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RESUMEN DE LA INVENCION

Se describéh derivados de 3-des-O-metilfortimimici-
ﬁas Ay By de 4-N-acil- y 4-N-alquil-3-des-O-metilfortimi-
cina B y su preparacifn, cuyos compuestos son dGtiles como
antibiéticos o como intermediarios para la preparacién de
otros derivadosrﬁtiles con actividad antibacteriana. Los com

puestos responden a la siguiente férmula estructural: -

Hj
GHNH, H, -
0 OH
" HO N-R
H3

donde R es hidrdgeno, acilo, aminoacilo, N-monoalquil (infe-
rior)aminoacilo, N,N—dialquil(inférior)aminoacilo, hidroxi~
aminocacilo, algquilo, amiﬁoélquilo, N-monoalquil(inferior)ami-
noalquilo, N,N-dialquil(inferior)aminocalquilo o hidroxi-ami-
noaqui;o y sus salés farmacéuticamente aceptables, por ejem-
plo las sales formadas con &cidos clorhidrico, sulffirico y 
fosférico.

" DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Esta lnven016n se reflere a la prepara016n de deriva-

dos de 3- des—o—metllfort1m101nas Ay By de 4-N-acil- y 4-N—

alquil-3-des-0-metilfortimicina B gue son Gtiles como anti-
bidticos o como intermediarios para la preparacidn de otroé
derivados Gtiles con actividad antibacteriana. Los nuevos
compuestos de esta invencidn tienen la siquiente fdrmula

estructural:




10

18

20

- 25

30

donde R es hidr6geno, acilo, aminoacilo, N-monoalquil(infe-

rior)aminoacilo, N,N—dialquil(infefior)aminoacilo, hidroxi-

'y fosférico.

HO ?—R
CH3

aminocacilo, alquilo, aminoalquilo, N-monoalquil (inferior)ami-
noalquilo, N,N-dialquil(inferior)aminoalquilo'o hidroxi-ami~-
noalquilo y sus sales farmacéuticamente aceptables, por ejem

plo las sales formadas con los &cidos clorhfdrico, sulférico

‘Las fortimicinas naturales se obtienen en varias for-

mas por cultivo de una cepa de Micromonospora olivoasterospors

en un medio nutritivo adecuado como se describe en la patente
estadounidense 3.931.400 concedida el 6 de Eneroc de 1976 y
en la patente estadounidense 3.976.768, concedida el 24 de
Agosto de 1976. La estructura\de dos de estas formas esté

representada en la siguiente férmula:

A IH3
6' HNH,

HO -R

CHy

En esta férmula,'cuando R es hidrSgeno, la estructurd

ilustrada es la fortimicina B. Cuando R es glicilo, la estruc
tura ilustrada es la fortimicind A. Como denotan las f6rmulas

anteriores, los compuestos de fortimicina estdn constitufdos
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por dos radicales ciclicos que se denominan respectivamente

purpurosamina y fortamina. Las posiciones del anillo de pur-

purosamina estdn indicados por nlmeros primos mientras que

las posiciones del radical aminociclitol, fortamina, estén

- indicadas por nimeros normales.

De acuerdo con el método de esta invencidn; para lle-
var a c;bo,la reaccidn de 3—O—de;metilaci6ﬁ, se hace reaccio
nar la foftimicina B { 4-N- (B-aminoetil) fortimicina B, prepa-
rada como se describe en la solicitud de patente japonesa
114.306/76, preseﬁtada el 23 de Septiembre de 1976} u otro
aerivéda'apfopiado que contenga el radicai fortamina, con un

exceso de litio met&lico en un disolvente amfnico como etil-

" amina o etilendiamina. Las sustancias reaccionantes semezclan

con el disclvente y se deja que transcurra la reaccidn a una
temperatura adecuada durante el fiempo deseado. La 3-des-0-
metilfortimicina B resultante {4-N—(B-amihoetil)—3-des-0-me-
til-fortimicina B} u otro derivado se aisla por métodos cro-
matogrdficos en columna convencionales.

