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1. XHTRODUCCIOR

El elevado coneumo de antibiéticoa en el pa(-l,y le necesidad de ob-
tener nuevos y mejores frmacos para o) tratamiento de la tuberoulosis,
ha propioiado la aparioién de nusvos compuestos.En el frea de los anti-
bidticos aminogluclsidon(¥igura 3),86 encuentra la Aaikaoina(VI)(FPig.l),
que o5 un derivado soalsintétice de la N-acilacidn de la Kanamioina A(Fi-
gura 1).

La Amikaoina estd inclufda dentro del Cuadro Bdsico de lodioa-antouz
¥ ha tenido gran demanda por parte del Sector Salud,debido & su oficien
t8 aotividad baocterioldajno obstante su elevado ocosto,anf como sus efeo-
tos téxicos en oido y rifidh.

La solecoidn de un proceso industrial para la producoién de Amikaci-—
nayrequiere de informacidn téonioa,econduion y de mercadojen eate oAso,
por ser un primoipio activo de reciente aparicidn en el meroado,la in-
formaoidn es confidencial o publioada mélo a través de patentesn.

Dentro de este panorama se iniciard el proooso de plantesr diferen-
tes alternativas de preparacién,para llevarlas a 0abo en el laboratorio,
¥ posterioramente ocontinuar con los trabajos de optimisacidn y uoulunlog
to en la planta.

El riesgo que plantea este proyecto ,asf ocomo el esfuerso téonico y
econdatcosdeben s> tonados poOr empresas que forman la Industiria Qufmioca
Farmacedtica liacional,para que partiendo del proyecto obtengsn sus bene—~
ficios oomo sonsel desarrollo de tecnologfa propiam,la oreaolén de una

infraeatr para produocir prinoipios aotivos del tipo aminoglucésido

o similares,disminucidn de la depeniencia externs,abastecimiento y com
petitividad en el mercado naoiopal,y a mediano plazo incuraionar en el
mersado internaoional.

Los aétodos de preparzoidn de Amikaoina se inioclan con la Kanamioins
A(IIIa)(Pigura2),quo es materis prims disponible sn el pafs,sometifndola
a una B-aoilaoi6n con el éster aotivo del Acido L{~)-4-amino-2-hidroxi-



butanoloo(L-HABA) (Pigura 1),para obtener la Amikacina y sus tres isdme-
ros(Figura 1).
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Pigura 1. Obtenoidn de Amikaoina ¥y sus is6meroas
La Amikacina oumple con las sspecificaciones de la Farmacopea Naoio

Bal de los Estados Unidos Mexiocanos.

+ Llas siglas BE-X signifiocan Bristol-Banyou-Xanamioina,que se refiere
a la eapr que 1a 4 Wwrid ¥ & la materia prima.




2, FUNDAMENTACIOR DEL TEMA
2.1 Antecedentes de Antibidticos Aminoglucéasidos

Los antibidticos , mustancias qufaiocas producidas por diferentes mi-
oroorganismoa,que suprimen el orecimiento de otros micrororganismos y
pueden eventualmente destruirlos,ee clasifican ¥y agrupan de diversas for
mas.Las clasificaciones propusstas se basan en ifuente microbioldgioa ,
estrugtura quimica,mecanisno de accién y actividad .ntinlorohhnasM.

La olasificacién més comdn se basa en la combinaocidn enire la estrup
tura qufmmica y el mecanismo de accidn,de la sigulente manerail)sgentes
que inhiben la sfntesis de protefnas o aotivan las ensimas que Tompen
las paredes celulares bacterianas,causando la pérdida de la viabilidad y
a monudo lisis celularjlos mismos incluyen penicilinas y cefalosporinas,

de estructura semejante,y agentes tan disfeiles como la ciolossrina,ven-

corioina,ristocetina y baoitracinaj2)los agentes que actdan direct t
sobre la memtrana oelular afectando su permeabilidad y produciendo fil-
tracién de oompuestos intracelularesjincluysn a los dstergentes como la
polimixina y el colimestato,y a los sgentes antiffingiocos de pol;onc ta~
les como nistatina y anfotericina Byque s2 unen & los esteroles de la pa
red oelularyl)los agentes que mfectan la funoibn de los ribosomas baote-
rianog causando inhibloidn rsveraible da 1la sfntesnis de protefnasgostos
fdrmacos baotoriotftioos inoluyen al oloranfenicol ¥y a las tetraciolinas
Loa antibidtiocca maordlidos como la eritromioina,linconioina y su a~

