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Este invento se refiere a nuevos'éompuestos sintéti~
cos de valor como agentes an#ibacterianos, como suplementos
nutritivos en los piensos animales, como agentes en el tra=- |
“tamiento de la mastitis en el ganado vacuno y como ageﬂtes
terapéuticos en el ganado aviar y animales, inclufdo el hom
bre, en el tratamiento de enrermedades infecciosas causadas
por les bacterias Gram—positivas ¥y Gramynegativas. lés espe—

cielmente, este invento se refiere a derivados de penlcili-~

na de férmulas: . . | _ .
0 )
. I .~ \\_CH,
T. HO CH = C = NH = CH———CH . ¢ 3.
T [
NH2
cL 0 =C N CH - COCH
N
HO CH—C =0 ' S
| l N _CH
IT. BN N——CH—CH c 3
; CH
ol \c/ | l , 3
¢ N CH - COOH
HBC CH3 g .

y las sales no tdéxicas y farmacéuticamente aceptables de
las mismase.

Un objeto de este invénto es preparar compuestos de
penicilina que sean Gtiles en el tratamiento de las incee-
ciones causadas.por las bacterias Gram-positivas y trem-ne-
gativas o para la descontaminacién de objetos gue contengan
tales organismos, por ejemplo, material de hospitales, pare
des de salas de operaciones y similares. Otro objeto de es—
te invento es la éreparacién de agentes'antinacterianos gue

presenten buena absorcidn por via oral en los snimales.




10

15

20

25

30

ldet a) acilar el 4cido 6-aminopenicilénico, o una sal de dei

kstos objetos se han cumplido mediante el presente in
f
ﬁvento que proporciona un procedimiento para la preparacién
i . :
I

. de compuestos de rérmula:

| 0 S
. BN
I HO CH = C =~ NH = CH—CH c_ 3
: I I ] l GH3
: NH
c1 2 0 =C N CH - COOH

I}
1
1

;y las sales no téxicas y farmacéuticamente aceptables de los

mispos; cuyo procedimiento comprende las etapas consecutivas

do carboxilico del mismo (es decir, una sal formada en la
reaccién de una base con la funcién 4cido carvoxilico, como
ls sal de potasio o de trietilamina), con un derivado acilen|.

te de un decido de férmula:

IiT. . HO CH - COOH
' ' l

N~X
CL |

Y
donde —=NXY es un grupo amino protegido en el que X es nidré-
geno © Y es benciloxicarbonilo o 2,2,2-tri¢loroetbxicarbqni—
lo, o bien X e ¥, tomados juntos, representan ei grupo 2-hi-
droxi=1~nattilmetileno, en un disolvente inerte, a una tem-
peratura inrerior a wios 09C; y b) separar a continuacién
el grupo protector para producir el coﬁpuesto desegdo, 0 una
sal no téxica ¥ tarmacéuticamente aceptable del mismo; y, si
se desea, hacer reaccionar dicho compuesto con acetona a un
pH comprendido entre 5 y‘é)apmximadamente, a una temperatura
de —209C a 5000, en ausencia de una cantidad importante de

agua, para producir el compuesto de fdrmula:
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II. 10 (')H—(l)=0 /s-\
: CH
| B §e——CHE—0H ¢ 3
N |
C . ,
/7 \L C N CH - COOH
2¢ - cH |
3 3 0

o ung sal del mismo no téxica y férmacéu$icamente aceptables

Tos expertos en la técnica observardn que el compues—
to de ¥érmula 1I puede ser preparado sin aislar el compuesto
de #érmula I, llevando a cabo la rgaccién de acilacidén en
acetona o en una mezcla de acetona y uno o més disolventes
inertes. EL aducto de acetona y la penicilina de Férmuls I
no se produce a un pH inferior a 5. Por lo tanfo, la acila-
cién se realiza a un pH de menos de 5 en acetona o en un di-
solvente que contenga scetona y,'después de las extracciones
y Tiltraciones nabituales éara reslizar la purificacidbn, se
ajusta el pH entre 5y 9 (preferiblémente alrededor de 7) pa
re fo;maf el compuesto de ¥Srmula II. EL compuesto de Pérmu~
le II puede convertirse fécilmente en la penicilina de ¥ér-
mula I por simple hidrdlisis.

Pars los Trines de nomenclatura, se sefialard que el isé:
mero D-(-) del compuesto de ¥Férmula I se denomina’écido 6
ﬁ%(—)—d—amino—«—(3—cloro—4—hidroxifenil)-acetamidé]penicilé
nico. El isémero D-(-~) del compuesto de ¥érmula II se denomiy
na écido 6=[D=(=)=2,2=dimetil=4=(3=cloro=gf=hidroxifenil )=5-~
oxo~-1=imidazolidinil] penicilénico.

Las sales no téxicas y farmacéuticaménte aceptables
son, por ejemplo, (1) las sales no téxicas y farmacéutzcancn

te aceptables del grupo dcide carboxilico, tales como las sa

w

les de sodio, potasio, calcio, aluminio y amonio y las sale
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citrato, tartrato, oxalato, succinato, benzoato, tumerato,

.

no téxicas de amonio sustituldo con aminas tales como trial-
quil(interior)eminas, procalng, dibencilamina, N-bencil-f-
tenletilamina, 1l-efenamina, N,N'-dibenciletilendiamina, deghil
droabietilamina, N,N'~big-deshidroasbietiletilendiamina, N-
alquil(interior)piperidinas, como N-etilpiperidina y otras
aminas que han sido utilizadas para formar sales’'con la ben
cilpenicilina y (2) sales de adicidén con 4cidos, no téxicas
¥y farmacbuticamente aceptables (es decir, sales del nitrdge-
no bésico) tales como (a) saies de adicidn con dcicos mine—
rales como los dcidos clorhldrico, bromhidrico, yodhidrico,
sulférico, sulrdmico, sulfénico, fosférico, etc y (1) las

sales de adicidn con 4cidos orgdnicos como maleato, acetato,

ralato, mandelato, ascorbato, p-naftalensulfonato, p-toluen
sulfonato y similares. También se incluyen los ésteres y
amidas rdcilmente hidrolizables de teles dcidos, que pueden
ser ‘convertidos en el dcido libre por hidrélisis quimica o
enzimdtica.

