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" pROCEDIMIENTO DE OBTENCION DE ol ~HIDROXIBENCILCEFALOSPORINAS
Y SUS SALES NO TOXICAS".

lemoria descriptiva

Esta invencidn se refisre a compuestos quimicos que
posasn actividad antibactsrisna, En particular, la invencian
se rePisre a la obtencion de acidos 7-mandelamide 3-cefen-4
carboxilicos y sus derivados, Los compusstos deg la invencidn

pusden reprassntarse por la formula estructural siquientes

S

— 7N
it N
< > by S A P

0= N

en la qued
RY pusde ser = H

~ OCOCH,

—
S///JL\\‘S///’L\\ CH3

S I

X puede ser ~H, b un cation farmaceuticamente aceptable.



25

Los productos da la presents invencion son agentas
antibacterianos que possen actividad frente a baptarias Gram
positivas y Gram negativas, Esg de dastacér su sspectro de acti
vidad frente a bacilos gram nagativos, especialmante las enig
robacteriaceas,

En la Tabla 1 se resume la actividad antibactariana
da uno de las compuestés de la presente invencign: la sal po=

tasica del acido =7(D mandelamide) de-acetoxi cefalosporanico,
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Egpec#éo antibacteriano ds sal potasica dsl acida

7{mandelamido) dsacetoxi cefalosporanieco (AL 226) y cefalexina.

o cMir  mog/ml
Garmen e —
AL 228 Cefalexina

Bacillus pumillus NCTC 8244 G4 9;4
Bacillus subt®ife CSIC 0,4 8,4
Staphylococcus aursus CSIC 3,2 3,2
" " ATCC6538P 1,8 2,8
T -7 111 642 642
Esbherichia Coli @ 11¢8,(51-58) 6,25 6425 .
" : " g37n 12,5 $2,5
® " 554 124.5 1255
" 312 25, 12,5
" S 4 328 12,5 12,8
Proteus morganii 456 25, 25,
" mirabilis 532 12,5, 12,5
" : ) " s?ﬁ 6’25 6’25
% petparii ' 718 200 zou
Pseudomonas setuginosa A-9 >200 2200
o L 05.% § 4} >2o8 >200,
Elebsinlla pnoumoniss 58,5 25, 12,5
Salmonslla sp 332 6425 6425
Entersbgcter 356 200 2°°,
Providancia 758 100 zon
" BY6 100 200

fntibiotic Madium 1 -~ .16~18.Horss incubacion
tnacule * 107 microorganismos / ml.

[N~
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Segﬁn los experimentos realizados la sal potasica
del acido 7{D-mandelamido) deacstoxi caPalosporins es rapi-
damente absortiida, administrando per via intramusculsr a og
najos una dosis de 100 mg/kg peso, @l pico mas alto sa alcsp
zs entre la media y la una hora y es de 50 mcg/mI,.Cuando 88
administra por via oral a conejos esta misma dosis, s recu-
pera an orina alrededor del 40% de la dosis administrada, £l
producto ss recupera sn la orina inalterado como se ha comprg
bads por crqmatografia en papel Whatman n2 1 usando una mez-
cla acetonatagua (85:15) como sluyente y hisrevelsnda con
B.subtilis,

En la tabla II se muestra las concentraciones al-
canzadas en distintos drganos como higado, riﬁén; pulmén; in

testino delgado y en sangre, en ratas a dosis de 100 mg/kg

pasa.

~
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TQBER I!*
Distribuclon tisular ds la sel potasica dal acide
7(D-manﬁalamida\daacatoxi cefalosporanicoe en ratas por via

intramysculsr con una dosis de 100 ng/kg pesa

o horas |' | 3 A
e < ’ ' testige
plaswma 45,5 13,7 (2,5 |[N,DJ N.O, | N U, 0D,
-’t&(% ) . - e . - - N v .
h!gadn' 77,3 [23,1(6,2 |NDJ N,u, | N, N,U,
Ll N I }
. rifisi - |107;9 [40,7]3,3 [6,4| N.U. | N, N.D,
'.'.-'.'.‘:‘ o "&;3 L . - — ::’.2’.:.;‘.’ : ‘
A P 15,2 | 7,6(3,1 |3,8] 3,8 | 4,2 4,2
{u)
ihtestino | 25,5 (23,B(22,2(7,4|44,7 (27,2 3,8
(b}
. B L ¢ f E

(a) & mcg/ml,
(b).= mocg/grame ,
N = No se ha detectado presancia de eptib@ético;