La 3—des-04metilfortiﬁicina B antes preparada se ha-
ce reaccionar con N-{benciloxicarboniloxi)succinimida para
dar 1,2',6'—tri—N—benciloxicarbonil—3—des~0-metilfortimici-
na B siguiendo los Procedimientos indicados en la solicitud
dé patente estadounidense nfimero de serie 725.820, presenta-
da el 23 de Septiembre de 1976. El producto formade en la
reaccidn anterior se aisia por cromatograffa en columna y
después se somete a 4-N-acilacidn por tratamiento con amino-
&cidos adecuados protegidos con N-benciloxicarbonilo, adecua
damente activados, como describe la solicitud de patente es-
tadounidense 725.820, presentada el 23 de Septiembfe de 1976

Las benciloxicarbonil-3-des-0O-metil-4-N-acilfortimicinas pre
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* misma.

"da y elufda con la fase inferior de una mezcla de clorofor-

paradas como se ha descrito se reducen convenientemente a loL
correspondientes derivados 4-N-alquilicos con diborano. Des-
pués de aislar por cromatograffa en columna, lés.grupos ben-
ciloxicarbonilo de los derivados 4-N-acflicos y 4-N-alqui-
licos se separan convenientemente por hidrogenolisis catali-
tica y los productos pueden aislarse en forma de hidroclo-
ruros como se describe en la solicitud de patente estadouni-
dense nfimero de serie 725,820, presentada el 23 de Septiem-
bre de 1976.
Los sigulentes ejemplos ilustran m&s claramente la

invencidn pero no se pretende que limiten el alcance de la

EJEMPLO 1

3~Des-O~metilfortimicina B

A una solucidn de 2,0.g de.fortimicina B en forma de
base libre en 50 ml de etilamina recién destilada se afiaden
40 ml de etilamina conteniendo 0,859 g de alambre de litio
recién cortado en pequefios trozos. La mezcla de reaccién de
color azul oscuro se agita a?reflujo durante 2 horas y des~
pués se agrega lentamente metanol para consumir el exceso de
litio. Los disolventes se separan a presién reducida y los
productos orgénicos resultantes se separan de las sales de

litio por cromatograffa en columna de gel de sflice, prepara-

mo/metanol/hidréxido améhico concentrado (1:1:1 en volumen).
Se recogen las fracciones enriquecidas en 3-des-O-metil-for-
timicina B y se cromatograffan de nuevo en una columna de
una resina cambiadora de catién, del tipo acrflico, tal como
Bio Rex 70, 100-200 mallas, forma aménica. Por elucidn con

un gradiente de agua hasta NH,OH 1N, se obtienen fracciones
4
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de 1,59 g de 3-des-O-metilfortimicina B en forma de base li-

‘bre en 24 ml de agua y 48 ml de metanol se afaden 3,55 g de

que contienen 3-des-O-metilfortimicina B pura. Por liofili-
zacién se obtienen 0,267 g de un material incoloro.
{o} 2% + 41,4° (c = 1,02, cu,om).

IR: 3370, 1585 cm L.

RMP (D50) § & 1,5 (Cé;-CH3,”J6,,7. = 6,5),A2,83.(C4—N—
CHj), 5,53 (Hl.'dl,lz, = 3,8).
' Espectro'de masas M%: 334,222, Calculado para Cif50N4QA
334,2216.
EJEMPLO 2

1,2',6'-Tri-N-benciloxicarbonil-3-des~O-metilfortimicina B

A una splucién agitada y enfriada en un bafioc de hielo

N—(benciquicarboniloxi)succinimida. La mezcla de reaccién
se agita a la temperatura del baﬁé de hielo durante 4 horas
y después a la temperatura ambiente durante 22 horas. Se con-
centra la mezcla a presién reducida y. se vierte sobre 400 ml
de agua a la que seiaﬁaden 200 ml de cloroformo. Se separa 14
capa orgénica, se léva'con adua Yy se seca sobre sulfato mag-
nésico. Se evapora el clbroformo y.el residuo se crométogra-
ffa en gel de sflice preparado y elufdo éon un sistema disol-
vente formado por clbroformo/metapol/hidréxido aménicorcon-
cgh?rgdo (23,4:1,4:0,1 en volumen). Se recogen las fracciones
que Contieneﬁ 1,2',6'—tr;—N—benciloxicarbonil-3-des—0-metil-
fortimicina B pura y se évaporan a sequedad para dar 1,70 g
de productb;

{a}§3 +19,4° (c¢'= 1,0, CH40H).

IR: 3437, 3350, 1705, 1505 cm—l.

