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PROCEDIMIENTO PARA LA OBTENCION DE DERIVADOS DE ACIDOS
6-SUSTITUIDO-AMINOPENICITANICO Y 7-SUSTITUIDO-AMINOCE-
FATOSPORANICO .

Sotisilante: KONINKLIIKE NEDERLANDSCHE GIST— EN SPIRITUSPABRIEK N.V. ,
entidad holandesa, residente en Wateringseweg 1,
Delft, Holanda.

Este invento se refiere a un procedimiento para
preparar nuevos derivados de &cido penicilénico y cefalos-
porénico, terapeuticamente dWtiles, que corresponden a la

férmila general:
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donde X representa un atomo de hidrdgeno, un grupo
5. hidroxi, un grupo alcanoiloxi inferior, el grupo
-CH,X y el grupo carboxilo de la férmula III se onla-—
zan parae formar juntos un grupo de lactona, tal como,
-ﬁO—CHa-, es{ como un grupo deé lactama, tal como
o |
-ﬁ-NH-CHZ-’ R representa tanto un gfupo alquilo infe-
0

10. rior cuanto un arilo tel como fenilo y naftilo, que
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lleve a discrecidn al menos un sustituyente elegido
entre'étomoa de cloro y fluor y grupos nitro, amino;
alquilo inferior, preferiblemente el grupo 2,6-dicld-
rofenilo, asi{ como un grupo alquile terciario, que
puede ser un adamantilo, R1 representa tanto un atomo
de hidrdgeno cuanto un érupo.alquilo inferior, aes{
como r! representa un grupo carboxilo esterificado a
discrecidn con un grupo alquiio inferior o transforma—
do en una sal de metal alcalino, metal alcalinotérreo
y emina, un grupo carbamilo;ciano, amino y un gtomo de clo
ro, sz repreagenta un 4dtomo de hidrégeno o de hai&geno, un

grupo ciano, amino y aralcoxicarbonilamino 1nfefior,

‘un grﬁpo glquilo inferior, un grupo carboxllo esteri-

ficado con un grupo alquilo inferior, arilo, preferi-
blemente fenilo y aralquilo, preferiblemente hencilo,
as{ como R® representa un grupo carbamoilo qué lleve

e discrecidn en el dtomo de nitrdgeno un sustituyente
tanto alquilq inferior cusnto fenilo, y sales de metel
alcalino, metal alcalinoteérreo y amina, @steres tal
como, esteres de trialquilsililo inferior, dialquilo
inferior-monohalogililo, bencilo, fenacilo,y amidas

tal como derivado de sacarilo de los dcidos penicilé-
nicos y cefalosporanicos mencionados. El término "infe-
rior" aegﬁp se emplea en la presente memoria al alquilo

del grupo alcancilo significa que el grupo contiene



como mgximo 4 gtomos de carbono.
Lbe compuestos dei presente in&ento 86 puedeﬁ
preperar por diversos métodos diferentes.
Segin una caracteristica del invento, los
54 compuestos de la Edrmula genersl I se preparan hacien-
do reaccionar.una sal, éster asi como emida de un com-
puesto tanto de gcido 6-aminopénicilanico cuando de

dcido 7-aminocefalospordnico de fdérmula:
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10, ' donde X tiene el significado anteriormente indicado con

el sustituyente de X cuando se emplea un grupo hidroxi
preferiblemente protegido, con un ester activo tal como
éster de 2,4~dinitrofenilo, éster p-nitrofenflico, o un
éster de N~hidroxisuccinimida, de un dcido de formula

15. generals

~
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donde R, R y R2

tienen los significados definidos
anteriormente, as{ como de un derivado funcional acti-
vo de los mismos apropiado como agente acilante pars
un grupo amino primario. Dichos derivados comprenden

5e los cloruros carbox{licos cog;espondientes bromuros,
_anhidridos de dcido, incluyendo anhidridos mezclados
preparados & partir de deidos mds fuertes, tales como
monoéstereés elifdticos inferiores de dcido carbdnico,
de dcidos alquil- y aril-sulfdnicos y de dcidos mds

10, estéricamente impedidos tales como el dcido difenil-
acético. -

Ademds, se puede emplear tanto une azida dci-
da cuanto un tiodster activo tal como con tiofenol y
gcido tioacdtico del dcido.

15. | Alternativemente, el propio dcido libre se
puede acoplar tanto con el compuesto de 6~aminopenici-
ldénico cuanto con el compuesto de 7-aminocefalosporanico
mediante el uso de un reactivo de carbodiimida. En lu~
gar de los ésteres 2,4-dinitrofenflico y p-nitrofen{li-

20, co, se puede emplear una azolida correspondiente, tal
como una amida del acido correspondiente cuyo nitrdge-
no de la emida es un miembro de un enillo de 5 miem-
bros quasiaromdtico que contiene por lo menos 2 atomos
de nitrdgeno, tal como imidazol, pirezol, los triazolos,

25. benzimidazol, benzotriazol y sus derivados sustituidos.
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El éster, sal y amide del producto obtenldo
por el procedimiento citado se puede convertir, en los
gcidos correspondientes penicildnico y cefalosporanico,
por ejemplo cuando se emplea un €ster de sililo tal
como trialquilsililo, de 1la materia prima de la
férmuls IV de V como reactivo el grupo esteri-
ficante se puede hidrolizar facilmente parae obtener el
compuesto del dcldo correspondiente de fdrmule general I.

Otro metodo, segun el invento, para preparar
los compuestos de la fdrmuls general I comprende hacer
feaccionap wn deido de la férmula general A-COOH, en la

que A representa el grupo:
R R

(vin)

H
N ¢ -

Ny e

donde R, Rl Yy R2

tienen los significados definidos ante-
riormente, que tiene grupos reactivos en el radical A
apropiadamente protegidos, con un compuesto tanto de
deido 6-isocianatopenicilénico cuando de dcido T-iso-
cianato(desacetoxi)cefalospordnico de férmula O = C =N «
- Q, donde Q tiene el significado anteriormente definido,

que tiene atomos asi como grupos protegiendo al grupo



carboxilo y grupo hidroxi discreccional, cuando se
encuentra presente tal como cuando X en la fdérmula III
es hidroxilo. De preferencia, el grupo que protege al
radical cerboxilo, y radical hidroxilo cuando se en-

5. cuentra presente, tantoenelreactivo 6-isocianatopenici-
lénico cuanto en el reactivo‘7—isocianatocefalosporé~
nico es un grupo di- o tri- alquilsililo, que se puede
separar facilmente del producto resultente por hidrd.

lisis.

10. . La reaccidn entre el dcido carboxflico de 1a
férmula A-COOH e isocianato de la férmula OCN-Q se lie-
vs a c?bo preferiblemente en un medio disolvente orga-
nico inerte como puede ser tolueno, diclorometano y
banzonitrilo. Una pequefla cantidad de una base orgdni-

19, ca, por ejemplo un imidazol sustituido, puede servir
como catalizador. La reaccidn prosigue segun el esquema
de reaccidn diseflado a continuacidn pare derivados de

gcido penicildnico.

//s\\c,//c S\ ,/ 3

A-COOH~+ OacaN-TH - e A-CO-NH-CH - CH

H
, ] !\\\0H3 l J LH + €O,
© D — H C~——- e - GOOF
0

7
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donde E representa un grupo que protege al grupo car-
boxilo durante le reaccidn y se elimina, por ejemplo,
por hidrdlisis, despuds de la reaccidn.

En otro metodo para preparar los derivados
de dcido penicildnico y cefalospordnico de férmula ge-—
neral I, tanto un compuesto de gcido 6-isocienatopeni-
cildnico cuanto de dcido 7= isocianatocefalosporgnico
0 =C=N-Q; donde Q tiene el significado definido
éﬁteriormente, que tiene el grupo carboxilo, y un gru-
po hiéroxilo cuando se encuentra presente, debidapente
protegidos, se hace reaccionar con un compuesto ofgano;
I, AMe 1l
-Hel y A-Mell_A, donde A tiene el significedo definido

metalico de la férmula elegida entre A-Me

anteriormente; Me representa un dtomo de metal tal como
litio, sodio o magnesio, indicando el numero I ¢ II

su valencia, y Hal representa un halogeno, preferible-
mente cloroc o bromo, seguido de la hidrolisis del pro-
ducto intermedio obtenido para eliminar el idn metdli-
co y cualquier grupo hidrolizeble que protege al grupo
carboxilo. La reaccion se lleva & cabo en un medio di=-

gsolvente organico anhidro en condiciones que favorezoan

una, reaccidén del tipo de Grignard Reformatsky y similer.

Las materias primes de isocianato de la fdr-
mula general 0 = C = N - Q, donde Q tiens el significa-
do definido anteriormente, se pueden preparar haclendo

reaccionar fosgeno con un derivado tanto de dcido peni-



10.

15.

20,

25

cildnico cuan;o de dcido cefalosporénico de la formu-
la general W—k-Q, donde W representa tanto un atomo
de hidrdgeno cuanto un grupo ue puede sér el grupo
W-~NH- ea facilmente convertible en un grupo isocisnato
por reaccidn con fosgeno, y 6l grupo Q tiene el signi-
ficado definido anteriormente, con el carboxilo, y el
grupo hidroxilo cuanto esté presente, debidamente pro-
tegidos. El grupo W en la materia prima se puede intro
ducir en el grupo amino del derivado de acido 6-amino-
penicildnico y T-aminocefalosporgnico simultaneamente
con la proteccidn del grupo carboxilo, y'el grupo hidro
xilo, as{ como despueés. De preferencla, el grupo W es
un grupo trialgquilsililo inferior. Cuando W es un grupo
facilmente eliminable, la‘reaccién de dichos compuestos
con fosgeno se efectua con mayor facilidad en las mis-
mas condiciones de reaccion que cuando W representa un
dtomo de hidrogeno. Ia reamccidn con fosgeno se debe
llevar a cabo en un medio disolvente orgénicovinerte
anhidro que tenga en consideracidn la reactividad del
grupo isocianato resultante.

El tolueno y el cloruro de metileno, asi
como mezclas de los mismos, son particularmente apro-
plados. Ademds de facilitar la reaccidn, una base orga-
nica se puede afladir peras aceptar y retener el cloruro

de hidrdgeno formedo. Es preferible que esta base sea
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une amina terclaria, por ejemplo trietilamina, que no
reacciona con la funcidn del isocianato. Como las tem-
peraturas elevadas darien lugar a la descomposicidon del
nicleo del dcido penicildnico asi como dcido cefalos-
poranico, la reaccidn se lleva a cabo preferentemente
a tempqraturas muy bajas, preferiblemente de -409C.

Las materiss primas de dcido 1s0xaz0l=5-11a~
cetico sustituldo de la fdrmulae VI, la mayoria de las -
cuales son nueves y forman por lo tanto una caracteris-
tica adicional del invento, se prepararon por los medios

mencionados mds adelante:

R - _r' 1)Bmai 6
R1-0=C-CHy T ‘ - Buli/TMEDA
cemino 1 N CHy 2)C0,; 9o
N
R1-G=C-CH2CO0H
camino 2 R1
R'~0=0-CH,,CH,,0H l I oxidacién
g CH,,CH,,OH (VIA)

camino % o

1o0s Jxidos de nitrilo iniciales se pueden preparar

empleando métodos conocidos.

La reaccibén con n-butil-litio frecuente-
mente con ventaja en presencia de tetrametilen-
dismina (TMESDA) se puede llevar a csbo en disol-
ventes aprdticos, tales como tolueno y tetrahidro-

furan, Este medio o via 1 permite la mayor variacién



- 11 -

en los compuestos deseados. En élgunos casos, el grupo
R! se ha cambiado en otro grupo, tal como +COOH en fCOME
¥, =CNen-MNi,, después de la resccidn de adicidn 1,3-di-
polar, pero antes de la litiacidn para evitar la sinte-

5. g8is de los acetilenos iniciales, que en ocasiones son
diffciles de preparar.

La introduccidn de un grupo R? # H en la f£ér-
mulg VIA seApubde llevar a cébo directamente, por el me-
dio o via 1 comenzando con 1-butina (R2 = CH3) en lugar

10. de propina.

i Los otros medios son:
1) ol-halogenacidn de compuestos de formula VI A, segui-
, do a discrecidn por la reaccidn con un agente nucled-
filo, tal como el gcido <A-amino (fdrmula VI:

15 R=2,6~diclorofenilo, R1=H, RafNHa) s8e prepard por
OA~bromacidn del isoxazol-S~ilacetato met{lico co-
rrespondiente con 1,3~dibromo-5,5~dimetilhidantoina,
seguido de hidrdlisis y reaccidn del dcido ol~bromo
con amoniaco concentrado. Esto era una sintesis per-

20, ' feccionada de dcido ibotémico (andlogo de éste).

2) por ~A-litiacidn de los dcidos carbox{licos de for-
mula VI A y reaccidn con un agente apropiado.

Como e jemplos. de nuevos compuestos de la for-
nula general VI, que se pueden preparar segun el esque-

25. ma deserrollado, son aquellos, en los que:
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R R R
Ademantilo H H
4-nitrofenilo H H
4~gminofenilo H H
2,6-diclorofenilo H NH - c@ - 0 - CH, \*/‘ NO,
2,6-diclorofenilo H Br
2,6-diclorofenilo - ([‘i - NH H

0

2,6-diclorofenilo - 0== H
2,6-diclorofenilo H NH,
2,6=diclorofenilo CH3 H
2,4,6-trimetilfenilo c1l
2,4,6=trimetilfenilo CH3
2,4,6-trimetilfenilo CH_3 H

. 2,6=diclorofenilo c1 H
2,6-diclorofenilo NH,

- de férmula general I tienen propiedades antibidticas

Tos nuevos derivados de acido penicilénico

que ios hacen dtiles ern potencia para seres humenos y

" ticos conooidos. Algunos de los nuevos compuestos de

-la Pérmule general I tienen actividades comparables

‘5, ,. . animgles, por si solos y mézclados con otros antibid-

con los de la peniciline G; tienen actividades especia-
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les contra organismos Gram positivos y, tienen ademss,
una buena actividad contra los estafilococos resisten-
tes & le penicilina, especimlmente de 193 compuestos
en los qué R representa ei grupo 2,6-di£10rofenilo,

R representa un atomo de hidrdgeno asi como un grupo
matilo, R2 representa un étoﬁﬁ de hidrdgeno y Q es un
grupo elegido de entre las férmulas II y III donde X
representa un grupo acetoxi y las sales de dichos com-
pueatos. .

Los compuestos segun el invento se emplean
preferiblemente para fines terapguticos en forﬁaade
una sal no tdéxica que puede ser la sal sddica, potd-
sica y calcica. Otras sales que se pueden utilizar
comprenden las sgles no tdxicas apropiadamente crista-
lizentes con bases organicas tales como aminas, por
e jemplo trialquilamina, procaina y dibenzilamina.

