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" Bata :anéncién se refiere a nuevos compuestos y & procesos
pere la preparacic'm de los mismos, y se refiere parﬁiculamente a =
7-halo-T-decxilincomicina, y T-halo=T-deoxiepilincomicina, y & sus
ana'logos e :L_sc'nﬁeros ¥y & procesos por medio de los cuales se producen
escs canpue‘stl')s y semejantes.

Los nuevos ‘compuest.os de la invencidn pueden representarse

por la siguiente formule estructural:

en ‘donde R es alquilb de no mis de 20 atomos de carbono, ventajosa--
‘mente no més de 8 dtomos de carbono, cicloalquilo de'3 a no mis de =
8 &tomos de carbono, y aralquilo de no mas de 12 dtomos de carbono,

ventajossmente o mds de-8 &tamos de carbemo; ¥ Ac es el radical a.f.;_:l_._ '

1o de un acido L-2-pirrolidinocarbaxilico -sustitufdo de la pérmile

(1)

—. OH

VU VU N, N Lt
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en donde R, y R, son alquilideno de no mas de 20 atamos de carbono

-(hcluyendo metileno), ventajosemente de no més de 8 atomos de car-

bono, cicloalquilideno de desde 3 a no mas de 8 &tomos de carbono,
¥ aralquilideno.- de no mas de 12 atomos de carbono, ventajosamente
de no mas de 8 atemos de carbono; y Ry es hidrégeno o HR,.
Ejemplos de alquilo de no més de 20 Atomos de carbono ==
(R, Ry, ¥ IR, ) son metilo, etilo, propilo, butilo, pentilo, hexi~
lo,hepbilo, octilo, nonilo, decilo, undecilo, dodecilo, tridecilo,
tetradecilo, pentadecilo, hexadecilo, heptadecilo, octadecilo, no-
nadecilo, ¥y eicosilo y sus formas 1eémeras. Ejemplos de cicloalw=
quilo son ciclopropilo, ciclobutilo, ciclopentilo, ciclchexilo, el
clcheptilo, ciclooctilo, 2-metilciclopentilo, 2,3~dimetileiclobuti
lo,- h-metileiclobutilo, y 3-ciclopentilpropilo. Ejemplos de aral-
-quilo son bencilo, fenetilo, Q-fenilpropilo, y awnaftilmetilos ==
EJemplos de grupos alquilideno, cicloalguilideno, y aralquilideno
(Rl y RE) incluyen metileno, etilideno, propilideno, butilideno, =
pentilideno, hexilideno, heptilideno, octilideno, nonilideno, de--
cilideno, undecilideno, dodecllideno, tridecilideno, tetradecilide
no, pentadecilideno, hexadecilideno, heptadecilideno, octadecilide
no, nonadecilideno, eicosilideno, y sus formas 1sémeras y ciclopro-
pilideno, - ciclobutilideno, ciclopentilideno, clclohexilideno, ciclo
heptilideno, ciclooctilideno, 2-ciclopropiletilideno, 3-ciclopenws
tilpropilideno, bencilideno,.2-feniletilideno, 3~fenilpropilideno,

¥ CGe-naftilmetilenoc.
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‘Los nmevos compuéstos de la invencion, .Formla Iscomo - -
tembién otros compuestos relacionados, pueden prépararse reemplazan

do por cloroc, el T-hidroxi de un compuskto de la £Ormuls

3
~t_sCH
JAe - NH
H A

IT

El reemplazo se efectﬁa.ventajosamente mezelando el compuesto de -

-partida de Férmule IT con reactivo Rydon y calentando. En el - - -

proceso, Ac ¥ R pueden ser cuslquler radical que no sea reactivo con

reactivo Rydon, pero para la pre'paracién de compuestos de la. -

-4nvencidn, Ac ¥ R son como se indica anteriormente. Por ejemplo, =
‘cuando un compuesto de Férmula ITA (Ac en Férmula II es aquél del =

-gcifo de Pérmuila A) se usa como el compuesto de partide, se cbtiene

un muevo compuesto de Formula IA. - Cuando este compuesto o el com--
Puesto de partida (Férmula ITA).ge hidrogens con un catelizador efec
+ivo parae saturar un doble enlace ol’ef:fnico, ge obblene wn compues-~

t0 de Férmule IB como wna mezcla de los epimeros cis y trans de - =

-acuerdo con las formulas
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los que, sl ee;desea, pueden separarse por distribucibn en contra co
rriente o cromatografia.

. Cuando R3 de FémulaS'B, IB, y IIBes hidrdgeno, puede ser
reemplazado por alquilacién adecuada o procedimiento semejante. -Eg-
te reemplazo se realiza ventajosamente haciendo reacclonar el compues
to de acuerdo con Formule B, IB, 6 IIB, en donde R, es hidrogeno con wm
oxo compuesto (un-aldehido o una.. cetona) e hidrogenando el aducto -
resultente con un-cabalizador efectivo para saturar un doble enlace
olef{nico. -Pueden wtilizarse como catalizadores ya- sea platino o pa

ladio. Los compuestos oxo-adecuados-tienen la formule RILR-SCO en -

-donde 'Rl'_R O eg lo mismo que Re dndicedo anteriormente. -Ejemplos de

5
oxo compuestos adecuados son formaldehido, . aceteldehido, propiocnalde

hido, butireldehido, acetona, lscbutil metil cetona, benzaldehido,

fenilacetaldehido, hidrocinnameldehido, acetofenons, propiofenons,

butirofenona, 3-metil-k-fenil-2-butencna, 2-metil=5-fenil-3-pentano
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(. weezers |

‘na, 3~ciclopentanoprcpionaldehido, ciclohexenocacetaldehido, ciclo~-

heptanocarboxaldehido, 2,2-dimetileiclopropilacetaldehido, 2,2-di-

‘metileiclopropil metil cetona, ciclopentil metil cetona, ciclobuw-

t11 metil cetons, ciclobutanona, ciclohexancna, L-metileiclohexano

‘na’y semejlantes.

.Los compuestos de partida de Formula II se preparan por-

acilacién de un campuesto de la £ormuls

PN

NE, |

2
\ CH
R v

en donde R es camo se indica-antericrmente, -con un acido L-2-pitro

lidinearboxIlico 4-sustitufdo de Férmule A o B. - Esta acilacidn y

acilaciones semjantes que = mentionan €n ésta, pueden efectuarse por

procedimientos ya blen conocidos en la matveris para ls acilacidn -
de -amino azicares. EL dcido de partida de Formula A puede preparar

se haclendo reaccionar un b-oxo-compuesto de la formula

e

C hems -



10

15

20

25

en donde Z es un grupo hidrocarbiloxicarbonile protector que se pue
de separar por hidrogenolisis, tritilo, es decir, trifenilmetilo, -

difenil(p-metoxifenil Jmetilo, bis=(p-metoxifenil)fenilmetilo, benel

1o, o p-nitrobeneilo, con un agente Wittig, por ejemplo, un alquili

denotrifenilfosforano [ver por ejemplo, Wittig, et al, Berg. 87, 1348
(1954); Trippett, Querterly Reviews, XVII, No.t, pig. 406 (1963)7.-
Ejemplos de grupos hidrocarbiloxicaerbonilo (Z) son butoxicarbonilo

terciario; grupos benciloxicarbonilo de la férmula

x o

en donde X es hidrégeno, nitro, wetoxi, cloro, o bromo, por ejemplo

‘carbdbenzoxi, p-nitrocarbobenzoxi., p-bromo-, y p=clorocarbobenzoxi;

¥ grupos fenlloxicarbonilo de la £ormuls

X — :

en donde X, es hidrbgeno, elilo, o alquilo de no mss de 4 gtomos de

-carbono, tel camo feniloxicarbonilo, p-tolilaxicarbonilo, p-etilfe-

niloxicarbonilo, y p-alilfeniloxicarbonilo ¥ semeJjantes.
.Para llevar & cabo este proceso el 8cido Leoxo-I-2-pirro-
1lidinoearbax{lico (Formile C) se agrege a un agente Wittig reciente

mente preparado. -Los reactivos Wittig usados aqui pueden represen-
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tarse generalmente por la férmu]a siguiente:
.RluP(06H5)3
en dcnde Bl es como se indica anteriormente. Estcs reactivos Wittig

se preparan haciendo reaccioner un haluro de alquil, cicloalquil, -

0 aralquiltrifenilfosfonio con una base tal como sodamida, o hidru-

‘ro de sodio o potasio, o el metalato de sodio o potasio de dimetil

sulfoxido y semejantes. - Por ejemplo, la eliminacién de haluro de -
hidrdgeno, del haluro de alquiltrifenilfosfonio, produce algquiliden
trifenilfosforanoc. [La preparacidn de fosforanos se discute en de-
talle en Trippett, Quart. Rev. XVII, No.k, pag. 406 (1963)}. la -
reaccidn generalmente se lleva a cebo en un solvente orgé.n:l.co, tal
camo benceno, tolueno, éter, dimetilsulfoxido, tetrehidrofuramno, y

semejantes, & temperaturas entre 10° ¢ ¥y la temperatura de reflujo

. de la mezcle de reaccifn. EL producto asi obtenido, una heglquili=-

deno=, 4-cicloalquilideno-, 6 4-arslquilideno-l-protegido-L-prolins
que tiene la férmla siguiente ‘

Z

R

se recupera de le mezcla de reaccion de una menera convencional, -

generalmeﬁte por extraceién de soluciones-acuosas de la mezcla de-
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reaceiln. -El producto impuro puede purificarse por medios convencio,

‘neles, tales como recristalizacién, cromstografia, o formacitn de de

rivados Pacilmente formedos y recristalizacidn de los mismos, tales

como sales aminades de amino é‘cido, por ejemplo, la sal dicicloche---
xilamina, y semejantes, y liberando los amino acidos de tales com---
puestos. Por hidrogenascion de un acido de Formula D en presencia de
un catalizedor, por ejemplo, platino, que es efectivo para saturar -
un doble enlace, perc que no es eficaz para realizar uns hidrogenoll

sls, se Obbiene un compuesto de la formula siguiente:

Z

|

N

: F— E
~
T

Es adecuado el platino depositado en un veh:[culo, por ejemplo, car=--~
bon, o una resina de intercambio enténico camo Dowex~1, ma resina =
de poliestireno trimetilbencilamonio con ligaduras cruzadas en el el
clo hidroxido. Si se desea, los compuestos de partida de Férmula IT
pueden acilarse con. écidos de férmila ¢, D, o E para formar comp\;é's-
tos Iic, -IID, .y IIE, respectivemente. El cowpuesto IIC puede ser -
convertido en el compuesto IID por tratami'ento con un reactivo Wittig
y el compuesto IID ser hidrogenado a compuesto IIE por los procedi--

mientos Indicados anterlormente, ILa hidrogena.cic'm, tento del acido

26 D camo del acilato IID, da una mezcla de epfmeros cis y trans s los -



1 cuales, si se deses, pueden separarse por distribucidn en contra=-
corriente o crametograf{s. .Los dcidos de'partida de Formula B en-
los cuales R es hidrégeno, se cbtienen cuando un acido de Formuls
-D 0-F es sometido a hidrogenolisls sobre un catalizador paladio, -

5 -por ejemplo, paladio en carbén. .De.lé misma menera, los compuestos
de Formle IID ¥ IIE pueden convertirse en los compuestos de Fémg
la IIB en los cuales R, es hidrdgeno por el mismo proceso. Los =
bcidos de partids de Férmule B en los cuales R3 es hidrdgeno como
tembién los compuestos de Férmila IIB em los cuales R3 es hidrdge-

10 ‘no pueden convertirse respectivamente en los compuestos de Pormu-=
les B y IIB en los curles R3 es HR2 por los procedimlentos Iindice-
dos anteriormente. .Los acidos de partids de Formula A se obtienen

por tratamiento de un dcido de Férmula D o Férmula E con bromuro de
hidrogeno en écido acético pare separar el grupo Z y luego reempla-
15 zando el hidrégeno-N POr un grupo I*]R2 por el procedimiento indicado
anteriormente. Los compuestos de Formula IID ¥y IIE son convertidos

en los compuestos de Formula IIB, por el mismo proceso.

