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La invencién se refiere 2 4-espectinomicilomi-

na de ls férmula

oH
5 | HO
' N
[ /
: cH3

'
o a qu sales por adicidn de &cido, fiéiolégicamenﬁe compa-—
tibles, con 3cidos inorgénicos u orgénicos, a8 un procedi-
10 miento psra su preparscidén y e medicamentos que contienen
estas sustsncias. A

Ls 4-espectinomicilsmina de la férmuls I puede
describirse tsmbién como decshidro-4a,7,9-trihidroxi~4-ami
n052~metil-6,8-bis(metilamino)-pirano—[ﬁ,3-§7ZI,§7benzo#
15 dioxina. Este compuesto posee uns eficescis sntimicrobia-
'ns excelente junto con buens qompatibilidad, ¥ por conéi-
' 1' f ' _ guienﬁe es superior é ls conoéida espectinomicina (ente.
riormente de31nnada como actlnoespectaclna) como antibid-

tico de amplio espectro.

20 ' . La prepsracion de la 4—espect1nomlcllam1ne $6

efectua tal como se describe a contlnuaclén-
1. Mediante reduccidén de un derivado espectlnomicinico
I de la férmuls genmeral

—
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CHy~ CH3-; |

HO - (1I1)
- OH
cng\x N-Y
donde X e Y tienen los siguientes siggificados:
X significs un 4tomo de hidrégeno, unférupo orgénico, ¢o-
nocid% a paertir de la quimice de losg péptidos, fécilmente
geparsble mediante reduccidn, tsl comd el grupo benciloxie
carbonilo, 4~bromo= & 4-nitro- 4 4~cléro~benciloxicarboni-
lo, el grupo 4-metoxi- & 3,4-dimetoxi- & 3,4~metilen-dihi~
droxie 6 3,4,5-trimetoxi~ 6 4-deciloxi~ 6 4-acetoxi- 3‘4;
»etoxicarboniloxi-benciloxicarbonilo,:un grupo fenil- o~
bifenil-slcoxicarbonilo, el cual puede estar sdstituidbwen
el redicel fenilo con uno hsgts tres grupos metilo o @eﬁ@-
xi y cuyo grupo slcohileno, que puede ser linesl o raﬁifi-
cado, contiene 2 hsste 4 4tomos de csrbono, tal como ;_);o‘r‘~
ejemplo el grupo o{,c(-dimetii~3,5~dimetoxi—benciloxigafhg
nilo o 2-/bifenilil-(4)/~propil=(2)-oxicsrbonilo, el.cuéi
puede estar evenéualmente sustituido con un grupo nitfo; ﬁg
toxi o'metilo; un grupo dialcohilaminooxicarbonilo, tql?;l
como el pgrupo dimetilamino-oxicsrbonilo o el grupo piperi.
dinooxicarbonilo, o también un grupo bencilo o tritilo e
Y significa un grupo hidroxi, un grupe slcoxi con 1 haste
10 étomqs de csrbono, el grupo fenalcoxi con en total 7 hqg

ta 12 étomos de carbono o un grupo de ls férmula ~N< ! ’
R2
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lo con en total 7 hasta 10 stomos de carbomo o el grupo
:ienilo, pudiendo ser Rl también un grupo scilo alifético
{con 1 hasta 10 dtomos de carbono o el grupo benzoilo, si
V'Ra posee los otros significadoé mencionados précedentemeg

| tey o un grupo de ls formula

.paladio o dibdxido de platino. Ie hidrogenacién’se reali-

| Scidos carboxilicos, dioxsno, tetrshidrofurano, o en mez-

Hojn avim. 7

2

donde Rl ¥y R2 representan éfomos de hidrégeno, srupos sl-

cohilo con 1 hasta 6 Stomos de carbono, grupos fenslcohi-

R .
3 .
N = (3:: 5 donde R5 ¥ R, representan dtomos de hidrd-

Ry
geno, grupos-alcohilo con 1 haste 6 dtomos de carbomo,
grupos fenalcohilo con 7 hasta 10 atomos de cerbono ¢ el
grupo_fenilo, pudiendd formsr Ry ¥ Rg'juntémgnte con el
étomo de carbono que gsté entre ellos'también un aniilo
carbociclico ‘de 5 hasta 8 miembros.

Para la reduccidén es adecusds especislments lshi

drogenascidén catalitica en presencis de catslizadores meid-

licos, tales como por ejemplo platino finsmente diviaido,
z8 en agus, en disolventes orgdnicos, tales como slccioles

clas de estos disolventes a teﬁperaturas'comprendidas,en-
tre 02 y 1002C, preferentemente entre 20 y 508C, y a pfe~
siones comprendides entre 1 y 100 atmbsferss. En tal ca~

50 se manifiests ventajosa la adicibén de dcidos inorgdni-




10

15

20

.25

nico o 4cido trifluorometsnosulfdnico.

2. Medisnte separscién de los radiceles X' a partir de de

tHoja nlun, L[.

cos u orgénicos, tales como cloruro de hidrégeno, bromuro

de hidrégeno, écido trifluorcscético, écido metenosulféd-

rivedos 4~espectinomicilaminicos de ls férmuls genersl

g OH
l 0
CH - 0 cs
HO -, (111)
0™ oH
o N

En éste X' significs un grupo orgénico, conocido s povtir
de la quimice de los péptidos, fécilmente sepsreble me-
disnte trstsmiento con 3cidos, con bsses o medisnte reaug
cibén, tal como el grupo benciloxicerbonilo, el grupo i-
~bromo~ § 4G-nitro- 6 4-cloro-benciloxicarbonilo, el gLupo
4-metoxi- 6 3,4-dimetoxi & 3,4;metilen-dihidroxi— 6 3,4, 5
-trimetoxi- & 4edeciloxi- 6 4-ocetoxi~ 6 bectoxicarbonilc
Xi-benciloxicarbonilo, un grupo slcoxicarbonilo satursdo
o insaturado con'l haste 12 étomos de carbono, el cuql
puede estsr sustituidq eventualmente con un grupe furilo-
-(2), con un grupo psrs-tolilsulfonilo, con uno o vsrios
dtomosg de hsldgeno, con un grupoe slcoxi o alcoxi~slcoxi
con 1 hasts 3 dtomos de carbono en la porcidén slcohilics

y con 1 hasts 3 dtomos de csrbono en le porcidn slcohilée
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Hoja nam, 5

nics, por ejemplo el grupo furil-(2)-metoxicsrbonilo, ali=
loxicarbonilo, 2-(pars-tolilsulfonil)-etoxicarbonilo, 2= '
-bromo~etoxicarbonilo, 2,2,2-tricloro~etoxicarbonilo,

