLgulenLes ‘Com-

puestos: tetra~-N- benc1lox1carbon11—{4 ~N- b - alanll)fortlml-
cina B}, tetra—N-benciloxicarbonil—t4-N—(Y-am1no-n-but1rll)
fortimicina B} , tetra—N—benciloxicarbonil—[4-N-£5—amino-n-

valeril) fortimicina B} y tetra—N»ben01lox1carbon11~{4~N-t-—

obtlenen 235 mg (base libre), 298 mg (base libre), 310 mg
(hidrocloruro) (solamente este compuesto se aisla en forma
de hidrocloruro ya que se produce descomposicidn durante la
etapa de pre?aracién del sulfato siguiendo un método simi-
lar al descrito en el Ejemplo 14) y 308 mg (base libre) res-
pectivamehte. Las propiedades fisicas de los distintos pro-
ductos estén indicadas a continuacidn.

Producto obtenido cuando se utiliza tetra-N-bencil-
oxicarbonil—[4—N-(B—alanil)fortimicina B] como material de
partida: '

_ Espectro de masas m/e: 419 rty, 402, 306, 288, 278,
271, 260, 235, 231, 214, 207, 143, 126, 97, 86.

Sulfato:Dx]§3o

= +80,6° (¢ = 1,0, agua).
Andlisis elemental para C18H3_7N506.2H2804.C2H50H.2,5H2

Fncontrado: C, 32,96; H, 7,41; N, 9,71

!
'

i

S ’;’.*'/" -

\,_
=,

«
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N Calculado: C, 33,14; H, 7,51; N, 9,66.
A ﬁartir de estas prbpiedades fisicas, el compuesto
s idéntifica como 4-N-(g-~alanil)fortimicina B. (Rendimien-
to: 96 %). M

! Produéto obtenido cuando se utiliza tétra—N-benéil—
oxicarbonil- 4-N-(y-amino-n~butiril) fortimicina B como ma-
tefial de partida: ) E

Espectro de masas m/e: 434 Mt + 1), 433 ot bE 435*
390, 349, 331, 320, 302, 274, 235, 217, 207, 202, 189, 3L
126, 97, 86.

Sulfatoﬂﬁ]ZBO = +81,8° (¢ = 1,0, agua).

Andlisis elemental para CygH 39N"06’2HZSO4 C,HeCH. - 41,0

Encontrado: C, 33,66; H, 7,44; N, 9,30‘

Calculado: C{ 33,73; H, 7,68; N, 9,36.°

A partir de estas propiedades fisicas, el compuesto
se identifica como 4-N=-(y-~amino~n-butiril)fortimicina B.
(Rendimiento: 93 %).

Producto obtenido cuando se utiliza tetra-N-bencil-
oxicarbonil—[4?N—(6—amino—n—€aleril)fortimicina B] como ma-
terial de partida: ‘ -

Hidrocloruro:[a,]g30 = +89,5° (¢ = 1,0, agua)l.

Se supone que el compuesto es la 4~N- (§ ~amino-n-vale-

ril) fortimicina B.

Producto obtenido cuando se utiliza tetra-N-benciloxi

carbonil[~4—N—(a—amino—n-capropil)fortimicina B} como mate-
rial de partida:

Espectro de masas m/e: 461 (M+), 444, 348, 330, 320,
302, 271, 235, 207, 189, 143, 126, 114, 97, 86.

Sulfato: [a]g3 =474,9° (¢ = 1{0, agug).

Anilisis elemental para CoqHyN:0g- 2H2SO4.C2H50H.2H20:

[
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sibn atmosférica durante 8 horas. Una vez_terminadq 13 reags

Baconteado: G, 37,20; H, 7,625 N, 9,45 =

. Galculsdo:. C, 37,%%; H, 7,76; N, 9,47-7

A partir de estas propiedadeé fisicas, elrcompuesto
se identifica como 4-N-( § -amino-n-capropil)fortimicina B.
(Rendimiento: 93 %)

7 | EJEMPIO 16 | 3

EnulO nl de solucidn metandlica de &cido élorhidrico

0,1 se disuelve el residuo sélido obtenido en el Fiemplo

a8 1,2’ 6 —~fri-N-Benciloxicarbeni —/"R—N;(O-bencllgLugo il)

fortlmlclna B 7 y se agregen 40 mg de paladio al 10 % en
carbbn. Después se hace pasar hidrdgeno gaseoso a traves de

la mezcla de reaccidn a la temperadura amblente -y 2 la pre-

cidn de hidrogenaqién, se separa el catalizador poxr filtra-
cién y el disolvente del filtrado se elimina a presidn reduy
¢ida. E1l .concentrado resultante, disuelto en 5 ml de agua,
se carga en una columna rellena con 15 ml de Amberlite GG-X{
(forma NH4+) después de ajustar la solucién resultante a
pH'6 con hidrdxido sbdico 1N. Después de cargada, se emplean
40 ml de agua para lavar la éolumna v a continuacidn se reat
liza la elucidén con amoniaco acuoso 0,2N. El eluato se re-
coge en fracciones dé 5 ml. Se combinan las fracciones 8-14
que contienen los compuestos con una BRf = 0,46 en el siste-
mafdisolvente A dé la Tab}a II. Estas fracciones se concen-—i
tran para obtencr 154 mg de un polvo blanco.
' Espectro de masas m/e: 406 (117), 389, 331, 247, 235,
207, 14%, 126, 97, 86. '

A partir de los dauos anbteriores, el producto se ideat
tifica como 4-N-glicdil-fortimicina B.

Tn 2 ml de agua se disuelven 103 mz (0,25 milimoles)

de la 4-nglicolil~fortiﬁicina By se ajusta a pH 2 con aci-
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. do sulffirico 5N. La solucidn resultante se agrega gota a go-
ta a 20 ml de etanol y, después de filtrar el precipitado

resultante, se obtienen 91 mg (0,16 milimoles) de sulfato

i~ de 4-N-glicolil-fortimicina B

23°
D

Tiad - , .
An&lisis elemental como C17H34N4O7.l,5H2804.C2P150H.11120.

RV )

sulfato:[a]5° = +89,3° (c = 1,0, agua).