Para el tratamiento de infecciones bacteria-
nas, los compuestos antibacterlanocs de este invento se
pueden msdministrar tanto por via tdpica como oral y pa-—
renteral, segun procedimienﬁos tradicionales para lsa
administracion de antibidticos. Se administran en do-
sis unitarias que contienen uﬁa cantidad efectiva del
ingrediente activo en combinacion con vehiculos y ex-
cipientes aceptables desde un punto de vista fisiold-

gico. Las dosis unitarias pueden encontrarse en forma

’
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de preparados 1lfquidos, por e jemplo soluciones, suse
pensiones, dispersiones y emulsiones, asi como en for-
ma 8dlida, por ejemplo polvos, tabletas, cdpsulas y
otros.

Por consiguiente, el invento comprende com-
puestos terapéuticos, que comprenden una cantidad efec-
tiva de uno de los compuestos del invento, en combina-
cion con un vehiculo o excipiente inertes apropiados.
Tales composiciones terapéuticas pueden comprender tam-
bién al menos un ingrediente terapsutico ademds de uno
de los compuéstos. -

El término "cantidad efectiva", segun se
emplea en la presente memoria con relacion a los com-
puestos descritos, se debe interpretar como una canti-
dad que sea suficiente pars déetruif e inhibir el desa~-
rrollo del microorganismo subsceptible, cuando se ad-
ministre del modo normal, en otras palabras, una can~
tidad que sem suficiente para controlar el desarrollo
de bacterias. Los expertor en la materia pueden deter-
minar con facilided la magnitud de una cantidad efec-
tiva mediante procedimientos normales que se emplean
para determinar la actividad relativé de agentes anti-
bacterianos, cuando se utilizan contra organismos sus-
ceptibles por las diversas vias de administracidn dis-

ponibles.



5.

10.

15.

20,

25.

- 15 -

Los vehiculos y excipientes apropiados pueden
consistir en cualquier ingrediente que sea converiiente
y aceptabie dasde un punto de vista fisioldgico y que
pueda servir para facilitar la administracion del com-
puesto terapeuticemente activo. Los vehiculos pueden
e jercer alguna funcidn auxiliar por ejemplo la de ser—
vir de diluyente, agente pare enmascarar el sabor,
agente aglutinante, agente para una accion retardada,
eatabilizador, y otras funciones.

Los vehiculos que sirven de ilustracidn pue~
den consistir en: agua, que puede contener gelat;na,
gome arabigs, algenato, dextran, polivinilpirrolidona,
carboximetilcelulosa, o similar, etanol acuoso, Jarabe,
mezcla salina'iaotdnica, glucosa isotonica, almidon,
lactosa y cualquier otra meteria utilizada comunmente
en la industria farmacéutica y veterinaria. Otros as-~
pectos del invento comprenden un meétodo para inhibir
el desarrollo de las bactérias aplicando en el habitat
de las bacterias una cantidad efectiva de los compues-
tos antlbacterianos descritos en la presente memorxria.

Por ejemplo, el método se puede aplicar al
tratamiento de una infeccidn bacteriana en animales
administrandoe al animal hospedante una cantidad efecti-
va de un coﬁpuesto antibacteriano.

A continuacidn se ilustra el invento mediante
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los e jemplos que siguen.

EJEMPLO I'
Preparacidn de dcido 5—%[3;(2,6-d1010rofenil)isoxazol—
-5—1;7hcetamido%--penicilénico (sal sodica)

o1
c—0C s
Hr\o/'t: ——CH, - c@- N -0 - g/ \c:f,:/CH‘3
: N
an ™ cooNa

En un matraz de tres cuellos, equipado con
un tubo de sdmisidn de gas, termdmetro y embudo de go-
teo, se prepard una suspensidn de 755 mg (3,5 mmols)
de dcido 6-aminopenicildnico en 10 cc de acetato de
etilo bajo atmdésfera de nitrdgeno. E1 matraz se refri-

gero en un bafio de hieio'y se ditadieron 0,51 ecc (3,8

‘mmols) de trietilamine, seguido al cabo de 10 minutos

de 0,48 cc (3,8 mmols) de trimetilclorosilano. Se con-
tinud aéitando la mezcla por espacio de unos 35 minutos.
Se afindieron otros 0,51 cc (3,8 mmols) de trietilamins
y después se introdujo cloruro de 3-(2,6-diclorofenil)-
isoxazol~5-ilacetilo, preparado por la reaccidn de clo-

ruro de ‘tionilo con dcido 3-(2,6-diclorofenil)isoxazol-
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-b5-ilacético en eter diet{lico con unas trazas de dime-
tilformamida en 5 cc de acetato de etilo, gote a gota,
a la mezcla de reaccidn y en 1la proporcidén necesaria
para que la temperatura no se elevara por encima de 52C.
Una vez finalizada la adiciég, se retird el bafio de

hielo y se continué agitendc la mezcla durante otros

. 90 minutos a la temperatura ambiente.

Ta mezcla de la reaccidn se vertid entonces
on una mezcla de 20 cc de agua y 20 cc de eter diet{li-
co refrigerando con_hiélo y manteniéndo el vH a 6,8.

La cape acuosa Se 1avé otra vez con 30 cc de dter die-
t{lico. La capa acuosa se acidulc despues de afiadir

40 cc:de éter diet{lico a un pH de 1,5. Despues de la
separacidn, la capa. acuosa se lavo de nuevo con 30 cc
de ¢ter dietflico. Las capas orgdanicas se combinaron
y se lavaron una vez con 20 cc de agua de hielo gcidu-
lada a un pH de 1,5 y despuds con 20 cc de agua de
hielo. Después de secar y trater con Norit, la cape
organica se concentrd hasta aproximadamente le mitad
de su volumen y entonces se afiadid capronato de C(—etilo
sddico. La sal sddica precipitada se filtr&, se lavd
con éter dietilico y se secd.

El rendimiento fué de 550 mg (32 %). Segin

TLC el compuesto era puro.
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EJEMPLO IT
Preparacidn de gcido 6—%[3—(2,6—diolorofenil)isoxazol-
-5—1;7hcetamida} —penicildnico (sal sddica)

Un recipiente de tres cuellos de 250 cc de
capacidad se equipd con un tefmdmetro, un buen conden~ |
sador y embudo de goteo. La reaccidén se llové a cabo en
atmosfera de nitrdgeno. Se introdujeron en el recipien-
te 220 cc de diclorometano y 2,72 gm (10mmdles) de aci-
do 3~-(2,6-diclorofenil)isoxazol-5~ilacético. Después
de introducir 0,13 cc de N~vinilimidazol (un cataliza~
dor), se afiadid gota a gote una solucidn de 3,14 gn
(10 mmoles) de 6-isocianatopenicilanatotrimetilsilil';.ico
en diclorometano, gota a gota, a la solucidn agitade a
202C. Al cagbo de 23 horams la reaccidn 1legd a su fin y
el isocianato se convirtid en un grado de aproximada~
mente el 70 % en el producto deseado. La mezcla de reac-
cidn se virtid en agua de hielo tamponada a un pH de 7
y se extrajo dos veces con eter dietilico. La capa acuo-
sa se aciduld a un pH de 4,0 y se extrajo tres veces
con éter dietf{lico. El producto deseado se separd com-
pletame;te de 1la capa acuosa. Las capas orgdanicas reco-
gidas se laevaron con una pequefia cantidad de agua de
hielo y despues se secaron en sulfato de magnesio anhi-
dro, se filtraron y se concentraron en un cierto grado

in vacuo a 02C.
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Une solucién de :¥-etilcapronato sédico en
acetato de etilo se afiadib gbta o gota a la solucidn
concentrada. El precipitadd iﬁcoloro formado se recogld
en un filiro, se lavd con éter dietilico y se secd
in vacuo. Rendimiento 2,81 gm (57 #). Andlisis del espec-
tr? PMR del producto disuelto~en hexadeuterodimetilsul~

féxido (60 Mc, valores éf en ppm, referencia interna

tetrametilsilano): A
N doblete a 8,95 (0,7 protones)
CgHy aproximademente 7,5 (3 protones)
isoxazolil-H 6,50 (protdn)

~CH,~ y C,-H 3,99 (3 protones) »

Ce-H y Cg=H multiplet entre 5,5 ¥ 5,30 (2 protones)
(}3--(()H3)2 1,62 y 1,52 ( doblete 6 protones)
Andlisis parcial del espectro IR (en disco KBr, valores
en am'1)

3355 NH

1755 C = 0 -lacteme

1700 C = 0 emida

1610 c=0 lién de carboxilato

1505 Deformacién NH |

1600 ¢ = C aromético

1430 anillo de isoxazolilo

788

755 C ~ Cl vibracibén de estiramiento.
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EJEMPLO_TTI
Preparacién de la sal sédica de &cido 7-%[3;(2,6~diclo~
rofenil)-isoxazol-5-il/ace tamido§cefalosporanico

| 01
H
— :
| H OH H 77N
"o ﬁi\o,c- CH, - C - N——('! ——clz CH
s

'2
CQi—N - (-
? 0
COONa
5 En un recipiente de tres cuellos, equipado

con un tubo de admigidbn de gas, un termémetro y un em-
budo de goteo, se prepard una ;uspenéién de 500 mg
(1,8 mmls) de Acido 7-sminocefalosporinico en 10 ce de
acetato de etilo en aimbésfera de nitrodgeno. Ia suspen—

10, sién se enfrio en un bafio de hielo y se introdujeron
0,3 cc (2,2 mmls) de trietilamina. Al cabo de S minutos,
ge afiadieron a la mezcla 0,3 cc (2,2 mmls) de trimetil-
clorosilano. Se continué agitendo la mezcla por espacio
de 1 hora a la températura ambiente.

15.  Ia mezela se refrigerd de nuevo y, después de
afiadir otro equivalente de trietilamina, se afiadié gota
a gota cloruro de 3-(2,6-diclorofenil) isoxazol-'i;-ilace—

tilo (preparado del mismo modo que se ha descrito en el
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ejemplo I) en 5 cec de acetato de etild, a la mezcla de
reacceidén, menteniéndose la temperatura por debajo de 5¢C.

Después de la adicidn, se quitéel bafio de hielo
¥y se agitd la mezcla de réaceién durante dos horas més a
la temperaturs smbiente. Después se virtié en una mezcla
de 30 cc de agua y 30 cc de é%er diet{lico refrigerando
con hielo mientras se mantenia 91 pH a 7,0. Ia dapa acuo~
sa se lavbd con otra parte de éter diet{lico (30 ce) y
acetato de etilo (30 ce). Después de afiadir 50 oc de ace-
tato de etilo la capa acuosa se aciduld a un pH de 1,7.
Las capas se sepasraron y la capa scuosa se extrajb de
nuevo‘coﬁ 50-cc de acetato de etilo,

las capas combinadas de acetato de etilo se la-
varon una vez con agua de hielo agidulade a un pH de 1,5
y dos veces con ague de nielo. Después de separade, ge-
cada con sulfato de magnesio ¥y ﬁratada con Norit, la ca- -
pa de acetato de etilo se concentrd a aproximadaménte un
tercio de su volimen y entonces se afiadié ~Y-etilcaprona-
to sbdico. la sal sbdica precipitada se lavd una vez ocon
acetato de etilo y dos veces con n-hexano y después de
filtreda se secé in vacuo., El rendimiento fué de 438 mg
(0,8 mmls = 44 %). Segin TIC el compuesto era puro.
Anglisis parcial del andlisis IR del producto final

(discb KBr, valores en en™1).
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'S - CH

1+

3430
3280
1760
1690 - 1670
1600
1558
1230
1025
782

t+

&

= 0 f-lactama y C = O éster
= 0 amida .

= 0 i6n de carﬁoxilato
=C6C =N

Q Q Q <
{

¢ - 0~ ¢ éater

¢ - Cl

Andlisis del espectro PMR de producto- final

disuelto en hexadeuterodimetilsulféxido (60 Mc, valores

§ en ppm, tetremetilsilano como norma interna).

Co - GH3

2

i

:'CHQ-C
0 -~ CH

2
06 ~-H

-H

isoxazol~C,~H

4

06H3

"'V .‘-.,lRH '» ’

2,3

3,07 -» 3,71 AB-cuartete (J~17,5 cps,
2 protones)

3,98 (2 protones)

4,73 - 5,20 cuartete (J =12 cps,
2 protones)

4,98 y 5,05 doblete (I 4,5 cps,
1 protons

5,47-> 5,66 cuartete (94,5 cps,
J'~ 8 cps, 1 protén)
6,51 (1 protén)

7,55 estrecho pronunciado (3 proto-
nes) patrén de particién)

9,22 y 9,33 doblete (J'-< 8 cps,
1" protén)
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Analisis elemental para 012H16N3075012Na & H,0.

Hallado Promedio Caléulado (con # mol de
agua_ crista-
lina)

C 44,97 - 45,10 % 45,03 % 45,26 %

H 3931 - 3:38 % 3)34 %\ 3108 %

N 7,70 - 7,72 % 7,71 % 7,54 %

S 5,70 - 5,67 % 5,68 % 5,75 %

EJEMPIO IV
Preparacién de la sal sbédica de acido 7-§13¥(2,6-dicloro-
fenil)isoxgzol—5-i;7hcetamido} desacetoxicefalosporénico

1 - _
H
S
i H H R/
cl [-cu2—c «-N~C-¢C \\Gﬂa
Y R
N 3
l
COONa

A una suspensién de 620 mg (2,9 mmls) de aci-
do 7-sminodesacetoxicefalospordnico en 10 ce &e acetato
de etilo en un recipiente de tres cuellos de 50 cc,

equipado con un tubo de admision de gaé, un termdmetro
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y embudo de goteo, bajo atmésfera de nitrégeno y agita-
do mecanicamente, se afiadieron 0,46 om (3,3 mmls) de
trietilamina después de enfriar la suspensién con un ba-
fio de hielo. Al cabo de 5 minutos, se introdujeron

0,42 cm (3,3 mmls) de trimetilclodosilano y se continué
agitando la mezcla durante una hora sin refrigeracién
externa. Entonces se enfrié de nuevo la mezcla de reac-
cién con un bafio de hielo y se afindieron otros 0,41 cc
(2,9 mmls) de trietilamina. Se introdujo cloruro de 3-
-(2,6-diclorofenil)isoxazol-5~ilacetilo, preparado del
mismo modo que se ha descrito eﬁ el ejemplo I, én 5 co
de acetato de etilo, gota a gota, & 14 mezcla de la reat-
cién en la proporeidn necesaria para que la temperaturs
no se elevara por encima de 52C. Se quité el b.:ai’io refri-
gerante y se continud agitando durante dos horas més.

