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Se ha visto que el derivado’4’-hidroxieritromicina
A junto con sus sales de adicidn Acida tiene actividad an:
tibidtica. Este compuesto ha sido preparado por oxidacién
de la eritromicina A,Adbteniéndose'el N-o0xido, el cual bor
pirdlisis ha sido transformado ‘en 3-(desdimetilamino) —e-
-mlxa”q'-eritromicina A, El compuesto no saturado se con-
vierte entonces en un epéxido ¥, abriendo el anillo epoxi
con una azida, se obtiene 3'-(desdimetilamino)-ﬁ;:;;ido-4'
-hidroxierifromicina A, La azide & reduce después a 3'-
(desdimetilamino)=-3"~amino~-4’~hidroxieritromicina A, la ==
cual se somete a la reduccidn ulteriof en presencia de f&g.
maldehido, obteniéndose asi 4’.hidroxieritromicina A.
Descripcién de la Invencidn:

Esta invencidn se relaciona con los nuevos derive-
dos de la eritromicina A y con un procedimiento de obten--
cién de los mismos. De manera particular, esta invencién -
se refiere a los derivados 3},4’-desosaminicos del antibid
tico eritromicina A.

La eritromicina A es un antibiético bien conocido
que tiene un ampiio espectro de actividad antibacteriana y
es eficaé contra las cepas de bacterias gue se encuentran
con mas frecuencila en las infecciones en animales de san--
gre caliente. La estructura completa de la eritromicina A
fué publicada en J.A.C.S. 79 6062 (1.957). Para nuestro op

Jeto a veces serad conveniente abreviar la férmula estructu

ral publicada a la siguiente:
" CHz CH
\BN/ 5
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donde E representa la mitad formadalpor la eritronolida y
cladinosa, mientras que la mitad counstituida por la desosa
mina figura en su totalidad. Las f6rmg1as estructurales en
las que aparece E siempre tendrdn el mismo significado.
Los derivados que se describén en esta invencién -
tienen substituciones en la poéicién 4’, o en las posicio-
nes 3’ y 4, Los compuestos en cuestidn tiemen la f£é6rmula

esfruqtural sigulente:

Ry

© E-0 o CHz

en la que Rl representa un radical seleccionado del grupo
que incluye dimetilamino, amino, azido y R, es hidroxi. --
Rl ¥y RE cuando se toman juntos representan un grupo epoxi.

La 4’-hidroxieritromicina A y la 3’-des(dimetilami

- n0)~3"-amino~4’~hidroxieritromicina A tienen actividad an-

tibiética, Los otros compuestos de esta invenciém, incluyen
do 5'-des(dimetilamino)-B'-amiho—4'-hidroxieritromicina A,
Sirven de precursores en la prgparacién,de la 4’~hidroxie=
ritromicina A.

Seglin los resultados ;xpuegtos en las Tablas I a -
III, la 4’~hidroxieritromicina A tiene un espectro de acti
vidad similar al de la eritromicina A, En la Tabla I esté
representada la actividad de la #’-hidroxieritromicina A -
‘frente a varias cepas de bacterias y de algﬁnos otros‘mi--
croorganismos, |
| Como en el caso de la eritromicina A, los compues-
tos de esta invehcién son capaces de formar sales (e adi--

cibén Acida estables como clorhidrato, sulfato y fosfato, ¥y
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también con 4cidos orgénicos, como el &cido acético. Las -
sales de adicidn 4cida constituyen un medio estable adecug
do para guardar derivados antes de usarse.

Las sales que se forman afiadjendo &cidos a la 4 =

‘hidroxieritromicina A también tienen actividad éntibibtica,

Y caso de usarse con fines terapéuticos el Acido-escogido

tiene que tener un anibén fisioldgicamente aceptable.