Encontrado: -C, 36,70; H, 7,44; N, 8,93 -

.2

-

" Calculado: C, 36,95; H, 7,34; N, 9,07. L
" EJEMPLO 17 . '
Se disuelven 1,22 g de tetra-N-benciloxicarbonil-(4-
Nfglidi}glicil—fortimicina B) obtenida en el Ejemplo 9 en
35 ml de una solucibn metanéiica de &cido clorhidrico U,2N
y se afiaden alrededor de 50 mg de paladio al 10 % en carbén.
Después se nace pasar hidrbgeno gaseoso a través de la mez-
cla de reaccifn a la temperatura ambiente y a la presibn '
atmosférica durante 16 horas. Una vez completéda la reaccién
de hidrpgenacién, se separa el catalizador por filtracidén y
el disolvente del filtrado se elimina a presibn reducida. El

concentrado resultante, disuelto en 10 ml de agua y ajustado

_a pH 6 con hidrbxido sédico 1N, se carga en una columna re-

1lena con 30 ml de Amberlite CG-50 (fo;ma.NH4+). Después de
cgrgada,rse emplean 150 ml de agué para lavar la columna y
a continunacién se eluye con amoniaco acuoso 0,3N. El eluato
sé recoge en fracciones de 5 ml. Se combinanhlas fracciones

13-24 que contienen los compuestos con una Rf = 0,42 en el

sistema disolvente A de la Tabla II. Estas fracciones se con-

= centran para obtener 514 mg de un polve blanco.

En 2 ml de agua se disuelven 100 mg (0,25 milimoles)
del compuesto asf obtenido y se ajusta a pH 2 con &dcido sul-

ftrico 5N. La solucidén resultante se agrega gota a gota a
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20 ml de etanol y, despuds de filtrar el precipitado resul-~

‘tante, se obtienen 123 mg de un polvo blanco. Las propiedade

[*2]

fisicas del coméueéto son las siguientes:

h ];5 = +79;1° (c = 1,0, agua). : - -

An&lisis elemental para CléH38N607.2H2504.C2£150i{.2H20:

Encontrado: C, 33,27; H, 7,11; N, 10,81 :

CalculadoL c, 33,24; H, 7,17; N, 11,07.

A partir de estas propiedédes fisicas, el compuesto
se identifica comg sulfato de 4-N7glici;glicil—fértimiCina Bl
Rendimiento: 78 %. 7

EJEMPLO 18

Se disuelven 100 mg (0,12 milimoles) de tetr§~ufben-
ci1;xicarbonil{ 4-N—[L—(—)-Y-amino~&-hidroxibutirillfbftimié
cina B} en 10 ml de solucidn metanélica de acido ciiihidrico
0,1N y se afladen alrededor de 10 mg'de paladio al 10 % en
cérbén; Después se hace pasar hidrbégeno gaseoso a través
de la mezcla de reaccidn a la tempefatura ambiente y a la
presién atmosférica durante 7 horas. Una vez completada la
reaccidn de hidrpgenaciéﬁ, se' separa el catalizador por fil-
tracién y el disolvente del filtrado se elimina a presién
reducida para obtener 62 mg (0,14 milimoles) de hidrocloruro
de 4—N—[L—(—)-Y—amino-u—hidroxibutiriljfortimicina B.

‘ EJEMPLO 19

Se suspenden Z,O.g'(4,9 hilimoles) de la fortimicina
A obtenida de forma similar a la descrita en el Ejemplo 14
en 200 ml de tetrahidrofurano ¥y se agregan 2,0 g (53,0'mili—
moles) de hidruro de litio y aluminio. La mezcla de reaccidn
resultante se calienta a la temperatura de reflujo con agi-
taciéﬁ durante 46 horas. Una vez completada la reaccidn, la

mezcla se enfrfa a la temperatura ambiente y se agregan gotaj

1
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. a gota 30 ml de acetato de etilo para descomponer el exceso

- dréxido barico y la solucidn se calienta a reflujo durante

~guientes:

-55 —~

de hidruro de litio y aluminio.'El acetato de etilo se sepa-
ra a éresién reducida. Al residuo resultante se aéadén 50 ml
de agua ¥y la materia insoluble de la mezcla resultante se

separa por filtracién; Se combinan el filtrado y el agua utifp

lizada para lavar cl filtro. Se separa el disolvente de la

-t

solucién combinada a presién reducida y después se agregan

al concentrado 206 ml de una solucidn acuosa saturada de hi-

una hora.

.Se deja enfrfar la solucibn resultante y despuég se
neutraliza poxr adicidén de hiélo seco. Después se filtra la
solﬁcién y el filtrado se carga en una columna relléha>con
100 ml de hmberlite CG-50 (forma NH4+). Después de caﬁéada,
seiemplean 400 ml de agua y 600 ml de amoniaco acuoso 0,3N
para lavar la columna y a continuacién se eluye con amonia-
co acﬁoso 0,5N. El eluato se recoge en fracciones de 20 mll
Se combinan las fracciones 6-20 que contienen los compuestos
con una Rf = 0,41 en el sistema disolvente A de la Tabla IX.
Estas fracciones se concentran para obtener 608 mg de un pol-

vo blanco. Las propiedades fisicas del compuesto son las si-

_ Espectro de masas n/e: 392 (M+ + i), 341, 282, 278,
250, 143, 126. |

_ RMP-(éxido de deuﬁerio) §(ppm): 1,02 (3H, d), 1,2-1,9¢
(4H, m), 2,38 (3H, s), 2,4 (1, sefial anchal, 2,7OA(4H, s),
2,76 (1H, m), 3,09 (1H, q). 3,16 (1H, t), 3,40 (38, s),73,5
(14, sefial ancha); 3,74 (JH, t). 3,85.(1H, q), 4,06 (1H, q),
4,16 (1E, q), 4,92 (1H, d).

RMC (8xido de deuterio)d (ppm): 18,6, 27,0, 27,3, 39,3
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'““ldentlflca como 4-N- (2~aminoetil) fortimicina B. Rendimien-

40, 6, 50, 3, 50, 5, 54, é 57 5, 58, o so 7, 71,3, 71,8, 75,1,
76,9, 80;6, 100 6.

A partir de los datos anteriores, el compuesto se

toz 32,7 %.

