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- I.~ Reswmen del invento

‘eina. / Kaweguchi y otros., J. Antibiotie, 25, 605(1072),

Hoja nom. |

.

Estg invento se refiere a nuevos derivados de an
tibidtico de aminoglicdsido que tienen una excelente accidy
entimicrobisna. Mas particularmente, se refiere a nuevos
derivados de antibidticos de eminoglicdsido y sus sales
gue contienen un resto de 2-dgsqxiestreptamina CuUyo grupo
1-gmino estd sustitufdo con un dcido pirrolidincarboxilico
o écido piperidincarboxilico. .

Se ha intentado me jorar ia actividad antimicro-
biana y el'espectro'de los antibidticos de eminoglicdsido
por introduccidn de un grupo acilo especificado en el gru~
po 1-amino del resto 2-desoxiestreptamina. Por ejemplo, la
emikacina derivada de la kenamicina A es un derivado repre
sentativo cuyo grupo 1-amino estd acilado con dcido 4-gmi-
no-2-hidroxibutirico. Se sabe que la emikzcina es eficaz
contrs las bacterias resistentes o la‘kanamicina perc ¢on

aproximadamente el mismo grado de toxicided que la kandml—

Patente de EE.UU. 3.781.268 (1973), Fualsawa y otros, J.
Antibiotic, 27, 677 (1974)_7.

. Se ha descubierto por el autor-del presente inver
+0 due el blogqueo del grupo 1-amino de ios antibidticos de
aminoglicésido con Acido pirrolidincarboxilico o piperidin-
carboxilico o sus derivzdos de N-alcohilo me jora grandemen-
te la actividad antimicrobiana y ademis smplia le activi-
dad eﬁectiva contra las cepas resistentes a los eminoglicd-
sidos. El presente invento estd basado en este descubrimiend
%o, ' ' .

Los nuevos derivados de antibidtico de aminogli-

cbésido de este invento pueden representarse por la férmuls
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-ceneral siguiente (I):

estreptauina estdn representados por la férmula general (1

| , ) Hoja ntim. 2.

Ncq oI
'

' (CH?.)n
nt HO 0 T

' ' R AR
HO -

IR AAVE
' . -+.RY R
e = . (1)

. v e e

(en 1a que R es un dtomo de hidrégeno, alcohilo inferior o
aralcohilo;'R1 es aminometilo, hidroximetilo, metilaminoze
tilo o 1-metilgminoetilo; RZ, a3 y RO representan indepén,
dientemente un Atomo de hidrdgeno o un grupo hidroxi; R*
es un grupo hidroxi o aminoj R? es un grupo aumino o metila—
mino; R! es un grupo hidroxi; o metilo; 28 es un 4tomo de
hidrégeno, hidroximetilo o carbamoiloximetilo; la linea de
puntos representa lz presencia o augencia de un doble enla-
ce, n es el ntmero entero 1 ¢ é).

Los sminoglicdsidos empleados como materiales de

partide en este invento que contienen el resto de 2-desoxi-

HN NH,
0
HO
0
0
R’ 8 (11)
RS R7

b i
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—(en donde rR1.R v la linea de puntos tienen el mismo signi

OH;R3=H; R4=lH,; RO=FH,; RO=H; R7=0H; RO=CH,0H) /Tproducida

‘monospora echinospora ATCC 15837 (NRRL 2985), Micromonospo-

factor 5' (R1=CHpNHy; RP=OH; R3=H; R4=NH,; RO=NHp; RO=H;

Hoja n6m. 3

8
ficado que se ha mencionado snteriormente). Representati-
f -

vos de los compuestos (II) incluyen tobramicina (R1=CHyNH,;

por Streptomyces tenebrarius ATCC 17920 y 17921; patente
de Estados Unidos 3.691.279_7, kenamicina A (R1~"H21H?,
R2=0H; R3=0H; R4=OH; RO=NH,; RO=H; RT=OH; R°=CH,OH), kena-
micing B (R! =CHIH, ; R2=0H; R3=OH; R4=NH,; RI=MNH,; RO=H;
rT=0H; R —CHZOH) v kensmicina C (RV=CH,OH; R®=OH; R3=OF;
Ré=1E,; RO=NH,; RO=H; R7=0H; R8=CI,0H) /producida por
Streptomyces kanamyceticus ATCC 12853 y 21252; patente de
Estados Unidos 2.931.798), didesoxikanamicina B (dibekaci-
na) (R1=CHyNHy; R2=H; R3=H; RA=NH,; RO=nH,; RO=H; RT=CH;
r8= =CH,0H) / producida por Streptomyces kanamycetlcus A7CC
21259, 21260 y 21261; patente de Estados Unidos 3.753.974_7
gentemicina O (R1=CH(CH;)NECH;; R%=H; R3=H; R%=NHp; K =
=NHCH;; RO=OH; RT=CHy; RO=H), gentamicina Cp (R1=CH(CH;)HH;
R2=H; R3=H; R4=NH,; R5=HHCH3; RO=0H; R7=CH3; RO=H), genta-
micina Cqo (R1=CH,NHp; R2=H; R}:H; RY=NHy; RP=NHCH,; RO=OH;
R7=CH,; ’3=H) y gentamicina B (R'=CHpNHp; RP=H; R3=0H;
R*=OH; RO=NHOH,; RO=OH; R'= =CHy; R8~H) [producida por Micr

ra echinospora var. ferruginea ATCC 15836 (NRRL 2995), Mi-
cromonospora echinospora var. pellida ATCC. 15838 (NRRL 2996
y Micromonosporé'purpurea ATCC 15835; patente de EE.UU.
3.091.572 y 3.136.704_7, nebramicina factor 4 (R1=CHyilHy;
R2=OH; R3=0H; R¥=NH,; RO=NHp; RO=H; R7=OH; RO=CH,0CONH,) y

R7;OH; R8=CH2000NH2) / producida por Streptomyces tenebra-
rius ATCC 17920 y 17921; patente de EE.UU. 3.691.279_7, si-

R?=

-

-

S
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| (NRRL 3292); patente de Estados Unidos 3.907.771 y 3.832.2§

] : Hoja ntm.. 4 .

Fsomicing (R1=CHpNH,; R®=H; R3=Ij; R4=NH,; RP=NICH;; RO=OH;
R7=vH3; R8=H; linea de puntos = la presencis de doble en-

lace_/ producide por Nicromonosphora inyoensis ATCC 27600

¥y similares. Log nombres genéricos de estos compuestos (II)

y sus sustituyentes estin enumerados en la Tabla 1.
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R En la férmule general sntes mencioneds (I), alco

{ propilo, isopropilo, butilo, iéobutilo, sec~butilo; aralco

hilo inferior como R significe alcohilo de C{ a Cz, parti-

cularmenfe glcohilo de Cy a C3, por ejemplo metilo, etilo,

/ .
hilo significa aralcohilo de 07 a Cqgy por ejemplo bencilo;
feniletilo, 1~fenil-etilo, 3~fenilpropilo. '

 Los nuevos derivados de antibiéticos de emonigli
cdsido (I) de este invento incluyen las bases libres y lés
agles de los mlgnmos, particuiarmente.las saeles de adicidn
de dcido no féxicas, por ejemplo, sales con &cidos inorgu-
nicos teles como deido clorhidrico, dcido bromhidrico, dci
do yodhidrico, dcido sulfirico, deido fosférico, dcido car
bénico, y similares, y sales con écidos organicos tales co
mo gcido acético, dcido fumérico, dcido malico, dcido far-
térico, dcido maleico, dcido citrico, dcido mendélico, &dci
do ascdrbico, dcido gdlico, y similares.