.Algunos de los compuestos de partids de Férmula II se ob

20  tienen biosintéticamente. - La lincomicina, metil 6,8-didecxi-6-{trens-
1-metil-h-propil-T-2-pirrolidincarboxamido)~L~tio-D-gritro-a-D-ga~
;_n;gt_qfoctopira‘nésido, se obtiene como un producto de elaboracin -
-de upa actincmicete productora de lincomicine de acuerdo con Fatep

te E.U.A. 3,086,912, . Tiene la siguiente férmula estructural:
26
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en donde Ry R3 son metilo y RyH es propilo. Ie lincomicine B, -

metil 6,8-didecxi-6-(trans-l-metil-b-etil-L-2~pirrolidincarboxami~

do)~1~tio-D-eritro-a~D-galactomoctopirandsido (Férmula VI en donde

Ry Ry sn metilo y -R,H es etilo) también es un-producto de elabo

racion del mismo microdrganismo cuando se cultiva de acuerdo con =
el procedimiento indicado en Patente E.U.A. 3,086,912, ILa lincomi
cine C, etil 6,8-dideoxi-6-(trans-l-metil-k-propil=-L-2-pirrolidin-

- carboxamido )=1l=t1io=-Deeritro-C=D=galacto-octopirandsido (Férmila VI

en dmde R es ebilo, ~R)E es propilo y R es metilo) se obtiene =~
cuando el proceso de Patente E.U.ls 3,086,912 se lleva & cabo en =~
presencla de etionina egregada. - La lincomicina D, metil 6,8-dideo
x3.6=(trans=lb=propil-Le2-pirrolidincerboxanido)=L=tio-D-eritro=-=De
gelacto-octopirandsido (Férmula VI en dcnde R es metilo, -RiH es =
propilo, ¥ Ry es ‘hidrégeno) se ohtiene cuando la Permentacidn de =

‘Patente E«U.A. 3,086,912 se lleva & ¢abo en presencia de G-MIL -
agrégada, metil 6-amino-6,8-dideoxi-D-eritro~l=tio=OwD-galactom=octo-

pirendsido, un compuesto obtenido por la hidrazinclisis de lincomi
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cina. EL metil 6,8-dideoxi-6-(trans-k-etil-L-2-pirrolidincarboxami~-

do)=1~ti0-D-eritro-~-D-galacto-octopirandsido (Férmula VI en donde =

R es metilo, - R)H es etilo y Ry es hidrogeno) es tembién producido-
cuando se agrega O-~MIL a la fermentacién de Patente E.U.A. 3,086,912.
De la misma menera, lincomicina K, etil 6,8-dideoxi-6-(trans-k-propil-

L~2-pirrolidincarboxamido)=-1-tio~D-eritro-=D=galacto-octopirandsido

(Pérmile VI en donde R es etilo, -RiH es propilo y R3 es hidrégeno)

se produce cusndo la fermentacién de Patente E.U.A. 3,086,912 se lle
va a cabo en presencis de O-ETL agregado, etil 6-amino-6,8-dideoxi--
D-g_z;:_i._-lg_q_-oz-'bio-D—galac’co-octopira.nc')sido , tn compuesto cbtenido per la
hidrazinolisis de linecomicina C. ;El etil 6,8-dideoxi-6-(trans-l-etil-

L-2-pirrolidincarboxamido )-l-tio~D-eritro-0-D-galacto-octopirandsido

(Férmula VI en donde R es etilo, -R]_H es etilo, y R3 es hidrdgeno)

es también cbtenido cuando se agrega O~ETL a la fermentacion de Pa-
tente E.U.A. 3,086,912, Los productos N-desmetilados, descritos
anteriormente, que se cbtienen cuando se agregan Q-MIL y Q-ETL al -
proceso de fermentacion de Patente E.U.A. 3,086,912, son ejemplos -
del compuesto de partida IIB en donde R3 es hidrégeno, en el cusl por
el procedimiento descrito anteriormente, pueden reemplazarse los hi-
drégenos-N cuando se desea para que R3 sea igual a H32 s por ejemplo,
cusndo se desea producir metil 6,8-dideoxi-6-(trans-l-etil-4-propil-
L-2-pirrolidincarboxamido)-1-tio-D-eritro-a-D-galacto-octopirandsido,
o etil 6,8-dideoxi~6-(trans-1-metil-l-etil-L-2-pirrolidincarboxamido)-
1-tio-D-gritro-a-D-galacto-octopirandsido, o etil 6,8-dideoxi-6-(trans-

l-etil-b-etil-L-2~pirrclidincarboxamido)=l~tio-D-eritro--D-galacto~



octopirandsido, o metil 6,8-dideoxi-6-(trans-l-etil-lk-etil-L-2-pirro

lidincarboxamido)-1-tio-D-eritro-Q-D- galacto—octopiranésido.

Lincomicina o cualquiere de los compuestos de partida de -

Pérmula IT que tienen la configurscidn Deeritro pueden convertirse -

en la configuracidn L-treo por conversidn del T-hidroxi grupo en un

T-oxo grupo y retorno nuevamente a un grupo 7-hidroxi. Un procedi--

miento adecuado para este propésito se ilustre en la siguiente secu-

encia:

16

25

VII

acetona

N

AV 4

NaBH),

CH.

HO
AcNH:

AcNH .

A

8

3

VIII

=
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Por ‘ejemplo, la lincomicing por tratamiento con acetona =~
en presencia de acido p-toluensulfonico se convierte en 3,4-O-isopro
pilidenlincomicine la cual por-cxidacién con dxido crdmico da =~ - -

7-oxo=3,4=0-1s0propilidenlincamicina, metil 6,8-dideoxi-3,4-0-150==

‘propilideno-6-(trans-l=metil=lt=propil=L-2=-pirrolidincarboxamido)~l-tio

D-glicero-C= -g_a_lacto-octanopimms—?-uléaido, el cual por tratamien-
t0 com borchidruro de sodio se convierte en T-epllincomicina, metil

6,8-d1deoxi-6-(trans-1-metil-k-propil-L~2-pirrolidincarboxamido )~1-

-tio-I.-‘treo—a-Dygelacto-octopiranésido. Cualquiera de los compuestos

de partida d;‘ Formule IT que tienen una coni‘iguracién D-eritro, pue
den converbirse- en ls correspondiente con:f‘igura.cic'm D~treo por este
procedimiento.

Puesto que las lincamicinas producidas biosintéticemente,

asf como los emino eziieares derivados de las mismas, son ya sea =

-metil o etil tioglucdsidos, es-a veces deseable convertirlos en glu

cosidos superiores o inferiores. - Es también & veces deseable con==
vertir cuslquiera de los compuestos de Férmulas I, II, 6 V en glued
sidos's.uperiores o inferiores. Esto plede ser llevado a cabo eficaz
hente por reacelon del compuesto a ser convertido con un merceptan-
de la férmuls RgSH-en donde Rg es un grupo alguilo de no més de 20
étomos de -carbono, pero uno diferente de R, por ejemplo, compuestos
.de Formila I y II por reaccidn con un mercaptan de Formule RGSH Pro

duce ditiomeetales de la formuls



=15~
1 s
"H3 X TH 3
AcNE T AcNE—d
— — 6
HQ SR, " o
ITA 6 X1B

en donde X es hidroxi o halégem, que por tratamiento con acido y/o por

calentamiento, son reciclizadcs para dar un compuesto de la formula si

10
guiente:
i)
S
/'-N-J
AcNHowr——t———
H
15
o XII

20 El proceso puede aplicarse directamente a cualquiera de los produc=
tos de partida de Formula II, por ejemolo, IIA, IIB, IIC, IID y IIE.
Los productos resultantes pueden someterse -e hidrazinolisls para =-

formar -compuestos de la formule sigulente:

25
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que pueden ser N-acilados como se describe anteriormente con acidos

de Férmuls A, B, C,.D, y E para proporcionar campuestos de acuerdo

" con.Formula XIT en donde X es hidroxi. EL proceso también puede =

-aplicarse & compuestos de partida de Pormals V. Por ejemplo, = ==
C¢=MTL por -tratamlento con etil mercapt;an seguido por reciclizacion
cano se describe anteriormente es convertide en G~ETL.

Un proceso alternativo para preparar compuestos de Fé_rmg._
la XTI o Formula XIII es bromer el material de partids y luego ===
hacerlo reaccionar con un mercaptan de acuerdo con la siguiente se-

cuencia.
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3 033
X —~l
N XV R e XVa
HQ 4O H

o)
2
2

CH
- T
N b _2"6@' ,\ -NH
B et . W)
.OH X1 . R Ho XVo
6
e

El compuesto de partide, XIV, se disuelve en agua como une

gal soluble, por ejemplo, el clorhidrato, y se agrega bromo con en-«

-friamiento ventajosemente entre <10 y 20° C. Es auficiente‘si la -

golucidn acuosa se enfria hasta eproximadamente 0° C .y se agrega el

bromo gote a gota. - Ia cantidaed es-bequicme'trica de bromo es 1 mol por

‘cads mol de compuesto de partids, aunque i)uede utilizarse mas o me-w

‘nos. Ventajosamente se utiliza un ligero exceso, es bramw, es decirde 5 g

20% de exceso. EL bromo reemplaza inicislmente el grupo RS-y la -

swtencia intermedia resultante se hidroliza al azicar en el cual
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la forma piranosa XVa estd en equilibrio con la forma aldosa XVb.
En presencia de écido, por ejemplo, acido clorhfdrico u otrp aci-
do fuerte no oxidante tal como acido p—toluenosulfénico ¥ resinas
de intercambio anidnico del tipo acido sulfénico, el mercaptan -~
RésH reacciona con el agicar XV para formar el tioglucésido XVI.-
Concomitantemente puede formarse alg&n diacetal de Formula XI que
luego de separacion puede ser ciclizado como se describe anteriocr
mente para formar mas del tioglucésido XVI deseado.

El mecanismo por el cuaEL el reactivo Rydon efectia la -
sustitucion del T-hidroxi por halégeno no es completamente conoei
do. Se cree sin embargo, que el mecanismo es tal, que no se pro-
duce un cambio en la configuracion. Por lo tanto, un T-hidroxi--
compuesto de la configuracién D-eritro daria un T-halo compuesto
de L-treo configuracion.

Los reactivos Rydon estan formados por el agregado de -
halc')geno a la trifenilfosfina o trifenilfosfito o el agregado de-
haluro de alquilo at trifenilfosfito pudiendo representarse por

la formulas
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QWO

en donde X es halégeno, por ejemplo, cloro, bromo y yodo. Rydon

et al., J. Chem. Soc. 222k (1953); Tbid, 2281 (1954); Toid, 3043

(1956).