TABLA I
BACTERIAS o
Concentracidnminima de jnhibicidén
Organismo ' (CMI) microgramos/c.c.,24 horas.-
Staph. aureus 209P : . 0,2 o - -
Staph. aureus 209PER C 6,2 (>100 - 48 horas)
Staph. aureus Smith 0,39" ° ".
Staph. aureus Smith ER ' > 100
Staph. aureus 45 ' 0,39 .
Staph. aureus 45 ER ' 100
Btaph. aureus 67 : 0,39
Staph. aureus 67 ER 2100
Staph. aureus Quinones 7 >1o00 S
Staph. aureus Wisg 155 , >100
Staph. aureus WEB o ' 0,39 .
Staph. epidermidis 3519 ' 0,39
Staph. epidermidis 3519 ER = ) )iQO
Strep. piogenes 0203 . " 0,05 '
Strep. faecalis 10541 0,2
- Diplococcus ;_')neumoniae. Tipo 1 | 0,05
'Haemophilu:’.: influenzae 9334 : 6,2
E. coli Juhl T 100
. A, aerogenes 13048 , - »100

12,5
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~ Concentracibén minima de inhibicién

Organismo (CMI) microgramos/c.c., 24 horas,~
Sal. typhimurium Ed. n2 9 50
Sal. Typhosa 992 . 100
Shig. sonnei 9290 25
Prot. Vulgaris Jd ' 2100
Prot. mirabilis n2 9 >100
Pseudo. aeruginosa 9027 : >100

OTROS MICROORGANISIMOS

Mycoplasma gallisepticum : 0,2 ®
Mycoplasma granularum 0,1 e
Mycoplasma hyorhinis : 50 e
Mycoplasma pneumoniae ) - 0,2°

Panagrellus rediviwvus - .
Prueba de Destruceibén >100 X

Prueba de Estasis 2100
Schisto. mansoni ’ - 100
Trich. vaginalis . >100
Crithidia fasciculata >100
T, cruzi >10

® indica incubacién de 7 dias.
La Tabla II ilustra la actividad bacterizida de la
4’-hidroxieritromicina A contra una sola cepa de Staph, --

aureus y de Strep. pyogenes. E1 método usado fué una prue-
ba clésica de dilucibn en tubo con el recuento en placas - |

de los microorganismos de los tubos en -los que no se obsexr

vd crecimiento alguno después de 24 y 48 horas de incuba-

cién. La concentracidén bacteriocida minima (CBi). es la con-
centracidn que causa una destruccidén del 99,9 % de las cé-

lulas viables seghn el recuento en placas,
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TABLA IT
4’-Hidroxieritromicina A

Organismo CIM microgramos: CBM microgramos
y_Tiempo de Incubacidn por c.c.: por ¢.c.
Staph. aureus Smith ,

4 horas _ 0,39 . 6,2

48 horas 0,39 0,78
Strep. pyogenes 0203 .

4 horas 0,05 0,2

48 horas 0,05 0,1

La Tabla III contiene los resultados obtenidos en
las pruebas de dos preparados de la 4°-hidroxieritromicina
A contra la infeccibén aguda de los ratones con Staph. au——
reus (émith). El tratamiento fué adminisbrado por la via -
bucal e iﬁtramuscular. En ca&a grupo se emplearoﬁ 10 rato-
nes que recibieron los preparados 1,3,5 y 7 horas después
de 1a infeccién. El lactobionato de eritromicina se usé co
mo substancia de referencia. Los. preparados de la 4’-hidro
xieritromicina A se emplearon en camtidades basadas en el
peso seco del antibiético. La eritromicina A se uséide . —
aéuerdo ¢on la actividad calculada en relacién.“con el eqq;
valente de la eritromicina base. |

TABLA III
Actividad Comparativa de la A'AHidroxieritfomicina A Deter

minada en las Pruebas de Proteccidn de Ratones contra ——-
Staph. aureus (Smith).- : :

’ Via de , CDe Aproximado

Preparado Administracion mggZﬁg. Dosis Total -
LL'--'-‘Hidroxieritromic_i_m Tatra- ' v : L

na & (prueba 1) museular 20.
4'-Hidroxieritromicis ' ' ,

na A (prueba 1) -Bucal T 100 -~ 200
4'-Hidroxieritromioi3' Intra- . :

na A& (prueba 2) muscular .10 - 20

4’ Hidroxieritromici~

na A (prueba 2) ® - Bucal 1501
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Lactobionato de Intra- :
eritromicina muscular 25 - S0