2-(2-metoxi~ectoxi)etoxicarbonilo, 3-metil-pentil-(3)-oxi-~

! oérbonilo, pero éspecialmente el grupo ter-butiloxicsrbo-

h nilo, un grupo cicloalcohiloxicarbonilo con 5 hasts 12

étomos de carbono, tal como el grupo ciclopentilbxicarbo-
nilo o ciclohexiloxicarbonilo, ambos de los cusles pueden
estar sustituidos con un grupo metilo, etilo o ter-butilo,|

el grupo isoborniloxicarbonilo o el grupo adamantil—(l)-

_ oxmcarbonmlo, un grupo fenil- o blfenllalcoxlcarbonllo,

‘el cual puede estar sustituido en el radical fenllo con

uno hssts tres grupos metilo o metoxi y cuyo grupe aloo—
hileno, que puede ser linesl o ramificado, contiene ? q§§
ta 4 dtomos de carbono,,tél como por ejemplo el‘grupsﬁ“:
oAy ol-dimetil-3, 5udimetoxi~benciloxicarbonilo 6 2—[fiféhi'
1il-(4)7~propil=~(2)-oxicarbonilo, el grupo dlfenll-mecox1—
carbonilo, un grupo fenlloxlcarbonllo, que eventualmcnte
puede ester sustituido con un grupo nltro, metoxi o meu1;
lo, un grupo dislcohilsminooxicarbonilo, tal como.el'éfﬁ;rA
po dimetileminooxicsrbonilo o el grupo piperidinooxicarbo-

bonilo, un grupo alcohiltiocsrbonilo con 1 hasta 4 dtomos |

de cerbono en el rasdical slcohilo, el grupo benciltiocar—

bonilo, el grupo formilo u otro grupo scilo alifdtico con

1 hasta 10 dtomos dercarbono, el cusl eventuslmente puede
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-=fenoxi-scetilo, monocloroscetilo, 3-¢cloro~butiroilo, 3-

~ ductivo con sodio en emonfsco liguido o medisnte un des.,

trifluoroacético o un dcido sulfénico orgénico en discl-

Hofn adm. 6

ester susbituldo sdemfs con 1 haste 3 étomos de halégeno,
grupos hidroxi, radicsles acilo, o con un grupo nitro,

tel como el grupo trifluoroscetilo, scetoscetilo, 2-nitro-

~hidroxiisocaproilo, sdemés de ello X puede ser un grupo
benzoilo, 2-nitrobenzoilo, 4-tolﬁeno:sulfonilo, bencil-
sulfq%ilo o} para-metoxibéncenosulfonilo o también un gru-
po bencilo o tritilo, - 'g
Ls seperscibén del rodical X' se efectio por

ejemplo por medio de hidrogenélisis catalitics en disol-
ventes scuoso-orgénicos o purasmente orgénicos tales como
alcoholes, 4cido scético, dimetilformamida, en preseuncis
de cstslizsdores de metales nobles, tales como negro de
paladio, palsdio sobre carbdén o pslsdio sobre sulfsto de

bario, platino gobre carbbén, o medisnte desdoblemiento Te

doblsmiento scidolitico con un hidrécido halogenado, *t3i

como clorurc de hidrégeno, bromurc de hidrégeno, dciao

ventes tales como Scido scético glaciasl, cloroformo, aggun
o etanol. Grupos alcoxicarbonilo puedqh'ser eliminsdos |
también mediante la accibén de hidrdéxido de sodio en mez~
clss de agus-etenol o medianté ls sccidén de etsnolato de
godio en etesnol. Los grupos feniloxicerbonilo o benciloxi-

csrbonilo ssi como dislcohilsminooxicsrbonilo eventuslmen
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te sustituldos pueden ser eliminados medisnte hidrogena~

pecislmente blen medlsnte la sccién de un dcido clorhidri

" co metsndlico o de lejiss acuosss. El grupo 2,2,2-triclo-

. tojn ;1ﬂm. '?

cidn catalltlca. Radlcales acilo pueden ser separados es-

ro-etoxicarbonilo es eliminado ventsjossmente medisnte la
sceibn de zine en polvo en 4cide scético o de zinc en bol-.i
vo en metsnol. EL grupo bencilo es eliminado en cambio

preferentemente medisnte hidrogenacién cétalitioe con pa~
ladio, el grupo tiitilo es eliminado medisnte saponifica-
cibén dcide por medio de Scido acético, Sin embargo, ls

moyor perte de los grupos X' pueden ser separados por'eaem )
plo con bromuro de hidrdgeno en-4cido ascético glaclel
temperaturas comprendidas entre 20 y 500¢, Ls 4-éspectinq@_

cildémins de la férmula I puede ser transformsds a coﬁ%iﬁua

<

cibén, si se desea, por medic de dcidos inmorgénicos u o"ga-
nicos, segin métodos conocidos, en sus sales por adlclén
de dcido, fisioldgicsmente compatlbles. Como acldos entrtan

en considerscidn por ejemplo: dcido clorhidrico, 801d"~.
browhidrico, &cido sulfdrico, acldo fosférico, &cido mar:A
‘leico, &cido citrico; dcido tertérico o dcido fumdricdy. -
Un derdivado espectinomicinico ﬁe ls férmula
-general II, que sirve como sustencia de psrtidas, puede ser
preparado a8 pertir de un deriﬁado espectinomicinico de ls

férmula genersl : o '

T
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. OH

|
- 0

CHy-N 0 CH

0 ? (V)