RMP (CDCL,) §: 0,99 (Cg1=CHg, JG,,7, = 5,0), 2,27

(C,~N-CH,J, 7,27 (Cbz).
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Andlisis para C33H48N4011:'

Calculado : C, 61,94; H, 6,57; N, 7,60

Encontrado: C, 61,83; H, 6,74; N, 7,51.
" EJEMPLO 3

Tetra~N-benciloxicarbonil~3-des~O-metilfortimicina A-

A una solucién agitada de 0;80 g de 1,2',6'-tri-N-ben
ciloxicarbonil—3-des—o-metilfortimicina B en 5,35 ml de te-
trahidrofurano se afiaden 0,399 g de N-hidroxisuccinimidil-N-
benciloxicarbonilglicina. Se continfia agitando durante 22 ho
ras a la temperatura ambiente. La mezcla de reaccidn se con-
éentra a.seqﬁedad a presibn reducida y el producto resultan-

te se cromatograffa en una columna de gel de silice con un

 sistema disolvente constitufdo por benceno/metanol/etanol

al 95 %/hidréxido-aménico concentrado (23,5:1,4:2,0:0,2 en
volumen). Se llevan a sequedad las fracciones que contienen

el procducto deseado para dar 0,488 g de tetra-N-benciloxicar

.bonil-3-des~0~metilfortimicina A en forma de vidrio inco-

loro.
{a}+g4 + 45,29 (c = 1,03, CH,OH).
IR: 3425, 1705, 1645, 1500 cm o.
RMP (CDCl;) 8@ 1,15 (Cg,-CHj), 2,9 (C,-N-CHy), 7,28
(Cbz) . '
" Andlisis para C,gHgqNgO,,:
Calculado : C, 62;13; H, 6,19; N, 7,55
Encontrado: C, 61,80: H, 6,31; N, 7,64.
EJEMPLO 4

Tetra~N-benciloxicarbonil-3-des-0O-metilfortimicina A

A una solucién agitada de 0,525 g de 1,2',6'-tri-N-
benciloxicarbonil-3-des-O-metilfortimicina B, 0,199 g de

N-benciloxicarbonilglicina y 0,228 g de monohidrato de 1-hi-
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"tienen la maydr pafte del producto y se cromatografian de

droxibenzotriazol en 3,0 ml de tetrahidrofurano se afiaden
0,88 g de N,N'—diéiclohexilcarbodiimida disueltos en 1,5 ml
de tetrahidrofurano. Se emﬁlean 1,5 ml mds de tetrahidrofu-
rano para pasar la totaiidad de la N;N'—diciclohexilcafbodi—
imida a la vasija de reaccidn. Se continfia agitando durante
22 horas a la temperatura ambiente. La diciclohexilurea inso+
1ﬁble se separa por filtracidn. El filtrado se concentra a
sequédad é presidn reducida para dar una espuma amarilla. La
espuma se cromatografia en una éolumna de gel de silice em-
Pleando un sistema disolvente formado por benceno/metanol/-
etanol al 95 %/hidréxido aménico concentrado (23,5:1,4:2,0:

0,2 en volumen). Se llevan a sequedad las fracciones que con-

nuevo en una columna de Sephadex LH20, preparaaa y eluida
con etanol al 95 3. Se recogen la§ fracciones que contiénen
el producto puro y el disolvente se separa a presidn redu-
cida para dar 0,105 g de tetra-N-benciloxicarbonil-3-des-0-
metilfortimicina A, idéntica en todos los aspectos al mate-
rial preparado en el Ejemplo é.

EJEMPLO 5

Tetra—N-benciloxicarbonil-3-des-o~metil—4—N—sarcosilfortimi—

cina B

A una solucidn agitada de 0,298 g de l,2',6'-trifN-
benciloxicarbonil—3-des-0-metilfortimicina B, 0,113 g de N-
benciloxicarbonilsarcosiﬁa y 0,129 g de 1-hidroxibenzotriazol
en 3,0 ml de tetrahidrofurano se afiaden 0,107 g de N,N'-dici-
clohexilcarbodiimida en 1,5 ml de tetrahidrofurano. Se empleah
1,5 ml mds de tetrahidrofurano para pasar la totalidad de la
N,N'~diciclohexilcarbodiimida al matraz &e reaccidn. Se con-