Lactobionato de
eritromicina Bucal 50

®La diferencia entre la prueba 1 y 2 consistid en
que el compuesto empleado en la prueba 2 fué més puro.
La 4’-hidroxieritromicina A se prepara conveniente-

mente de acuerdo con el esquems de reaccidn siguiente:

0
R
N(CHy), - 1\7(01{5 P
o o Ji7
E-0 CH, E-O “'_>
(II) (III)

HO I
o Newy
E-0 CH3 "E-0 CH3 4}]2

() ™
Nio N(CHz)»
HO OH HO OH
‘E~0 0 CHy CHy=0" ~ - E-0 CH
(VI) (VII)

De acuerdo coneste esquema, la eritromicina A (I) -~
se trata con un oxidante adecuado del tipo peréfido, uséndo|
se preferiblemente el peréxidb de hidrogeno. Esta oxidacidn
da lugar a la formaciédn de un derivado de aminéxido (II) el
cual, una vez caieﬁtado hasta'le temperatura suficiente pa-
ra reacciouar 31n destrulr la eritromicina A que es sen51-~

ble al calor, da lugar a la formacléu del derivado. 3", 4"~
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. no saturado (III), Se ha visto que se necesita una tempera-

tura de 1502 - 1702C para obtener wn buen rendimiento,

El producto de pirdlisis se trata despuds con un —-
agente epoxidante de la clase de perécidos orghnicos. Para
este fin sé prefiere el 4cido m-cloroperbenzdico por sus --
cualidades de'menos peligro. & cdntinuacién, el derivado --
epoxidado (IV) se hace reaccionar ton una azida, coﬁo por -
ejemplo azida de sodio, para formar B'Q(desdimetil&ﬁino)~5—
azido-4-hidroxieritromicina A (V). Cuando esta azida se re-
duce para obtener amina (VI) el compuesto se convierte en -
3’—(desdimetil)-3’-amino-4’~hidroxieritromicina A la cual -

forma con formaldehido en condiciones reductoras 4’ -hidroxie

‘ritromicina A (VII).

A continuacidén se presentan unos ejemﬁlos de p&oce-
dimientos preparabtivos para ilustrar los debtalles de esta -
invencién, los cuales, sin embargo, no deben ser idferpretg'f'
dos como limitando la misma. '

Preparacidn de la 3’-(desdimetilamine)-3",4 -
epoxieritromicina A

ILa 3'-desdimetilamino-5_A_3"qf-eritromici.na A se pre
pard sometiendo a pirdlisis 54,5 gramos de A-N-6xido de -~
eritromicina (de acuerdo con el método de Flyon déscrito en
J.A.C.5. 76: 3126, (1.954) a 1652 - 170°C y en un vacio de
0,2 milimetros de mercurio durante cuatro horas. Los produc
tos de pirdlisis se disolvieroh'en metanol, se trﬁ%arou con
carbén vegetal activo, se filtraron y se récristaliZaron a
partir de una mezcla de cloroforﬁo y'éter.'La 3'-desdig§ti;
aminomlxa"4'- se obtuvo con un rendimiento def24,4 gra—-—
mos, P.-F, 2182 - 2192C. Este mé¥odo se describe con més de

$alle en 1la aplicacién para la patente de E.E.U.U. nimero -
] ° .

.

.




10

156

20

25

30

de serie 542,219, presentada el 13 de abril de 1.966.

Catorce gram&é (0,02 mol) de 3‘-desdimetil-amino-
Z&z"ul-eritromiéina A fueron disueltos eﬁ coloroformo, Es-
te disolvente es prefexrido, pero btembién pueden usarse =—-—-
otros disolventes qué sean inertes a la reaccidn con peréci
dos y 3’—desdimetilamino—4£&5”4’~eritromicina A. A la solu
cidén resultante se afiaden lentamente 20 greamos de &cido —--
m-cloroperbenzdico durante un periodo de 1/2 hora aproxima-
damente a la temperatura ambiente. La solucitn de las subs-
tancias de reaccidn se enfria hasta 090 y se mantiene a es-
ta temperatura durante 24 horas aproximadamente. Aﬁadiendo.
el perédcido a la temperatura ambiente, se obtuvo un mejor -
rendimiento que a la temperatura reducida, mientras que la
maduracidén subsiguiente a la temperatura més baja llegd a -
completar la reaccidn deseada. Desde luego, la oxidacidn -~
puede llevarse a cabo a otras temperaturas, pero con el =mm
riesgo de disminuir conéiderablemente el rendimiento.