Representativos de los compuestos (I) son:

1) 1~¥-(4~hidroxipiperidin-4~carbonil }tobramicina
2) 1=-N-(4-hidroxipiperidin-4~carbonil )kanamicina A
3) 1-N-(4~hidroxipiperidin-4-carbonil )kansmicina B
4) 1-F-(4~hidroxipiperidin-4~carbonil )kanamicina C
5) 1-N-(4~hidroxipiperidin-4-carbonil)didesoxikanenicina B
6) 1-N—(4~hidroxipiperidin~4—carbonil)gentamicina Cq
%)-1-N—(4~hidroxipiperidin—4-carbonil)gentamicina Co
8) 1-N-(4~hidroxipiperidin-4~carbonil )gentemicina Cq
9) 1-N-(4-hidroxipiperidin-4-carbonil)gentamicina B

10) 1=N=(4-hidroxipiperidin-4~-caerbonil )nebramicina factor 4

11) 1-I~-(4-hidroxipiperidin-4-carbonil)nebremicina factor 5
12) 1-N-(4-hidroxipiperidin-4~carbonil )sisomicina

13) 1-H=(3-hidroxipirrolidin~3-carbonil )tobramicina




Pe ) ] ' 7 : Hoja nGm. 7

1 {14) 1-F=(3-hidroxipirrolidin-3-carbonil )kanamicina A
15) 1-H-(3-hidroxipirrolidin-3-carbonil )kanamicina B
16) 1~F-(3~hidroxipirrolidin-3-carbonil)kananicina C
17) 1-N;(3-hidrokipirrolidin—3-carbonil)didééoxikanamicina B
5| 18) 1-N-(3-hidroxipirrolidin-3-carbonil)gentemicina Cq
19) 1-N—(3—hidroxipirrolidin—3—carbonil)géntamicina Co
20) 1-H-(3-hidroxipirrolidin-3-carbonil)gentamicina Gqy -
21) 1=N-(3-hidroxipirrolidin-~3-carbonil)gentamicina B
22) 1—H-(3-hidroxipirrolidin—3—cérbonil)nebramicina fachor |4
10 | 23) 1-F-(3-hidroxipirrolidin-3-carbonil )nebramicina facter |5
24) 1—H~(3—hidroxipirrolidin—3-carbonil)siéomicina
25) 1-N-(1—mefil-3-hidroxipirrolidin—3-carbonil)tobramicina
26) 1-N-(1-metil-3-hidroxipirrolidin-3~carbonil )kenamicina 4
27) 1=N-(1-metil-3~hidroxipirrolidin-3—~carbonil )kanamicing |B
15 | 28) 1-N—(1-metil—3~hidroxipirrolidih—3-carbonil)kanamicina c
29) 1-H-(1-metil-3-hidroxipirrolidin-3~carbonil)didesoxi~
kanamicing B
'30) 1=¥~(1-metil-3~hidroxipirrolidin-3-carbonil)gentemici~
na C1
20 | 31) 1-F=(1-me$il-3-hidroxipirrolidin-3-carbonil)gentamici~
na Co )
32) 1-N-(1-metil-3-hidroxipirrolidin-3~carbonil )gentemici~
ne Cqg '
33) 1=N=-(1-metil-3-hidroxipirrolidin-3-carbonil )gentamici-
25 na B o
34) 1TN-(1-meti1~3—hidroxipirrolidin—3—carbonil)nebramicine
factor 4
-35) 1=N-(1-metil-3-hidroxipirrolidin-3~-carbonil )nebramicingd
factor 5! ‘
30 | 36) 1-N-(1-metil-3-hidroxipirrolidin-3-carbonil)sisomicina

21117




10

15

20

25

30

21117

Ho)a nOm. 8

+-37) 1-H~(1-isopropil-3-hidroxipirrolidin-3-carbonil )tobra~

micing
38)'1-N—(1—isopropil—}—hidroxipirrolidin-3~carbonil)kanami-
. cina A
393 1—N—(1~isopropil—3-hidroxipirrolidin—3~carbonil)kanami~
cina B .

40) 1=N=(1-1s0propil-3~hidroxipirrolidin-3-carbonil )canssii ]
cina C . : j ’

41) 1-N-(1-isopropil-3-hidroxipirrolidin-3-carbonil)aideso-
xikanamicina B

42) 1-F~-(1-isopropil~-3~-hidroxipirrolidin-3-carbonil )genta~
micina Cy '

43) 1-N-{1-isopropil-3-hidroxipirrolidin-3-carbonil )genta~
micina G,

44) 1=N=-(1-isopropil-3~hidroxipirrolidin-3—-carbonil )genta-
micina C1a '

45) 1=il=(1~isopropil-3-hidroxipirrolidin-3-carbonil )genta~
micina B

46). 1-N=(1-isopropil=-3-hidroxipirrolidin-3-carbonil )nebra-
micina factor 4 |

47) 1-N~-(1-isopropil-3-hidroxipirrolidin-3-carbonil )nebra—

micina factor 5!

48) 1-N-(1-isopropil-3-hidroxipirrolidin-3-carbonil)sisomi
cing .

49) 1-N-(1-bencil-3-hidroxipirrolidin-3~carbonil )tobramici-
na | '

50) 1-N-(1-bencil-3~-hidroxipirrolidin-3-carbonil)kanamicing

51) 1-N-{1~bencil=-3~hidroxipirrolidin~3-carbonil )kenamicing

52) 1-N-{1-bencil=3-hidroxipirrolidin-3~carbonil)kanamicing

-53) 1=N~(1=bencil~3-hidroxipirrolidin=-3-carbonil )didesoxi~
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54)

| 55)

56)

57)
58)
59)

60)
61)

62)

63)

64)

65)
66)
67)
68)

69)

70)

Hoja ntm. 9

kanamicine B
1-H-(1-bencil-3-hidroxipirrolidin-3-carbonil )gentemici
na G4 ' | 7 _
1—N—(1—bencil—3~hidroxipirrolidin-3-carb5nil)gentamiciu
na Co |
1-H—(1-bencil—3-hidroxipi:rqlidin—B-qarbonil)gentamici—
na Cq [

1-F-( 1-bencil-3-hidroxipirrolidin-3~carbonil)genten ci-
ng B '

1-T—( 1-bencil-3~hidroxipirrolidin~-3~carbonil Jnebramici
ng factor 4

1=~ 1-bencil-3-hidroxipirrolidin-3-carbonil Jnebramrici
na factor 5!
1-N-(1-bencil-3-hidroxipirrolidin~3-carbonil)sisomicing
1=H-(1-etil-3-hidroxipirrolidin-3-carbonil )tobramicina
1-N~(1—etil—3—hidroxipirrolidin-3-carbohil)kanamicina 4
1-Y-(1-etil-3-hidroxipirrolidin~3~carbonil )kanamicina 1
1~N—(1—etil—3—hidroxipirrolidin—3-carbonil)kanamicina g
1-N-(1-etil—s-hidroiipirrolidin—3-carbonil)didesoxika-
namicina B .
1-M-(1-etil-3-hidroxipirrolidin-3-carbonil )gentamici~
na 04
1=N=(1=etil-3-hidroxipirrolidin~3~carbonil )gentamici-
na Co
1-H-(1-etil-3~hidroxipirrolidin-3-carbonil )gentauicim
na Cqg '
1;HF(1;étil—3—hidroxipirrolidin-3-carbonil)gentamici—
na B
1=H-(1-etil-3-1idroxipirrolidin-3-carbonil Jnebremicins

factqr 4
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| pleados en la sintesis de péptidos, que pueden separarse

Hoja nam. 10

-71) 1=-li-{ 1=etil-3~hidroxipirrolidin-3~-carbonil )nebrauicing
factor 5'

72) 1-N-(1-etil-3~hidroxipirrolidin-3-carbonil )sisomicina

/ II. Preparzcién

Los compuestos de este invento pueden prepararse

fécilmente haciendo reaccionar dichos eminoglicésidos (II)

con dcidos carboxilicos de la férmule general (III) ‘i'f
Hooc on -, )
ﬁgnz)n - e
? o .
IIT
X (111)

mds particularmente, pueden revresentarse por la férmula gg

neral:

HOOC, OH HOOC  OH

.

