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RESUMEN DE TA MEMORTA

Tas amidas de dcido (=) (cis;1,Z—epoxipropil)fos-

" fénico se preparen convirtiendo el dcido (-) (cis—1,2-

epoxipropil)fosfdénico o una sal del mismo en un haluro
de doido y haciendo reaccionar este Wltimo con una awi-

na, Las nuevas amidas de deido (=) (cis=1,2~epoxipropil)-

- fosfdnico son agentes antibacferianos actlvos. .

ANTECEDENTES DEL INVENTO
Auﬁque son conocidos muchos antibidticos valiosos
para glzﬁratamiento de diversas enfermedades, muchos de
los ahﬁibiéticos conocidos son, en general, activos con-
tra,un:nﬁmero~limitadb de agentes patdgenos. Cuando cier-

tas variedades de estos agentes patdgenos desarrollan re-

" sistencia a un antibidtico particular, éste resulta inac-

_ %ivo contre tales variedades resistentes. Debido a este

desarrollo de resistencia contra los antibidticos conoci-
dos, prosiguen lag investigaciones en un esfuerzo para
descubrir nuevos agentes antibacterianos que sean activos

contra une amplia variedad de agentes'patégénos y en par-.

‘ticulér contra las variedades Qe agentes patdégenos que son

. resistentes a los antibidticos conocidos.

. DESCRIPCION DE IAS REALTIZACIONES PREFERTDAS

Bste invento se refiere a compuestos que poseen una
notable ectividad antibacteriana y & los procedimientos

para su preparacidn. Los compuestos que constituyen el

377580



10

15

20

25

objeto de este invento son nuevas amidas de dcido (=)

(cis-1,2—epoxipropil)f05f6nico. Estos nuevos derivados

" pueden ser representados por la siguiente £érmilas

0 0 X
AN

CHy -CH - CH - P
, - o Ny |
donde X es -OH, -NR4R, o halbgeno e ¥ es -CH, -NR,R, o

haldgeno, en los que R, ¥ R, son hidrégeﬁo o un radical

(1)

hidrocarbilo, o bien -NR1R2 representa el resto de una
amina ciclica primaria-o secundaria, como bor ejemplo
morfoline, piperidina o pirrolidina, asi como las dia-
minas ciclicas vecinales como fenilendiamine y.fenilen—
diaminas sustitufdas, con la condicidn de que por 1o me-
nos uno de los radicales X o Y sea ~NR4R,. '
Cuando Bq y/0 Ry en la Férmula I representa un ra-'
dical hidrocarbilo, este radicalrpugde ser alifdtico,
cicloalifatico, arilalifdtico, aromitico o heterocfelico
que, si se desea, puede estar sustituido. Asi, por ejem-
plo, puede ser alifdtico, como alquilo, alquenilo, o al-
quinilo con o sin sustituyentes, de los que son ejemplos.

representativos log radicales alquilo como metilo, propi-

-1lo, isopropilo, terc-butilo, hexilo, octilo, decilo,

dodecilo; haloalquilo como cloroetilo, fluorpropilo,
btomoetilo y dicloroetilo; acilamidoalquilo como acetil-

aminometilo y benzoilaminometilo; aciloxialquilo como
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acetoximetilo, pivaloximetilo, propionoxietilo y bencil-

oxietilo; hidroxipropilo, piperidinometilo, aminomebi-
lo, aminoetilo, alquilaminoaléuilo, como dimetilamino-
ﬁetilo y dietilaminopropilo, carboalcoximetil&, ciano-
etilo, sulfonamidoetilo, ftalimiao@et;lo ¥ metoximetilo;

alquenilo como alilo, metalilo, vinilpropenilo, hexeni-

. 1o, octadienilo; alquinilo como propargilo, etinilo,

o cloroetinilo; cicloalguilo como ciclohexilo, ciclo~".
hexenilo o ciclopropilo. Cuando Ry y/o R, son alifdticos,

preferiblemente contienen de 1 a 6 dtomos de carbono,

‘es decir, es alquilo o alquenilo inferior con o sin sus-

tituyentes.