Ia mezcla de reaccidn se vertié entonces en
una mezcla de 20 cc de agua y 20 cc de éter dietilico
con refrigeracibén por hielo y agitmcidén mecénica, mien-
tras se mentenia el pH a 7,0, Ia capa acuosa se lavd
una vez con 20 cc de acetato de etilo y una vez con éter
diet{lico (20 cc). Después de afiadir 40 ¢ec de acetato
de etilo & la capa ecuosa, se puso el pH a 1,7. Ie caps
gcuosa se extrajo una vez mas con 30 cc de acetato de
etilo. Entonces estas capas se combinaron y se lavaron

una vez con 20 cc de agua de hielo acidulada (pH 1,7) y
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una vez con agua nomal (20 cc). Después de sedar en
sulfato de magnesio y trater con Norit, la capa orga-
nica se concentrd a aproximadamente un tercio de su
volimen original. Se sfladié X~etilcapronato sddico, se

5, reoogié'la sal sbdica en un :f‘iltro, ge lavd con acetato
de etilo y con éter dietflico y se secéd in vacuo. El
rendimiento fue de 0,603 mg (1,23 mnls = 43 %). Segin
TIC el compuesto era puro.

Andlisis parcial del espectro IR del producto

10, final (disco.KiBr, valores en cm™ 1),
¥ 3400 NH (absorcién amplia)
17'5:0 : ¢ =0 ff-lactema
157;0 C = 0 anida
' 1590 - € = 0 i6n de carboxilato
5. 1555 c=0
t 1540 NH def. (punto de inflexién o resalto)
781 c -0C1

Anélisis del espectro de PMR del producto fi-
nal disuelto en hexadeuterodimetilsulféxido (60 Mc, va-

20, | lores & en ppm, tetrametilsilano como norme internsa).
¢;~CH, 1,98 (3 protones)
5-CH, . S'gf«';;;ﬁég AB-cuartete (J=~ 17,5aps;
cnag 3,98. (2 protones)
Ce-H y C,-H 4,88, 4,97 (J= 4,5 cps; 2 protones)

25. y 5,43"5,52



isoxazol -C, -H 6,50 (1 proton)

C6H3 7,55 estrecho pronunciado
(3 pgotones) patron de par-
ticion.

EJEMPLO V
5. Preparacidn de dcido 6—%[3;(2,6-diclorofenil)-4-oarbo—
xisoxazol~5-i;7hcetamidoEpeniéilénico
C1
?OOH

c—¢C

TP e
61 o 2 ] g

[N | S—
d? “~CO00H

En un matraz de tres cuellos, equipado con
un tubo de admisidn de gms, termdmetro y embudo de go-
10, : teo, se disolvieron en 25 cc de benzonitrilo 314 mg
(1,0 mmls) .de 6-isocianatopenicilanato trimetileilflico
y 316 mg (1,0 mmls) de éqido 3~(2,6-~diclorofenil )-4-
~carboxisoxazol-S5-ilacético, preparado por la reaccidn
de 3-(2,G-diclbrofenil)-4-carboxi-5-metilisoxazgl, for-
15. mado por ung adicidn 1,3-dipolar de 6xido de 2,6-diclo-
rofenil%enzonitrilo y 2-butinoato ds trimetilsililo,
con dos equivalentes de nrbutillﬁdoy'un equivalente de
tetrametiletilendiemina en tolueno seguido de carboxi-
lacidn coﬁ 002- A esta mezclu se atiadid gota a gote una

20. golucidn de 145 mg (1,1 mmls) de N-metilbenzimidazol
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en 5 cc de bengzonitrilo. Se produjo una formacidn direc—
ta de dioxido de carbono. Al cabo de dos horas ceso la
evolucidn o desprendimiento de didxido de carbono y la
mezcla de reaccidn se virtid entonces en une mezcla de
5, 30 cc de agua y 50 cc de éter dietflico, refrigeranio
con hielo y manteniéndose el pH & 7. La capa acuosa se
extrajo dos veces més con 50 cc de éter diet{lico.
- Después de afiedir 50 cc de éter diet{lico y
10 cc de acetato de etilo, el pH se puso a 4. Las capas
10, 86 separaron y la capa acuosa 8e extrajo_dos veceg con
50 cc de eéter dietflico.

Las capas organicas combinades se lavaron con
agua de hielo y se secaron en sulfato de magneelo. Des-
pueés de separar el disdlvente, quedaron 136 .mg de un

15, 8dlido ligeramente amarillo, que era puro segun TLC.

Anglisis parciel del espectro IR del produc-

to final (disco KBr, valores en cm™!)

1775 ¢ =0 lactena

1700 ¢ = 0 carboxilo
20, 1600 C = C gromdtico

1560 C=N

1430 _ anillo de isoxazol

780 c~0C

Andlisis del espectro PMR del producto final
25, disuelto en hexadeuterodimetilsulfdxide (60 Mec, valores
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g en ppm, tetrametilsilano como referencia interna).

03 - CH3 1,52 y 1,65 (6 protonas)
R
CH,C y €, -H 4,32 (3 protones)
c,). -RyC, -H 5,33 5,70 multiplete
(2 protones)
CgH 7,55 patirdn de particidn o
3 doblamiento estrecho pronun
ciado
NH 9,10 doblete
EJEMPLO VI '

Preparacidn de la sal sddica de dcido 6~{[§~(2,4,6~tri—
metil)fenilisoxazol—S—i;7Lacetamido% penicilanico

Practicamente segun se he descrito en el

e jemplo II, se hicieron reaccionar 1,23 gm (5 mmls) de
deido 3-(2,4,6-trimetilfenil-isoxazol-5~il-acético con
1,57 en (5 mmls de 6-isocianato-penicilanato trimetil-
silflico en 25 cc de diclorometanc anhidro en presencia
de eproximedamente 0,05 cc de ¥-vinilimidazol (catali-

zedor). La reaceidn finalizd al cabo de 6,5 horas. Se-
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gin la cromatografia de capa delgada, ol isocianato

se convirtid en el producto desemdo hasts alcanzar un
grado de aproximadamente el 60 %. El1 producto de reac-
cidn se trato del modo normal. A un pH de 4,5 se extra
jo 1la penicilina del agua por medio. de dter distilico.
La solucion en eter se lavé con un pequefioc voliumen de
agua do hielo, se tratd con carbdn vegetal activado,
se secd en sulfato de magnesio anhidro y se concentréd
en un cierto grado in vacuo a 0%C.

Una solucidn de (X-etilcabrongtb sddico en
dter diet{lico se afiadid gota a gota a la solucidén con~
centrada. El precipitado incoloro formedo se recogid
por filtracidn y se lavé repetidamente con éter dieti-
lico frio. Despuéarde secar in vacuo el producto pesa-
ba 0,8 gm. La cromatografia de capa delgada indicd
una buens Hureza del producto, espectro IR y PMR.

Anglisis del espectro FMR del producto final
disuelto en una mezcla de aproximadamente 2:1 de hexa-
deuterodimetilsulféxido y D,0 (60 Mc, valores § en

ppm referencia interna 2,2-dimetil-silapentanoc-5S~sulfo-

nato):

CeH, 6,95 (singlete, 2 protones)
isoxazolilo 04-H 6,3 (1 protdn)

CS_H y Cg-H aproximadamente 5,45 (AB-cuar

tote, 5A340,1 ppm, JAB?'«4 c®

2 protones

ca-H” ' 4,2 (1 proton)
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CH2~CO- 3,95 (2 protones)

P-CH3 2,25 (3 protones)

(0-033)2 2,05 (6 protones)

C3~(CH3)2 1,5 ¥y 1,6 (6 protones)
EJEMPLO VI

Preparacidn de la sal sddice de geido 7—{[3L(2,4,6-tri-

metil)fenilisoxazol~5—il7lacetamido} cefalosporanico

Se afiadieron 2,8 cc.(20 mmls) de trietilamina
gota & gote a una suspensién agitads de 2,7 gm (10 mmls)
de deido 7-amino-cefalosporanico en 40 cc de diclorome-
tano seco a 02C, Despuds se afladieron gota a gota 2,55c¢cc
(20 mmls) de trimetilclorosilano. Despuds de terminar
la adicidn, P de jé la mezcla de reaccidn durante Unos
cuantos minutos a 02C, despudés de lo cusl se quitd el
bafio ‘de hielo. Se continuo agitando la mezcla durante
una hora a la temperatura del ambiente. Ulteriorments,
se afindieron 1,2 cc (10 mmls) de quinolina, seguido

de la introduccidn gota a gota de una solucidn de apro-
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ximadamente 10 mmls lJe cloruro.de 3-(2,4,6-trimetil)-
fenilisoxazol~5-il~acetilo en 20 cc de diclorometano
anhidro a 59C. Después de agltar 5 minutos mas la mez-
cla a la temperature smbiente, dicha mezcla de reaccidn
se virtid dn agua helada, y despuds se afiadid hidrdxido
de sodic dfluido. A un pH de 7 las capas se mepararon
¥y le capa acuosa se extrajo dos veces con eter diet{li-
co. Lags capas orgaenicas se descartaron y la capa acuosa
se extrajo repetidamente entre un pH de 5 y un pH de 1
con éter diet{lico. Las capas organicas se inspecciona-
ron separadamente por cromatografia de capa delgada.

Se combBinaroin los extractog méé limpios, se lavaron
con ague de hielo, se secaron en sulfato de magnesio
enhidro, se filtraron, se concentraron algo in vacuo y

finalmente se trataron con una solucidn de 0(-etilca—

.pronato sddico en éter. E1 prec¢ipitado sdélido se reco—

gid por filtracion, se lavé con eter dietilico y se se-
co in vacuo hasta alcanzar un peso constante. Rendi-
miento 2,5 gm. Para obtener el monchidrato cristalino,
el producto crudo, que segun la cromatografia de capa
delgade no contenfa sustanciaé éon contenido de azufre,
se cristalizd en acetona. El producto final (1 gramo)
era puro a excepcidén de la presencia de una pequefia

cantidad de acetona. Contenia un mol de agua por mol

- de cefalosporing.

Analisis del espectro PMR del producto final
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disueltc en hexadeuterodimetilsulféxido (60 Mc, valores

5~ en ppm, referencia interna 2,2-dimetil~-silapentano~

~5-sulfonato):

NH

Cela

isoxazolil-c4~ﬁ

C7—H

P-CH
0~CO--CH-

9,26 y 9,12 (doblete, J*8,5
cpo, aproxlmadameute 0,38 pro—
ton

6,93 (singlete ligeramente
ensanchedo, 2 protones)

6,33 (singlets, 1 protdn)

5,66, 5,58, 5,52 y 5,44 (se-

ﬁales ligeramente ensanchadas,
J 78,5 cps, ¥ J 4,7 cps,
1 proton) AB

5,04 y 4,96 (J,, 4,7 cps,
3 protones

5,20, 4,99, 4,92 y 4,7 (JAB
12,5 cps, 3 protones)

3,92 (singlete ensanchado,
2 protones)

”‘3 72y ~3,43,~ 3,33 y ~ 3,04
(seﬁales ensanchadas, AB~cuar~
tete, J,n 17,5 cpa, 2 proto-
nes) AB

2,27 (3 protones)
2,07 (singlete) -

9 protones
2,01 (singlete)
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EJEMPLO VIIX
Preparacidﬂ de gcido 7—%[3L(2,6—dicloro$fenil—4~metil—

-isoxazol—5—1;7hcetamido% ~desacetoxicefalosporanico

//CH3 |
( 0 S
l? \ H . 7N\
¢—-CH,~C —N —~CH — CH CH

|
0=(-n-N ,C— CH,
//.
A ¥
COOH

Une solucién de aproximadamente 1 mmls de
7-isocianatodeaacetoxicefaloaporonato trimetilsilflico
en 2 cc de tolueno se afiadid a 286 mg (1 mmls) de dcido
3-(2,6-dicloro) fenil-4-metil-isoxaz0l-5-il-acético par- A
cialmente disuelto en 10 cc de tolueno seco. La intro-
duccion de aproximadeamente O,1 mml de 1-isopropil-ben—
zimidazol (catalizador) did luger a la iniciecidn de
una reaccion lenta (apro;imédamente ung durscidn de 24
horas & la temperaturs ambiente).’ Cuando de jé de obser-
varse la liberacidn de didxido.de carbono en la corrien-
te de nitrdgeno anhidro que pesaba sobre la supsrficie
de la mezcla de reaccidn agitada, el contenido del re-
cipiente se virtid en una mezcla bien agitada de agua
de hielo y éter dietflico. E1 pH se ajustd a 6,8; las
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capas 8e Separaron y la capa acuosa se extrajo dos ve-
ces con eter dietilico. Las capas orgénicas combinedas
se lavaron dos veces con agua Lelada- La capa orgenica
se descartd y las capas acuosas combinadas (70 cc) a un
pH de 2,3 se extrajeron con 80 cc de una mezcls 2:1 de
dter dietilico y acetato de etilo. Este extracto se la-
v6 dos veces con 5 cc de aguas helada, se secd sn sulfa-
to de magnesio enhidro, se filtrd y se avapordé comple-
tamente in vacuo. E1 aceite residual ligeramente amari-
1lo se solidificd cuando se aglitd con-eter diet{lico
seco. El éter se decantd y el sdlido se agitd de nuevo
dos veces con eter. E1l sdlido casi incoloro se seco

in vacuo hasta alcanzar un peso constante. Rendimiento
290 mg. El producto finel se examind por cromatografia
de capa delgada, que indicd la presencia solamente de
un compuesto que contuviera azufre. La estructura su-
puesta se confirmd por el espectro IR y PMR. El espec~
tro PMR reveld que el producto final tenim una pureza
del 82 %, puesto que consistia en un mol del dcido mce-
tico iniciel y 2,5 moles del €ter dietilico probable-
mente enlace cristalino) en 5 moles de producto deseado.
Andlisis parcial del espectro Ir del producto final

(en cloroformo, valores en cm™1):

4
- 3500 OH carboxilo
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+
- 3300 Mo

1772 ¢ = 0/3-lactena
* 1730 =0 carboxilo

1690 C'= 0 amida
1380 - 1430 absorciones del anillo de

‘ isoxazol.
EJEMPLO IX

Preparacién de la sel de ciclohexilamina de dcido
6—{0(-cloro—[§;(2,4,G-trimetill—fbnil-isoxazol—S—il?éce-

tamido$ -penicilenice.

