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- 2 - REF: 193-17

1 . RESUMEN DE LA INVENCION
Esta invencidn se refiere a ciertos nuevos deriva-
dos 4-N-sustitufdos del antibifdtico fortimicina B y a los

procedimientos para su produccién. En el aspecto de procedi-

Y
1

.- L ca - ' x
miento de esta invencidn, se incluye un nuevo m§todo para

la producecidn seqisintética del antibibtico fortimicina C.

R T

. ANTECEDENTES DE LA INVENCIQN

- , Esta invgncién se refiere en general a derivados 4—)
i N-sustitufdos de:fortimicina B, a sus sales de adicién de
dcidos farmacéuticamente aceptables y a un procedimiento pa-
ra la ?roduccién de "'las mismas, asi como a nuevos procés:;s
de sintesis para la produccidn de los compuestos fortimici-
na A y fortimicina C. - 7
Las fortimicinas (A, B y C) son compuestos. clasificat
15 dos como pseudodisacéridos que contiénen 1,4-diamincciclitcl
Las propiedades fisicas y las actividades antibacterisnas de
estos compuestos y los érocedimientos para su produccidn per
fermentacidn éstén descritos en las patenﬁes estadcuridenses
3.931.400, 3.976.768 y 4.048.015, cuyas -descripciones se in-
20 . . ' .

corporan agui.

conocidas se dan en las memorias de las pateht&s Sztadoniii+
denses antes mencionadas. Como resultado de nuevos estudios,

se ha hallado que las férmulas estructurales de la fortimicid
25 e '

na .B, fortimicina A y fortimicina C son las indibadas_por lag

siguientes férmulas:
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Fortimicina B

iﬁéNHé f TH3‘

0 "- NH
Nﬁb CH
! M2 No .
. H
OGH3
Fortimicina A
EHB NH,
~CH
H a0 N-C

Fortimicina C

13

= H
CH-NHy 2 003
H, 0 N-CHy

critas a continuacién:

1l) Fortimicina B

\
/.

0

I

~NH-CNH

Las estructuras de las fortimicinas A, B y C son dest

Los resultados del espectro de masas de la fortimi-

2
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"cina B son los siguientes:

m/e 349 (' + 1), 348 ("), 331, 313, 305, 235, 217,
207, 143, 126. Se deduce de los resultados del espectro de
masas que-la forgimicina-B:?resenta la siguiente f0rmuila

estructural parcial conteniendo purpurosamina B

CH NH
3 2
N
\CH/ 0

:11'
/O\‘08ﬁ7N2°3

THp

Purpurosamina B
Los resultados del andlisis del espectro RMP y - RMC

de la fortimicina B en 6xido de deuterio son los siguientes:

"RMP_ ’ éiéﬁﬁy  Ppatrén interno - DSs
B-1' ‘5:03 H-1 2,96
H-2' ~3,9 He2 3,66
CH,-3',4" 1,2-1,9 o3 3,62
H-51 ~3,6 med 3,06
H-6! 2,80 ' e 3,96
CH,~6' - 1,00 B-6 o 3,42

| oCH, 3,42

| NCH, 2,36

Jll;z. | 3,8 R S 9,5
51,6 7 : T2t,3 ~3
T3 3

Tt s 4,5

I 6 9,5

T s 9,5

SV S SR U e e
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RMC . 'S}pémY““ " Patrén interno Dioxano (67,4 ppm)
c-1' 102, 4 C o1 53,8
2! 50,6 - 2 71,1
ﬁ'3' - 27,1 - 3. R 79,5
! :
4! 27,4 4 60,8
51 75,1 5 71, 1 ‘
6 50, 4 6 84,1 %
6'-CH, 18,7 OCH, 59,3 i
NCH, 36,0

Teniendo en cuenta estos resultados del RMP y del RMd
¥ los resultados espectrofotomdtricos de loé complejos de
cobre de la fortimicina B, del derivado dietiltioacetal'de
la porcidn purpurosamina B y del defivado metilglicésido'pre—
pafado por procedimientos convencionales, se ha determinado
que la estructura absoluta de la fortimicina B es la si-

guiente: CH3

o
H— C—NH
£ 150 NH
NHy|
OH
413
OCH
3

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

[a} 330 = +30;3°(c = 1,0, agua).
Andlisis elemental para C,5Hy,N,0:.H,0:

| Calculado : C, 49,15; H, 8,80; N, 15,29

Encontrado: C, 49,36; H, 8,77; N, 15,38.
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~glicina, se ha confirmado que la estructura de la fortimici-

2) Fortimicina A

Espectro de masas: m/e 406" + 1), 405("), 388; 370,
362, 292, 274, 263, 246, 143, 126.

* RMP (6xido -de-deuterio):* § (ppm), 1,06 3H; “d);1,2-::
1lo. (48, m), ~2,8(1H, sefial ancha), 2,86 (1H, m), 3,05 (3,
s), 3,44 (38, s), ~3,5 (2H, sefial ancha), 3,52 (2H, s),
3,88 (1H, q), 4,08 (1H, q), 4,16 (1§, t), 4,36 (1§, t), 4,84
(1H, &), 4,95 (1H, q). %
RMC (6xido de deuterio}: & (ppm),'18,7, 27,1, 27,3,

32,3, 41,6, 50,2, 50,5, 52,5, 55,0, 56,4, 71,1, 73,0, 73,6

o

75,1, 78, 4, 100,1, 169,5.
Otras constantes fisicas de fortimicinarA son:
p-£. superior a 200°C (désé-f.
[a] 25° = +26,0°(c = 0,2, agua).
An&lisis elemental éara C17H3SN506:
Calculado : C, 50,35; H, 8,70; N, 17,27
Encontrado: C, 50,23; H, '8,67; N, 17,49.
Teniendoren cuenta los datos anteriores y el hecho de

que la hidrdlisis de fortimicina A produce fortimicina B y

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

3) Fortimicina C
i Espectro de masas con desorxcifn de campo (DF)*: m/e

s49(m” + 1), |

Espectro de masas**: m/e 406; 387, 375, 325, 292, 274,
264, 246, 235, 228, 217, 207; 200, 143.

RMP (6xido de deuteric): & (ppm), 1,08 (3H#, 4), 1,2-
1,9 (4H, m), ~ 2,8 (1H, sefial ancha), 2,85 (1H, m}, 3,10
(34, s), 3,43 (3H, s), 73,5 (2H, sefial ancha), 3,87 (1H, q);

4,00 v 4,04 (2H conjuntamente, s individualmente), 4,07 (1H,
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.q), 4,18 (1H, t), 4,38 (1H, t), 4,84 (1H, d), 4,92 (1H, q).

-1 =

RMC (6xido de deuterio): 6 (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,
73,4} 77,9, 99,1,/ 161,7, 172,7. ’
* Espectro de masas donde es brobable que aparéhca M
*x Mt no aéarece rﬁ el eSbectro de masas ordinaréo (espectro

de masas IE).

Otras constantes fisicas de la fortimicina C son:

!
p.£. 153-157°C (desc.).

K3 gso = +84,3° (¢ = 0,1, 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.

Teniendo en cuenta los datos anteriores § el hecho de
que la hidrdlisis de la fortimicina c produce fortimicina B
y &cido hidantoico, se ha hallado que la estructura ce la
fortimicina C es la de 4-N-hidantoilfortimicina B (IId) (las
fortimicinasA y C han sido obtenidas por sintesis ~a'65itir dd
fortimiqina B como se indica ;n 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 14
tanﬁo, se requieren compuestos con propiedades mds 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. Ademés, los

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

-a 8 dtomos de carbono, un grupo aminoalquilo N-sustituido

materiales de partida para obtener otros derivados modifica-
dos, por ejemplo introducir otros grupos en el grupo amino o
hidroxi de la primera. -

DESCRIPCION' DETALLADA DE LA INVENCION

> Los compuestos de esta invencién son derivados 4-N-sus

titufidos de la fortimicina B representadcs por la f£érmula

(doﬁde R es un grupo representado por'-—C—Rl 0 =CH,~Ro, donde
: "0
¢ - . .
R1 representa un grupo alquilo de 2 a 8 dtomos de carbono,
un grupo hidroxialguilo de 1 a 5 dtomos de carbono,run.gru—
po aminoalquilo de 2 a 8 &tomos de carbono o un'grupoléarba—
moxilaminoalquilo de 3 a 9 &tomos de carbono y R, rapresenta
un grupo alquilo de 1 a 8 gtomos de carboné, un gruédihidro—
xialquilo de 1 a 5 &tomos de carbono, un grupo aminoalquilo
de 1 a 8 &tomos de carﬁono, un grupo carbamoilaminoalquilo

de 2 a 9 &tomos de carbono, un grupo N-alquilaminoalquilo de

i”q 10 &tomos de carbono, un grupo aminohidroxialquilo de 2

(donde el grupo aminoalquilo contiene 2 a 5 dtomos de carbo-
no y el N-sustituyente es un grupo aminoalquilo de 1 a 5 &to|.
mos de carbono) o un grupo N-alguilaminohidroxialquilo de

2 a 8 &tomos de carbono) y sus sales de adicidn de &dcido no
tbéxicas y farmacéuticamente aceptables.

Los derivados 4-N-sustituidos de la fortimicina B obtg

e o g g e v o g e - e e
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_general (IV), es decir, los compuestos de esta invencién,

et tantes fisicas. También se incluyen como-referencia las pro-

-9

tenidos a partir del compuesto representado por la férmula
estédn ilustrados en la siguiente Tabla I junto con sus cons-

piedades fisicas de las fortimicinas B y A.

En la Tabla II, estén indicados los valores de la Rf
de la cromatografia en capa fina (CCF) de estos compuestos,
desarrolladas sobre una placa de gel de silice utilizando
varibs disolventes. Para una capa desarrollada, se utiliza
una placa de gel de silice (Merck DC-Fertigplatten Kieselgel
60 F 254) y se colorea con ninhidrina o yodo. El sistema di-

solvente dado en la tabla es el siguiente:

A: isopropanol-amoniaco acuoso al 28 %-cloroformo -

(2:1:1 en volumen)

P,

B: metanoi:cloroformo (S:éSen volumen)
C: metanol:cloroformo (1:93 enrvolumen).' N
La actividad antibacteriana (CMI) de los compusstos
de esta invencién esti indicada en las Tablas III-lJy'IiI—Z.
La medida se realizé por el método de dilucién en agar, uti-
lizando un medio a pH 8,0 o la Norma Japonesa de Medicamentos
Antibiéticos, empleando un medio a pH 7,2. Las unidades son
mcg/ml,
Los microorganismos utilizados en la Tabla III-2 y sus

abreviaturas se dan a continuacidn:

S.A.: Staphylococcus aureus KY4279 ATCC 6538P

B.S.: Bacillus subtilis KY4273

E.C.: Escherichia coli KY4271 ATCC 26

P.V.: Proteus vulgaris KY4277 ATCC 6897

5.5.: shigella sonnei KY4281 ATCC 9290

S.T.: Salmonella typhosa KY4278 ATCC 9992




e

[P

wm eenr

10

15

20

25

30

- 10—

K.P.: Klebsiella pneumoniae KY4275 ATCC 10031.

Los nGmeros de identificacién de los compuestos en la
Tablas ITI-1 y ITII-2 son los mismos que en la Tabla I.

*¥La estabilidad  de: lkos derivados de 4-N-acilfortimici-

na B en condiciones acuosas alcalinas es mala. %Pr ejemplo,

si la base libre [fortimicina A se deja en reposqjen una so-

lucidn acuosa (pH 10) a la temperatura ambiente durante 2

semanas o a 100°ﬁ durante 4 horas,. se descompone casi por
completo. S8i la 4—N—(Y-amino-a—hidroxibutiril)fortimicina B
y la 4-N-({§-amino-n-valeril) fortimicina se dejan en reposo
en solucioﬁes acuosas (pH 10), se descomponen casi cowmpleta-
mente al cabo de 1 hora a la teméeratura ambiente. Por:lo
tanto, no resulta Préctico purificér estos compuestos én con
diciones bédsicas (ﬁor ejemélo, cromatografia en cplumna con
Amberlite CG-50, eluyendo con amoniato acuoso).

Contrastando con la inestabilidad de los deriﬁg@bs de
4-N-acilfortimicina B; los derivadoé de 4-N-a1quilf6r§imici—
na B son tan estables gque no se produce descomposici§h ni
siqﬁiera en una sﬁlucién acu&sa de hidréxido bdrico a la
temperatura de reflujo durante 1é horas. Por lo tanto, en el

caso de la 4-N-alquilfortimicina B, puede introducirse cual-

quierrsustituyente en la posicifén 4-N de la fortimicina B

incluso aunque estos sustituyentes no puedan ser introduci-

dos como tipo acilico en aicha'posicién debido a la inestabi

lidad antes mencionada.




‘azpTy cwoo oppaw ‘os
BO ©15% US SRUSWETOS)

I ¥Id9L

- T -

2 us 0 Tt
(enBe ‘g% = 0),5'68+ _ € eUTOTWTAIOF vz =
Ty (T TI9TRA-U-OUTUE~F) =N~} CHN- {*HO) -0~
- oe’s vr L 99’¢g
enbe ‘g’T = o
(emfe f0'T T.o) 9E‘6 ‘N !89°L ‘H {EL'EE ‘D 3 m ot
g PUTOTWIIXOZ
T omm¢QHmeo.wommmN.mOmmemmaU exed (TT3ng-u-outuwe-A) —-N-§ . NmZImANmovlol
(enbe ‘g‘1T = 0) ' :
29’08 + IL'6 Iv‘L 96‘z¢c :
s ] ¢ F] : 2 1 1 g 'uTou .
Ix 99'6 ‘N fTS'L 'H {WT'EC 'O _ oz (rruere-g8) -n-p . m 6
Cret 701Gy Cm s P aCrrr s 9 G LELET .
O°HG‘z B0 H“D Yos%Hz 70N~ "H" 'y exed Cyn~C o -C gy
| .
(enbe ‘Q‘T = 2) 0 8
oE'9TT+ € BUTOTWI} € z Il
2% - -I0F (TTISTRA-U) —N-¥ molmA HO) -O-
(enbe ‘g‘T = 0)
o 0'TET+ _ § BUTOTWIR 0 3
Zx - T0F (TTATING~U) ~N~f ez z. M
HO~"HO-"HD=D~-
3
(enbe ‘0’1 = D) _ € euroTwrl o 9
08/9ET+ - . xogyruordoxd-N-¢ 1
2w €no-Cro-0-
(enbe ‘g‘T = 2) : o} S
02’ BET+ g euto e
Zx - ~TIRIo3ITRs0R-N- HO-O—
€68 vriL oL‘9€ . @ euToTI
(enbe ‘0’1 = 9) LO’6 ‘N {pe’L ‘H 266'9f ‘D  ~TAXOITTIOOTIO-N-¥ m v
«£'68+
Zx o%'m058%0 " Vos%us ‘T Lo NV ERLTH exed HO-CHD-D-
4 . [ r]
Be T4 = 9¢ LT 61°‘8 1447
(embe 1 mmimw 0S‘LT ‘N fge’'8 ’'H #00’sy ‘D O BUTOTWIIXOF m €
Zx (T ®B30N Ommm.nomemmmﬁo exed Nmzoolm24NmO|U:
(enbe ‘g‘gQ = D) 6% ‘LT L9°8 €z’'0s
00’92+ Lz‘LT ‘N fcL’'s ‘H fsE‘0S ‘D ¥ BUFOTWIIIOF o z
Zx (T 230N 9,5 SEHLT g ]
OTNTTHTTD exe Cun-Cro-o-
ge’qT LL's t9t‘e¥
(enbe ‘g’'T = 9) 62‘GT ‘N :08‘8 ‘H ST'6% ‘O g BUIDTWIJIOF H 1
€0E+ '
Tx (T =30K 0% S0VNCERTD exed
DoVZ . *Ex N opeijzuodug "Hewummcﬁ 'ouIl Oumwsmﬁom (I) Texsusb eTnwagl BT U J _ U O3
DeST Zx OpETNOTED :X0TI2ANS esul] 19p SICqUON sandwo)d
Q€2 *lx o (%) Teausw:Sis sysTrRUY
ojeIyins Tap mdu

og

a3

03

ST

o1




10

15

20

25

30

11 -

TABLA I

Andlisis elemental

Compues Nombre del Linea superior: C:
to n° R en la férmula general (I) compuesto Linea inferior: Ei
para C15H32N4(
1 H fortimicina B C, 49,15; H, !
49,363 {
-C~CH,-NH .
“ 2 2 para Cl7H35N5<
2 (0] _ fortlmlc%na A C, 50,35; H, ¢
50,23 {
—C—CHZ-NH-CONH2 para c18H36N6(
3 0 fortimicina C C, 45,00; H, ¢
44,84
-ﬁ-CHz—OH para Cq Hy N (
4 0 4-N-glicolilforti- C, 36,95; H, -
micina B 36,70
-C-CHy 4-N~acetilfortimi- -
Jl cina B
5 0 )
- IC"r' CH 2~ CH 3
6 o 4-N-propionilfor -
. timicina B
—C—CH2~CH2—CH3—
4-N- (n~butiril) for -
7 0 timicina B
-C—(CH2)3-CH3 4-N-(n-valeril) for— -
“ timicina B
8 0
!
7ﬁ_CH2—CH2"NH2 para Cj H..
9 - 4-N- (B-alanil)forti-
= AP, C, 33,14;
milcina B 32,96’
~C- (CH.)) ,-NH 4-N- (y-amino-n-butil)para C, H
2’3 72 fortimicina B . 19732
10 . C, 33,73;: ¢
33,66

11

—ﬁ—(CHZ)é-NHZ
L .