A x s I . .
La eal potasica del acide B{7T-wsndelamide) deace-

o boxi ce?a;aapopén;en 88 un productp de_muy baja teoxicidad,

la DLSB por via eral en tatqnes eg superior a dos gramos por

kiln de peso y por via intraperitonsal superior a un grame por

5



100

105

110

118

kilo de pesoi
Se liga un 36% a las proteinas del suaro enh propod=
cion semejanke a la cefalexina empleando sl método de ultrg

Piltracidn a una concentracion de 10 mcg/ml en suero de cong

Ja.
JABLA 111

# de antibie- | # de antibiotico
tico libre ligado

Acide 7 (D=-mandslamido) 64 36

deacetoxi cefalosporani

co

Cefalexina 72 28

Cafaloridina 86 14

Cefazolina 722 92,8

Los compusstes citados se p:epatan; en gengral, ha=-
ciendo reaccionar el acide 7-aminocefalosporanico g 7-amino-
deacetoxicefalosporanico con sl cloruro de dicloroacgtil mag
deloile en un medic basico de pH proxime a 8; generalmante
solucion acucsa de CO4HNg al § %; & tompsraturas bajas compran
didas entre =20 y 300C, La cefalosporina se ajisla del medio

de reaccion en forma acida, extrayendo con acetato de etile
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da otro disolvgnta aprcpiadu.

Las~ce?aiosporinas sustituldas en 3 por los hsteroci

clos citados, pusden oblenerse a partir de las cafalosporinas

.écidas'ubtanidag como sa’dascgibié anteriormente, haciendolas

raaccionar con sl ticl correspondiente en un medio practicse

ments nsutrq_da buffer de fosfatos a temperaturas entre 40 y

§U§C@ E; ti@hpn dq raacciéﬂyoscila entre 1U_y.2a horas pu=

dienﬁase sséuir la marcha de 1a”r9acci§n por cromatograria an
capa fine, La cefalosporina se aisla del medic de remccidn
acidulandg ¢gn-BIH diluido y extrayendo con acetato de stilo
{ otro disolvente apropiado, .

~ Para la via parsnteral 868 mas tonvenients la utili
zseicn de sales solubles que se obtisnen por nautralizacion

da la forma acida disuslta sen un disclvente apropiado, como

metanol, con una sal de metales alcalinos y slcalinaterreos

adecuada, tal como z-atilh:anaato_sédicn 0 potasico por ejem
plo, sislandola por pracipitacion & biem liofilizando la sa~
lucion acuosa. | '

. Ee de notar que tados los compuastos ds la inven-
cian, por tensr ung o mas atomos de carbono asimétticu; oxis-
tan en forma de isomeros opticos, Los dos isomeras D y L asi
comy gus mezclas racémicas estan incluidos dentro del alcan-
te do la invencisn,

Por lo que se refiere a los dos diastsrevisomeras



posibles de acilar el acide 7-aminodeacetoxicefalosporanico
145 con acido mandalico racémico; ss ha conseguido separar ambas
formas madiante el lavado da la cefalosporina resultante de la
reaccidn, con alcohol etilice sbsoluto calienta. La sal pota=-
sica del acide 7-D-mandelacetamidodeacetoxicefalosporanico es
mucho menos scluble en sste medio por ls qus pusde asislarse té
150 cilmente por filtracion de su diastsroisomsro 7-L-mandalace-
‘tamidudeacetoxicefalospoténico, cuya actividad biologica &s my
cho menor,
Esta separacion de diasteroisomaros es de un interas
indudable pues proporciena un medio de obtencion de la sal
155 potasica del acido 7-D-mandelamidadeacdtoxicefalosporanico mas
economico que partiendo dsl isomsro del acide mandelico; corras_
pondisnte opticemente puro,
Los siguientes ejemplos ilustran la praparaciﬁn de
los compuestos de la invencidn parc no debe entanderss que lie

160 mitan su alcanca,

Ejemplo 1 .~

En un matraz de 2 litros de capacidad provisto da
agitador mecanico, embudo de adician y bafie para enPriar exbe-
riormente, se colocan (0,2 moles) 41,6 gs. da acido 7~aminoce=

165 falosporanico.

Se afaden 1 litro de solucion da bicarbonato sadico

al 5% y 600 ml, de acetona.

