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CERTIFICADD DE ADICIOUWN
a favor de
LABORATORIOS LAFARQUIM, S.A., de nacionalidad espafiola, residen
te en Madrid, Avda., de Aragén, 18, por: "PERFECCIONAMIENTOS IN-
TRODUCIDOS EN EL OBJETO DE LA PATENTE PRINCIPAL NUM. 375,765
por: PROCEDIMIENTO DE OBTENCION DE UN NUEVO DERIVADO DEL CLORAN
FENICOL",

Memnria descriptiva

El cloranfenicol es un antibiético de amplio espectro
considerado en la actualidad como uno de los més efectivos en
la terapéutica de las infecciones. Tiene sin embargo un serio
inconveniente que dificulta su empleo, restringiéndole al trata

miento de las salmonelosis o de infecciones sensibles al cloran
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fenicol y que no lo sean a otros antibiéticos mas indcuos,

Este efecto secundario es su mielotoxicjidad, qué se
manifiesta precozmente por su intensa vacuolizacidn de las cé
lulas eritro y mielobldsticas y que posteriormente puede con-
ducir al desarrocllo de una anemia apldstica que con élevada
frecuencia tienen un fatal desenlace,

De los estudios efectuados en los Estados Unidos -~
por Ingall y colab; Webster y colab., Woblfe y colab,, parece
inferirse que el mecanismo de aceidn primario de los efectos
antibacterianos‘puade ser distinto al mecanismo de accidn mige
lotéxica, secundario al mecanismo principal y que puede ser
superado sin afectar sus efectos antibacterianos,

Experiencias efectuadas en los Estados Unidos en es
te sentido permitieron la recuperacién de los efectos tdxicos
del cloranfenicol sin menoscabo Ea su eficacia terapéutica.

Siguiendo esta lfnea de trabajo, las experiencias =~
realizadas en el Centro de Investigacidn de Lafarquim, S.A.
han conducido a la obtencién del éster fenilalanfnico o l-ami
no-B-fenilpropiénico de cloranfenicol, compuesto dotado de -
una excelente tolerancia general en el que se ha chviado en
fuerte proporcidn el serio inconveniente de la mielotoxicidad
sin menoscabo de sus efectos antibidticos.

Este producto se absorbe por vfa oral y rectal y se
tolera perfectamente por vfa parenteral.

Las experiencias clfnicas efectuadas en 40 nifios de
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1-2 affos de edad han confirmado la eficacia terapéutica del -
compuesto; por otra parte, no solo no han aparecido sintomas
de mislotoxicidad sino que han conseguido la desaparicidn de
los sfntomas precoces que se presentaron en los enfermos tra-
tados con cloranfenicol,

El ester fenilalanfnico del cloranfenicol se presen
ta en forma de agujas incoloras, de sabor amarge, soluble en
agua y etanol, Su forma bioldgicamente activa es la levorrota
toria, Es extremadamente estable., No es afectado a un pH en-
tre 2,0 y 9,0 y resiste la ebullicién en agua, Tampoco es -
afectado por la luz,

El ester fenilalanfnico de cloranfenicol conserva -
toda la actividad del cloranfenicol, Esta actividad antibacte
riana "in vitro" no solo es igual cualitativa sino tambien
cuantitativamenfe. Reproducimas a continuacidn un cuadra de
experiencias "in vitro" en que aparecen las actividades compa

rativas de ambos compuestos frente a diversos gérmenes repre-

sentativos,
CmI (mcg/ml)
Ester de cloranfae-
Germen Cloranfenicol nicol expresado en

cloranfenicol

‘! pneumonias 15 15

Staf. aureus OXFORD 5 5

Haemophilus influenzae 1 1

B cereys var, mycoides 2,5 2,5 - §
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ChI (mecg/ml)

Ester de cloranfe-

Germen Cloranfenicol nicol expresado en
cloranfenicol
B pumillus s.p. 1,25 - 1,25 =~ 2,5