4-N~ (§-amino-n-valeril)

fortimicina B
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TABLA I .
) [a] D del sulfato
: Andlisis elemental (%) *¥1: 23°C 7 .
Nombre del Linea superior: Calculado *2: 25°C.
compuesto Linea inferior: Encontrado | T %3:7.24°C
*
para C15H32N405.H20 Nota %), i
. +30,3
fortimicina B c, 49,15; H, 8,80: N, 15,29 (c = 1,0, agua)
: 49,36; 8,77 15,38
para Cy,H35N504 Nota 1) *2
. fortimicina A c, 50,35; H, 8,70; N, 17,27 +26,0°
: 50,23 8,67 17,49 (c = 0,2, agua)
para C,gHyeNg07.2Hy0 Nota 1) *2
- -]
fortimicina C c, 45,00; H, 8,33; N, 17,50 ‘224;30 1. agua)
44,84 8,19 17,36 11 89
*
para C17H34N4C_)7.1,5H2804.C2H50H.}120 89 30 2
- Z 1
4-N-glicolilforti- C, 36,95; H, 7,34; N, 9,07 (¢ = 1,0, agua)
micina B 36,70 7,44 8,93
4-N-acetilfortimi- - *2
cina B +139,2°
. {(c-= 1,0, agua)
*2
4-N-propionilfor - +136,8°
timicina B (c = 1,0, agua)
4-N- (n-butiril) for - *2
timicina B +131,0°
{(c = 1,0, agua)
4-N~ (n-valeril) for- - *2
timicina B +116,3°
) (c = 1,0, agua)
i
para C,gH,_N;O¢.2H,S0,.C,H 0H.2,5H,0
R . cay e . ) .
- fp-alenil)fortic o) 33,14; w, 7,515 N, 9,66 *1
S 32,96 7,41 9,71 + 80,6°
) (c = 1,0, agua)
4-N- (y-amino-n-butil)para C, H. N .0,.2H.SO,.C,H.OH.4H.0
fortimicina B - 197397576 2°¥4°~275 2 vo1 5o *1
N c, 33173; H, 7,68; N, 9,36 L
33,66 7,44 9,30 (c = 1,0, agua)
4-N- (§-amino-n~valeril) . *1
fortimicina B - +89,5°(c = 1,0, agua)
(solamente en este ca

so, medido corc hidro
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TABLA I (continuacidt

Andlisis element

Compues- o S Nombre del =  Linea superior:
to n°, R en la f&rmula general (I) compuesto Linea infexior::
-C-{CH,) o-NH 4~N~ (E-amino-n para C,,H ‘
Il 275 2 capr 0°il) forti c, 37, 34 4;.51
12 (0] micina B 37'20 -
—C-CHz—NH R
I 4-N-glicilgli- para C19H38 6C
13 0 ﬁ-—CHZNH2 cilfortimicina B c, 33,24;
.O 33,27
~C-CH-CH~CH,~NH, 4-N- [L- (=) -y~ -
[l a amino-o~hidroxi-~
14 0 OH" butiril] fortimi-
cina B
) para C17H37 5
15 “~CH,~CH,~NH 4-N- (2-aminoetil) .
2 2 2 fortimicina B C, 32,56;
32,55
16 ~CH,~CHq 4-N-etilfortimi -
cina B
& :
17 -CH,-CH,~CH 4-N- (n-propil) for . -
2 2 3 e s s -
timicina B
18 - (CH,) ;~CH, 4-N- (n-butil) for- -
timicina B
19 -(CH,) ,~CH, - 4-N- (n~pentil) for -
2°4 3 P =
timicina B :
para C18H39N5C
C, 31,99;
20 —(CH2)3-NH 4-N- (3-aminopro- - 32,04
pil) fortimicina B
para C19H41N5C
21 - (CH,) ,~NH, 4-N- (4-aminobutil)  c, 32,98; :
fortimicina B- 32,74
22 —(CHZ)S—NH2 - 4-N- (pb~aminopentil)
- fortimicina B
. para C21H45N505
. : C, 35,65; |
) ’ . 3 . 35,74
23 -{CH,) ~NH 4-N- (6-aminohexil) s
2’6 2 o ;
forticimina B
24 ~CH,-CH,~O0H 4-N- (2~hidroxietil)

fortimicina B



TARLA I (continuacidn)

Andlisis elemental (%)
Linea superior: Calculado .
Iinea inferiorr-Encontradd. .

Nombre del- -
compuesto

4-N- (E-amino-n
capro-il) forti
micina B

para C2 H43‘506 2HSO .C,H-OH.2H,0

275
Cc, 37,34; H, 7, 76 N,

9,47
37,20 7,62 9,45

4-N-glicilgli-

ParaC oH - 2H ,S0,.C,H0H. 2H,0
cilfortimicina B 38N607+ 2H 5504-CoHlg

C, 33 24; #, 7,17; N, 11, 07
33,27 7,11 10,81

4N~ [L- (=) =Y~ -
amino-a-hidroxi-
butiril] fortimi-
cina B

para C17H37 5 5.2 SHZSO4.C2H50H HZO
7,21; N,
7,19

4-N- (2—aminoetil)

fortimicina B C, 32,56;

32,55

H, 9,99

9,93

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 : -
para C18H39N5 0. 2 5H2504 .C SHeOH. 2H2
Cc, 31,99; H,
- 32,04

7,52; N, 9,33
4-N- (3-aminopro- 7,80 8,99

pil) fortimicina B

para Cl9 41 5 5.2 5H2 4.C2 5OH 3H2

u, 7,64; N, 9,16
7,69 8,91

4-N- (4-aminobutil) c,
fortimicina B-

32,98;
32,74

4-N—(5—aminopentil)' -
fortimicina B

para CZl H45N505 .2 ,5H2$O4. CZHSOH' ZHZO

c, 35,65; H, 7,80; N, 9,04
.+ 4~N- (6-aminchexil) ',3?'74 7,71 8,78
" 7 . forticimina B C
¢ -4-N-(2-hidroxietil) ' -
' fortimicina B _ : v

CT T e S

sulfato

D ox1: 239 2o,
4 25°C roll

24°C

, *1
+74,9°

(c = 1,0, agua)

*2
+70,1°

(c = 1,0, agua)

*2
+77,8°

(c = 1,0, agua)

*1
+71,9°

(c = 1,0, agua)

*1
+72,8° |

(¢ = 1,0, agua)

*x1
+67,3°
(c = 1,0, agua)
*1
+71,3°

(c = 1,0, agua)

*1
+77,4° '

{(c = 1,0, agua)
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TABLA I (con+inuac

Andlisis elern

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)aminocetilf
NH- (CHZ) NH2 fortimicina B
26 -CHZ-CHZ-NHCHB 4-N- (2-metilami- : -
noetil) fortimici-
na B
~CH.~CH- (CH.) ,NH 4-N- [(S)-4~-amino~ para C,,H,.N,
2 27272 2-hidroxibutil] 19741
27 OH fortimicina B c, 32,20; H,
32,582
" ~CH.-CH~- (CH.) ,NHCH 4-N-[(S)-4-metil para C, H
' 2 R 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,.N
' 2 272 72 no-2-hidroxibutil] 4 &5 5
29 CH fortimicina B r eyt
, 31,44
~CH,~CH-~ (CH,) ,~NHCH, 4-N-[ (R,S)-4-metil
amino-2-hidroxibu~
30 OH tiﬂ fortimicina B
para C, 8 39
~CH,,~CH-CH,-NH,, 4-N- [ (5)-3-amino-2-, 32,87; 1
| hidroxibutil] forti-~—' 3577 7
31 OH micina B '
para C’19
~CH,~CH-CH,,~NHCH, 4-N- [(S)-3-metilami C, 32,30 H,
: no-2-hidroxipropil— 32,48
32 OH fortimicina B :
para Csz43N5C
~CH,~CH~ (CH,,) ,NH 4-N- {(s)-5-amino-2~- _ ]
2 . 2’372 hlerXLpentllfortl- C gg'?g' H
33 OH micina B !
Nota 1): Medido en forma de base libre. .
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|

re.

TABLA

Andlisis elemental (%)
Linea superior: Calculado
Linea inferior: Encontrado

Nombre del
. compuesto

I (con+inuacidn)

—

4-N- (2~ (2-amino

“etil)aminoetil]]

fortimicina B

4-N- (2-metilami-
noetil)fortimici’
na B

. 4-N- [(5)-4-amino-

2-hidroxibutil}
fortimicina B

4-8- () -4-metil
amino-2-hidroxi~
butil] fortimici-

‘na B

4-8-[ (R,S)-4~ami-
no-2-hidroxibutil]
fortimicina B

4-N- [ (R,S)-4-metil
amino-2-hidrcexibu-~
til] fortimicina B

4-N-[ (8)-3-amino-2-
hidroxibutil) forti-

micina B

para Cl 9 H 4lNSQG 2, SHZSO 4 C2H50H. 3H20

c, 32,20; H,
32,62

7,49; N,
7,84 -

8,97
8,64
para C, H,,Nc0..2,50,80,.C;H
C, 34,65; H,
34,82

gﬁLHZO

8,93
9,22

7,65; N,
7,44
para C,gH, N Oc.2,5H,50,.C;H-OH. 4H,0
c, 31,57; H, 7,57; N, 8,76
31,44 7,98 8,48

para C18H39N506.2,5H2804.C2H50H.H20

c, 32,87; H, 7,17; N, 9,58
32,85 6,93 9,23

para ciSHQINSOG'2'5H2504‘C2H50H‘3H20

4-N- [(S)-3-metilami C, 32,30 :H, 7,49; N, 8,97

no-2-hidroxipropil-

fortimicina B

_ 4-N- {(5)-5-amino-2-
,hidrqxipentilforti—

micina B

32,48 7,40 8,71

para Cbe43N506.2,5H280 .C2H50H.H 0]

4 2

C, 34,82; H, 7,44; N, 9,22
34,78 7,72 8,98

del
*1:
*2:
*3:

sulfato
23°c -
25°C
24°C

+86,5°
(c =0,2,

+74,5°
{({c =0,2,

+75,5°
(c =0,2,

agua) |

*2
agua)

*1

agua)

*3

agua)

*1
agua)

*1
agua)

*3

agua)
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TABLA II

Reaccibn

Compues Sistema di Valor
to 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 4-N-glicolilfortimicina B A 0,46 -yodo
5 4—N—acetilfortinu‘.cina B | A 0,43 "
6 4—N;propionilfortnricina B A 0,46 "
7 4-N-~ (n-butilril) fortimicina B A 0,48 "
8 4-N~ (n~valeril) fortimicina B A 0,49 "
g - 4-N- (3-alanil) fortimicina B A 0,41 ®
10 4-N- (y-amino-n-butiril) forti- A 0,48 "
; micina B )
]_17 4-N- {§~amino-n-valeril) forti- A 0,47 "
micina B
12 4~-N- (e—amino-n—-caproil) forti- A 0,42 v
micina B
13 4-N-qlicilglicilfortimicina B A 0,42 "
14 4-N-[L~ (~)~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) fortimicina B A 0,66 "
18 4-N- (n-butil) fortimicina B A 071 "
19 4-N- (n-pentil) fortimicina B A 0,72 "
20 4-N- { 3~aminopropil) fortimi- A 0,43 "
cina B
21 4-N-(4-amipobutil) 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 "
24 4-N- (2-hidroxietil) fortimicina B A 0,46 u

>y
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TABIA II (continuacidn)

til] fortimicina B

- Compues Sistema di Valor  Reaccién
to n° Naabre del compuesto solvente RE coloresda
25  4-N-[2-(2-aminpetil) aminoetil]l A 0,36 yodo
fortimicina B )

26 4-N-(2-metilaminoetil) forti- a 0,43 v
micina B : £

27 4-N-[(S)~-4-amino-2~hidroxibu~ a 0,27 "
til}fortimicina B

28 4-¥-((8)-4-metilamino-2-hidro- & 0,34 "
xibutil} fortimicina B

34 1,2',6'~tri~N-carbcbenzoxifor- Cc 0,47 "
timicina B )

35 1,2',6' -tri-N-t—butoxicarboni_ C 0,31, "
fortimicina B

3%  tetra-N-carbobenzoxifortimicira A B- 0,66 n

37 tetra-N-carbobenzoxi (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-carbobenzoxi- [4--(2- ' ¢ 0,70 "
aminoetil) fortimicina B]

41  tri-N-carbobenzoxi-{4-N- (2-me~ 0,15 u
tilaminoetil) fortimicina B] 7

29 4-N-[(R,S)-4-amino-2-hidroxibu- A 0,27 "
til]fortimicina B '

30 4-N-[(R,S) —4-metilamino-2-hidro A 0,34 "

- xibutil] fortimicina B

31 4-n [(s)-3-amino-2-hidros<ipropil] a 0,35 "
fortimicina B

32 4-N-((S)-3-metilamino~2-hidroxi- A 0,40 o
propil] fortimicina B

33 4-N-[(s) -5-amino-2-hidroxipen- A 0,34 &




~Tlue soT

2 URAT3IORUT
eSRISISURINICISOT 9p exolonpoxd
-ex9IsueIl[I1o0e @p exozanpoxd

"PUTZUS OPPITO IO SIURTPSW SODTIQT
“IT odIl BswrsisueI3[1loor op eiojonpoad ‘eurdoTweilusB iz cTT odry & 1 odr3
‘eutoTWoRU g -1 odyy esSeIdISURIIOISOF sp eiozonpoid ‘BUTITWOSU 1 1 od13 ®BS
‘BUTOTWRIUSS :f - 2SRIDISURIITIZSOC 9P ©IO35NPOId ‘euroTweuey g *II odryl B RIS

seTasyoeq serq

(271 HS 'Tu/Bow IWND) UGTISIGIUTUT oD eurulw UOTOBI3USOUGS

T~III ¥IgvdL

~SUBRIISOJUTOTUCBU £ BPSRIHUISTTUSPE 2P rIojouroxd feurorwelusd :z "BSE19UTSTIUSPR °op 2Ioianpoxd ‘euroTWRRUBD IT L4
¥ PuroTweusy vy x
Sz g2t S‘Z1 00T< 0s 00< 00T 'zt 00T< ¥xT 09-X 0zOg @wiuouwnaud e{{sTSAdTY
sz'9 sz'9 sz’'9 00T ¢Sz'‘9g ng 0s sz’9 001< £ G90T SUDOSOOIRW BIIBIASS
14 T4 14 00I< S’‘ZT 00T 00T 52 00T< sxL ¥9T *ds® erouspraoag
s’et S2T gZ‘9 00T< G‘2T 05 0s szt 001< xx9 ZTS8AM 6¥ "
001< 00T< 00t< 00T 001< 001< 001< 00T< 00T< xx¥ TTS8AM ¥d N
0s 0s 74 00T< sz 0071 00T< 0s 00T< »x€ 9TGBAY 6Y u
Y4 0s °r4 00T< §’2ZT oot 0s sz 00T< v8Ty YION esoutbnise sruowopnasd
Zi’‘e sz't sT'T 00T< 2T'€ szt s'et 2i‘e 00T< G 6VEBAY 02¥ "
00T< 00T< 001< 95°1 00T< 001< 00T< 00T< 00T« **¢ 8% €8AY 671Y "
Zt’'e Zi‘e Zt’e szt 8L70 sz'9 gt'e 95°1 00T< £x€ EPEZ LTH "
szt S'zZT 52’9 00T< 2T’'€E sz‘9 sz‘9 <T’e 00T< T xxT TZESAM 8TH "
s’zt  sz'o s'zT 00T 2’9 ‘sz 52’9 S‘ZT 001T< xxT 8EE€E-2Z 2T¥ "
s‘et §2T szt 00TI< S'ZT sz ¥4 5’2t 00T< #xT LLOM/ELS "
ZT‘e rARES sz‘9. 00I< 21'€t sz’9 s’'z1 [ASES 001< x+T Z-9L ITOD BTIYOTIBYDSH
G'eT S‘2T se‘o s¢ §'2T 0s 00T szt 00t< T#HWdg esourbnise seucwopnasg
TAR sg’9 A gr’e sz'9 st sz sz'e 00T < 06Z6 DJLY TouUUOS elTabTYs
sz‘9 Zt’e Zt’e ZT‘€E Sz se ST sz’9 00T PI-D STPTAITISIUS BITOUOWTES
zt’c Z1’'¢ cT'e 96T s¢’'9 sz Szt gt'e 00T< £r staebina snejoag
sz‘9 2T’ (A 00T< sz'9 ¥4 s’'zt Zt’e 00T 7LZYAM seruownaud eTTRISARTH
_m.mﬂ §'2T §'ZT Zt'e sz's s’‘er s’z sz’9 00T 00TE “
1
52’9 sz’9 T zT'e (ARE §’es T4 sz’9 00T< S-TTyZND "
\
Zt’e 96’71 21’ 96'T Zt’e s‘ex s'ezT A 00T< Z-OIHIN TT1O0 BIYDOTIIDYDSH
8L’0 v'0 v‘0 8L'0 7’0 S'21  sz'9 8L'o 00T 972 "
v'o 7’0 7o 7’0 8L'0 Zt’e sz’'e 8L0 00T (¥) yatus "
] 8L'0 ¥'o ] 8L'0 zt’e 21’€ 8L°0 00T< d-607 snaane sunoooooTiydeas
62 82 Lz 01 ST v € 4 T - edad ©T 9D SIQUWON

o3ssndwod [9p OIDunN

0¢g

534

038

(028




. - 1§ ~
i; TABLA III-1
|
b Concentracidén minima de inhibicit
r‘____hﬁéfsff del compuesto
Nombre de 1acepa\.'\ 1 2 3 4
Staphylococcus aureus 209-P >100 0,78 - 3,12 3,12
" Smith (A) 100 0,78 6,25 3,12
" 226 100 0,78 6,25 12,5
Escherichia coli NIHTC-2 >100 3,12 12,5 12,58
" .GN2411-5 >100 6,25 25 12,5
" 3100 100 . 6,25 12,5 12,5
Klebsiella pneumoniae KY4274 100 3,12 12,5 25
Proteus vulgaris JJ >100 3,12 12,5 25
! salmonella enteritidis G-14 100 6,25 25 25
% Shigella scnnei ATCC 9290 > 100 6,25 25 25
il Pseudomonas aeruginosa BMH#1 >100 12,5 100 50
Escherichia coli 76-2 1%*% >100 3,12 12,5 6,25
" 57R/W677 1*%* >100 12,5 25 a5
" R12 Z-338 1** >100 12,5 6,25 25
" R18 XY8321 2** - >100 3,12 6,25 6,25
" R17 2343 3** >100 1,56 3,12 6,25
R19 K¥8348 ?** >100 >100 >100 >100
: " R20 KY8349 5** >100 3,12 ° 12,5 i2,5
. i
v Pseudomonas aeruginosa UCLA 4184 >100 25 50 100
g " R9 KY8516 3** >100 50 >100 100
" . R4 KY8511 4%* - >100 >100 >100 >100
" R5 KY8512 g** >100 12,5 50 50
Providencia esp., 164 7%* >100 25 100 100
Serratia marcescens 1065 3** >100 6,25 50 50
Klebsiella pneumoniae 3020 Y-60 1%** >100 © 12,5 100 >100
* RA: kanamicina A ,
** 1: gentamicina, productora de adenilsintetasa. 2: gentamicina, prod
ferasa tipo II. 3: kanamicina, productora de acetiltransferasa. 4: ¢
sa tipo I. 5: neomicina, productora de fosfotransferasa tipo I. 6: 1:
tipo I y tipd II. 7: gentamicina, productora de acetiltransfesrasa t:

bidticos mediante el citade enzima.