El reactivo Rydon puede ser formado insitu por el agrega-
do de haldgeno o haluro de metilo a una solucidn de la trifenilfos-
fine o0 trifenilfosfito en un solvente inerte tal como acetonitrato
0 dimetilformamida, o puede aislarse como una entidad separada. En
cualquiera de los casos la reaccién con la lincomicina o compuestos
relacionados se efectia poniendo en contacto el reactivo Rydon -
en un solvente inerte, por ejemplo, acetonitrilo o dimetilforma=

mida, hasta que se obtenga la sustitueidn del T-hidroxi deseada. =



10

15

20

25

La reaccidn tiene lugar a la temperatura ordinaria, aunque si se de
sea puede llevarse a cabo un ligerc calentamiento. ILa temperaturs -
se mantiene ventajosamente entre unos 20° ¥ unos 550 C. [Fl producto
puede recuperarse de la mezcla Ge reaccion por técnicas bien conoci-
das tales como filtracién, extraceidn con solven%e, ete. La mezcla
de reaccion se calienta ventajosamente con metancl para destruir cual
quier exceso de reactivo Rydon, se filtra para eliminar cualouier sé
lido tal como Oxido de trifenilfosfina, formado en la reaccién,y lug
go tratado para recuperar el producto; El metanol puede ser agrega-
do ya gea antes o después de la filtracion. Ventajosamente se evapo
ra la mezcla de reaccidn tratada ¥y filtrada haste sequedad y se puri

fica por extraccion con solvente y/o cromatografia.
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Los compuestos de Formilas IA, IB, ITA,IIB, y V existen tanto
en las formas protona’cada;: como no protonetadas de acuerdo con el -
pH del medio. Cuando se trata de la forme protonatada el ‘compuesto
ge califica como una sal por adicidn de acido ¥y cuando se trata de-
la forma no protonetada se lo califica como la base libre. Las bases
libres pueden convertirse en las sales por adicibn de acido estables
neutralizando ls base libre con el acidc apropiado has1.;a por debajo
de aproximadamente pH 7.0, y ventajosemente hasta aproximadsmente =
pE 2 & pH 6, Los &cidos adecuasdos para este proposito imcluyen, =
clorhidrico, aulfﬂrico, i‘osfc')rico, tiocie'.nico, fluosil{cico, hexa--

t luoroe.rsénico, hexa.fluorofosférico, a,cético, succ{nico, c{trico,—

-laetico, maléico, fumarico, pembico, colico, palmftico, mieico, cam

férico, glu'bé'.rico, glicélico, ftélico, ts.rtérico, léurico, estedri-
co, salicilico, 3-fenilsalicflico, 5~fenilsalic{lico, 3-metilgluté-
rico, ortosulfobenzbico, ciclchexanosplfémico, ciclopentencpropioni
coy 1,2-ciclohexanodicarbox{lico, UY-ciclohexanocarbox{lico, octade-
cenilsuccinico, octenilsuccinico, metanosulfdnico, bencenosulfdnico,
heliantico, de Reinecke, dimetilditiocarbamico, ciclchexilsulfémico,
hexadecileulfamico, octadecilsulfémico, sdrbico, monocloroacético, '
undecilénico, - b*-hidroxiazobenceno~b-gulfénico, octildecilsulfirico,
p:[crico, benzéico, cinnémico, Y dcidos semejantes.

Las sales por adlcidn de Acido pueden usarse para los mig
mos propési*bos que la base libre o pueden emplearse pars mejorar =
las mismas. " Por ejemplo, la base libre puede ser convertida en una

sal hidrosoluble, tal como el picrato la cual puede sometérse a - '
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1 procedimiento de purificacién, por ejemplo, extracciones con 80l-=
| vente y lavedos, cromatograf{a, extracciones fraccionadas 1{quido-
l:fquido, ¥ eristalizacidn ¥ luegd ussrse para regenersr la forma: -
‘e base libre por tratamiento con &lceli o pare hacer una sal dife
& rente por‘meté'besi_s. 0 la base libre puede ser convertida en sal
hidrosoluble ,. tal como el clorhidrato o sulfato, y la solucidn = =
-acuose de la sal extraerse con varios solventes no miscibles en -
ague, antes de regenerar la forms de base libre por tratamiento -~
‘de la solucién dcide as{ extrafds o convertirse en otra sal por me
10 tatesis. Las bases libres de Formila IA, IB, ITA, IIB, y V, pueden
ser usedas-como soluciones amortiguadoras o como un antigcido. Los
compuestos de Férmilss I, IIy V reaccionan con isociasnatos para -
formar uretancs y pueden ser usados pars modificar -resinas de poli-
uretano. Los compuestos de-cadens larga, por ejemplo, en donde I!Ra
15 es-alquilo de 8 6 mis carbonos, tienen propiedades tensio -activas -
-de ‘superficie. y pueden ser -usados ccmo agentes de humectecidn ¥y emul
sificacion. Ia sel por adicidén de.deido tioeiénico cuando se cone=
‘denpa con formaldeh{do, forms materiales resinosos Witiles camo irmhi
bidores de la corrocidn de -acuerdo con Patentes E.U.A. 2,425,320 ¥

20 2,606,155, -Las bases libres también representan buenos veh{culos

.para acidos téxicos. -Por ejemplo, las sales por adicidn de dcido

fluosilicico son wtiles como -agentes contra la polilla de acuerdo

-con Patentes E.U.4. 1,915,33% y'2,075,359 y las sales por adicidn

de. deldo hexafluorcarsénico y acldo hexafluorofosforico son ﬁtiles

25 como parasiticidas de acuerdo con Patentes E.U.Ae 3,122,536y = -
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3,122,552+
Los anélogos cercanos a la lincomicina, por ejemplo, en -
donde -Rlﬁ es c¢is o trans alquilo de no mas de 8 atomos de carbono;

R, es metilo o etilo; R es alquilo de no mas de 8 &tomos de carbono;

3
tienen propiedades antibacterianas, y algunas son comparables o sue

periores a la lincomicina y pueden utilizarse para los mismos fines

que la lincomicina. Los otros anélogos e isfmeros tienen propieda-

des antibacterianas similares pero en un menor grado y pueden utili

Zarse pare el mismo propésito gque la lincomicina cuando no son obje

tables cantidades mayores.

Los ejemplos siguientes son ilustrativos del proceso y pro
ductos de la presente invencién, pero no deben interpretarse como un
1fmite de la misma. Las partes y porcentaje se establecen en peso y
las relaciones entre solvente son en volumen, salvo que se especifi-
gue de otra manera.

Ejemplo 1

A.  T-bromo-T-deoxilincomicina y su Clorhidrato

Se prepard una solucidn de reactivo Rydon revolviendo una
solucion seca de 52.6 g (0.2 M) de trifenilfosfina y 800 ml de ace-
tonitrilo a 30O bajo nitrégeno y 10 ml. (0:19 M) de bromo se agreg6
durante un periodo de 20 minutos. Después de revolver durante 10 -
minutos més, se agregaron 8.2 g de lincomicina y se revolvid la re-
aceidn a 30° durente 18 horas. Entonces se hizo presente wn sélido
blanco. La reacclon se £iltrd y el sélido se descartd. Se agregd

metanol (100 ml) al filtrado y los solventes se evaporarcn bajo va-
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cfo. EL residuo viscoso se disolvio en 100 ml de metanol, se dily
y6 con 1800 ml de agua ¥y se extrajo seis veces con porcicnes de ==
260 ml de éter. Los extractos etéreos se descartaron, la fase ==
acuosa se hizo alcalina (pH 11) con KOH acuoso y luego se extrajo
cuatro veces con porciones de 200 ml de cloruro de metileno. Los
extractos se secaron y evaporaron dejando 11 g de un solido amari-
1lo que fue cromatografiado sobre 1 Kg de Silica gel, usando meta-
nol:cloroformo 1:9 (v/v) como el sistema solvente. Después de la
primer parte de 1200 ml, se recolectaron 22 fracciones de 56 ml. =
Lag Qltimas seis (fracciones 17-22 )se mezclaron y evaporaron hasta
sequedad dando 2.8 g de 7-bromo7~deoxilincomicina. Este fue con--
vertida en el bromhidrato disolviéndola en agua, agregando HBr hag
te pH 1, filtrando y liofilizando el filtrado. EL bromhidrato te-
nfe un oy + 114° (¢, 0.9314, H,0) y el siguiente andlisis:

An?.lis:ls calculado pare C18H3)+Br2N2055:

C, 39.28; H, 6.23; N, 5.09; S, 5.83; Br, 29.0L,
Hallado: C, 39.64; H, 6.19; N, 5.07; S, 6.0k; Br, 28.59.

En lugar del bromuro, puede sustituirse por otros hald-
genos. El cloro, por ejemplo, da T-cloro-T-deoxilincomicina que -
es idéntica al producto obtenido por cloracion de la lincomicina ~
con cloruro de tionilo. En lugar de trifenilfosfina puede reempla
Z arse por trifenilfosfito. También en este caso un halurc de me-

tilo puede usarse en lugar del halégeno. En lugar de la lincomici

4 s F
na puede utilizarse otras lincomicinas y analogos de las mismas. Asi

cuando se sustituye la lincomicine por la lincomicina C, se cbtiene
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la T7-bromo-T-deoxilincomicina C.

B. Preparacién de Lincomicna C

Ia lincomicina C se obtiene haciendo reaccionar lincomi-
cina con etanotiol (etil mercaptan) para Tormar un dietil ditioace-
tal seguido por calentamiento en presencia de acido p-toluenosulfé-
nico o por fusion. EL procedimiento siguiente es ilustrativo.

Bl. 6,8-dideoxi-6-(trans-l-metil-k-propil-L-2-pirrolidin-carboxa

mido)-D-eritro-D-galacto~aldehido-octosa dietil ditioacetal.

CH

3
Cli
HO—
XVII
C.H
NH.
51 SEt
_oH
HO /
CH
oH S SEt
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En un frasco de 1 litro con tres cuellos, se colocd acido clorhfdri-
co concentrado {150 cc) y etanotiol {50 cc, previamente enfriado has
ta 0° ¢), seguido por clorhidrato de lincomicina (15.0 gn). " Después
de revolver magnéticamente & temperatura ambiente durante 5 horas,. -
la mezcla de reaccidn se diluyd con un volumen iguel de agus helada
Y la solucidn se extrajo perfectamente con Skellysolve B (hexano tec
nico), siendo descartados estos extractos.

La mayor parte del acido se neutralizd por el agregado cui

dadoso de hidrdxido de potasio sélido (100 gm), manteniendo la tem-

peratura de la mezcla de reaccidn bien revuelte entre 20 Yy 30° C en~

friando en acetona-hielo seco. Se retird el cloruro de potasio soli
do por filtracidn, y se lavo el solido bien con cloroformo. Se agre
gd més cloroformo al filtrado (a.lfededor de 150 cc) y la mezcla, agi
tada magnéticameﬁte , se a.justé hasta pH 10 por el agregado de hidrd-
xido de sodio acuoso (2 N). La capa cloroférmica se separd, la capa
acuosa se extralo perfectamente con cloroformo, los extractos mezcla
dos se lavaron dos veces con ague y se secaron sobre sulfato de so--
dio anhidro. Por la separacidn del sclvente & 300 C gl vacfo a1é un
residuo semisdlido, el cuel por cristalizacidn de acetona did 5.4 gn
de 6,8-didecxi=6=(trans-1-metil=hepropil=-L~2=pirrolidincarboxamido)=~
b—g_g;._g;g_nD-'galac‘co-e.ldehido-octosa dietil ditiocacetal como agujas -
aplanades incolores, punto de fusidn 130-1320. Por concentracion de
los lfquidos madre se obtuvo materiel adicional (1.50 gn), punto de
fusién 129-131°% (Rendimiento total, 6.91 gm, 42.4%).



[

10

15

20

25

Analisis calculado pare: CElHlL206N252:

C, 52.25; H, 8.TT; N, 5.81; 8, 13.29%
Hallado: C, 52.38; H, 8.71; N, 5.93; 8, 13.46%.
B2. Ciclizacidn de Lincomicina C

(a) Una parte del dietil ditioacetal de Parte BL y otra =
de &cido p-toluenosulfénico monchidratado se reflujaron en 25 partes
de acetonltrilo hasta que se obtuvo una actividad antibacteriana apre
ciable. ILa mezcle de reaccidn se enfrid y se evapord hasta sequedad
y se cromatografid sobre silica gel - = -~ = = = = = = = « ~ = = - = -
usando une mezcla de solvente de acetato de etilo, acetona y agua en
la relacion de 8:5:1, respectivamente. ILas fracciones 102 hasta 131
mostraron actividad antibacteriana. De estas fracciones, se mezcla-
ron la 105 haste la 125, se evaporarcn hasta sequedad, se cristaliza-
ron de acetona acidificada con acido clorhfdrico y se recristalizaron
disolviendo en agua y agregando acetona pars dar cristales de clorhi-
drato de lincomicina C, punto de fusidn 149-153°.

(v) EL dietil ditiocacetel de Parte Bl se calentd hasta 260o
durante unos 3 minutos y se notd el olor de etil mercaptan. EL pro-
ducto por cromatografia como en Parte B2 (a) 416 lincomicina C.