N - .
| (zxxa) | & (x1ID)
R _ .
v
(en donde R y n tienen los mismos significzdos que se han
mencionado anteriormente) o sus -derivedos reactivos.
Puesto - que 1os eminoglicdsidos de partida tienen
muchos grupos funcionales (por ejemplo, grupos amino) dis-|
tintos del grupo 1-amino que han de acilerse, es apropiado
protegerlos opcionalmente por grupos protectores. Pueden

empleerse todos los grupos protectores ordinariamente em-

" fécilmente después de la acilacién del grupo 1~zmino. Tales

grupos incluyen benciloxicarbonilo que puede opclonzlmente




10

15

20

25

30

21117

| para proporcionar cianhidrine de N-benoiipiperidona, hidro-

Hoja nam. 11

'

L estor sustituido en el nicleo de benceno, t-butiloxicarbo-
nilo, t-amilogieafbonilo, metoxicarbonile, etoxicarbonilo,
tosil(t~toluensulfonilo), tritilo, formilo, trifluorocacetl |
lo, ftaloilo, m-nitrofeniltio, trifenilmetil%io y simila-~
res. ,

Los derivedos reactivos de los écidos carboxili~
cos antes mencionados empleados como aéentes acilantes in-
éluyen los ordinarismente utilizedos en la sintesis de pépA
tidos, pér ejemplo haluros de doido, szidas de dcido, enhi-
dridos de &cido, enhiidridos de 4cidos mixtos, ésberes resg
tivos y similaves. Ejemplos de estos derivados hen sido
descritos en uSynthesis 453 (19%2) y Peptide Synthesis 75
a 135 (1966) por M. Bodanszky y otros. En los sgentes-ce
acilecidn, cuando R es un atomo de hiérégeno, es deseable
proteger el dtomo del nitrégeno del esqueleto medliante un
gfupo proﬁecfor adecuado, por ejemplo, los mismos que ge
mencionan en la proteccidn del aminoglicésidb. Los agentes
de acilacidén pueden prepararse fdcilmente de un modo con-
vencional. Por ejemplo, el N-bendiloxicarbonil-4~hidroxipi
peridin-4-carboxilato de N—hidfoxi-succinimido puede prepa
rarse haciendo reaccionar N-bencilpiperidona con cienuro dg

hidrdégeno o cianuro de potasio en tetrzhidrofuranc seco

lizando esta Ultima con édcido clorhidrico concentrado para
proporcionar el derivado de 4dcido carboxilico, desbencilar
éste Gltimo por hidrogenacidn catelitica, hacer resccionar
este @ltimo con cloruro de benciloxicarbonilo para propor-
cionar dcido H-benciloxicarbonil-4~hidroxipiperidin-4-car-
boxilico, y a continuacién esterificar este Ultimo con N-

-hidroxisuccinimida. EL F-benciloxicarbonil-3-hidroxipirro
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N Hofa ntm. |2

-1lidin-3=-carboxilato de N-hidroxisuccinimido puede preparasr
se del modo que se ha mencionado anteriormente.

La acilacidn de aminoglicésidb en este invento
se consigue haciendo reaccionar los materiales de partida,
aminoglicdsidos, cuyos grﬁpos funcionales distintos del gry
po 1-gmino estan protegidos, con el egente de acilacié? en
terior en un disolvente adecuado. Al llevar a cabo la.ééi—

lacidn, se emplea una cantidad equimolecular o una canh@ﬂéd
en exceso Ge agente acilante, preferiblemente aproxima&gﬁég
te 1,0 a 2,0 moles, pare un mol de eminoglicdsidos. La “feinr
peratura de reaccién es O a 359C, preferiblemente 20 & 252(

Ejemplos de los disolventes empleados son 1os-al-
coholes inferiores tales como metancl, etenol y etilenglii~
col, ésteres tales como éter dietilico, 1,2-dimetoxietsano,
tetrahidrofursno y dioxano, cetonas tales como acetona y
metiletilcetona, dimetilformemida dimefilacetamida, piridi-
na, agus, y similares, y pueden usarse s0l0s 0 como una
mezcla de dos o mds de ellos.

Después de le terminacién de la acilacién, los
grupos protectores se separan ﬁe modos convenclonales tales

como tratamiento con dcido o hidrogenacidn catalitica pera

proporcionsr los compuestos deseados.

III.-Eféctos v empleo

Log derivados de antibidticos de aminoglicdsido
¥y las sales no téxicas de los mismos preparadas en este in-
vento exhiben excelentes actividades antimicrobienas. Son
veries decenas de Veces més activos que los aminoglicésidog
no gcilados correspondientes frente algunas especles de bag

terias gram-positives y grem-negativas. Por ejemplo, la Ta-

-




Hoja ntim. 13

1- | bla 2 indica las concentraciones inhibitorias minimas compg -
rativamente (CIM, pg/ml)-de 1-N-(4=nidroxipiperidin-4-car-
bonil)%obramicina,.tobramicina, gentamicina,;sisomicina y
kanemicing A. La Tebla 3 indice la CIM (pe/ml) de 1-F—(3-
5 | —hidroxipirrolidin~3~carbonil)tobremicina, tobramicina,

1-H;(3—hidroxipirrolidin—3-carbbni1)kanamicina A y kanami-

cina A,

Pable 2 CIE de 1)derivado TOB, 2)oB, 3lem, Hlssi, y S)mr

10
(pa/ml)
Bacterias - der. 708 TOB G SSM Ki~-A
15 | Pseudomonas aerugingsa ' '
. PP-6 6,25 50 »200. 200 200

Pseudomonas aeruginosa
TB-121% 12,5 100 100 200 >200

Pseudomoneas aeruganGa

TB-151% 6,25 100 100 >200 >200
Staphylococcus aureus ‘
20 ATCC 25923 1,56 1,56 0,78 1,56 6,25
Escherichia coli W—6Zj/ .
/IR 762 5,25 100 100 50 3200
Escherichia COll W—SZ// ' .
i JR 214 1,56 50 100 25 »200

Klebsiella pneumoniae
K1-38 1,56 3,13 0,78 0,39 >200

25
Proteus miresbilis TB—617 6,25 12,5 25 12,5- »200
" vulgaris TB-162% 6,25 12,5 6,25 12,5 200
Nota: 1) Derivado TOB significa 1-N-(4-hidroxipiperiiin-4-

30 —~carbonil )tobramicina.

21117
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Hoja nGm. 1 4.

- 2) TOB significa tobramicina
3) GM significa gentamicing
4) SsM significa sisomicing
/ 5) Kli~A significa kenamicina A
¥ muestra los orgenismos resistentes a la tobramici-
ng.
Tabla 3 OIM de 1)derivedo T0B, 2)10B, 3)derivedo KM-4 y -
(pg/ml)
Bacteries der. TOB TOB der. Ki-A Ki-A
Staphylococcus aureus 80285 0,39 0,78 12,5 >100
Escherichia coli TB-T05 3,13 6,25 25 >100
" " §-677/7R 214% 0,78 100 - 6,25 »100
Klebsiella pneumonige K1-38 0,78 1,56 3,13 2>100
Enterobacter cloacae CI-83 0,78 0,78 3,13 >100
Serratia marcescens Ma-26* 12,5 50 6,25 >100
Citrobacter freundii Ct-31 0,78 3,13 3413 >1CO
Proteus mirabilis TB-617 1,56 12,5 6,25 >100
" yulgaris TB-162% 1,56 6,25 3,13 >100
n pettgeri Ret 33 0,78 1,56 1,56 3100
Pseudomonas aeruginosé PP-6% 3,13 >100 12,5 >100
n "o mB-151% 3,13 100 6,25  >100
Nota: 1) Derivado TOB significa 1-N-(3-hidroxipirrolidin-3-
.~carbonil )tobramicina '
2) T0B significa tobramicina ,
3) Derivado Ki-A significe 1-N=-(3-hidroxipirrolidin-
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riales higiénicos.
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4) KM—Alsignifica kanamicina A

¥ Significa los organismos resistentes a la tobremi-

cina. '

Como puede verse de lgs Tables 2 y 3, los compues

tos (I) de este invento son agentes antimicrobianos valio-

sos.eficaces contra diversas especies de bacterias gram—po-

sitivas y grem-negativas y Utiles como medicamentos utili-

zodos para seres humanos y otras varias clzses de animzles.
Pueden empiearse en;la prevencién o tratamiento de infec-
ciones causadas por bacterias gram—positives (por ejemplo