Concentracidén minima

TABLA IXII-I

de inhibicién (CMI mcg/ml, pH.7,2).

1 2 3 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 12,58 3,12 1,56 3,12 1,56 3,1%
>100 6,25 25 12,5 3,12 3,12 6,25 6,25 6,2§
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 5,25 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
5100 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 5100 >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 5100 100 25  >100 25 50 50
>100 >100 >100 >100 >100 100 >100 >100 >100
>100 12,5 50 50 12,5 >100 6,25 12,5 12,5
>100 25 100 100 12,5 >100 25 25 25
>100 6,25 50 50 6,25 100 6,25 6,25 6,25
>100 ° 12,5 100 >100 50 >100 12,5 12,5 25

ilsintetasa. 2: gentamicina, productora de adenilsintetasa y neomicinfostrans-
ductora de acetiltransferasa. 4: gentamicina, productora de acetiltransfera-
a2 de fosfotransferasa tipo I. 6: neomicina, productcra de fosfotransferasa

productora de acetiltransferasa tipo II. Las bacterias inactivan a los anti-
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TABLA III-2

Concentracién minima de inhibicidn (CMI meg/ml, pH 8,0)

Licroorganisno

0,32

Compues®t
ntm. N SA BS EC PV ©SS ST Kp

1 12,5 12,5 25 25 50 12,5 50.
2 0,04 0,04 016 0,32 0,63 0,16 0,16
3 0,16 0,32 0,08 0,63 1,25 0,32 o{ss .
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  >200 50 5200
7 6,26 12,5 6,25 100 50 12,5 25

‘8 100 25 >100 - >200 >200 >200 >200
9 0,08 0,08 0,63 0,63 1,25 0,32 0,32

10 0,32 0,16 1,25 1,25 2,5 0,63 2,5

12 520 320 >20 >20 520 320 20

13 0,32 0,32 1,25 2,5 5 1,25 2,5

14 0,63 5 0,63 10 20 2,5 5

15 0,16 0,16 : 0,32 0,64 1,25 0,32 0,63

16 1,56 3,13 3,13 6,25 6,25 3,13 50

17 3,13 12,5 6,25 12,5 12,5 6,25100

18 12,5 25 25 100 25 12,55200

- 19 25 200 100 >200 100 100 >200

20 1,25 2,5 5 10 20 1,25 80

21 0,32 0,32 1,25 2,5 2,5 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

26 0,04 6,16 1,25 5 1,25 5

?'\
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TABLA ITI-2 (continuacifn)

bﬁc;oor-
_ganismo
Compuesto . e e o e

n°.: SA . _BS _BCr PV "SS ST " K
27 0,04 | 0,06 0,16 0,32 1,25 0,1 0,32
28 0,04 0,04 6,08 0,32 0,63 '0,05 0,32
29 008 | 004 0,16 0,32 0,63 0,16 0,63
30 0,08 | 0,02 0,32 0,16 0,63 0,08 0,32
31 - 0,16 0,32 2,5 1,25 2,5 0,63 2,5
32 0,16 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 compuesto n°ll es inestable en condiciones alcalinas
(pH 8,0) v no puede ser medido.

Como resulta evidente de los datos anteriores, los com-
puestos de esta invencidn presentan buena actividad antibac-,
teriana contra diversos microorganismos y, por lo tanto, son
Gtiles como agentes antibacterianos o antisépticos.

Andlogamente, las sales de adicién de &cido no téxicas
de estos compuestos presentan un amplio espectro antibacteria
no y son ftiles como agentes antibacterianos, etc. En el sen-
tido utilizado aqui, el término "sales de adicidn de &cido no
tdxicas" se refiere a las monosaies, disales, trisales y tetra
séles obtenidas por reaccifn de una molécula del compuesto
representado por la férmula general (I) con 1 a 6 equivalen-
tes de &cidos no téxicos.y farmacéuticamente aceptables. Los
dcidos adecuados son los &dcidos inorgénicos como sulfdrico,
clorhidrico, bromhidrico, yodhidrico, fosfbrico, carbénico,
nitrico, etc y 1los écidos orgénicos como acético, fumirico,
milico, citrico, mandéliéo, succinico, ascdrbico, etec; ami-

nodcidos como dcido aspdrtico, etc y similares. Por lo tanto,
i :

]
7

AP o - 2 rm— pETTr sl e
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las composiciones del aspecto de materia de esta invencibn
también incluyen estas sales de adicidn de &cido no.téxicas
y farmacéuticamente aceptables.

“v vt Los procedimientos para-la sintesis-de-los compuestos
de la invencibn estén ilustrados en general en el siguiente
diagrama de flujo I. Como ilustra este diagrama, los compues-
tos son sintetizados por las vias siguientes: (1) etapa 1,
etapa 2 y etapa 3; ﬂZ) etapa 1, etapa 5 y etapa 7 o (3) eta-
pa, 1, etapa 2, etapa 6 y etapa 7.

Mds especialmente, cuando el compuesto deseado represen
tado por la formula general (I) es un compuesto donde R =
-ﬂ-Rl, se sintetiza via etap; 1— etapa 2—+etapa 3. Cuando
eg compuesto deseadc representado por la férmula general (I)
es un compuesto donde R = _CHZRZ’ es sintetizado via etapa
1-—;etapa 2 —etapa 3—petapa 4 o via etapa 1—» etapa 5—
etapa 7 o via etapa l--»etapa Z—*etapa 6——*e£apa 7.

Entre los compuestos representados por la férmula gene-
ral (I) asi obtenidos, agquéllos donde R = CH,R, son m&s esta-
bles en condiciones fuertémenée alcalinas gue los compuestos
donde R = COR, .

Las etapas individuales del procedimiento anterior se-
rén descritas con detalle a continuacién. En la descripcidn,
1o§ compuestos representados por las férmula generales (I),
(1a)}, (Ib), (II)... (VII) son denominados algunas veces com-

puestos (I), (Ia), (Ib), (II)... (VII), respectivamente.
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Etapa 1 - Sintesis de los compuestos representadcs por la

f6rmula (ITI) a partir de fortimicina B

Puede obtenerse un compuesto representado por la férmula
(iII)q donde uno de.los.dtomos de hidrSgeno del grupo amino
unido a los &tomos de carbono de las posicionesfsl, 2' y

i
6' de la fortimic{ina B estd enmascarado con un grupo enmas-

carador del amino (R3), por reaccién de fortimicina B en for

ma de base libre con un reactivo enmascarador del amino en

un disolvente apropiado. Para esta eﬁapa, pueden utilizarse
los reactivos enmascaradores del amino habitualmente emplea-
dos en la sintesis de péptidos. Son ejemplos de reactivos

adecuados enmascaradores del amino los siguientes:

_ .
ITCHZ-O-Q-O-@ |
Rg

REECHZ-O_@-Y'

CH3 0

7
i

” {

H3C--%-O—C-N3

CH3

13
CH, O

o HBC—é—o-g—sij @ -1t

| N~ CH
CH, 3

0 0 o

CH3-O—C-Y, C2H5—O~C—Y, R7—CH2-C—Y,
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. I
ﬁ C
R,—CH.,—C-OH 5-0H C.H -O—C—N/ O
7 2 ! r 275 N !
o
NO2 g

[ donde Ry v Rg pueden ser iguales o diferentes y reéresen—
tan, H, OH, NOZ’ Ci, Br, I, grupos alquilc {(de 1L a 5 &tomos
de carbono) o grupos alcoxi (de 1 a 5 étoﬁos de carbhono):

R, representa H, F, Cl, Br, I o un grupo alquilo (deil as

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

Los disolventes adecuados para la reaccidn son diwetilfor
mamida, dimetilacetamida, tetrahidrofurano, dioxano, 1,2-di-
netoxietano, metanol, etanoi, acetona, agua o mezcias de los
mismos. Entre estos disclventes, se prefiere especiaiﬁente
el metanol.

!La concentracién de fortimicina B en la reacciéﬁ‘éé ade-
cuadamente de 1 a 250 milimoles/l y especialmente 10 a 100
milimoles/1l. La concentracién del reactivo enmascarador del
amino es apropiadamente 4 milimoles/l1 a 1 mol/l, siendo pre-
feribles de 30 a 400 milimoles/l. La cantidad del reactivo
enmascarador del amino utilizada en la_reaccién eé apropiada
mente de 1 a 5 moles y se prefiere de 3 a 4 moles éor mol de
fortimicina B. En ese caso, no es favorable que la cantidad
del reactivo enmascarador del amino sea superior a 5 moles,
porgue el &tomo de hidrégeno.del‘grupo amino unido al &tomo
de carbono de 1la posiciéﬁ 4 de la fortimicina B también es
enmascarado por el grupo enmascarador del amino y disminuye
el rendimiento del compuesto de £6rmula (ITI) deseado. Por
otra parte, tampo&o es favorable gue la cantidad del reacti-

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

bién disminuye el rendimiento del compuesto de f6rmula (III)|
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f "+ 'El compuesto representado por la férmula-{III)} sintetiza-

~gel de silice {por ejemplo Kieselgel 60 fabricada por E.

-23 -

La temperatura de reaccidén es de 0 a 60°C y preferiblemen
te de 0°C a la temperatura ambiente. En estas condiciones,,

el tiempo de reaccidn es habitualmente de 2 a 18 horas.

do de acuerdo con el procedimienfo anterior puede utilizar-
se directamente en la etapa sucesiva tal como se encuentra
en la mezcla de reaccién o puede ser aislado y purifiéédo
y a continuacifn empleado en la siguiente etapa. o

La purificacifén y aislamiento del compuesto rePre#eﬁtado
por la férmula (III) a partir de la mezcla de reaccién pue-
de ser realizada de acuerdo con el siguiente procedimienﬁo.
Se separa el disolvente por destilacién de la mezclé’dé reac
cién, obteniéndose un residuo. Este se tritura con un disol-
veqte orgénico como cloroformo o acetato de etilo pafa di-
soiver las materias extraibles. Despuds el extracto disuelto

resultante se somete a cromatografia en columna empleando

Merck, etc). Luege se realiza la elucién con un disolvente

orgénico como cloroformo-metanol o acetato de etilo-etanol,
etc y las fracciones que presentan un valor de la Rf espé-
cifico se recogen y concentran a sequedad, con lo que se
o?tiene el material deseado en forma de polvc blanco.

.iEl compuesto representado por la férmula (IYXI) asi obte-
nido puede ser utilizado como sustancia de partida para la
preparacién de los compuestos representados por las f6rmu~
las (Ia) y (Ib), Gtiles como agentes antibacterianos, etc.

El compuesto representado por la-férmula (Ia) es inestable
en condiciones alcalinas y, por lo tanto, es conveniente, en
la preparacién del compuesto representado por la férmula

(TII), seleccionar un reactivo enmascarador del amino gue no
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i

-requiera condiciones alcalinas para eliminar el grupo enmas

carador. Son ejemplos de reactivos enmascaradores del -ami-

np que satisfacen estas condiciones los siguientes:

(
[9]
0 ]
: j:;§§£>rcnz-o-c-o-m
R .
.6 0
B 0

=y
\N

N
jas]
t\)l
(@]
1
P
=

(‘Q

C‘H3
. CH, O y
2] 1S
CH,~C-0-C~5_|| i
3 ~
i N7 CHy '
CH

(donde Y Rg e Y tienen el significado dado anteriormente).
El compuesto representado por la férmula (Ib) es estable
en condiciones &cidas y alcalinas y, cuando se utiliza el
compuesto representado por 1d férmula (III) como sustancia
de partida para la preparacibn del compuesto representado
por la férmula-(lb), puede emplearse cualquier reactivo enmag
carador del amino.

Etapa 2 -~ Preparacifn -del compuesto (IV) a partir del com-

puesto (IXI)

" El compuesto (IV) se ;btiene por acilacidn del compuesto
(III) con un agente acilante normal, en un disolvente apro-
piado.

Como agentes acilantes pueden utilizarse aqui los &cidos
carboxilicos representados por la f£érmula general (VI),

R‘ZCOOH [donde R'2 representa un grupo alquilo, hidroxialquiqy
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i lo, carbamoilaminoalgquilo, N-algquilaminoalquilo, N~alguil-
aminohidroxialguilo, aminoalquilo sustitufido (el sustituyen-

te es un grupo enmascarador del amino), aminohidroxialquilo

‘“Eustituidol(el sustituyente 'es un grupo-enmascarador-del ami
no) , amincalquilo N—éustituido (el sustituyente es ﬁn'grupo
aminometilcarbonilo sustituido cuyo sustituyente es un gru-
po enmascafado: del amino), donde el grupo enmascarador del
amino puede ser igual o diferente de dicho Ry o© defi;%dos
de &cidos carboxflicos funcionalmente equivalentes a éﬁtos,
es decir, anhidridos de los &cidos carboxflicos representa-
dos por la f6rmula general (VI), dsteres activos de dichos

dcidos carboxilicos con un compuecto seleccionado entre el

grupo formadc por

P

i 0
’ ’ 2 )
¢ . ' . NOp
w Ny HO= Z '
L] v
.§N \

pYr e feriblemente

"HO -~

==

V4

o héluros de &dcido, etc, de dichos &dcidos carboxilicos.
Cuando el agente acilante aquf utilizado contiere un gru-

po amino libre, es necesario enmascarar el grupo amino con
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-*pyesto (III). Los grupos amino son enmascarados de la misma

~preparacidn del compuesto (Ia) o bien puede aislarse el com-
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_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' el com-

fbrma que en la etapa I.

La concentracidn del compuesto (III) utilizado estd
comérendida entre 1 y 250 mM, preferiblemente 10 a 100'me
Se utiliza un nfimero igual o superior de moles del agente%
acilante con respecto al compuesto (III). Cuando se emplea\
un anhfdrido como agente acilante, es preferible utilizar [
1 a 5 moles del anhidrido por mol del compuesto (II1). Cuan-
do se emplea un &ster activo como agente acilante, es ?re-
ferible utilizar 1 a 1,5 moles del-éster active por mol
del coméuesto (I11).

Los disclventes adecuados son dimetilformamida, di-
metiiacetamida, tetrahidrofurano, dioxano, 1,2-dimetoxietano
metanoll‘etanol, agua o mezclas de los mismos. Se emplea prey
feriblemente tetrahidrofurano cualquiera que sea el agente

\
LR

acilante utilizado.

La reaccidn se lleva a cabo a una temperatura comprent
dida entre 0 y 70°C, preferiblemente entre 0°C y la tempera-
tura ambiente, durante 15 minutos a 20 horas vy preferible-

meﬁte 1 a2 18 horas.