En .el procedimiento de este invento,-el 4dcido b~aming
penicildnico o una sal de dcido carboxilico del mismo se
aclle con un derivado acilante de un £cido de férmulas

- 0
HO CH - g - OH
¥ o
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I
l
HO O - C - OH
NH
G L
0 = C ~ OCH, -
0
[
HO (l)H—C-OH
NH
c1

| .
0=C=-0 - GHéCCla

Preferiblemente, el agente de acilacién se encuentra
en forma de su anhidrido de deido mixto, pero también se pue
de utilizar su equivalente funciqngl como ggente acllante
de un grupo‘amino primario. Los anhidridos nmixtos preferi-
dos son especialmente los anhidridos mixtos preparados a
partir de écidbs més fuertes, como. los monoésieres alifdti~
cog inferiores de decido carbdnico, de dcidos arilsulfdnicos
o algullsulfénicos y de 4dcidos més impedidos como el deido
difenilacético. Los equivalentes funcionales comprenden los
correspondientes cloruros y bromuros carboxilicos y los an~

hidridos de 4cido. Ademds, puede utilizarse una azida de &c3

"do o un éster o tiodster activo (por ejemplo, con p-nitroie-

nol, 2,4-dinitrofenol, tiofenol, dcido tiocacético, etlic) o
el propio 4oido libre puede ser acoplado con écido G-zmino~

penicildnico -después de haber hecho reaccionar en primer 1u

gar dicho dcido libre con cloruro de N,N'~dimetileloroior—

L
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miminio [batente inglesa 1.008.170 y Novek y . Weichet, FEx~
perientia XXI/6, 360 (1965)] o mediante el uso de enzimas
o de un N,N'=carbonildi-imidzazol o de un N,N'=carbonilditri-

azol [patente sudatricana 63/2684] o de un resctivo de car-

2 bodi-imida [Qspeciabmente NyN'-diciclohexilcarbodi~imida, N,|

| ~di-isopropilearbodi-imida o N-ciclohexil=N'~(2-morfoli~
noetil)carbodi-imida; véase Sheehan y Hess, Jo Amers Chem.
Soce. 17, 1067 (1955)] 0 de un reactivo de alguinilening
EVéase R: Buijle ¥ HeGe Viehe, Angewe Chem. International
Edition 3, 582 (1964)], o de un reactivo de cetenimina [véa
gse C.L. Stevens y M.F. Monk, J. Amer. Chem. Soc. 80, 4065
(19?8)], o de un reactivo de sal de isoxazolio Evéase R.B.
Woodward, R.A. Olofson y H. Mayer, J. Amer. Chem. Soc. 83,
1010 (1961)]+ Otro equivalente del cloruro Ge 4cido es la
azolida correspondiente, es deci?;'una amnida del‘écido co~
rrespondiente cuyo nitrégeno amldico es un miembro de un
enillo casi aromdtico de cinco eslabones, conteniendo dos
4tomos de nitrdégeno como minimo, por ejemplo, imidazol, pi—-
razol, triézoles, bencimidazol, benzotriazol v sus deriva-
dos sustituldose. Gomb ejemplo del método general de prepara—
cién de una gzolida citaremos el siguiente: Se hace reaccio-—
nar N,N'=carbonildi-imidazol con un dcidoe cafboxilico en
proporciones equimoleculares, a la temperatura ambiente, en
tetranidrofurano, cloroformo, dimetiltformamida o un disélvqg
te inerte similar, para rormar la imidazolida de dcido carbo
xilipo con un rendimiento précticamente cuantitativo y libe-
racidén de dibxido de carbono y un mol de'imidazol. Los 4cidos
dicarboxilicos dan di—imidazolidas.lﬂl subproducto, imidazol
precipita'y puede ser separado aislando la imidazolida, pe-

ro bsto no es esencialelos métcdos de llevdr a cabo esvas
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-etilenglicol y dietilenglicols La temperatura péra la opéran

reacciones para producir les penicilinas y los métodos em-—
pleados para aislar las penicilinaé asl producidas son bien
conocidos en la técnica. '

'Uha vez completada la etapa de acilacidn, se separa
el grupo protector para formar el compuesto de Formuls I.
El grupo 2;hidroxi—4-nafti1metileno puede ser separado, por
ejemplo, por hiérélisis dcida; el grupo benciloxicarbonilo
puede ser separsdo, por ejemplo, por hidrogenacidén catall-
tica; el grupo 2,2,2-tricloroetoxicarbonilo puede ser sepa-
rado, por ejemplo, por tratamienté con dcido acético al YO %
o con polvo de cinc y 4eido acético glacial. Resulteord evi-
dente para los expertos en la técnica que'pueden utillzarsei
otros grupos protectores funciocnalmente equivalentes del
grupo amino durante la acilacidn, que posteriormente pueden
ser‘separados por métodos copocidos. R uso:de estos grupos
protectores funcionalmente equivalentés se considera dentro
de 105 limites del presente invento.