C. Prepare.ciég de Lincomicina C por fermentacidn

El clorhidrato de lincomicina C se preparé de la manera sl

gulente:
FERMENTACION

Un cultivo de suelo de Streptomyces lincolnenses var. lin-

4 0}
colnensis, NRRL 2936, se us0 para inocular una serie de frascos - ~--



1 Erlenmeyer de 500 ml. conteniendo cada uno 100 ml de medio de siem=

bra conmpuesto por los siguientes ingredientes:

Yea.stola.cl 10 g
(Glucose monchidratada 10 ¢

5 N-Z~amina gt >g
"~ Agua corriente ce.s.p. 1 litro

LYyeastolac es un hidrolizedo protéico de células de levadura.
1y Zeaming B es digerido enzimitico de caseina Sheffield.

El pH del medio de siembra sntes de la esterilizacidn fue

10 T+3+. La siembra se desarrolld durante 2 dfas a 28o C en um agitador
rotatorio Guup operando & 250 rpm.

Se agrego un indeulo al 5% de le siembra descrita anterior
mente (5 ml) a cada uno de 30 frascos Erlemmeyer de 500 ml. contenien
do -cads uno 100 ml. del siguiente medio de fermentacion:

15 Glucosa monchidratade 15 g

Amidén Lo g

Melazas 20 g

.Licor de Peptons Wilson I\Io.l59l 10 g

Licor de Macerado de Malz 20 g

20 Carbonato de caleio 8 g

Aceite de manteca de cerdo 0.5 ml

Agua corriente, c.sepe. 1 litro

JTd.cor de :Peptona Wilson No.1l59 es une preparacién de protefnas de =

origen animal enzimaticamente hidrolizedes.
28
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En el momento de la inoculacidn, se agregd Dl-etionina has
ta wna concentracidn final de 2 mg/ml.

Los frascos de agitacién se recolectaron después de U4 dfas
de fermentacién a 280 C, en un agltador rotatorio Gump & 250 rpm. =
Ten{en una valorecidn de 200 meg/ml con el ensayo S. lutea descrito-
aquf posteriormente. Los sblidos del fermentado total fueron apro-
ximademente 20 gn/litro.

PURTFICACION

El fermantado total (235 litros) de une fermentacion de -
DL-etionine se £iltrd a PH de recoleccidn usando un coadyuvante de =~
filtracion como se requiere. El conglomerado micelisno se lavo con
agus y el conglomerado entonces se descartd. EL fermentado filtrado
y agua de lavado (275 litros) se revolvieron durante 45 minutos con
12.5 kg de carbdn activado ¥y 2.5 kg de tlerra de diatomeas. Ia mez-
cla se filtrd y el filtrado se descartd. EL comglomerado con carhon
ge lavo con 60 litros de egue y el agua se descartd. El conglomerado
se lavd con T0 litros de acetons ascuoss al 20% ¥y el lavaedo de acetona
acuosa al 20% se descartd, EL conglomerado entonces se eluyd dos ve-
ces con porciones de 100 litros de acetona acuosa al 90%. Los eluf~-
dos se mezclaron (215 litros) y la solucién se concentrd (18 litr;:)s).
Este concentredo se ajustd hasta pH 10.0 con una sclucién scucsa al =
50% de hidréxido de sodio y se extrajo tres veces con porciones de 20
litros de cloruro de metileno. Los extractos de cloruro de metileno
se mezclaron (60 litros) y luego se concentraron pare dar una prepara

cion oleosa (7.1h g) conteniendo lincomicine y lincomicina C en canti
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dedes iguales y anbas en la forma de base libre. Esta preparacién
entonces se disolvic'g en 200 ml de cloruro de metileno. La solucidn
se clarificd por filtracidn y luego se copcentré haste sequedad al
vacfo. EL residuo se disolvid en 100 ml de cloruro de hidrdgeno
metandlico . Ia solucidn metandlica entonces se mezcld con 3.2 =
litros de éter mientras se revolvia. EL precipitado incoloro resul
tante, de clorhidrato de lincomicine y clorhidrato de lincomicina
C impuros, se aisld por filtracidn y se secd; rendimiento 7.1k g -

con una valoracion de 94O meg/mg contre Sarcina lutes. (La valora-

-cion contra Sarcina lutee se lleva a cabo sobre agar amortiguado a

PH 6~8 con solucidn emortiguadors de fosfato pH 7.0 [0.1M]. Un vo-
lumen unitario [0.08 ml] de solucion comteniendo el material a ser
ensaysdo se coloca en un disco de ensayo de 12.7 ml que entonces se
coloca sobre :una placa de agar sembrada con el microorganismo de en
sayo). ILa cromatograf:[a. en capa delgada mostrd la presencia tanto-
de clorhidrato de lincomicina como clorhidrato de lincomicing C en
cantidedes aproximademente iguales.

EL clorhidreto de lincomicine C fmpuro (7.0 g) se disolvid

en 20 nl de agus y 20 ml de butenocl, se e.,justé el pH a he2 con - =

"HCL 1N, ¥ la solucidn se disﬁribu’yé en un aparato de distribucion

en contracorriente para 1000 transferencias. EL anglisis por cro=

-matografia en capa delgada mostrd que las fracciones en tubog 135 a

190 contenfan lincomicina C. Estas fracciones se mezcleron, y la -
solucifn se concentrd haste estado acuoso ¥y 8e gecd por congelacién

pars dar 2.4 g de clorhidrato de lincomicina C con une valoracidn
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de 1400 mcg/mg contra Sarcina lutea. Se dlsolvieron 500 mg de este
preparacidn en 2 ml de agua, 1 ml de metanol y 100 ml. de acetona.
Ia solucidn se clarificd por filtracion. EL filtrado -
ge mezeld con éter hasta que aparecieron cristeles. ILa mezcla se de
36 en reposo a temperatura ambiente durante 1 hora. EL clorhidrato
de lincomicina C cristalino (cubos) se separd de la solucion de ma=
terlial sobrenadante por decantacion. - Estos cristales se recristall
zaron Qe 1 ml de agus, 1 wl de metanol, 80 ml de acetona y 20 ml de
éter ; rendimientoc 250 mg de clorhidrato de lincomicina C cristalina
(cubos). EL sobrenadante (obtenido como se describe anteriormente )

se dejé en reposo a 50 ¢ durante 4 horas. EL clorhidrato de linco-

micine C cristalino (agujas) que precipitd, se filtrd y se secd; -

rendimiento 150 mg de clorhidrato de lincomicina C eristalino (agu-
jes), punto de fusidn 151-157° C.

D. Método slternativo pars preparacidn de lincamicing €

EL clorhidrato de lincomicina (8.85 g - 0.02 mols) se di-=

‘solvid en 20 ml de agua, se enfrid a 0° y se revolvid mientras se =

-agregebe. bromo (3.52 g = 0.022 mols) gota a gota durante un per{odo

de 1 minunto. Se agregé etanotiol (25 ml) y la mezcla se revolv16 a
250- durante 2 horas. EL sistema de dos fases claro, incoloro (el -
etanotiol es relativamente inscluble en agus) se enfrid en un bafio

de hielo y se hizo burbujear gas cloruro de hidrégeno en é1 durante
aproximadamente 5 minutos. Ia fase acuosa inferlor se tornd r0jR. =
Ta mezela de veaceidn se extrajo entoncer tres veces con poreciones -

de 100 ml de Skellysolve B y se agregd solucién de hidréxido de sodio
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acuoso para llevar le fase acuosa hasta pH Il. La fase alcalina se

extrajo bien con cloroformo. Los extractos cloroformicos se lava=-

‘ron con-solucidn saturadas de -cloruro de sodlo, se secaron, y evapo-

-raron bajo vacio para dar 6.2 g de un s6lido blanco. Se cromatogra

fiaron 4.8 g de este sdlido scbre 800 g de silica gel por el proce=

-dimiento de Ejemplo 2 usando como sistema sclvente metanol-clorofor

mo (137, respectivamente). -Después de uns primera parte, de 800 ml,

se recolectaron 80 fracciones de 25 ml cade una. Ias fracciones ==

-40~58 se mezclaron y se evaporaron haste sequedad y el residuo 8ow-=

1ido se ‘recristalizd de acetons pare dar 0.5 g de materisl 1déntico
al dietil diticacetal de Parte Bl. . Se combinaron las fracciones =
6575, se evaporaron hasta sequedad, y se disolvieron en una mezcla
de 5 ml de metanol y 400 ml de éter- diet{lico. Se agregd gas cloru
0o de~hidrégeno ¥y el sélido blanco que precipit6 se recolectd. Por
recristalizacin de acetons acuosa, se obbtuvieron 0.5 g de clorhi-~

drato de lincomicina. C, idéntico a aquel de Parte C,

Be  Otros alquil 7-halo-6,7,8-trideoxi-6-(trans-l-metil-b-propil-

L-2=pirrolidincarboxamido )~L-tio~0~D-galacto-octopirandsidos.
Sustituyendo el etanotiol en Parte Bl y Parte D de este we

eJemplo por-otros alquil mercaptenes, por -ejemplo, propil, butil, -

‘pentil, hexil, heptil, cctil, monil, decil, undecil, dodecil, tride=

-eil, tetradecil, pentadecil, hexadecil, heptadecil, octadecil, nonade

ell, y elcosil mercaptenes y las formas 1sbmeras -de los mismos; por
cicloalquil mercaptanes, por ejemplo, clelopropil, ciclobutil, ciclo

pentil, ciclohexil, ciclcheptil, ciclooctil, 2-metileiclopentil, =
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2,3=dimetileiclobutil, 2-metileiclobutil y 3~ciclopentilpropil mexr-
captanes; o por aralquil mercaptanes, por ejemplo, bencil, fenetil,
3=fenilpropil, y q-neftilmetil mercaptanes, se obtlenen los corres-
pondientes alquil, cicloalquil, y aralquil 6,8-dideoxi-6-(trang-l--
metil-t-propil-L-2-pirrolidincarboxamido)~1-tio-D-eritro-c-D-galac-
Egroctopiranésidas los cuales por tratamlento con el procedimiento
de Parte A se conviertemen los correspondientes alquil, cicloalquil,
y aralquil T- halo-6,7,8-trideoxi-6-(trans-1-metil~t-propil-L-2-pi-
rrolidincarboxamido )=L-tio=0-D-galacto~octanopiranosidos.

Los compuestos as{ obtenidos (ambos el 6,8-didecxi y el T~halo-6,7,
8-trideaxi compuestos) en donde alguilo es propilo, butilo, pentilo,
y hexilo (obtenidos respectivamente cuando se usen propilo, butilo,
pentilo y hexilo mercaptanes) son especialmente eficaces antibacte-
rianos, tenlendo el mismo espectro que la linqomicina y ectividad -
igual o meyor.

También cuando se sustituye la lincomicina por metil 6,8«
dideoxi=6-(trans-l-metil & l-etil-1-butil-L-2-pirrolidincarboxamido)-
1-tio-D-eritro-q-D-galacto-octopirandsido, se obtiene el correspon--
diente T-bromo-7-deoxi-compuesto, metil T-bromo-6,7,8-trideoxi-6~
(trans-l-metil y l—etil—h—butil-L-E-pirrolidincafboxamido)-l-tio-a-
D-galacto-octopiranésidos, que tienen el mismo espectro antibacteria
no que la lincomicina y actividad igual o mayor.

Por sustitucidn de los epimerOS cis, se obtienen metil-7-
bromo-6,7,8-trideoxi-6-(eds-1-metil y l-etil--b-butil-L-2-pirrolidin
carboxamido)-l-tio-a—D—galacto-octopiranésidos que tiene el mismo es-

pectro antibacteriano.
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‘Los epimeros cis y trans usados como materiales de parbi-

-da en el ejemplo anterior se preparan de la maners siguiente:

B. U4-butilideno-l-carbobenzoxi-L-proline v su. sal ciclchexil

-amina.
Se-calentd hidruro de sodio (19 g) como una suspensién al.
53%‘ en acelte mineral con 350 ml de dimetil sulféxido a una ‘tempera .
tura de 70-75° C haste que la reaceidn fue complete (aproximadamen-
te 30 g:inutos). Después de enfriar hasta 32° C, se agregaron 16.2 g
de bromurc de butil trifenilfosfonio, y la mezcle de reaceidn resul
tante se revolvid durante wna hora para ssegurar completa reaceiln.