Ademds del procedimiento anterior, puede aplicarse a
la etapa de acilacidén un método DCC o similar.
Asi, se forma en la solucidn reaccionante el compues

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

puesto (IV) y después utilizarse en la preparacidén del com—

puesto (Ia).
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El aislamiento y la purificacidén del compuesto (IV)
de la solucidn reaccionante se lleva a cabo separando prime-

ro el disolvente por destilacién de la solucibn reaccionan-

nico como cloroformo, acetato de etilo, etc, para extraer
las partes solubles. Después el extracto se somete a croma-
tograffa en columna, empleando una columna rellena ce gel
de silice como Kieselgel 60 (nombre comercial de E. Merck)
o similar. La elu¢ién se realiza con un sistema disclvente
orgénico de cloroformo-metancl, acetato de etilo-etanol, etq
y se recogen las fracciones gue contienen los compuaestos
(IV). Después se separa el aisolvente y se obtiene ellcom-

puesto (IV).

Etapa 3 - Preparacidn del compuesto. (Ia) a partir del com-

i

puesto (IV)

El grupo Rq enmascarador del grupo amino del com-
puesto (IV) obtenido en la Etapa 2 se separa por procedi-
mientos conocidos para obtener el compuesto (Ia). Por ejem-
plo, cuando el grupo enmascarador es un grupo bencilgxicar-
bonilc, puede ser eliminado por hidrogenolisis catalitica-
en presencia de un catalizador metélico de paladio/carbén,
platino, rodio, etc y en presencia de un &cido como clorhi-
ééico, bromhfdrico, acético, etc, en un disclvente como
agua, tetrahidrofurano, dimetilacetamida, dimetiformamida,.
alcoholes inferiores, dioxano, &ter dimetiflico de etilengli-
col o combinaciones de los mismos, etc, preferiblemente en
metanol a la temperatura ambiente y a la presidn atmosféri-
ca, mientras se hace pasar hidrSgeno gaseosc a través de la
mezcla de reaccidn.

Habitualmente se emplea de 1 a 10 % en peso del cata
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lizador metdlico sobre el peso de compuesto (IV) y la con-
centracidn de compuestoc (IV) es normalmente de 1 a 200 mM,

preferiblemente alrededor de 50 mM.

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

de diéxido de carbono o por cromatografia en capa fina'y

similares.

. v

Cuando el grupo enmascarador es'un_grupo t-butbxicrrr
bonilo,. su eliminacién pu?de realizarse en presencia de écF-
do clorhidrico o &cido trifluoracético en un disolvente no.
acuoso; por ejemblo diclorometano, cloroformo; tricloroetiler
nd_y acetato de etilo. En este caso, el compu%sto {IY7) se
utiliza a una concentracidén de 1 a 200 mM; preferikblemente
alrededor de 50 mM y se emplea una cantidad equivalente o
mas del &cido. Se confirma que la reaccifn ha terminado por
cromatografia en capa fina, etc,

Cuando el grupo enmascarédor es un grupo trifenilme-
tilo, puede ser eliminado pof tratamieﬁto con dcido acético
o dcido triflucracético por procedimientos conocidos.y cuan-

do el grupo enmascarador es un grupo orto-nitrofenilsulfoni-

lo, el tratamiento se realiza con dcido acé&tico o dcido clor
ﬁfd;ico de acuerdo con un procedimiento conocido para sepa-
rar él_grupo enmascaradqr.

La separacidn y purificacidén del producto deseado se
realizan por procedimientos conocidos, empleando una resina
cambiadora de idn, cromatografia en columna de gel de sfli-
ce o similar. Por ejemplo, siguiendo un.procedimiento con
resina cambiadora de idn, se filtra }a mezcla de reaccién,

si es necesario, y el filtrado resultante se evapora a se-
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~lumna .de, éor ejemplo, Amberilite CG-50 (en forma de sal amd-

‘forma. Después de que se ha descompuesto el exceso de agente
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guedad. El residuo se disuelve en. agua y, después de ajus-
tar el pH a 6 aproximadamente con un &lcali, por ejemplo hi-

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

nica) para'adsorber el éroduéto deseado.rDespués la columna
se somete a elucidn con una concentracibén apropiada de amo-
niaco ?ara dividir el eluato en fracciones. Las frac¢iones

con actividad antibacteriana se combinan y evaporan péfa se-
pararel disolvente. El producto deseado se obtiene en forma

de polvo.

Etapa 4 - Preparacién del compuesto(Ib).a partir del compues
“to ‘(Ta) . ’

El combuesto (Ia) obtenido en la Etapa 3, o fortimi-
ci?a A y fortimicina C obtenidas por métodos conocidcs, se
reduce en un disolvente apropiado en presencia de un agente
reductor para convertir el grupo carbonilo del grupo amido
en un grupo metileno, a la temperatura ambiente o arla tem-
peratura de reflujo del disolvente, con lo que se obtiene
el compuesto (Ib). ‘

:Son disolventes apropiados el tetrahidrofurano, dio-

xano, éter dietilico, etc. Como agente reductor, se utiliza

un exceso, habitualmente de 10 veces o mds, de hidruro de 1li
tio y aluminio, diborano, etc.
La purificacidn del producto deseado se realiza, por

ejemplo, con una resina cambiadora de ién de la siguiente

reductor en la mezcla de reaccidn con acetato de etilo, agua
o similares, se destila la mayor parte del disolvente a pre-
sidén reducida. El residuc resultante en estado semisélido se

mezcla con agua para extraer los componentes solubles en agua
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«-agua-~y después se eluye con amoniaco acuosow:- Se -recogen las

"Etapa 5 - Preparacidén del compuesto (V) a partir del ccm-

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

da (pox ejemﬁlo Amberlite CG-50). La columna se lava con

] . . ' '
fracciones que contienen el compuesto (Ib) y-se separa el
amoniaco por evaporacidn para cbtener el compuesto {(Ib) en

forﬁa de éolvo blanco. e

i
i
|
La separacidn y purificacidn también pueden reali-,

- i

1
zarse por otros procedimientos conocidos, como cromdtograffa

en gel de silice, etc. .I

: pue's'to (111)

El compuesto (V) puede pregararse hacigndo reaccio-
nar el compuesto (III) con un compuesto representads por la
férmula general (VII), R'ZCHZX {donde ﬁ'z tiene el signifi-
cado dado anteriormente y X representa cloro, bromo, yodo,
un_gruéo éster metanosulfonilico o un grupo éster p-—toluen-
sulfonflico) en un disolvente apropiado, para algquilar el
compuesto (III). La concentracidén del compuesto (III) utili-
zada en la reaccidn esti comprendida entre 1 y 250 milimo-
les/1, pfeferiblemente entre 10 y 100 milimoles/1. La canti-
dad utilizada de compuesto (VII) es de 0,5 a 2 moles, prefe-
riblemente 0,8 a 1,2 moles, por mol de compuesto (III).

' Los disolventes adecuados son metanol, etanol, pro-
panol, butanol, tetrahidfofurano, acetona o sus mezclas y
preferiblemente etanol.

La reaccidn se lleva a cabo a una temperatura cﬁmprei
dida entre 0 y 120°C, preferiblemente entre 10 y 80°C, duran
te 2 a 4 hoias, preferiblemente 10 a.20 horas. El producto

deseado asi obtenido puede utilizarse como tal en la reaccid:
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siguiente sin aislarlo o puede ser aislado primero y puri-

"E. Merck Co.). Después se realiza la elucién con un disolven

-3l

ficadoc de la siguiente forma.

Una vez completada la reaccién, se destila él di-
solvente de la.mezcla de.reagcidn.y el resigduo_se disuelve
en un disolvente orgénico como acztato de etilo, clorofor-
mo, etc. Después de lavar la solucidn orgdnica con agua y
secarla, se evapora el disolvente. A continuacidén se épli-
ca el residuo a una columna cromatogrédfica de gel de sflice

utilizando, por ejemplo, Kieselgel 60 (nombre comeicial de

te orgénico como cloroformo-metancl, acetato de etiln-=tanol,
etc y se recoygen las fracciénes gue contienen el cempuasto
(V); comprcbado por los valores de la Rf. Se separa el di-
so;vente por destilacidn con lo que se obtiene el comgpuesto

!
(V) en forma de polvo blanco.

Etapa 6 - Preparacién del compuesto (V) a partir del com-
puesto (IV)

El compuesto (V) puede obtenerse por reduccién del
compuesto (IV) obtenido en 1la Etapa 2 en presencia 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
éisolvente.

Para esta etapa, son disolventes adecuados el tetra-
hidrofurano, dioxano, &ter dietilico, etc y sus combinacio-
nes. Como agente reductor, se utilizan diboranco, hidruro de
litio y aluminio, etc. BEn esta reaccidn, el compuesto (IV)
se emplea a una concentracién de 1 a 250 mM, preferiblemen-
te 10 a 100 mM y habitualmente se emplea un exceso de 10 ve-

ces o mds del agente reductor. La reaccién se termina habi-

™
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---benilo, es preferible emplear -diborano conio ' ggente -reductor

_ 32 _

phalmehte'en 10 minutos a 18 horas.
Cuando el grupo amino del compuesto (IV) utilizado

en esta etapa estd enmascarado con un grupo benciloxicar-

éérque el.gruéo carbonilo del grupo amido se:convierte en
el_gruﬁo metiléno sin perturbar al grupo benciloxicarbonilp
del coméuesto (IV). Por consiguiente, el compuesto (V) pueée
obtenerse con buen rendimiento. [W.V. Curran y R.M. kngiera
3.0rg.Chem., 31, 3867 (1966)].

Cuando el radical R'Z del compuesto (IV) utilizado|
contiene un grupo amino enmascarado en esta etapa 6, se for-
man compuestos similares; ademds del cbmpuesta (V),,que de-
penden del grupo enmascarador, de las condiciones de reac-
cién y del agente reductor; Es decir, cuando se emplea dibo-
rano como agente reducter 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-butiloxicarbonile,
se obtiene el compuesto (V) y compuestos donde 2l grupo en-
mascarador del grupo amino dei radical R’, del compuesto
(V}l ha sido reducido a un grupo metilo. Si el tiempo de reac
cidén es mis corto; se forma principalmente el primero y si
el tiempo de reaccidn se prolonga, aumenta el rendimiento
déi_ﬁltimc.

El producto.de reaccidn resultante puede utilizarse
como materia érima para ia 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 destilacidén de la mezcla de reaccidn y despuds el residudg

se mezcla con agua para descomponer el hidruro residual. Se

agrega después un disolvente orgdnico como acetato de etilo,

et sk 9

e i,
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cloroformo, etc, para extraer los componentes solubles. Una

-33 -

vez separada la caba acuosa, la capa de disolvente orgénico
se 1a§a con agua, se seca con sulfato sddico anhidrq, etc y
se destila el -disolvente. El:residuo se.-disuelve en . un di-
solvente orgénico como cloroformo, etc y el producto desea-
do se obtiene éor cromatografia en columna de gel de silice.
Cuando aﬁarecen dos productos finales, estos dos
productos pueden obtenerse por separado por fréccioﬁﬁmiento
de los eluatos'y; si es necesario, cambiando el disolvénte

eluyente.

Etapa 7 - Preparacién del compuesto (Ib) a partir del com-
puesto (V) '

De acuerdo con esta etapa, el grupo R3 enmascarador
de} amino de la 1,2',6'—tri-N-enmascarado—4-N—alquil(6‘al-
quil sustitufdo) fortimicina B [ compuesto (V)] obtenido en
la BEtapa 5 0 6 se elimina siguiendo el procedimiento cono-
cido, baséndose en la Etapa 3 en la que se emplea el com-

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

N-alquil(o alguil sustitufdo)fortimicina B [ compuesto (Ibﬂ

. 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
éénrun dcido.- Después se agrega un disolvente capaz de redu-
cir la solubilidad del compuesto (I), por ejemplo etanol,
ete, para formar un preéipitado. El precipitado ée filtra y
seca, obteniéndose un polvo blanco o gris de la sal de adi-
cidn de dcido del compuesto (I).

Los valores de la DESO 2% DL50 de algunos de estos

compuestos estdn indicados a continuacidn.
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‘los microorganismos indicados ‘a continuacifn. Una hora des-—

Niimero del compuesto . -

- 34 -

50

En este experimento, se utiliza un grupo formado

por ratones de la variedad dd¥. En cada animal se inoculan

i ;
pués de la inoculacién, los compuestos de ensayo disueltos

en agua destilada para inyeccidén se inyectan intraperitoneal]

mente en los animales experimentales mediante un pinchazo.

t
. . - i
Se observan los animales experimentales una semana después
- 1
- '

de la inyeccidn y se calcula la DEg, siguiendo el ﬁéfbdo a

Behrens—Kédrber. Los resultados obtenidos son los sigulente%:

DE50 {mg/kg)

de ensayo Combuésto de ensayo 5
. KP*]- - E_C""
2 Sulfato de fortimicina A .. 2,06 5,06
27 Sulfato de 4~N- {(S)-4~ami~
no-2-hidroxibutil) fortimi-
cina B 1,88 2,81

*1 Rp gignifica Klebsiella pneumoniae 8045. Se inoculan 1,3 x
10° células en cada ratodn.

*¥2 EC significa Escherichia coli Juhl. Se inoculan 2,1 x
10% células en cada ratdn..

2) DLg,

En este experimento, se utiliza un grupo formado por
5 ratones de la variedad dd¥. Los compuéstos de ensayo di-
sqeltos en 0,2 ml de agua destilada para inyeccidn se inyec-|
tan” intravenosamente en cada animal en 10 segundos. La DLg,
se calcula por el método Behrens-Karber. Los resultados

obtenidos son los siguientes:

Ndm. del compuesto DL;, (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

P e e e b wmme s b men en et i S
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~.que presenta actividad antimicrobiana en asociacidén con.el....

gr&nulos. En estas formas de dosificacidn sélidas, el compues|

~35 .

Esta invencidn “incluye dentro de sus limites las
composiciones farmacéuticas que contienen, como ingrediente

activo, por lo menos uno de- los compuestos de esta invencidn

vehiculo o diluyente farmacéutico. Los compuestos de esta
invencidn pueden ser administrados por las vias oral o paren-
teral, es decir, vias de administracidn intramuscular, intra-

-

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

o amm

en formas de dosificacién adecuadas para la viade administra-
cién.
Las formas de dosificacidn sblidas para administra-

cién oral incluyen c&psulas, tabletas, pildoras, polves y

to ?ctivo se mezcla ﬁor lo menos con un diluyente inérﬁé co~
me sacarosa, lactosa o almidén. Estas formas de dosificacidn
también pueden contener, como es préctica habitual, sustan-
cias adicionales distintas de los diluyentes inertes, v.q.
agentes lubricantes como estearato magnésico. En el caso de

las céipsulas, tabletas y pildoras, las formas de dosificacién

también pueden contener agentes reguladores del pH. Las tablep

tas y pfldoras pueden prepararse asimismo con recubrimientos

entéricos.
‘ Las formas de dosificacidn liguidas para administrar
cidn oral incluyen las emulsiones, soluciones, suspensiones,
jarabes y elixires farmacéuticamente aceptables, que contienen
los diluyentes inertes comfinmente utilizados en este-campo,
por ejemplo agua. Ademds de los diluyentes inertes, estas com
posiciones también pueden contener coadyuvantes, tales como
agentes humectantes, agentes emulsionantes y suspensores y

agentes edulccrantes, aromatizantes v perfumantes,

. o et g, - 4
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.é - Los éreparados de acuerdo con esta invencidn para
administracidn ﬁarenﬁeral inéluyen las soldciones, suspensio-
nes o émulsiones acuosas o no acuosas; esterilizadas. Son

rej?mplos de disolventes o vehiculos no acuosos-el:propilen-
-glicol, polietilenglicol; aceltes vegetales cémo el aceite

de oliva y &steres orgénicos inyectables como el oleato de

- 1

etilo. Estas formas de dosificacién también pueden contener,
o i
coadyuvantes como agentes preservativos, humectantes, -emulgent

FRF
- 1]

tes y disbersantes. Pueden ser esterilizadas, por ejeuwplo,
por filtracidn a través de un filtro que retiene las bacte-|
rias, por incorporacidn de agentes esterilizantes a lasfcom-
posiciones, por irradiacién de las mismas o pof calerzncidn.
También pueden fabricarse en forﬁa de composiciones sélidas
que.se disuelven en agua estéril o en algfin otro medio inyec-
table estéril inmediatamente antes de su uso.

| Las commosiciones para administracién rectal son
preferiblemente supositorios gue 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 que la cantidad de ingredientes activos sea tal que se
obéénga una dosis adecuada. La dosis seleccionada depende del
efecto terapéutico deseado, de la via de administracién y de
la duracién del tratamiento.

A continuacidn se incluyen ejemplos de esta inven-
cidén, donde los Ejemplos 1-2 iiustrah las realizaciones de pues
ta en préctica de la etapa 1. Los Ejemplos 3-10 y 27 ilustran
las realizaciones de puesta en préctiqa de la etapa 2. Los

Ejemplos 11-18 ilustran las realizacicnes de puesta en précti-
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1. ca de la etaéa'B, los Ejemplos 19-21 ilustran las realiza-

““¥os “Ejemplos 23 y 28 ilustran realizaciones ‘de puesta en

" Preparacidn de 1,2',6'-tri-N-benciloxicarbonil-fortinicina B

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

=37 -

ciones de puesta en préctica de la etépa‘4, el Ejemplo 22

flustra una realizacidn de puesta en practica de la etapa 5,

préactica de la etapa 6 v los Ejemplos 24, 25, 26 y 29 ilus-
tran realizaciones de puesta en prictica de la etapa 7.