nflogo conocoldo,olindamioina,también son parte de Sato grupoj4)agentes

que se unen a la oad rib 1 30 8,y 1a acusulacidn de comple
Jos iniociales de de la sfntesis protefoaz,lestura erronés del oSdigo R¥A
Nensajero ¥ pruducoidn ds polipéptidos anormslessincluyen al grupo de los
aminogluodsidos que son bactericidasj5)agentes que afectan el metabolis~
mo del £oido nuolefco,00mo 1a rifampicina,que inhibe la KNA polimerasa
dependients del DNA36)los antimetabolitos incluyendo al trimetroptin y
a las sulfonamidas,que bloquomn pasos metabfliocos esenciales para el mi-



croorgpnima' 4

Dentro de la olagifioacifn anterior se encuentra el grupo de antibis-
1008 aminogiucéaidos,que son férmacos formados por amincasdoares en unién
glucosfaica(Pigurae 1,2,3),18iles en el tratamiento de infecciones sisté-
miocas graves,causadss por bacilos anaerSbiocos gram-negativos,aunque exis-
ten baoterizs anaerdbioas resistentes a ellos.dotdan directamente sobre
los ribosomas baoterianos inhidiendo la ofntesis de protefnas e interfi-
riendo en la trangmisién del mensaje gon‘uoo:".

Los aminogluodeidos oatdn representados,primoipalmente porjestrepto-
nicina(l),neomioina({IX) kananioina(III), gentantoina(IV),tokranioina(V),y
snikaoina(VI).
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- Migurs 2. Estruotura de los tres tipos de kanamioina.
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Los aminoglucésidos consisten en dos o mfs aminoaxdoares unidos pox

enlaoce glucosfdico a un ndoleo de hexoss,generalusnte central.Eata hexo-
sa o aminooiclitol,es estreptidina(e® el caso de la eatreptomicina)o,
2-deoxiestreptamina(en el caso de los aminoglusdsidos restantes)(Piguras
1,2,3).Los grupos de los aminogluoésidos ne dietinguen por los azfcares
unidos al aminociclitol.En la familia de la neomicinnyhay tres aminoazd-
ocares unidos a la 2-deoxiestreptanine central,lo oual lo distingue de la
familia de la kanaamiolna y do la gentamicina,que s6lo tienen dos de eatos
uinoa:ﬂmu4.

En la familia de la kananicina,que inocluye:kauamicina A,B ¥ C{Pigu-
Ta 2),a0ikscina(VI) y tobramioina(V),des aminoasfdcares se unen a una 2-
deoxiestreptamine central,en los tres cascs uno de 1os amincastioares es
una 3-asinohexosa.

La tobraaioina(V),dtfiere de la kanamioina B{IIIb),por la musenois
de un dtomo de oxfgeno en 1la posiocidén 3' del aminoaxfoar. I.La saikeoina
oa un derivado semisinttico,que se prepara a partir de kansajocina 4,por
aoilacién del grupo l-amino de la 2-deoxiestreptzaina oon §oido L{=)e~2-
hidroxi-4-amino-butancico(Pigura 1),La gentamioina tiene un 3-aminoasti-
car diferente(gsrosamina),en el anillo III.

La estroptozioina difiere de los dends antibibticos aminoglualsidos,
porguo contliene egtreptidina en al lugar de 2-deoxiestroptamina,y porque
sl aminooiolitol no estd enm pomiolén ceBiral.

2.2 Resistencia a los iminogluodsidon

El empleo indiscrininadc de antibidticos comvenclonales,lus propieda
des qufeicas do los mismos,asf como las caracoterfetiocns bioqufmicas in-
herentes a los microorganismos,han propiciade el desarrollo de aspsoles
baotorianss resistentes a los antidiétioos mfa condn,ocomo son las peni-

cilinas.las tetraciclinas y los macrdlidosjlo oual ha venido a Tepreasn~



tar un serio problema en el tratamiento de infecciones baoterianasa.

Kn ol momento que se manifieata la resistencia a los antibiSticoa
convencionales,es recomendable el usc de antibiéticos aminogluodpidos,
con potente accién baotericida,aunque también oon mayor grado de toxiol-
dad.Sin embargo,adn dentro de los aminoglucSsidos hay baoteriae que ya
pregentan resistencia a ellos,espociffcamente a la sstreptomicina,kana-~
miocina y mta-:oimaM.

E) desarrollo de resistencia a lop antibiSticos implioca un ocambio ge
nétioo establayque me puede herodar de gensraoidn en generacién.Puede 0-
perar cualquier mecanismo que altere la composicidn genétior baoteriana.