Staphilococcus aureus, Bacillus anthracis) y bacterias

gram-negativas, por ejemplo FEscherichia coli, Klebsiells

pneumonize, Proteus mirabilis, Proteus vulgeris, Pseudomo-
nas seruginosa). Los compuestos I de este invento puedlen

también emplearse como desinfectantes para impedir el desa-

rpollo de bacteries vivas en alimentos perecederos o mete-

Tos compuestos I de este invento pueden emplearse
en vng amplia variedad de formés de dosificaciln orales o
parenterales sélos o eﬁ mezcla con otras sustencias coac-
tuantes. Las composiciones farmacéuticas pueden ser una mez
cla de 0,01 a 99% de los compuestos (I) con un excipiente g
excipientes farmacéuticos que pucden ser un material solido
o un materizl liquido en los cuales los compuestos (1) son
solubles, dispersables o susceptibles de poner en suspen-
sién. Pueden estar en forma de dosificacién unitaria. Las
composiciones sélidas pueden estar en forma de tablelas,
polvos, jarabes secos, trociscos, granulos, cépsulas, pildo

ras, supositorios, o preparados sélidos similares. Las com-
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~posiciones liquides pueden estar en forme de inyeccicnes,

—

unglientos, dispersiones, liguidos por inhalscibn, suspensig
nes, solucionés, emulsiones Jarabes o elixires. Puede
emvlearse cualquier diluyente (por ejémplo glmiddn, sacaro
sa, lactosa, carbonato de calcio, caolin). Agentes de re-
lleﬁo(por ejemplo, lactose, agdcar, sal, glicina, glmidén,
carbonato de caleio, fosfato de calcio, caolin, bentonits,
talco, sorbita); aglutinente (por ejemplo almiddn, acacia;
geleting, glucosa, alginato de sodio, gome de tregacanto,
carboximetilcelulosé, sorbita, polivinilpirrolidona); de-~
sintegradores (por ejemplo almiddn, sgar, carbonatos, lau-
rilsulfato de sodio), lubricentes (por ejemplo dcido estedat
rieco, talco, parafina, &cido bdérico, silice, benzoato de
sodio, polietilenglicol, aceite de cacao, sulfato de magneg
sio); agentes emulsificantes (por ejemplo lecitina, mono-
leato de sorbitédn, goma acacia); agentes de puesta en sus-
pensién (por ejemplo sorbita, metilcelulosa, glucossa, jaray
be de azlcar, gelatina, hidroxietilcelulosa, carboximetil-
celulosa, gel de estearato de aluminio, grasas hidrogena-
das); disolventes (por ejemplo‘agua, acelte de caczhuete,
aceite de sésamo, oleato de metilo); conservadores (por
‘ejemplo para-hidroxibenzoato de metilo o de etilo, gcido
sbrbico); agentes colorantes comestibles, sustancias aroma-
ticas, agentes solubilizantes, tampones, agentes estabili-
zantes, agentes dispersantes, sgentes humectantes, antioxi—
dentes y similares, pueden emplearse en los modos conven-
cicnales en tanto que no afecten adversamente a los compueg
tos (I)ﬂ

Log compuestos (I) de este invento, particular-

nente sus sulfatos son ficilmente solubles en agua y conve
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_nientemente se emplezu en forma de soluciones para inyec~

disolverse en disolventes acuosos u Oleosos para inyeceidn

para dar una solucibn inyectable en une ampolla; con el

‘puede contener 0,01 a 99% del compuesto (I) de este inven-

$0 junto con una cantidad necesaria de excipiente farmacéu-

seres humanos o animales domésticos, que comprende adminis-

este invento en una Gosis dividida o tnica de 0,01 a 5 g/kg

Holn ntim. 1 7

ciones intrevenosas, intramusculares 0 subcutdneas, de
I4

acuerdo con un método convencionel. Los compuestos I pueden

fin de conservear el preparadotinyectable durante un largo
periodo de tiempo, es apropiado preparar un preparado en
vial gue contiene polvo cristaliho, mierocristalino o lio—
filizado el compuesto (I). EL preparado en vial puede &i-
solv@rse 0 ponerse én suspensidn en dichos disolventes pa~
ra inyeccidn inmediztamente antes de su uso. El preparado
puede. contener dichos conservadores.

Ademds, los compuestos (I) de este invento pueden
emplearse como supositorios, unglentos para empleo tépice
u oftédlmico, polvos para empleo tépico y preparaciones si-
milares preperables de acuérdo con los métodos bien conoci-

dos para los expertos en la técnica. La preparacidn exberns

tico dado antes.
Este invento tambidn proporciona un método para

tratar o prevenir infecclones originada: por bacterias en
trar o los seres humanos o animgles los compuestos (I) de

al dig por inyeccién a 0,01 a 10 g/kg al dia para adminis-
$racién orel, 6 0,01 a 10 g al dia por una aplicacidn t6pi~
ca a intervalos de 3 a 12 horas.

El método es aplicable para tratar orprevenir al-~

gunas enfermedades infecciosas causadas por bacterias sensi
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hles a los compuestos de este invento, por ejemplo egtafi-
lodermia, untropoéoonosis, cigtitis, pielitis, neumonia,
neumonitis, bronquitis, nesofaringitis eplemética, tonsiii—
tig, rinitis, dérmatitis, pustulosis, accesos, infecclones
en las heridas y en los téjidos blandos, infecciones de o0i-
dos, osteomelitis, septicemia, enteritis, infecciones del
tracto urinario, y plelonefritis.

Preferiblemente, los compuestos (I) de este inven
t0 se dan a un paciente en forma de una preparacion farma-
céutica, por eaemplo polvo, jarabe seco, tabletas, pastl—
llas, grénulos, capsulas, ‘pildores, supositorios, 1nyeccio—
nes, unglentos, dispersiones inhaladores, suspengiones, so0-
luciones, emulsiones, jarabes y elixires. Puede ester on
ung forma de dosificecidén unitaria, por ejemplo tabletes,
pastillas, cépsulas, inyecciones, viales, granulos 0 DPOLYO
en un recipiente de empequetamiento separado.

Los ejemplos siguientes se dan para ilustrar wés

este invento.

Ejemplo 1
Preparacidn de K-benciloxicarbonil—4~hidroxipipeo

ridine-4-carboxilato de N-hidroxisuccinimido

a) A wna solucién de 10,0 g (53 milimoles) de N~
-benéilpiperidona en 14 ml de tetrahidrofuranc anhidro se
afaden 23 ml (3,6 equivalentes) de una solucién al 25% (en
peso; lo mismo se aplica correspondientemente a los sigulen
tes) de cianuro de hidrdgeno en tetrahidrofuranc a la tempg
ratura embiente, y la mezcla se deje reposar durante 1 ho~
ra. E1 disolvente y los reactivos residuales se separan poI]

evaporacién a presidén reducida proporcionando 11,50 g de

:
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| N~vencilpiperidona~cianchidrina cruda preparada antes ¥y
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| N-bencilpiperidong—cianhidring como un compuesto cristeli-
no incoloro, p. de £. 79-952C. '
b) Una mezcla de 9,477 g (43,9_milimoles) de la

18,4 ml (S'equivalehtes)_de deido clorhidrico concentrado
se'calienta-en un bafio de agua Gurante 1 hora. Se precipi-
ta ¢l cloruro de amonio como una sustencia eristalina a lo
largo de la reaooién.'La mezcla de la reaccidén se enfria,
y el cloruro de emonio precipitado Se recoge "por filtracién
y se lave;éon acetona fria. E1 filtrado y las aguas dz la-
vado reunidas se evaporan hasta sequedad o présién reduci~
da proporcionando 12,65 g del residuo. ' |

El residuo se disuelve en 65 ml de agua, Se mai-
cle con 28 ml de agua que contiens 3,97 g de acetato e sp
dio, y la mezcla se evapora a presidén reducida. E1l residuo
resultante se tritura con 150 ml de acebtona y el material
insoluble se extrae coh uns mezcla de cloroformo y metancl
(9:1). EL cloruro de sodié insoluble se separa por filtra-
cidn y el filtrado se evapora a presién reducida. El resi-~
duo resultante se disuelve en 46 mi de sgua, se mezcla con
acetona, y la mezcla se mantiene en un refrigerador duran-
te una noche. Los cristales precipitados se recogen por fil
tracidén y se laven con acetona fria proporcionando 8,70 e
de &cido N-bencil-4-hidroxipiperidin-4-cerboxilico (rendi-
miento del 84,5%), p. de £. 260,5-2622C (descomposicion).