CH,
C"‘—‘ CH 0 2
5 :
“ ” | ® N
N C¢-CH—C—N-—-CH——CH C(CHy)2
o~ | i
cn3 C1 H
: 0=¢C—N ¢ SN
COOH.HZN\- H >

Una. solucidén de 700 mg de 6-isocianatopenici-
langtotrimetilsililico en 10 cc de diclorometeno seco
se afiadid gota a gota en 25 minutos a una solucicn de
700 mg de dcido 1~cloro~1-/3-(2,4,6~trimetil)fenil-iso~
xaz0l=-5-117acetico y aproximadamente 0,03 cc de N-vinil-
imidazol (catalizador) en 25 cc de diclorometéno aﬁhidro.
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La mezcla de la reaccion se agitd adicionalmente du-
rente 4 hores. Se consiguidé hidrolisis in situ del silil
ester afiadiendo a aproximadamente 0,2 cc de etanol a
09¢. La mezcle de reaccidn se virtid en una mezcla bien
agitada de éter diet{lico y se amortigud con egua de
hielo a un pH de 7. Una vez separadas las capas, ia capa
acuosa se axtrajo une vez mgs con dter d;etilico y se
aciduyd practicamente a w pH de 3,5. E1 compuesto de-
seado se separd de una forma incompleta de la capa acuo-
sa en las dos extraccionss con éter diet{lico. Estos
extractos se combinaron, se lavaron con un pequefio vo-
lumen de agua helada, se secaron en sulfato de magnesio
anhidro y se evﬁporaron in vacuo. E1l acelte residual

se disolvid en 5 cc de acetona. Una solucidn diluide

de ciclohexilamina en éter dietilico se afindid lenta-
mente hasta-que dejo de observarse aumento adicional

de precipitado. E1 sdlido incoloro se recogid por fil-
tracién, se lavé con éter dietilico frio y se secd.

in vacuo. Rendimiento 250 mg. La identidad pretendida
del producto final fue confirmada por el espectro FMR

y el espectro IR (disco K3r, 1775 cm™': C=Oﬁ;-lactama,

1680 om~1: C=0 amida, 1390 y 1450 cu™': anillo de iso-

. xazol). La pureza del producto final se calculd que

alcanzaba el 85 %.
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EJEMPLO X
Preparacidn de la sal sddica de deido 6«{[§L(2,6-dicloro)n.

fenil—4—metil-isoxazol-s-i;7aceﬁamido% penicilédnico

< B Y o
\ l I i H

-~ "\‘
. N C-CH,~C—N-CH - CH <;(01{3)2
| | &
™ COORa

Practicamente segun se ha descrito en el
ejemplo II, se hicieron reaccionar 286 mg (1 mml) de
gcido 3=-(2,6-dicloro)-fenil-4d-metil-isoxazol-5~il-ace-
tico con 314 mg (1 mml) de 6~isocianatopenicilanatotri-
metilsilflico en 10 cc de tolueno anhidro en presencia
de aproximadamente 0,01 c¢ de N-isopropilbenzimidazol
{un catalizador). La mezcla de la reaccidn se mantuvo
en agitacion hasta el dfa siguiente a una temperatura
de aproximadamente 152C. Semin un cromatograme de capa
delgada, el isocianato se podrf{a haber convertido en
el producto deseado al menos en un 75 %. E1 producto
de reaccidn se tratd de la manera normal. A un pH de

3,8 se separd la penicilina de la capa acuosa mediante
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tres extracciones de 40 cc de éter dietilico. Los extrac-
$08 combinados =e lavaron con agua helada, se secaron.
en sulfato de magnesio anhidro, se filtraron y ge con-
centraron in vecuo a un voliumen de aproximademente % cc.
5 Al afiadir una solucidn de & —etilcapronato sédico en
éter dietilico se produjo un precipitado incoloro, gque
se recogid por filtraecidn, se lavo con éter dietilico
frio y se seco in vacuo hasta alcanzar un peso constarn-
te. Finalmente el producto se triturd en un pequefio vo-
10. lumen de acetona seca fria. Rendimiento 300 mg. Al exa-
minar el producto final por cromatografia de capa del-
gada, el espesctro IR y el espectro PMR confirmaron la
estructura pretendida. E1l producto se encontraba conta-
minado solaﬁente con cantidades muy pequefias de aceto-
15, ' na y X -etilecapronato sddico.
Andlisis del espectro PMR del producto final
disuelto en hexadeuterodimetilsulfdxido (60 Me, valores
(5 en ppm, referencia interna 2,2-dimetilsilapentano-

~-5-sulfonato):

20. 03-(CH3)é 1,54 y 1,64 (6 protones)
isoxazolil 0430H3 1,82 (3 protones)
CH,~CO~ aproximademente 3,95 (singlete ensen
chado, 2 protonesj
Co-H 4,03 (1 protén)
Co-H y Cg-Hl aproximadamente 5,5 (multiplete, 2

- 25, protones)
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aproximadamente 7,6 (patrén de parti- -
3 cion o desdoblamiento estrecho prn-
munciado, 3 protones)

N-H aproximadamente 9,3 (doblete 0,9 pro~
tones) .

‘ EJEMPLO XI
Preparacion de la sal de ciclohe;ilamina de éciéo 6~
—%-.\/ -metil-ﬁ- (2,4,6-trimetil )~fonil-isoxazol-5~il7aceta—
mido} penicildnico

Q

- CH- 0 S,
i I = VRN
C-CH-C—-N--CH— CH C(CH )2

i | | g3

|
cl 0=C — N — (" e

3 ~COOH, BN B
Practicamente Segun se ha descrito en ol

ejemplo IX, se llevd a cnbo uha resccidn con cantidades
equimolares de 6-isocianatopenicilanastotrimetilsil{lico
y dcido 1-metil~1-/3-(2,4,6-trimetil)fenil-isoxazol-5-
-il7mcetico en presencia de una pequefia cantidad de N-
~vinilimidazol. E1 disolvente era diclorometano seco.
La conversidn se completd al cabo de 6 horas de agita-
cidn a la temperatura ambiente. La mezcla de la reac-

eidn se trato del modo normal. En el procedimiento de
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aislamiento la penicilina_be extrajo a un pH de 4 con

éter dietilico, y finalmente se obtuvo como su sal de
ciclohexilamina« Los cromatogramas de capa delgada, el
espactro IR (absorcidn intensa de f§~lactaiacarbonilo a
1778 cm~' (disco KBr) y el espectro PMR, confirmaron la
estructura preteridida del producto final e indicaron
su buen estado de pureza.

‘ Andlisis parcial del espectro PMR complicado
del producto final (una mezcla de los isémeros D y L)
disuelto en hexadeuterodimetilsulfdxido (60 Me, valores
& en ppm, referencia interna 2,2-dimetil-silepenteno-
~5-sulfonato):

N-H - 8,9 (aproximadamente 1 protdn)

-06H2 . 6,95 (singlete algo ensanchado,

2 protones)

isoxazolilo C4;H 253? (2 singletes, prdximos, 1 pro-
on :

Coll ¥ CséH i aproximadamente 5,4 (2 protones)

c -H  aproximadamente 4,2 (cuartete difuso,
1 protén)

Cop-H \ aproximadamente 4.0 (2 singletes prd

ximos, 1 protén)

ciclohexilo C.,-H aproximgdamente 2,9 (amplia area de
absorcion, aproximadamente 1 protdn)

p—CH3 2,3 (singdlete, aproximadamente |
3 protones) en
o-(CH,), 2,1 (singlete, aproximadamente |8°9
3 . 6 protones) Fral
ciclohexilo CgH,)  aproximadamente 0,9 —»aprox. 2,3 8pox.
’ 26
03_(0}13)2 ¥y %xfCH3 aproximadamente 1,4 —»aprox.1,55 pro-

tones
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EJEMPLO XTI
Preparacidén de la sal sbdica de adcldo 7 ( -(2,4,6-tri~

me+til) fenil-4-metilixosazol-5~il/acetamidoy cefalospori-~

)

nico
/FHB
' /01-13
5e CH3-wmm ¢—2¢ 8
| O g VAN
wN\ﬁ_mfd”N“m““m m&
’ ° 0 é & é H, *—O-E CH
== —CH- " _
\ g / 2 3
i
CO0Na

Se afiadieron 1,38 cec (10 mmol) de trietilamina
gota a gota & una suspensibn agitada de 1,3 on (5 mmol) de
dcido T-aninocefalosporénico en 20 cc de diclorometano »
seco a 00C, Después se afiadieron 1,26 cc (10 mmol) de

10, trimetilelorosilano, gota a gota, a 0°C, Despuds de ter-
minar de afiadir el trimeticlorosilano, se agitd la mezcla -
de la reaceién durante unos minmutos a 02C, quitanao deg-
pués el bafio de hielo. Se continud agitando durante 1
hora a la temperatura del ambiente. Ulteriormente, se afia-

15. dieron O,S.cc (5 mmol) de quinolina séguido de lo intro-
duceién,  gote & gote, de una solucidn de aproximadamente

4,5 mmol. de cloruro de 3~(2,4,6-trimetil)fenil-4-metil-
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~1s0xaz0l-5~il-acetilo (con una pureza de aproxiradamenlo

el 90 %, preparado a partir de 1,3 em (5 mmol) del deido

carboxilico correspondiente) en 10 cc de diclorometano
arthidro a 5¢C. AL cabo de unos minutos de seguir agitan-
do a la temperaturs ambiente, se virtié la mezcla de
reaceidn en ag;a helada, Se elevd el pH a 7 y se separa~
ron las capas. Ia capa acuosa, que contenfa, segun croma-
togrems de cepa delgada, un producto de reaccidén princi-
pal una pequefia centidad de 4cido 7-amino-cefalosporani-
co, ¥y una pequefia cantidad de un subproducto (posiblemen-
te 61132-isémero del producto deseado), se lavd dos ve-
ces con éter dietilico. Ias capas orginicas se descarta-
ron, La capz acuosa se extrajo sucesgivemente a un pH de
5,0 4,5 ¥ 4,0 con éter dletilico. El extracto de un pH
de 4,0 contenia solamente el producto prinéipél deseado.
Al adadir una solucién de 9(-etilcapronato sbdico a este
extracto se obtuvo un precipitado sbélido incoloro, Rendi-
miento 1,2 gm. Segin cromatogramass de capa delgada, ¥y
segin los espectros IR y PMR, el producto final se en-
contraba contaminado solamente‘por pequefias cantidades
residuales de éter dietilico (aproximademente 1 % en pe-
50) . ,

Andligis del espectro PMR del producto final
disuelto aproximadamente en una mezcla 2:1 de hexadeute-

rometilsulféxido y D20 (60 Mc, valores S en ppm, refe-
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rencia interna 2,2-dimetil-silapentano-5-sulfonato):

CeH, 6,95 (singlete, 2 protones)

C~H 5,72 y 5,64 (doblete, J°4,6 cps,'1‘protdi

Cg-H 5,10 y 5,02 (doblete, J “* 4,6 cps, 1 pro-
ton)

0~CH,, sproximedemente 5,15, 4,92, 4,81 ¥y 4,59
(AB-cuartete J 13,2 ¢ps, 2 protones)

$-CH, aproximadamente 3,55 (centro del cuartete .
AB, 2 protones) s

CH,~CO 3,87 (singlete algo ensenchado, 2 protones,

P CHy 2,28 (3 protones)

0-00—0H3 2,05 (singlete) ) :

9 protones
(O-GH3)2 1,98 (singlete) .-

isoxazolilo-C,~CH; 1,71 (3 protones)
EJEMPLO XIII

Preparacién de la sal sédica de 7-</3-(2,4,6-trimetil) fo-

ni1-4qmetil—isoxazol-5-i;7hcetamido} desscetoxicefalos-

porénico
CH
3 y CH3
CH, — ¢— ¢ 0
3 I I H .8 .
C'——CHE—C-N -CH~-— CH cﬁz
CH, \0/ ! 1\% I
0= C ~eme Cc—
Wl
]
COONa

Practicamente segin se ha descrito en el
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ejemplo IX se 1llevd a cabo una regccién entre 1,3 gm

(5 mmol) de dcido 3~(2,4,6-trimetil)fenil~4-metil-iso-
xaz0ol-5~il-gcético disuelto en 25 cc de diclorometano
seco y 504 mmol de 7~isocianatodesacetoxicefalosporanato
trimetilsililico disuelto en 9 cc de tolueno en presencia
de aproximadaemente 0,05 c¢c de N-vinilimidazol (cataliza-
dor). La adicién de la solucién del isocianato en tolue-
no llegb aproximadamente 20 minutos. Bl desprendimiento
de didxido de carbono se pudo observar ya al cabo de 5
minutos. Despuds de transcurrir 7,5 horas de agitacién
adicional se interrumpié la reaccidn, puesto ui eromato-
grame, de capa deigada de la mezcla de la reaccidn indicd
una conversién de aproximadamente el.80 % del isocianato
en la direceidn deseada y casi se habias detenido el des-
prendimiento de diéxido de carbono. la mezcla de la reac-
cibén se traté del modo normal. la cefmlosporina se extra-
jo a un pH de 4,5 por medio de una mezcla 9:1 de éter
dietilico y acetato de etilo. Ios extractos combinados

ge lavaron con agus helada, se secaron en sulfato de mag-
nesio gnhidro, se filtraroa y se evaporaron completamente
in vacuo. El aceite residusl se disolvid en &ter diet{li-
co. Ia adicibtn de una parte de la cantidad necesarias cal-
culada de /X -etilcapronato sédico disuelto en éter dieti-
lico produjo un precipitado,-que se recogid por filtracidn

y se lavd con una pequefia cantidad de éter dietilico frio,
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'y se gecbd in vacuo. A los .filtrados combinados se afia-

dié de nuevo X —etilcapronato sbdico. Ia segunda cose-
che resultante de material sélido se tratd igual que la
primere. cosecha. Ia tercera ¥y Gltima cosechas se obtuvie~
ron aiiadiendo (X-etilcapronato sddico disuelté hastea que
dejé de producirse precipitado. Ia tercera cosecha, que
era practicemente pura segin cromatografia de capa del~
gada, se cristalizd en acetona. Finalmente, las tres co-
sechas se disolvieron juntas en acetona. Ia solucidn en
acetona se concentrd algo in vacuo y ulteriormentes se
sembré. Uns vez finalizada la cristalizacidn, el matraz
se colocd en la caja de hielo., Al dfa siguienté se re-
cogleron los oristales por filtracifn, se lavaron con
acetona fria y éter dietilico y se secaron in vacuo
hagta alcanzaxr un peso constante. Rendimiento 1,7 gm. Ia
estructura pretendida se confirmé por los espectros de
IR y PMR. Segin el espectro PMR y cromatogramas de capa
delgada, el producto final se encontraba contaminado so-
lamente por una cantidad muy pequefia de acetona y una pe-
quefia cantidad de dcido N,N'-di-desacetoxicefalosporani-
co trea. ' '

Andlisis del espectro PMR del producto final
disuelto en una mezcla de aproximadamente 2:1 de hexadeu—
ter&dimetilsulféxido ¥ D,0 (60 Mc, valores & en ppm, re-

ferencia interna 2,2-dimetil~silapentano-5-sulfonato):
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G6H2

CHé-CO

S-GH2

p—CH3
( O-CH3) 2

03-CH3

isoxaz0l-~C,~C

4
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(singlete ligeramente ensanchado,

197
protones)
3

6
2
5,63, 5,46, 4,97 ¥ 4,90 (cuartete AB,
J2 4,5 cps, 2 protones)

3,86 (singlete ensanchado, 2 protones)

aproximadamente 3,7 2,9 (cuartete AB,
J R~17,5 + 1 cps, 2 protones)

2,29 (3 protones)
1,98 (singlete) ) ‘

9 protones
1,94 (singlete)/j

H, 1,71 (3 protones)

EJEMPLO XIV

Preparacibn de deido 6=/3-(2,6~dicloro)fenil-4~carbamil-

-iSOxazol~5-i;7ﬁcetamidol'penicilénico

)

Q%//NHZ
c C/ 0 S
T I H VRN
N C-—GH2~ C--N—-CH--- CH C(GH3)2
No” R
0=C N —eer C\
COOH

Se disolvieron 600 mg (2 mmol) de dcido 3-(2,6-

~dicloro) fenil-4-carbamil-isoxazol-5-ilacético y 630 mg

(2 mmol) de 6-isocianatopenicilenatotrimetilsililico en

~ uns mezcla de 15 cc de benzonitrilo amhidro y 15 cc de
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de tetrahidrofuran anhidro, seguido directamente de la
adicién de aproximadamente 0,02 cc de N-metilimidazol.