En 2 ml de agua se disuelven 390 mg (1,0 milimoles)
de 4-N-(2—aminoe£il)fortimicina B vy se ajusta a pH 2.con

rldo sulfirico 5N; La solucidn resultante se agrega’qbta

a gota a 20 ml de etanol y, después de filtrar el pr601p1ta-
do resultante, se obtienen 637 mg (0,91 milimoles) de sul-
fato de 4-N—(2-aminoetil)fortimlc1na B.

[a-ZS +77,8° (¢ = 1,0, agua) .

An3dlisis elemental para C17 37 505.2 ,58 504. ) 5O'rl Hz :

i Encontrado: C, 32,55; H, 7,195 N, 9,93
L " calculado: C, 32,56; H, 7,21; N, 9,99.
EJEMPLOC 20

Se :uspenden 200 mg (0,49 ‘milimoles) de fortimicina
A, obtenida de forma 51mllar a la descrita en el Ejemplo 14,
en 10 ml de tetrahidrofurano y 10 ml de una solucién tetra-
hidrofurénica que contiene 1 mol/l de diborano (10,0 mili-
moles); Después la mezcla de reaccidén resultante se agita a
la temperatura ambiente durante 2 horas. Una vez completada
1atreacci6n, se agrega 1 ml de agua para descomponer el ex-
ceso-de diborano. La mezcla de reaccidn resultante se con-
centra a sequedad a presién reducida. Después se agregan al
residuo 20 ml de solucién de hidrazina al 80 % y la mezcla
de reaccién se calienta a feflujo durante 16 horas y des-
pués se concentra a sequedad a presién reducida. El concen-
trado resultante; disuelto en 10 ml de agua y ajustado a

pH 6 con &cido clorhidrico 1N, se carga en una columna re-
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llena con 10 ml de Amberlite CG-50 (forma NH4+).
Después de cargada, se utilizan 50 ml de agua y 90 mll

de amoniaco acuoso 0,3N para lavar la columna y despuds se

.- eluye con amoniaco acuoso.0,5N. El eluato se recoge en. frac

ciones de 2 ml. Se combinan las fracciones 9-36 y se con-
centran para obtener 146 mg de un polvo blanco. Las propie-

dades fisicoguimicas del polvo sop idénticas a la del com-

CIE N S

»

puesto obtenido en el Ejemplo 18. El compuesto asi obtenido
es 4-N-(2-aminoetil)fortimicina B. Renaimiento: 75,?,;;
EJEMPLO 21 o

Se repite el procedimiento del Ejemplo 20 a éicépcién

de que se emplean 0,5 milinbles de 4-N-acil {0 acil sustituf]
do} fortimicina B, descritc en la siguiente Tabla D, en lugar

de fortimicina A.
i

TABLA D_
Ejerplo .
nim. o Comnuesto utilizado
21-1 4-N-acetil-for timicina B
21-2 4-N-propionil-fortimicina B
21-3 4jN—(n-butiril)fortimicina B
21~4 4-N- {n-valeril) fortiniicina B
21-5 4-N-(B-alanil) fortimicina B
- 21-6 4-N=- (Y~amino-n-butiril) fortimicina B
21-7 4-N- (§-amino-n-valeril) fortimicina B
21-8 4—N—(E~amino—n—capr6pil)fortimicina B
21-9 4-N-glicolil~fortimicina B
21-10 4-N-glicilglicil-fortimicina B.

A partir de las propiedades fisicas respectivas, se de-
termina que se han obtenido los siguientes productos.

(1} Nombre del compuesto,
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D
(2)
(3)
(4)

(1)
(2)
(3)
(4)

(1)

(2)
(3)
(4)

(1)
(2)

66 % ' i

.t)’ 112—1'9 (A.Hl m), 2]40 (3H, S)’ 2’6_3’0 (4!'{,1“)’ 3’12

58 _

Cantidad,
Rendimiento y
Propiedades fisicas del polvo asi obtenido.

EJEMPLO 21-1 S

4-N-etil-fortimicina B

125 mg (0,33 milimoles)
’ |

espectro de masas m/e: 377, (M% + 1), 376, (Mf), 359,
344, 327, 314, 299, 286, 273, 263, 235, 217, 215};?92,
143, 114 '

RMP (6xido de deuterio) § (ppm): 1,02 (3#, ), 1,08 (3H,

(1H, q), 3,18 (18, ©), 3,42 (38, s), 3,40 (1, sefial
ancha), 3,74 (1H, t), 3,85 (1H, q), 4,08 (1H, @), 4,17
(18, t), 4,92 (1€, 4).

EJEMPLO 21-2

4-N—- (n-propil) fortimicina B
136 mg (0,35 milimoles)

70 % ‘
espectro de masas m/e: 390 (M'), 373, 361, 358, 344,
341, 328, 287, 277, 249, 231, 229, 219, 202, 143, 128.

EJEMPLO 21-3

4;N-(n—butil)fortimicina B

137 mg (0,34 milimoles)

68 %

espectro de masas m/e): 404 (M+), 372, 361, 342, 301,
291, 286, 263, 219, 202, 143, 142.

EJEMPLQ 21-4

4-N- (n-pentil) fortimicina B

167 mg (0,40 milimoles)

i
i

H

{ e u T 7,';—-..



10

18

20

25

30

(3) 80 &

LY

(4) espectro de masas m/e: 419 (M° + 1), 418 ('), 386,
369, 361, 356, 344, 331, 326, 315, 305, 277, 259, 219,
207, 202, 156, 143. -

EJEMPLO 21-5 %

{1) 4-N-(3-Amincpropil) fortimicina B
(2) %17 mg (0,29 milimoles)

(3) 58 %

(4) espectro de masas m/e: 406 (M+ + 1), 373, 338,j3?8,
292, 264, 231, 228, 219, 202, 196, 172, 143, 126, 100,
89, 58. 7 '
\ RMP (6xi§o de deuterio) 6 (ppm): 1,04 (3H, 4}, 1,2-1,9
(6, m), 2,42 (3H, s), 2,5-3,0 (6H, m), 3,14 (1H, Q).
3,20 (1H, t), 3,44 (38, s), ~3,4 (1H, m), 3,79 (1H, t)}

3,88 (iH, q), 4,06 (1H, g), 4,18 (1H, t), 4,84 {12, 4).