_ 0

! OH
S 0
X \cn

3

donde X esté definido tsl como anteriormente, medisnte

reaccidén con un compuesto de ls férmuls genersl
NHQ"Y 1(V>

donde Y estd definido ssimismo tsl como snteriormente. Ls
resccibén se reslizs en agua 0 en un digolvente orgénico,
por ejemplo en alcoholes, tsles como etsnol, isopropanol,
en écidos carboxilicos, tales como §cido scético gléciél,
en ésteres o éteres, tales como dioxeno o en mezclas de
tales disolventes a temperaturas comprendidas entre 02 y
1009C, preferentemente entre 02 y 502C,

ILos derivedos 4-espectinomicilsminicos de ia
f6rmuls genersl III, que sirven como sustesnciss de parti—
da, se obtienen asimismo & partir de los couwpuestos de -
la férmuls generél IV, a gesber haciendo resccionsr a.éau
tos con sales amdnicas en presencis de cisnoborohidruros
de metsles slecslinos. Ls reaccibén se efectia en sgus o
en disolventes orgénicos, preférentemente en alcoholes,

o en mezclas de éstos, 8 temperaturas comprendides entre
02 y 1008C, preferentemente entre 02 y 502C, Como sales

aménicas entrsn en considerscién por ejemplo los seles de
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amonisco c¢on hidrécidos halogenados, écidos'sulfﬁri&o,
scido fosférico y dcido nitrico, y como cisnoborohidruros
de metales slecalinos entrsn en considerscién preferente-
mente cianoborohidruro de sodio. | 7

Los compuestos de psrtide de ia férmula gene-
rol III, donde X"DOSGG los significados indicadas anﬁe-v
riormente con excepcidn delnsignifigado de un grﬁpo fé-
cilmente separable mediante reducqién (en el caso de los
grupos separsbles medisnte reduccidn se trats de los in-
dicados snteriormente pars X de lo férmula'generél II),
pueden obtenerse reduciendo compuestos de 1la formula ge-
neral I, donde en lugsr de X se dlspone el radlcal X‘
por eaemplo mediante hidrogenscidn catalltlca._- .

En el csso de la preparacidn de la. 4—espect1no
micilamina de la formula I aspsrecen dos compuestos 156mv—
ros, a saber la forms 4 R con grupo amino axisl y la Tor-
ma 4 S con grupo amino ecuatorisl. Ie forma 4 R se d631ga
na como 4-¢spectinomicilamina X y menifiests un velor. Rf

-

de 0,5, 1ls forme 4 S, la 4—especb1nomlcllam1na II, po

en camblo ua valor Rf de O,4 (agente adsorbente: crel &éﬂ
silice G, agente eluyente cloroformo:metanol:amonlaco
concentrado tel como 40:40:20). Por ello es ficilmente po
sible separsr smbos isbémeros entre si pon'medio de méto-
dos crpmatogféficos.

Uns asociscidn de los valores Rf & los corres--
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pondientes isémeros ers posible porque estos isbémeros ma-
nifestaron comportsmiente quimico diferente por ejemplo
en el ceso de ls reaccibén con scetons o con el éster meti |
lico de écidq 2—ciano~5,3-bis(metil)-mercaptoacrilico. |

Ambsg espectinomicilsminss poseen propiededes
sntimicrobisnas valiosss; especislmente mercedss son lss
propiedades en le forms 4 R; es decir en la 4—espectino-‘
micilamine I. | |

Se investigd las 4R~espectinomicilemina de la
férmuls I comparativemente con la conocide espectinomici-
ns en lo que se refiere al efecto frente & Staphylocbdcgs
sureus SG 511, Streptococcus Aronson, Escherichis Coii-f
ATCC 9637, Pseudomonss aeruginoga, Serratis mercescenz
ATCC 13 880, Klebsiells pneumonise ATCC 10 031, Proteus’
mirebilis y Protous vulgsris y en lo que se refiere a ‘e
toxicided sguds. ' -2-

Pars lss investigsciones se.utilizé el método
del ensayo de diluciones.en serie en un sistems de mig?é»
valoracibén. El enseyo de lss sustanciss en cusnto 8 baQT:
tefiostasis se efectud en un medio liquido; Se in#esﬁiﬁ@-
el efecto de bscteriostasis en lés siguientes concenffé—
ciones: 803 403 203 10; 5; 2,5; 1,253 0,6 y 0,3 ,ug/ml.
Como medio nutricio sirvid un-csldo & bese de 5 g de peb-‘
tons, } g de extracto de carne, completsdo coh sgua des~

tilsds hssts un volumen de 1.000 mlj vslor pH 6,7. Ls eded
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de los cultivos primsrios fue de 24 ﬁoras. El ajuste de 13
suspensidén de bacteriss se;efectué con el fotdémetro (se-
gun "Eppendorf") (didmetro del tubo de ensayo 14 mm, £il-
tro 546 mm) con ayuda del enturbismiento de una suspensidn
5 comparativa de sulfato de bario, que hgbia sido producida
| por medio de una suspensidn de sulfato de bsrio,; ls cusl
se formd medisnte ls adicibn de 3,0 ml de solucidn sl 1%
de cloruro de barioc en 97 ml de fcido sulfrico al 1¥.
Después del ajuste fueron diluidos adicionalmente Strepto-
10 | coccus Aronson en la pboporcién 1: 150,'y ios demés gérme~
- ngs del enssyo en la, proporcidén 1l: 1.500, con una solu-
¢cién de ssl comfin. N

16 ng de ls sustancia~§orrespondiénte fueron
~ pessdos en matraces graduados de 10 ml y completados doﬁ
15 el disolvente hasta'la marca. Ls serie adicionsl de dilu-
"cidnes se preparb con agus destilada o con el cdrrespapw
diente disolvente.

Les cevidades de las placas de micro valors=>

: ‘ ‘ ¢idn fueron cargsdas con O,2Aml de medio nutricio con
20 0,01 ml de la corréspondiente dilucién de éustancia'y.con
' uns gots de suspensidn de bscteriss y fue:onvincubadés
dursnte 18 hasts 20 horas a 379C. Se realizd siempre a3l
mismo tiempo un control de disolvente.