Se -agregd uns solucion de 26 g de heceto=-l-carbobenzoxi-Le-prolina =

‘en 100 ml de dimetil sulfdxido, y la mezcle resultante se calentd

2 70° C durante 3 horas. Ia mezcla de reaccién se enfrid hasta 25°C
y se agregd 1 litro de bicarbonato de potasio acuoso al 2.5%. Esta

mezela se lavo dos veces con porciones de TOO ml de eter yel éter -

‘se descartd después de volver a extraer con 150 ml de bicarbonato de

potasio acuoso al 2.5%. Las soluciones de blcarbomato se mezclaron
y se acidificaron con écido clorhfdrico 4N. -la mezcla scidificads =
se extrajo con cuatro porciones de 500 ml de éter. -Los extractos -
etéreos combinadcs se lavaron sucesivamente con 250 ml de agna, tres
porciones de 250 ml de bisulfito de scdio acuoso saturado, y 250 ml
de agua, y se secercn scbre sulfato de sodio anhidro. Por evapora=
cibn del solvente bajo vacfo se obtuvieron 2k g 'de un resido oleoso
que era lb-butilideno=-l~carbobenzoxi-L-prolina.

Este residuo se disolvid en 3L ml de acetonitrilo y se =
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’gre.tc') con 18 ml de diciclohexilemina y se refrigerd. Los cristales se
recolectaron, se lavarcn con acetonitrilo y se secaron al vacio dando
21 g (46.8%) de la sal cristelina diciclohexilamina que funde s 136-
140° C. Después de dos recristalizaciones de acetonitrilo, se obtuvo
uné muestra analftica que fupd{a a 142-144° ¢ y tenfa una rotacion de
[o]p - 4° (c = 0.99, CHCL, ).

Analisis calculado para: 029H1{1LN2°1§:

C, T1.86; H, 9.15; N, 5.78.
Hallado: C, T1.69; H, 9.30; N, 5.74.

Die'z."gramos de la sal diciclchexilamina de Y=butiliden~l~
carbobenzoxi-L-proline se agitd con &er y exceso de hidrdxido de po-
taglo acuoso al 5% hasta que no quedd un sdlido. .Se separaron las
caﬁa.s ¥y se lavd cada uns de nuevos Se mezclaron las capas acuosas =
slcalinas con las agues del nuevo lavado de la. capa etérea y se aci-
dificd con aclda clorhfdrico UN. Ia mezcla se extrajo repetidas ve-
ces con éter-y los extractos etéreos se mezclara, se secaron scbre
sulfato de sodio, y evaporarcn al vacfo para dar 6.3 g (93%) de = -
h-butilideno-l-carbobenzoxl-L-prolina en forma de uyn aceite..

C. L-butil=l-carbobenzoxi-~L-prolina

El acelte de Parte B se hidrogen’é en 200 ml. de me-
tanol sobre 2.1 g de catalizador platino al 10% en Dowex-1, bajo - -
40 libres de presién de hidrdgeno. El catalizador se separd por £il
tracidn y el filtrado se evapord pare dar 6.3 g de h~butilel-carbo--
benzoxi-L-proline como un aceite, EL producto conte_p{a aproximademen

te 2 partes de cig-l-butil-l~carbobenzoxi~L-prolina por cada parte de :
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trans-ll-—'butil-l-carbobenzoxi-L-prolina.

Si se desea, se puede postponer la hidrogenacién del gru-
po 4-ilideno para algfm paso posterior, aun para el ultimo paso del
proceso.

Sustituyendo el bromuro de bubiltrifenilfosfonio de Parte
B por otro bromuro de trifenilfosfonio sustitufdo en donde el h-sus
tituyente es metilo, etilo, propilo, pentilo, hexilo, heptilo, octi
lo, nonilo, decilo, undecilo, dodecilo, tridecilo, tetradecilo, pen
tadecilo, hexadecilo, heptadecilo, octadecilo, nonadecilo, y eicosi
lo y sus formas isdmeras ; ciclopropilo, cielobutilo, ciclopentilo,
ciclonexilo, cicloheptilo, ciclooctilo, 2-ciclopropiletilo, y 3-ci-
clopentilpropilo; benecilo,fenetilo, 3-fenilpropilo, y CG-naftilmeti-
lo, se obtienen 10s correspondientes lL-alquilideno-, k-cicloalquili
denow, y b-aralquilideno-l~carbobenzoxi-L-prolinas, y las correspon
dientes h-alquil-, l-cicloalquil, ¥ L-aralquil-l-carbobenzoxi-L-pro
linas. Por ejemplo, cuando se sustituye el bromuro de butiltrife--
nilfosfonio por bromuros de etilo-, propilo-, isobutilo-, pentilo-,
hexiltrifenilfosfonio se obtiene k-etilideno-l-carbobenzoxi-L=pro-
lina, h-propilideno-l-carbobenzoxi-L-proline, h-isobutilideno-l-ca_r_
bobenzoxi-I-prolina, 4-pentilideno-l-carbobenzoxi~-I-prolina y 4-he-
xilideno-l-carbobenzoxi-L-prolina y cis y trans b-etil-l-carbobenzo
xi-Leprolina, b-propil-l-carbobenzoxi-L-prolina, 4-isobutil-l-carbo
benzoxi-LI-prolina, k-pentil-l-carbobenzoxi-L-prolina, y l-hexil-l--

carbobenzoxi-L~prolina.
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Ds - Metil 6-amino-6,8-dideoxi-l-tio-D-eritro-o-D-galacto~
octopirandeido - (=MIT.).

Una solucion de 40 g de lincamicina base libre (Patente -
E.U.A. 3,086,912) en 20 ml de hidrato de hidracina (98-100%) se re-
fludﬁ durante 21 horas; se aeparé entonces el exceso de hidrato de
hidracina al vac{o bajo- nitrogeno a la temperatura del bafio de vapor;
dejando un - reaiduo. 31§ residuo, una masa pastosa de cristales, se -
enfrié, se agreg6 -acetonitrilo y la mezcla se revolvid hasta que 8US
pendieron los cristales. Los cristales se recolectaron en un filtro,
ge lavaron con -scetonitrilo y con éter. EL rendimiento de O~MIT, ba~-
se libre cristalino blanco, después de secar al vacfo a la temperatu
ra ambiente fue de 21 g (Bi%). ILa recristalizacién. se 1levo a cabo
disoi}.viendo O~MTL base libre en dimetilformemide caliente y agregan~
do un volumen igual de etilen glicol dimetil éter.

El metil 6-amino-6,8-dideoxi-l-tio=D-eritro-0~D-galacto=oc

p:l.ra.nosido base libre tiene un punto de fusién de 225-228° C, una ro

25
tacion dptica de (@l + 276° (¢ = .T68,. e.gua) y un pKa' de T7.45.

. Andlisie calculado ‘para: Hl NO H

¢, b2.7; H, 7.56; N,.5.53; B, 12.66.
Hallado: C, 42.6; H, 7.49; N, 5.75; S, 12.38.

- Bustituyendo la lincomicipa por otros alquil o por cicloal
quil o arelquil 6,8-dideoxi-6-(trans-l-metil-h-propil-L-2-pirrolidin-
caxboxamido)«1-tio-D-eritro-G-D-galacto-oCtopirandeidos en donde ale--
quilo es etilo, propilo, butilo, pentilo, hexile, heptilo, octilo, -

nonilo, decilo, undecilo, dodecilo,tridecilo, tetradecilo, pentadeci=-



10

15

20

25

-38-

‘lo, hexadecilo, heptadecilo, octadecilo, nonadecilo, y eicosiloy -

las formas isémeras de los mismos; cicloalquilo es ciclopropilo, ci-
clobutilo, ciclopentilo, ciclohexilo, cicloheptilo, ciclooctilo, 2-me
tilciclopentilo, 2 ,3-dime'l=_ilciclobui:ilo, 2-metileciclcbutilo, y J=ci~
clopentilpropilo; y aralquilo es bencilo, fenetilo, 3-fenilpropilo, y
Q-naftilmetilo, se obtlenen los correspondientes alquil, cicloalquil,
y aralquil 6-amino-6,8-didecxi-l-tio-D-gritro-0~D-galacto-octopirand-
sldos.. Por ejemplo, sustituyendo le lincomicine por etil-, propile,
butile-, pentil-, ybex{l 6,8-didecxi-6-(trans-1-metil-4-propil-L~-2-pi~
rrolidincarboxamido )-1~tio-D-eritro=G-D-galacto=octopirandsidos, se

obtienen, etil 6-amino-6,8-dideoxi=-l-tio-D-eritro-c~D-galacto-octopi=-

ra.nésido, propil 6-amino-6,8-dideotxi-l-t:Lo-D-eri'bro-a—D-ga.lacto-octo-

pirandsido, butil G-emino-6,8-31deoxi-1-t1io=Deeritro-a=D-galacto=oc=
topirandsido, pentil 6~amino-6,8-dideoxi-l-tio-D-eritro-C~-Degalacto-
octanopirandsido, y hexil 6-amino-6,8-dideoxi-l-tio-D-gritro-0-D-ga-
_J_,_a_g_'l;g-octopiranésido.

51 se desea, el procedimiento de Parte A puede splicarse a

-los compuestos de Parte D usando clorhidrato u otra sal de wn acido

fuerte -y procesando los compuestos TeRalo resultentes por los pesos

sucesivos' de este -ejemplo hasta los productos finales del ejemplo.

Ee  Metil 6,8-deoxi-6~(1-carbobenzoxi-lk-butil-L-g-pirro-

-1idinoarboxamido)=l-tio-D-eritro-Q-D-galacto=-octopirandeido base Libre, -
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-A una solucidn de 6.3 g de bebutil-1-carbobenzaxi=L-proli

na (el aceite de Parte B) en 175 ml de acetonitrilo destilado enfri

ado a 0°, se agregaron 3.46 ml de trietilamine seguido por 3.3% ml
de cloroformato de iscbutilo. ILa mezcla se revoivié a 0° ¢ (x 3°)
durente 15 minutos. Se-agregd una solucidn de 6.2 g de O~MIT, ba-
se libre de Parte C en 85 ml de agua, y la mezcla de reaccidn se re

volvid a 0° € durante 0.5 hora, ya 250 C durante 1 hora. ElL pro-~

‘ducto de -veacclén entonces ge £iltrd y se secd dando 4.57 g (37.7%)

de metil 6,8:decxi-6-(Ll-carbobenzcxi-l-butil-Lep=pirrolidincarboe

-xamido)-1-tio=D-eritro-c~D-galacto-octopirandsido base libre. EL -
licor madre se concentrd bejo vacfo y se recuperaron 4.25 g (35.2%)
,adicionalea- de producto. La recr.:l.e'baliza.cién de acetonitrilo pro-
dujo cristales de metil 6,8-decxi=6=(l=carbobenzoxi=b-butil-Le2-

Ppirrolidincarboxamido)=L-tio-D-eritro-a-D-gilacto~octopirandeido =

base libre que funde & .'1.911---.'1.96O C. Una segunda recristalizacidn =

-de acetonitrilo did una muestra analftica, punto de fusién 195.5-20000,

[y, + 111° (e, 0.98,. Me O ).
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Analisis calculado para: 026NILON2°88'

C, .57-75; H, T.46j N, 5.13; 8, 5.93.
Hallado: C, 57.58; H, 7.16; N, 5.50; S, 6.07.