Tos disblventeéiinertes dtiles en la etapa de acile~
cién del invento éon conocidos eﬁ la técnica y cémprenden
disolventes tales como tetrahidrofuranc, dimetilformamida,
cloruro de.metilan,éfer dietiiioo, acetona, cloroformo, me—

til—isobufil—cetona, acetato de etilo y &teres dletllicos de

¢idn de acilacidn deve ser inferior a unos 0°C y prereriple-
mente igual o inferior g -25°C.

Los compuestos de rdérmula II del presente invento se
preparan por reaccidn deraoetona con la penicilina corréspo;—

diente de Férmula T.

Aungue se produce cierto grado de reaceidn cuaslguie-

o |
ra que sea la proporcidén molar utilizadae de producios reac- !
i
{
|
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.dimiento de preparacidén del compuesto de tférmule:

"lo menos un peso equimolecular de acetona, en augencia de

cionantes, para obtener log miximos rendirientos es préferi-
ble utilizar un excesc molar devla acetona y eata §ltima
puede ser utilizada como dlsolvente de reaceidén. Durante la
reaccidn se desprende agua y, por lo tanto, es preferible
que no se encuentre presente en el medio de reaccién una
cantidad importante de sgua. Bl pH de la mezcla de reaccidn
debe estar comprendido entre 5 y Y aproximadamente y prefe-
riblemente en la zona alcalina. EL pH puede ser ajustado del
tro de este intervalo, en caso necesaric, mediante la adi—y
cién de un material alcalino como, por. ejemplo, hidréxido
gédico, carbonato sbdico, hidréxido potééico, carbonéto pb—
tésico, hidréxido amdnicé, carbonato aménico, aminas orgi—
nicas (por ejemplo, trietilamina), etc. La temperatura du-
rente la reaccidén no es critica. Ia reaccidén se verifica sa!
tisfactoriamente 2 la temperatura éﬁbiente ¥y puede ser ace~
lerade por caleraccidn. '

Por lo tanto, el presente invento comprende el proce-

’

HO CH— C =0 S |
4!Iil»l l 7N ~CHy

BN N CH—CH cl
CL AN c/ l | | "5
AN ¢ —— N CH - COOH
HC  CH. |
3 3 0

que consiste en mezclar una peniciling de Férmule I con por

cantidades importantes de agua, a un pH conprendido entre
5y 9y a una temperatura comprendida entre ~20°¢ ¥y +50°C.
El 4tomo de carbono que lleva el grupo amino libre

en el compuesto de Mérmula I es un &tomo de carbono asiué-
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trico y, por lo tanto, los compuestos de Férmulas I y II
pueden existir en dos formas dpticemente activas (los dies-
téreo-isdémeros D= y I-), asi'como en forme de mezecla de Los
dos isémeros.épticos (la mezc la racémica)e

Los compuestos del presente.invento son Gtiles en el
tratamiento de las inreccliones-causadas por las bacterias
Gram-positivas ¥y Gram—negativas..Ademés, los compuestos del
preéente invento son absorbidos por via oral.

; En el tratamiento de las infecciones bacterianas en
el homQre, los compuestos dereste invento son edministrados
por via oral o parentérica, de acuerdo con los procedimien-—
tos convencionales de sdministrgeidn de antibiéticos, en can
tidades que oscilan entre unos 5 y 60 mg/kg/ila y preferi-
blemente unos 20 mg/kg/dla en dosis fraccionadas, por ejem~
plo, treszo cuatro veces al dia. Se administran en unidades
de dosificecidn que contienen, por ejemplo, 125, 250 o 500
ng de ingrediente activo con vvehigulos 0 excipientes ade-
cuados tisliolégicamente aceptables. Las unidades de dosiricsg
cién pueden encontrarse en forma de preparaciones liquidas
como .soluciones, dispersiones o emulsiones o en rorme ééli—.
ds como tabletasy, cédpsulas, etc. '

‘Preparacidén de los materigles de partids

Le D-(-)-2-(p~hidroxifenil)glicina utilizada como ma
terial de partida para la preparacién de los éompuestos de
este invento se obtiene sigulendo el esquema de reaccidn da-

do a continuacidn:

O =
/ HéO-CHSOH .
CH Q ] ¢ R
n Vg C-H + NaCN + NH4OH L
I. 37°%
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I1L. GH3

37%

2

- De(-)

_.’]1_

HC1
CH~-CN —
| A
NH
2

0
|

0

NH,
0
i
CH CH-C~0H
3 |
NE-C-CH,C1
I
0
CE=CO _H
| 2
NH—{(I}-CHZCI
0

NH2

NH

|
0=C-CH,CL

CH~-C-QH + HC1—2§-> CH

0
IV. -
cﬁf@ |

?H
O=C-CH2C1

2

S s I~(+)CH O‘@CH—COZH
HO 3 |

~) CH.0 CH~CO, H
)G -q<:::3>—l 2

D-(-)

0 CH-COLH
3 @ |2

I '
CHFCO2H + ClCHz-C—O-C-GH2Cl + NaOH

+ NH4OH + Acilass de rifién del

~cerdo

NH,
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‘mantiene a 37°C durante dos horas. A continuacién se separg