Ls lecturs se efectud macroscépicameqte,'deteg

25 minéndose la correspondiente concentracién limite ( = 1s
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‘concentracidn mds bajs, todovia eficez bacteriostitica-

12

Fn le tobla siguiente estén indicasdss les con-

contraciones o concentraciones inhibidorss minimas debter-

minedss pare lss dos sustenciss mencionsdas snteriormen-

te:
Concentracién inhibidors mini
Bacterias ma en ,g/ml de le sustsncis
4R-ggpectinomici | Espectinomi-
lamine . cing
Staphylococcus sureus .
56¢ 511 5 (2,5) 20 (L0)
Strep%ococcus Aronson 5 10 .
Egcherichis Coli _
ATCC 9637 20 (10) 40 (20)
Pseudomonas seruginosa 40 (20) 160 (80)
Serratia mercescens
ATCC 1% 880 10 20
Klebsiella pneumonise _
ATCC 10 031 10 (5) 20 (10)
Proteus mirabilis 10 10
Proteus vulgsris 5. 10

Los velores entre paréntesis significsn lss
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concentraciones, con las que puede reé@hocense la dismi-
Vnucibn del crecimiento, pero todavia ninguns detencién |
complets del crecimiento, A

. A ILa toxicidad agﬁda fue determinsda mediante ad
ministrscién peroral y subcuténea de smbas sustsnciss a
ratones blancos de laborstorio en dos&s crecientes. LQ
DLSO g8 la dosis, después de cuys a@pinistracién nurieron
50 % de los snimales en el espacio d¢ 8 diss. Les dos

B
H

sustancias manifestsron en tal casc una DI,

50

S5g/kg; en el caso de 5 g/kg no murieron ningunos snims-

de mis de

les con smbas sustsnciss. Después de 1la 1nyecc16n subcu—
ténea smbas sustenciass poseen una DL5O de mas de 1. OOO
mg/kg; por consiguiente son completamente atoxicas para
le préctlca.

Ejemplos de prepesrscidn de los productoé ééu;

partida: , , o -
Ejemplo A : . o von n
 Espectinomicin-benciloxima ' , T

6 g (0,012 moles) de diclorhidrsto de espéttiw |

nomicina pentshidretedo y 3 g de O-bencilhidroxileming- -

son disueltos en 25 ml de agus y 25 ml de metsnol. Ia so-

lucibn es agitsda durante la noche, concentrada por evapo-
racibén, el residuo es disuelto en un poco de etenol sbso-
luto y mezclsdo con éter hasta el enturbismiento. Se ob-

tienen'B,O g (8% % de la teoria) de polvo incoloro con un
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punto de descomposicidn de 1759¢,

Rf: 0,8 (gel de silice, cloroformo/metsnol/amoniaco con-

centrado =20:20:3)
Espectro RMN (disolvente CDBOD)

13

ppu : 1,3 (doblete, 3H
2,8 (doblete, 6H 3)
4,65 (singulete, 1H &109EH)

2-CH;~)
-N-CH

¥

5,2 (singulete, 2H & bencil~CH2)
7.4 (singulete, 5H & fenilo)

Se obtiene el compuesto libre, mezclando ls so-
lucidén acuwoso-metsnblics del di-élorhidrato con un inter-
cambisdor de iones (Dowex 2 x 8 (Forma OH™) hasts el ve~
lor pH permsnente de 10,4. |

Cristales incoloros con un intervalo de fusidén
de 86 - 10690,

De lo misms maners se obtuvieron:

' 8) 6,8-bisbenciloxicarbonil-espectinomicinoxims & partir

de 6,8-bisbenciloxicsrbonilespectinomicina e hidroxilsmias

Rf: 0,%8 (gel de silice, cloroformo/metenol = 9:1)

C H'NO  (615,6)

30 37 3 11 |
Cslculado: ¢ 58,52 H 6,06 N 6,82
Hallsdo: 58,00 6,21 " 6465

El méterial de psrtids 6,8-bisbenciloxicarbo-
nilespectinomicine es conocido & partir de ls bibliografis

(J.Amer. chem. Soc. 85, 2,657 (1963)).
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b) 6,8~bis~benciloxicarbonilespectinomicinmetiloxima a

partir de 6,8-bis-benciloxicarbonilespectinomicing y O-me

tilhidroxilamins,

" Rf: 0,40 (gel de silicej cloroformo/metsnol = 9:1).

¢) Diclorhidrato de espectinomicin-benzohidrazona a par-
tir de diclorhidrato de espeétinpmicina pentahidratadd
¥y de benzoilhidrszins,

punto de descomposicidn: 1802°C,

Rf: 0,35 (celulosa, butanol/metanol/agua = 90:25:20).
d)-biclorhidrato de espectinomiéin—acetohidrazona a partir
de diclorhiqrato de espectinomicina pentahidratado y?&g;,
scetilhidrazins, =
Margen de descomposicidén: 160 - 1809C,

Rf: 0,29 (celuloss, butanol/metanol/agua.= 20/40/20)f‘Jj
Fjemplo B o _ L 4_ R

6,84bis~{3,ﬂ3,ﬁ3~tricloroetoxicarbonilespectindmicinbéhL |

-

ciloxima ' R
6 g (0,008 ﬁoles) de 6,8—bis~f3,/3,ﬁl—tricloroetdxicéiﬁé;
nilespectinomicine y 1,5 g (0,01 moles) de clorhidratbwdé
O-bencilhidroxilomine son disueltos en 40 ml de dioxaﬁbZ}
y 40 ml de sgus. Medisnte adicidén de lejis de sosa 4n se
gjuste un valor de pH de 3 hests 4. ﬁespués_de agitar du-
rante 18 horas » tempersburs ambiente se incorporg sgi~

tando'enxlso ml de sgua y se extrse con acetsto de etilo,

Ls fase orgdnica es secads y concentrads por evaporacidn.
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Se obtienen 6 g de producto incoloro (93 % de la teoria)
Rf: 0,30 (gel de silice, cloroformo/metsnol = 9:1)
RMN (disolvente deuterocloroformo)
ppm. 1,35 doblete 2H (2-0H3)
3,15 doblete 6H (-N4CH3)
4,7 singulete 1H (10aH)
4,8 singulete enssnchado 2H (‘GH2‘0013)
5,2 singulete 2H (bencil—CHa)
7,4 singulete 5H (fenilo)

El materisl de partida 6,8-bis~;3,/3,( -triclo-
roetoxicarbonilespectinomicina puede ser prepsrsdo segin
el método indicsdo en J. Antibiotics XXVIII, pdgins 140
(1975) pers la 6,8-bisbenciloxicarbonil-4-dihidro-espec-
tinomicina 8 partir de espectinomicing y de éster B,{g,é%—
-tricloroetiiiqo de écido cloroférmico.