Son ejemplos de R1 y/OxRQ represenﬁando un radicel

" arilalifdtico aquellos casos en que'es aralguilo como

.bencilo, fenetilo, fenilpropilo, p-~halobencilo y 0-, O~

o p-alcoxibencilo, nitrobencilo, aminofenetilo, piridil-
etilo, furilmetilo, tienilpropile y similares.
R4 y/o R2 también pueden pepreséntar un radical ari-

lo como fenilo, naftilo, o fenile sustituido, por ejem-

V'plo p-clorofenilo, o-nitrofenilo, o,p-dihalofenilo, cia-

nofenilo, metoxifen&lo, aninofenilo y tolilo y preferi-
blemente un resto aromitico de un solo nicleo como piri-
dilo, furilo, tienilo, tiazolilo o pirazinilo o alter-

nativanente puede representar un heteroanillo hidrogenado

de los que son ejemplos el tetrahidrofurilo ¥ el pipera- .

377580
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Zinilo [ : )
Tos compuestos de Férmula I que son deidos, es de-

eir, los deidos libres, pueden formar sales y estas sa=

‘1es.constituyen un aspecto preferido del inveﬁto porgue
son mis estables que el dcido libre. Como observarsn
ilos expertos en la téenica, los compuestos de Férmula I
en los que por lo menos wno de los radicales X o Y es

~OH, formaran sales Brgénicas e inorgénicas y embas es-
tdn consideradas en este.invento.'Son ejemplos de’tales
sales las sales metdlicas inorgdnicas como las de sodio,
aluminio,'pbﬁasié, amonio, calcio, magnesio, plata y :
hierro. las sales.ofgénicas que pueden mencionarse como
repreéentativas son las sales con aninas primarias, se—
cundarias o terciarias, como monoalquilaminas; dialgquil-
aminag, trialqﬁilaminas y aminas heteroc{clicas nitro- |
genadas. Son ejemplos repfesentati%os las sales coﬁ ami-
nas como d-fenetilamina, dietilamina, guainina, brucina,
1iéiné, protamine, arginina, procaina, efanolamina, moxY=
fina, bencilamina, etilendiamina, N,N*-dibenciletilen—.
'diamina, dietanolamina, piperazina, dimetilaminoetanol,
2—amino—2—metil-1—propanol, teofilina, ésteres de amino-

deidos y N-metilglucamina. Si se desea, la porcién bdgi-
ca de la sal puede ser una amina bioldgicamente active

como eritromicina, oleandomicina o novobiocina,
Algunos ejemplos representativos de los compuestos

77580
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de Pérmula I ¥y de sus sales que pueden Ser preparados

‘ por los procedimientbs aqui descritos son los siguien

tes:

(1) Diomidas fosfénicas, amidas y sales aninicas

gcido (=) (cis=1,2~epoxipropil)dimorfolinofosfinoso,

“doido (=) (cis-1,2-epoxipropil)dipirrolidinofosfinoso,

" sal de morfolina de éeido_(-) (cis~1,2-epoxipropil)-

morfolinoquf{hieo;'~ ‘
sal de pirrolidina'de doido (=) (ois=1,2-epoxipropil)-
'  pirrolidinofosfinico; ' '

 (2) Haluros fosfonoanidicos

clorure N,N-dimetil-(~) (cis—1,2-qpoxipropil)fbsfono—
emidico, L . ' _
cloruro N,N—dietil—(e) (cis=1,2=epoxipropil)fosfono-
' anfdico. . _
. Tos fosfonoamidatbs.es decir,.aquellos cbmpuéstos_
en los que uno de los radicales X-o Y es -NR1R2,'pueden
ser preparados a partir de decido (-)(cis-1,2-epoxipropil)-—

fosfénico. y de sus sales mediante una serie de reaccio-

" nes que se discuten mds adelante con mis detalle. Ia

-reaccidén global puede ser descrita esquemdticamente co-

mo sigues

377580
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0 0
CH -CH~-CH-P .
3 ‘*~0R4
RN
. 0H3 f Cﬁ/- CH = P\\

| (1) |
donde X e Y son log definidos anteriormenté; R3 y R4i
son hidrdgeno, un metal como sodio, potasio, calcio,
magneéio, aluminio, plata, cobalto y hierro; un idn
amonio o un idén amonio sustituido como fenetilamonio,
bencilamonio, tetraamonio y dietilamonio. '