El desprendimiento de didxido de carbono disminuyé Ffuer-
temente al cabo de tres horas de agitar a la temperatura
gmbiente. Un cromatograma de ‘capa delgads de la mezcla
de reaceién indicé una buena conversidn del isocianato.
Ia mezcla ae la reaccién sd virtié en una mezcla réfri-
gerada coh hielo y bien agitada de Yce de agua, 20 cc

de éter dietilico y 20 cc de acetato de etilo. Se afiadib
NaCOH diluido hasta alcanzar un pH de 8’5f Ias capas se
separaron y la capa acuosa se purificé por extracién con
éter dietilico. Ies capas orgénicas se descartaron y la
capa acuogsa, 2 un pH de 3,0, se extrajo con una mezocla
1:1 de éter dietiliéo ¥y acetato de etilo. Los extractos
combinados se lavaron con sgua helada, se secaron en asul-
fato de magnesio anhidro,se filiraron y se evaporaron

in vacuo. Bl sdlido resu_tante ligersmente amarillento
(1,1 gn) se examiné por IR y PMR., El producto contenia
le penicilina deseada, pero tambiéﬁ cantidades muy peque-
flas de acido N,N'-di-penicilanico urea y del dcido car-
box{lico inicial. Para obtener una muestrs mds puras, el
producto crudo se extrajo repetidamente con éter dieti-
lico seco frio, en el que la urea es escésamente soluble.
El extracto etéreo se mezocld con ngua helada tamponada &

un pH de 7. Ia mayor parte del Acldo carboxilico inieial
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se eliminé de la capa acuosa a un pH de 4,5. Finalmente
la capa acuose se extrajo reﬁetidas veces a un pH com-
prendido entr? 4,5 y 3,5 con mezclas de mucho éter dietf-
Jico y pequefias cantidades gradualmente en aumento de
acetato de etllo. Ios extractos exentos del dcido carbo-

x{lico iniecial, la urea y los productos de degradecién,

se combinaron y después de las manipulaciones normales

e evapora%on completamente in vacuo. El_sélido incoloro

resultante se secd hasta alcanzar un pesé constante
(350 mg) . Seglin cromatograma de capa delgada, y segin
los espectros IR y FMR, el producto finsl era puro a ex-
cepcidén hecha della presencia de ligeras cantidades re-
siduales de acetato de etilo y éter dieti{lico. El espec~
tro IR (disco KBr), complicado por la caracteristica de
monémero-dimero, mostré une amplia area intensiva entre
3000 y 3600 em™! con crestas a 3450, 3350 y 3200 em™1
atribuidos a absorciones de NH de ambos grupos amide,
una absorcidén de carboxilo OH aproximadamente 2550 cmf1,
un drea de abgorcidén de carbonilo muy intensa y amplia
con erestas a £ 1790, £ 1725, t 1695 em™ atribuibles,
respectivemente, & los grupos de /3-lactama, carboxilo,
CO.NH y CO.NH,.

EJEMPLO XV
Preparacién de la sal sédica de deido 6-</3-(2,6~dicloro)-
fenil—4—ciano-isoxazol-5—1;7hcetamido} peniciléanico
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cl1
o=
. / '
¢—-¢C S
n ﬂ-C E g CH Cﬁ{/ {( f
—C —N—-CH—rn (CH
Cl No-” - . ' , i H 32
Vd
0= ——N--eee
“~COONa

" Se disolvieron 297 mg (1 mmol) de dcido 3-(2,6-
-dicloro) fenil-4-ciano=-isoxazol-5-il-acético, 314 mg
(1 mmol) de 6-isocianato-penicilanatotrimetilsililico y
una traza de N-isopropilbenzimidazol en S'cc de dicloro-
metano seco, Segin un cromatograma de capa delgada se
alecanzé une buena conversién del isocianato al cabo de
3 horas de reaccién a le temperstura ambiente., E1l produc-
to de la reaccién se traté del modo normal. &nvel proce—
dimiento de aislemiento la solucidn de la peniciline en
asua se purificé por extrmelones con éter dietilico a un
pH de 7,0 ¥ 4,5. Ia penicilina se separd del agua por ex-
traceibn con éter dieti{lico a un pH de 3,3. El extracto
etéreo se lavbd con agua helada, se sechd en sulfato de mug-
nesio enhidro, se filtré y se evapord in vacuo., Bl aceite
residual se disolvid en una cantidad de aproximadamente
3 cc de acetato de etilo seco, desvués de lo cual se afin-
dieron aproximademente 0,6 mmol de “X-etilcapronato sé-

dico disuelto en un pequeilo volumen de acetato de etilo.
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Ia adiccidén de ébter dietilico anhidro dié por resultado

un precipitado- de color ligero que se recogib por fil-

- tracidn, se lavé con éter dietflico frio y se secb in

vacuo hasta alcanzar un peso constante. Rendimiento:

180 mg. E1 producto final se exeminé sexin es norﬁal.
Contenfa la sal sbédica de la penicilina deseada y lige-
ras cantidades de un producto de degradacidn y defkfetil—
caprenato sédico. El espectro IR del producto finml
(disco KBr) mostrd absorciones a 2280 (C;N)! 1778 (car-
bonil~-(3~lactema), 1690 (carbonilanida), 1610 (ién de

carbonilcarboxilato) y + 1400~1 (absorciones del anillo

de isoxazol).

EJEMPLO XVI o
Preparacién de la sal sbdica de 4cido 6—%[3—(1)adamantil-
-isoxazol—B-i;7écetamida%penicilénico

¢——CH
" " o R H 'Cﬁx/s 5
N\ //C H2 C—N CH CH3)3
. 0 | | | u
e
COONga

Practicamente segun se he descrito en el ejem~

plo IX, une solucién de 780 mg (2,5 mmol) de 6-isociana-
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to-penicilanatotrimetilsililico en 10 cc de diclorome-
tano seco se afiadid gota a gota a una solucion de 650 mg
(2,5 mmol) de dcido 3-(1)-adamantil-isoxazol-5-il-sceti-
co y aproximademente 0,02 cc de Nkvinilimiﬁazol en

20 cc de diclorometano seco. La conversidn finalizd al
cabo de un total de 2,5 horas de agitacidn de la mezcla
a la temperatura ambiente, segin indicé una reduccidn
drastiea de desprendimiento de dioxido de carbono. Un
cromatogrema de capa delgada indicd una buens conversion
del isdcianato en la penicilina deseada. El producto de
reaccidn se tratd del modo normal. En el procedimiento
de aislamiento, la penicilina se extrajo delgagua efec-
tuando dos extracdones con éter dietilico, una realizada
a un pH de 5,5 y la otra a un pH de 4,0. Los extractos
se lavaron Por separedo con agua helada, se secaron

con sulfato de magnesio anhidro, se filtraron y se eva-
poraron completamente in -racuo. Rendimientos: 700 y

300 mg respectivamente. Ambos productos dieron un aspec-
tro IR satisfactorio y contenian segin cromatografia de
capa delgada, solamente une penicilina. Cqmo la muestra
obtenida por extrawmisn a un pH de 5,5 estaba contamina-
da del derivado de dcido acético inicial, se disolvid
en éter, despuds de lo cual se afiadid ol-etilcapronato
sédico. La sal sddicae obtenida (350 mg) era pura a ex—
cepcidn hecha de una ligera cantidad de C(—etilcapronato
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sédico residual. Segun un espectro PMR, el segundo pro-
]

ducto era pufo a excepcidn hecha de una ligera centidad

de éter diet{lico (aproximedamente 4,0 % en peso).

Andlisis parcial del espectro IR de la sal

sddica del producto final (disco KBr, valores en cm™ '):

+ 3400

2910 | |
1775
1675
1605

1520
1405

i+

14+t 4

i

grupos CH2

¢=0 (3-lactama

C=0 amida

C=0 idén de carboxilato
M def.

absorcidn del anillo de isoxazol

Andlisis del espectro PMR del producto final

(el dcido) disuelto en hexadeuterodimetilsulfdxido (60

Mc, vealores 6 en ppm, referencia interna 2,2-dimetll-

silapentano-5-sulfonato):

NH

isoxazolil C

4l

) 02_H

0(-0112

_grupo adémantilo

c-(CHy)y

aproximadamente 8,9 (aprox. 0,8
protones)

6,25 k1 proton)
5,35 —> 5,60 (multiplete 2 protones)
4,26 (1 protdn)
3,79 (singlete ensanchagg, 2 protones)

1,90 ¥ 1,73 (centros de
ggsgrciones algo amplia | en genersl
s .
. D aproximada~-
1,64 y 1,51 mente 22
protones
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EJEMPLO XVII

Preparacidn de dcido 6—%0{-(p-nitro)bendiloxicarbonilo-
—Z}L(Z,6-dicloro)fenil~isoxazol—5—i;7hcetamido}penicilé—

nico

56

a NH 0=C N~

[

Se disolvieron 2,33 gm (5 mmol) de deido 1-
- (p~nitro)benzilosicarbonilenino~1-/3-(2,6-dicloro)feni~
lisoxazol-5—1;7hcético, 1,57 gn (5 mmol) de 6~isociana-
to-penicilanatotrimetilsililico y 0,1 cc de N-vinilimi-
10. dazol (catalizador) en 50 cc de diclorometano seco. Al
cabo de tres hores de egitacidn la mezcla en atmdsfers
de nitrdgeno a la temperatura ambiente, la conversidn
fus completa. Segun la crometografis de cape delgads,
el isocianato podria haberse convertido aproximedamente
15. en un 70 % en el producto deseado. El producto de reac-

cidn se enfrid a 09C, y despueés se afiadieron unos cuan-
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tos cc da gcetona fria que contenia agu& suficiente pa-
ra hidrolizar el sililéster. Despuds la mezcla se eva-
pord completemente in vacuo en frio. El residuo se di-
80lvic en 75 cc de una mezcla frim 1:1 de étur dietfli-
co y acetato de etilo. Como se sabia por adelantado que
se iba 8 utilizar esta penicilina pars la preparacidn

de la penicilina del ejemplo XVIII, el procedimiento de
aislamiento rno se dirigicd al aislamiento del producto
en un estado virtualmente puro, sino que en lugar de es—

to, se dirigié el aislamiento de la mayor centidad posi-

~ ble del producto deseado. Por lo tanto, la solucidn se

" mezcld con 70 cc de agua heleda tamponada a un pH de 7-

Ia mezcla bien agitada se aciduld a un pH de 5,8 y se
transfirid a un embudo separador. La capas acuosa se
apartd y se tird porque contenia el subproducto agcido
N,N'adi—penicilénico urea y simplemente trazas del pro-

ducto deseado. La cape organica se lavo ulteriormente

{-;;dos;vecaa‘con agua refrigerada con hielo ligeramente

deida y une vez con una pequefia cantidad de agua neutre.
La capa. organica, completamente exenta de este modo de

la urea y el catalizador, se secd con sulfato de maghe-—

- .sio anhidro, se filtré y se evapord completamente en
. EfriO .

El residuo se secd in vacuo haste alcanzar un

peso constante. Rendimiento: 3,4 gm de un sdlido predo-
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‘minantemente cristalino y ligeramente umarillo. Los cro-

natogramas de capa delgada del producto crudo final in-
dicaron le presencia de la penicilina deseada solamente
y el acido amino inicial protegido én una relacidén de
gproximedamente 2:1. Esto fue conformado por el espéctro
PMR, que reveld también la presencia de acgtato de e;ilo
y une ligera cantidad de agua. Le contribucidn celcule-
da de la penicilina deseada en el producto crudo fueé
de 2,2 a 2,4 gme.