Aungque la mutacién es la causa nfs frecusnte de la resistencia bao-
tariang,tanbién puede adquirirse por transferencia de material genético

3

de una bacteria a otra por tr duccidn £ 0idn o conjugacién”,

El mfs importante aecanismo de resistencia a los antibibticos amino-
&lucdsidos,comprende la modificacidn de la satruotura del antibidtico,por
patte do las onsimas bacierianas,localizadas en ls mealrana bacteriana,
para producir un compuesto inaotivo.Eetss enzilmas aon capaces de acetildar
fomforilar a los aminogluoésidos en nu-ox-ono-vaitio.s.

Las enzimas rosponaables de la inactivaoién de loe aminogluolaidos
son codifioadns por pléesaidom,conocoidos como factor Rjeastos factores pue
don aer tranasferidos e otra baoteria por contacto directo y mediante un
puente sexunl en un progcsc llamado oonjusnoldns.

El material transferible consta de dos secuencias diferenten de INA.
la priaera secuencia codifica la resistencia ¥ se llama faotor de resis-
tenoia(R)yo0 plésmido deterainante R.La segunda secuencia codifica un fac
tor sexual para el aparato de tramsferencia,y se llama factor de trans-
ferencia de resistencia(#TR),o pléemido de factor de resistencia.Este
INA especiffoa la sfntesis de aparatos sexuales esenciales para la trang—
ferenole conjugada del material gnnduoos.

La manifestacidn de estons mecanismos de resimtencia en los sitios de

inzotivaocién de 1la molécula,pueden mer estudiados tomando como base una
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estruotura de referencia(Xanamicina A.Ver Figura 4),estableciéndose ahf
la presencla y posioidn de determinados grupos funcionales,asf como la
nuneracidn de loa anillos bdoicos que forman la estructura.El &nillo I
es importante,porque proporoiona las oaracterfstiones de amplic espectro
2 lom aminoglucdésidos y es el punto principal de ataque de las ensimas
inactivadoras de las buotorina‘(?igura 4).

La notilacién en el carbano 6* o en el grupo amino de la posiocién 6¢
no dissinuye dristiocamente su actividad antibaoteriana,y en ocambio ai le
confiere resistenocia a la acetilaoién ensimftica en el grupo emino de la
migaa poailﬂdn‘.l,ou aestudioy de sstas modificaciones Y sus consscuencias
constituyen uns gufa importante en el cambio de aotividad de olertos oom

puestos.
Aoetilaoidn
Aocatilacién
‘,C//zﬂ,{é }
anillo I
Ho
Aoetilacién N
[ -0 ,| oW ~— Foaforilacién

w7 g Andllo IIX

Kansmioina B (IIIb)

Pigura 4. Estructura de la Kanamioina B y aitios de inaotiwacién
de las ensimas baoterianas.

Algunas modifiosciones en loa grupos funolonales del anille II(deoxzi-
estreptanina},no producen péirdida de actividad en la uayorfa de los ami-
nogluofeidos.Los grupos funoionalea del anillo III aon menos sensibles a
10s cambloa estructurales,que los grupoa funoionales de los anillos I, ¥y
I!‘(Hsura 4)e
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Del panorama expueato anterioramente se Justifica,que los esfuergos

recienten en el campo de los aminoglucésidos,estdn enfooasdos a la obten
cldn de nuevoe antibiéticos,o a la modifioacidén de loa ya exlstentes,para
obtener antibidtioos que sean resiptentes a la innotivacién do las enzi-
mas bacterianss.Un importante avanoe logrado en esta bfaqueda es la ob-
tencién de la AmikRoinx,que ea. un sminigluodsido semisintético preparado
por 1a N-aoilaoién de la Kanamicina A oon el &ster del 4oido L{-)-4-ami-
no~2-hidroxibutancico{L~HABA)(Figura 1).

2.3 Rutas Sintétlocas de Amikaoina

Las rutas modernas para la ofntesis de Amikaocina que ss encuentran
desoritan,ne eaquematisan a continunoi6n5'6'1'a'9'lo'11'12'13'14’1>.

La ruta se A inisia con la protecoifn de los grupoe amino pertene-
slontes a la Kananioina A base libra,enseguida,por modio de una resina
de interoaadio idnico,se alsla ol compussto protogido en la posioién mar
oceda con el ndmerc &° 5'6’7'5.