-Fs - Clorhidrato de metil 6,8-decxi-b-(k-butil-L-2-pirrolidin-

. carboxamido)-1~tio-Deeritro-a-D-galacto=-octopirandsido,

? S
N X ‘ | XXI
+HC1

¥y

Una solucidn de 7.8 g de métil  6,8:deoxi=-6-(1-carboben=

-goxielvbutil-L-2-pirrolidincarboxamida)-1-tio-D-eritro-a-D-galacto~

octopira.nésido base libre de Parte E en 200 ml de metanol se agit6
sobre 2 g de paladio en carbdn al 10% bejo 40 libras de presidn de

hidrdgeno durante 1T horas. Se separd el catalizador por filtracidn

.y se concentrd la soluciin bajo vacfo. - EL residuo se disolvid en -

une mezela de 20 ml de acetona y 20 ml de agus y se acidifico con =

deido cloxhidrico 6 No Por dilucidn con custro volfimenes de acetoﬂa

precipitd clorhidrato de metil  6,8-decxi~6-(k~butil-L-2~pirroli--

-dincg.r'boxemido)-.‘L-'bio-_D-eritro—a-D-ge.lacto-octopiranésido que se Ye~

cogic': por £1ltracifn ¥y se eec_é. Log cristales, secados-a 55° Ce ba=
Jo vac{o, pessban 4.7 g y fundfen & 188-194° €. La muestra analfti-

ce obtenlda por recristalizacién de acetona fundid a l97-l99° Cy =

416 [0’ 4 150° (agua, ¢=0.89).
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Analisis calculado para: Cl'8H hN206S'HCl:

3
¢, 48.80; H, 7.96; N, 6.32; 8, 7.2k
Hallado: (corregido para 5.54% de agua)
C, 48.58; B, 8.19; N, 6.0%; 8, 7.36
Este material posee el 8% de la actividad antibacteriana
de lincomicina por el ensayo 8. lutea.
Sustituyendo el Q-MTL por otro slquio o por cicloalguil o

aralquil 6-amino-6,8-dideoxi-ldﬁo-D-eritro-a-D-gglacto-octopiranési

dos en donde alquilo es etilo, propilo, butilo, pentilo, hexilo, hep
tilo, octilo, nonilo, decilo, undecilo, dodecilo, tridecilo, tetra-
decilo, pentadecilo, hexadecilo, hepbadecilo, octadecilo, ncnadeci-
lo, y eicosilo y las formas iscmeras de los mismos; cicloalquilo es
ciclopropilo, ciclcbutilo, ciclopentilo, ciclohexilo, cicloheptilo,
ciclooctilo, 2-metilciclopentilo, 2,3-dimetileciclobutilo, 2-metilci
clobutilo, y 3-ciclopentilpropilo; y aralquilo es bencilo, fenetilo,
3-fenilpropilo, y G-naftil-metilo, se obtienen los correspondientes
alquil, cicloalguil, y aralquil 6,8-dideoxi-6-(l-carbobenzoxi-k~bu-

til-L-z-pirrolidincarboxamido)—l—tio-D-eritro—&-D—galacto-octopirané

sidos y alquil, cieloalquil, y aralquil 6,8-dideoxi-6-(b-butil-T=-2~

pirrolidincarboxamido)-1-tio-D-eritro-0-D-galacto-octopirandsidos. -

Por ejemplo, sustituyendo el Q~MLL por etil, propil, butil, pentil y

hexil 6-amino~6,8-dideoxi-l-tio=-D~eritro-a-D-galacto-octopirandsidos,

se obtienen etil 6,8-dideoxi-6-(l-carbobenzoxi-k-butil-I-2-pirrolidin
carboxamido)=-l-tio-D-eritro-c-D-galacto-octopirandsido, propil 6,8~

dideoxi-6-(l—carbobenzoxi-AAbutil—L—e~pirrolidncafboxamido)-l—tio~D—
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eritro-a-D-galacto-octopirandsido, butil 6,8-dideoxi-6-(1-carbobenzo
xi-h-butil-L-2-pirrolidincarboxamido )~l-tio~D-eritro-Q-D-galacto-oce-
tanopirandsido, pentil 6,8-dideoxi-6-(1-carbobenzoxi-l-butil-L-2-pi-
rrolidincarboxamido)-l-tio-D-eritro-a-D—galacto-octopiranésido, hexil
6,8-dideoxi~6-(1-carbobenzoxi-k-butil-L-2~pirrolidincarboxamido )-1-~
tio-D-gritro-a-D-galacto-octopirandsido, etil 6,8-dideoxi-6-(l-butil-

L-2-pirrolidincarboxamido)-l-tio-D-eritro-a-D-galacto-octopiranésido,

propil 6,8-dideoxi-6-(%-butil-L-2-pirrolidincarboxamido)-L-tio-D-eri
tro-0-D-galacto-octopirandsido, butil 6,8-didecxi=6-(4-butil-L-2-pi-

rrolidincarboxamido)—l—tio~D-eritro-O%D-galacto-octopiranésido, pen-

til 6,8-dideoxi-6~(4-butil-L~2~pirrolidincarboxamido)-1-tio~D-eritro=-
a~D-galacto-octopirandsido, y hexil 6,8-dideoxi=-6-(4-butil~L-2-pirro-

lidincarboxamido)~l-tio-D-eritro-0-D-galacto-octopirandsido.

Sustituyendo la 4-butil-l~carbobenzoxi-L-prolina por otraes
h-alquil-l-carbobenzoxi-L-prolinas en donde el 4-alquilo, es etilo,
propilo, butilo, pentilo, hexilo, heptilo, octilo, nonilo, decilo,
undecilo, dodecilo, tridecilo, tetradecilo, pentadecilo, hexadecilo,
heptadecilo, octadecilo, nonadecilo y eicosile y las formas isCmeras
de los mismos, por k-cicloalquil-l-carbobenzoxi-L-prolinas en donde
heeicloalquilo es ciclopropilo, ciclobutilo, ciclopentilo, ciclohexi
lo, cicloheptilo, ciclooctilo, 2-metileiclopentilo, 2,3~dimetileiclo
butilo, 2-metileiclobutilo, y 3-ciclopentilpropilo; y por h-aralquii
l-carbobenzoxi-L~prolinas en donde Ye~aralquilo es bencilo, fenetilo,
3~fenilpropilo, y G-naftilmetilo, se obtienen los correspondientes

alquil, cicloalquil, y aralquil 6,8-dideoxi-6-(1l~-carbobenzoxi-h-al-
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quil, bk-cicloalquil, y L-aralquil-L-2-pirrolidincarboxamido)-l-tio-

D-eritro-O!-D-galac’co-octopiranésido, ¥ los correspondientes alquil,

cicloalquil, y aralquil-6-(l-alquil-4%-cicloalquil y b-aralquil-L-2-

pirrolidincarboxamido)-1-tio-D-eritro-ahD-galacto-octopiran6sidos.

Por ejemplo, sustituyendo la h-butil~l-carbobenzoxi-Le=prolina por -
bh-metil-, 4-etil-, 4-propil-, 4-pentil-, y 4-hexil-l-carbobenzoxi-
L-prolinas, se obtienen, metil, etil, propil, butil, pentil, ¥ he-
xil 6,8-dideoxi-6-(1-carbobenzoxi-t-metil-L~2-pirrolidincarboxami~-

do)-l-tio-D-eritro-&-D—galacto-octopiranésidos; metil, etil, propil,

butil, pentil, y hexil 6,8-dideoxi-6-(1-carbobenzoxi-k-etil-L-2-pi-

rrolidincarboxamido)—l-tio-D-eritro-a—D-galacto-octopiranésidos, me

til, etil, propil, butil, pentil, y hexil 6,8-dideoxi-6-(l-carboben

20%i~b-propil-L-2-pirrolidincarboxemido)-l-tio~D-eritro-0-D-galacto-

octoplirandsidos; metil, etil, propil, butil, pentil y hexil 6,8-di-
deoxi=6-(1-carbobenzoxi-4-pentil-L-2 -pirrolidincarboxamido )-1-tio-D~

eritro-0i-D-galacto-octopirandsidos; metil, etil, propil, butil, pen-

til, y hexil 6,8-dideoxi-6-(1-carbobenzoxi-k-hexil-I-2-pirrolidincar

boxamido)-1l-tio-D-eritro-0=D-galacto-octopirandsidos; metil, etil, -

propil, butil, pentil, y hexil 6,8-dideoxi-6-(4-metil-L-2-pirrolidin

carboxamido)-l-tio-D-eritro-a-D-galacto-octopiranésidos; metil, etil,

propil, butil, pentil y hexil 6,8-dideoxi-6-(l-etil-L-2-pirrolidin--

carboxamido)~l—tio-D~eritro-a~D-galacto~octoporanésidos; metil, etil,

propil, butil, pentil, y hexil 6,8-dideoxi-6-(4-propil-L-2-pirroli-

dincarboxamido)-1-tio-D-eritro—a-D~ga1acto-octopiranésidos; metil,

etil, propil, butil, pentil y hexil 6,8-dideoxi-6-(4-pentil~L-2-pi-~
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rrolidincarboxamido)-l-tio-D—eritro-a—D-galacto-octopiranésidos; y

metil, etil, propil, butil,pentil y hexil 6,8-dideoxi~6-(4-hexil-IL-

2-pirrolidincarboxamido)-l-tio-D-eritro—a-D-galacto-octopiranésidOS.

8i se desea, los compuestos l-carbobenzoxi preperados de
acuerdo con Parte E pueden halogenarse por el procedimiento de Par-
te A y el T-halo compuesto resultante procesarse por pasos sucesi--
vos del ejemplo para separar el l-carbobenzoxl grupo y para sustituir
el nitrégeno de la prolina para dar los productos finales del ejem~
plo.

GlL. Metil, 6,8=deoxi~6~{1l-metil-l-butil-L-2-pirrolidin-carboxami=

d0)-1-ti0-D-eritro-0-D-galacto-octopirandsido.

H CcH
XXIT L 3 XXITT
b JHCL HCL

OMTL
COMTL

c,H

Una solucién de 2.0 g de clorhidrato de metil 6,8-deoxi-

6=(4-butil-L-2 -pirrolidincarboxamido)~1-tio-D-eritro-a-D-gal acto-oc

topiranosido de Parte F y 2.0 ml de formaline al 37% en 150 ml de me
tanocl se agitd sobre 500 mg de paladio al 10% en carbon bajo 40 1bs.
de presién de hidrégeno durante 3.5 horas. Por separacién del cata-

ligador por filtracion y del solvente por destilacidn al vacio se -
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obtuvo clorhidrato de metil 6,8-deoxi-6-(l-metil-4-butil-L-2-pirro-

lidincarboxamido)-l-tio-D-eritro-a-D-galacto-oc’copiranésido parcial

mente cristalino el cual por TLC (cromatogra.f{a en capa delgada) -

sobre sflica gel usando una mezcla de acetato de etilo, acetona, ==

agua (B:l4:1) para la elucidn y solucidn de KMn0, para la deteceidn,

consist{a principaluente de dos materiales, los cis y trans epimeros
de clorhidrato de metil 6,8-dideoxi-6-(l-metil-b-=butil-L-2-pirroli-

dincarboxamido)-l-_tio-D-eritro-a-D-ga.lacto-octopiranésido en una re
lacién de aproximadamente 3 a 2.

G2. Separacién de las formas cis y trans por crcma.tografi’a

Los clorhidratos de metil 6,8-dideoxi-6—(lumetil;h-butil-
I~2-pirrolidincarboxemido )~1l~tiow=D-eritro-A=-D-galacto-octopirandsi=
do de Parte Gl se disolvieron en une mezcla de metanol y cloruro de
metileno (1:1) y se agregd 1.5 ml de trietilamina. A esta solucidn
se agregaron T g de silica gel y el solvente se evapor6 bajo vacfo
dejando el antibidtico depositado sobre la silica gel que fue tamize
de scbre la parte superlor de una columna cromatogra'.i‘ica. de 200 gra-
mos de silice gel preparada con una mezcls solvente eonstituida de -
acetato de etilo; acetona; ague en una relacién de 8:4:l, La columna
se desarrolld por elucidn con el mismo solvente Yy se recolectaron por
ciones de 20 ml. Ia cromstografia en capa delgads de cada fraceidn,
---------------- mostrd que las fracciones 31-38, « =
310 mg eran del trans epimerc esencialmente puro, que las fracciones
497k, 32 mg, eran del cis ep:[mero esenciasluwente puros Las fraccio-

nes 39-48 comsistian de une mezcla de epimeros, los que podfan ser -
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separados poteriormente por cromatografie repetida. Cada epimero se
disolvid en unas pocas gotas de dcido clorhidrico dilufdo ¥ se preci
pi‘b6 el clorhidrato por el agregado de acetona. De esta manera se -
obtuviercn 50 mg de clorhidrato de metil 6,8-deoxi-6-(trans-l-metil-

h-butil~L~2-pirrolidincarboxamido )=Le=tio~Deeritro=i~D=galacto-0cto=~

piranésido, punto de fusidn 135-1370, y unos 150 mg de clorhidrato -
de metil 6,8-deoxi-6-(cis~l-metil-b-butil-L-2-pirrclidincarboxamido)

l-tio-D-eritro-a—D-galacto-octopiranésido, que sblanda a 1050 C con

posterior fusidn & 175-185° C.
El trens ep{mero recristalizado del mismo solvemte fundio
a 139-11° ¢ y tenia el siguiente analisis:

Lo .
Anglisis calculado para: Cl9H36N206S'HCl'

C, 49.93; H, 8.16; N, 6.13; S, T.02.
Hellado: (corregido para 4.07% Heo) 3

c, 48.81; H, 8.5%; N, 6.49; 5, 6.67

‘De la misma manera la recristalizacidn del cis epimero
did un producto que sblandaba & 108° ¢ ¥ posteriormente a aproxims
damente 189° ¢ (solvatado)con el andlisis siguiente:
Andlisis Helledo: (corregido para 4.95% de agua);

¢, 50.27; H, 9.00; N, 6.05; S, 6.65.