‘ EJEMPLO XVIII .
Preparacidn de dcido 6-{0(—&mino»[3;(2,6—dicloro)fenil-
-isoxazol—5—117écetamido}~peniciléniqo

c1
C——CH o
ﬂ ﬁ—cm~g~n CH CH \ c(CH.)
Cl AN / | l 3 3
0 NH, | H
(o RIS o DU \ (OO o
NcooH

Se mezclaron con 25 cc de aguse 3,0 gm del pro-~
ducto crudo del ejemplo XVII que contenia aproximadameny'
te 2 gm de dcido 6-{dk(p-nitro)benziloxicarbonilamino—
-[3;(2,6-dic10ro)fenil-isoxaz01-5-1;7écetamido%penicilé-
nico disvelto en 100 cc de acetato de etilo. Afiadiendo
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hidréxido de sodio diluido el pH de la mezcla se ajustd
a 7,0. Después de introducir 1,5 gm de P4/C, se passd
hidrdgeno por debajo de la superficie de una forma con-~
tinua. Se comprobé por cromatografia de cape delgada
que la reduccidn eras completa al cabo de 135 mimutos

de ggitar la mescla a la temperatura amblente. Durante

10 minutos se hizo pasar nitrdgeno a través de la mez-

cla de reaccidn, se afiadid agua helada y el pH se ajus-
t6 a 4,7.- E1 contenido del embudo se transfirid a un
embudo separador. La mezcle se sedimentd formando une
capa transparente de acetato de etilo y una cdpa acuo~
se separada por ﬁna cape de emulsidh. La capa acuosa

se de jo aparte. Despuds, se centrifugd la capa de
emulsidn. Les capas resultantes se separaron. Le capa
de acetato de etilo se combind con el primer extracto
de acetato de etilo. Las capas acuosas se combinaron
tambien y se exiresjeron una vez con acetato de etilo.
La capa acuosa se tird. El catalizador Temanente se se-
paré de los extractos fecogidos de acetato de etilo
por filtracidén. E1l filtrado de color se concentrs a
02C in vacuo hasta alcanzar un volumen de aproximada-
mente 25 cc. Se afiadieron 100 c¢c de aguam helada y la .
mezcla se gjustd a un pH de 7,0. Las capas se separaron
Yy se tird la capa orgdnica coloreada. La solucidn del

compuesto deseado en agua se purificod mediante dos ex-
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traceciones con una mezcla»1:1 de acetato de etilo ¥
éter diet{lico. Ia solucidn resultante practicemente
incolora en agua se aciduld a un pH de 4,7 y se extra-
jo dos veces con un volumen en exceso de acetato de
etilo. La cape acuosa se tird y las capas combinadas
de acetato de etilo se lavaron dos veces con una peque-
fia cantidad de aguea heladas. Los cromatogresmas de capas
delgadas del extracto final mostraron un lugar positivo
alargado (el compuesto es una mezcla de D,L) de azufre
y ninhidrina. Después de la evaporacidn complets del
extracto se obtuvo un sdlido de color ligero. Rendimien-
tos 650 mg de material seco. E} producto final se exa-
nind por medio de los espectros IR y PMR y se hslld
que consist{a en une mezcla 1:1 molar de la penicili-
na deseadas y acetato de etilo, posiblemente contaminada
por pequefias cantidades de un derivado de 3-(2,6-dicloro)
fenil-isoxazol.

Andlisis parciasl del espectro IR del producto

final (disco KBr, valores en cm™1):

aproximadamente 3300 NH

aproximadamente 2600 OH carboxilo

1780 c=0 (3-lactama

. 1730 C=0 acetato de
etilo

+ 1705 C=0 carboxilo

1690 C=0 amida
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1390 y 1440 absorcioned del anillo de isoxazol
785 C-Cl
EJENPLO XIX

Preparacidn de la sal sddica de dcido 6-{[3L(t~nitro)—
fenil—isoxazol-5~117écetamido%penicilénico '

0,N -@- C——CH o
_S .
ﬂ Icl-»cnzmg ~—¥I~~CH---—- crf/ \(CH )2
N/ | i
0 ox..c'-—-mnm-—...é:
. "COONa

Se 1levd a cabo una reaccidn del modo normal
con 166 mg (0,67 mmol) de dcido 3-(4-nitro)fenil-isoxa-
z20l-5-il-acetico, 210 mg (0,67 mmol) de 6-isocianato-
penicilanatotrimetilsilflico y une traeza de N-isopro- °
pilbenzimidazol. El disolvente era benzonitrilo (5 cc).
la reaccion finalizd al cébo de.5 hores de egitar la
mezcla a la temperatura ambiente. E1l contenido del ma-
traz se~virt16'en uns mezcla blen aglteda y refrigerada
con hielo de 25 cc de agua, 20 cc de éter dietilico y.
25 cc de acetato de etilo. Afiadiendo NaOH diluido la
mezcla de acido (pH 3) se neutralizd a un pH de 7, y
ge separaron las capas. La capa orgenica se tird y la

capa acuosa se extrajo una vez para su purificacidn con
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40 cc de una mezcla 1:1 de eter y acetato de etilo. Se
mezclaron 30 cc de una mezcla 1:1 dé eéter y acetato de
etilo con la cepa acuosa y el pH se redujo a 3,5. Las
capas se separaron y la capa acuosa 86 extra jo una vez
mgs con 50 cc de la misme mézcla disolvente. Las capas
organicas combinadas se lavaron dos veces con un peque-
flo volumen de agua helada, despuds se secaron con sulfa-
to de magnesio anhidro, se filtraron y se evaporaron
completamente in vacuo. El aceite amarillento resultan-
te se triturd con eéter dietilico seco. El sdlido par-
clalmente cristalizado producido ge recogid por filtra-
cidn y se agitd ulteriormente de forma repetida en eéter.
Despuds de secar ip vacuo, el producto incoloro finml
pesaeba 73 mg. La inspeccidn del producto por cromatogfa- )
f{a de capa delgada y por espectro PMR indicd que el
dcido penicildnico deseado contenfa de 5 a 6 mmoles de
agua por mmol de compuesto y una pequefia cantidad de
éter diet{lico, pero que era viltualmente purc en otros
aspectos. Bl filtrado etereo recogido y los lavados se
eveporaron completamente.'El residuo se disolvid en 3 cc
de una mezcla seca 1:1 de eter y acetato de etilo y
ulteriormente se tratd en frio con una solucion diluidas
de N -etilcapronato sddico en éter. La sal sddica pre-
cipitada de la penicilina deseada se recogid por filtra-
cidn y se lavd repetidas veces con €ter seco. Una vez

seco este producto pesaba 134 mg. E1 producto se exami-
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no del modo normal. Sin contar el aguagdherida (mucho
menor que en el caso del deido penicildnico libre) la
pureza de la sal sddica Be calculd que era aproximada~
mente de un 80-85 %, puesto que contenfa aprrximadamen—
te un 5 % en peso de un producto de degradaciéﬁ y de
un 10 @ un 15 % en peso de | ~etilcapronato sddico.
Andlisis de espectro FPMR de dcido 6-2/3-(4-
-nitro)fenil~isoxazol—5~i;7hcetamido%—peﬁicilénico di-
suelto en una mezcla de aproximadamente 6 partes de
hexadeuterodimétilsulfoxido y una parte de D,0 (60 Mec,
valores 5' en ppm, referencia internas 2,2-dimetil-sila~
pentano-ﬁ-sulfonéto): '

CeH, 7,95 - 8,4 (patrdn de particidn o des-
doblamiento AA'BB', 4 protones)
isoxazolil C,-H

4 6,94 (1 protdn)

05-H ¥y 06-H 5,5 (singlete ligeramente ensanchado,
2 protones) ,
Co~H 4,15 (1 proton)
cA-CH, 4,0 (sin§1ete algo ensanchado, 2 proto-
nes o
03-(0}13)2 : 1,63 y 1,52 (6 protones)

~

Andlisis parciel del IR de la sal sddica de
dcido 6-%[3L(4-nitro)fenil-iaoxazol-5-1;7hcetamido% peni-
cilénico (di;co KBr, velores en cm~1):
Aproximadamente 3380 MH

1770 . . C=0 ()-—lactama (intensiva)
1675 - C=0 amida (intensiva)
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1600 C=0 ién de carboidilato més probanle-
mente C=C aromético (muy int.nsi
vo)

1525 NO2 + pogiblemente NH def.(muy inten
givo)

1400 ~ 1460 absorciones del anillo isoxazol

1355 NO, (intensivo)

+ 838 C-NO, y patrén de sustitucién aroma~

tica (intensidades medias)
EJEMPLO XX
Preparacién de deido 6-%C(-carbamilﬂ[3l(2,6-dicloro)fe-
ilil-isoxazol~5-i;7acetamido))> penicilénico

c1
T ;
cl N ¢—CH cl,!g CH 51 \c(cn)
o/ | 3’2

0
A\ 0mc|3--——1!t c’\H
d ¥, COOH

A una golucién de 1,0 gm (3,7 mmol) de 3-(2,6-
-dicloro) fenil-isoxazol-5~1l-acetamida en 15 cc de tetra
hidrofurano anhidro refrigerade a -702C se afiadié gota
a gota una solucién de 3,7 mmoles de n-butildtio en he-
xano. La velocidad de adicién se ajustd a temperaturas
de reaécién por debajo de -602C, Al cabo de unos mimutos
de seguir agitando a -702C, se introdujeron gota a gota
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0,47 cc (aproximademente 3,7 mmol) de trimetilelorosile-
no recién destilado. Después se quité el batio refrigéragi
te y se permitidé que la temperetura se elevara hagta al-
canzar -302C, Este procedimiento, 0 sea la aliciébn de
un equivalente de n-i)u’aillitio y un equivalenwe de tri-
metilelorosilano sucesivemente, se repiti6 del mismo mo-
do. A le solucibn preparada in sutu de derivudo de N,N-
~di~trimetilsililo del producto inicial, en una mezecla
de 15 cc de tetrahidrofuran y aproximademente 3,5 oc de
hexano, se afiadieron 0,56 cc (3,7 mmols) de N,N,N',N'-
~tetrametiletilendiamina. A la mezcla refrigerada de
nuevo a ~752C ge afiadid gota a gota una solucidn de
aproximadamente 3,7 mmoles de n-butillitio en 1,76 cc de
hexano. El régimen de adicién -se ajust6 a temperaturas
de reacolbn de -70¢C como méximo. Id mezcla de reacoién
se aglto adiclonalmente dura.nte.1 hora a una temperatu-
re comprendida entre -700C y -602C, Ia secuencie de reac-
ciones se completé afiadiendo gota a gota una solucidn

de 1,16 gn (3,7 mmols) de 6-isocianato-penicilenatotri~
metilgilflico en 10 cc de tolueno seco, por lo gue la
temperatura de la reaccidn no se permitid que se elevare
por encima de ~552C. Ia mezcla de la reaccidn se agltd
adicionalmente a -602C por espacio de 30 minutos. Ia
mezcla ‘de "la reaceién y dcido clorhidrico diluido se

virtieron lenta y simulteneamente en una mezcla bien
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agua a un pH de 4. Después el pH de 1la mezcla se'elevé
a 7 ¥y se separaron las cepas. Ia capa acuosa se extra-
jo una vez mds con 50 cc de éter_a un pH de 7. las ca-
pas organicas se tiraron.'!é capa acuosa se axtrajo
tres véces con éter.suoesivamente au pH de 5,0, 4,5
Y 4,3 y se extrajo una vez mas con una ﬁezcla 1¢1 de
acetato de etilo y éter dieti{lico a un pH de 4,3. Se
verificd por cromatografia de capa delgada y se halld
que la capa acuosa ya no contenia la penicilina desea~-
da acompafiada de pequefias cantidades de impurezas ooﬁ
contenido de azufre y que los tres primeros extractos
etéreos contenfan la peniciline en un estado virtualmen-
te puro. Se combinaron los extractos etéreos, se lava~
ron con aéua helada, se secaron con sulfato de magne-
sio anhidro, se filtreron y se evaporaron completamente
in veouo. El s6lido obtenido pesaba 500 mg después de
secarlo prolongadamente in vacuoc. Los espectros IR y
PMR del producto final confirmaron la estructura supuesg
ta de la penicilina. le pureza calculada fué del 80
al 85 4.

Andlisis parcial del espectro IR del produc-
to final (disco KBr, valores en am™1):
+ 3440 NH (probablemente de CO~NH2)
+ 3330 NH (probeblemente de CO-NH)
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t 3210 NH (probablemente NH enlazado)

2500 - 2650 OH (carboxilo)

1780  ¢=0 [> -lactama

¥ 1720 C=0 (carboxilo)

1690 y 1660 C=0 de CO-NH y CO-NH,

1598 C=C aromético y defromacidén de NH,

¥ 1525 ' Probablemeé@e deformacién de NH

1395, 1430 Abgoreiones del dnillo de isoxazol

790 001 ¥ patrén de susfitucién aromética
EIRIPIO XKL

Preparacién de dcido 6~{[f3—metil~isoxazol—5-11_7acetemi~
do}penicilénico i

CH
3\ﬁ-rH |
H H H/S5\ _CH
N /(J-—-GH2-—C—-N-—-G d \c< 3
oA T T
G —N ——¢ZH 3
0= ~~~cooH

Practicamente segﬁn'se describe en el ejemplo
II, se hicieron reaccioner 282 mg (2 mmoles) de 4cido
3—met11-iaoxazol-5-11 apééico con 628 mg (mmolss) de 6-imo
cianato—penicilénato trimetilsililico en 10 cc de diclo~-
fometano seco en presencias de tres gotes de N-isopropil-
benzimidazol (catalizador). Despuds de trabajada la mezela
de reaccién se obtuvo un producto de color ligero y de

buena pureza segin TLC y los espectros de IR y FMR.
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Andlisis del espectro PMR del producto disuel-
to en hexadeuterio DMSO afindiendo algo de D,0 (60 me, va-

lores § en ppm, tetrametilsilano como referencia inter-

nal):

isoxazolilo C,-H . 6,22

CeH y Cg~H 5,50 (2 protonec)
02-H \ 4,32

CH,~C0- ‘ 3,82 ( 2 protones)
isoxazolilo~CH$ ' 2,23

03-(0H3)2 1,65 y 1,52

Anélisis parcial del espectro IR del producto

final (en KBr, valores en em™ 1):

¥ 3500 : OH carboxilo
3350 NH
1780 ¢=0 ff-lactama
1740 : =0 carboxilo
1670 0=0 amida
1380-1430 absorciones isoxazolerizan-
tes.
EJEMPLO XXII
Preparacién de édcido 7-{[‘3~metil~isoxazol—5—il_7écetami-
do?cefalosnorénico
“By~o— o
” ” E B H/SN
N\O/C—-CHz-—g'-—N—fl}-——l ?Hz
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Del mismo modo que fe ha descrito en el ejemplo
IIT, se puso en reaccisn cloruéo de 3-metil-isoxezol-5-
-il-aceti}o (preparado a partir de 4,5 mmoles de &cido
3—metil-iéoxazoi—5—il acético y ¢loruro de tionilo) con
N,O-di~trimetilsilil-7-aminocefalosporonato (1reparado
a partir de 1,224 mg (4,5 mmoles) de T-ACA).