Rl rendimiento desorito es d 45%.Bate compuesto es acilado con el
éstexr activo del £oido de H-hid.ransueolniulda—L—(—)—4—bonoiloz:lcn.rbnnll
amino~2-hidroxibutanoioo{ XXIX) 5'6'7'8'91;;:; obtener(XX),que finalmente
en mometido a una hidrflisis seguido de una hidrogunélisis para obtener
amikaocina base mm(vx)5'6'7'°,y sus Aebmeros(VII),{(VIII) y (IX)B,quo
aon purificados con resinas de intercaabio AGnLcog.m rendimiento des-
orito es de 22%.

La ruta B se assmeja a le ruta Ay se inloia con la proteccocidén de
los grupos amino de la Kanamioina A base,pero con el empleo de un grupo
protector diferente al cloraforaiato,en éste oaso ao emplea un agente
silanisante para obtener (HI)IE'IB’“,OI cual es tratado con un solven—
to prétioco para produou(nnjlz'ls'm
una hidrélisis en medic foido,seguido de una hidrogenacién para bbtener

»0l cual es finalmente sometido &
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1a base litre y sus isdmeroa{Pigura 1),que al igual que en la ruta 4,son
purificados por intercambio iénico.El rendimiento reportado para Amikacl
na ea de §0.25%.

La ruta C se inicia con la quelacidén de los grupos amino-hidroxi de
1a Kanamicina A bncl‘ geguida de una acilacién de los grupos amino dias-~
ponibles para obtonur(xv)ls, el cufl es somotido a una trifluoroacetila-
oi6n,obteniendo(XVII)jeste compuesto ea acilado con(XXII),finalmente en
sometido a una hidrdlisie en medio bfeico,seguido de una hidrogendlinmie,
para obtener Amikacina base libre,en un rendimiento mayor al 60}15'16.

Los métodos de sintesis de Aaikacina tienen varios pasos en oomin,y
epte es uno de los puntos que se toman en consideracidn en el momento de
selecoionar la rute de sfatesim.Uno de estos puntos en oomfin ex la puri-
ficacidn,eapleando resinas de intercasbio iénico.

La ruta A y C requieren en dos ocasionea de eate paso,aiontras que
la rute B lo requiers sélo una vesjsegin 1o xeportado sn la bibliograffa
la rute B se puede realizar sin purificar la sayorfa 4o sus intermediocs,
esta situsolén no ea aolarada totalmente en la ruta C,que inicialmente
1levd a cabo tres protecoionsa(quelacién,triflucroacetilacidn y carboben
soxilacidn).En cuanto al tisapo necesario para llevar a cabo cada una de
las rutan,se enacontrd que, la ruta i necesita 72 horus,la B 17 horas,y la
C 19 horas.En este aspeoto es nfs atractiva la ruta B.

En el aapacto de oo-t@-l el punto de referencis es el reactivo gue se
utfliza como grupo protector.El coato del cloroforsiato(esmpleado en A y
C para proteger las suinas de la Kanemioina }» os mayor que ol de los wi~
lanos,aunado & que en la ruta C también se resliran dos proteccionocs mfa,
por medio de una quelacidn y do una trifluoroacetilacién.idemds proteger
- 1a Kananioins ocon oloroformiato de boncilo representa un mntor coeto y un
Proceso mids largo,pero & caabio ds ello no ofreco ventajas on ouanto a
los rendimientos desoritos.

En base al andlisis anterior so conolure gue mftod® nfs atractivo
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para la sfntesis de Amikacina es el de la ruta B,debido a las sigulentes
TAEONness
a)Presonta el rendimiento fingl mfs alto,al igusl que la ruta C,pero sin
el esapleo de tres protecoiones.
b)Es la ruta con el menor tieapo de prooeso.
c)Es la Tuta con el mensr costo de materias primas,ys Que a diferencia de
las rutas A ¥ Cyutiliza un grupe protector mfs econdmico(agente silantsag:
%0),y no utiliza ningén otro tipo de protector como en la ruta C.
d)adenfa no requiere la purificacidn de los productos intermedios,lo cufl
se manifiesta en el cupleo de una cantidad menor de permsonal,equipo y nd-

serc de procosos.
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3+ PLANTEAMIERTO DEL FRUBLEMA

El elevado oonsumo de antibidticos en el pafa,como ls Aamikacina,por
parts dol Seotor Salud,asf{ como el hecho de que la demanda de esta clase
terapefitioa no esté totalmente oubierta,haz estismulado a la Industris Far
maceltica Nacional & investigar,desarrollar o adaptar las tecnologfas ne
cesariaw,para la produccida de &ste tipo de principlos activos.Ke$a ini-
oiativa proplois una dieminuoién de la dependencia tecnolégioa,orea una
infrasstructura tecnoldgica en ostf frea,abantece la desands nacionsl del
principlo activo,y econéalioanente disainuye la szlida de divisas & través
de su importacién.