Los cristales contienen un mol de agua de criste-
lizacién,.que-se pierde cuando se secan a 752C a presidn rej
ducide durante 5 horss. El peso disminuye hasta 7,92 g (ren
dimiento del T7%). '

¢) Uns solucidn de 2,35 g (10 milimoles) del éci-
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" {do N-bencil-4-bidroxipiperidin~4-carboxilico antes prepara-

{nol y 2,0 ml de &cido clorhidrico concentredo se hidrogenan

| cataliticamente en atmésfera de hidrdgeno durante 23 horas

do disuelto en una mezcla de 20 ml de agua, 20 ml de meta-

/
en presencia de 1 g de paladio-carbono al 10%. Después’ de

termingr la reaceldn, el catalizador se separa por filtra-
cién y se lava con metanol acuoso. El filtrado y las aguas
de lavado reunidos se evaporsn a presidn reducida propor-

1

cionando 1,95 g del residuo en forma de cristales amerillos
claros. o
Estos se disuelven en 15 ml de agua que confiene
1,25 & (30 milimoles) de hidréxido de sodio, y se afiaden a
61 2,05 g (12 wilimoles) de clorurc de benciloxicarbonile
durante un periodo de 30 minutos a femperatura ambiente con]
agitaciénf La mezcla se deja reposar e teumperatura smbiente
durante 2 horas, y se afiaden 0,5 ml de una solucién acuosa
al 10% de hidréxido de sodio. La mezcla se lava con éter v
la capa acuosa se ajusta a pH 2 con acido clorhidrico al
10% proporcicnando un materizl aceltoso, que se extrae con
éter. La solucidbn etérea se la%a con agua y se seca sobre
swlfato de sodio enhidro proporcionande 2,53 g (rendimiento
del 90%) de 4eido N-benciloxicarbonil-4-hidroxipiperidin-4-
~carboxilico en forma de un material sceitoso emarillo cla-

0.

s CHCLy (cm™'): 3500 a 2400, 1730, 1700.
‘max
d) A wna suspensién de 2,49 é (8,92 milimoles)
del écid? N-benciloxicarbonil~4-hidroxipiperidin-4-carboxi-
1ico antes menclonado y 1,02 g (8,92 milimoles) de N-hidro-

wvisuccinimida en 40 ml de acetato de eftilo seco se aflade
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| tinuacidén se enfria en un bafio de hielo. El material insoly

Hojr ntm. 2

L vng solucidn de 1,83 g (8,92 milimoles) de diciclohexilcar+
bodiinida en 5 ml de acetato de etilo anhidre, y le mezcla

se aglita a temperatura ambiente durante una poche ¥y a con—

ble se separa por filtracidn y se lava con aceteto de etilo
frio. E1 filtredo y las aguas-de lavedo reunidas se evépo—
ran a pfesién reducida proporcionando 3,34 g de l-bencilo-
xicarbonil-4~-hidroxipiperidin-4~carboxilato de N-hidroxisug
cinimido (rendimiento cuantitativo);

CHOL, (em™1): 3500, 1820, 1790, 1700, 1690
IR: Q 3

ngx

Esto se emples en la acilacién subsiguiente sin

més purificacidn.

Ejemplo 2

Prenarecidn de DL-1-benciloxicsrbonil-3-hidroxioi+

rrolidin~3-carboxilsto de H-hidroxisuccinimido.

a) A une solucidn de 16,40 g (9,45 milimoles) de
1-bencil-3-pirrolidona (véase E. Jaeger y J.I. Biel; J. Org.
Chem. 30, 740 a 744 (1975)) en é ml de tetrahidrofuranc se
afiaden 40 ml (343 milimoles) de una solucidn de HCN/%étrahi-
drofurano zl 35%, y la mezcla se deja reposar durante 5 ho-
ras. El disolvente y el exceso del reactivo se evaporaﬁ a

presidn reducida. El residuo se disuelve en 38,5 ml de éci-
do clorhidrico concentrado y la solucidn se calienta en un
bafic de sgua durante wna hora. Después de enfriamiento, el

cloruro de amonio preeipitado se- separa por filtracidn y se
lava con 4 ml de acido clorhidrico concentrado frio y a con-
tinuacidn con acetona. El filirado y las aguas de lavado reu

pidos se evaporan a presidn reducida. El residuo se disuel-




1 lve en 50 ml de una solucidn amcuosa de 8 g de acetato de =0
dio, y la mezcla (pH 5) se evepora a presidn reducida. El
residuo se disuelve en cloroformo, y el cloruro de sodio

insoluble se separa por filtracidén y se lava con clorofor-

5 | mo. La capa de cloroformo se extrae con 50 ml de solucidn
acuosa de 4 g de hidrdéxido de sodio (la mezcla llega a te-

ner pH 9). La capa acuosa se lave ula Vez con cloroformo,
se sdsorbe lentumente sobre 200 ml de Amberlite IR-120B

(1) (o una velocidad de 3 a 4 segundos por una gota). La

10 | columna se lava con 400 ml de sgus y se eluye con 700:uﬂ-
de hidrdxido de amonio 1N. EL eluato se evapora a presidu
reducida, y el residuo resultente se recristaliza en 80 ml

de agua proporcionando 12,084 g de esgujas incoloras, D. de

f. 184-189¢C (descomposicién). Las agujas contlenen agua

15 | de eristalizacidn, que se separa & 7090 a presién reducida
durante dos dias proporcionsndo 10,45 g de acido DL-1-ben-
cil-3~hidroxipirrolidia-3-carboxilico (rendimiento del
50,05%) «

Andlisis elemental: (paré 01211151103.1/%120)

00 | Galoulado: (%) :  ©, 64,10 ; H, 6,90 ; N, 6,23

Encontrado: (%): ¢, 64,10 3 H, 6,94 ; N, 6,25

IR: Q

ujol
(em=1) ¢ 1601 (fuerte).

max

25 ' b) A una solucién de 885 ug (4,0 milimoles) de

écido.DL-1-bencil—3-hidroxipirrolidin~3—carboxilico disuel-
$0 en 50% de dioxano acuoso se afiade 1 ml de dcido clorhi-
drico cqncentrado, y la mezcla se hidrogena cataliticamente

en presencia de 440 mg de paladio-carbono al 10%. E1l catall

30 | zador se separa por filtracién y se lava con dioxano acuoso

21117
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{ decido DL~3—hidroxipirrolidin—3—cafboxilico en forme de pris
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7). filtrado y las aguas de lavado reunidos se evaporanl &
presidén reducida proporcionendo el residuo, que se recris-

taliza en zcetona propercionsndo 610 mg de clorhidrato del

ma incoloros (rendimiento del 91%), p. de f. 201-2102C (deg
composicidn). '

' ¢) A una solucibn de 610 mg (3,6 milimoles) de
clorhidrato del &cido DL-3-Hidroxipirrolidin-3-carboxilico
disueltos en 10 ml de agua se afiaden 6 ml Ge wna solucién
acuosa de 456 mg (3gequivalentes) de hidrdéxido de sodio y
750 mg (1,2 equivelentes) de cloruro de benciloxicarbonilo
o temperstura embiente con agitacién, y la mezcla se sgite
dupante 2 horas. La mezcla de reaccidn se ajusta a pH 11
con una solucidn acuosa de hidréxido de sodio al 10%, se
lave dos veces con éter, a continuzcidn se ajusta a pH 2
con dcido clorhidrico al 10% y se extrae ftres veces ccn
dter: El extracto se secs sobre sulfato de sodio anhidro y
se evapora a presidn reducida proporcicnando 800 mg del re-
siduo, que se cristaliza en una mezcla de éter y éter de
petréleo. Los cristales resulténtes (p. de £. 117-1332C)
se recristalizan en una mezcla de éter y cloruro de metile-
no proporcionando 595 mg del dcido DL-1i~benciloxicarbonil-
~3-hidroxipirroiidin-3~carboxilico (rendimiento del 61,6%),
p. de £. 142-1442C. '
indlisis elemental: (para C13H15H05)