La ..solucién cloroférmica, una vez enfriada, fué ex
traida con soluciones acuosas ffias de sulfito sddico, y --
después con una solucibén acuosa fria de blcarbonato sédico.
Las soluciones acuoses de estas sales, no teniendo propie--
dades Acidas, no rompen el enlace epoxi.

El residuo de cloroformo se elimind calentando sua-

vemente en un bafio de maria a presidén reducida usando una -

trompa de aspiracidn.

El producto crudo obtenido fué disuelto en 25 ml. -

de acetona templada (282C). Después de enfriar a la tempera ‘

tura ambiente, el producto cristalizd esponténeamente de -
la acetona, obteniéndose 10,5 gramos (rendimiento 74 %) de

3’ ~(desdime til-amino)-3’ -4’ -epoxieritromicina 4, de P.F, --
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2212 -~ 223°C,

Preparacibén de 3’-desdimetilamino-3’-azido-
4’-hidroxieritromicina A

Se disolvieron 4,2 gramos (0,006 mol) de 3’-desdi~
metilamino-3’-4 -epoxieritromicine A en 150 ml. de dimetil

sulféxido u otro disolvente aprbpiado, como dimetilformami

. da o dimetilacetamida y 6 ml. de agua. Se afladieron a la =

solucién 1,2 gramos (0,006 mol) de perclorato magnésico y

3, 9 gramos (0,06 mol) de aZ1da de sodio. La soluclon Se ca
lentd a 802C durante 16 horas, ¥y despues se . anadleron 300

ml, de agua. Se hizo una extraccidn de la solucién con clo
roformo, y después se evapord este disolvente. El producéo
crudo_ obtenido contiene una mezcla de 3’-desdimetilamino~

3’-azido-#'-hidroxieriﬁromicina A y 3’-desdimetilamino~3‘-
hidroxi-4 -azidoeritromicina A. Como éolamente el primer -
compuesto es el producto deseado, s6 hace una éxﬁracqién -
con éter etilico en el cual la 3°-azida es soluble, pero -

no la 4/-azida.

'Ia 3’-azida se disuelve en una mezcla de acetato -
de etilo y n-pentano hasta que aparezca una turbidez lige~
ra, Después de enfriar lentamente, la 3”-azida purificada
cristaliza. El producto tieme un punto de fusidén de 1872 -
1902C y muestra una banda infrarroja fuerte a 2116 cm =+ -
Que es caracteristica de las azidas.

Preparacibén de 3 -(desdimetilamine)-3’-amino-4’-
hidroxieritromicina A

Se disolvié 3’-desdimetilamino-3’-azido~4’-hidroxie
ritromicina A (1,0 gramo) en étanol absQ;uﬁo ¥ se agitd en
una agitadora de Parr en presencia~dé.hidr6geno Y dél'catg

lizador Pt0, durante 2 noras. La solucidn se £iltrd y se
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evapord a sequedad & presidn reducida usandc una trompa de

aspiracién para obtener 1,0 gramo de una substancia vitrea

incolora.

La amina fué disuelba entonces en 100 ml. de eta--
nol absoluto y a esta solucidn se afiddieron 1,2 ml. de for
mldehido al 37 % con 0,85 gramos de P4 sobre el negro de -
carbén. La mezcia resultante se agité durante 24 horas en
presencia de hidrbgeno en una agitédora de Parr. Después -
de hidrogenar, se filtrd la mezcla, se recogid el filtrado,
7 se elimind el etanol ¥y el exceso de formaldehido por ~-
destilacidn a presidn reducida.