tinfia agitando durante 16 horas a la temperatura ambiente. La
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‘ra dar 0,709 g-de tetra-N-benciloxicarbonil-3-des-O-metil-4-

diciclohexilurea insoluble se separa por filtracién y el
filtrado se concentra para dar un sb6lido amarillo p&lido.
El s6lido se cromatograffa en una columna de gel de éilice
empleando un sistema disolvente constituido por benceno/meta+
nol/etanol al 95 %/hidrdxido aménico concentrado (23,5:1,4:
2,0:0,2 en volumen). Se llevan a sequedad las fracciones que
contienen un material homogéneo. Otras fracciones que contie
nen un.seguﬁdo componente minoritario se cromatografian de
nuevo en una columna de gel de silice, empleando un sistema
disolvente formado por benceno/metaﬁol/hidréxido aménico con-
centrado (85:15:1 en volumen). Se combinan las fracciones ho-

mogéneas con el material obtenido en la primera columna pa-

N-sarcosilfortimicina B en forma de un vidrio.
Ha}24 4 42,90 (o = 1,01, cuyom.

IR: 3435, 1703, 1635, 1500 cm o,

RMP (CDC13) §: 1,17 (CGI-CH3), v 2,9 (ancho) (sarco-
s11-N-CHj), 2,99 (C,=N-CHg), 4,83 (Hy, 3, 50 = 3,5), 7,31
(Cbz) . !

Andlisis para CyolggNs0y ¢

Calculadg : C, 62,48; H, 6,31; N, 7,43

Encontrado: C, 62,35; H, 6,65; N, 7,57.

EJEMPLO 6

Tetrahidrocloruro de 3-des-O-metilfortimicina A

Una mezcla de 0'14,9 de tetra-N-benciloxicarbonil-3-
des-O-metilfortimicina A en 25 ml de &cido clorhfidrico 0,2N
en metanol se hidrogencliza durante 4 horas bajo tres atmésfe
ras de hidrbgeno, en presencia de 0,1 g de paladio al 5 % en
carbbn. El catalizador se separa por filtracién y el filtra-

do se concentra a sequedad bajo presién reducida. El exceso
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'des—O—metil—44N-sarcosilfortimicina B en 25 ml de &dcido clorA

-10 _

de dcido se separa por co-destilacién con metanol a presidn
reducida para dar'0,07l‘g de tetrahidrccloruro de 3-des-0-
metilfortimicina A.

{a} 53 + 79,4° (c = 1,0, CH,OH).

IR: 3.410, 2930, 1639, 1595, 1483'cm-l.

‘RMP (D,0) 8: 1,81 (C.,~CHy, J 7 = 6,5), 3,62 (C,~N-

. 3" Vg,
CHj), 5,79 (Hl',Jl',Z' = 3,5).
Espectro de masas M 391,2414. Calculado para
Cy6H33N50g: 391,2431,
' " EJEMPLO 7

Tetrahidfoclbruro de 3-des-0O-metil-4-N-sarcosilfortimicina B

Una mezcla de 0,125~g de tetra-N-benciloxicarbonil-3-

hidrico 0,2N en metanol se hidrogenoliza durante 4 horas ba-
Jo tres atmSsferas de hidrégeno, én presencia de 0,13 g de
paladio al 5 % en carbdn. Se separa el catalizador por fil-
tracidn y el filtrado se concentra a sequedad a presién re-
ducida. El exceso de &cido se elimina por co-destilacifn con
metanol a presién reducida pafa dar 0,073 g de tetrahidroclo-
ruro de 3-des-O-metil-4-N-sarcosilfortimicina B.
(a2® + 83,5° (c = 1,01, crjom).
IR: 3420, 2930, 1635, 1485 cm I,
~ RMP (DZO): i,8 (CG,-CH3, J6’,7' =6,5), 3,27 (sarcosil
NfCH3), 3,6 (C4-Q-CH3), 5,79 (”1',J1',2' = 3,5).
Espectro de masas M': 405,2614. Calculado para
C17H35N506: 405,2587. . '
7 EJEMPLO 8

Tetra—N-benciloxicarbonil~3—des—o—meti1—4—N-(B-aminoetil)for-

timicina B

A una solucidn agitada y enfriada con hielo de 0,3 ¢
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~geno, se agrega agua y se evaporan los disolventes a presidn