Calculado: (%) : ¢, 58,86 ; H, 5,70 ; N, 5,28
Encontrado (%) : ¢, 58,96 ; H, 5,76 ; N, 5,16

| Mujol .
1R: Y - (ew™?) : 3230, 1750, 1680.

max

d) A una solucién dé 266 mg (1,0 milimoles) del
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| mente después de la adicidén de 206 mg (1,0 milimoles) de di

/ ] : Hoja ntum. 24,

| Geido DL-1-benciloxdcarbonil-3=hidroxipirrolidin-3-carboxi
lico disuelfo en 30 ml de acetato de etilo con calentamien
o se afiaden 115 mg (1,0 milimoles) de N~hidroxisuccinimi-

da en polvo. Los cristeles incoloros se depositan inmediaty

ciclohexileerbodiimida. La mezcla se agite duraonte 1,5 ho-
ras y se mantiene en un refrigersdor durante una noche. Los
cristales se recogen por filtracidn insoluble y el materiel
insoluble se lava con acetato de etlilo. EL filtrado y las
aguas de levado reunidas se evaporan a presion reduciié*érg
porcicnendo 390 mg del residuo (p. de f. 154~1612C). Zste
se recristolizea en una mezcla de acetona y hexsno propor-
cionando 277 mg de DI-1-benciloxicarbonil-3-hidroxipirioli~
din~3-carboxilato de N-hidroxisuccinimido (rendimiento del
76,5%), p. de f. 159-1612C. '

IR QNujOl

(e~1): 3350, 1815, 1785, 174C, 1690.
mex , :

Ejemolo 3

Preparacidn de 1-F=(4-hidroxivivperiding-4-carbo-

nil Jkanamicing A

A una solucién de 1,55 g (2,5 milimoles) de 6'~H-
~t-butoxicarbonil-kensmicina A (véase Publicacién de Paten-
te japonesa no examinada n? 50-140420) en 24 ml de 1,2-dimg)
toxietano al 50% se afiade gota a gota una solucidn de 1,53
g (4,06 milimoles) de N-benciloxicarbonil-4-hidroxipiperi-
din-4-carboxilato de N-hidroxisuccinimido en 24 ml- de 1,2~
~dimetoxieteno de 2 a 3°C durante un periodo de 2 horas. Le
mezcla se egita a temperatura ambiente durente 14,5 horsas

y se evapora a presién reducida a wna temperatura del bafio
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| ja reposar a temperatura embiente duresnte 1 hora 40 minutos

| 50 ml de metanol acuoso al 50% y se hidrogena cataliticameq

| &) se disuelve en 10 ml de sgua, se adsorbe sobre 100 ml. dg

Hoja nfim. 25

~por debéjo de 359C, proporcionando 3,2 g del residuo en
forme de un material espumoso blancb. Este se disuelve en

20 ml de deido trifluoroscético gl 90%, y la mezcla se de-
y se evaporz a presibén reducida. El residuo se disuelve en

te en presencia de 1 g de paladio4carb6n al 10% en atmésfe-
re de hidrdgeno durante 3 horas. Después de terminar la
reaccidn el paladio-carbén se separé por filtracidn y el

disolvente se evapora a presién reducida. El residuo (4,15

smberlite C5-50 (NH,¥), y la columna se lave con 240 ml de
ggue, y se eluye con 1000 ml de agua y 1000 ml de hidrdxi-
do de emonio 1N por el método del gradiente (uné fraceidn:
10 g). ,

Los eluatos (475 mg) de las fracciones N2 91 a
108 se disuelven en 10 ml de agua, se adsorben en 100 ml dg
pmberlite 0G-50 (NH,;*), y la columa se lava con 20 ml. de
agua y se eluye con 10C0 ml de sgua y 1000 ml de hidrdxido
de amonio 1N. -_ )

Los eluetos (270 mg) de las fracciones N2 89 a 95
se disuvelven en 6 ml de agua, se adsorben sobre una columng
106 ml de Amberlite CG-50 (NH4+), y la columna se lave con
30 nl de agua, ¥y se eluye con 1000 ml de agua y 1000 ml de
hidréxido de amonio 1N. Los eluatos (270 mg) de las fraccig'
nes N?f89 e 95 se disuelveﬁ en 6 ml de agua, se adsorben
sobre ‘una columa de 100 ml de Amberlite CG-50 (NH;*) y la |
columna se lava con 30 ml de agua, y se eluye con 1000 ml
de egua e hidrdéxido de amonio 0,5 N. Los eluatos de las

fracciones N2 159 a 166 se liofiligan, proporcionando 71 mg
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del compuesto buscado (rendimiento del 6%).
[ TEY 4 86,3 % 1,20 (0=1,016, Hy0).
CCD (Kieselgel 60 Fogyj Merck): Rf= 0,45 [folstema disolvey
te/metenol: amonimco concentrado (1:1)_/ (cf. kanemicina A
Rf = 0,25).

Liemplo 4

Preparecidn de 1-N-(4-hidroxipiperidin-d-carbo-

nil )tobramicina

a) A una solucidn de 9,0 g (17,9 milimoles) de
dihidreto de tobremicina en 322 ml de egua se afiaden 3@§;nﬂ
de piridina, 32 ml de trietilamina y 2,64 g (18,4 milimoles
de t-butiloxicarbonilazida, y la mezcla se deja reposar}a
temperatura amblente durante'una noche y. se evapora a pro~
sién reducids a 402C. El producto resultante se disuelve ey
100 ml de agta ¥y la mezcla se evapora = presidn reducida-

.Esta operacién se repite tres veces proporcionando 11,95 &
del residuo.

El residuo se disuelve en 6C ml de agua, ¥y se ad-
sorbe sobre 450 ml de Amberlite CG-50 (NH4 ). La columna sg
lava con 1500 nml de agua y se éluye con 1000 ml de agua ¥y
1000 ml de hidréxido de smonio 0,1N por el método del gra-
diente y a continuacién con 4100 ml de hidréxido de amonio
0,1N (pna fraccién: 15). Las fracciones N9 141 a 200 propoy
cionen 4,70 g de 6'-N-t-butiloxicarboniltobramicina (rendi
miento del 46,4%). '
4?&_}3?3’5-; 110,3 %+ 1,62 (c¢=0,940, H,0)
indlisis elemental: (para Cp3H,5N50.1/2Hp0)

Calculado (%) : ¢, 47,90 ; H, 8,00 ; N, 12,15
Encontrado (%): ¢, 47,79 ; H, 7,92 ; N, 11,78

b) A uns solucién de 1,81 g (3,0 milimoles) de 14
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61 -N-t~butiloxicarbonil-tobramicina entes preparadas disuel-
g en una mezcla de 5 ml de agua y 5 ml de dimetilformami-
da se afiaden gote a gota 8 mi de wna solucidn de dlmetilfon
memida que contiene 05748 g (3,0 milimoles) de N-benciloxi-
carbonilsuccinimida de O a 52C con ggltacidén durante un pe-
riodo de 2 horas, y la mezcla se egita e la misma tempera-
tura durante una noche. o '

Se evapéra el disolvente a presidén reducida pro-
porcionando 3,17 g del residuo. Esté se disuelve en 40 ml
de egua y se extrae cuatro veces cada una con 30 ml de ace-
tato de etilof _

La éapa acuoga se adsorbe en 100 ml de Ambeflite
0G~-50 (NH4+), y se eluye con 1700 ml de egua y 1700 ml de
higréxido de smonio O,05N por el método del gradiente y a
continuacidn con 1500 ml de hidrdxido de amonio O;1H (uﬁa
fraccidén: 13 ml).