El residuo s6lido obtenido se disolvid en 300 ml,
de KH,PO4 0,1M frio y se lavd s veces con cloruro de me-
tileno. E1 pH se ajusté aproximadamente a 9 con NapG03 al 5%
y esta solucidn bé§ica fué ext;ai@a dos veces con cloruro
de metileno. Los extractos se reunieron y se secaron sobre
Naasoq"anhidro. Después de secar, los extré;tos Se evapora
ron a sequedad a presibém reducida, obbeniéndose 0,7 gramos
de una substancia vitrea, amorfa, blanca. Esta sustancia -
fué recristalizada a partir de cloruro de metileno~éter de
petréleo (P.E. 662 - 702C), dando'O,S gramos (rendimiento
50 %) de prismas incoloras de P,F, 1482 - 1502C. E1 produc
to obtenido fué caracterizado como 4 -hidroxieritromicina _
A, lo que se ha conseguido hiaciendo reaccionar el mismo --
cou NaBH, y después con una solucién de metanol acidifica
da con’ 4cido clorhidrico. Se obtuvieron dos sustancias, -

Una de ellas fud identificade como cladinosido de metilo,

La otra fué tratada a reflujo con HCl 3n durante 6 horas -

dando dos productos qQue fueron identificados como clorhi--

drato de micaminosa y 9,9-dihidroeritronolida A, respecti-
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vamente .-

Preparacién alternativa de 4’~hidroxieritromicina A

Se disolvid un gramo de 5'-desdimetilamino-5’-azido
-4‘~hidroxlieritromicina A en 100 ml. de etanol aﬁsoluto; A
esta solucibén se afladieron 1,2 ml. de formaldehido al 37 %
junto con 0,85 gramos de P4 al 5 % sobre el negro de car-~
bén. Esta mezcla se agitdé durante 24 horas en presencia de
H, en una agitadora de Parr. Cuando el producto crudo se -
purificd de manera similar a como se ha descrito mls arri-
ba, se obtuvieron 0,68 gns. (rendimiento €8 %) de 4’-hidro
xieritromicina A de P.F. 1482:@ - 1509C,

La 4’-hidroxieritromicina A puede emplearse en las

dosis. similares en que se usa la eritromicina. Ella puede

‘administrarse en cualquier forma conveniente, eB»decir co-

mo compuesto bisico o como una sal de adicidn &cida, y por
cualquier via de administracién conveniente. .

Acabamos de’ describir la invencidn en términos cig
ros para un experto en la materia, entendiéndose que las -
pequefias desviaciones de lo que hemos descrito no se aleja
rén del espiritu y la extensién de la invencidn reivindica
da. .

En resumen, la Patente de Invencién que se solici
ta, deberd recaer sobre las siguientes:

~ REIVINDICACIONES -

‘ 1.~ Un método para producir 4‘-hidroxieritromicina
A, que consiste en hacer reaccionar la 3’=(desdimetilamino)
~ZS-}"4'-eritromicina A con un agente eg@xidante para --
formar 3‘-(desdimetil)-3’,4’ -epoxieritromicina A, abrir el
anillo del epéxido con una azida para fo¥mar 3’ ~(desdine -~

t1ilamino)=3’-azido-4"~hidroxieritromicina A y reducir el -

o

 SE




10

‘15

20

25

30

-13 - '

i o E
Nirha Fo i
|

Y
GG L

derivado azido en presencia de formaldehido a 4‘~hidroxie-
ritromicina A, ‘ ,

2.~ Un método de acuerdo con la reivindicacion 1 -
en el que la 3’-(desdimetilamino)-B'-azido-4'~hidrokieritng
micina A es reducida primero a 3’-(degdimetilamino)-B'—ami-
no—#'-hidroxieritromicina 4, la cual se reduce después en -
presencia de formaldehido a 4 ~hidroxieritromicina A.

3,~ Se rei%indica por ultimo, como objeté'SObre el
que ha de recaer la Patente de Invencidn que se solicita :
"UN METODO PARA PRODUCIR 4'—HIDROXiERITROMIGINA A",

" Todo conforme queda descrito y'reivinQiqado en la =

presente memoria, que consta de brece péginas mecanografia=-

das.

' Madrid, 15.de junio de 1.968
BERNARDO UNGRIA
p.P. '
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