"In vitro", sl ester fenilalanfnico de cloranfsnicol
tiene la misma actividad que el cloranfenicol. Las pruebas com
parativas frente a gérmenes gram-positivos y gram-negativos
son absolutamente concordantes a este respsctos

Eomo en el caso del dloran?enicol, algunas especies
bacterianas-pueden hacerse resistentes al éster fénilalaninico
de cloranfenicol "in vitro" mediante cultivos seriados en con=~
centraciones progfesivamenta ascendsntes de la draoga,

Sin embargo, las experisncias clfnicas con cloranfe~
nicol en la terapdutica de la fiebre tifoidea, scoub typhus y
oiras infecciones sugieren que el desarrollo de resistencias
"in vitro" no constituye un importante problema.

€l ester fenilalanfinico de cloranfenicol parsce inhi
bir, como el cloranfenicel, la sintasis proteica de las bacte-
rias, por interfersncia con la utilizacidn de la l=-alanina, No
parece interferir, en cambio, de una manera primaria sino se-
cundaria, la utilizacién de la fenilalanina, Esta afectacidn
secundaria parece ser responsable de las altesraciones de los
precursores de las células de las series eritrocftica y mielo-
cftica que es lo que parece obviarse con el éster fenilalaninji

co de cloranfenicol,
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Ejemplo ly= Disolver 16,5 grs, de l~fenilalanina en
210 c.ce de dcido férmico del 98% affadiendo gota a gota 70 c,
c. de anhidrido acético, de forma gue la témperatura se manten
ga entre 5 y 152, Terminada la adicién manténgase la agitacién
una hora, Por recristalizacidn se obtiene la N-formil-l-fenila
lanina,

A una solucién de 19,3 g. de N-formil-l-~fenilalanina
y 32,3 grs, de cloranfenicol en 100 ml de dimetilformamida y
S0 ml de piridina, enfriada a 02, se adiciona bajo agitacidn
20,6 g, de dicicleohexilcarbodiimida, Se continua agitando du-
rante una hora a 08C y durante 5 horas a temperatura ambiente,
Se separa por Filtfacidn la dicidchexilurea y evapora a vacio,
El residuo formado por el N-formil-l-alaninato de cleoranfenicol
se disuelve a 200 c.c. de etanol, se adicionan 200 c,c. de HCL
2N en etancl y se somete a agitacién durante 24 horas a 0%C,
Se obtiene un precipitado del hidrocloruro del l-fenilalanina-
to de cloranfenicol que puede purificarse por recristalizacidn
de alcohol de 90%. |

Ejemplo 2.- Enfriar en un bafioc de agua helada la so-
lucién de 16,52 g, de fenilalanina en 250 ml, de NaDH 4N, adi-
cionar en porciones 17 g, de cloroformiato de bencilo y 25 ml.
de NaOGH 4N, manteniendo la agitacién durante la operacidén, Ter
minada la adicidn se acidula con 4cido clorhfdrico con lo que
se obtiene la N-carbobenzoxi-l-fenilalaninay

A una solucidén de 13,79 g, de N-carbobenzoxi~l=-fenil
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alanina y 19,38 g. de cloranfenicol en 50 ml de dimetilforma-
mida y 40 ml de piridina, enfriada a 0°C se afiaden bajo agita
cidn 12,36 g. de diciclohexilcarbodiimidas Se continda la agi
tacidn durante una hora a 08C y ecinco horas a temperatura am-
biente,_sa filtra la diciclohexilurea pracipitada y se vierte
la solucidn en 600 ml de agua helada, Se obtiene el N-carbo-
benzoxi-l-fenilalaninato de cloranfenicol qus puede purificar
se por recristalizacién de alcohol-acstona.