Les fracciones N% 13 a 132 proporcionan 877 ng
de 6'-N-t-butiloxicarbonil~2'-l-benciloxicarboniltobramici~
ne (rendimiento del 40%). Las fracciones N2F 114 a 132 se
liofilizan y se miden lus proPiedmdes fisicas. |
(W T2 + 87,2 & 1,20 (c=1,023, Hy0)

Andlisis elemental: (para 031H51N5013.15H20)

Caleculado (%) c, 51,09 ; H, 7,47 ; N, 9,61
| Encontrado (%) : ¢, 51,09 ; H, 7,47 3 N, 9,37
XBr 1
IR: y  (ew™1) : 3355, 1697.
max

CCD (Kieselgel 60 Fyg,; Merck): Rf= 0,19 [sistema disolven
te/alcohol isopropilico: amoniaco acuoso concentrado: cloro
formo (4:1:1)_7 (ef: 6'-N-t-butiloxicarbonil-tobremicinas
Rf = 0,08).
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= ¢) 4 une solucién de 397 mg (0,566 milimoles) de

|amberiite ca-50 (HH,*) y se eluyen con 480 ml de agua ¥ 480

Hola ntm. 20

6'—N;t-butiloxicarbonil—e'—N—benciloxicarboﬁil—tobramicina
disuelta en dimetilformemida acuosa al 50% se afiade gota a
gg}a wna solucidén de 319 mg (0,679 milimoles) de N~bencilo-
xicarbonil-4~hidroxipiperidin-4~carboxilato de N-hidroxisuc
cinimida en 6 ml de dimetilformamida de O a 39C con agite-
cibén durante un pefiodo de 1 hora 45 minutos. La ﬁezcla se
agita a la misqa temperatura duranfe 50 minutos y a.conti~
nuacidn a temperature ambieﬁte durante 4 horae, y se evapo-
ra g presidn reducida proporcionsndo é87 ng del residuo én
forma de un material espumoso-incoloro. Este se disueivé,en
8 ml de 4cido trifluoroacético al 90% y la mezcla se agite
o temperatura ambiente durante 1,5 horas y se evapora pro-
porcionando el residwo, que se aldrogena cataliticamente
con 334 mg de paladio-carbdén al 5% en una mezcla de 3 ml de
dcido acético, 0,6 ml de agua y 3 ml de netanol. Despuds de
terminar la reaccidn, el cztalizador se separé por filtra-
cién y el filtrado se evapora & presidén reducida, proporcig
nando 1,25 g de residuo. Este se disuelve en 4 ml de aguva
y ge adsorbe sobre una colume de 30 ml de Amberlite CG—Sb
(NH4+). La colwana se lava con 300 ml de agua, y se eluye
con 1000 ml de agua y 1000 ml de hidrdxido de amonio 1N por
el método del gradiente (una fraccidén: 10 ml). '

Los eluatos (47 mg) de las fracciones Nes 68 a 73

se disuelven en 1,5 ml de agua, se adsorben sobre 5 ml de

ml de hidrdéxido de amonio 1N por el mébodo del gradiente
(una fraccién: 5 ml). '
Log eluatos de las fracciones N¢* 40 a 43 se lio-

filizan proporcionando 16 mg del compuesto buscador(rendi-
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Fmiento del 4!9%).
CCD (Kieselgel 60 Fyyyj Ferck); Rf=0,35 / sistema disolven
te/metanol: smoniaco acuoso concentrado (1:1)_7 (cf. tobra-

{micing: Rf =0,58).

Eiemplo 5

— e e

Preparecidn de DL-1-H~(3-hidroxipirrolidin-3~cer-

bonil)tobramicina

a) Una mezcla de 174 mg (0,3 milimoles) de tetra~
-H—formilﬁdbramicing /[ preparada de acuerdo con el método
descrito en la publicacidn no examinada de patente japonesa
Ne 50-35129 7 y 131 mg (1,2 equivalentes) de DL-1-benciloxi
carbonil-3-hidroxipirrolidin-3-carboxilato de N~hidroxisuc-
cinimido disuelto en 10 ml de dimetilformamida se deja repQ
sar a temberatura ambiente durante dos horas y a continua-
cidén se evapora a presidén reducida proporcionzndo un resi-
duo, que se tritura bien con acetato de etilo. EL precipitz
do, que aparece se recoge por filtracidn y se lava con ace-
tato de etilo. El residuo (266 mg) se hidrogena con 14C mg
de paladio/carbdén al 10% en una mezcla de 10 ml de agua, 8
ml de mefanol y wna gota de dcido acético. Después de la
separacidén del catalizador, se obtienen 204 mg de tetra~N-
-formil-DL—1—NA3-hidroxipirrolidin—3-carbonil)-tobramiéina
bruta. - 7

b) Hidrélisis de tetra—N-formil-DL—1-N;(3-hidrox1
pirrolidin-3~-carbonil )-tobramicina. '

i) Con dcido clorhidrico al 5% y metanol.
| A una solucidn de 204 mg de tetra-N-formil-DL-1-
-N;(3—hidroxipirrolidin—3;carbonil)-tob:amicina preparada

antes en 0,22 ml de agua se afiaden 1,96 ml de una solucidn
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" lde dcido clorhidrico al 5%:metanocl (una mezcla de 0,55 ml

| horas. Después de terminada la reaccibn, la cantidad en ex-

Hoja ntm. 30

de docido clorhidrico concentrado y 6 ml de metanol) y la
mezcla se hidroliza a 362C en wn bafio de aceite durante 2,5

/
ceso de acido clorhidrico se elimina en tratemiento con 6
ml de Amberlite IR-45. DLa resina se separa por filtracién
¥y se lava con agua; El filtrado y las sguas de lavado reu-
nidos se evaporan a presidén reducida, proporclonando 197
ng de residuo. El residuo se cromatografia sobre una colun-
na de 25 mi de Amberlite CG-50 (IH,*) y se eluye con 500,
ml de agua y 500 ml de hidrdéxido de amonio 1¥ por el mé to-
do dol gradiente. Los eluatos de las fracciones N® 64 g
78 se condensan y liofilizan proporcionando 98 mg de DL~1~
~N-(3-hidroxipirrolidin~3-carbonil)tobramicina (rendimientd
como sal bicarbonato: 46,4%).

[o(_7D24 + 85,2 + 1,22 (¢ = 1,046, Hy0)
CCD (Kieselgel 60 Toguj Merck): Rf = 0,40 / sistema disold
vente/alcohol isopropilico: amoniaco acuoso councentrado
(1:1)_7 (cf.tobramicina: Rf = 0,56).

ii) con hidrazina hiératada—écido acético.

, Una solucidén (pH 6) de 2C6 mg de la tetrg~H-for-
0il=DL~1~F-(3-hidroxipirrolidin~3-carbonil )tobramicina an-
tes preparade disuelba en una mezcle de 20 ml de hidrazina
monohidratada y 2,63 ml de 4dcido acébico se ileva a reflujé
con agitacidén durante 6 horas. La mezcla de reaccién se di
luye con zgua hasta 400 ml, se adsorbe sobre 100 ml de Ambe
lite CG-50 (NH4+), se lava con 1,litrb de sgua 1 litro de
hidrdéxido de emonio al 0,4%, y a continuacién se eluye con
nidréxido de smonio al 0,8% (una fraceién: 12 ml).

Las fracciones e 20 a 47 se evaporan a presidn

=
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reducida y se liofilizan proporcionando 125 mg del compues-
to objeto del invento (rendimiento como sal de 3H2()O3:54,67;

[XTE* & 71,0 £ 1,10 (c=1,064, Hy0)

| Andlisis elemental: (pare Cp3Hy,NgOqq.3H,005)

/

Calculado (%) : ¢, 40,75 ; H, 6,57 ; N, 10,96

Encontrado (%): C, 40,62 -; H, 6,39 ; N, 10,80
Este comﬁuesto es idéntico a una muestra auténti-

ca preparada en el método i).

