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INTRODUCCION.

Las empresas farmoqufmicas en México, sobretodo las medianas, ante
la necesidad de diversificar su producciébn para una mayor y mejor
competitividad en e! mercado Nacional e Internacional y evitar I
importacién de tecnologfas industriales, han empezado a apoyar grupos
profesionales propios para desarrollar y optimizar procesos industriales.

El objetivo del presente trabajo consiste en la sintesis de nuevos
derivados de Eritromicina con los cuales se establecen las bases
cxpeﬁmenlales para el desarrollo de una técnica para la obtencién de un
derivado comercial de eritromicina a escala piloto, partiendo de informacién
publicada en revistas qufmicas y técnicas patentadas a nive! laboratorio. La
metodologfa del proceso deberia éumplir con los siguientes requisitos.

Rendimiento global con buen margen de ganancia.

Calidad USP del producto.

Implicar el menor nimero de pasos posibles considerando la

infraestructura disponible ¢n la empresa donde se desarroll6 el trabajo.



ANTECEDENTES.

Los antibi6ticos!23, son substancias quimicas producidas por
diferentes especies de microorganismos (bacterias, hongos, actinomicetos)
que inhiben el crecimiento de otros microorganismos y pueden
eventualmente destruirlos. Se conocen varios cientos de antibi6ticos, de los
cuales cerca de 100 son de uso terapéutico en el tratamiento de
enfermedades infecciosas. Los antibi6ticos difieren marcadamente unos de
otros en sus propiedades ffsicas, qufmicas y farmacol6gicas, espectros
antibacterianos y mecanismos de accién. De hecho en funcién de tales
diferencias se han desarrollado diversos métodos para clasificar y agrupar a
los agentes antimicrobianos:

1} Los agentes que inhiben 1a sfntesis de las enzimas que rompen las
paredes celulares bacterianas causando pérdida de la viabilidad y a menudo

fa lisis celular.

2) Los ag que actian direc sobre la membrana celular,
afectando su permeabilidad y produciendo filtracién de compuestos
intracelulares.

3) Los agentes que afectan la funcién de los ribosomas bacterianos
causando inhibicién reversible de la sintesis de protefnas.

4) Agentes que se unen a la subunidad ribosomal 30S y alteran la
sfntesis proteica, lo que conduce a la muerte celular.

5) Agentes que afectan el metabolismo del 4cido nucleico.

6) Los antimetabolitos.

7) Los anslogos del 4cido nucleico.

Si bien la mayoria de los antibi6ticos conocidos se aisié como un

metabolito secundario * procedente de un cultivo de células de’ un



microorganismo, la quimica sintética ha contribufdo notablemente en la
obtencién de mejores resultados por modificacién estructural de ciertos
grupos funcionales de la molécula original. En realidad, poca es la distincién

que puede hacerse ya entre los compuestos de origen natural y sintético.
ERITROMICINA

Terapéuticamente la Eritromicina345 e¢s sumamente importante y
estructuralmente es uno de los antibiéticos macrélidos mis complejos. Este
fué derivado de un actinomiceto, originalmente aislado de una muestra de
tierra de la Ciudad de Hioilo en la jsla de Panay en el archipiélago Filipino. El

organismo fué identificado de una cepa de Streptomyces erythreus.
QUIMICA

Existen cuatro Eritromicinas designadas A, B, C y D
respectivamente, -la proporcién en la. cual se producen durante la
fermentacién puede ser alterada por el cambio del contenido de nitrégeno del
medio de cultivo. Cualitativamente la forma A presenta la toxicidad mis
_ baja en humanos y cs la mis activa contra las bacterias gram- positivas, tal
como Staphylococcus, que es resistente a la Penicilina, La Eritromicina es
higroscépica, inodora o casi inodora, se presenta como cristales blancos o
ligeramente amarillentos. La base libre es poco soluble en agoa (2 mg por
mi). Muy soluble en Alcoholes, Acetana, -Cloroformo y Acetonitrilo,
moderadamente soluble en Eter y Dicloro etano. Su férmula empfrica es
C37Hg7;NOy3 (masa molecular: 733.92), y conforme a las regulaciones de la

Federal Food and Drug Administration concerniente’ a antibiGticos y



firmacos, el contenido no debe ser menor a 850 mg de C3;HgyNO, 3 por mg
calculado sobre su base anhidra. La estructura de las Eritromicinas A,B.C y