- 11—

de tetra~N-benciloxicarbonil-3—des—6—metilfortimicina A en
6 ml de tetrahidrofurano seco se‘aﬁaden'l,o ml de una solu~
cién 1M de diborano en tetrahidrofurano: La mezcla de reac-
cién se agita durante 3 horas en atmbsfera de nitrbgeno y

después se trata con 1,0 ml adicionales de la soluci®n de

diborano. Después de agitar durante 2 horas més bajo nitré-

reducida. Purificando por cromatografia en columna de gel de
silice, preparada y elufda con un sistema disolvente cons-
titufdo por cloroformo/metanol/hidréxido amdnico concenﬁra-
do (23,451,4:0,1 en volumen) se obtiene tetra-N-benciloxicar
bonil—3—des—o—metil-4-N-(B;aminoetil)fortimicina B.

| " EJEMPILO 9

Tetrahidrocloruro de 3-des-0O-metil~4-~N- (B-aminoetil) forti-

micina B

Una mezcla de 0,10 g de tetra-N-benciloxicarbonil-3-
des-0-metil-4-N-(B-aminoetil) fortimicina B en 25 ml de &cido
clorhidrico 0,2N en metanol se hidrggenoliza durante 4 horas
bajo 3 atmésferés de hidrégenb, en presenciaAﬁe 0,11 g de
paladio al 5 % en carbbén. Se separa el catalizador por fil-
tracién y el filtrado se concenéra a sequedad a presibén re-
ducida. El exceso de &cido se separa por co-evaporacién con
méfanol a presidn reducida para dar tetrahidrocloruro de 3-
des—O—metil-4-N-(B—aminogtil)fortimicina B.

EdEMPLO 10

3=-Des-0O-metil-4-N- (B-aminoetil) fortimicina B

A una solucidén de 1,0 g de 4-N-(B-aminoetil) fortimi-
cina B en 25 ml de etilamina recién destilada se afiaden 20 m}
de etilamina conteniendo 0,430 g de alambre de litio recién

cortado en pequefios trozos. La mezcla de reaccién de color

e b——— A n s AN A w A e S h et
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aéul oscuro se agita a reflujo durante 2-16 horas y después
se agrega metanqlncuidadosamente para consumir el exceso de
litio. Se evapora el disolvente arpresién reducida y el re-
siduo se cromatografia en gel de sflice, preparada y eluida
con la fase inferior de una mezcla de clorofdrmo/metanol/hi-

dréxido aménico concentrado (1:1:1 en volumen). Se recogen

. las fracciones gque contienen el producto deseado y se croma-

tografian de nuevo en una columna de una resina cambiadora
de ca£ién de tipo carboxilico débilmente &cido (polime%ac%i—
lica) en forma aménica, por ejemplo Bio Rex 70, 100-200 ma-
llas. Por elucién con un gradiente de agua hasta NH,OH 1IN se

obtienen fracciones que'contienen 3-des~0-metil-4-N- (B-amino-

"etil) fortimicina B pura.

EJEMPLOS 11-13

Actividades antibibéticas in vitro!de las 3—des-0-metiiforti—

micinas’B'y A v de la 3-dés-O-metil-4-N-sarcosilfortimicina B

En la Tabla I se encuentran las actividades antibidé-
ticas in XEEEE de lés siquientes 3-des-O-metilfortimicinas:

(11) 3-Des-O-metilfortimicina B

(12) Tetrahidrocloruro de 3-des-O-metilfortimicina A

(13) Tetiahidrocloruro de 3-des-O-metil-4-N-sarcosil-

| fortimicina B..