Degpués de la reaccidn y de trabajada la meszcls

de la reaccién se aislaron 790 mg (44 %) de un producto

. de color ligeramente amarillo, con una pureza del 70 %

segin log espectros IR y NMR,

Andlisis del espectro PMR del producto final
disuelto en una mezcla de deuterocloroformo y hexadeute-
ro DMSO con algo de D,0 afiedido (60 Mc, valores § en ppm,

tetrametilailano como referencia interna):

isoxazolilo 04-H 6,12
On=H 5,75 y 5,66 (JR:4,5 cps,1 protén
Cg-H 5,05 ¥ 4,97 (JA4,5 cps,1protén)
CHéaCO— 3,78 (2 protones)
0-CHy~ 5f22-44,68 (3213 cps, 2 ggggo-
5-CH, . 3,80=3,15 (J~18 cps, 2 gzg?o—
CO~CH, 2,07 '

: isoxazolil-GH3 2,25

Anélisis parcial del especiro IR del producto

final (KBr, valores en om™1):

X 3280 - OH
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1780 C=0 (b-lec tamn

1750 C=0 ésater

1670 C=0 emida

1230 0-0~0- éster

1380 y 1420 absorciones isoxazclerizantes
EJEMPLO XXIII

Preparacién de la sal sbédice de dcido 6—%(1-(N—fenil)car~
bami1-/"3~(2,6-d1c1oro)-Fenil-isoxazol-5-11_7acetamido}pe-
nicilénico

Ccl

Q...c,_. " -
0
) H yd
c1 “\/5 —OH — d -N—cH—cH s\jc(CH
T

32

Una solucién de 1,0 g (2,9 mmoles) de N-fenil-
-3-(2,6~dicloro)fenil-isoxazol-5-il-acetamido en 15 cc de
tetrahidrofuren seco se refrigeré a -702C. A la temperatu-
ra de -7690 se introdujeron en secesién, gote a gota, una
solucién previamente refrigerads de aproximadamente 2,9
mmoles de n-butilitio en 5 cc de una mezcla de n-hexano y
tetrahidrofuran seco, después 0,44 cc (aproximadamente
2,9 mmoleé) de N,N,N!',N'~tetrametilendiamina y finalmente
de nuevo una solucién previamente refrigerads de 2,9 mmo--

leg de n-~butilitio en 5 cc de una mezcla de n-~hexano y
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tetrahidrofuran seco. La mezcls de la reaccidn se agité
adicionalmente durante 1 hora a -7082C, Al reactivo pre-
parado de este modo se afiadié después gota a gota (a -709C
una solueidn de 0,91 g (2,9 dmoles) de 6-isocienatopenici-
linato trimetilsilflico en 5 cc de tolueno anuidro. Des-
pués de terminada la adicién, se dejé que la temperathra
de la mezcla de reacclén se elevara hesta -50¢C, a cuya
temperatura se continué agitando por espacio de aproxima-
demente 30 minutos. Después la mezcle de la reaccidn y
dcido clorﬂidrico diluldo se afiadieron simultaneamente a
una mezcls bien agitada de 30 cc de agua y 30 cc de éter
dietilico refrigerado a 02C, Se equilibraron mutuamente
las velocidedes o proporciones de adicién para obtener

un pH de aproximadamente 7,5 por tode la neutralizacidn.
Las capas resultantes se separaron y la cépa acuoso, para
purificacién, se extrajo una veé con 30 cc de éter dieti~
lico y una vez con 30 cc de acetato de etilo. Las capas
orgénicas combingdas y la cape acuosa se inspeccionaron
por cromatografia de capa delgada (deteccidén de compuedtos
con cgntenido detazufre) con una mezcla 98:2 de éter
dietiliﬁo y dcido férmico como eluyente. La capa orééni-
ca combinada no contenfia dichos compuestos y se descarté.
El crometograma de la capa acuosa mosirdé 4 lugares bien se-
perados, tres menores y uno mayor.

Los lugares menores se atribuyeron respectivamen-
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te & producto o productos de degradacién, a N,N'-dipeni-
cilanil-urea y a dcido n-butil-carbonamido-penicilénico,
Los valores Rf de los ltimos dos lugares eran igasles

a los valores Rf de las penicilinas reales. Con el fin de
geparar el compuesto responsable del cuarto y mayor lusar
en el cromatograms, sSe extrajo la capa acuosa a un pH de
4,9 y un pH de 3,6 con 30 cc de éter dietilico, que d4ié
porlresultado ia total separacién del compuesto deseado
de la capa ecuosa, El resto y parte del tercer compues-
to (probablemente n—bptil—penicilina) se separaron por
extraceién a un pH de 3,3 con una mezcla 2:1 de éter
diet{lico y acetato de etilo. Para separﬁr el sﬁbproducfo
esta cala sg lavé repetidas veceé con agua helada a un
pH de 4,6 que dié por resultado otro extracto (el tercero)
casi linmpio y una pluralidad de lavados que contenfan to
davia cantidades considerables del vroducto deseado. Fl
cuarto extracto se obtuvo por extraccién de los lavados
combinados a un pH de 6,0 con acetato de etilo. Los cuar
tos extractos se combinaron, se lavaron con agua de
hielo, se secaron con sulfato de magnesio anhidro, se
filtraron y se concentraron in vacuo. La solueién con-
centrada del compuesto deseado en acetato de etilo se
traté con una soluciédn concentrada de (X —etilcapronato
sédico en acetato de etilo., La sal sbédica de la penici-

lina se precipité de esta solucién afiadiendo éter dieti-
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lico seco., El precipitado se recogié por filtracién, se

lavé con é&ter dietilico y se secd hasta alcanzar un

peso constante, Rendimiento 580 mg. El1 producto final

se inspeccioné por cromatograffe de capa delgada, y por

los. espectros IR y PMR, que confirmaron la suuesta

estructura e indicaron las impurezas del prodw.cto fi-

nal: algo de Ch-etil-capronato y una ligera cantidad de

.. producto ¢ productos de degradacién.

Andlisis parcial del espectro IR del producto

final y del producto inicial (soluciones en cloroformo,

conc. aproximadamente 10 mg/cc, valores en em™ V)2

%3420

3300
1775
+1705
1600

1558

¥

Producto final

NH (probablemente de
CgHg~NH~C0-)

'NH (amplio)

G=0(B-1actama (intenso)
C=0 amida (muy intenso)

C=0 ién de carboxilatoy
C=0 arom. (muy intenso)

C=C y/o C=N (intensidad
media pronunciada)

"+ 1500~1550 Probablemente deforma

cién de NH (intensidad
media)

Nefenil-3-(2,6~dicloro)= -
fenil-isoxazol-5-il-ace~
tamido

3430 NH

1695 =0 amida (intenso)
1598 ¢=C arom.(intenso)

1557 C=C y/o C=N (in-
tensidad media, pro-
nuneiada)

%1520 probablemente de—
formacién (intensidad
media)



1495

¥ 1440
1380

783 (en dis
c¢o XBr)

752 (en dis
co KBr)

5e

10,
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U=C arom, (intensidad media) 14496 C-=C avon, (lqtena.
media)

intens, medla )absorciones ) 1435 intenso ahsorcione
isoxazole
intens, media ) isoxazolerizantes 1380 intens. med)rizantes -
¢-C1 (intenso) 785 (en discc KBryintensi-
* dades me
f _ 772 (en disco KBr)diss C~C
posible subst. pat, aromitico 755 ( en disco KBr) posi- -
(intengidad media) blemente subst., pat. arom.

(intensidad media.)

EJEMPLO XXIV
Preparacién de Acido 7-%["3-(4-nitro)fenil-isoxazol—5-11_7-

acetgg;dozcefa;ggporénico.

n
~4

OZN_@‘C-—-CH 0 s
i I PN
—C —NH —CH —CH  CH

I
N C-—CH
o’ 2 , | | 2 8
0=C ——-N\Céc —CH,—0-C -cH3

|
COOH

Del mismo modo que se ha descrito en el ejemplo
IIT se hizo entrar en reaccidn cloruro de 3~(4-nitro)fe-
nil-isoxazol~5-il-acetilo (preparado & partir de 1,64 g
(6,6 mmoles)del dcido acético correspondiente y cloruro
de tionilo) con N,O-ditrimetilsilil-~7-aminc-cefalospora-
nato ( preparado in situ a partir de 1,8 g (6,6 mmoles)
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de 7-ACA. El producto de la reaccién se elabord del:!modo
normal. Se aislaron 1350 mg (40 %) de un sélido de color
ligeramente amarillo. Segin la cromatografia de capa del-
gada y los ¢3péctros IR y PMR, la pureza del producto
final fue de aﬁroximadamenté el 85 #%. ,
Andlisis del espectro PMR del producto final
disuelto en hexadeuterodimetilsulféxido (60 Mc, valores
gen ppm, referencia interna 2,2-dimetilsilapentano-5-

-sulfonato):

N-H 9,36 y 9,22 (7=8,0 ¥0,5 cps, aproximade-
mente 0,8 protén) !

Cotly Ty9—= 8,5 (AA'BB' patrén de desdobla-
miento, 4 protones)

isoxazolil 04—H 7,05 (1 protén)

C7~H 5,875 5,79, 5,73 ¥ 5,65 (sefiales lige-
ramente ensanchadas, J =8,0 cps y

JAB'\‘;IL,G eps, 1 protén).

Ce-H 5,19 ¥ £,11 (J,5=4,6 t0,2 cps) (3 p;%
. tones
0-CH, (5,19), 4,97, 4,82 y 4,60 (J,,=13,0

CH,=CO aproximadamente 4,0 (siglete ligeramen-

' . te ensanchado, 2 protonés)

S~CH, aproximadamente 3,6 (centro de guartet AC
con lineas exteriores muy débiles, 2 pro-
tones)

CO-CH, 2,06 ( 3 protones)

EJEMPLO XXV

Los compuestos preparedos de los ejemplos I a

XXII se experimentaron para hallar su actividad antibié-
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tica in vitro por medio de una prueba de diluocién en
serie en agar-agar que se llevé & cabo, como sigue:
Una cepa del antibiético a 2,000 /u/co se pre-

pard en un vehiculo estéril apropisdo. Se realizaron di-
5, luciones dobles con tampbén de fosfato 1/20 Mol estéril

a un pH de 6,5 (KH2P04-Na0H).‘Se incorporaron centida-

des de 1 ce de cada dilucién en 19 cc de agar-asgar en

infusién para cerebro-corazén en platos Petri estériles.

Ia superficie endurecida se inoculé con organismos de
10. pruebe y se inocubd por espaoié de 24 horas = 37%C,

La concentracién inhibitorié minima (MIC). se expresé

en /ug/cc: la cantidad mfnima de antibiético que inhibe

completamente el organismo del experimento. Los valores

MIC del producto, y de Cloxacilina, Nafeilina, dicio—
15 xacilina, Cefalexina, Cefalotina y Cefalopiridina,

como referencia, se indican en las tablas siguientes:
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'Orgaﬁismo del e en/ug/eo _
experimento Ejemplo Ejemplo E;jemplo}Ejr-m;ﬂnlE;jamplo
I IT , ITX Iy v -

Gram positivo
Bacillus subtilis ATCG 6633 | 0,007 | 0,007 | 0,007 | 1 0,5
Staphilococus asursaus A5H 0,01 0, 015 0,015 | 0,75 |1

A321 0,015 | 0,015 | %0,007| 0,5 |1

A355') | 3 3 0,12 | 3 12,5

,_ L160a') | 1 1 0,06 | 1,5 3.
Streptococus haemoliticus A266| 0,007 | 0,007 | *0,007| 0,5 0,5
Streptococus faecalis L 80 50 50 0,5 12,5 25
Diplococus pneumoniae L 54 0,25 0,25 to, 007 0,75 6
Gram negativo |
Brucella melitensis A488 0,5 0,5 1 12,5 %5
Pasteurella multocida A723 2 2 1 6 ~h,5
Klebsiella pneumoniae A809 100 100 12,5 1 »100 ;400
| |

1) Que produce penicilanasa




orgunie a1 o e/
experimento Ejemplo {Ejemplo| Ejemplol Ejempio | Ejemplo
I ViI VIIX I¥ : X

Grem positivo ,

Bacillus subtilis ATCC 6633 0,03 |0,015 |0,25 0,12 0, 005

Staphilococus auresns A55 0,06 (0,06 1,5 0, 25 0,03
a321 | o,06 |0,06 |05 |0,25 | 0,03
A355') | 3 0,25 |3 25 3
I160a')] 0,5 0,12 3 25 0,5

Streptococus haemoliticus A266] 0,012 | 0,03 0,25 0, 06 0, 006

Streptococus faecalis 4L 80 0,25 1 100 1,5 0,25

Diplococus pneumoniae L 54 0,03 0,03 1 0,12 0, 02

Grem negativo

Brucella melitensis A488 3 12,5 12,5 25 3

Pasteurella multocida A723 12,5 |50 100 25 3

Klabaiella pneumoniae A809 100 50 »100 >100 100
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Organismo del MIC en Alg/cc
experimento Ejemplo |Ejemplo|Ejempld Ejeuply Ejemplo
XX X1 XIII X1y XV
Gram positivo | !'
Bacillus subtilis ATCC 6633 0,06 (0,06 1 . 3 0,25
Staphilococus asureaus A55 0,12 |0,25 3 12,5 0,5
2321 | 0,06 (0,12 '|1;5 |12,5° |1
4355') | 12,5 [0,25 |6 1»100 [12,5
L160a') 12,5 [0,25 |6 >100.  |12,5
Streptococus haemoliticus A266 0,007 |0,06 0,5 11,5 0,06
Streptocoocus faecalis I 80 1,5 6 100 50 0,5
Diplococus pneumoniae L 54 0,12 (0,06 1,5 .' 6 0, 03
Grem negativo
Brucella melitensis A488 3 50 >100 50 6
Pasteurella multocida A723 50 100 ~100 | 50 12,5
Klebsiella‘pneumoniae .A809 100 :>1 00 | >100 =100 100
|




Organiemo del MIC en mg/co .
experimento. - Ejemplo {Ejemplo |Ejemplo| Ejemplo|Ejemplo
o VI | XVII IVIII ax XX
Grem positivo :
Beoillus subtilis ATCC 6633 | 0,03 | 0,5 | 0,06 |<0,005 | ©%°
Stﬁphilococua auréaus 455 0,5 1 0,25 0,03 0,25
g A321 0,03 |1 0, 12 0,03 0,23
a5 | 12,5 [ 12,5 |12,5 | 1 3
I160a') 12,5 |6 12,5 | 3 3
Streptococus haemoliticus A26t6]<—0,01‘5 0,06 |[<0,015 1,5 0 03
Streptococtis faecalis L 80 0,25 | 3 1 1 0,5
Diplococus pneumonise L 54 0,06 | 0,5 0,12 0,03 0, 06
Gram negativo
Brucella melitensis 4488 3 25 0,5 0,12 3
Pasteurella multocida A723 6. : {50 6 1 6
Klebsiella pneumoniae A809 >100 | >100 =100 100 | >100




Organismo del ‘ MIC en/ug/co ‘
experimento — . |
Cloxa- | Nafol [Diecloxa; Cefale | Cefa- | Cefelo
ciline | lina~ |cilina | xina = | lotinal riding
Grem positivo
Baoillus subtilis ATCC 6633 [0,25 | 0,5 0,12 | 0,5 0,03 |0,06 !
Stephilococus aureaus A55  [0,12 0,12 | 0,06 |3 0,25 |0,06 j}
321 l0,06 10,25 |012 |1,5 |025 |0,06 |
A35Y) 10,5 |1 05 |12,5 |1 0,12 |
1160a') |1 0,5 0,25 12,5 1 0,06
Streptococus haemolitious AZ&| 025 |0,015 | 0,06 |0,25 |0,06 |0,015
Streptococus faecalis L 80 25 10 12,5 100 25 12,5
Diplococus pneumoniae L 54 1,5 0,06 0,5 3 0,25 10,015
Grem negativo
Brucella melitensis A488 100 6 100 6 6 3
Pasteurella multocida A723 6 12,5 |6 3 0,25 |1
Klebsiells pneumoniae AB09 6 12,5 |25 ; 3 0,5 |3
;




Organismo del
experimento

Ejemplo Ejemplo
X1 XXII
Gram positivo
Bacillus subtilis ATCC 6633 0,06 0,06
Staphylococcus aureus A55 0,5 0,5
A321 0,5 0,25
A355') 1 6
1160a') 1 3
Streptococcus haemolyticus A266 0,12 0,03
Streptococcus faeéalis 180 25 3
Diplococcus pnevmoniae L54 0,5 1,5
Gram Negativo
Brucells melitensis A488 12,5 3
Pasteurella mutocida A723 3 1,5
Klebsiella pneumoniae A809 3 100
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"Por estos resultados se llega a la conclusién
de que los productos obtenidos en los ejemplos ahteriores
son compuestos activos interesantes contra las bacterias
Gram positivas incluyendo algunos géneros formedores de
venicilanasa.