Ejemplo 6

Prevaracidn de 1=N-(j—etil-3~hidroxipirrolidin~3-

~carbonil )tobramicing

Una mezcla de Acido 1-benciloxicarbonil-3-hidro-
xipirrolidin-3-carboxilico (2,090 g3 %,16 milimoles), 3,2!',
6 ,3"-tetra-N-formil-tobremicina (4,160 g; 7,16 milimoles)
N-hidroxisuccinimida (910 mg) y diciclohexilcarbodiimida
(1,870 g; 7,16 milimoles) disuelta en 50 ml de N,N-dimetil-
formamide se deja reposar a la temperatura amblente durante
ung noche. La diciclohexilurea precipitada se separa por
filtracidn & se lava con 5 ml de N,N-dimetilformemida. Al
filtredo y a las aguas de lavado reunidos se afiaden 550 mg
de acetato de etilo para proporcionar un precipitado. EL
precipitado se recoge por filtracidn, se lava con acetato
de etilo, se disuelvé en agua, y se evapora a presidn redu-
cida. El residuwo (6,00 g) se disuelve en una hezcla de TOm
de agua y 20 ml de metanol, y se. hidrogena cataliticamente
en presencie de 2,00 g de péladio-carbén al 10% bajo atmbs-
fera de hidrdgeno. Después de que se adsorba una cantidad
balculéda_de hidrbégeno gaseoso, el catalizador se separa

por filtracidn y se lava con agua. EL filtrado y las aguas

S
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e lavado reunidos se eveporan a presidn reducida propor-
cionando 5,30 g de 1-N-(3-hidroxipirrolidin-3-carbonil)-3,2
61=-3"~tetrafornil-tobramicina en forma de wn polvo incoloro
/ A uns solucidn de 228 ng (O,3rmilimoles) del pol-
vo disuelto en 0,5 ml de aguz se afiaden 1,0 ml de acetoni-
trilo. La mezcla se separa en-Gos capas y a continuacién se
vuelve homogénea cén la sdicidn de 0,48 ml de una solucidn
acuosa de acetaldehido recientemente destilado (una solu-
cibén de 6,77 g de acetaldehido en 50 ml de agua). Inmedie-
tamente, se afiaden 30 ml de cianoborohidruro de sodio ﬁ&éhr
tros se ajusta la mezcla a pH 7 con &cido acébico. Despﬁéé
de 2 horas, la mezcla se concentra y al'residuo ge aflaGein
4 ml de acetato de etilo y la mezcle se egita bien. EL pol-
vo resultante se recoge por filtracidn, se lave con aceta~
to de etilo, se disuelve en una mezcla de 1 nl de agva ¥ 1
ml de alcohol isopropilico, se adsorbe lentémente sobre una
colwma de 13,5 g de Kieselgel 60 (preparado por Merck Co.)
y se eluye con una mezcla de alcohol isopropilico, hidrdxi-
do de amonio conmcentrado y cloroformo (2:1:1) (uns fraccidn
10 g). Los eluatos de las fracciones Hes 11 o 30 se evapo-
ran y el residuo (138 mg) se disuelve en 14,6 ml de sgua,
a la que se afiaden 1,46 ml de hidrazina hidratada y 1,73
ml de dcido acético. '

La mezcla se lleve a reflujo durante 6 horas, se
diluye con 261 ml de agua y se adsorbe sobre 73 ml de Amber
lite CG=50 (tipo NH4+). La columna se lava con 680 ml de.
agua, y se eluye a continuacidn con una solucidn de hidrdxii
do de amonio acuosa al 0,4% (wa fraccidn: 10 g).

. El eiuato de les fracciones N25 70 a 75 se trata

-

con carbono descolorante y la riezcla se filtra a través de

K]

4
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~un £i1tro P&rex para microanédlisis (hecho por Nihon IMilli-
pore Ltd.), y/el filtrado se evapora proporcionando 52,2
mg del compuesto del epigrafe como un polvo incoloro.

Este se disuelve en una pequeila caﬁtidad de agua,
se ajusta a pH 4,6 con écido sulfidrico 0,0955N y se evapors
a presidn reducida. Se afiade etanol y el precipitado, que
aparece Se recoge por filtracidn, se lava con etanol, se
‘disuelve en sgua, se trata con carbono descolorante (Norit
A) se filtra a través de wn filtro fyrex para microanéiisis
(fzoricado por ¥ihon ¥illipore Itd.,) y se liofiliga pro-
porcionando 103 mg de suifato correspondiente (rendimieznto
total del 41,9%).

[ 72 + 72,5 & 1,12 (e=1,031, en HyO)

Anélisis elemenial: (para 025H48N5O11.2,5HZSO4.1O,5H20)
Caleulado (%) ¢ €, 28,79; H, 7,15; N, 8,065 5, 7,69
Encontrado (%) :+ C, 28,61; H, 6,93; N, 7,93; S, 7,48

Los compuestos sigulentes de la Tabla 4 pueden

prepararse Ge la misma formz gue se ha descrito antes.
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- -~ REIVINDICACIONES -

Los puntos de invencidn propia y nueva que se
presentan para que sesn objeto de esta solicitud de Patente
de Invencién en Esbaﬁa, por VEIITE afios, son 1los que se Ire-
cogen en las reivindicaciones siguientes: .

1

15

.~ Un procedimiento pars preparar nuevos deri-
vados de aminoglicdsido y sus sales representados por la

férmula:

N1ICO )3

(en donde R es wn &tomo de hidrdgeno, alcohilo de Cq a Cg

0 arelcohilo de 07 a Cqpoj Rl es aninometilo, hidroximetilo,
metilsminometilo o 1-metilaminocetilo; Rz, R3 ¥ R6 represen-
tan independientémente wn dtomo de hidrdgeno o hidroxij; rt
es hidroxi o amino, RY es amino o metilemino; R! es hidro-
xi o metilo; RS es wn &bomo de hidrégeno, hidroximetilo o
cerbamoiloximetilo; la linea de puntos representa 1la presen
cia o'ausencié de un doble enlace; ﬁ es el nimero entero 1
6 2; que comprende hacer reaccionar aminoglicdsidos de la

férmalas

"
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| tilo; la linea de puntos representa la presencia 0 ausencig
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\§ TN
H2I\ NHZ

(en donde R! es eminometilo, hidroxiﬁetilo, netilaminometi-]
lo o 1—ﬂetilaminoet{lo' Rz, R3 y R6 representa indepeﬁdién—
tezente un &homo de hldrogeno 0 hldrox1, R4 es hidroxi o
amino; R? es emino o metilamino; RI es hidroxi o metild;

RS o35 wn 4tomo de hidrdgeno, hidroximetilo o carbamoiloxime

de un doble enlace, estando los grupos funcionales disbin-
tos del grupo i1-amino opcionalmente protegidos, con dcidos

carboxilicos de la fdrmula:

HOOC ol

(cu

/ 2)n

R

(en le que R es un 4tomo de hidrégeno, alcohilo inferior
0 araleohilo; n es el nfmero entero 1 & 2, o sus derivados
reactlvos, seguido por la desproteccidn de lés grupos fun-
ciona;es.

28,- Un procedimiento de acuerdo con la reivindi-
cacidén 12, en el gue la reaccién se lleva a cebo en un di-

solvente orgdnico seleccionado del grupo que consiste en

T

alcoholes inferiores, éteres, cetonas, dimetilformanida, di

e
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Fnetilgceteanida, pirid;na ¥ egua. 7
5.7 Un brocedimientb de a;uerdo con la reivindi~
cacidn 18, en el que la reaccién se lleve a cebo en dimetil}
Tormamida.
48.~ Un procedimiento de ecusrdo con la reivindi-
cacidén 12, en el que la reaccién se lleva a cabo a 0;3590.
58,~ Un procedimiento de acuerdo con la reivindi-
cacién 12, en el que la reaccidn se 1lleva a cabo a 20~252C.
62.~ Un procedimiento de acuerdo con la reivindi-
pacién 18, en el queilos derivados reactivos de los écidés
carboxilicos son haluros de 4cido, azidas de dcidos, g~
dridos de deidos, anhidridos de &cidos nixtos, o ésterey
reactivos.

T8.~ Un procedimiento de acuerdo con la reivindi-
cacidn 68, en el que los derivados reactivos de log dcides
carbox{licos son ésteres de N~hidroxisuccinimido.

88.- Un procedimiento para preparar nuevos deri—
vados de aminoglicédsido.

Tal y como se hg descrito en la Memoria que ante-~
cede y con loé fines que se han especificado. '

Esta Memoris consta de treinta y ocho hojas escri
tas a miquina por una sola cara.
' Madrid,

29.N0% 1977

P.4. V/,
Albe

Por Po




	Bibliographic data
	Description
	Claims