Los fosfonoamidatos pueden ser prepgrédos convir-
tiendo un compuesto de dcido (=) (cis-1;2-epoxipropil);
fosfénico en su haluro de dcido y después haciendo |
_reaécionaf este Ultimo con una amine primaria o secunda-
ria. Como ejemplo de tales aminas citaremos las siguiég
tes: dimetilamina, morfolina, dimetiletilendiamina,
ciclohexilamina, dimetilpropilendiamina, beﬁcilamina,

'hexametilendiamina, difenilamina, fenilamine y simila-
res., También se consideran las aminas sustitufdas como
clorofenilamina, aminoetilbenceno, B~etoxietilmorfolina,
dietoxietilamina, p-metoxibencilamina, p—nitrodife-

nilamina, fenetilamina y similares.

Los compuestos de Férmula I en los que X es —~OH
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se preparan haciendo regccionar un éster de fosfonoami-
dato con un equivalente aproximadamente de alcali, como

hidréxido sédico. La sal sédica asi formada puede ser

- "convertida despuds en el dcido libre por técnicas cono-

cidase. ELl éster ha sido preperado previamente haciendo
‘reaccionar primero el éompuesto de dcido fosfénico con
una sal de un metél pesado como nitrato de plata o ni-
trato de oro. A éontinuacién_se hace ‘reaccionar la disal
"metdlice con un haluro défalquilo como yoduro de metilo
0 de etilo, para formar un didster. El aiéster se hidro-
lize parcielmente tratdndolo con &leali, como hidréxido
sddico, para formar un semidster semisal, como por ejem
plo la sal sédica de (=) (cis~1,2-epoxipropil)fosforato
de metilo y el semiéstar semisal se convierte en el mono-
éster de haluro de dcido por reaccidn con cloruro de
“tionilo, por ejemplo. A éonﬁinuéoién el monoéster de
“halure de dcido se hace reaccionar con una amina como
dimetilamina, pare formar los compuestos en los que X
en la Férmule I es -OR, donde R es un radical hidrocar—
buro e Y es ~IRyRy. | o
Cuando X en i; Pérmula I es halégeno, pueden pre-'
pararse los haluros fosfonoanidicos cohvirtiendo la sal
de fosfonoamidato, donde X es —OH, en su haluro de dci-

do por reaccion con un agente halogenante como, por

377580
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£l deido (~) (cis-1,2-epoxipropil)fosfdénico ¥
sus sales que son Llos materiales de partide en la pre=-

paracidén de los nuevos fosfonoamidatos puede obtenerse

" por fermentacidn aerobia de medios nutritivos acuosos

sdecuados, en condiciones controladas, por ciertas

* variedades del gdnero Streptomyces como Streptomyces
fradise (MA~2915, NRRI~3417), Streptomyces viridochro-

mosenes (MA-2903,‘NRRL—3413) ¥ Strepltonyces wedmorensis |

(MA-3269, ATCC-21239). La fermentacion se lleva a cebo
e temperaturas comprendldas entre 25° y 38°C aproxima~
demente, E1l pH de los medios nutrmtlvos adecuados pare

cultivar el Streptomyces y producir el compuesto de

geido fosfonico puede variar entre 5,5 y.7,5 aproxlma—
denente. Bl acido (=) (cls-1 2-epox1propil)fosfonlco
puede ser aislado a continuacién del caldo de fermenta—
.¢idn por adsor01on en alimina 1avada con base o con

dcido. Bl material adsorbido puede ser elufdo de la

_aldmina con solucidn acuosa o hidroalcohdlica de hidré-

xido amdénico a un pH de 11,2 aproximadamente, recogiendo

‘ el eluato fraccionadamente. De esta forma se obtiene

la sal amdnica, Otras sales pueden obtenerse pasando
unavso;uoién de la sal amdnica por une resina cambisdo-
ra de catidn apropiada o mediante otras técnicas.cono—
cidas,

Ias (~) (cis~1,2-epoxipropil)amidas son eficaces

377580
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en lg inhibicidn del crecimiento de varios microorga-
nismos, En especial los fosfonoamidatos inhiben el cre-
cimiento de microorganismos tales como Proteus vulgarig