EJENPLO XXVI

A, Los compuestos, segiin se prepararon en los
ejemplos I, II, IIX, IV, V, VII, IX y XI, se experimen-
taron in vivo junto con algunos compuestos de referencia.
Animales de la pruebat ratones hembras (suizos) peso 20 gm
Via de infeccidén: intraperitoneal
Compuestos terapéuticos: gl cqﬁpuesto experimental disuel-
to en una solucién de NaCl fisioldgico, adsis de 3 x 1/3
cada dos horas. Jo primera dbgsis se administrdé immediata-
mente después de la infeccibén.

Calculo de EDSO‘ segin Horn (1956)

Yos resultados se resumen en la tabla de la
pégina g2 y g3,

B. Actividad del compuesto del ejemplo IXI en un
experimento profildcticc contra una infeccién con
Staphilococus aureus A 321. ,
Animales de la prueba: ratones hembras (suizos), peso 20gm
Désis administrada: compuesto experimental disuelto en
gsolucibén NaCl fisiolégice
Grupo A: Una désis administrada 4 horas antes de la in-
feccidn intraperitonezl
Grupo 3: qpa désis administrada dos horas antes de la

infeceibn intraperitoneal:
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L

' ; 4] ED.  en mg/kg
a » 50
Grupo de | Via de Administrecién | Gompuesto ex-|DicloXaol-
ratones infeceidn perimental lina
A i.De 1.De T 121,5-46,5 21,5
i.p. per os t 465 46,5-100
B iop. iop- 421,5 46’5"100
i.p. per os £21,5 215-465

c. Niveles de suero del combuesto experimental
y dicloxacilina.

YTos niveleé de suero de dicloxascilina y el com-
puesto del ejemplo III se determinaron después de una ad-
ministracidn intramuscular de 50 mg/kg de estos compuestos
en una solucién acuosa en conejos. Los niveles de suero
se trazaron‘en el gréfico del dibujo adjunto, en el que
la linea de trazo continuo representa el conportamien-
to del compuesto experimental y la linea de trazo dis-
Aeontinuo represente el comportamiento de la dicloxaci-

lina que se esté ensayando. En este dibujo se represen

ta; el sbscisas tiempo en horas y en ordenadas KVhl.
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ED: o fg/ke en experimentos con ratones

B Ejemplo 1/IT Ejemplo V Ejemplo IIT

Inf. 1.p> d.p. . i.p.

Ther i‘p' g S.Ce p°°; 1-P- S.Co P.0. iopo SeCo Pe O,
B |>215 |>215 [>215 2,87 | >215 | £ 200
(o} 133,0 >215 {>215 1,78 75,0 | >215

| i +
D |>215 ; 200
E [>215 >215
F >300 I>300 | %200 |
! ;
Propiciline Dicloxacilina Keflina (gigi):h'
In.f. iopo i‘p’ iopo

Thar. l.p. HeCoe PeOe i.p. 8.Ce prO. i.pe 8.0, p.oT

0,926 | 2,33 |10,8 | 0,909{ 126 | 92,6 | 1,90 | 16,2. | 14,7
133 D215 [P215 | 1,71 | 133 | 110 27,1 | D215 | 68,1
88 Saq5 (D215 | 5,84 | 92,6 | 92,6 |20 110 | 147

0 &H g Q w >

' 79,4 | £200
| 215 | >215
79,4 | 68,1
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Ejemplo IV Ejemplo VII Ejeaplo IX Ejemplc X1
]

Iinf. iopo i.p. i.p. i-p-
Ther. |1.Pe | 8¢Ce| PeOe | 1ePe | 8eCe | PeO¢ [1ePs ! 84Cs | PeOe | 1eDe BaCdp.O.
A 123,31|31,6}50,1| 3,8 |18,5| 70,0 [>21,5 >100 |721,5 »100
B 23,3 {>215| £200| 17,1 | 140,0>215
¢ [19,6 {>215] D215
D [>215 >215 >215
E |>215 >215 >215 7300
F D215 >215. 215 >300 300

A
B
c
D
E
F

= Stafilococus sureus A 321
= Stafilococus aureus A 2001

#l

"

Stafilococus aureus A 2000
Salmonella typhi murium R 172’
Pgseudomonas aeruginosa A 1058
Proteus mirabilis O,T
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N

Tos niveles sanguineos mAximos de las dos dro-
gas se alcanzaron al cabo de una hora dando el compuesto
experiméntal niveles de 5,4 /ug/bc y dicloxacilina 27/ugbo.
Al cabo de 4 horas egtos niveles fueron de 2,2/ug/bc ¥y
7,1/ug/bc respectivamente. Ia dicloxacilina se encontraba
cagi completamente ligada a la proteina del suero, mien-
tras que el combuesto experimental aparecia ligado en un
grado de aproximademente el 50 %, por lo que la cantidad
de droga libre en el suero era del mismo orden. No obsten-
te, los valores M.I.C. del compuesto experimental eran
aproximademente de 5 a 10 veces menores, por 16 que el re-
sultado general es mejor y se refleja en los resultados
in vivo

EJEMPIO XXVII

Una cantidad de 100 a 2,000 miligramos de la
gal sbdica de dcido 74{[3L(2,6-diclorofenil)isoxaéol—B-
-i;?hcetamido%éefalosporénico se introdujo asepticamente
en un frasco pequefio para compuestos inyectables. Antes
de utilizarlo se disolvié el polvo en una cantidad apro-
piade de agua ssteril y exenta de pirbgenos.

BJEMPIO XXVIII

De los compuestos obtenidos segin los ejemplos
IXQV se prepararon jarsbes mezelando loc componentes que
giguen:
Sal sbdica del compuesto en cuestién 145 = 6 gm.
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"Almid6n soluble 1 =3 en
Sacérina sédica 0,1 - 1 gm.
nipa M 0,06 gm.
Aromatizente de fresa 0,1 -5 gm.
-Amarento ‘ 0,010 gm.
Sacarosa 30 agn.

‘ Agua afiadida hasta un volimen de 60 co.

‘Bestos jarabes preparados son aproplados para
administracién por via oral.
EJEMPIO XXIX
Se preparsron cépsulas del modo normal que con-
tenia como componente activo el:compuesto obtepido segun
los ejemplos T-XXI{ Ios componentes de las cépsulas se

indican a continuecién:

Sal sbédica del compuesto en cuestidn 150~500 mg,

Bicarbonato potédsico 100-300 mg.

Estearato de magnesio 2-10 mg.

Lactosa para componer una
cdpsula

Estas cépsulas se utilizaron pare administra-
cién por via oral. .
EJEMPIO XXX
Se preperaron tabletas del modo normal que con-
tenian como componente activo el compuesto obtenido ge-
gin los ejemplos I-XXIV,

Los componentes de las tebletes se indican g
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continuaciéns:

Sal s6dica del compuesto en cuestién 125~500 mg
Folivinilpirrolidona 5-30 ng
Anylum maidis 100~300 mg
Batearato de msgneslo 1-20 mg
Lactosa hasta componer uha tableta

Estes tabletas se pueden utilizar para administra-

¢ién por vie ora’.

Descrita suficientemente la naturaleza del inven-
to, asl como la maners de reaslizarse en la préoctica, debe
hacerse constar que las disposiciones anteriormente indica-
das son suapeptii:les de modificaciones de detaile en cuanto

no elteren su princirio fundemental., También se hace cons-

" tar que el invento corresponde a una solicitud de patente

presentade en Inglaterra con el n? 53040/70 de 6 de noviem—
bre de 1.970; acogiéndose por lo tanto s los beneficios que
conceden los Convenios Internaciona;l.es en vigor, aiendo 1o
que constitiaye la esencia del referido invento por lo que
se solicite Putente de Invencién por 20 afios en Eepafia,
sobre: PROCEDIMIENTO PARA LA OBTENCION DE DERIVADOS DE ACI-
D0S 6~-SUSTITUIDO~-AMINOFENICILANICO Y 7-SUSTITUIDO~-AMINOCEFA-
LOSFORANICO; caracterizéndose por lo sigulientes

1.= Procedimiento para la obtenclén de derivados
de Acidos 6-sustituido-aminopenicilanico y 7-sustituldo-
aminocefalosporanico, de la férmula general:
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n“ | l B B o
——C -0 -N- I
No” b | Q
E 0

AN _-CH, H H 9\
C - J~—-*-O’/H c J c oH, X
\ bl -
O/V COOH o// $\\?4¢
COOH
(11) (111)

0 sales, amidas o ésteres de los mismos, en donde X repre-
genta un 4dtomo de hidrégeno, un grupo hidroxi, 6 un grupo
elcanoiloxi inferior, o el grupo -CHoX y el grupo carboxi-
lo en la férmula III se enlazan en%re‘si pars, formar un
gruypo lactona, tal como ‘ﬁ‘°’°H2‘v 0 un grupo laqtama tal
0 '
como 'E’NH'°H2’3 R'representa un grupo alquilo inferior o
: .
un grupo arilo que llevs opoclonalmente al menos un sustitu-
yente elegido entre &tomos de cloro y fluor y grupos nitro,
amino, alquilo inferior, 6 R representa un grupo alquilo
terciario, R! representa un dtomo de hidrégeno o un grupo

alquilo inferior, o R representa un grupo carboxilo este-
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rificado opcionalmente con un grupo alquilo inferior, o

. ransformado en une sal de metal a.lcal'iﬁo, metal gloglino=-

térreo o smina, un grupo oar'bamilo, ciano o amino, 0o un
&tomo de cloxro, ¥ R2 representa un- é:t;omo de hidrégeno, o -
un &tomo de halégeno, un grupo ciano, anuno o aralcoxiear-
bonilemino inferioxr, un &rupo alquilo inferior, un grupo -
carboxilo esteriinado con un a.lquilo infarior, a’rilo o
aralquilo, o RS representa un grupo carbamoilo, que lleva:

opcionalmente en el é&tomo de nitrégeno un sus‘bituyente a.l—

: quilo inferior o fenilo, oaracterizado porque oomprende rnc
- cionar un éater o amida de un é.cido 6—iaooianatopeniciléni-

co & 7-isocianatocefalosporénioo, que 'I:iene un’ grupo hidro-
xi protegido opciona:lmente presente, con un compuesto orga-

nometé.lioo de férmula A-MeI, A-Men Hal 6 A-Men

-A, en dondo_.

- A represente el grupo:

- (viI)

Me representa un é:bomo meté.lioo, indicando 108 nﬂmeron Io

II su valencla y Ho.l representa un étomo de halégeno, en un
medio disolvente vo.rgé.nioo anhidro, bgjo condiciones- que f@-
vorecen una reaccién de Grignard, vHefomatzky o similar; sepa~-
rar el residuo 'meté'lioo-;/o los grupos proteofqres' de los pr_ddug_ »

_ftqe{';asi ‘obtenidos pqxf hidrélisis, hidrogenacidn o reaooi@ de -
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sustitueién con agentes bésicés o nucleofilicos, para |,
formar los cbrrespondientesVécidos penieilénicos o cefalos-
porénicos; y transformar opcionalmente los 4cidos obteni-
dos en sus sales o éasteres.

2.- Procedimiento segiin la reivindiceclén 1, ca=-
racterizado porque comprende pﬁéparar un compuesto organo-
met4lico en un disolvente orgénico inerte bajo condiciones
anhidras, por adicidén de una solucién pre-enfriada de
n-butil-1litio en un disolvente orgénico inerte y N,N,N*,N°'-
tetranetiletilendianine 8 un derivedo pre-enfriado de iso-
x8201=5~il-metilo sustituido con sustituyéntea que pueden
reaccionar o pueden ser influenciados bajo las condiciones

de regoecién, protegidos, bajo sgitacién y a temperaturas

de ~30°C e inferiores; seguido por la reaccién del compues-

to asi preparado con una solucién de un éster de Acido
6-isocianatopenicilénico o 7T-isocianatocefalosporénico, en
donde cﬁalquier grupo hidroxi opcional esté protegido, en
un disolvente orgénico inerte a temperaturas de ~502C e
inferiores; seguido por la separacién del ién metélico y
de los grupos protectores opcionales sirmltaneamente sepa-
rebles; separacién y aislamiento del producto obtenido y
separacién opcional de los restantes residuos protectores
y/o conversién de los &oidos obtenidos en sus sales o
éateres,

3.~ Procedimiento segin la reivindicacién 1, ca-

racterizado porque como éster del Acido GQisocianatopaniei-

lénico 6 7-isocianatocefalosporénico, se emplea un éster
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de tri (alquil inferior) sililo.

4.~ Procedimiento segin la reivindicacién 1, ca-
racterizado porque como disolvente orgénico inerte, se em-
plea tetrahidrofurano, tolueno, n-hexano o mezclas de los
anteriores. _ |

5o Proéedimiento pera la obtenclén de derivados
de Acidos 6-sus%itufdo-sminopenicilénico y T-sustituldo-
aminocefalosporéanico, tal y como queda sustasncialmente des-
crito en la presente Memoria.

Esta Memoria consta de 90 hojas escritas a méqui-

na por une sola cara.

Madrid, 1 HAR. 197%
'KONINKLIJKE NEDERLANDSCHE GIST- EN

SPIRITUSFABRIEK N.V,
QISEZ ACEBO Y IMODET
. p. Firmado: L. Gaeta FernSudes
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