" BJEMPLO 1

Se disuelven 1,8 g (5,2 milimoles) de fortimicina

B y 3 ml de trietilamina en 100 ml de metanol y se agrega

de N-(benciloxicarboniloxi)succinimida en 50 ml de téirahi-
drofurano, mientras se enfrfa con hielo (3-5°C) duranﬁe un
pe;iodo de 1,5 horas. Una vez completada la adicién, la so-
lucién se agita durante 2 horas mientras se enfrfa con hie-
lo (3-5°C) vy deséués se evapora él disolvente a presién
reducida. .E1l residuo (materiarsélida) asi obtenida se disuel
ve en 200 ml de cloroformo y la solucidn resultante se lava
sucesivamente con 100 ml de uﬁa soiucién acuosa de bicarbona-
to s8dico al 5 % y 100 ml de agua. Después de lavada, la so-
lucidn clorofdrmica se seca sobre sulfato sédico anhidro y
se concentra a sequedad a presién reducida. El residuo so-
lido resultante se disuelve despuds en una pequéﬁa cantidad
de cloroformo y la solucién cloroférmica se carga en una co-
lumna rellena con 200 g de gel de silice (Kieselgel 60, nom
bre comercial, E. Merck Co.). En esta etapa, la elucién se
realiza con una mezcla disolvente de metanol y cloroformo
{3:97 en voiumen) y se recoge ei eluato en fracciones de

60 ml. Se'combinan las fracciones723,a 50 que contienen com-

puestos con una Rf = 0,47 en ei sistema disolvente C de la
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Tabla II. Estas fracciones se concentran a sequedad a pre-
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sidn reducidat Se obtienen Q,B‘g de un polvo blanco.
-Punto de fusiéﬁ: 79-82°C
Espectré RMP (metanol-d,): § (ppm). 1,02, 3H, d),.1,2-
116 (45, ™, 2,30 (34, s}, 2,90 (1H, t), 3,42 (34, s), 3,5-
4,0 (8H, m), 5,02 (6H, s}, 5,36 (14, d), 7,24 (15H, o)
[a]z = +20, 3°C {ec=1, 0 metanol). I
.gnalisis elemental para C39H50N4011: .
Encontrado : C, 62,68; H, 6,93; N, 7,17 %
Calculado : C, 62,38; H, 6,71; N, 7,46 %. . |
Por los datos anteriores se confirma que el'prodﬁg
to obtenido es 1la 1,2‘,6'~tri—N-benciloxicarbénil—fcrtlmi—.
cina B (3,1 milimoles, rendimiento: 59,6 3.

EJEMPLO 2

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

Se disuelven 348 mg (1,0 milimoles) de fortimicina B
en 15 ml de metanol y se mezclan con 560 mg (4,0 milimoles)
de 5-4,6>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 14 colaboradores. La
mezcla de réacéién se deja en reéoso é'la temperatura ambien
te durante 5 dias con moderada agitacidn. La me;cia de reac-
éiép asi obtenida se concentra después a sequedad a presién
reducida. Despué€s 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 s&dico anhidro. Después de secar, se eva-
pora el acetato de etilo a presidn reducida éara obtener un
residuo s6lido. El residuo sélido resultante se disuelve en

una pequeiia cantidad de cloroformo y la sclucidn cloroférmi-




10

15

20

28

30

.éa se carga en una columna rellena con 20 g de gel de silice.

-39 —~

En esta etapa la elucibn se realiza con una mezcla

disolvente de metanol y cloroformo (3:97 en volumen) y el

..efluato se recoge en fracciones de.6 mlx Se. combinan: las frag

ciones 20-60 que contienen compuestos con una Rf = 0,31 en

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

concentran a sequedad a presién reducida. Asf se obﬁ;gnen‘
175 mg ag un polvo blanco. . .

Espéctro RMP (metanol—d4):£5(ppm) 1,10 (3H,1d)f 1,2~
1,6 (48, m), 1,59 (274, s), 2,35 (3H, s,), 3,5-4,0 (8H, m)}
5,33 (16, 4). -

Andlisis elemental para C30H56N4011:

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

Calculado : C, 55,54; H, 8,70; N, 8,64.'

Por los datos descritos se confirma que el producto
es la 1,226'-tri~N~t;butoxicarbonil—fortimicina B (0,27 mili
moles, rendimiento: 27 %).

EJEMPIO 3

Se disuelve 1 ml de N,N-dimetilformamida, 33 mg (0,28
milimoles) de &cido hidantoico y 38 mg (C,28 milimoles) de
1-hidroxibenzotriazol. Se afiaden 58 mg (0,28 milimoles) de
N,N’~diciclohexilcarbodiimida y la mezcla de reaccibn se agi
£a durante 2 horas mientras se enfria con hielo (3-5°C).

La solucidn resultante se mezcla con 164 mg (0,25 mi-
limoles) de 1,2,6'~tri-N-t-butoxicarbonil-fortimicina B obte
nida en el Ejemplo 2 y se deja en reposo a la temperatura
ambiente durante 2 dfas, con agitacidn. Después la materia
insoluble depositada se separa por filtracidn y el filtrado
se concentra a presidn reducida para'dar un residuo s6lido

blanco amarillento (1,2',6'~tri-N-t-butoxicarbonil-4-N-hidani
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1 toil-fortimicina B).
EJEMPLO 4
Se disuelven 751 mg (1,0 miliﬁoles) derlt2',6'-tri-N-
7 benciloxicarboni%-forﬁimigip@;B,,thenida,pof unmméto@o si-
8 milar al del Ejemplo 1, én 20 ml de metanol y Si afiaden
0,5 ml (5,0 milimoles) de anhfdrido acético. La.mezclé de

reaccidn resultante se deja en reposo a la temperatura

. ambiente durante!l6 horas. Después la solucidn resultante

se concentra-a pfesién reducidé, el residuo se disuelve en
10 20 ml de acetato de etilo y la solucidn se lava después
sucesivamenﬁe con 10 ml de una solucidn acuosa de bicarbona-
to sédico al 5 % y 10 ml de agua y después se deshidrata
con‘sulfato sédico anhidro. Después de secar, la solucidn
] de acetato de etilo se evapora a presifn reducida y a2l re-
18 siduo se agregan 10 ml de n-hexano con agitacidn para lavar-
lo. Se separa el n-hexano por decantacidn para obtener un
residuo sélido blanco amarillento pdlido de(1,2',6'-tri-N-
benciloxicarbonil-4-N—aceti1—fortimiciné B).

EJEMPLO 5
20 En este.ejemplo se llevan a cabo las reacciones uti-
lizando el métode del Ejemplo 4 empleéndb el anhfdrido in-
dicado en la Tabla A para obtener un residuo gue contiene
élicompuesto (I1V) indicado en dicha Tabla A. Sin embargo,
se ﬁtilizan cantidades equimoleculares del anhidrido de la
25 Tabla A en lugar del anﬂidrido acético empleado en el Ejem-

plc 4.

—

30
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B _ ' TABLA A

Compuesto empleado en lugar . .
del anhidrido acético Compuesto (IV) °
Aphidrido propidnico ' 1,2',6'-Tri~N-benciloxicarbo-

B

- 41 _

~nil-4-=N-propionil-fortimitina: B

A%hfdrido n-butirico 1,2',6'~-Tri-N-benciloxicarbo-
, nil-4-N- (n-butiril) fortimicina B

Arnhidrido n-valérico 1,2',6'-Tri-N~benciloiicarbo-
nil-4-N- (n~valeril) fortimicina B

EJEMPLO 6 . %

ﬁn iO ml de tetrahidrofurano s; disuelven 230.ﬁ§ (ﬂ,]
milimoles) de N-benciloxicarbonilglicina, 148 mg (1,i pilir
moles) de l-hidroxibenzotriazol y 227 mg (1,1 miliﬁéiéé)
de N,N'—diciclohexilcarbodiimida y la mezcla ae reacéién
resultante se agita y se enfrfa con hielo {3-5°C) dufayte
uﬁa hora. Después se afiaden 7507mg-(1,0 milimoles) de 1,27,
6'~tri~N-benciloxicarbonil-fortimicina B, obtenida de forma
similar a la descrita en el Ejemplo ;. La mezcla resultante
se agita a la temperatura ambiente durante 18 horas. Des-
pués la materia insoluble se separa por filtracidn y el di-
solvente del filtrado se separa a presibén reducida. El1 con-
centrado resultante, disuelto en una‘pequeﬁa cantidad de
cloroformo (2 ml), se carga en una columna rellena con 50 g
de un gel de silice. La elucidn se realiza con una mezcla
disolvente de cloroformo y metanol (98:2 en volumen) y el
eluato se recoge en fracciones de 6 ml.

Se combinan las fracciones 24-40 que contienen los

compuestos con una RE = 0,66 en el sistema disolvente B de

la Tabla II. Estas fracciones se concentran a sequedad a pre

sién reducida. Asi se obtienen 612 mg de un polvo blanco con
el siguiente espectro de RMP (metanol—d4):6 (ppm) 1,12 (3H,

d4), 1,2-1,9 (4H, serial ancha), 2,98 y 3,06 (3H conjunto, s,
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.cada uno), 3,33 (3H, s), 3,2-4,5 (11H, sefial ancha), 4,95

-4 -

(1H, &, 5,02 (8%, s), 7,20 (208, s).
Asf se confirma que el producto es la tetra-N-bencil-
oxichrbonil-fortimicipa AﬂCO}G?*milimoles; renaimiento: 67 2)|.
| ' EJEMPLO 7 | i
De forma similar a la descrita en el Ejem;lo 6, se
levan ;;1 cabo lag mismas reacciones utilizando los drriva-
dos de N—ﬁencilo§icarbonilo indicados en la Tabla Bféara
obtener los compﬁestos (IV) indicados en la misma tabla,
en cuya reaccidn se utilizan cantidades equimoleculafes de
los derivados N-~benciloxicarbonilicos mostrados en la Ta-
bla B en lugar de la N-benciloxicarbonilglicina utilizada

en el Ejemblo 6.

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

{ 4-N- (8 ~alanilfortiricina B)

tetra-N-benciloxicarbonil- [4-

2cido N—benc1lox1carbon11rY-anuno—?-7 N~ (Y-amino-n-butiril-forti-

butirico

micina B))
2cido N-benciloxicarbonil-§-amino-n- tetra-N-benciloxicarbonii-[4~
valérico N- (6-aminovaleril-fortimici~
) na B))
Acido N-benciloxicarbonil-g-amino-n- tetra-N-benciloxicarbonil-[d~
caproico N- (E~amino-n—capropil-forti-
. micina B)]

EJEMPILO 8
En 5 ml de tetrahidrofurano se disuelven 183 mg (1,1
milimoles) de &dcido O-bencilglicénico y 148 mg (1,1 milimo-~
les) de 1-hidroxibenzotriazol y la mezcla de reaccién resul-
tante se agita mientras se enfria con hielo (3—5°C). Después
se anaden 227 mg (1,1 milimoles) de N~N'-diciclohexilcarbo-

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

t
¥

)

[§<)
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Il - insoluble depositada se separa por filtracidn y'el disolven

_suélto en una pequeiia cantidad de cloroformo (2 ml), se car-

_ga en una columna rellena con 100 g de gel de sflice. En es-

~-43 -

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

ta & la temperatura ambiente durante 17 horas. La materia -

te del filtrado se elimina a presidn reducida. Asft se cobtie-
ne un residuo sélido blanco amarillento pdlido de 1,2',6'-
tri-N-benciloxicarbonil-4-N~(O-bencilglicolil) fortimicina B.

A am

EJEMPLO 9

En 30 ml de tetrahidrofurano se disuelven 5467mg
(2;1 miiimoles) de N-benciloxicarbonilglicilglicina ;fé%Q mg
(2;; milimoles) de l—hidroxibenzotriazol y la mezclé dé
reaccidn resultante se agita mientras se enfrfa con hﬁélo
(3TS°C). Después se afiaden 426 mg (2,1 milimoles) de N,N'-
diciélohexilcarbodiimida y, después de agitar y enfrfar con
hielo (3-5°C) durante 2 horas, se agregan 1,50_g (2,0 mili-
moles) de 1,2',6'—tri-N—benciloxicarbonil-forﬁimicina B ob-
tenida de forma similar a la descrita en el Ejemplo 1. La
mezcla de reaccién resultante se agita a la temperéturg
ambiente durante 18 horas. La materia insoluble depositada
se separa por Eiltracién y elrdisolvente del filtrado se

elimina a presién reducida. El concentrado resultante, di-

ta etapa, se utilizan 450 ml de una mezcla disolvente de me-
tancl y cloroformo (2:98 en volumen) para lavar la columna
y la elucidn también se realizé con el mismo disolvente. El
eluato se recoge en fracciones de 17 ml. Se combinan las

fracciones 18-60 en las que estén coptenidos los compuestos

con una Rf = 0,54 en el sistema disolvente B de la Tabla II.
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o Encontrado:. C, 61,02; H, 6,15; N, 8,41 %_.

— 44 _

_Estas fracciones se concentran para obtener 1,25 g de un

polvo blanco.

Andlisis elemental para C51H6?N6015:

Calculado: C, 61,31; H, 6,26; N, 8,41 %
As{ se confirma que el producto obtenido es la te-
tra-N-benciloxicarbonil(4- N—glJCllgllCll fort1m1c1na B) :
(1,3 milimoles, rendimiento: 60 %). \
EJEMPLO 10 » ' \
En 20 ml de tetrahidrofurano se disuelven 557 mg i
(2,2 milimoles) de &cido L-(-)-Y~-benciloxicarbonilamino-s -
hidroxibutfrico y 297 mg (2,2 milimoles) de 1-hidroxibenzo-
triazol y la mezcla de reaccidén resultante se‘agita misn-
tras 'se enfrfa con hielo (3-5°C). Después se afiaden 454 mg.
{2,2 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 1,5',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
égita a.la temperatura ambiente duran?e“16 horas. La mate-
ria insoluble depositada se separa por filtracidn y el
disolvente del filtrado se elimina a presidn reduCida. El

concentrado resultante, disuelto en una pequefia cantidad

de cloroformo (2 ml), se carga en una columna rellena con

100 g de gel de silice. En esta etapa, se utilizan 350 ml
de una mezcla disolvente de metanol y cloroformo (2:98 en
volumen) para lavar la columna y la elucidn se realiza tam-
bien con'la misma mezcla disolvente. El eluato se recoge en
fracciones de 15 ml. Se combinan las fracciones 15-45 en la

que estdn contenidos los compuestos con una Rf = 0,78 en el
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”1L12.(3H, d}), 1,2-2,0 (4H, sefial ancha), 3,03 .(3H, s),:3,33

_45

sistema disolvente B de la Tabla II. Estas fracciones se
concentran éara obtener 795 mg de un polvo blanco que pre-
senta los siguientes valores del RMP (metanol—d4), § (ppm):
(31, s), 5,05 (84, s), 7,26 (20H, s). |

2sf{ se confirma qué el producto es la tetra-N-bencil-
oxicarbonil—{4—N—[L—(~)~Y-amino—a—hidroxibutiril]fo;;imicina
B} (0,8 milimoles, rendimiento: 40 %).

| | EJEMPLO 11

Se disuelve el residuo sélido (l,2',6'-tri—N—t-butor
xicarbonil-4-N-~-hidantoilfortimicina B) obtenido en él,ﬁjem—
blo.3en10 ml de una mezcla disolvente de 4cido trifl&o;acé—
tico y diclorometano (1:1 en volumen) y 1a.me§cla dé::éac-
cién resultante se continfia agitando a la temperatura
ambiente durante 16 horas. Se separa el disolvente a pre-
sién reducida; Después se agregan 5 ml de agua al concentra
do resultante y la materia insoluble se separa por filtra-
cién. El filtrado, ajustado a pH 6 con hidrdxido sbédico 1N,
se carga en una columna rellena con 10 ml de Amberlite CG-5(
(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
§é recoge en fracciones de 2 ml. Se combinan las fracciones
31-45 que contienen los compuestos con una Rf ='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 [a]D y la Rf de la cromatograffa en capa fina
del compuesto asfi obtenido son‘tota;mente idénticos a Jos

de la fortimicina C. Por lo tanto, el compuesto obtenido se
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identifica como 4-N-hidantcil-fortimicina B (fortimicina C).
Rendimiento; 60 %:
'E&EMPLO 12

-an Se’ diluye- 60 veces. dcido. clorhidrico concentrado 12N
con metanol éara formar una solucidn metandlica 0,2N de
4cido clorhidrico: Las soluciones metandlicas de &cido clor=-
hidrico de diferentes normalidades utilizadas mis adslénte
se preparan de forma similar. 7 .

En 20 ml de la solucidn metandlica de &cido clorhidri
co 0,2N se disuelve el residuo sblido cobtenido en el Ejemplo
5 (1,2',6'-tri—N—bencilbxicarbonil—4-N-acetil—fortimicina B)
y se afaden 40 mg de paladio.al 10 % en carbdén. A continua-
cidn se hace pasar hidrégeno.gaseoéo a través de la mezcla
deireaccién a la temperatura ambiente ¥ a la presidn atmmos-
férica durante 16 horés. Una vez completada ia reaccidén de
hidrogenacifén se separa el catalizaaor por fiitracién y el
disolvente del filtrado se elimina a presidn reducida. El
concentrado resultante, disueltc en 5 él de agua, se carga
en una columna rellena con ZO%ml de Amberlité CG-50 (forma
NH4+) después de ajustar la solucidn fésultante a pH Grcon
hidrdxido s6dico IN. Después de cargada, la columna se lava
con 60 ml de agua y la elucidn se realiza con amoniaco acuo-
sé'a 0,15N. El eluato se recoge en fracciones de 5 ml. Se
éombinan las frgcciones 16-31 en la que se encuentra el com-
puesto con una Rf = 0,43 en el sistema disolvente A de 1la
Tabla IT. Se concentran estas fracciones para obtener 300 mg
de un polvo blanco con las siguientes propiedades fisicas.