Rf: 0,26 (gel de silice, cloroformo/metsnol = ll¥1)

De le misma msners se obbtuvieron los siguien-
tes compuestos: . .
a) 6,8—bis~para—metoxibencenosuifonilespectinomicin~oxima
a‘ﬁartir de é,8—bis~psra—metoxibencenosulfonilespectinowi
cins y de hidroxilsmina,

Rf: 0,32 (gel de silice, cloroformo/metsnol = 1l:1). El
materisl de pertides 6,8-bis~pirs-metoxibencenosulfonileg~
pectinomicina fue obtenido, tsl como estd indicsdo snte-

riormente, 8 psrtir de cloruro de pars- meto xibencenosul-
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| fonilo y de espectinomicins.

Rf: 0,40 (gel de silice, cloroformo/metenol = 9:1)

b) 6, 8—b1°~1sobornllo 1carbonllespectlnomlcmn-benc1lox1ma
'a pertir de 6,8~blsg1sobornllox1carbonllespect;nomlclna
'y de O-bencilhidroxilamina, ‘ V '

' Rf: 0,55 (gel de silice, cloroformo/metancl = 10:1),

punto de fusibn & 12020 ( descomposicibén). El meterisl de
partide fue prepsrado, tal eoﬁo estéd indicado anberiormen |
te, 8 partir de espectinomicina y de cloruro dé isobornil
oxicarbonilos

Rf: 0,42 (gel de'éilice,'cloroformo/metanol = 10:1).
Ejemplo C ' . R '

6, 8-b1s-bencllox1carbonllesbectlnomlcllamlna S

1,85 g (0 003 moles) de 6 8—bls~ben01lox1carbonllespec+1-
nomicina y 2,4 g de nitrato de amonio ‘son disueltos ?ILS
15 ml de metsnol absoluto y agitados dursnte 15 minutds
a 400C., A continuscidn se siiaden eh poréiones en el es=

pacio de % minutos a 202C 0,131 g de clanoborohldrure de

“1:;

' SOde. Después de 50 mlnutos 8 tempersturs ambiente se_ -

LN
-

flltra con succidén, el filtrado es incorporado - avltande-
en 70 ml de uns solucibén ssetursds de ssl comim, extréido
con acetato de etilo, el extrscto es secado y concentrado

por evaporacién. El residuo es triturado con éter y fil-'

~ trado con succidn. Este r851duo (1,2 g) es cromatografla-'

do sobre gel de silice (cloroformo/metanol 5:1). Se Ob-
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tienen 0,6 g de un polvo incoloro con un mergen de des-

 composici6n de 110 ~ 130¢C,
_ 030H39N3010 (601,66)

Celculsdo: € 58,89 H 6,5 © N 6,57
Hsllsdo: . 59,10 6,99 6,76
Esgpectro de masss de ls sustancis sililads:
18172601 4 3X72 (3 rediceles sililo)

745 = 601 & 2X72 (2 radicalés sililo)
RE: 0,47 (gel de silice, cloroformo/metsnol = 5:1)

M

De igusl meners se obtuvieron:
8) 6,8~bis-pars-metoxibencenosulfonilespectinomicilamina

a partir de 6,8-bis-pars-metoxibencenosulfonilespectinomi

cing, nitrato de amonio y cisnoborohidruro de sodio,

Rf:. 0,55 (gel de silice, cloroformo/metsonol = 9:1)

b) 6,8-bis- p,lg,IE—tricloroetoxicarbonilespectinomiéilan
mine e partir de 6,8-bis- (3,3 , B-tricloroetoxicerbonileg
pectinomicinse, nitrsto de smonio y cianoborohidrupo'de'
sodio, ‘ - |

Rf: 0,41 (gel de silice, cloroformo/metsnol = 9:2)
Espectro de mosas del compussto sililado:

M* : 969 = 681 4 4X72 (4 radiceles sililo)

Peso molecular calculado: 684,18,

¢) 6,8-bis-isoborniloxicarbonilespectinomicileming 8 par-
tir de.6,8-bis—isoborniloxicarbonilespectinomicina, de ni

treto de smonio y de cisnoborohidruro de sodio.
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Espectro de masas de la sustancia sililada: -

M¥ s 909 = 693 4 3X72 (3 radicaleé gililo)
837 = 693 + 2x72 (2 redicales sililo)
" 693 = peso molecular cslculado

Punto de fusidn: 1602C (déscomposicién)

d) 6,8—bis—4—mefoxibenciloxicarbonilespectinomiéi}amin;
g partir de 6,8-bisu&—metoxibénoiloxicsrbonilespectinomi;
cins, nitratéide smonio y cismoborohidruro de sodio.

Rf: 0,29 (gel de silice, cloroformo/metanol 5:1)

Espectro de masss del compuesto sililado:r - .

Peso molecuiar calculado: 661,6,
Ejemplo D

6,8~bis~isoborniloxicarbonil-espectinomicilamina

bonil-espectinomicinbenciloxima, disueltos en 150 ml'de

dcido clorhidrico etandlico al % %, son reducidos en Dre-

sencis de 8 g de 4xido de platino con hidrégeno'a_252é;“:',

(Presién de hidrbgeno: 5 stmbésferss; tiempo de reécci&ﬁ:7
62 horag). V B }

Después de terminar la reduccidén, se filtra
coﬁ succién del catalizador y.el etanol es~separado por

’

destilacidén en vacio.

Se disuelve en sgus el residuo sbélido remsnen—

7,98 g (0,01 moles) de 6,8-bis—isoborniloxiéag'
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te, se gjusts el vslor de pH de ls solucidén a 3,5 y se se-~

persn medisnte extraccién con éter los productos secunds-

'rios. A continuscidn se eleva el velor de pH de la solu-

cibén 8 7,0 vy se extrse nuevemente con éter. Después de

secar con sulfsto de sodio y de retirsr el éter se obtie-
ne el producto desesdo en forms de un polvo de color blsn
co. '

Rendimiento: 4,1 g (59 % de 1ls teoria),

Punto de fusibn: 1602C (descomposicidn)

O36t59%5010 (693,97)
Calculado: C 49,41 H 6,12 N 8,23
Hsllado: 49,29 6,25 8,37

El clorhidrsto puede obtenerse, trstsndo ls

‘golucién etandlics de la base libre eon 4cido clorhidrico

etéreo, Punto de fusibén: 182 - 185¢(.