-12 -

| . y
v. cH3oO?H CO,H HZBrAJ,B i

! NH
D-(-) 2

I, dl~2—(p—Netoxlfenli)hllclna

Sobre una solucién agitadas de 1946 g (0,4’ moles) de
NaCN en 850 nl de Héo ge afiaden 23,6 g (0,450 moles) de NH4CJ
y 20 ml de NH,OH concentrado, seguidos de 54,5 g (044 moies)

de anlsaldehido en 160 ml de metanol ¥y la temperaturs se

el metanol a vacid y la mezcla resultante se extrae con dos
porciones de 150 ml de metil-isobutil-cetona (BIBC) y se

combinan los extractos. Los extractos en MIBC combinadps se
lavan una vez con 30 ml de H,0 y después se efiaden 240 ml

de HCLl 6 N con buena agitacién y la MIBC se separa a vacioo
La suspensidn resuitante se calienta a feflujo (ahora en so-
lucidn) durante dos horas. Se afladen 100 ml de agua a la so-
lucidn caliente y después 8 g de carbdén activo decolorante
y al cabo-de 10 minutos de suave reflujo se separa el car-
bén por filtracidn y se lava con 50 ml de agua caliente. Los
tfiltrados combinados (calientes) se agitan y se tratan con ;
NH,OH concentrado hasta que se obtiene un pH de 5-6 (papel
de pH)s A continuacidn se entria la suspensién a 50 v al
cabo de una hora se filtran los cristales y se lavan con

dos porciones de 100 ml @e agua. La torta nimeda se suspende
después en 250 ml de agus y se aflade lentamente NaOH al 50 &
hasta que se disuelve el producto. Entonces se toman dos ex
tractos de 300 ml de éter y se desprecians A continuacién se

ajusta el pH a 5,5 con HCL 6 N, con enrriamiento. Al cabo de

ung hora se riltra el producto, se lave con, tres porciones
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“de 300 ml de agua y se seca al aire. Rendimiento, 40 g; des-
i
i
, ITo dl-2-(p-Metoxifenil )-N-(cloroacetil)glicina °

compone & 24400 con sublimaeiég a 230°G.

i
!
f

: Sobre una suspensién agitada de 36 g (0,2 moles) de
:dl-2-(p-metoxifenil)glicina en 500 ml de agua sS6 agregan 8 &

§(0,2 moles) de NaOH en lentejas y cuando s6 ha obbenido una

il
R

;soluoidn transparente, se enfrig a 5% ¥y se afiaden de una 80
%1& vez, con intensa agitacidén, 68,2 g (0,4 moles) de anhid;i
do cloroacético (templado)e. A continugeién se afiade wna so-
luocién de 16 g (0,4 moles) de NaOH en 100 ml de agua a 1o
largo de un periodo de 10 a 15 minutos. A medida gque es ne-
cesario se afiade mis NaOH al 20 % para mantener el pH alrede
dox de 9 durente un periodo de 1,5 horas. A continugeién se
Iajusta el pH a 2 con H3P64 al 40 % EL producto cristaliza
inmediatamente y se separa por Liltracidn, se lava con agua
v se recristaliza en etanol-agua dando 38 g de producto gue
funde a 182-183%C. |
" Anflisis para Oy 4H; o01N0, 2

Caloulado: C, 51,21; H, 4,69;

Encontrado: C, 51,495 Hy 4,90
TITe De(=)=2=(p-metoxifenil)=N~-{cloroacetil)glicing y Im(+)=

2= (p-metoxifenil )glicing

Sobre 800 ml de agua agitada a 37% se agregan 38 g

(0,148 moles) de dl-2-(p-metoxifenil)-N=(cloroacetil)glicina
v después se aflade NH4OH lentamente hasta que se obliene un
pH de 7,8+ Sobre la solucién resultante se afladen 2 g de aci
lasa Qe riidn de.cerdo (Sigma Chemicel Company) y se continles
agitando'a 3’}00 (temperaturs interna) durante 21 horas. 4
‘continuacién se separan por filtracidn los sélidos que con-
tienen Im(+)=2-~(p-metoxifenil)glicine ¢ruda y se lavan con

t
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|l nil)~N~cloroacetilglicina auda se tratan con 200ni de EC1 3. N y

o}
glicina; [«]2° € :4150,4° (c = 1 % HOL 1 N)

- 14

dos porciones de 100 ml de agua, ajustando el pH de los £il
trados combinados a 4-5 con 4cido acético glaciale. ksta soly
¢ién se calienta en bafio de vapor durante 30 minutos con 5.
g de ocarbén activo decolorante ¥ despﬁés se filtra. Lé tor=
ta de oarbén ge lava con 50 ml de agus templada y los £il-
trados combinados se enfrian y acidulan o pH 2 con HyPO, al
40 %. Al cabo de una hora de enfriamiento a 0°C, el producic
oristalino se separa por filtracidén y se lava" tres veces cory
agua fria, secdndolo al alre. El rendimiento es d‘e 16 2. Un
gsegundo experimento wbilizdndo  cinco veces las cantidades
anteriores dié. un rendimiento de 83 g (8’} %); pefe 170-1710C;
[&]%?OC -193% (¢ =1 %, .etanol),
Andlisis para 011H1201NO4:
Calculados C, 51,21; H? 4,693
Encontrado: Cy 51,503 H, 4,99

[y

Cuando los sélidos que contienen I~ (+)~2~(p-metoxife

carbén, seguido de filtracidn y ajuste del pH a 5,5, se ob-

tienen 6 g (primers experiencia) de Im(+)=2-(p-metoxifenil)

D
IVe De=(=)=2=(p-metoxifenil)glicina

Se calientan a reflujo durante 1,5 horas 16 g de D-

(-)—2—(p—metoxifenil)—ﬁ-cloroacetilglicina-en 170 ml de

HC1 2 Ne Se f£iltra la solucidn traﬁsparente resultante ¥y se
enfria a 5°, ajustando el pH a 5,5 con NH,OH, A continuacidn
se £iltra el producto después de enfriar durante 30 minutos
y se lava con tres porciones de 25 ml de agua fria. La D-(-)
-2—(pqmetoiifenil)glicina seca pesa 9,5 g. Una segunda expe
riencia da 54 g utilizando los 83 g de material de pariide

procedentes de III.