Sulfato:[a]g3 +71,9° (¢ = 1,0, agua)
Andlisis elemental para C18H39N505.2,5HZSO .FZHSOH. 2H,0:
Encontrado: C, 32,04; H, 7,80; N, 8,99

Calculado: C, 31,99; H, 7,52; N, 9,33.

EJEMPLO 21-6

(1) 4-N-(Q—Aminobutil)fortimicina B

(?) 75 @g (0,18 milimoles)

(3) 35'% '

(4) éspecﬁpo de masas m/ei 240 (M+ + 1), 419 (M+), 370, 352,
342, 306, 278, 219, 210, 207, 186, 157, 143, 103, 72.
RMP ([Bxido de deuteric) B(ppﬁ): i;OZ (38, d4), 1,2-1,9 (8H
m), 2,42 (34, s), 2,5-3,0 (6H, m), 3,06 (1, v, 3,09
(im, t), 3,44 (3H, s), 3,4 (1H, m), 3,78 (1H, 4, 3,86
(1H, q), 4,04 (1H, q), 4,16 (iH, t), 4,93 (1H, d).

23°

sulfato:[q 337 = +72,8° (c = 1,0, agua)
I )
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(3)
(4)

(1)

(2)

(3)-

(4)

RMP (6xido de deuterio) § (ppm): 1,02 (3H, s), 1,2-1,9 (12E

‘m), 2,40 (3H, s), 2,5-3,0 (6H, m), 3,12 (1H, €}, 3,16

Andlisis elemental para C19H41N505.2,3H2504.C2H§}L3H20:

Encontrado: C, 32,74; H, 7,69; N, 8,91

Calculado: C, 32,98; H, 7,64; N, 9,16

7 BJEMPLO 21-7 -

4~N—(S—Aminobegtil)fortimicina B %

22 mg (0,05 milimoles) | {

10'% 7

éspectro de'ma?as m)e{'434 (ﬂ+ + 1), 433 (M+), 384, 366,

320, 292, 271, 224, 219, 171, 143, 126, 117, 89, 86:"
RMP (6xido de deuterio):§ (ppm): 1,04 (3H, &), 1,2-1,9 (10
m), 2,44 (3H, &), 2,5-3,0 (6§, m, 3,14 (1K, &), 3,20 (1H
£), 3,40 (1, m), 3,44 (38, 8), 3,80 (1H, t), 3,84 (18,
@), 4,07 (1H, @, 4,16 (1H, ©), 4,96 (1H, 4. .

4230 :
Sulfato:[a]D = +67,3° (¢ = 1,0, agua).

" EJEMPLO 21-8

4-N- (6~Aminohexil) fortimicina B

147 mg (0,33 milimoles) |

66 % '

espectro de masas m/e: 448‘(Nﬁ + 1), 447 (M+), 429, 402,
398, 380, 370, 361, 334, 320, 306, 288, 285, 238, 222,

219, 199, 185, 143, 131, 126, 112, 98.

(1H, t), 3,43 (3u, s), ~3,4 (1H, m), 3,73 (14, t), 3,84

(14, q), 4,04 (1K, q), 4,14 (1H, t), 4,86 (1H, d).
J23° _ . :

Sulfato:[a]D = +71,3° (¢ = 1,0, agua)

Andiisis elemental para C21H45N505.2,5HZSO4.CZHSOH.2H20:

Encontrado: C, 35,74; H, 7,77; N, 8,78

calculado: C, 35,65; H, 7,80; N, 9,04.

'
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(1)
(2)

(4)

. (14, t), 3,40 (3H, s), 3,4 (1H, m), 3,74 (1H, -t), 3,86

benciloxicarbonil-fortimicina B en 10 ml de eténol y se afiaden
0,02 ml (0,25 milimoles) de yoduro de etilo. La mezcla de reac
cién se calienta a reflujo durante 17 horas y después se con-
centra a sequedad a presidn reducida. El concentfado reéultan—

te se disuelve en 20 ml de acetato de etilo y se aiaden 10 ml

- 61

EJEMPLO 21-9

4~N- (2-Hidroxietil) fortimicina B

106 mg (0;27 milimoles)

54 % '

espectro de masas m/e: 393 (M' + 13, 374, 361, 344, 331,
279, 259, 251, 235, 219, 207, 202, 143, 130, 126, 100,
97, 86. '

RMP (dxido de deuterio) S (ppm): 1,01 (3H, &), 1,2-1,9 (4H
m), 2,44 (3H, s), 2,78 (2H, t), 2,4-3,0 (2H, m), 3;id (18
t), 3,18 (iu, t), 73,4 (1H, m), 3,44 (1H, s), 3,64 (2H,
t), 3,76 (1H, t), 3,87 (1H, q), 4,06 (1H, q), 4,16 (1H,
t), 4;96 (1, 4).

Sulfato:[ 3340 = +77,4° (c = 1,0, agua) .

EJEMPLO 21-10

i
.4-N—[2-(2-Aminoetil)aminoetil]fortimicina B

121 mg (0,28 milimoles)

57 %

espectro de masas m/e: 435 (M% + 1), 417, 404, 361, 344,
219, 143, 126, 100 ‘

RMP (6xido de deuterio)d§ (ppm): 1,00 (3H, d), 1,2-1,9 (4H/

m), 2,40 (3H, s), 2,6-3,0 (10H, m), 3,08 (1H, g), 3,16

(14, q), 4,08 (1H, q), 4,16 (1H, t), 4,94 (1H, 4).
' EJEMPLO 22

Se disuelven 151 mg (0,20 milimoles) de 1,2',6'~tri-N-
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de solucidn acuosa de bicarbonato sédico al 5%y 10 ml de

. 1,2-1,9 (4H, m), 2,48 (3H, s), 2,90 (24, q), 3,43 (3H, s),

¥ de identifica el compuesto como 1,2',6'-tri-N-benciloxicarbo-

1 2fiaden 10 ml de diborano en tetrahidrofurano {concentracidn:

62 -

agua. Desﬁués de'sacudir; se seﬁara la capa de adetatq de
etilo empleando un embudo de decantacién y se seca con sulfa-
‘tﬁ”séﬁico anhidro y a continuacién se concentra a sequedad a- |
presién reducida.