¥ Salmonelle schottmuelleri. Los antibidticos pueden

ser utilizados como desinfectantes en el lavado de hue-

~vos y de las zonas sometidas a la infeccién por Salmo-

.nella, Los amidatos y ous sales son también dbiles como

bactericidas en diversas aplicacidnes industriales, pSr
ejemplo en la inhibicidn del crecimiento indeseable de

bacterias en el ague blanca de las fébricas de papel

. ¥ en las ﬁinturas'como.la pintura de ldtex de‘acetato

de polivinilo, A .
Ias (-) (cis-1,2-epoxipropil)amidas son también

Utiles en el trataniento de las enfermedades causadas

. - por les infecciones bacterianas en los animales.

- Los nuevos derivados de deido (~) (cis-1,2-epoxi-
propil)fosfdnico pueden ser_administrados s0los o en

combinacidn con otros ingredientes bioldgicamente acti-

vos, especialmente con ofros agentes antibacterianos

como penicilina, esbreplomicina y novobiocing.
El siguiente ejemplo se da con fines ilustraiivos

pero no limitativos:

377580
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EJEMPLO 1

P=(-) (c’is-1..2-enoxi§ropil)~N.N--dimetilfosfonoa@ato |
Se colocan 62 g de (-) (cis—1,2~epoiipropil)fosfo~
nato de fenstilanonio en 390 ml de agué conteniendo
18,8 g (1 equivalente) de bicarbomato sédico. A 1la so-'
1uqién resﬁltante se gﬁade gota a gota, con agitacién,
‘una solucidn acuosé de.§6,16 g (2'equivalentesl de ni-
trato de plata; una vez completada la adiddn, la mez~
cla resultante se continda agitando durante 30 minutos
8 la temperatura ambieﬁte. Después se fiitra la mezcla
yrse lava bien con agua, acetona y éter, Ia disal de
plate que se obbiene (7413) se suspende-después en 500&1
_de dimetoxietano y se afiaden & 1a suspengién 64 g (2 equi
valentes) dé yoduro de metilo. Ia mezcls se continda agl
tando durante la noche a 50—6000,,despu4s de lo cual
ge filtra y el filtrado se evaporaba sequedad. ELl resi-
duo que contiene el éster dimetilico (32 g) se cromato-
grafis despuds sobre 90 g de gel de silice en cloro-
formo., ELl éster dimetilico obtenido del cromatograma (18 g)
ge disuvelve en 50 ml de agua y se afladen lentanente a
esta solucidn, con agitacidn, 0,9 equivalentes de hi~
dréxido sédico 2,6 N. Se agita la mezcla de reaccidn

durante la noche ¥y después se.evapora a sequedad. El

377580
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residuo contiens 15,% g de semidster semisal y 1,3 g de
diéster. El semidster semisal (3 g) se suspende en

100 ml de benceno con agitacidén y la suspensidén se en-
£ria en un bafio de hielo. Se afiade el equivalente de
cloruro de tionilo mds un exceso del 10 % a la suspen—

sién y la mezcla se agita a la temperatura ambiente dus

' rente 1 hora despuds de completads la adicién. A conti-

nuacidn la mezcle se enfria en. un bafio de hielo y se ha-
ce burbujear a través de la misma un gran exceso de di-
metilamina, Se prosiguen la agitacidén y el enfriamiento

durante media hora despuds de completada la adicidn y

".durante'media‘hora a:ia temperatura ambiente, Déspués se

£iltra la mezcla v el filtrado se evapora a sequedad. El

acelte de color ama?illo claro (12 g) qué se obfiene pox
evaporacidn del filtrado se cromatografia sobre 360 g

de gel de silice en cloroformo. Se-combinan las fraccio-

nes ; a‘14'(2,2'g) Ty por.degtilacién'en tubo, 'se obtie-

hen 2 g de un aceite amarillo claro que contiene le semi-

amide semiéster. 4 continuecibn se disuelve 1 g de la

seniamide seniéster en 25 ml de agua y se aifaden 0,95

equivaienxes de hidféxido sédico 2,6 N. Después la so-
lucidn se agita durante toda la noche a la temperatura
ambiente. Por liofilizaqién de la solucidn, se obtienen
600 mg de P~(-)(cis=1,2~epoxipropil)-N,H-dimetilfosfono~

amidato y se caracteriza por RN,

.., 377580



10

15

20

25

~ Cuando en el'procedimienio anterior se emplean
dietilanima, dibutilamina; y difénilemina en lugar de
dimetilamina, se obtienen respectivamente P—(f)(cis-
ig2;epoxipropil)—N,N;dietilfosfonoamidato‘sédioo,