Espectro de masas m/e: 391 (M%'+ 1), 390 (M+), 373,
355, 347, 310, 299, 277, 259, 249, 231, 181, 143, 97, 43.

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

o
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l-ﬁ'ale (3H, s), 3,44 (34, s), 3,5 (2H, sefial ancha), 3,86 (11,
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a), 1,2-1,9 (48, m), 2,18 (3H, s), 2,8 (3H, seflal ancha),

q), 4,08 (1H, q), 4,16 (1H, t), 4,%6 (1H, t), 4,80 (1H, 4),
4,90 (1H,q).

Mediante los datos anteriores se¢ identifica el com-
puesto coﬁo 4uN-zcetil-fortimicina B. Rendimiento: 77 %. Des
pués se disuelven 250 mg (0,64 milimoles) de la 4-N--acetil-
fortimicina B obtenida antefiormente en 2 ml de agua y la
solucibn st ajusta a pH 2 con acide sulfdrico SN. Laiéblu—
cidn asi obtenidé se vierte en 20 ml de etanol para precipiq
tar a la temperatura ambiente. Después de filtrar y seoar,
se obtienen 352 mg (0,57 milimoles) de sulfato de 4-N-acetil
fortimicina B. Rendimiento: 85 %. éﬁx;?%sg = +139,2°% (2 =10
agua). '

! ', ' EJEMPIO 17

Se repiten las reacciones, aislamientos y purificacio-
nes del Ejemplo 12, a excepcidén de que se ﬁtilizan respecti-
vamente los residuos que contienen 1,2°,6°-tri-N-bencil-oxi-
carbonil—44N;propionil—fortimicina B, 1,27 ,6 ~tri-N-bencilo
xicarbonil-4-N-(n-butirilo)-fortimicina B, y 1,2°,6 ~tri-N-
benciloxicarbonil-4-N-(n~valeril)fortimicina B, obtenidos
en el Ejemplo 5, en lugar del material de partida, es decir,
en lugar del residuo que éontiene 1,2",6"-tri-N-benciloxicay
bonil-4-N-acetil-fortimicina B, utilizadc en el Ejemplo 12.
Asi se obtienen 266 mg, 314 mg y 260 mg de un polvo blanco
(en forma de base libre). L as propiedades fisicas de los
compuestos asl obtenidos son las siguientes.

.Pro&ucto obtenido cuando ge utiliza 1,27 ,6 -~tri-N-
beneiloxi-~carbonil-d~N-propionil-fortimicina B como materiall

de partida:
Espectro de masas m/e: 405 (M™ + 1), so4 (M%), 387,
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~1)2-1,9 (4H, m), 2,46 (2H, q),.2,8. .(2H, sefial. ancha),. 3,13..
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369, 361, 331, 324, 299, 291, 273, 263, 245, 227, 212, 195,
143, 126, 97. )

RMP (6xido de deuterio)'s§ (ppm): 1,02 (3H, 4), 1,08,

(3#, &), 3,45 (3H, s), 3,5 (2H, sefal ancha), 3,87 (1H, g),
4,10 (18, q), 4,17 (1H, t), 4,33 (1H, t), 4,79 (1H, d),

4,91 (1H, q)- |
25° i
Sulfato:[(x]D = +136,8° (¢ = 1,0, agua). . . ‘
. i 1

A partir de estas propiedades fisicas, el compuesto

se identifica como 4—N—§ropionil—fortimicina B (0,66 milim?-
les, rendimiento: 66 %). ‘

Producto obtenido cuando se utiliza 1,2‘,6'—tii—N-
benciloxicarbonil-4-N-(n-butilril) fortimicina ? ccmo mate-
rial de partida: '

Espectro de ﬁasas m/e: 419 (M+ + 1), 418 (M+), 338,
305, 299, 287, 277, 259, 241, 226, 209, 143, 126, 97, 43.

RMP (6xido de deuterio) § (ppm): 0,98 (3H, t), 1,00
(35, &), 1,2-1,9 (6H, sehal ancha), 2,42 (2H, g}, 218 (2H,
sefial ancha), 3,02 y 3,14 (34, s), 3,42 (3, s), 3,5 (2H,
seﬁgl ancha); 3,85 (1H, q)n 4,10 (1H, q}{ 4,16 (g, m), 4,35
(iH, t), 4,50 (15, 4), 4,89 (iH, q).

Sulfato:[ajgs° = +131,0° (c = 1,0, agua).

A partir de estas propiedades fisicas, el compuesto
se iaentifica COomo 4—N-(p—butiril)fortimicina B (0,75 mili-
moles, reﬁdimiento: 75 %i.

Producto obtenido cuando 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.

i

i

i I
. eepnrien e e b
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"co 0,2N se disuelven 500 mg (0,53 milimoles) de tetra-i-ben-

~ 49 .

RMP (6xido de deuterio) §& (ppm): 0,96 (3H, t), 1,02
(34, 4), 1,1-1,9 (8H, sefal ancha), 2,40 (2H, séﬁal ancha),
2,90 (2H, sefal anché), 3,00 y 3,18 (3H, s), 3,43 (3H, s),
3,45 (2H, seﬁal‘qncha), 3,90 .(14,. q), 4,18 (1H, m), 4,33
(1H, m), 4,82 (14, 4), 4,90 (1H, g). A

sulfato:] §5° = 116,3° (¢ = 1,0, agua) .

A partir de estas propiedades fisicas, el coﬁbuesto
se identifica como 4-N-(n-valeril)fortimicina B (0,50 mili-
mdies, rendimienéo: 60 %). 7

EJEMPLO 14

En 20 ml de solucién metandlica de &cido clorhfdri-

ciloxicarbonil—forpimicina A obtenida en el Ejemplo 6 j se
éﬁaden unos 30 mg de paladio al 10 % en carbdn. Des?uéé se
hace pasar hidr8geno 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 filtracibn y el disol-
vente del filtrado se elimina a presidén reducida. El concen
trado resultante, disuelto en 5 ml de agua, se carga en una
columna rellena con 5 ml de Dowex 124(forma OH , producto
de la Dow Chemical Co., Ltd., Estados Unidos). Después de
éargada,'se emplean 15 ml de agua para lavar la columna.

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

se disuelven 170 mg (1,40 milimoles) de la Ffortimi-

cina A asi obtenida en 2 ml de agua y se ajusta a pH 2 con
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&cido sulférico 5N. La solucién resultante se agrega gota a

~gota a 20 ml de etanol y, después de filtrar el precipita-

-fato de fortimicina A (rendimiento: 83 %).- e

- 50

~

do resultante, se obtienen 225 mg (0,33 milimoles) de sul-

Sulfato:q |, = +85,9° (c = 1,0, agua).

D
" EJEMPLO 15

Se utilizan reacciones, aislamientos y purificacio-
nes similares a las del Ejemblo 14, a excepcidn de Jas se
emélean'O,SO milimoles de cada uno de los siguientes corm-
pﬁestos: tetra-N—benciloxicarbonil—{4—N—Qx—alanil)forgimi—
cina B'L tetra—N-benciloxicarbonil?{4—N~ty-amino“n¥5ﬁﬁiril)
fortimicina E}; tetra—N—ben;i1oxicarbonil-{4—N—(§—amiﬁ6-n—
valeril) fortimicina B} y tetrawN—benéildxicarbonii-(4-N~@:-
amfno-n—caéropil)fortimicina'mu, obtenidos en el Ejemplo 1,
respectivamente; en lugar del material de partida. Asi se
obtienen 235 mg (base libre), 298 mg (base libre), 310 mg

{hidrocloruro) (solamente este compuesto se aisla en forma
de hidrocloruro yva que se produce descomposicidn durante la
etapa de preparacién del sulfato siguiendo un método simi-
lar al descrito en el Ejemplo 14) y 308 mg (base libre) res-
pectivamente. Las propiedades fisicas de los distintos pro-
ductos estédn 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 (M'), 402, 306, 288, 278,

271, 260, 235, 231, 214, 207, 143, 126, 97, 86.

423°
b

Analisis elemental para 013H37N505-252504-02H50H3r35

Sulfato:[a = +80,6° (c = 1,0, agua).

Encontrado: €, 32,96; H, 7,41; N, 9,71

=4

’
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Calculado: ', 33,14; H, 7,51; N, 9,66.

A bartir de estas broﬁiedades fisicas, el compuesto
se identifica como 4-N-(g-alanil)fortimicina B. (Rendimien-
to: 96 %). g \

Producto 5btenido cuando se utiliza tetrirN-bencil—
oxicarbonil- 4-N-(y-amino-n~-butiril) fortimicina B como ma-
terial de partidd: )

Espectro de masas m/e: 434 (M+ + 1), 433 (M+};~415,
390, 349, 331, 3£0, 302, 274, 235, 217, 207, 202, 18§£‘143,
126, 97, 86.
sulfato[s ]2%° = +81,8° (c = 1,0, agua).

Andlisis elemental para C19H39N506.2H2804.C2H50H.4H20:
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-butirilifortimicina B.

(Rendimiento: 93 %).

Producto obtenido cuando se utiliza tetra-N-bencil-
oxicarbonil-[4—N—(G-amino—n—ﬁaleril)fortimicina B} como ma-
terial de partida: _

Hidrocloruro:@ ];30 = +89,5° (¢ = 1,0, agua).

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—(e-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° =+74,9° (c = 1{0, agua) .

AnAlisis elemental para C21H43N506.2H2504.CZHSOH.2H20:
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Encontcado: C, %7,20; H, 7,62; N, 9,45
Calculado: C, 37,24; H, 7,76; N, ©,47.
J -A partir de estas propiedades Tisicas, el compuesto
sé identifica como 4-N-( £ ~amino-n-capropil)fortimicina B.
(iendimignto: 9% %) 7
’ EJEMPIO 16
En 10 ml de sclucidn metandlica de &cido clorhiirigo
0,1N se disuelve el residuo sélido obbenido en el Zjemplo
8 1,2°,6"-tri-N-benciloxicarbonil-/4~N-(0-bencilglicolil)
fortimicina B 7'y se agregen 40 mg de paladio al 1C % cn \
carbdén. Después se hace pasar hidrégéno gaseoso a btrevés Le

le mezcla de reaccidn a la temperatura ambiente y a L= pre-

sidén atmosférica durante 8 horas. Una vez terminada le reag|

cién de hidrogenacibn, se separa el catalizador por I{iltra-
cibn v el disolvente del filtrado se elimina é presiép redu+
cida. El concentrado resultante, disuelto en 5 ml de agua,
se carga en una columna rellena con 15 ml de Amberlite CG-50
(forma NH4+) después de ajusbtar la solucidn resultante a
pH 6 con hidrdéxido sddico 1N. Después de cargada, se empleaf

i

40 ml de agua para lavar la columna y a continuacidn se reat

liza la elucidn con amoniaco acuose 0,2N. El eluato se re-

_coge en fracciones de 5 ml. Se combinan las fracciones 8-14

que contienen los compuestos con una Rf = 0,46 en el siste-
ma-disolvente 4 de la Tabla II. Estas fracciones se concen-
tran para obbtener 154 ng de un polvo blanco.

Espectro de masas m/e: 406 ('), 389, 331, 247, 235,
207, 143, 126, 97, 86.

A partir de los datos antoriores, el producto se iden+
tifica como 4-N-glicdil-Tortimicina B.

Fn 2 wl de agua se disuelven 103 mg (0,25 milimoles)

de la 4-N-glicolil-fortimicina B y se ajusta a pH 2 con &cif

o

1 H
i .
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.a pH 6 con hidrdxido sddico 1IN, se carga en una columna re-

se recoge en fracciones de 5 ml. Se combinan las fracciones

~53 -

do sulfirico SNT La solucién resultante se agrega gota a go-
ta a 20 ml de etanol y, deséués de filtrar el precipitado
resultante; se obtienen 91 mg (0,16 milimoles) de sulfato

de 4-H-glicolil-fortimicina B. - -

D
An&dlisis elemental como C1-7H34N4O7.1,5H2SO4.C2HEQ§I.H20:

. o -
Sulfato: a323 = +89,3° (¢ = 1,C, agua).
ayg 3

Encontradoi C, 36,70; H, 7,44; N, 8,93 S
" Calculado! C, 36,95; H, 7,34; N, 9,07.
EJEMPLO 17
Se disuelven 1,22 g de tetra—N—benciloxicarbonil—(4«
N-glicilglicil-fortimicina B) obtenida en el Ejemplo'Q en
35 ml de una solucibn metandlica de &cido clorhidricénb%ZN
y se afiaden alrededor de 50 mg de paladio al 10 & eq;éa}bén.
Después se hace pasar hidrdgenc gaseoso a través de la mez-
cla de reaccifn a la temperatura ambiente y a la presifn
atmosférica durante 16 horas. Una vez completada la reaccién
de hidrogenacidn, se separa el catalizador por filtracibn y

el disolvente del filtrado se elimina a presidn reducida. El

concentrado resultante, disuelto en 10 ml de agua y ajustado

llena con 30 ml de Amberlite CG-50 (forma NH4+). Después de
cargada, se emplean 150 ml de agua para lavar la columna y

a continuacidén se eluye con amoniaco acuoso 0,3N. El eluato

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 polvo blanco.

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

frico 5N. La solucidn resultante se agrega gota a gota a
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30 ml de etanol y, después de filtrar el precipitado resul-
ténte, se obtienen 123 ng de un polvo blanco. Las propiedades

fwsicas del compuesto son  las siguientes:

|
}

&x]gs = +70;l° (c = 1,0, agua). R
-Andlisis elemental para Clgé3816607.2HZSO'4.C2H50£I.2H20:
Encontrado: C, 33,27; H, 7,11; N, 10,81

Calculado: C, 33,24; H, 7,17; N, 11,07. l
A partir de estas propiedades fisicas, el compue$t0§
se identifica como sulféto de 4~N¢glici;glicil—fortiﬁ{éina&B.
Rendimiento: 78 %. | -

EJEMPLO 18
Se disuelven 100 mg (0,19 milimoles) de tetra-N-ben-

cil&xicarbonil{ 4—N—[L-(—)~y—amino—a—hidrbxibuFirilifbrtimi—
cina B} en 10 ml de solucién metandlica de &cido clirhfdrico
0,1N vy se afladen alrededor de 10 mg de paladio al 10 % en
carbdén. Después se hace pasar hidrégénorgaseoso a través
de la mezcla de reaccidn a la temperaéura ambiente y a la
presidén atmosférica durante 7 horas. Una vez completada la
reaccidn de hidrogenaciéﬂ, se’ separa el catalizador por fil-
tracibn y el aisolvepte del filtrado se eLimina a presidn
reducida para obtener 62 mg (0,14 milimoles) de hidrocloruro
de 4-N—{L-(—)—y-amino-a—hidroxibutiril]fortimicina B.

) EJEMPLO 19

Se suspenden 2,0 g (4,9 milimoles) de la fortimicina

A obtenida de forma simiiar 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-
taciég durante 46 horas. Una vez completada la reaccidn, la

mezcla se enfria a la temperatura ambiente y se agregan gota
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- de agua y la materia insoluble de la mezcla resultante.se -
¢ ; '

~guientes:

~55 -~

a gota 30 ml de acetato de etilo para descompconer el exceso
de hidruro de litio y aluminio. El acetato de etilo se sepa-—

ra a presidén reducida. Al residuo resultante se afaden 50 ml

separa ?or filtracibén. Se combinan el filtrado XiEl agua uti
lizada para lavar| el filtro. Se separa el disolvénte de la
solucién combinada a bresién reducida y después.se agregan
al concentrado 205 ml de una solucidn acuosa saturada, de hi-
drékido barico y Ea solucidén se calienta a reflujo durante
una hora. o

.Se deja enfriar la solucidn resultante y despuds se
neutraliza por adicidn de hielo-seco. Después se filtra la
solucidn vy el filtrado se carga en una columna rellena con
100 ml de Amberlite CG-50 (forma NH4+). Después de cargada,
se emplean 400 ml de agua y 600 ml de amoniaco acuosd’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 ml!
Se combinan las fracciones 6~20 que contienen los compuestos
con una Rf = 0,41 en el sistema disolvente A de la Tabla II.
Estas fracciones se concentran para obtener 608 mg de un pol-q

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

7 Espectro de masas m/e: 392 (M+ + 1), 341, 282, 278,
250, 143, 126.
RMP (ékido de deu;erio) §(ppm): 1,02 (3H, d4), 1,2-1,9
(48, m), 2,38 (3H, s), 2,4 (1H, sefial ancha), 2,70 (4H, s),
2,76 (i#H, m), 3,09 (1H, q), 3,16 (1H, t), 3,40 (3H, s),73,5
(1H, sefal ancha), 3,74 (1H, t), 3,85 (1H, q), 4,06 (iH, q),
4,16 {(1H, q), 4,92 (1H, 4). -

RMC (6xido de deuteric)d (ppm): 18,6, 27,0, 27,3, 39,3
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© 40,6, 50,3, 50,5, 54,9, 57,5, 58,0, 60,7, 71,3, 71,8, 75,1,

" identifica como 4-N-(2-aminoetil) fortimicina B. Rendimien-

— 56 _

76,9, 80,6, 100,6.