El residuo s6lido resultante se disvelve en una peque-
fia cantidad dé cloroformo y la solucidn cloroférmica se cargal
en una columna rellena con 25 g de gelrde'silice (Kieselgel
60). En esta etapa, la elucxon se realiza con una mezclia di-
solvente de metanol y cloroformo (2:98 en .volumen) y e‘ elua—
to'ée recoge en fracciones de}£>ml. Se combinan las fFaccio—
nes 29—54 que contienen el compuesto con una Rf = 0,49 en el
sistema disolvente C de lé Tabla II. Estas fracciones se con-
cengran a sequedad a presidn reducida, obteniéndose 30'mg de
un polvo blanco.

Las propiedades fisicas del compuésto sén las siguientes}

RMP (metanol-d,) § (ppm): 1,08 (3H, t), 1,02 (3H, d),

5,02 (6H, s}, 7,28 (154, s).

A partlr de las propiedades LISlCaq antes descrltas,

ni}—é—N—etil—fortimicina B. Rendimiento: 19 %.
EJEMPLO 23 |
Se disuelven 942 mg (1,0 milimoles) de tetra-N-bencil-
oxicarbonil-fortimicina A, obtenida por un método similar al

descrito en el Ejemplo 6, en 10 m) de tetrahidrofurano y se

i mol/litro). Despuds la mezcla de reaccidn resultante se agi-
+a durante 2 horas a la temperatura ambiente.

Una vez completada la reaccidn, se agrega a la mezcla
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1 nl de agua ?ara descomponer cuélquier exceso de diborano

y la mezcla de reaccidn se concentra a sequedad a presidn
reducida; El concentrado resultante se disuelve en 20 ml de
acetato de etilo x'deSpuésise“aﬁaden 10 ml-de solucidn ‘&cuo—
sa de bicarbonato isédico al 5 %. Desbués de sacudir la mez-
cla resultaﬁte, la capa de acetato de etilo se lava dos veces

con 10 nl de égua. Después la capa de acetato de etilo g2 se-

para y se seca conisulfato sédico anhidro y se concentra a
sequedad a presiénireducida. El concentrado resultanté di-
suelto en una pequefia cantidad de cloroformo, se carga en
una columna rellena con 40 g de gel de silice (Kieselgel 60).

La elucidn se realiza con una mezcla disolven*te Jde me-
tanol-cloroformo (2:98 en volumen) y'el eluato se recogs en
fracciones de 6 ml. Se combinan las fracciones 6—19 Guz con-
tienen el compuesto con una Rf = 0,70 ‘en el sistema diéolven—
te C de la Tabla II y estas fracciones se concentran a pre-
sibn reducida para obtenef’318 mg de polvo blanco.

Las propiedades fisicas del compuesto estén indicadas
a continuacifn: z

Espectru de RMP (metanol-d4)'6(ppm): 1,08 (38, d4), 1,2
1,9 (48, m), 2,35 (3§, s), 3,34 (3%, s), 5,02 (8H, s), 7,28
(20H, s). | |
’ A partir de los datos anteridres,.se identifica el com+.

s

puesto como tetra-benciloxigarbonil~[4—N—(2-aminoetil)fortimi4
cina B]. 7

Se realiza una elucién adicional con 250 ml de una mez
cla disolvente de metanol-cloroformo (1:9 en volumen) para ob-
tener fracciones gue contienen un compuesto con una Rf = 0,15
en el sistema disolvente C de la Tabla II. Las fracciones se

concentran a presidén reducida para obtener 266 mg de un polvo

H
!
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blanco.
" Las probiédades'fisicés son las siéuientes:
Esbectro de RMP (metanol—d4) 6(p§m): 1,08 (3H, 4),
1,2-1;8 (41, m), 2,37 (3H; s),:2,42 (36, 5); 3,40+(3H, 5),
5,98 (6H, s);'7:28 y ‘7,34 (15H total. s, respectiyamente).
A éartir de los datos anteriores} se idcntéfica el con

puesto como 1,2',6'-tri-N-benciloxicarbonil-4-N-(2-metilami-

noetil) fortimicina B.
) !

" EJEMPLO 24

Se disuelven 30 mg (0,039 milimoles) de 1;2‘,6f"£ri-
N-benciloxicarbonil- (4-N-etil) fortimicina B, obtenida en el
Ejemglo 22, en 10 ml de una solucibn metandlica de dcido clor
hidrico 0,1N y se afiaden alrededor Ge 2 mg de péladiorén car-
bén. Después se hace pasar hidrégeno_gaéeoso a travds de la
meécla de reaccidn a la temperatura ambiente y a la presién
étmosférica durante 8 horas. Una vez complefada la reaccidn
de hidrogenacidn, se separa el catalizador por filtracidn. El
disolvente del filtrado se elimina a presién redqcida. Asf
se obtienen 21 mg de un ?olvo Elanco. .

Las propiedades fIsicas del compuesto agi obtenido son
idénticas a las del compuesto obtenido en el Ejemplo 21-1 y
se\identifica como hidrocloruro de 4-N-etil-fortimicina B.
Reﬁaimiento: 97 %.