La adaptaocidn de teonologfa qufuios pare la obtonoifn dv Amikaoina,
que se iniois en el laboratoric,forma parte de uns oerie de acolones tec—~
nolégions que culminarén con su industrimlisacién,mismsa que incluyen la
adaptacién implementacién ¥ desarrollo de procesocs qufaicos,gue durante
su evolucifn crean una Anfrasstructurs propis,partiendo siespre qus sea
posible de materiass primas nacionaleas,y con sl parsonal y equipo dieponi=
mibles en la empress.



4. OBJETIVOS

Los objetivos planteados al inlcio de éste trabajo son los siguientes)

a) A partir del sulfato de Kanamloina(XVIII),para obtener la Kanamioina
bage libtre,

b) Obtener el éster aotivo del &Lcido L(=)-4-benciloxicarbonilamino—2-hi
droxibutanoioco({XXII).

0) Obtener Kanamioina protegida(XII),en sus grupos hidroxilo y amino,con
un grupo funcional que se elimire facilaente{grupo trimetilsililo)

(xxvr).

d) Obtener Eanamioina desprotegida paroialmente(XIII),y unirle al éster
aotivo,obtsnido en el objetivo b.

_®) Remover lom grupos protectores,por medio de una hidréliais meguida de

A una hidrogenSlisis con PA/C,para obtensr imikacina cruds ¥y sus isé-
meron{Pigura 1).

£) Purifioar la Amikaociva(VI),por medio de rasinas de intercambio iénico.

g) Purificar,cuantificar y terisar los int ios obtenidos,a tra-

vés de métodon comparativos(HPLO,TLC).as{ oomo,por sus constantes ££
sicas,o métodos ccapleuentarios como sspectrosgopis infrarroja y re-

sonancis magnética nuolear.



5. HIPOTESIS

Una ruta de sfntesis para la amikacina es la silanissoidn de la Xana
micina base lidre ,para proteger los grupos amino diasponibdles.Rate coa-
pueato protegido,mediante el tratamiento con un disolvente prético pro-
duce un compusato intermedio que presenta a la amina de la posicidn 1,
(Ver pégina 2.Figura 1),del anillo XI,1libre para ser acilada con el &n-
ter activo del Loido L(-)-4-~benciloxicarbonilemino-2-hidroxibutanoico
(XXI).Rate compuesto cbtenido ae hidrolisa y enseguida me hidrogena con
Paladic aobrs carbono,para obtensr imikacina.
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6. MATESRIAL Y PARTE EXPRRINENTAL

6.1 Reactivos
Aootona
Aoetonitrilo

dgua desionizada
Aoido sulférioo-
Aoido clorhfarico
A03.d0 L(=)~4-anino=-2=
hidroxibtutanoioco
Hexamstildisilasano
Hiaréxido de Amonio
Hidréxido de Sodio

Netanol
Paledio sobrs Cerbono
Resi de int bio
4énloo

Sulfato de Kanemicina

JoT» Baker
J.T+ Baker

Industrial
Industrial

Aldrioch
J+%e Bakexr
Indugtrial
Industriel
Aldrich

Rohm and Hass
Aldrioh



6.2 Equipo

Parrillas de agitacifn y calentamiento
Espeotrofotdmetiro I.R.
EBapeotrofotdaetro UV, y Visible
Rotavapor

Balansa analftioa

Balansa granataria

Lémpara de U.V,

Estufa

dparato para medir punto

de fusién

Cromatoplaocas

Cromatdgrafo de lfquidoms

de alta presién

Cromatégrafo de gases
Zepecirémetro de RNN 1!

Sybro
Perkin=Elnar
Bausoch & Lomd
Buchi

Mettler

Ghaus

U.Le

Felima

Mettler
Merck

Hewlett Peokard
Hewlett Paciard

Varian

23

Spactronio
1420
011
AR 100

399-1
291
rr 61
254
1080

5890
™ 30
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6.3 Parte Experimental Y Reaultados

A oA
o 0
” ”/Sg\ 2
w’ ¥ iy w’ 0/%/””"

//-Wy w w' 0
wce”] L ow P iy
w” e
{XVIII) (In-)

In un vaso de precipitados se disuelven dos partes de hidréxido de
potasio on dos partes de aloohol,se le adiciona una parte de sulfato de
Kanamicina,con vigorosa agitacifn,se calienta sntre 45~65°C por 2 bra.