A partir de los datos anteriores, el compuesto se

to: 32,7 %.

En 2 ml de agua se disuvelven 390 mg (1,0 milimoles)
de 4-N-(2—aminoe£il)fortimicina B vy se ajusta a pH 2 con
dcido sulfirico SN; La solucién resultante se agregu gota
a gota a 20 ml de etanol y, después de filtrar el precipitad
do resultante, se obtienen 637 mg (0,91 milimoles) de sul-
fato de 4-N-(2-aminoetil)fortimicina B. .
[«12°° = +77,8° (c = 1,0, agua).

Andlisis elemental para C17H37N505.2,5H2804.C2H5CH.H20:
Encontrado: C, 32,55; H, 7,19; N, 9,33

[

Calculado: C, 32,56; H, 7,21; N, 9,99.
EJEMPLO 20

Se suspenden 200 mg (0,49 milimoles) de fortimicina
A,_obtenida de forma similar a la descrita en ei Ejemplo 14,
en 10 ml de tetrahidrofurano ; 10 ml de una solucién tetra-
hidrofurdnica que contiene 1 mol/l de .diborano (10,0 mili-
moles). Después la mezcla de reaccidn résultante se agita a
la temperatura ambiente durante 2 horas.- Una vez completada
la'reaccién, se agregd 1 ml de agua para descomponer el ex-
cesc de diborano. La mezcla de reaccidn resultante se con-
centra a sequedad a presién reducida. Después se agregan al-
residuo 20 ml de solucidén de hidrazina al 80 % y la mezcla
de reaccidn se calienta a reflujo durante 16 horas y des-
pués se concentra a sequedad a presién reducida. E1 concen-
tradb resultante; disuelto en 10 ml de agua y ajustado a

pH 6 con &cido clorhfdrico 1N, se carga en una columna re-

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

~57 -~

liena con 10 ml de Amberlite CG-50 (forma NH4+).

oséués de cargada, se utilizan 50 ml de agua y 90 ml

dL amoniaco acuoso 0, 3N para lavar la columna y después se

ciones de 2 ml. Se combinan las fracciones 9-36 y se con-
centran éara obtenexr 146 mg de un polvo blanco. ‘Las propie-
dades flalcoquimlpas del polvo son idénticas a la del com—|
paesto obtenido en el Ejemplo 18. El compuesto asi ontenldo
es 4-N-(2-aminoetil)fortimicina B. Rendimiento: 75,5 %.

 EJEMPLO 21 _
Se repite el procedimiento del Ejemplo 20 a excepcifn
de que se emplean 0,5 milimoles de 4-N-acil (6 acil suvstitull

do) fortimicina B, descrito en la siguiente Tabla D, en Ingar
; , :

de fortimicina A.

TABLA D
Ejemplo
"~ nim. ' L 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) fortimicina B
21-5 4-N- (B~alanil) fortimicina B
;.21-6 4-N- (Y-amino-n-butiril) fortimicina B
721—7 4-N- (§—amino-n-valeril) fortimicina B
21-8 4—N—(e—amino—n—caprbpil)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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A2)

(3)
(4)

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

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

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

(1)
(2)

58 _

Cantidad,
Rendimiento y
Propiedades fisicas del polvo asi obtenido.

| 'EJEMPLO "21-1 ) aee

4-N-etil-fortimicina B 4
125 mg (0,33 [milimoles)
66 %

S 4.
espectro de masas m/e: 377, (M + 1), 376, (M}, 359,
344, 327, 314, 299, 286, 273, 263, 235, 217, 2i5. 202,
143, 114

RMP (6xido de deuterio) § (ppm): 1,02 {(3H, 4), 1,08 (3H,

t), 1,2-1,9 (4H, m), 2,40 (3H, s), 2,6-3,0 (4H, w). 3,17

(1H, g), 3,18 (1H, ), 3,42 (3H, &), 3,40 (1H, sefal
ancha), 3,74 (1H, t), 3,85 (1H, q), 4,08 (1H, qg). 4,17
(14, t), 4,92 (1H, Q). '

EJEMPLO 21-2

4~N- (n-propil) fortimicina B

136 mg (0,35 milimoles)

70 % | a |

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

EJEMPLC 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 Z21-4

4~N- (n-pentil) fortimicina B

167 mg (0,40 milimoles)

~—
.
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. (3)

(4)

_ R¢P (6xido de deuteric) § (ppm): 1,04 (3H, 4), 1,2-1,9

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

.35 %

80 3 :
espectro de masas m/e: 419 (M+ + 1), 418 (M+), 386,
369, 361, 356, 344, 331, 326, 315, 305, 277, 259, 219,
C 207, 202; 156, 143.

EJEMPLO 21-5

4N~ (3~Aminopropil) fortimicina B

117 mg (0,29 milimoles)

58 3

espectro de masas m/e: 406 (M + 1), 373, 338, 22¢,

2%2, 264, 231, 228, 219, 202, 195, 172, 143, 126 100,

89, 58.

(68, m), 2,42 (3H, s), 2,5-3,0 (6H, m), 3,14 (1H, q),
3,20 (1H, t), 3,44 (3H, s), ~3,4 (1€, m), 3,79 (1H, t)}
3,88 (1H, q), 4,06 (1H, q), 4,18 (1H, t), 4,94 (1H, 4).
Sulfato:[a 33 = +71,8° (e = 1,0, agua) .
An&lisis elemental para ClgH39N505.2,5HZSO4.C2HSOH.2H20:
Encontrado: C, 32,04; H, 7,80; N, 8,99 ‘

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

EJEMPLO 21-6

4~-N~- {4-Aminocbutil) fortimicina B

75 mg (0,18 milimoles)

espectro de masas m/e: 240 (MT + 1), 419 (M"), 370, 352,
342, 306, 278, 219, 210, 207, 186, 157, 143, 103, 72.
RMP {6xido de deuterio) & (ppm): 1,02 (3H, 4), 1,2-1,9 (8H
m), 2,42 (3H, s), 2,5-3,0 (GH, m), 3,06 (1H, t), 3,09
(1H, t), 3,44 (3H, s), 73,4 (1H, m), 3,78 (1H, g), 3,86
(1H, q), 4,04 (1H, a), 4,16 (1H, t), 4,93 (1H, 4).

7720
Sulfato:[a}g“ = +72,8° (¢ = 1,0, agua)
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An&lisis elemental para Cl9 4

Encontrado: C, 32,74; H, 7,69;

calculado: C, 32,98; H, 7,64;

EJEMPLO Z1-7

(l)!4—N—(5-Amino§entil)fortimicina B
(2) 22 mg (0,05 milimoles)
(3) 10 %

(4) espectro de masas m/e:

1 50 .2,5H SO4 .C H CH. 3H70

; N, 8,91

N, 9,16

!

(1)

(2)

(3)

(4)

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

.Sulfato:[a]g3

-.m)r 2,40 (3H, s),

434 (" + 1), 433 ("), 384, 366,
: i

320, 292, 271, 224, 21%, 171, 143; 126, 117, 8%, B8s.

RMP (6xido de deuterio)”$§ (ppm): 1,04 (3H, d), 1,2-1,9 (1@“,
m), 2,44 (3H, s), 2,5-3,0 (6H, m), 3,14 (1H, t), 3;30 (1H
£), 3,40 (1§, m), 3,44 (38, s), 3,80 (18, t), 3,84 {iH,
q);;4,07 (1H, q), 4,16 (1H, t), 4,96 (1H, d).

= +67,3° (¢ = 1,0, agua).

" EJEMPLO 21-8

4~N- (6-Aminohexil) fortimicina B

147 mg (0,33 milimoles)

66 %

ty, 429, 402,

espectro de masas m/e: 448‘(M+ + 1), 447

398, 380, 370, 361, 334, 320, 306, 288, 285, 238, 222,

219, 1%9, 185, 143, 131, 126, 112, 98.

2,5-3,0 (6H, m), 3,12 (1H, t}, 3,16
(1H, ), 3,43 (34, s), ~3,4 (1H, m), 3,73 (1H, t), 3,84
(1H, q), 4,04 (lH, q), 4,14 (1H, t), 4,86 (1H, d).
Sulfato: [a] = +71,3° (¢ = 1,0, agua)
Anélisis elemental para C21H45N 05.2 5H2804 C2H50H 2H20
Encontrado: C, 35,74; H, 7,77; N, 8,78

Calculado:

¢, 35,65; H, 7,80; N, 9,04.
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fcidn se calienta a reflujo durante 17 horas y despuds se con-

EJEMPLO 21-9

(1) 4-N-(2-Hidroxietil)fortimicina B

(2) 106 mg (0;27 milimoles)

(3) 54 % ' '

(4) espectro de ma%as m/e: 393 (iF + 1), 374, 361, 344, 331,
279, 259, 251,|235, 219, 207, 202, 143, 13c¢, i26, 100,
97, 86. '
RMP (6xido de deuterio) & (ppm): 1,1 (3H, &), 1,251,9 (41
m), 2,44 (3, ;), 2,78 (2H, t), 2,4-3,0 (26, m), 3,14 (18
t), 3,18 (1H, t), ~3,4 (iH, m), 3,44 (1H, s), 3,64 -(2H,
t), 3,76 (1H, t), 3,87 (1H, q), 4,06 (1H, g), 4,16 {1H,
t), 4,96 (1H, 4).

}24°

D

Sulfato:[ = +77,4° (c = 1,0, agua).

EJEMPLO 21-10

(1) 4-N-[2-(2-Aminoetil)aminoetil] fortimicina B
(2) 121 mg (0,28 milimoles)
(3) 57 %
(4) espectro de masas m/e: 435 (M" + 1), 417, 404, 361, 344,
219, 143, 126, 100 ‘
RMP (6xido de deuterio)$ (ppm): 1,00 (3H, 4), 1,2-1,9 (4H
m), 2,40 (3H, s), 2,6-3,0 (10§, m), 3,08 (1H, q), 3,16
(1, t), 3,40 (3H, s), 3,4 (1H, m), 3,74 (1H, t), 3,86
(1M, 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-

benciloxicarbonil-fortimicina B en 10 ml de etanol y se ahaden

0,02 ml (0,25 milimoles) de yoduro de etilo. La mezcla de reac

centra a sequedad a presidn reducida. El concentrado resultan-

te se disuelve en 20 ml de acetato de etilc y se afladen 10 ml
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de solucidn acuosa de bicarbonato sddico al 5 % y 10 ml de
agua: Desﬁués de'sacudir; se seﬁara la capa de acetato de
etilo eméleando un embudo de decantacifn y se seca con sulfa-
to sédico anhidro y a continuacidn se concentra a.sequedad a -
presidn reduqida. i 5

El residuo g6lido resultante se disuelve eﬁ una pegue-
fia cantidad dé'cloroformo v la solucién cloroférmica ce carga
en una columna reliena con 25 g de gel de silice (Kiesalgel

H

60). En esta etapa; la elucidn se realiza con una mezcla di-
solvente de metancl y cloroformo (2:98 en .volumen) y el elua-
to se recoge en fracciones de 10ml. Se combinan las freccio-
nes 29-54 que éontienen el cémpuesﬁo con una Rf = 0,49 en el
sistema disolvente C de la Tabla II. Estas fracciones se con-
centran a sequedad a éresién reducida, obteniéndose 33 my de

un polvo blanco.

Las propiedades fisicas del compuesto son las siguientes)

RMP (metanol-d,) § (ppm): 1,08 (3H, t), 1,02 (3H, d),
1,2-1,9 (4H, m), 2,48 (3H, s), 2,90 (2H, gq), 3,43 (3H, 8},
5,02 (6, s), 7,28 (15H, s). !

A‘partir de las propiedades fisicas antes desc;itas,
de identifica el cOméuesto como 1,2',6'-tri~-N-benciloxicarbo-
nil-4-N-etil-fortimicina B. Rendimiento: 19 %,

. EJEMPLO 23
- Se disuelven 942 mg.(l,o milimoles) de tetra—N;bencil~
oxicarbonil~fortimicina A, obtenida por un método similar al
descrito en el Ejemplo 6, en 10 ml de tetrahidrofurano y se 7
afiaden 10 ml de diborano en tetrahidrofurano {(concentracidn:
1 mdl/litro). Después la mezcla de reaccidn resultante se agi-
ta durante 2 horas a la températura ambiente.

Una vez completada la reaccidn, se agrega a la mezcla

o v A e
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1_ml de agua para descomponer cualquier exceso de diborano
y la mezcla de reaccidn se cancentra a sequedad a presién
! 7 _
reéucida. El concentrado resultante se disuelve en 20 ml de
acetato de etilo y después se anaden 10 ml de solucidn dcuo-
sa'de bicarbonato sédico al 5 %. Después de sécudir la mez-
cla resultante, la capa de acetato de etilo se lava dos vecss
con 10 ml de agua. Después la capa de acetato de etilo ze se-
para y se seca con sulfato sédico anhidro y se concentra a |
sequedad a presidn reducida. El concentradoc resultanéé:}di-
suelto en una pequefia cantidad de cloroformo, se carge -en
una columna rellena con 40 g de gel de sflice (Kieselcel 60).
La'elucidn se realiza con una mezcla disolvente de me-
tanol-cloxoformo (2:98 en volumen) y el eluato se recoge en
fraéciones de 6 ml. Se combinan las fraccicnes 6-19 que con-
tienen el compueste con una Rf = 0,70 en el sistema disolven-
te C de la Tabla II y estas fracciones se concentran a pre-
sién reducida para obtenef:318 mg de polvo blanco.

Las propiedades fisicas del compuesto est&n indicadas

13
i

a continuacidn:

Espectro de RMP (metanol-d4) 6 (ppm): 1,08 (3H, d), 1,2
1,9 (44, m}, 2,35 (3H, s), 3,34 (3H, s), 5,02 (8H, s), 7,28
(20H, s).

) A partir de los datos anteriores, se identifica el com-
puestd'cémo tetra—benciloxidarbonil—[4—N-(2—aminoetil)fortimi—
cina B].

Se realiza una elucibn adicional con 250 ml de una mez
cla disolvente de metanol-cloroformo (1:9 en volumen) para ob-
tener fracciones que contienen un compuesto con una Rf = 0,15

en el sistema disolvente C de la Tabla II. Las fracciones se

concentran a presidn reducida para obtener 266 mg de un polvo
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:blanCQ.

- 1,2-1,9 (4H, m), 2,37 (3H,-8)s 2,42 (3H, s), 3;40 (3H, s).

64

Las propiedades fisicas son las siguientes:

Espectro de RMP (metanol—d4) 6(pém): 1,08 (3H, 4),

5,08 (6H, s), 7;28 y 7,34 (15H total, s, respectivamente).

A partir de les datos anteriores; se gdentifica el com
puesto como 1,2',6'~tri-N~benciloxicarbonil-4-N-(2-retilami-
noetil) fortimicina B. |

" EJEMPLO 24

Se disuelven 30 mg (0,039 milimoles) de 1,2',6'-tri-
N-benciloxicarbonil~- (4-N-etil) Fortimicina B, obtenida en el
Ejem?lp 22, en 10 ml de una éolucién metandlica de &cido clorz
hidrico 0,1N y se anaden alrededor de 2 mg de paladio en car-
bénj Después se hace pasar hidrSgeno gaseoso a ﬁravés da la
mezéla de reaccidn a la temperatura ambiente y a la pfésién
étmosférica durante 8 horas. Una vez completadé la reaccidn
de hidrogenacidn, se separa el catalizador por filtracidn. El
disolvente del filtrado se elimina a presidn reducida. Asfi
se obtienen 21 mg de un polvo %lanco. |

Las propiedades fisicas del compuesto asi obtenido son
idénticas a las del compuesto obtenido en el Ejemplo 21-1 y
se\identifica como ﬁidrocloruro de 4-N-etil-fortimicina B.
Reﬁdimiento: 97 %.