10

15

20

25

30

zifenil)glictna ([«]27°C <149,99, o = 1 % HOL 1 X) y 10 nl

! rass Ia solucién resultante se concentra a presidn reducida

15 &

1

1 %, HCL 1 M) (primera expe-~

. ..0
259 o

« =149,9" (c

[ ]D ’ riencisa)

1 %, HCL 1 N) (segunda expe—
riencia)

: 0
[a]§5 C _148,1° (e
Andlisis para 09H1JN03; ]
Caloulados: C, 59,673 H, 64133 Ny 7,74

Eacontrados ¢, 59,38; H, 6,16; N, 8,00

Ve D=(=)-2-(p~hidroxifenil)glicina

Una mezola de 1,81 g (0,01 moles) de D~(-)-2-(p-meto-
de HBr al 48 % se calienta a reflujo suave dursnte dos ho—

a 3C°C hasta formar un sélido himedo. Se atiade una cantidad-
minima de agua a 20% vara disolver la sal de hidrobromuro
v después se aflade NH#OH, con enfriamiento, hasta pH 5. EL
gel espeso resultante que precipita se calienta a 509G N
cuando casi se ha conseguido la disolucién comienza a preci
pitar una forma cristalina diferente. Después de enfriar du~
rante 30 minutos a OQ—SOC, se obtienen 990 mg de mater%al 1§
vado tres veces con 1 ml de agua frga v gecado él aire, D-
(—);2—(p-hidroxifenil)glieina;[x]%? ¢ —161;20 (¢ =1 % HCL

1 N); punto de descomposicién 223°C, - ' '

Una segunda experiencia empleando veinte veces las
cantldades anteriores da 24,5 g de material;[ajg5oc ~153°
(o =1 % HL 1K)

Anélisis para G§H9N03: '

Calculado: C, 57,49; H, 5,43; N, 8,39

Encontrados: ¢, 57,41; H, 5757; N, 8,39

VIs D-(=)=2-(3-cloro-4-hidroxifenil )glicina

Se hace burbujear HCl gaseoso vigorosamente durante

unes 5 minutos o traves de wae suspensién agitada de 5,01 g
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cabo de 15 minutos se separa elvproducto por f£iltracidn, se

(0,03 moles) de D-(-)-2-(p-hidroxifenil)glicina en 100 ml

de 4cido acético glacial. Al principido se obfisne una solu-~
‘¢ibn transparente y después cristaeliza la sgl Qe hidrocloxru~-
roe, A continuacidén se afiaden, con agitacidn, 4,45 g (0,033
moles) de cloruro de sulfurilo (recién des%iiado) en 25 ml
de dcido acético glaeial; gota'a gota ailo largo de un berig
do de 30 ﬁinutos. Durante la adicién la temperatura ez de

26-2%00. 4l cabo de -una hora de agltacidn, se afiaden lenta—

mente 250 ml de &ter seco y comienza la cristalizacién. Al

lava con étex se06 y se seca al aire. Los 7 g obtenidos se
disuelven en 50 ml de HC1 1 N, se filtra y se ajusta el pi,
con enfriamiento, empleando NH@OH concentrado hasta PH 5. EL
producto cristalino resultante se separa por filtracidén des-
pués de 5 minutos de reposo y se lava con dos porciones ds
20 ml de agua y cinco porciones de acetona. El material se-
cado a vacf{o pesa 4,6 g; punto de descomposicidn 207°C (mar-
cado). Los espectros 3MN e IR eoncuerdan cénﬁla estructura
deseada;[«]gzoc -13%,1o (o =1 %, H1 1 N).

Andlisis para C&H801N03:

Caleulado: C, 47,765 H, 4,01; C1, 17,66

Encontrado:.C, 47,16; H, 3,923 C1, 17,96
VIIe D-(=)=N—(2~hidroxi-1-nattilmetilen)—a—amino~o—(3—cloro—~

4=hidroxifenil )acetato sbdico

Sobre wna solucién agitada de 8 g (0,04 moles) de
D (~)=2~(3=0loro=-4-hidroxifenil )glicina, 25 ml de Hy0, 10 ml
do etanol y 1,6 g (0,04 moles) de hidréxido sédico se afiade,
de ung sola vez, una solucidn ligersmente calients de 7,57 g
(0,044 moles) de 2-hidroxi-1-naftalaldehido (Aldrich Chemi~

cal Company) en 40 ml de etanol al 95 % La mezola se caliex
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de 4cido G-aminopenicilénico y 1,68 g (0,02 moles) de NaHCO3

17

ta hasta redisolucién de un precipitedo inieial y después sg
enfria'répidamente a unos 5°C y se rascan las paredes de la
vasgija. Despubs de enfriar durante una hora en un baio de
hielo, el producto cristalino se separa por filtracibn y ze
seca al aire. El producto de color amarillo brillaente se re
cristaliza en etanol/agua 80/20 dando 10,1 g de producto se
cado a2l vaclo. Los espectros infrarrojo y RMN concuerdan o
talmente con la estructura deseadas

Andlisis para C19H1361§O4Na}

Calculado: C, 60,37; H, 3?47

Encontrado: C, 60,663 H, 3,%2

Los siguientes ejemplos ilusirardn este invento sin
limitarlo a los mismose

BT RIPLO 1

Acido 6-ED—G—)—x-amino—d-(3;oloro—4-hidroxifenil)acetamiddl

penicildnico .