‘ | EJEMPLO_25

Se disuelven 310 mé (0,33 milimoles) de la tetra-N-ben
cilpxicarbonil—[4—N—(2—aminoetil)fortimicina B], obtenida en
el Ejemplo 23, en 20 ml de solucién metandlica de &cido clor-
hidrico 0,1N y se afiaden unos 20 mg de paladio al 10 % en
carbén. Despuds se hace pasar hidrdgeno gaseoso a través de

la nezcla de reaccidn, a la temperatura ambiente y a la pre-
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len carbén. Después se hace pasar hidrbgeno gaseoso a través
{1 de la mezcla de reaccidn a la tpmperatura ambiente y a la pre-

sién atmosférica durante 17 horas. Una vez completada la reac

:El concentrado resultante, disuelto en 5 ml de agua y ajustadq
la pH 6 con hidrbxido sddico 1IN, se carga en una columna relle-

lna con 10 ml de Amberlite CG-50 (forma NH4+). Después de car-

51én atmosférica durante 18 horas. Una vez completada la read
cidn de hldrogcnac1on, se separa el cutallzador por flltra—
cidén. El disolvente se separa del filtrado a presidn reduci-
da.. -El concentrado resultante, disuelto en 5 ml.de agua, se
carga en una columna rellena con Amberlite CG-50 (forma NH4+)
después de ajustarlo a pH 6 con hidrSxido s6dico 1N. Después
de cargada, se'emélean SO ml de agua y 100wl de amoniacqQ acuor
so 0,3N para lavar la columna y después se eluye con amoniaco
acuoso 0,5N. El eluato se recoge en fracciones de 5 mlé.Se
combinan las fracciones 6-43 que contienen el compuesto'con
una Rf = 0,4len el sistema disolvente A de la Tabla II. Estas
fracciones se concentran paré obtener 123 mg de un pélvo
blanéo. )
; Las propledades f151cas del compuesto asi obtenido son
ldéAtlcas a las del compuesto obtenido en el Ejemplo 19 y se
identifica como 4~N~ (2-aminoetil) fortimicina B. Rendimiento:
94 %.
'EJEMPLO 26

Se disuelven 261 mg (0,32 milimolés) de la 1,2',6'-trit
N-benciloxicarbonil-4-N- (2-metilaminoetil) fortimicina B, obte
nida en el Ejemplo 23, en 15 ml de solucién_metanélica de aci~

do clorhfdrico 0,1N y se afaden unos 20 mg de paladio'al 10 &

cién de hidrogenacidn, se separa el catalizador por filtracidn

y el disolvente del filtrado se elimina a presidn reducida.
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'gaéa; se eméleén 50 ml de agua.y 90. ml de amoniaco acuoso
0,3N bara lavar la columné y.desbués se eluye con amoniaco
ac oso.O,SN. El eluato séf}ecpge en fracciones de 5 ml. Se
combinan las fraéciones.ﬁ—lS que contienen ‘el compuestocon”-
una Rf = 0,43 en el sistema disolvente A de l; Tabla II. Es-
tas'fracciones se concentran para obténer 92 mg de un éol§o
blanco.
-.Lasrﬁropiedades fisicas del compuesto asi obterido son

las siguientés: 7

Espectro de masas m/e: 406 (' + 1), 375, 355, 296,
292, 264, 219, 143, 126, 100. 7

RMP (6xide de deuterio) g (ppm): 1,02 (BH; d), 1,2=1,9
(4H, m), 2,12 {3H, s), 2,41 (3H, s), 2,5-3,0 (§H, m), 2,08
(lH; qa), 3,16 (1H, t), 3,4 (1H, m), 3,41 (3H, s), 3,73 (11,
£), 3,84 (1H, q), 4,05 (1H, q), 4,15 (1H, t), 4,92 (1H, 4).

RMC (6xido de deuterio) § (ppm): 18,6, 27,0, 27,3, 35,6
40,6, 49,i, 50,4, 50,5, 54,7; 54,9; 57,4, 60,5, 71,3, 71,8,
75,2, 76,7, 80,5, 100,6.

sulfato:[a 2>’ = +68,0° (c = 1,0, agua).

A partir de los datos anteriores, el compuesto se iden-
tifica como 4-N- (2-metilaminoetil) fortimicina B.

EJEMPLO 27

cién utilizando los derivados N-benciloxicarbonilicos indica-
dos en la Tabla E para obtener los compuestos (IV) indicados

en dicha tabla, en cuya reaccidn se utilizaﬁ cantidades equi-
moleculares de los derivados N-benciloxicarbonilicos indicados
en la Tabla E en lugar del dcido L-(-)-y-benciloxicarbonilami-

no-g-hidroxibutirico.

De forma similar al Ejemplo 10, se lleva a cabo la reag.
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{16 -amino-g-hidroxivaleril) fortimi~ 5~amino-2-hidrosipentil] fortimicinal
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" TABLA E

Compuesto utilizado en lugar
del &cido L-(-)-Y-benciloxi-

carbonilamino-G-hidroxibutirico =~ = Compuesto (IV)
Acido DL-y-benciloxicarbonilaminos tetra-N-benailoxicarboni.l. (4~
-hidroxibutirico (DL~0-amino-Y ~hidroxibutiril)
fortimicina BJ
Acido 1r8 -benci loxi carbonilamino-a- tetra-N-benci Loxicarbonil-{ 4
hidroxipropiénico 1B ~amino-o-hidroxipropioril)
fortimicina B] | .
Acido H—benciloﬁcarbonilamino——d- .+ tetra-N-benciloxicarbonil~[4~
hideoxivalérico (1~6~amino~o-hidroxivalaril)

-

fortimicina B]
EJEMPLO 28
De Vforma similar a la descrita en el Ejeﬁplo 24, se
hacen reaccionar los derivado.s de tetra-N-benciloxicarbonil-
(2-N-acil sustitﬁido;»fortimicina B) indicados en la Tabla F
en Iilugar de la tetra-N-benciloxicarbonil-fortimicina A para
obtener los compuestos (V) de dicha Tabla F. |

TABLA F

de la tetra-N-benciloxicarbo Compuesto (V)

nil-fortimicina A

Tetra-N-benciloxicarbonil-[4-N- (I~ ' tetra-N-benciloxicarbonil-(4-1-[(S)

v ~amino-a-hidroxibutiril) fortimi- 4-amino-2-hidroxibutil] fortimicina
cina B B} y tri-N-benciloxicarbonil-{4-N-
[(s)-4-metilamino-2-hidroxibutil] for
timicina B}
Tetra-N-benciloxicarbonil-[4-¥- (DL~ tetra-N-benciloxicarbonil-{4-¥- (R,
Y —amino-O-hidroxibutiril) fortimi- §)~4~amino-2-hidroxibutil] fortimi-
cina B ' cina B) v tri-N-kenciloxicarbonil-

{4-N-{(R,S)-4-metilamino-2-hidroxibu-
til] fortimicina B}

Tetra-N-benciloxicarbonil-[4-N- (I~  tetra-N-benciloxicarbonil-{4-N- L(s)-

8 —amino-t-hidroxipropionil) forti~ 3-aminc-2-hidroxipropil] fortimicina

micina B) B}y tri-N-benciloxicarbonil~(4-N-
[(8)-3-netilamino-2-hidroxipropi 1) fory
timicina B}

Tetra-N-beniciloxicarbonil-[4-N- (I~  tetra-N-benciloxicarbonil-{4-N- L(s)-

cina B]
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EJEMPLO 29
Se repite el méfodo del Ejemplo 26 a excepcifén de que
se utilizan los derivados de tefra— o tri-N-benciloxicarbo-!
nil- (4-N~alquil spstituido:fortimicina B) .indicados en.la
i
siguiente Tabla Gjen lugar de la tetra-N-benciloxicarbonil-

[4-N- (2-aminoetil) fortimicina B] del Ejemplo 26.