Cuando se ha coﬁseguido una solucion clara, dsbil=
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mentg amarillenta, se comienza a bajae la temperatura hasta
alcanzar los ~208C, Se afiade entoncas en adicidn rapida

(6,2 moles) 56 gs de clorure de dicloroacetilmandeloilo racg
mico disueltos en 100 ml, de acetona,

Se agita a -200C, media hara, terminada la cual se
comprusba e} pH que deba estar comprandido entrs-ﬁ;s y 7,5y
sg sube la temperatura a 2090; continuando la agitacion dos
horas mas, Terminado el periodo de agitacion se sube el pH
de la solucidn hasta 9,5 con solucion de carbonato sodico
al 30% y se agita media hora mas a temperatura ambisnte,

Terminado el periodo de agitacion se lava la solu-
cion dos veces con 500 ml de eter sulfurico Prio,

La solucion acuosa se enfria a 02C, se afiaden 500 ml
de acetato de stilo frio y se lleva a pH=z 2 con solucion de
CIH 5N, |

Se separa el extracto organicc y ss afiaden otros 500
ml., de acetato de etilo frio, Se satura la solucion acuasa con
clorurc sodico y se agita fuertemente para conseguir una mayor
extraccion. Se separa la capa de acetato da etilo que ss reu-
ne con las anterior. Se seca con sulfato magnésico, filtra y
evapora la solucion a vacio, cuidando de no elevar la temperg
tura por encima de 402C,

Se obtiens as{ un solide amarillento de acido 7 map
delamidocefalosporanice racemico. Se pueds purificar disolvien

dolo en metanol y precipitandolo con eter sulfurico.
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Ejamg1os 1]loem

Se proceds como an sl sjemplo 1 sustituyshdo el clory
ro de dicloroacstilmandeloile racemice por- el cloruro de dickg
roacetilmandeloilo obfanidn a partir del acido D {-) mandali-
co. Obteniendose asi el acido 7 (D) mandelamidocefalosporanice

como producto mayoritario,

Ejemplo 111,

Se proceds como en el sjemplo I sustituyendo el acida
7 aminocafalosporanice por el Scidq 7 aminudaacetoxlcafalospo-
ranico obteniendose asi sl acido 7-mandelamidodeacetoxicefalasg

poranice facemico,

Ejemplo IV, =

Se procede coms en sl sjemplo II sustituyendo el aci
do 7-aminocefalosporanico por el acida 7-aminodeacstoxicefaleg -
poranico obteniendase asi 7 (D) mandelamido dsacetoxicefalps-

poranico como producto mayoritario.

Ejemplo V.~

, En un matraz de 250 ml, provisto de sgitador macani-
co y baffo exterior para calafaccion, sa coloca una mezcla de
(0,01 mol) da acido 7 (D) mandelamidocefalosporanice y 10,01 mol
de 5 metil 1;3;4, tisdiszol~2~tiol en 100 ml, de buffer de fog
fatos de pH= 6,4, La mezcla se calienta a 602 con agitacidn du-
rante 20 horas, Se deja qus la mazcla alcancs la temperatura
ambisnte. Se affade 50 ml, de acstato da stilo y ses lleva a pH=x

2 con 4cido CIH diluido, Sa extrae nuevamente la solucidn acug
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sa con aceteto de etilo, Se reunen los extractes, secan, fil-
tran y evaporan a sequedad obteniendoss el»éqidu 7 (D} mande=
Xamido 3-'§:S_7met11 4y3,4, tiadiazol-2-i1 tiomatil) J=cefamed

. carboxfiieo,

o _VEl,prqﬂugﬁo puede pu;ifina:ag cromatug:éfiaqdursai
bre gel deﬁgilica usando CHCIS-NBUH come sluyasnta en gradisnte,
Efemplo VI~ o

‘En un matraz de tamafio apropiado se diSpung'(O;Oima;)
da xaz‘cefalusporinas obtenidas gagﬁn lqs ejemplos I, 1I, ;II,
;U“ﬁ V,‘sejﬁisgelyan en ;0 ml, de mat;no; frio y ue'aﬁéﬁe éééa
a g?tg y con agitaqiﬁn.una solucion de Z-atilhexanoato-sﬁdioo
6 potasico al 40% en n-butanol hasta pH= 7, Alcanzando el pH
Ia_paéte;fQ:MQQE se lava caon ster sulfﬁricu; filtra y seca a
vacio, ebtenisndose las sales sidicas o potasicas de las cefa-
tasporinas correspondientss,