Zata megola o» agitada hasta lograr la precipitacién de la Xanamici-
na base 1litre,la cual sa filtrada y lavada con metanol.La ocantidad de
sulfatc do Kanamioina 1liberada se deteraina por un ensayo £cido-base.

El engayo foido-base mostrd una liberacién a Kananiocina base likbre
(III a) del orden de 99-99.5%.



2

Obtonoidn de Eqter Activo del Aoido de H-Hidroxisuccinimida-le{w)~4~bon-
. 6,7,8,1
ol;ogmboniln!m—g—bidroghutuoioo]XXII)” 2158213

Y p
CheM-Chf- Chy=CH-COW + 0K 7 P-N=C=N-R

(Tx) ¢ (xxx)
(xx)
0
Cha=NH-CHy~ CHy=CH-COO Mo
oH 7
(xx1x)

Una soluoifn conteniendo una parse de £oido L(-)-4-benoiloxioarboni}
amino-2-hidroxibutancioc,y uca parte de alcohol aromftico,en 200 ml de
acetato de etilo,la mescla o8 enfriady a 0°C,ensoguida se le adioiona

. una parte de un agente deshidratante.fodo ¢n condiolones anbidras.La mes-
ola se agita a baja teaperatura y se deja en Teposo toda la noche.El pre-
aipitado formado me separa por filtraocidn.El filtrado es conoentrado pars
obtener oristales.El nuevo f£iltrado se evapora a soquedad Yy el residuo
oristaline es lavado oon 20 ml de una mescla de bencsno-n-hexano,para ob-
tener una ocantidad extra de fater activo.

Kl progreso de 1a reaccifn es seguido por gromatograffa en ocapa fina
¥ revelado oon lus U.V..El fingl de 1la T i1én eo 4 § por
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graffa de alta resolucidn,compardndolo oontra un estandsr,y observando
1a desapariocién de la materias primas.Ademfs se determind el punto de
fusién y se comparé ocontra ol punto de fusidn descrito.

Punto de fuelénil20°C(reportado 121-122.5°C)Recristalirsdo.No estd

corregido,.

Bendimiento180%(reportado 92%).

L.B.(KBr) 1105 oo X(~0) § 1680 ow (CeO,antda) § 1735 om™ (G0, o~

ter) 3 1755 ¥ 1810 on""(c-o,-uoumxnda) 13315 o-"l(-xm-).

Resonancia Magnética Ruolear IK (IS0 + cm}o nzo) .
( en p.pen. ) 2.0(23,-,032) [} 3.37(2n,d-d.cn2-. c6ﬂ5) ] 4.99(zn,s.ca2)
6.3(28,08,) 3 2.83(4l,npeucoiniutda) ;4.56(18,-.4!8—)|7.23(5H,|,06n5)

Por cromatograffs de 1fquidos de alta rasolucién me reporta 98% de 6y

ter active,con un tiewpo de retoncidn ds 7.1-7.2 minutos.(Ver Cromatogra
wa 1 en le seccién de sspectros).
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Silanizagién de Kanamioins base(III g) para obtener kanamioina Silani-

zada (nI)IZ'IJ.

I L
A 0
Ho ; 3 w 1 e
W Wy w NHR
w’ N o), Si NG 0
(’”J) SIN”S: Ch;,
a 0 Catalisador #
o 0
HOCH? HoR
w0 iy " e
(111a) GHs (x)
R= CHy=Si—
CHs

En un mairas baléo de tres booas equipado oon termfastro,refrigeran-
to,trampa para agua,y trampa para humeded,se suspende una parte de Xens-
picina base 11bre en cuatro partes de un halogenuro de alquilo{dioloro-
otano).Todo en vondiciones anhidras.A la suspensifn se le adicionan tres
pertes de hexnmetildiailazano y entre 5~10% de catalisador.lLa mesols se
calienta hasta obtener la Kanamiolna silanisada.El seguimiento de la
reacoifn se realisa por cromatograffa en capa finagpor cromatograffa de
ganes go determina el final de la Teacolén.

La kanamicina silanisada muestra un grado de silanigzacisn de 7-8 e~
quivalentes.Esta deterainaoidn se realix8 por diferencim de pesos.