Para eliminar el grupo “carhobenzoxi" pueden seguir
se dos procedimientos: - 7

a) Disolver 3,02 g, de N-Carbobenzoxi-l-fenilalani-
nato de cloranfenicol en 250 ml, de metanol, afiadir 1 g, de
paladio al 10% sobre carbén activo y adicionar 25 ml de HCL
2N en metanol, Se hace borbotear una corriente de hidrdgeno -
durante una hora, se filtra el catalizador y se enfrfa a 02
durante unas horas, al cabo de las cuales precipifa el clorhi
drato de l-fenilalaninata,

b) 3,5 g de carbobenzoxi-l—?aniialaninatn de clorap
fenicol se disuelven en § ml de 4cido triflioroacético anhidro,
se caliera a ebullicién durante 20 minutes, se evapora el 4cji
do trifluoroacético y el residuo se trata con eter etflico -
anhidra,

El producto cristalino gue se obtiene formado por
trifluoroacetato de l-fenilalaninato de cloranfenicol se die

suelve en 10 ml de etanol y se affaden 10 ml de HCL 2N en éter
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etflico, Despues de dos horas a 02C se filtra, obteniéndose el
fenilalaninato de clofanfenicol. '

Ejemplo 3.~ A una solucidn de 4,6 g de N-carbobenzg
xi=l-fenilalanina y 2,8 g de trietilamina en 35 ml de dimetil—
formamida, enfriada a 152 C se afiaden 2 cc de cloroformiato de
etilo, Manténgase la agitacién 15 minutos a esta temperatura y
afiadanse 6,46 g de cloranfenicol disueltos en 25 ml de piridi-
na y 10 ml de dimetilformamida y déjese 12 horas con agitacién
y a temperatura ambiente, Verter el producto reaccionante sobre
250 ml, de agua helada con lo que se separari el N-carbobenzg
xi~l=~fenilalaninato de cloranfenicol,

Para eliminar el grupo carbobenzoxi, se utilizan los
procedimientos a) y b) del ejemplo 4,

REIVINDICACTIONES

1) Perfeccionamientos introducidos en el objeto de
la patente principal ndm, 375,765 por: "Procedimiento de obten
cidn de un nuevo derivado del cloranfenicol® caracterizadospor
realizarse por bloqueo del grupo amino de la l-fenilalanina
mediante el grupo formilo, condensacién de la N~formil-l-fenil
alanina con el cloranfenicol mediante la diciclohexilcarbodii-
mida y eliminacién del grupo formilec por hidrolisis con HCL 2N,

2) Perfeccionamientos introducidos en el objeto de
la patente principal néim, 375,765 por: "Procedimiento de obten

cién de un nuevo derivade del cloranfenicol", caracterizadoS-

/:;r realizarse por bloqueo del grupo amino de la l-fenilalani
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na con cloroformiato de bencilo, condensacidn de la N-carboben
zoxi-l=-fenilalanina con el qlorgclnranfsnicdl vfa diciclohexil
carbodiimida y eliminacidn del grupo carbobenzoxilo con dcido
trifluoroacético o mediante hidrogenolisis con hidrdgeno en
presancia de paladio como catalizador.

3) Perfeccionamientos introducidos en el objeto de
la patente principal ndm, 3754765 por: "Procedimiento de obten
cidn de un nuevo derivado del clpranfenicol" caracterizado por
realizarse por bloqueo del grupo aminico de la 1—fénilalahinai
con cloroformiato de bencilo, condansacidn de la N-carboben,
zoxi-1-fenilalanina con el cloranfenicol mediante el clorofor
miato de etilo y posterior eliminacién del grupo carbobenzoxi
lo con hidrdgeno a presién ordinaria en presencia de paladio
como catalizador o con 4cide trifluoreacética,

4) PERFECCICNAMIENTOS INTRODUCIDOS EN EL OBJETO DE

LA PATENTE PRINCIPAL N2 375,765 POR: "PROCEDIMIENTO DE OBTEN

CION DE UN NUEVO DERIVADD DEL CLORANFENICOL
Esta Memoria consta de B_hdjqé foiiadas Yy mecano- .

grafiadas por un solo lado de.sus caras,

Madrid, 20 de juni?iigjﬂqo
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