TABLA G
Ejemplo n® Compuesto empleado
291 | Tetra-N-benciloxicarbonil- {4-N-[(S)-4-amit

* no-2-hidroxibutil] fortimicina B}

T

29-2 Tri—N-benciloxicarbonil—{4-N—[(S)34~metil
- amino-2-hidroxibutil] fortimicina B}

29-3 Tetra~N-benciloxicarbonil-{4-N-[(R,S)-4~
: amino-2-hidroxibutil] fortimicina B} -

20-4 Tri-N-benciloxicarbonil-{(4-N~{(R,8)-4-me~
tilamino-2-hidroxibutil] fortimicina B}

29-5 Tetra-N-benciloxicarbonil-{4-N- [{3)~3-amit
no-2-hidroxipropil) fertimicina B}

29-6 S Tri—N—benciloxicapbonil—{4—N-[(S)—3-metiL
amino-2-hidroxipropil] fortimicina B}

29-7 Tetra-N-benciloxicarbonil-{4-N-[{S)-5-amit
no-2-hidroxipentil] fortimicina B}

A partir de las respectivas prbpiedades fisicas, se

identifican los productos asi cbtenidos como los compuestos

A continuacidn se incluyen (1) el nombre de los com-
puestos y (2} las propiedades fisicas de los polvos'asi ob~
tenidos.

EJEMPLO 29-1 -

(1) 4-u-[(S)-4-Amino-2-hidroxibutil]fortimicina B

(2) espectro de masas m/e: 436 (M + 1), 417, 400, 387, 361,
344, 330, 222, 294, 259, 245, 235, 219, 207, 202, 143,
126, 119, 100. '
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a " RMC (6xido de deuterio) 6 (ppm): 18,6, 27,0, 27,3,
' 37,7, 38,2, 40,4, 50,3, 50,5, 54,9, 57,3, 61,5, 67,7,
70,1, 71,7, 75,2, 76,5, 80,5, 100,6
- Sulfato:[d]g30 ='+78,6° (¢ =1,0, agua) -+ o7
Andlisis elenental para Clgl-l 41N506.2,5I~12804.C£21~ISOII.31~IZO:
Encontrado: C, 32,62; H, 7,84; N, 8,64
Calculado: C, 32,30; H, 7,49; N, 8,97.

" BJEMPLO 29-2

(1) 4-N-[(S)—4-Metilamino-2-hidroxibutil]fortimicina B

(2) espectro de masas m/e: 450 (M+ + 1), 431, 400, 388,A3744
370, 361, 344, 336, 330, 308, 253, 245, 219, 207, 202,
143, 133, 126, 100 |
RMC (3xido de deuterio) & (ppm): 18,6, 27,1, 27,3. 34,4,
.35,4, 40,4, 48,0, 50,3, 50,5, 54,9, 57,3, 61,5, fiLQ,
67,4, 68,0, 70,8, 71,7, 75,2, 76,5, 80,5, 100,6;"r

1

Sulfato:hﬁ = +77,5° (c = 1,0, agua)

Andlisis elemental para 020343N506.2,5HZSO4.C2HSOH.H20:
Encontrado: C, 34,82; H, 7,44; N, 9,22
Calculado: C, 34,65; H, 7,65; N, 8,93.

EJEMPLO 29-3

(1) 4-N-[(R,S)-4-Amino-2-hidroxibutil] fortimicina B
(2) espectro de masas m/e: 436 (M'+ 1), 417, 400, 387, 361,
 .344, 330, 322, 294, 259, 245, 235, 219, 207, 202, 143,
126, 119, 100. i
Sulfato:[u]g40 = 4+92,5° (c = 0,2, agua)
Andlisis elemental para C19H41N506.2,5H20.C2H50H.4H20:
Encontrado: C, 31,44; H, 7,98; N, 8,48

Calculado: C, 31,57; H, 7,57; N, 8,76.




10

15

20

25

30

70 .

EJEMPLO 29-4

(1)_4—N~[(R,S)—4-Metilamino—Z—hidroxibutiI]fortimicina B

(2) espectro de masas m/e: 450 (M+ + 1), 431, 400, 388, 374,

370, 361, 344, 336, 330, 308, 259, 245, 219, 207, 202,
143, 133, 126, 100. T " T N

-

EJEMPLO 29-5 3

_ J

(1) 4=N-[(S)-3-Amijno-2~hidroxipropil} fortimicina B

(2) espectro de masas m/e: 422, (M* + 1), 403, 391, 361, 344
330, 308, 280,| 259, 249, 231, 219, 207, 202, 159, 143,

126, 105, 100.)

7 2 5 : . -
Sulfato:[a]D3 = +86,5° (c = 0,2, agua)

Andlisi :
sis elemental para C18H39N506.2,5HQSO4.C2HSOH.H20.

Encontrado: C, 32,85; H, 6,93; N, 9,23
Calculado: C, 32,87; H, 7,17; N, 9,58

" EJEMPLO 29-6

(1) 4-N- [(5)-3-Metilamino-2-hidroxipropil]fortimicina i
(2) espectro de masas m/e: 436 (M+ + 1), 417, 403, 321, 373,
361, 344, 330, 322, 313, 294, 219, 207, 202, 143, 126,
119, 99.
23°
]D

Sulfato:{ o = +74,5° (c = 0,2, agua)

f£lisis ¢ ant . 5 1.0 .
Anélisis elemental para C19H 4 lNSOG .2, JHZSO 4 CZIISOH . 3H20.
Encontrado: C, 32,48; H, 7,40; N, 8,71

Calculado: C, 32,30; H, 7,49; N, 8,97.