De la misme moners se obtuvieron:
8) 6,8-bis- 3,3 , (3-tricloroetoxicsrbonilespectinonicila~
nins s partir de 6,8-big- 6,(3,/3—tricloroetoxiaarboniiaé*

pectinomicin-benciloxime y dibxido de platino.

Rf: 0,41 (gel de silice, cloroformo/metsnol = 9:2)
Egpectro de mosas dei compuesgto sililsdo:
M*: 969 = 681 + 4X72 (4_radicales sililo)

897 = 68l + 3X72 (3 redicsles sililo)

825 = 681 + 2X72 (2 redicsles sililo)

Peso molecular calculado: 684,18
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b) 6,8-bis-psra-metoxibencenosulfonilespectinomicilaming -

g partir de 6,8~bis—para»metoxibencenosulfonilespectinomi.»

cinoxima y dibxido de platino.
Rf: 0,55 (gel de silice, cloroformo/metsnol = 9:1)

Ejempios'de preparacidn del produéto final:

Ejemplo 1

DMriclorhidrato de 4-R-espectinomicilamina

500 mg de 6,8-bisbenciloxicarbonilespectinomicilamina

etanbdlico al 3,4 % con 500 ng de paladio sobre'carbén;éi

' 20 % dursnte dos horas a8 temperaturs embiente en un §§ak

rato sscudidor. El catalizador es separado por filtraéién,
el filtrsdo es concentrado haste dejsr 5 ml y el residﬂé
es mezclzdo con lOO~ml de éter. Se obtienen 230ymg.(é§~ﬁ d
1z teoria) de polvo incoloro con un punto de fusibn dé“
189 - 194eC,

RE: 0,5 (gel de silice, c1oroformo/metanol/émoniaco1c§ﬁb

centrsdo= 40/40/15?

Espectro de messs del compuesto sililadb: o S
M* 693 = 333 + 5X72 (5 radicsles sililo) .
621 = 333 4+ 4X72 (4 redicsles sililo)
549 = 333 4} 3X72 (3 radicsles sililo)

479 = 333 + 2X72 (2 rsdicsles sililo) . d

Peso molecular calculado de la base libre 333,

" (forms R) son hidrogenados en 25 ml de Scido clorhidrico |

[




10

15

20

25

Peso moleculsr cslculado de la bsse libre 33%3.

. Punto de fusidn: 114 - 1179C @escomposibién).

Ilojn nam. 22

Ejemplo 2

Triclorhidrato de 4-R-egpectinomicilamina

5 g de diclorhidrato de cspectinomicinbenciloxima son hi-
drogenados 8 tempersturs smbiente y a 15 atmbésferas duran-
te 30)horas en 500 ml de écido clorhidrico etendlico al
3.4 ﬁ en presencis de 6,25 g de didxido de pletino. El co
taligsdor es sepsrado por filtracién, el filtrsdo es con-
centrado hasta dejar.100 ml. Los cri%tales obtenidos son
sepsrados por filtracibn. ‘

Rendimiento: 2,5 g (59 % de ls teoris)

Egpectro de masas del compuesto sililado:

M* 621 = 333 4 4X72 (4 redicsles sililo)

La bsse libre puede obtenerse, sjustando la
solucién acuosa del clorhidrsto con un intercsmbisdor de
iones (Dowex 2 x 8 forme OH) 8 un valor de pH de 10,9 y
concentrando ls solucibén scuoss por evaporscidn en slto

vacio.

Ejemﬁlo 3

Tribromhidrsto de 4-S-~espectinomicilaming

1 g (0,00145 moles) de 6,8~bis~-isoborniloxicsrbonil-es-
pectinomicilsmine (forms S) son mezclsdos con 10 ml de

uns solucién 8l 20 % de bromuro de hidrégemo en Scido acé
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tico glacisl a 209C.

Después de 2 minutos se sfisden a la mezcla de .

~reaccibén 100 ml de &ter sbsoluto. Los cristeles precipi-

tedos son sepsrados. por centrifugscién, lsvados 3 veces‘
con éter sbsoluto y secados.,

Fl compuesto deseado se presents inmedists-
mente en forme purs. Rendimiento: 0,65 g (78 % de la teo-
ria) -

Punto de fusidn: 208 - 212e¢ (déscomposicién)
CyyHorlz0g » 3HBr (576,14) _
Calculado: C 29,18 H 5,24 N 7,29 Br 41,60

| Hsllsdo: 29,64 5,39 7,01 - 41,35
. Ejemplo &
Triclorhidrato de 4-R-espectinomicil-smina 7‘1?~$

Una solucibén de 6,84 g (0,01 moles)Vde 6,8—?‘
~bis-tricloroetoxicarbonil-espectinomicilamine (fqrﬁa~3}
en 200 ml de me#agol al 70 % es calentsds s reflujo déﬁé
pués de lo adicidn de 14 g de zinc en polvo. .

. Is nezcle de resccién es filtreds con succidn:
y el filtredo es concentrsdo por eﬁaporacién en vacilo,
Se ‘disuelve el residuo en un poco de mebenol y éé purifi-
ca por medio de crometografis en coluumna.
( Agenﬁe adsorbente: gel de silice Gj agénte eluyente:

cloroformo/metanol/amoniaco acuoso concentrsdo = 20:20:5)
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g fracciones ! ucto dese
les £ n ue contienen el producto descg

do son reunidss y concentrsdss culdasdossmente por evspora-

- El residuo remsnente es disuelto en écido clor-
hidrico 0,1 n y liofilizado. La sustancie deseasds se ob=-
tiene en forms de polve de color blanco.