Ejompla VIIy-

B 'éé'prpcqﬂe como en el ejemplo VI empieandoss comn

cefalosporine la mazcla racémica obtanida segiin al ajemplo III

y la sal potésiqa del acide 2-stilhexancato potasico, o
£1 producto resultants os una mezcla racemica que

se lava con 500 ml. de alechol stilico sbsolute a bbullicidn,

Se filtra el producto insoluble que esté formado por la sal

potasica dsl acido 7 (D-msndslamidocafalesporanico,

REIVINODICACIGHNES

. . I . ’
1,) Procedimisnto de obtendion de ®\ =hidroxibsncil=-
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cefalosporinas y sus sales no toxicas, de Pormula:

—— et " CH——— O~ NH
<>

OH

/,/5\\\

CH ———CH CHy

‘ .
c ‘ C——CHyRY
Locx

donde R' puede ser:

- H

uOCDOHa
caracterizado por hacer reaccionar el cloruro dal acido mande-
lico; protegido el grupo OH por un radical apropiado como di-
cloroacetilo, disuslto an acetona u otro disolvente inbrita y
la sal sddica das un derivado dal acido ?—aminncafaIOSporénicé

de farmulas

S
~
"2”“"'7“ CE/, Tuz
C—— CHoR!
4¢fc \\Eij’ 2
0 00X
donde RY pueds sers
«-H
fﬂCHOCH3

a temperaturas comprandidas sntre =20 y 308C y Posterior degge

bloque dael grupo OH en msdio basico da.pH entre 8 y 11,
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2). Procedimionto de gbtancitn dg o =hidroxibencil=
vefzlospprings y sus saloe no taxices, carecterizads por par-
tir dol clorurs dal acido menddlico racémivo prategide del
orups OH por un radicsl apropiade, dicloroscstile por ajﬂmpla;
on avatons u otra disolvsnte insrte y la 2ol sodics ol doie
dn Te-amimocePalosporanicns ¢ tomperaturss comprendidas entre
-28 y 300C y posterior deshlogueo del grupo OH en medin baai-
to de pH antre 8 ¥ 1&.

3}, Procedimiento dg obtencicn dg A =-hidroxiben
cilesfalosporinas y sus sales no toxicas, sogin Ya roivindi-
cacian 1, caracterizads per partir del (=) clorure del écldu'

monddlice protegide ol grups OH por un radicsl spropiado tal

-aoms dicloroacetile, en acotons u otro, displvents insrte y la

g8l s0dins del acido T=aminpcstalosporénico g temporaturas
comprontdidos antre «20 y 300C y posterior desbloques del grue
po O en medic basico de pH ontre 8 y 11,

&), Procedimionts da obtencidm de lss Ok =hidroxi-
benailcefalasporinee y sus salae no t&xicaa; sogin 1a reivin-
dicacitn 1; caracterizade por partir del cloruro el éci#u
mandéliea protegido el grupo OH por un radical apeepiado, tal
cong dicloroacatilo, en scetons u otro disolvents fnerte y la
sal 800ioa del Guideo 7-aminu deacotoxicefalosporanics a tempe=

raturas comprandidas entre -28 y 3geC y posterior desblogueo

'del grups OH en madio basies sntre B y 11,

5); Procedimionto de obtencion dao ol ~hidraxibsncil-
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cefalosporinas y sus sales no tdxicas, segin la reivindicacidn
1, caracterizado por partir del (~-) cloruro dsl acido mandeli
co con sl grupo OH protegido por un radical tal como diclorog
cetilu; en acstona u otro disolvents inerte y la sal sodica
del acido 7-amino deacetoxicefalosporanico a temparaturas com
prandidas entrg ~20 y 300C y posterior deshloqueoc an medic ba=
aica entre 8 y 11,

6). Procedimiento de obtancion de o =hidroxibencil
cefalosporinae y sus sales no toxicas talss como sodica o
pntésica; caracterizada por partir de las cefalosporines se-
glin las reivindicaciones 1,2,3,4 y § las cuales ss ngutralizan

”

en madic acuoso o alcohdlico con la basa correspondiente en

- solucion acuosa 0 alcohdlica a -58C, aislando los productas

de reaccion per precipitacidn con un disolvente adgcuado o

eliminando a presion reducida o normal del disolyente.

7). ™ PROCEDIMIENTO DE OBTENCION DE  ol~HIDROXICEFALOS
PORINAS Y SUS SALES NO TOXICAS®,

Esta momfiria consta de 14 hojas foliadas y mecanogrg

fiadas por un solo lado de sus caras,

Madrid, 26 de Junio ;B 1,976
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