El rendimiento fuf de 20-30%.
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Desprotecoidn Seleotiva de (XII),Pars Obtener(XIII),y Acilaclén con el

Bater de N-Nidroxisucoinimida-L—(-~)-4-benoiloxicarbonilamino-2-hidroxibu
12,13
.

4an0100 (XXIX),para obtener el complejo (XIV)

[/V//ﬂ
0
HO Vi
w’ W o Nz %L_R
w0 Che-MY- f/é—C/é—C//—CM—M%R
//mﬂim' oH g
{4
H™ pR ()
{x111)

4, MR
//a/%”\\ ?ﬂ 0
w0 N MH~C ~CH—CHly~CH—WH~Cba
on 0 oH .

HocHs o w
2 vy

(xxv)
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A la mexola que contlene la Kanamicina silanizada se lo destila el
disolvente,se agita en dies partes de alochol-ggua a baja temperatura,la
wezola o3 aoilnda,con el Sster activo del doido L{~)=-4~benciloxicarbonil-
asino-2~-hidroxibutanoioo.il terminar la reacoidn sdicionar acetona con
agitacién.Nanteniendo 1la tepperatura,cvontinvar la agitacién.Eliminar el
disolvente aplicando alio vaofo.El progreao de la reacoidn es -og\:idt‘: por
cromatograffa en ocapa fina,hasta la desaparioldn del &Sater activo.

Obtencién de Amikecina Cruda{VI),s Partir dsl Gomplejo(xxv)1Zr13

CH AR
0

w 774 0
w’ ¥ N, WA CH-CHy - Chy - M- Che

Ho oH
(xav)
4
//M;ﬁjm’
Ho~ mox

H, RIC

CHNy
0
e % g
H' ¥, Nl - € = CH ~CHy = CHy—MHy
oH
HO 0

HocHe oo
w YA

Anikaolina(VI)



A 1la noluocidn obtenlda anteriormente se le ajusta o1 pH en £oido y go
coloca en un hidrogonadorse le adiociona Paladio mobre Carbono como catali-
fadorjse somete a preasidén de hidrégeno.El avance de la reaccién se determi
na por oromatograffa en capa fina.la Amikaoina formada se ocuantifica por
oromatograffa de 1fquidos de alta resolnoidén,obteniendose un valor de 58%.

Purificacién por Intercambio Iénico 516:7:8,11,13

La mescla Tesultante de la hidrogenacidn,se aplica sobre una columna
de intercambio idnioco,empacada con resina C0-50,y se eluye oon hidrdxido
de axonio.Las fraoccioneo que oontienen Amikaoina pura son conoeniradas y
tratedas oon £oido sulfifrioo para obtener sulfato de imikacina,el cufl es
precipitado oon un aloohol alifftico.(Para ver la estructura de Asikaoina
¥ sus ipémerospconsultar la figura l,en la plgina 2).

El rendimiento global del método ea de 33%.
Kl producto es sometido a las siguientes espesoificaciones:

Especificaciones Resuliadon
Rotaoidn especffioa +98
pH(potenciométrico) 4
Humodad(Kerl-Fisher) 7%
Engeyo Mieroblolégloo 672 mog/ng
Sulfatos 24%
Xasayo HPLC Cumple contra un estandar
Identificacién HPLC Cumple contra un estandar

Identificacidn TLC Quaple contra un estandar



7. DISCUSIQH DE RESULTADOS

La ruta sintética elegida consta de slete otapass

1) Liberaoién del sulfato de kanamicina.

2) Obtencidn del &ster del &cido de E-hidroxisucoinimida—l—{=)-g~
benoiloxicarbonilamino—-2-hidroxibutanoico(dster activo).

3) Silanizaoidn de la kanamioina baze libre.

4) Depprotecoién seleativa do la kanamjioina silanisada.

5) dcilacidén con el éster aotivo

6) Obtenoidn de amikacina aruda

7) Purificaocidn por iatercambio 16nico de amikaoina

El objetivo de la primera etapa es la obtenoién de la kanamioina
beso,con todog sus grupos amino dispeniblesjesto se logra realixando una
reacoldn Zoido-base,entre log 10nes sulfato unidos a la kananicina y una
base fuerte como el hidrdxido de potmaio.la mezola de reacoién obtenida
contiene aulfato do kanamicins,males,hidrSxido da potasio y kanamioina
baso.Esta dltima o se aislé pues el reato de 108 componentes de la mes~
ala no intsrfieren en las.reacclones posteriorse.la cantidad de sulfato
de kanamioina que no se liberd mse deteraind por un ensayo £oido-bese,ob-
teniéndose una cantidad residual oin liberar menor al 1X.