Rendimiento: 2,1 g (47 % de la teoria)

Punto de fusidn: 189 - 194eC (descoﬁposicién)

CypHpnlNz0g » 3 HOL  (442,79)

Calculsdo: € 37,98 B 6,83 N 9,49 C1L 24,02
Hallado: 38,12 6,99 9,27 23,62

Ejemplo 5

Triclorhidrsto de 4~R-espectinomicilsmina

500 mg de 6,8—bis—para—metoxibencenosulfonil—espectihomi-

cilemina (forme R) son disueltos en 3 ml de écido metsn~

sulfbénico y 0,3 ml de snisol y se dejsn repossr durante

3 hores a 209C. Ls mezcls es incorporesds egitsndo en 20

ml de éter, el producto oleoso sepsrado es digerido vu~

riss veces con éter, diguelto en un poco de asgus y purifi

csdo medionte cromstografis en columna,

(Si02, cloroformo/metonol/smonisco concentrado = 20:20:5)
El producto obtenido es disuelto en la canti-~

dad cslculads de scido clorhidrico n/100, ¥y concentrado

por evaporacibén en slto vacio a 0°2C., El producto es lava=
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- do con éter y secsdo.

Rendimiento: 50 mg (25 % de ls teoris)
Punto de fusibn: 187 - 1909C,

Ejemplo 6

Triclorhidreto de 4R-espectinomicileming

2 g de 6,8—bis-4-metoxibenciloxicarbonil-espectiﬁomicila-
nine son disueltos en 10 ml de dioxsno y mezclsdos a 09¢
con 10 ml de cloruro de hidrbgeno 4ﬁ en dioxsnc. Se agitaA
durente 45 minutos, se sepsre pof filtracidn y se lava

con éter.

‘1,2 g de polvo incoloro

Punto de fusién: 186 - 188°C (descomposicibén)

Espectro de mssas del compuesto sililado.

Mt = 765/693/621 = 335 + (4-B)x72. oo
| Los nuevos compuestds de la férmulavgeneréle

pueden incorporsrse en las formss de preparscidn farmo-’

cbuticas ususles pars ls utilizacién fsrmacéutica. Lé.ﬂﬁ;

sis individusl asciende en el ceso de adultos & 100 hasta

2,000 ng, preferentemente a 500 hesta 1.000 mg, lo dosig

" diaris asciende.a 200 hassts 6.000 ng, preferentemente a

- 1,000 hasta 2,000 mg.
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REIVINDICACIONES -

la,.~ Procedimiento psrs ls prepsracibén de 4-eg

pectiﬁomicilamina de la férmuls

/ OH
6113\1 , o~
P e CHs .
p—" 1; , (1)
HO— .
o
PN NH,
CHy

¥y de sus sales por sdicibén de scido con Scidos inorgéni-
cos u orgénicos, que se caracteriza porque o) sehidrogens

un derivedo espectinomicinico de la férmuls genersl

I e
CH :
CH;-! ? ,(11)
HO 0
. DA N-¥
| X »

CH3

donde X significe un étomo de hidrégeﬁo, un grupo orgi-
nico, conbcido a psrtir de le quimice de los péptidos,
fécilmente sepsrable medisnte reduccidn, tsl como el gru-
po benciloxicsrbonilo, el grupo 4-bromo- 6 4-nitro- 6

4-cloro-benciloxicarbonilo, el grupo 4-metoxi 6 3,4- dime
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ciloxi-~ 6 4wgcetoxi~ & L-ctoxi-corboniloxibenciloxicsrbo-

nilo, un grupo fenil- o bifenil-alcoxicsrbonilo que puede

| grupos metilo o metoxi y cuyo grupo aslcohileno, que puede

| cohilaminooxicarbonilo, tal como el grupo dimetilaminnoxi

- carbono o el grupo benzoilo, si entonces R

. otrog gignificados mencionados precedentemente, 0 un gru-

_Hojs néan. 27

toxi~ 0 3,4-metilen-dihidroxi- 6 3,4,5~trinetoxi~ § 4-de- |

esber sustituido en el radicsl fenilo con uno basta tres

ser lineal o ramificado, contiene 2 basta 4 étombs de dar-lz
bono, tal como por ejemplo el grupe ol, d~dimetil-3,5-dime]
toxi-benciloxicarbonilo 0 2-[Bifeniiil~(4)7—propil—(2)-
~oxicarbonilo, el grupo difenilQmetoxicarbonilo, un grupo
fenildxicarbonilo, el cual puede estsr eventuslmente sus-

tituido con un grupo nitro, metoxi o metilo, un grupo disl

carbonile, o el grupo piperidinooxicarbonilo, o tambidn
un grupo bencilo o tritilo; e Y significe un grupo hicmpo-
xi, ﬁn grupo alcoﬁi con 1 hasts 10 dtomos de carbondi'éi
grupo fenalcoxi con en total 7 Hasta 12 étdmos de carﬁbno

Ry .
o un grupo de la férmula -N‘( , donde Rl y R2 represan

ten &tomos de hidrégeno, gruposaalcohilo con 1 hasta:6f?

- .

dtomos de carbouno, grupos fenalcohilo con en total 7 haspb

"

10 4tomos de carbono o el grupo fenilo, pudiendo ser By

tembién un grupo acilo alifético con 1 hasta 10 ftomos de

o posee 1Qs
. , R :

po de la férmula -N = C{~ , donde.R3 Y R, representan

4tomos de hidrbégeno, grupos alcohilo con 1 haste 6 Stomos
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de carbono, grupos fenalcohilo con 7 hasts 10 étomos de
corbono o el grupo fenilo, pudiendo formar R3 y R4 junte~
mente con el dtomo de carbono que esté entre ellos tsmbién
un anillo csrbociclico de 5 hasts 8 miembros, en presen—
cia de cataslizadores metdlicos en un disolvente ventsjo~
semente en presencis de dcidos inorgénicos u orgénicos s
tempersturss comprendidss entre 02 y 1002C y s presiones
comprendidss entre 1 y 100 atmbésferas; o b) a partir de

un derivedo 4-espectinomicilsminico de la férmuls genersl

o O
| 0 0
CH3—N CH3
o | , (111)
0" oH
//N NH
off ,\c' 2

donde X' significs un grupo orginico, conocido s psrtar
de la quirics de los péptidos, fécilmente sepsrsble me-
disnte traotamiento con écidos, con bases o mediante re-

duccibn, tel como el grupo benciloxicserbonilo, el grupo

po 4-metoxi~ 6 3,4~dimetoxi~ 6 3,4-~metilen-dihidroxi-

6 %,4,5-trimetoxi~ 6 4~deciloxi~ & 4~scetoxi- 6 4-etoxi-
carboniloxi-benciloxicarbonilo, un grupo slcoxicsrbonilo
seturedo o insstursdo con 1 hests 12 Stomos de corbono,

el cusl puede estar eventuslmente sustituido con un grupo
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~~alcoxi con 1 hassta 3 dtomos de carbono en ls poreidn al-
'cohilica_y con 1 hagta 3 étomos de csrbono en la porcidn