Se entria a -=10°C una suspensién de 3,%8 g (0,01 mo-
les) de D~(=)=N=(2-hidroxi-i~naftilmetilen )=c=amino=u=23~clo-
ro-4~hidroxifenil)acetato sédico en una mezcla de 95 ml de
acetona, 5 ml de p-dioxano y 3 gotas de piridina. Sobre es-—
ta suspensibn enfriada y agitada se agregan 1,08 g (0,01 mo
les) de cloroformiato de etilo. Después de agitar 2-10°C qu~
rante 25 minutos,‘la mezela se enfria e —35°C'y se filtrs
pare separar el cloruro sdédico preéipitado. ¥l anhf{drido
mixto filtredo se agita a ~10°C y sobre el mismo se =afiade,

de una sols Vvez, una solucidn g 0% de 2,16 g (0,01 moles)

en 50 ml de agume Durante varios minutos se produce un inten ;
80 desprendimiento de didxido de carbono. ILa temperdtura se

nantiene a -10% o menos durante 30 minutos y después se de~

3
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|l duoto, 40130, 6~ [D-(=)=tt=gmino~u=(3=cloro~4=hidroxifenil )ace

| a 20°C, Lg capa acuoss se extrae con dog porciones de 150 mli

‘pas etéreas se desprecian. El pH de la capa acuosa se ajus-

~-18 -

ja subir hasta la temperatura ambiente (25°C) a 1o lergo de
un periodo de 35 minutos. A continuacidn se afiaden 60 ml de

agua a la mezcla de reacclén y la acetons se separa a vaclo

de éter dietilico y las capas etéreas se despreoian.-La ca~
pa‘acuosa se ajusta a pH 2 con HCl 6 N, con adicién de ace-
tona suficiente parg mantener una solucién. Después .de per—
manecer durente 30 minutos a la temperatura ambiente, la nez

cla se extrae con dos porciones de 250 ml de éter y las ca-

ta a 4,7 con NaOH al 20 % y después se concentra a vacfo a
20°C, hasta un volumen de 25 mle. Después de filtrar pare se
parar una pequefla cantidad de material insoluble, la solu~

cidn acuosa se evapora & sequedad'a 20°GL en vacio. EL pro~

temidg] penicilénico, inhibe el Stephylococcus aurens Smith

a una concentracién de 0,03 mg/ml, el Diplococcus phnewnonizg

a ung concentracién de 0,004 ng/ml y el Salmonella enterlti-

dis a wna concentracién de 0,125 mg/ml.
ETHMPLO 2.
AC180 6m[D= (= )=gr=aminomo=( 3~cloro~d~hidroxifenil)acetamido]

penicildnico

Sobre una suspensidén agitada de 6,05 g (0,03 moles)
de D-(-)-2~(3-cloro—4~hidroxifenil)glicina en 110 ml de agua
a 25%0 se afiaden 1,2 g (0,03 moles) de hidréxido'sodico en
lentejase. Se obtiene ung solueién_transparente. Ygba solu~
cién se enfria a 0% y ge agita, afladiendo 2,4 g (0,06 mc ~
les) de NaOH en lentejas. Despubs de disolucidn total, se -

pgregan de una sola vez 13,6 g (0,08 moles) de cloruro de

benciloxicarbonilb, con intensa agitacibéne Después de agiter

|
{
|
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durante 30 minubos a 0°~5°C, el pH es % ¥y so gfiaden algunas
gotas de NaOH acuoso al 50 % para mantener el pH en el in-
tervalo 8-9 qurante 30 minutos adicionales de agitacién. Se
agregan 300 ml de agua ¥y la suspensidn resultante se extrae
con 500 ml de é&ter dietilicos. Se desprecia la capa etérea
y'la fase acuosa (¥ los sélidos) se acidule heste DH 2 con
HOl 6 N y se extrae con tres porciones de 300 ml de aceta~
to de etilo. Las capas de adetato'de etilo combinadas se l=van
2 veces con PO ml de agua y dos veces con 250 ml de sdalucién satrada ae
sulfato sédico y se filtra. #l filtrado se concentra a va-
clo dando dcido D—(-)-a~bendloxicarbonil-smino—o—(3-cloro~
4=hidroxifenil)acético en forma de un aceite que cristaliza
lentamente. .

Se disuelven 0,03 moles de &c¢ido D=(-)=a—benciloxi~
carbonilemino=o=(3=cloro~4~hidroxifenil )acético en 15 ml
de'dimetilformamidé y se afladen cuatro gotas de 2,6-lutidi-~
na. Te solucién se enfriz a 0°C en un bafio de hielo ¥ se
agita, agregando 3,24 g (0,03 moles) de clorbformiato de
etilo a lo largo de un periodo de dinéo minutos. Después de
agltar durante.quince ninutos, se aflade una solucién de 6,5
g (0,03 moles) de dcido 6~aminopenicildnico en 10 ml de agus
¥ 2ml de 2,6-lutiding. La solucién se agita en un bafio de
hielo durante 20 minutos, se ajusta el pH a 2 con dcido sul
furico dilufdo y la mezcla se extrae con dos porciones de
25 ml de éter. Las capas etéreas combinadas se lavan con
agua y después se extraen con 30_m1 de Na2003 diluldo. EIL
extracto acuoso en Na2003 (pH ;,5) se sacude con 1 g de pa-
ladio al 30 % en Celite durante 20 minutos en atmésfera de
hidrégeno, a una presidn de 50 libras/bulgadaz (3,5 kg/cm?).