La segunda etapa es la obtencién del fater aotivo deol £oido L{=)-4~
benciloxicarbonilanino=-2-hidroxibutanoico,sapleanda un aloohol oomo la
N-hidroxisuccinimida,y un agente deshidratante que desplace la reacoidn
hacia los productos,en este caso la dicioclohexiloarbodiimida.la sensible
lidad del éster a la humedad dificulta au aislamiento,sin esbargo el pro
ducto aislado presenta las seiiales reportadas para el infrarrojo y para
1a sepectroscopfa R.N.N. ]h seapootro 1 ¥ 2.

En sl espectro 1 se Observan las sefinles carsoterfaticas para cada
uno de los sigulentes grupos deX Soter aotivos a 1105 o-l aparece la se-
Hal dal tersa 1660 cm ~* aparece la sciial del carbonilo de Ia amidaja
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1735 on-l aparace la mefial del oarbonilo del sterja 1755 ¥y 1810 aparecen
dos nefiales correspondientes a 1los carbonilos de la succinimidaj;finalmen-
te a 3315 p— aparece la sefial do la amins secundaria.

En resonancia magnética nuoclear sparecen las sigulentes sefiales:(en
p.p.-.)eh 2.053037,4:99 ¥ 6.3,aparccen lus sefiales para los prasoncs
de los metilenosjen 2.83 aparece el aingulete de los ocuatro protones de
1a succinimidajen 4.56 apsrece la mefial del protén de la aminajfinalmwen
te en T7.23 aparece el otro singulete correspondisnte a los protones aro-
ufticos.

Lla tercera etapa os la silanisaoidn de todos los grupos hidroxilo de
la kanamicina base libre.Bata reaccién se 1levé a cabo,eapleando un fuer-
to agente silanisente como es el haxametildieilasano y un catalisador.

Cuando el primero de ellos llsga a un nivel del orden del 8% la
reaccisn se da por conclufda.El producto no fué sislado.

La ouarta etapa es la desprotecoidn selectiva de la kansmicina sila-
nisada,para ello B6 emplea un agente capas de romper las protecciones.En
este punto la identificacién o cuantifioamoién del intermedio es muy diff-
oil,y de hecho en la préoitica,la realisacién de una dbuena desproteccién
ne determina al finsl de la ruta sint8tiea.

La quints etapa,la scilacifn con el ater activo,es sl paso deterai~
nante de la Teacoldn,y eatf en funoién del tiempo de oontacto y de la can
t1dad del agente que va a romper las protecoiones,debido a que en este
paso,la reactividad iniolal de las aminas de la kanamioina se encuentra
alterada.Bl producto intermedio no fué aislade,y la reacoidn fué seguida
por la deasaparioién de la materia prima(Sster activo,bdsicaments).

El sexto paso,cnnsiste en romper todos lom grupos protectores,qua
@e encuentran sin reacoionar,y que se encuentran unidos a la molécula de
anikacina.KEl producto obtenido,hasta aquf,todavin ze enouenira en mezcla

con sus tres isémeros,por lo que se esplea el método de HPLC para cuanti
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fioarlo.El sistema de HPLC funciona a partir del bombeo de una mexola de
disolventes,para arrastrar la auestra previamente Inyectads,a través de
la ocolumma empacada.la temporatura de la columna as{ oocmo el flujo de los
disolventes estdn controladon.Debido a que este modelo de HPLC detecta
cowpuestos que ebsorban en la regién de U.V.,es necesario formar un dari-
vado oon la mesola para que el compuesio sea detectado.

El aépiimo paao,consisteen meparar la amikaoina de sus indmeros,por
medio de una resina de intercambio idnico,psrs posteriormente obtener

el sulfato de Amikacina.
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8. CONCLUSIOHES
En base a los resultados obienidos,se concluye que la ruta elégidu,
Byparece ser la sdecusda para obitensr el sulfato de Amikacina,el cufl
cuzple con las especificnoiones de la ParmacSpea Nacional de los Epiados
Unidos Mexicanos,Y es apta para el consuxo humsno.Ademfs eg una rTuts 8-
tractiva para escalarlas a rivel industrial.

Tomando en cuenta su rendimiento,y el cosic de la materias prima,tan—
bién es atraotiva en el aspeoto Suico. A

es io continuvar .
1a bdequoda de mejores rendimientos,con el eaplec de otros agentes sila-
nisantes.



9. ESPECTROS
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