: aldohilénica, por ejemplo el grupo furil—(a)-metoxiéarbo- ‘

' nilo, 2-bromo-etoxicarbonilo, 2,2,2~tricloro-efoxicarboni-
1o, 2-(2~metoxi—etoxi)etoxicarbbnilé, F~metil-pentil-(3)-
'foxicarbonilo, pero especialmente el grupo ter~butiloxicar]

>'bonilo, un grupo cicloalcohiloxicarboﬁilo~con 5 hasts 12

Hoje bpam, 29

furilo-(2), con un grupo'para-tolilsulfonilo; ¢on uno o

varios dtomos de haldgeno, con un grupo slcoxi o slcoxi-

nilo, aliloxicsrbonilo, 2-(psra-tolilsulfonil)-etoxicarbo-

ftomog de carbono, tal como el grupo ciclopentiloyldarbb-
‘nllo o ciclohexiloxicarbonilo, ambos de los cuales puPden
estan.sustltuldos con un grupo metllo, etilo o ter-buii-
lo, el grupo isoborniloxicerbonilo o el gfupo sdomantili-
-(1)~oxicarbonilo, w grubo fenil-~ o bifenil—alcoxic?:ﬁb—
nilo, el cual puede estor sustituido en el redicsl fenilo
con uno hasts tres grupos metilo o metoxi ¥y cuyo BTUPO .~ |
alcohileno, que puede ser linesl 0 ramificado, contmene«

.~

2 hssts & dtomos de carbono, tal como por ejemplo el -gru-
po ol; d ~dimetil-3,5-dimetoxibenciloxicarbonilo o 2-["* é ’
n1111-(4)7kpr0p11 (2)—ox1carbon110, el grupo dlfen11~meto
xicarbonilo, un grupo feniloxicerbonilo, que eventuslmen-
te puede estar sustituido con un grupo nitro,'metoxi o}
metilo, un grupo dislcohilaminooxicarbonilo, tsl como el

grupo dimetilaminooxicarbonilo o el grupo piperidinooxicag
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bonilo, un grupo aléohiltiocarbonilo con 1 hasts 4 Stomos
de carbono en el rédical glcohilo, el grupo benciltiocsr-
: bonilo, el grupo fofmilo u otro grupo acilo 8lifético con
1 hasta 10 4tomos de carbono, el cusl eventuslmente pue-
de estsr sustituido sdemds con 1 hastas 3 dtomos de hslé-
geno, grupos hidroxi, radicsles scilo, o con un grupo ni-
tro, tel como el grupo trifluoroacetilo, acetoscetilo,
2-nitroéfenoxiacetilo, monocloroscetilo, 3-cloro~butiroi-
lo, 3~-hidroxiisocsproilo, sdemds de ello X' puede ser un
grupo benzoilo, 2-nitrobenzoilo, 4-toluenosulfonilo, ben-
cilsulfonilo o pars~metoxibencenosulfonilo o también un
grupo bencilo o tritilo, el grupd X‘.es sepsrsdo por méu .
dio de hidrogenélisis catslitics en dis@lventes acuos0~
;orgénicos u orgénicos, por medio de hidrbégeno nacienve,
por medio de desdoblsmiento reductivo con sodio en smanig
co liquido o medisnte desdoblsmiento scidolitico por me-
dio de &cidos o medisnte ls accién de bases y, 8i se de-
ses, @ continuagibén el compuesto de la férmuls I obtenido
de esta manéra,es transformsdo por medio de dcidos inor-
géniéos u orgénicos en sus ssles por sdicibén de bcido.. .

~ 28,- Procedimiento conforme & ls reivindiéécién
lgs, que se carscterizs porque como catslizadores metdli-
cos se emplean plstino, pslsdio o didxido de platino fins
mente dividido, como disolvente se emplesn sgus, slcoho-

les, 3cidos carboxilicos, dioxsno, tetrahidrofursno, o
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mezclas de estos disolventes, y la reduceién se realiza
en presencis de dcidos inorgdnicos u orgfnicos.

32,- Procedimiento conforme a ls reivihdica~
cibn 12D, éue se caracterizs porque ls hidrogendlisis ce~
talitica se consigue en diéolventes acuoso~ofgénicos.o
pursmente orgénicos, por ejemplo en alcoholes, Scido acé-
tico, dimetilformsmids, pdr_medio de catalizadores 3 base
de metales nobles, tales como negro de paladio, paladio'
sobre carbdn o paladio sobre sulfato de bario o platino
sobre carbdn, el desdoblamiento scidolitico se consigue
por medio de hidrdcidos halogensdos, Scido trifluorééééA
tico o 4cidos sulfénicos orgénicos, en sgus, dcido 5c§€i~’
co glacial, cloroformo, alcoholes o en mezclas de éIlEé,
vy el desdoblamiento bisico se consigue por medio de 2is
dréx;aos de metales alcalinos o de alcoholatos de m;fa:
les alealinos y el desdoblamiento por medio de hidrégéno
naciente por ls sccidén de zinc sobre mefanol 0 3cido.ach- |
tico. _ ' o oL

Nt

. 42,~ PROCEDIMIENTO PARA LA PREPARACION DE 4;ES§E§
TINOMICILAMINA, o i .

[l

e

Tal y como se ha descrito en la Memoria que ante-
cede y para los fines que se han'especificado;

Esta Memoria consta de treinta y una hojas escri-

tas a maquina por una sola cara.

Madrid, 19 DiC.1978
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