" EJEMPLO 29-7

(1) 4-N-[ (8)-5-Amino-2-hidroxipentil] fortimicina B
(2) espectro de masas m/e: 450 (M* + 1), 431, 387, 361, 344,
\2336, 330, 313, 308, 259, 219, 207, 202, 143, 133, 126,100} -
Sulfato{a g4° = +75,5° (¢ = 0,2, agua) ’
Anélisis elemental para C20H43N506.2,5H2504.C2H50H.H20:
Encontrado: C, 34,78; #, 7,72; N, 8,98

Calculado: C, 34,82; H, 7,44; N, 9,22

En resumen, la Patente de Invencidn gque se solicita

deberf recaer sobre las siguientes:
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" RETVINDICACIONES

! - 1. Un procedimiento para la produccién de derivados.

~N-sustitufdos de fortimicina B representados por la fér-

ula general (I-b):
]

?13
“H-NHo
ti:f/—f’ oy
T—C?’
NH |
2 CH.- -
, 2
(I"b) . . R2 -

donde R, representa un grupo alquilo,. un grupo hidroxialguid
lo, un grupo aminoalquilo N-sustituido (donde el su"+1Luyen-
te reprasenta un grupo amlnoalcullo o amincalquilcarbenilo)
O un grupo N-alquilaminohidroxialquilo, y sus sales -de adi-
cidn de 4cidos no téxicas y farmacéuticamente aceptables;
cuyo procedimiento consiste en hacer, reaccionar fortimicina

B representada por la férmula (11):

CH,4
Hjy ‘
~ NE, NH
CH-MH2 ”f//OH
N g
N O 0CH, )

con un agente enmascarador del grupo amino, en un disolvente
apropiado;
hacer reaccionar el compuesto obtenido en la etapa antg

rior de férmula (III):
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{donde R

(T1T)

3
puesto de férmula (VII)

es un grupo enmascarador del amino) con un com-

R‘2-CH2—X (VviI) -
{donde R'2 representa un grupo alquilo, un grupo hidroxi-
alguilo, un grupo carbamoilaminoalguilo, un grupo N-alquil-
aminoetilo, un grupo N—alquilaminohidroxialquilo, m grupo
aminocalguilo sustituidg.(el'sustituyente es un gruno énmas-
c%xador del amino), un_ grupo aminohidroxialqgilo sustitufdo
(él-sustituyente es uﬁ grupo enmascarador del amino), o
un grupo aminoalquilo Nrsustituidd (el sustifuyente represey
ta un grupo aminometilcarbonilo sustituido cuyo sustituyen-
te a su vez es un grupo enmascarador del amino) y X repre-
senta cloro, bromo, yodo, un grupo &ster metanosulfonilico
o un grupo éster p-toluensulfonilico), en un disolvente aprg
piado, para alquilar el compuesto de férmula III);
i geparar el grupo R3 enmascarador del amino Qel compues
fo,obtenido en la etapa anterior de férmula (V):

H-NHR3 NE N-CH,-R', -

0 oH
\ 0
T
~ ocH
3
R,

(V)
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-dida entre 10° y 80°C durante 10 a 20 horas.

. {donde R‘ﬁ Yy Ry tienen el significado dado anteriormente) y

si es necesario, hacer reaccionar los derivados 4-N-
sustitufdos de fortimicina B asi 6btenidos, representados
pof la férmula general (I-b) con un &cido no tbxico'y far-
macéuticanente aceptable.

"2, On procedimiento segfin la Reivindicacidn 1, donde
la reacciéﬂ del compuesto de férmula (III) con el compuesto

de f6rmula (VII) se lleva a cabo a una temperatura cumpren-

3. Un procedimiento segfin la Reivindicacidn 1, -donde
el agente enmascarador del amino estéd seleccionado .sntre

los siguientes reactivos enmascaradores:

0
o]
Rs. I /
CH, -0-C~ 0N
2
R6 . , . £
CH

BT T
CH,-0-C-Y , H3c—-—-ff—o—c-w3,,

(3

CH,
CH3 : ,
H3C-C—O-C-S \ , @"" ¢ -

0

I

CH:._B-O_C"Y 7 ) C2H5""O"

QO—=0O

1
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1 ’ - 0

NO

; I ' 1l E
R‘~CH2-C—OH ' SjQH, C2H5-0-C-Nb
' o

2 .- . - O
o~ : : : '

[donde Re v R6 pueden ser iguales o diferentes y represen-

tan H, OH, NO,, Cl, Br, I, grupos alquilo (de 1 a 5 &tomos

de carbono), grupos alcoxi (de 1 a 5 &tomecs de carbono] ; 37
~ i

repreéenta H, ¥, ClI, Br, I o un grupo alquilo {de 1a5 l

- &tomos de carbono) e Y representa Cl, Br o I].

4. Un procedimiento segfin la Reivindicacién 3,:dond

el agente enmascarador del amino estd seleccionado-entre

N

los siguientes grupos enmascaradores: ~;f
o ' "o
Ry N
/ CH -0~ Lo
. 0
CH3
| N N
CH C-O-C—
’ l
v——C - ’ CcH

e

(donde RS' Rg e Y tienen los significados dados anterior-
mente) .

5. Un procedimiento seglin la Reivindicacifén 1, donde
la reaccidn del compuesto de fdrmula (II) con el agente

enmascarador del amino se lleva a cabo a una temperatura

comprendida entre 0° y 120°C, durante 2 a 24 horas.
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6. Se reivindica por Glbimc como.objeto sobre cl

gque ha de recaer la Patente de aneuo'én que se solicita:

N PROC TDIFIENTO PARA IA PRODUGCIOW DE DERIVADOS 4—N—SUSWI—

TUIDOS DE FORTIMICINA B.

‘Todo-conforme gueda deserito y reivindicado en la
presente Memoria descriptiva que consta de setenta y cinco
piginas mecanografiadas.

Madrid, 23 sepbiembre 1.977

BERNARDC UNGRIA
P13} ;"""'
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