P~(-) (ci8~1,2~epoxipropil )-I,N-dibutilfosfonoamidato

" 86dico y P=(~)(cis~1,2-epoxipropil)-N,N-difenilfosfono-

amidato sédico, 7

A continuacidn ilustramos un método de prepara~
cidn de los compuestos de dcido (-).(cis—1,2-epoxipro-
pil)fosfdnico de partida. - : -

A, Se emplea un cultivo liofilizado de Streptomy-
ces fradise MA-2913 (ATCG 21099) para inocular 50 ml
de medio estéril de la siguiente composicidén en un ma-

traz Erlenmeyer de 250 ml provisto de tabiques:

Gremos/litro |
Harina de évena molida - - ' 10
Hidrolizado de levadura = 10
Mgso4.§néo ' | 0,05
Tampén de fosfatod S 2m
Agua ¢.S. 7 A 8l resto

¥ 91 g ae KH,P04 y 95 g de Na,HPO, llevados & 1 litro
con agua destilada.
El medio se ajusta a pH 6,5 antes de la esteri-
lizacidn.

El matraz inoculado se incuba a 28°C durante 24

- 377580
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- horas en-un'sacudidor rofatorio. Se-emplean 10 ml del

,_caldo_resultahte para.inocular uﬁ‘éegundo matraz Erlen—

meyer de 250 ml conteniendo 50 ml del mismo medio es-
téril.'Después de una incubacidn de 24 horas a 28°C en

un sacudidor rotatorlo, el caldo de fermenta01on resul-

"tante se emplea para inocular un fermentador de 5 li=-

tros que contiiene 3 litros de caldo nutritivo estéril

de la siguiente composicidn:

.k. : T 'Gramos(1itro

Harina de avena molida D 30
Solubles de destilerfs , 10

 Harina de soja B "’_ o 25

‘ Citrato -sédico o _ L 4

" Ascorbato sodico T o ' .h,'ibl’ 0,5
Agua Cese i , . ) El resto

El nedio se agusta a pH 6,5 antes de la esteri-
lizacidn, . )

El medio inoculado se incubs & continuacidn a

:28°G durante 4 dfas mleniras se aglta ¥y airea el caldo

.,de fermentaclon con 3 litros de alre por ninuto, afia-

diéndose para 1mped1r la excesiva formacidn de espung
3 ml de un polimero de propilenglicol con un peso mole~
cular de 2000‘aproximadamente (vendido con el nombre co-—
mercial de Polyglycol PL2OObrpof la Dow Chemical Com-

pany). El caldo de fermentacidn resultdnte tiene una

- 877580
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actividad de 5,9 unidades/ml determinade’ por el enmsayo

. normalizado empleando Proteus yulgarig.

Una segunde fermentacidn empleando estg mismo
procedimiento d& un caldo con una actividad de 6,; uni-
dades/ml. '

Tos caldos procedentes de las dos fermentaciones
se combinan y se filtran. El caldo filtrgdo resultante
contiene 20 mg de sdlidos por'mililiﬁro ¥y & una diluecidn

de 1¢32 da una zZona de inhibicidn de 25 mm cuando se

ensaya frente al Proteusg vulgéris empleando el procedi-

miento de ensayo modificados. ,
Se agitan 96,5 ml del caldo durante 40 minutos -

con 2,5 g de aldmina lavada al dcido. A continuacidn se

filtra la mezcla y se halla que el filtrado contiene el

20 % .de lo actividad. El adsorbato en alimina filtrado '

~se lava y se eluye con amoniaco aoﬁoso a un pd de 11,2.