EL volumen de la suspensibén se duplica con agua ¥ se ajusta
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el pH a 2 con Acido sulfirico diluldoe. Se separg el catali-~
zador por filtracién y el filtrado se extrae con dos porelo=
i nes de 15 ml de metil—isobuiil—cetona.y 1 g de aerosol C.Te
| E1 -extracto se nédtraliza a 4,5 mediante la adicién de tri- |
éetilamina ¥ el sélido amorfo gque se forma se recupera por fi;.
tracién; se lava con agua y se seca a vaclo sobre PZOS' B
producto, &cido 6—ED—(-)—d—amino—«-(3—oloro—4~hidroxifenil)

aoetamido]penicilénieo inhibe el Staphylococeus aurcus Smith

a una concentracidén de 0,032 mg/ml, el Escherichia coli Juhl

a una concentracién de 4 mg/ml y, por administracidén oral a
reatones, presenta una DCSO frente al Staphylococcus aureus
Smith de 0,5 mg/kge

REJRMPLO 3
Acido 6-fb—(f)—z,2-dimeﬁil—4—(3—cloro—4—hidroxifenil)—5—oxod
2(H)=1=inmidazolidinil]penicildnico

Una solucidn de dcido 6—B}(-)—x-amino~a—(3-cloro-4~
hidroxifenil)acebamido) penicilémico (0,01 moles) se disuelve
en una mezcla de 100 ml de metancl y 1,5 ml de trietilamina.
Se agregan 100 ml de acetona y la solucién se agita durante
¢inco horas. A continunacidén se evapora la solucidén haste fox
mar un 2ceite, a una temperatura de 20° en vacfo. Se efiaden
25 ml-de agua y 50 ml de acetato de etilo gl aceite y el pH
se ajusta a 3 con H5P04 al 40 %. pa capa acuosa se satura
con NaCl y la mezcla se agita. Ta capa de acetato de etilo
se secs sobre Na2SOA y se concentra a vaclo a 20% naste pé~
quefio volumen. EL péoducﬁo cristelino se separa por filtra—
cidén, se lavé coﬁ acetona acuosg ¥y 5e secaes FEL producto,sci-
do 6—ED—(;)-Z,2—dimetil—4—(3—cloro-4-hidroxifenil)-5—oxo-2
(H)=1-inidazolidinil) penicilénico, descompone a 182°C. Inii-

be el Salmonells enteritidis a una concentracién de 0,125
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ng/ml, el Escherichia coli Juhl = una concentracidén de

2 mg/hl, el Strepbococcus Yyogenes a una concentracién de

0,004 mg/ml y Stephylococcus aureus Smith a una concentra-

cidn de 0,063 mg/ml.

EJEMFIO 4

| Acido 6=[D=(=)-2,2~dimetil=4~(3~cloro~4~hidroxifenil)~5-oxo-

2(H)=-1=imidazolidinil|penicildnico

Sobre una-suspensidn aglitada y enfrigda a -10% de
3,78 & (0,01 moles) de Dm(= )~N-(2~hidroxi~1-naftilnetilen)-
«=amino=o=(3~cloro=4=hidroxifenil Jacetato sédico en 100 ml
de acetona, 5 ml de p~dioxano y tres gotas de piridina, se
afiaden 1,08 g (0,01 moles) de cloroformizto de etilo (EKC)e
Te mezcls se agita a ~10°C durante 30 minutos y después se
enfrig & —40°é'y se filtra pare separar el cloruro sédico
que precipitae Sobre este filtrado del enhldxido ﬁixto, in-

tengamente agitado a -15°C, ge afiade de una sola vez uuna

| solucidn previamente enfrfada(0°C) de 2,16 g (0,01 moles)

de deido 6-aminopenicildnico y1,68 g (0,02 moles) de NaHZCO3
en 50 ml de agua. Durante unos cinco minutos se produce un
intenso desprendimiento de 002. La temﬁeratura se mantiene
a ~10%C o menos durante 20 minutos ¥y después se deja subir

hasta la temperatura ambiente (22°C) Qurante un periodode

30 minutos. Sobre esta solucién se afladen 50 ml de agua y

la acetona se separa a presién reducida a 20°C. Se hacen
dos extracciones con 200 ml de éter y los extractos se des-|
precian. Después se ajusta la capa acuosa a PH 2 cén HC1
6 N, afiadiendo suficiente acetona pars mantener los produc-|
to3 en so;ucién. Esta solucidn sSe deja en reposo” durante

30 minutos a 22°C y despubs se extrae dos veces con 306 ml
de éter y los extractos se dgsprecian. Se vuelve a ajuster

|
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| nes a una concentracién de 0,004 mg/ml, el Staphylococcus

aureus BX~-1633-2 (variedad resistente a la bencilpenicilina)

- 22~

el pH a 4,% con NgOH al 20 % y se concentra a presidn redu-
clds hagta un ﬁolumen de 25 ml .a 20°C; Se separa por filtra-
cidn una pequefla cantidad de material insoluble y se afladen
al filtredo 25 ml de acetona. A continuacion-se ajusta el
pH a 8,8 con NaOH 2l 20 %y despliés' de transcurridas tres
horas se ajuste a PH 3 con HyP0, al 40 7$y;se realizan dos
extracciones con 100 ml de acetato de etilo. Los extracvos
en acetato de ebilo combinados se lavan una vez con 20 ml
de ‘agua y después se filtran y concentran a présién reduci~
da a 15°C hasta.un volumen de unos 20 ml. KL producto cris-—
taliﬁo se separa por filtracibén y se suspende en 10 nl de
acetona/agua (1:1 en volumen) durante 10 minutos y se filtra
de nuevoe.