Las actividades antibiéticas In vitro ée determinaron
mediante un m€todo de dilucién en agar al doble utilizando
agar de Mueller-Hinton, a razén de 10 ml por cada placa Petri
El agar se inoculd con 0,001 ml de una diluci6n 1:10 de un
caldo de cultivo de 24 horaé del organismo de ensayo indica-
do y se incubd a 37°C durante 24 horas. Como antibidticos de
control se utilizaron fortimicinas apropiadas. Las activida-
des también se encuentran en la Tablé I. Las concentraciones

mfnimas de inhibicién (CMI) estdn expresadas en mcg/ml.
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TABLA I

Actividad antibiftica in vitro de las 3-des-0O-me

Organismo

Staphylococcus aureus Smith

Streptococcus faecalis 10541

Enterobacter aerogenes 13048

Escherichia coli Juhl

Escherichia coli BL 3676 (resistente)

Klebsiella pneumoniae 10031

Klebsiella penumoniae KY 4262

Providencia 1577

Pseudomonas aeruginosa BMH #10

Pseudomonas aeruginosa KY 8512

Pseudomonas aeruginosa KY 8516

Pseudomonas aeruginosa 209

Salmonella typhimurium ED #9

Serratia marcescens 4003

Shigella sonnei 9290

Proteus rettgeri U 6333

Proteus vulgaris Abbott JJ

Proteus mirabilis Fin. #9

Tetrahidroclo-

Fortimic

ruro de fortimicina A~ . (base 1
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TABLA I

tibidtica in vitro de las '3-'des—0—metilfortimicinas

Tetrahidroclo- Fortimicina B Compuesto
ruro de fortimicina A" _‘(base libre) =~ 11 12 13
1,56 : 7>1oo >100 0,54 . 1,56
100 © >100 >100 17 100
3,1 ~ >100 , >100 2,1 3,1
12,5  »100 >100 2,1 12,5
25, - . >100 >100 8,6 25
3,1 . >100 >100 1,1 3,1
6,2 ~ >100  s100 8,6 6,2
3,1 >100 >100 1,1 3.7,1
0,78« - >100 5100 0,27 ’ 0,78
" 12,5 . >100 >100 2,1 12,5
50  >100 >100 69 25
> 100 >100 >100 69 - >100
3,1 ' >100 >100 1,1 3,1
3,1 ~»100 >100 4,3 3,1
12,5 - >100 >100 4,3 6,2
50 >100 >100 17 50
6,2 >100 >100 2,1 6,2

6,2 >100 >100 2,1 6,2
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En resumen, la Patente de Invencidén que se solici-

ta deberéd recaer sobre las siguientes:

REIVINDICACIONES:

1.~ Un procedimiento para la preparacién de deri-

vados de 3%-des-O-metilfortimicinas de férmula:

e
C H2 H2N OH
\\ 0 OH
2 N-R
Hy

donde R es alquilo, aminoalquilo, N-monoalquilo (infe-
rior); aminoalquilo, N,N-dialquil (inferior) aminoalqui
lo o hidroxi-aminoalquilo y sus sales farmacéﬁticamente
aceptables, cuyo procedimiento se caracteriza porque
comprende:

a) hacer reaccionar una benciloxicarbonil-%-des-
O-metil-4-N-acilfortimicina seleccionada, con diborano
en un disolvente adecuado para formar las benciloxicar-
bonil-3-des-O-metil~4-N-R-fortimicinas donde R es el
definido anteriormente; ’

b) someter el producto de la étapa anterior a reag
cién de hidrogendlisis en presencia de un catalizador
adecuado para formar la 3-des-O-metil-4-N-R-fortimicina
deseada.

2.- Un procedimiento segin la reivindicacién 1,
donde I) el producto obtenido en el apartado a) es te-
tra-N-benciloxicarbonil-3-des-0O-metil-4-N~( P —aminoetil)

fortimicina B; II) los productos que se obtienen en

e . L
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el apartado b) son tetrahidrocloruro de 3-des-O-metil-~
4.N-(B -aminoetil)fortimicina B y 3-des-O-metil-l-N-
(P -aminoetil)fortimicina B.

3.~ Un procedimiento segin la reivindiéacién 1,
donde los compuestos dbtenidos soh:tetrahidrocloruro
de 3-des-O-metil-4~N-( P -aminoetil)-fortimicina B y
3-des~O-metil~4-N-( P -aminoefil) fortimicina B.

4.~ Se reivindica por @ltimo como objeto sobre el

que ha de recaer la Patente de Invencidn que se solicitals

UN PROCEDIMIENTO PARA LA PREPARACION DE DERIVADOS DE
3-DES-0-METILFORTIMICINAS. '
Todo conforme queda descrito y reivindicado en 1la

presente memoria descriptiva que consta de quince pagi-

 nas mecanografiadas.

Madrid, 11 octubre 1.978
BERNARDO UNGRIA

S RETRET
PN
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