El trans epimero fue alrededor de 2.2 veces mas activo -
que la lincomicina por el ensayo S. lutes, aproximadamente 2 veces
més -activo por el ensayo de dilucidn en caldo, ¥y 2.5 veces mas ace-

tivo en el ratdn infectado con S. gureus.



10

15

20

25

El cis epimero fue aproximademente 1/2 a 1/3 més activo -
que el trans epimero, siendo aproximedamente igual que la lincomici
na.

Kl Clorhidrato de metil 6. .8-decxi=6~(l-etil-lb-butil-L-2~pirroli

. dincarboxamido)-1-11.2-D-g;bro—a-n-gg.lacto-octopira.nésido.

Une mezcla de 2.0 g de clorhidrato de metil 6,8-deoxi-6--

(k-butil-L-2=pirrolidincarbakamido)-L-tio-D-eritro-c=D-galacto-octo=

pirendsido de Parte F, 1.5 ml de acetaldehido, 150 mg de paladio al
10% en carbdn y 150 ml de metanol se agitd bajo 35 lbs de presién de
hidrégeno durente 5.5 horas. Se separo el catalizador por filtracidn
p_ara,' dar un residuo compuesto principelmente por los cis y trans -=
epimeros de clorhidrato de metil §,8-de0xi-6m=(letil=bebutil-L~2=~
pirrolidincarboxamido)-1=tio-D-eritro-i-D-galacto-octopirandsidos

H2.  Separacidn de epfmeros
Como ge describe en Parte G2, la mezcla de ep;{meros de =~

-Parte HL (2 g) se cromatografid scbre 200 g de silica gel usando -

para elucion un sistema solvente de acetato de etilo, acetona, agua,
(8:4:1). -Las fracciones 33-U2 por TLC (cramatograt{s en capa delga-
da) fueron el trans-epimero puro y se mezclaron, las fracciones - -
kg~6k fueron el gis-epimero esencialmente puro y tembién se mezclaron.
Las fracciones 43-48 fueron una mezcla de los ep:f,meros' la que pudo pu
rificarse por una nueva croma.tograf:fe.- - Cada ep:fmero se disolvid en
pocas gotes de &cido clorhfdrico dilufdo y el clorhidrato eristalino
precipitd por dilucién con un gren volumen de éter.

Le fraccidn.de 415 mg de epfmero trans impuro d1d 340 mg -
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(15.4%) de clorhidrato de metil  6,8-deoxi-6~(trang-Ll-etil-l~butil-

L-2~pirrolidincarboxamido)-1=t4o~Dueritro=ti=D~ ga]acto-octopiranés ido

cristalino, punto de fusién 1b4-151° C. Por recristalizacién de ace
tone dilufda el punto de fusidn awmentd & 148-151° C.

Ia fraccion de 645 mg de epfmero gis d16 300 mg. (14.1%) de
clorhidrato de metil  6,8-deoxi-6-(cis-1-etil-b-butil-L-2-pirrolidin
carboxamido)=1-tLo=D-eritro-0-D-galacto-octopirandsido cristalino, -
punto de fueidn 135-13900. Por recristalizacidn de acetona dilu:[da,
d10 cristales, punto de fusidn 1,311--1380 c.

El isémero epimero trans mostrd aproximademente 1-1.2 veces
la actividad de la lincomicina por ensayo de S. lutea, 2« veces la
actividad de lincomlicina conbtra orgenismos gram positivos y 8 veces
o m'.s la actividad de lincomicine contra orgenismos éram negptivos.=-
En ratones contra S. aureus el epfmero trans era aproximesdemente dos
veces mas activo que la lincomicine. El epfmero cis fue sproximada-
mente 1/2 mis activo que el epimero trems.

Le separacion de los isémeros cis y trans no es un paso -

necesario puesto que los derivados T-cloro de los epfmeros mezclados

son utiles por s mismos. Es preferible, sin embargo, conservar ele
vado el contenido del isémero trans puesto que este es la forma mis

acbive. Al llevar a cabo el proceso con esto en mente, pueden ser -
obtenidos facilmente productos epimercs mezclados conteniendo une re
lecién de epf{meros trens y cis de 3:1 a 1:5. FPor sustitucion del -
formaldehido y acetaldehide de Partes G y H por otros compu'estos oX0

de la formule RhB5C°’ por ejemplo, propionaldehido, acetons, butiral
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dehido, isobutil metil cetona, benzaldehido, fenilacetaldehido, hi-
drocinamaldehido, acetofenona, propiofenona, butirofenona, 3-metil-
h-fenil-a-butanona, 2-metil-5-fenil-3-pentanona, 3~ciclopent;nopro-
pionaldehido, ciclochexanoacetaldehido, cicloheptanocarboxaldehido,
2,2-dimetilciclopropancacetaldehido, 2,2-dimetilciclopropil metil -
cetona, ciclopentil metil cetona, ciclobutil metil cetona, ciclobu-
tanona, ciclohexanona, y 4-metileciclohexanona, y usando el apropiado
alquil, cicloalquil, o aralquil 6,8-dideoxi-6-(4-alquil, b-cicloal-
quil-, 6 4-aralquil-L-2-pirrolidincarboxamido)-l-tio=D-eritro-i-D-=
galacto-octopiranésido, se obtienen los correspondientes, alquil, -
cicloalquil, y aralquil 6,8-dideoxi—6-(l—RhRS-CH-h-alquil, b-ciclo-
alquil-, hk-aralquil-L-2-pirrolidincarboxamido)-l~tio-D-eritro-ot-D--
galacto-octopiranésidos los cuales por tratamiento con clorurc de =
tionilo por procedimiento de Parte A dan los correspondientes alquil,

eicloalquil y aralquil 7-halo-6,7,B-trideoxi-G-(l-RhR ~CH-4~glquil,

bl
k-cicloalquil-, y k-eralquil-L-2-pirrolidincarboxamido)-1l-tio=0i~D-=
galacto-octopirandsidos en donde RyRCH- es propilo, iscpropilo, -
bmﬁoy%mﬂb&mmnwbmﬂm,mmﬁm,}mmmmmm,L@
niletilo, lL-fenilpropilo, l-fenilbutilo, 3-metil-k-fenil-2-butilo,

y 2-metil-5~fenil-3-pentilo; 3-ciclopentilpropilo, 2-ciclchexileti-
lo, cicloheptilmetilo, 2-(2,2-dimetilciclopropil)-etilo, 1-(2,2-di-
metileiclopropil)etilo, l-ciclopentiletilo, l-ciclobutiletilo, ci-=
clobutilo, ciclohexilo, y 4-metilciclohexilo. Usando formaldehido

¥y acetaldehido u otros alcanales, por ejemplo propionaldehido, bu==-

tiraldehido, veleraldehido o aldehido caproico con un alquil 6,8-31
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deoxi-6-(k-alquil -L-2-pirrolidincarboxamido )~1-tio-D-eritro--D-ga
lacto-octopiranosido en donde alquilo y 4-alquilo son metilo, eti=-
lo, propilo, bubtilo, pentilo, o hexilo, se obtienen compuestos de

partida preferidos de la férmula

T?) (‘H3
N
NH
i —
1 HO

SR

3

’ . , ’
atomos de carbono, ventajosamente de no mas de doce atomos de car-

en donde X es hidroxi y R, HRl, ¥y R, son alquilo de no mas de seis

bono en el agregado; los cuales por tra‘ca;niento con reactivo Rydon
por el procedimiento de Parte A dan compuestos de acuerdo con For-
mula XXIV en donde X es halégeno Y R, HRl, R3 son alquilo como se

indica anteriormente. Los 6,8-dideoxi compuestos de Formula XXIV

como se caracterizaron anteriormente son activos antibacterianos -
comparables con lincomicina. Los compuestos T-halo-6,7,8-trideoxi
de Formula XXIV como se caracterizan anteriormente s tienen el mis-
mo espectro de actividad antibacterisna pero son sustancialmente -
més activos. Los compuestos representativos de Formula XXIV en =

donde X es bromo se enumeran en la tgbla siguiente:
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TABLA T

COMPUESTOS DE FORMULA XXIX EN DONDE X ES CLORO

‘R

R

Ry 3

A metllo trans-etllo metilo
4p metilo cls-etilo met1lo
ke (7-bromo-T-deoxi-

‘lincomicina ) metilo trans-propilo metilo
4p (7-bromo-T-deocxi-

slolincomicina) metilo cis=propilo metilo
4y (7-bromo-T-decxi-

lincomicina E) metilo trans~-propilo etilo
kr  (7-bromo-T-deoxi-

alolincomicine E) metilo cis=propilo etilo
he etilo trans-propilo metilo
ky etilo cis-propilo metilo
L1 metilo trans-butilo metilo
b metilo cig~butilo metilo
e metilo trans-propilo etilo
41, metilo eis=propilo etilo
Iy etilo trang-propilo  etilo
by etilo cis~propilo etilo
Lo metilo trang-butilo etilo
4p metilo cls-butilo etilo
1) metilo trans-pentilo metilo
4R metilo cia~pentilo metilo
4s etilo trans-butilo etilo
Ly etilo cls-butilo etilo
by metilo trans~-pentilo etilo
ky metilo eis-pentilo etilo
by etilo trans-pentilo metilo
hx etilo eis-pentilo metilo
ky metilo trans-hexilo metilo
4z metilo cis-hexilo metilo
haa butilo trans-propilo metilo
Lan butilo cig~propilo .metilo
Lac etilo ‘trans-pentilo etilo
Lap etilo cis-pentilo etilo
LAR butilo trans-butilo etilo
LR butilo eis-butilo etilo
Lag butilo trang-pentilo metilo
LAg butilo cis-pentilo metilo
LAt cicl chexilo trans-propilo metilo
Las ciclchexilo eis-propilo metilo
Lag butilo trans-pentilo etilo
LAL butilo cis-pentilo etilo
LAM pentilo trans-pentilo etilo
LAy pentilo cls-pentilo etilo
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Los intermedios para ls preparacin de los compuestos anteriores -
corresponden a la tablae de arriba en donde (1) X es hidroxi; (2) -~
Ry es hidrégeno; (3) X es hidroxi y Ry es hidrdgeno; (4) X es hidro

xiy R3 es carbobenzoxi; (5) X es bromo y 33 es carbobenzoxi; - -

(6) X es hidroxi, Ry es carbobenzoxi, y HR, y H en la posicion L

son reemplazados por el grupo ilideno, Rl; (7) X es bromo R3 es

carbobenzoxi, y HRl ¥y Hen la posicion 4 son reemplazados por el
grupo ilideno, Ry; (8) X es hidroxi, Ry €5 hidrdgeno, y HR, yE en
la posicidn 4 son reemplezados por el grupo ilideno, R (9) X es
bromo Ry es hidrégeno, y HRy v H en la posicidn 4 son reemplazados
por el grupo ilideno; R,; (10) X es hidroxi, y ER, ¥ E en la posi-
cifn ¥ son reemplazados por el grupo ilideno, Rl; y (11) X es bro-
mo y HRl YyHen la posicién 4 son reemplazados por el grupo ilide-
no Rl‘