Se evapora el eluato para eliminar el anoniaco y se en-

_cuentra que da una zone de inhibicidn de 25 mm a una

dilucidn de 0,125 mg/ml por el procedimiento de ensayo

modificado. )
B, Se diluyen con ague hasta 50 ml, 10 ml de la

solucidn acuosa de la sal amdénica de deido (=)(cig=1,2-
epoxipropil)fosfinico conteniendo 200 mg de sélidos y la
solucidn resultante se pasa a.través de una columna de

200 ml (volumen sedimentado) de resina cambiadora de

377580
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" catidn (Dowex 50) en el ciclo de (+) «~fenetilamonio.

Despuds de recoger el eluato iniciasl, la colume se en

juaga con 200 ml de agua y el eluato totel recogido se

evapora a vacio hasta un volumen de 100 ml. E1 pH del
boncentrado se éjusta a 5,0 mediante la-cuidadosa adi-

¢idn de pequeiles porciones de resine Dowex 50 en el ci=

"clo deido y la solucidn dcida se filtra y se evapora a

sequeded en vacfo & la temperatura ambiente., EL residuo

‘se recoge en 100 ml de metanol y la solucion metandlica

se filtra para separar laes sales inorgénicas. Se concen—
tra el precipitado heasta volumen reducido, se afiaden

100 ul de isopropancl y se repite la evaporaciéh hasta

‘que se forman cristales. Ia suspensidn cristalina se re-

frigera durante unas 16 horas y el producto cristalino,

sel de mono-(+) w~fenetilamonio de deido (-)(cis~1,2-

~ epoxipropil)fosfonico, se recoge por filtracidn.

Debe entenderse que aungue este invento he sido
descrito haciendo referencia a las realizaciones parti-

culares del.mismo, pueden introd@cirée canbios y modi-

. ficaciones que se encuentran dentro de su alcance y so-

lo estard limitado 5or lag reivindicaciones del apéndice.

377580
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REIVINDICACTIONES

1 TUn procediﬁiento para le preparacidn qe
derivados de deido (cis-1,2—epoxipropil)fosf6nico de

férmula

donde X es‘—OH, -NR{R, o haldgeno; e Y es QOH{ ~NR4Ry
o haldgeno donde '
By y B, son hidrégeno o un radical hidrocarbilo
0 bien -NRqR, es un resto de una emina ciclica primaria
) seéundaria-y las sales del mismo cuando uno de los ra-

dicales X e Y es -~0H, con la condicidén de que por lo

.menos uno de los radicales X o Y sea —VR%RQ, cuyo proce;

dimiento consiste en hacer reaccionar con uns amina pri-

-

maris o secundarie un compuesto de fdérmula

0 0
/N X

CHy - CH - CH ~ P
~y

donde X e Y son haldgeno u ~OH, con la condicidn de que
por lo menos uno de los radicales X o Y sea haldgeno.

2. Un procedimiento segin la reivindicacién 1,
en el gue el compuesto qbtenido es una sal cuvando X es,
~OH y el catién es un metal alcalino.

3. .Un procedimiento segin la reivindimcién 1,

- 377580
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1 ~ “en el que el compuesto obtenido es una sal'aﬁinica.cuan-
. 4o X es -OH.
4, ﬁn procedimiento segin la reivindicacidn 1,
en el que X es ~OH enY es "NRlRZ‘
5? ‘ 5. Un procediuwiento segln la reivindicacidn 1,
- 'eﬁ el que el compuesto obtenido es P—(-)(cis-l,?—epoxi;
propil)-N,N-dimetilfosfonamidato sbdico. .

6. Un procedimiento segln la reivindicacién 1,
en el que el compuesto obtenido es una sai morfoliné del
10. - ééido (—)(cis-l,Eeroxipropil)moffolinofosfénico.

7. Se reivindica por Gltimo, como objeto sSobre
el que ha de recaer la Patente de Invencidn que se soli-
cita: "UN PROCEDIMIENTO PARAbLA PREPARACION DE DERIVADOS
DE ACIDO (CIS-l1,2~-EPOXIPROPIL)FOSFONICO",

15 ‘ " Todo conforme queda descrito y reivindicado en
la presente Memoria descriptiva, que consta de dieclocho
piginas mecanografiadas.

Madrid, 16 de marzo de 1970.
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