 BJEMPLO 25

Se disuelven 310 mg (0,33 milimoles) de la tetra-N-ben
ciloxicarbonil-[4-N- (2-aminoetil) fortimicina B], obtenida en
el Ejemple 23, en 20 ml de solucidn metandlica de &cido clor-
hidrico 0,1N y se afaden unos 20 mg de paladio al 10 % en

carbén. Despuds se hace pasar hidrSgeno gaseosc a través de

la mezcla de reaccifn, a la temperatura ambiente y a la pre-

H
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sién atmosférica durante 18 horas. Una vez completada la reag
cién dz hidrogenacién; se'separa el catalizador por filtra-
cidn. El disolvente se separa del filtrado a presidn reduci-
da., EL concentradq resultante,; disuelto en 5 ml de agua, se
carga en una columna rellena con Amberlite CG—SOi(forma NH4+)

después de ajustarlo a pH 6 con hidréxido sédico'iN. Después

de ca;gada, se emllean 50 ml de agua y1l00 ml de amoniacc acuo
so 0,3N para lavar la columna y después se eluye con - moniaco
acuoso 0,5N. El eluato se recoge en fracciones de 5 ii.-Se
comﬁinan las fracciones 6-43 que contienen el compuesiQ con
una Rf ='0,41en el sistema disolvente A de la Tabla II. Estas
fracciones se concentran para obtener 123 mg de un polvo
blan;o. \;
Las propiedades fisicas del cempuesto asfi obtenido son
idénticas arlas del compuesto'obtenide en el Ejemplo 19 y se
identifica como 4-N-(2-aminoetil)fortimicina B. Rendimiento:
94 %.
" EJEMPLO 26

Se disuvelven 261 ng (0,32 milimoles) de la 1,2',6'-tri+
N-benciloxicarbonil-4~N- {2-metilaminoetil) fortimicina B, obte
nida en el Ejemplo 23, en 15 ml de solucibdn metandlica de &ci
do clorhidrico 0,1N y se afaden unos 20 mg de paladio al 10 %
en'cqrbén. Despu€s se hace pasar hidrbégeno gaseoso a través
de la mezcla de reaccibn a la temperatura ambiente y a la pre-
sidén atmosférica durante 17 horas. Una vez completada la reac
cidén de hidrogenacidn, se separaz el catalizador por filtracidn
y el disolvente del filtrado se elimina a presidn reducida.
El concentrado resultante, disuelto en 5 ml de agua y ajustadqg
a pH 6 con hidr6xido sb6dico 1N, se carga en una columna relle-

.

na con 10 ml de Amberlite CG-50 (forma NH4 Después de car-
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rgada, se emélean 50 ml de agua y 90 ml de amoniaco acuoso
0,3 bara lavar la columna y después se eluye con amoniaco
acuoso 0,5N. El eluato se receoge en fracciones de 5 ml. Se
‘comizinan las fracciones 6~18 gue contienen el compuestor con
una Rf = 0,43 en el sistema disolvente A de la Tabla II. Es-
tas fracciones se concentran para obtener 92 mg de un polvo
blanco;

Las propiedades fisicas del cémpuesto asi obtenido son
las siguientes:

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

. RMP {6xido de deuterioSa (ppm):»l,OZ (3#, 4), 1,2-1,9

(48, m), 2,12 (3H, s), 2,41 (3H, s), '2,5-3,0 (6H, m), 3,08
(1H. q), 3,16 (1#, +), 73,4 (18, m), 3,41 (3H, s), 3,73 (1H,
t), 3,84 (1H, q), 4,05 (1H, q), 4,15 (1H, t), 4,92 (1ﬁ, dj.

RMC (6xido de deuterio) § (ppm): 18,6, 27,0, 27,3, 35,6
40,6, 49,1, 50,4, 50,5; 54,7; 54,9; 57;4, 60,5, 71,3, 71,8,

75,2, 76,7, 80,5, 100,6.
4250
“Jp

A partir de los datos anteriores, el compuesto se iden-

Sulfats:[ = +68,0°l(c = 1,0, agué).

tifica como 4~N- (2-metilaminoetil) fortimicina B.
- EJEMPLO 27

De forma similar al Ejemplo 10, se lleva a cabo la read

cidén utilizando los derivados N-benciloxicarbonflicos indica-

dos en la Tabla E para obtener los compuestos (IV) indicados

en dicha tabla, en cuya reaccidn se utilizan cantidades equi-

en la Tabla E en lugar del &dcido L-(~)~y-benciloxicarbonilami-

no-g-hidroxibutirico.

moleculares de los derivados N-benciloxicarbonilicos indicados
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" TABLA B

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

carbonilamino~t-hidroxibutirico

Compuest . (IV)

Acido . DL-y-kenciloxicarboni. lammo~
~hidroxibutirico

Acido IrB—benciloxica:boni1anﬁnoﬁi—
hidroxipropidnico

Acido Ir6—benﬂllox1ca1bon1lamlno—a— .

hidroxivalérico i

EJEMPLO

De forma similar a la descrita en el Ejemplo 24, se

hacen reaccionar los derivados

(4~N~acil su:tltuido~fort1mlc1na B) indicados en la Tabla
en lugar de la tetra-N-benciloxicarbcnil-fortimicina » para

obtener los compuestos (V) de dicha Tabla F.

TABLA F

Compuesto utilizado en lugar
de la tetra-N-benciloxicarbo
nil-fortimicina A

- tetra-N-benciloxicarbonil [4-
(DL~C--zmino-Y-hidroxibutiril)
fortimicina B) &

tetra-N-benciloxicarbonil-[4-
I8 —amino-o~hidroxipropionil)
fortimicina B] e
tetra~N-benci loxicarbe il-[ 4~
{(T-0-amino-o-hidroxivaleril)
fertimicina B

28

de tetra—N-benc1lox1caroon1l

Compuesto (V)

Tetra-N-benci loxi.carboni 1- [4-N- (I~
Y —amino-g~hidroxibutiril) fortimi~
cina B

Tetra-N-benciloxicarbonil-[ 4-N- (DL~
Y —amino-0-~-hidroxibutiril) fortimi-
cina B

Tetra-N-benci loxicarbonil- [4-N- (I~
8 —amino-0-hidroxipropionil) forti-
micina B}

Tetra-N-benci loxicarboni 1~ [ 4-N- (T~
§ ~amino-g-hidroxivaleril) fortimi-
cina B]

" tetra-N-benci loxicarbonil~{4-N- [(5)-

4~amino-2-hidroxibutil] fortimicina

B] y tri-N-benciloxicarbonil-{4-N-

[(S)~4-metilamino~2-hidroxibutil] for
timicina B)

tetra-N-benciloxicarbonil-{4-N- [(R, -
S)~4-amino-2-hidroxibutil] fortimi-
cina B} v tri-N-benciloxicarbonil-
(4N (R, S)-4-metilamino~2-hidroxibu-
til] fortimicina B)

tetra~N-benciloxicarbonil- (4-N~{(5)-
3-amino-2~hidroxipropil) fortimicina
B}y tri-N-benciloxicarbonil-{4-N-
{(8)=3-metilamino~2-hidroxipropil] for,
timicina B}

tetra~N~benciloxicarbonil- {4-N-[ (S)-
5-amino-2-hidroxipentil] fortimicinag]
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EJEMPLO 29

Se repite el método del Ejemplo 26 a excepcidén de que

nil-(4-N-alquil sustitufdo-fortimicina B) .indicados en.la
siguiente Tabla G en lugar de la tetra-N-benciloxicarbonil-

[4-N- (2~aminocetil) fortimicina B} del Ejemplo 26.

TABLA G
Ejemplo n® Compuesto empleacdn
29-1 Tetra-N-benciloxicarbonil- {4-N-[{5)-4-ami}

* no-2-hidroxibutil] fortimicina B}

29-2 ' Tri-N-benciloxicarbonil~{4-N~[ (S)-4-metilt

amino-2-hidroxibutil] fortimicina B}

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

29-4 Tri-N-benciloxicarbonil~-{4-N-{(R,8)~4-me-
tilamine-2-hidroxibutil] fortimicina B}

29-5 Tetra-N-benciloxicarbonil~{4-N-[(8)-3-amit

no-2-hidroxipropil] fortimicina B}

29-6 Tri-N-benciloxicarbonil-{4-N-{(S)-3-metil}

amino-2-hidroxipropil] fortimicina B}

29-7 Tetra-N-benciloxicarbonil-{4-N-[(S)-5-ami+t

no-2-hidroxipentil] fortimicina B}

A partir de las respectivas propiedades fisicas, se
ideﬁtifican los productos asi obtenido;-éémo los compuestos
indicados mds adelante.

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

EJEMPLO 29-1

(1) 4-N-[(S)-4-Aminc-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.
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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

po23° o = 1.0 R
sulfato:[o];” = +78,6° (c = 1,0, agva)

19 et fnd v -
An&lisis elemental para C19H41N506.2,:HZSO4=C2HSOH.3H20.
Encontrado: C, 32,62; H, 7,84; N, §,64

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

" EJEMPLO 29-2

(1) 4—N-[(S)—4—Metilamino—Z-hidroxibuti1]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
RMC (6xido de deuterio) 6 (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, 1,2,

67,4, 68,0, 70,8, 71,7, 75,2, 76,5, 80,5, 100,6.

123° 0

Sulfato:thD = +77,5° (¢ = 1,0, agua)

Zlisis o k- 1 ()

An&lisis elemental para C20H43N506.2,5H2804.C2H5CH1H20.
Encontrado: C, 34,82; H, 7,44; N, 9,22

Calculado: C, 34,65; H, 7,65; N, 8,93.

BEJEMPLO 29-3

(1) 4-N-[(R,S)~4-Amino~2-hidroxibutil] fortimicina B
(2) espectro de masas m/e: 436 (M++ 1)y, 417, 400, 387, 3615
344, 330, 322, 294, 259, 245, 235, 219, 207, 202, 143,
| 126, 119, 100. _
240
Sulfato:[u]D = +92,5° (¢ = 0,2, agua)
Andlisis elemental para C19H41N506.2,5H20.C2HSOH.4H20:
Encontrado: C, 31,44; H#, 7,98: N, 8,48

Calculado: C, 31,57; H, 7,57; N, 8,76.
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(1)
(2)

(13
(2)

(1)
(2)

(1} 4-N-[(R,S)-4-Metilamino-2-hidroxibutil] fortimicina B

‘espectrc de masas m/e: 436 (M% + 1), 417, 403, 39%, 373,

-336, 330, 313, 308, 259, 219, 207, 202, 143, 133, 126,100

deberé recaer sobre las siguientes:

70

EJEMPLC 29-4

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. 2 '

EJEMPLO 29-5

4—N-[(S)—3—Amino—2—hidroxipropil]fortimicina B
espectro de masas m/e: 422, (M+ + 1), 403, 391, 261, 344

330, 308, 280, 259, 249, 231, 219, 207, 202, 159. 143,
126, 105, 100. - )

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

Andlisis elems :
& elemental para C18H39N506.2,5HZSO4.C2H50H.H20.

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

" EJEMPLO 29-6

_4~N-{(S)—3—Metilamino—Z-hidroxipropiL]fortimicina B
361, 344, 330, 322, 313, 294, 219, 207, 202, 143, 126,
139, 99.

sulfatofa]2®” = +74,5° (c = 0,2, agua)
Anflisis elemental para C19H41N506.2,5HZSO4.C
Encontrado: C, 32,48; H, 7,40; N, §,71

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

2HSOH.BHZO:

" EJEMPLO 29-7

4-N-[ (8)-5~Amino-2-hidroxipentil] fortimicina B
espectro de masas m/e: 450 (M+ + 1), 431, 387, 361, 344,

Sulfato:[a %40 = +75,5° (¢ = 0,2, agua)
Znilisis elemental para C20H43N506.2,5HZSO4.C2H50H.HZO:

Encontrado: C, 34,78; H, 7,72; N, 8,98

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

En resumen, la Patente de Invencidn gque se solicita
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" REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento para la produccifn de derivados
4-N-sustitufdos de fortimicina B representados por la f£6r-
mula general (I-b):

T3 .
CH-NI,, NE; §

NH 0 | 3
L2 . CH,
' . !
(I-b) R
donde R, es un grupo alquilo, un grupo hidroxialquilo, un

~grupo aminoalquilo N-sustituido (donde el sustituyente es

un grupo aminoalguilo o aminoalquilcarbonilo} o un grupo
N-alquilaminohidroxialquilo, y sus sales de adicidn de &ci-
do no tdxicas y farmacéuticamente atevntables; cuyo proce-

dimiento consiste en hacer reaccionar un compuesto de £6r-

mula (III): R3 CH
CH
NH NH
HO
’/I\\\ /
OCh3
R3

(I11)

{donde Ry es un grupo enmascarador del amino) con un agente|
acilante en un disolvente apropiado;
separar el grupo enmascarador Rg del grupo amino del

compuesto obtenido en la etapa anterior de férmula general

(IV):
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apropiado ¥ a la temperatura ambiente o a la temperatura

~72 -

CHq

Q
cH
H-NHR SRR
~1L—0 : .NH N - C-R',
OH
HN HO
l ol
: ocH, :
R, - (IV)

[donde R'2 representa un grupo alquilo, un_gruéo hidroxi~
alquilo, un grupo carbamoilamin&alquilo, un grupo N;alquil-
aminoalgquilo, un grupo N-alquilaminohidroxialqui1;} un gru-
po aminoalquilo sustitufdo (el sustituyente es un g?upo
enmascarador del amino); un grupo aminochidroxialquilo sustit
tufido (el sustituyente es un grupo enmascarador de;ramino),
O un grupo aminoalguilo N—susfituido (el sustituyente es un
grupo aminometilcarbonilo sustituido ddnde a éu vez el sus~|
tituyente es un grupo enmascaradér del amino)};
reducir elAgruéo carbonilo del grupo aﬁido del compuesr

to obtenido en la etapa anterior de férmula (I-a):

.CH3
CH-NHy \
NH2

(I-a)

{donde R, representa un grupo alquilc de 2 o mds &tomos de
carbono, un grupo w-aminoalquilo de 3 o més &tomos de car-—
bono, un grupo carbamoilaminoalquilo o un grupo hidroxial-

guilo), para formar un grupo metileno, en un disolvente

de reflujo del disolvente y, si es necesario,

hacer reaccionar los derivados 4-N-sustitufdos de fort)
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-micina B obtenidos en la etapa anterior y representados por

dor metdlico y en presencia de un dcido o en un disolvente

la f6rmula general (I-b) con un &cido no téxico y farmacéuti
camente aceptable.

2. Un procedimiento seglin la Reivindicacidn 1, donde’
el grupo enmascarador (grupo benciloxicarbonilo) se sépara

por hidrogenolisis catalftica en presencia de un cataliza-

apropiado a la temperatura ambiente y a la presién atmosfé-
rica en atmésfera de hidr6geno gaseoso. -

3. Un procedimiento segfin la Reivindicacién 2,tdonde
el‘catalizador metdlico estd seleccionado entre paladio, plal
tino y rodio en carbdn y el dcido estd seleccicnado antre
4cido clorhfdrico, 4cido bromhidrico y dcido acétice.

; 4. Un procedimiento seglin la Reivindicacién 1;fdonde
la separacifn del agente enmascarador (grupo ter-butoxicar-
bonila) se realiza en presencia de un &cido en un disolven-
te no acucso. |

5. Un procedimiento segfin la Reivindicacién 4, donde
el &cido estd seleccionado entre &cidc cleorhfdrico y é&cido
trifluoracético.

6. Un procedimiento segln la Reivindicacién 1, donde
el grupo enmascarador (grupo trifenilmetilo) se separa por
trétamiento con un &cido.

7. Un procedimiento seg@n la Reivindicacidn 6, donde
el &cido estd seleccionado entre &cido acético y acido tri-
fluoraéético. |

8. Un procedimiento seglin la Reivindicacidn 1, donde
el grupo enmascarador (grupo orto-nitrofenilsulfonilo) se

separa por tratamiento con un &dcido. -

9. Un procedimiento segin la Reivindicacién 8, donde
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el dcido estéd seleccionado entre &dcido acético y &cido clor+

hidrico.
10. Un procedimiento segfin la Reivindicacidn 1, donde
el agente acilarte estd secleccicnado entre los -sigulentes:

(1) 5cidos§carboxilicos representados por jla férmula

_general (VI), R'|,COOH {donde R, es un grupo alquilo, un

~grupo hidroxialquilo, un grupo carbamoilaminoalquilo, un

grupo N-alguilaminoetilo, un grupo N»alquilaminohidrqxi-
alquilo,'un.grupb aminoalquilo sgstituido (el sustituyente
es un grupo enmascarador del amino), uﬁ_grupo amino#idroki—
alguilo sustituido (el sustituyente es un grupo enm&scara—
dor del amino), un grupo aminoalquilc N-sustitufdo (2l sus-
tituyente es un grupo aminometilcérbonilo sustituido en el
que a su vez el sustituyente es un grupo enmaécarado;:del
amino), donde el grupo enmascarador ‘del amipo.puede'ser
igual o diferente de R3} v

(2) derivados de dcidos carboxilicos funcionalmente
equivalentes a éstos, que estén seleccionados entre anhidri
dos de los &cidos carboxflicos representadcs por la f6rmula
general (VI), ésteres activés de dichos &cidos carboxfilicos|

con un compuesto seleccionado entre el grupo formado por

0

N

\ m
: T I

“HO-N mo// \ NO,, H

NO5

HO-N ~ ___lé‘ HO-N
‘ \ k

i .
N /l ~ ; prefe*_rlblen*ente

y
pzd
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-y halogenuros &cidos de dichos &cidos carboxflicos.

! ~11. Un procedimiento segln la Reivindicacién 1,
donde la reaccidén de acilacidn se lleva a cabo a una tem-
iperatura comprendida entre 0° y 70°C durante 15 ‘minutos ‘a

]
20 horas.

12. Un procedimiento segfin la Reivindicacibn 1,
donde la reaccidn de acilacién se lleva a cabo por gpli-
c;pic‘n_’x de un mé&todo DCC. -

1%, Se reivindica por #ltimo como objeto sgﬂ&k el
que ha de recaer la Patente de Invencidn que se sclicita:
UN PROCEDIMIENTO PARA LA PRODUCCION DE DERIVADOS. 4-N-
SUSTITUIROS DE FORTIMINA B. )

Todo conforme queda descrito y reivindlicade en la
presente memoria descriptiva que consta de setenﬁai}fcin -
co- paginas mecanografiadas.

Madrid, 1 agosto 1.978
BERNARD
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