Cuando la lincomieing de Parte A es reemplazada por alguil,

cicloalquil, o aralquil 6-amino-6,8-dideoxi-l-tio-D-eritro-a-D-galac

to-octopirandsido, se cbtienen compuestos de la formula
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en donde R es etilo, propilo, butilo, pentilo, hexilo, heptilo, oc-
tilo, nonilo, decilo, undecilo, dodeeilo, tridecilo, tetradecilo, -
pentadecilo, hexadecilo, heptadecilo, octadecilo, nonadecilo, y - =
eicosilo o cualquiers de las formas isOmeras de los mismos, ciclo-~-
propilo, ciclobutilo, eiclopentilo, ciélohexilo, ¢icloheptilo, ci--
clooctilo, 2-metileiclopentilo, 2,3-dimetileiclobutilo, 2-metilei--
clobutilo, y 3-ciclopentilpropilo; bencilo, fenetilo, 3-fenilpropi-
lo, y a~naftilmetilo que pueden ser aciladas por Llos procedimiens=w==
tos de Ejemplo 4 para formar los correspondientes 7~halo-T-deoxilin
comicine, anélogos, por ejemplo, los compuestos de formula XXIV como
se dan e ilustran anteriormente, como también los intermedios de los
M1 SMos «

SBustituyendo la lincomicina por epilincomicina, se obtienen
metil T-bromo-6,7,8-trideoxi-6-(trns-1-metil-b-propil~L-2-pirrolidin
carboxamido)-l-tio-a—octopiranésido (7-brcmo-7-deoxi-epilincomicina)
que tiene el mismo espectro antibacterlanc que la lincomicina. Ia -
epilincomicina se prepara de acuerdo con el siguiente ejemplo:

Ejemplo 2

A  3,4-0-isopropilindenlincomicing

C.
TH3 H3
N
HO oo
NH XXVI
i3
| .
C
i3
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Una solucién de 9.8 g de lincamicina en 150 ml de aceto-

‘na Be agregs &8 una solucion de 9.8 g de acido p-toluenosulfinico -

‘monchidratado en 100 ml de acef’c:ona'revolviendo bien y evitendo la-

»exposicién a humedad. Ia mezcia se revuelve a ls temperstura ame=
blente durante una hora, después de lo cual se agregan 100 ml de =
éter anhidro y se contimia revolviendo en un bafio de hielo durante
0.5 hora. La mezcla se £iltra V;y el sblido se seca al vacfo a 50° C;
rendimiento 13.35 g (85.5%) de p-toluenosulfonato de 3,4-O-isopro-
pilidenlincomicinas Puede recuperarse un adicional de l.15 g = =
(7.4%) de los licores medre agregando 350 ml de éter emhidro al 1i
cor madre de la opevacidn de filtracidn previa y enfriando la soluy

cién durante 1 hora. Los 1k.5 g'asi cbtenidos se Buspendén en .=

200 nl de eter y se agitan vigorosamente con 125 ml de solucion de

biearbonato de potasio al 5%. La capa acuosa se extrae nuevamente
con dos porciones de 100 ml de éter. -Los extractos etéreos son la~
vedos con 50 ml de golucion saturada de cloruro de sodio ¥ luego fil

trados & través de sulfato de sodio anhidro. El éter se evapora be

Jo vacfo dejando 7.9 g (73.1%) de 3,4-0-iscpropilidenclincamicins -

que se disuelve en 25 ml de éter acetato y se concentra & spraxima-
dewente 10 & 15 mi. EL concentrado se deja en reposo a la tempera-
tura ambiente durante varias horas y luego se refrigera durante la
niche., Se filtran los cristeles de la solucidn y te lavan moderada-
mente con acetato de etilo frfo; rendimiento 4.55 g (42.2%) de 3,4-
0-isopropilidenlincomicina que tiene un punto de fusién de 126-128%
y una rotacidn dptica de [a]%S 101-102° (e, 1, eloruro de metileno).
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B. T-dehidro-3,4-0-isopropilidenolincomicina
A una solucion de 6 g (0.0135 mols) de isopropilidenolin-

comicina en 75 ml de piridine se agregaron 12 g (exceso) de Oxido =

-crbmico, La solucién se calients & sproximademente 20° C. Después

de una hora la mezcla se agregé e una solucion conteniendo 250 ml.
tanto de eter et{lico como de acetato de etilo. Esta luego se fii

trd y evapord hasta un Jarebe, 8.4 g. Este jarabe se distribuyd -

-en distribucidén en contra corriente de 500 transferiencias, usando

el sistema, agua:acetato de etilosetanol:ciclchexano (1:1:1:l). =
Se a1810 T-dehidro-3,4- isopropiliderolincomicina como la frac- - -
cidn maxima de los tubos 330-380, K= 2.45.

Analisis calculado para: C3lH36N2'06S:

¢, 56.72; H, 8.16; N, 6.30; S, 7.21.
Ballado: C, 56.37; H, T.&@; N, 6.51; S, 6.84.

Co 3,4=0-isopropilideno-epilincomicina

A 1.6 g de T-dehidro-3,4,-0-isopropilidenolincomicina pura
de Cralg, en 75 ml de metanol se agregsron 400 mg de borchidruro de
sodio. De_spués de 1.5 horas este golucidn se evaporé hasta sequedad
en un evaporador rotatorio. EL residuo se agregc'; a8 25 ml de agua y
se extrajo tres veces con 25 ml ceda vez de cloruro de metileno. -~
El extracto fue lavado nuevamente con 15 ml de agua, luego secado -
scbre clorurc de megnesio y evaporado haste sequedad. El residuo,
1.4 g se distribuyd en distribucién en contra corrienté de 500 trang
ferencias usando ei sigtema solvente, aguaiacetato de etilotetanol:

ciclchexano (1:1:1:1), y se observd un Unico pico g K = 1.05, que --
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correapond:[a con lo tedirico. +El material en los tubos 240 g 280 se
aisld como un jarabe.

Analisis calculado para °21338“2°6S‘

¢, 56.47; H, 8.58; N, 6.27; S, 7.18.
Hallado: C, 56.2%;-H, 8.54; N, 6.13; 8, 7.01.

La cromatograffa en capa delgada (TLC) mostrd que este =
material consistia de dos sustancias. Una de las cuales era 3,4-0-
isopropilidenolincomicina, la otra, 3,4-O-isopropilidenc-epilincomi
cina, que se movia en forma ligeramente mas lenta.

D. Epilincomicins

El Jarabe de Parte C se guardd & temperatura ambiente - ~

-5 horas en una solucidén conteniendo 60 ml de deido clorhidrico 0.25 X

y 4O ml de etanol. Luego se conservd a 0° C durente 4 dfss. Después
de ls neutralizacién con bicafbonato. de sodio, se eva,por5 hasts 25 ml,
luego se extrajo con cloroformo. EL extracto se lavd con una peque~
fia cantidad de agua y se secd sobre sulfato de magnesio, luego se -~
evapord hasta un residuo. ILa cromatograffa en capa delgada del re--
siduo mostrd dos sustancias, ambas eran activas contra S. lutea. EL
residuo se cramstografid en wne columna de 14" x 3/4" de Florisil -
(un silicato sintético del tipo descripto en Patente E.U.A. 2,393,
€5) la cual se eluy6 -en forme graduel con solvente que verid conti~
nuamente desde 100% de Skellysolve B (hexano téecnico) hasta 100% de
acetona. El volumen total fue 5000 ml. A4s{ se separaron los dos -

compuestos.
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Fraccion 1: Tubos 53-65 (cortes de 40 ml) Epilincomicina.
Valoracidn 450 meg/ml
Andlisis calculado persa: Cy g1, g
C, 50.92; H, 8.55; N, 6.60; S, T.56.
Hellado: C, 50.19; H, 7.91; N, 6.05; S, 6.k2.
Fraccién IT: Tubos 73-10%. Lincomicina.
Valoracién 950 mcg/mg
E. T-bromo-T-deoxiepilincomicina
El procedimiento de Ejemplo 1, sustituyendo la lincomicina

por epilincomicina, produce T-bromo=T-deoxiepilincomicine de la Tor-

mals
fHy oH
| 3
N
] , Br.
XXVIT
C A
3H7 NH_...
H 4
OH
CH,

como la base libre y como el clorhidrato.

Sustituyendo lincomicine en este ejemplo por anélogos de
Lincomicine de Formuls IT en donde Z, R, Rl’ R2 ’ R3 del grupo Ac =
son como se dan -e ilustran enterliormente, se obtlenen los correspon

dlentes T-hal o-T-deoxiepilincemicine analogos de la férmule



1 CH3
] ,Halo
AcNH.
H 0
OH XXVIIT
& SR

en donde Z, Ry Rl’ R2 ¥ R3 del grupo Ac. Todos los compuestos que
hen sido descritos anteriormente, por lo tanto tienen su contrapar-

10 te en la configuracién opuesta, que es la configuracién derivada gde
la forma T-epi. Si se efectia una inversidn por la sustitucidn del
T-hidroxi por reactivo Rydon, entonces los epi-compuestos que tienen
la configuracién L-treo, se convierten en la configuracion D-eritro.
En cualquier caso ambos la forma D-eritro y L-treo se obtienen depen

15 diendo de que se usen las lincomicinas normales (D-eritro) o las epi
lincomicinas (L-treo).

Mientras que los procesos de la invencion han sido descri-
tos respecto a la preparacién de compuestos especgficos, se debe en=-
tender que el proceso es ampliamente aplicable a compuestos de Férmg

20 la IT en donde Ac y R son radicales que no reaccionan con reactivo
Rydon. Asi en el proceso amplio de acuerdo con la invencion, Ac -
puede ser hidrégeno o cualquier acilo que no reaccione con reacti-
vo Rydon y R puede ser cualquier alquilo, sin tener en:cuenta -
el numero de carbonos, o cualquier otro radical, por ejemplo, aral~

26 quilo como ser bencilo, naftilmetilo, y benzidrilo, o radicales hi-

drocarbonados semejantes que no reaccionan con reactivo Rydon.
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La presente patente de invencidn comprende las
3

siguientes reivindiceciones:

1.~ Procedimiento para la preparacidn de nuevos

compuestos de lincomicina, de la férmula

CH

-~ ’ halo
ACNH |
HO
CH
SR
OH

en donde R y Ac son como se indica mds abajo, caracterizado

porque se hace reaccionar un compuesto de la férmula

OH

oH
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con reactivo Rydon & una temperatura eficaz para reemplazar
el 7-hidroxi grupo con haldgeno, en donde R y Ac son radica

les que no reaccionan con reactivo Rydon.

2.~ Procedimiento de acuerdo con la reivindicacidn
1, caracterizado porque R es algquilo y Ac es acilo no reac-

tivo con reactivo Rydon.

3.- Procedimiento de acuerdo con la reivindicacidn
1, caracterizade porque R es alquilo de no mds de 20 dtomos
de carbono y Ac es el radical acilo de un dcido 4-sustituido-
L-2-pirrolidincarboxilico de la férmula seleccionada del -

grupo constituido por

i (4) ¥ /N (B)

OH

G OH
Ry ” HR
0

-—
o/ Qe

en donde R1 y R2 son seleccionados del grupo constituido

por alguilideno de no mds de 20 £tomos de carbono, cicloal-
quilideno de 3 a no mds de 8 dtomos de carbono, y aralqui -
lideno de no mds de 12 dtomos de carbono; y R3 es seleccio-

nado del grupo constituido por hidrdgenc y HR,,

J



(]

4.~ Procedimiento para la preparacidn de muevos
compuestos de lincomiceina.
Segin se describe y reivindica en la presente me-

moria descriptive.

Constg esta memoria de yesenta y una hojas £folig-

dag ¥y escritas & méquina gor ung Sola caré.,

yearia,/a 14 FEB. 1966

8 ROER,
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