El rendimiento es de 280 ng de produbto que'ce des—
compone a 182% y presenta unos espectros IR y BRMN completar
mente cohncordantes con la estructurs propuesta.

- Andlisis para 19H22C«11_\T3 5

Calculado: C, 51,82; H, 5,04

Bacontrados C, 48,39; H, 5,28

Este producto inhibe el Staphylococcus aureus Smith

a una concentracién de 0,063 mg/ml, el Strepitococcus pyose-

a una concentracién de 63 mg/ml, el Escherichis coli Juhl a

una concentracidn de 2 mg/ml, el Salmonella enteritidis s

una concentracidn de 0,125 ng/ml y el Diplococcus pneumoniae

a una concentracién de 0,008 mg/ml y presenta, en la adminig|
tracidn orsl a raiones, una D05

Smith de 0,5 mg/kg.

contra el Staph. aureus

0
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EJEMPLO 5 |
Sobre una suspensidén agitada de 600 mg de dcido 6~ [D-
!(-)—2,2-dimetil—4~(3~oloro—4-hidroxifenil)-5—oxo-1-imiaazol§
dinil] penicildnico en 5 ml de sgua se efinde soluoién do hi-

dréxido sédico al 20 % hasta lleger a PH 7. Kl pH sc mantien

=<

alrededor de 7 con adicidn ocasional de HC1l 1 N durante cua—
tro horas y después se ajusta a 4,5 con HCL 1 N y se mantiene¢
en este valor durante otra hora més. -El precipitado cristali
no que se forma se separa por filtracilén, se lava con agua.
¥y se seca a vacio sobre-el P205, dando 102 mg del producto,
dcido 6-[ih(-)-d-amino—d-(3—cloro—4-hidroxifeni1)acetamidq]
penicildnicoe. ElL espectro infrarrojo concuerds con la estruc—
tura propuesta, con un néximo a 1600 cm le

Se encuentrs que el producto inhibe el Staphylococcus

aureus Smith o ung concentraocibn de 0,032 mg/ml, el Strepto-
coceus pyogenes a una concentracién de 0,004 mg/ml, el Sta-

phylococcus aureus BX=-1633-2 (variedad resistente a la ben~
cilpenicilina) a una concentracién de 63 mg/ml, el Escheri~
chig coli Jubl a una concentracién de 4 mg/ml, el Salmonella

enteritidis a una concentracién de 0,125 mg/ml y el Diploco-

ccug pneumoniae a una concentracidén de 0,004 mg/ml y presen

1ta, en la samngiracién oral a ratones, una DC_. contra el

|Staphe gureus Smith de 0,5 mg/mle

50

Aunque este invento ha sido descrito e ilustrado en
forme de sus reivindicaciones preferidas, los expertos en la
téenica a&vertirén.que pueden introducirse modificaciones siy
epartarse del espiritu y alcance del mismo.

En resumen, la Patente de Invencién que se solicita

recaerd sobre las sigulentes:
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ReIVINDICACIONES

1 TUn procedimientoApara la preparacidén de agentes

. antibacterianos comstitufdos por un compuesto de rérmulas

0 8
| O\ _CH
HO CH - ¢ - NH - CH——CH 0\7.3
'- e
NH
¢l 2 0=2¢ N - GH -~ COOH

¥ las sales del mismo no téxicas y farmacéuticamente acepta—
bles; cuyo procedimiento comprende las etapas consecutivas

de: a) acilar el dcido 6-aminopenicildnico, o una sal de éci
do carboxilico del mismo, con un derivado acilante de un de1

do de rérmulas

HO CH -~ COOH
: N=-X
S cl |
Y
donde =NXY es un grupo amino protegido en el que X es nidrd-
geno e Y es henciloxicarbonilo o 2,2,2~tricloroetoxicarboni~
lo, 0 X e Y, tomados juntos, reﬁresentan un grupo|2-nidroxi-
1—nafti£netileno, en un disolveate lnertve, a una temperstura
inferior a unos OOG ¥ b) separar a-continuacién el &rupo pro
tector para producir el compuesto deseado o una sal del mis-
mo no téxica y farmacéutlcamente aceptable; ¥y, sl se desea,
hacer :eaécionar dicho compuesto con acetona a un pH compren
dido entre 5y 9, a una.temperatura de =209C a 50°C, en au-~

gsencia de una cantidad importante de agua, para producir un

oompues?o de férmula:

i
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CH—C = 0
HO 1 l / \ /CI-T3
HN N-——-CH-——-Ch \\
lox} > c< l l l CT‘IB
H.C CH C N CH - COCH
3 3 T
0

o wna sal del mismo no tdéxica y rarmacéuticamente aceptable.
2¢ Un procedimiento segin la Reivig@icacidn 1, en el

que el grupo protector es el grupo 2-hidroxi—1i-nattilmetiie-

no, gue posteriormente se separa por.hidrélisis 4cida. .

3« TUn procedimiento segin la Reivindicacién 1, en
el que el grupo protector es el grupo benciloxicarbonilo,
que posteriormente se separa por hidrogenacién catalitica.

4. TUn procedimiento segin gualquiera de las Reivindi
caciones 1 a 4, en el que el agente de acilacidn se encuen—
tra en rorma de anhidrido mixto de écido;

5. Se reivindica por {iltimo, como objeto sobre el
que ha de recaer la Patente de Invencidén que se solicita:
"UN PROCEDIMIENTO- PARA LA PREPARACION DE AGENTES ANTIBACTE-
RIANOS",

Todo conforme queda descrito y reivindicado en la
presente Memorla, que consta de veinticinco piginas mecano-
grafiadas. .

- Madrid, 4 Septiembre 1968
BERNARDO NGRIA
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