D es la siguiente:

Ry
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o
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Eritromicina A Ry = OCH;, R; = OH.
Eritromicina B R; = OCH;, Ry = H.
EritromicinaC R;=OH, = R,=0OH.
EritromicinaD R;=OH, R, =H

‘ La Eritromicina A consiste esencialmente-de 2 aziicares-desosamina y
cladinosa-unidas al eritron6lido (ver estructura). La molécula es
completamente saturada y contiene 18 dtomos de carbono asimétricos, 10 de
los cuales se encuentran en el anillo
(2R*,38*,48* 5R*,6R* 8R*,I0R*;11R*,12R*,13R*). A diferencia de otros
antibiGticos macrélidos no presenta dobles enlaces carbono-carbono en el

anillo lacténico. El eritronélido parece ser un derivado de un C-21-



hidroxilato de 4cido graso con una cadena principal de 15-carbonos. La
Eritromicina es una base relativamente débil y forma sales con los 4cidos. Se
han preparado un sin mimero de ésteres y otros derivados de la Eritromicina,
algunos de ellos tienen propiedades farmacéuticas superiores al compuesto
original, en las mismas proporciones. Estas sales y derivados han sido
preparados con el fin de enmascarar el sabor amargo de la base libre.

ESTABILIDAD

La Eritromicina es estable en estado seco, en solucidn retiene su
actividad durante almacenamiento prolongado (50C).al igual que a
temperatura ambiente, sin perder progresivamente su actividad por varios
dfas. Por breve exposicién de sus soluciones a una temperatura de 609C, la
pérdida de actividad del antibi6tico es muy répida.

EXCRECION

La principal ruta de excrecién es renal (filtracién glomerular) y biliar,
la cantidad ingerida diaria puede ser demaostrada en forma activa en la orina
alcanzando una concentracién de 2 mg por ml. Sin embargo 1a concentracién
en la orina no es necesariamente un fndice de la concentracién en el tejido y
1a presencia del antibidtico no es una garantia de cfectividad maxima.

La Eritromicina también es excretada por la bilis. Cuando en los
niveles de sangre es 2 pg o menos por ml; comparativamente el nivel es més
pequeiio-en la bilis, pero en pacientes con niveles de suero de 4 ug o mds por
ml; la concentracién en la bilis tiene un intervalo de 32 a 256 ug por ml,

dependicndo de la duracién de la terapia o de algdn otro factor.



USsos

In vitro el espectro antimicrobiano de la Eritromicina es parecido al
de la Benzil Penicilina. El antibitico es activo también contra las mismas
formas (L-protoplastos) de organismos, los cuales en estado normal no son
afectados por €l; la misma micobacteria y la misma amiba son susceptibles a
esta accién.

La actividad antibacteriana de Eritromicina tiene un marcado
incremento por alcalinizacién del medio de cultivo.

La Eritromicina es considerada por muchos el fdrmaco de eleccién en
el tratamiento de infecciones de Staphylococcus, resistentes a la Penicilina
y/o Tetraciclina. Méds del 90% del staphylococcus aislados de pacientes
susceptibles a Eritromicina en diversos estudios, s6lo un 50 a 60% son
inhibidas por Penicilina y aproximadamente un 75% por Cloro wu
Okxitetraciclina.

RESISTENCIA

Normalmente las bacterias no parecen tener una f4cil resistencia a la
Eritromicina In vivo.

In vitro; organismos resistentes surgen répidamente sobre repetidas
series de transferencias de Staphylococcus, la resistencia a la Eritromicina se
-debe a la desmetilacién de un residuo adenina especffico (o varios) en el
é4cido ribonucleico de los ribosomas 238, que puede expresarse de una forma
inducible o constitucional.



MECANISMO DE ACCION

La Eritromicina y otros antibi6ticos macr6lidos, inhiben la sfntesis de
protefnas uniéndose a subunidades ribosomales 50S de microorganismos
sensibles. La asociaci6n entre la Eritromicina y el ribosoma es reversible y
s6lo se produce cuando la subunidad 50S esté libre de moléculas de RNAt
portadoras de cadenas nacientes de péptidos. La produccién de pequeiios
péptidos contintia normalmente en presencia del antibidtico, pero la de

homopéptidos altamente polimerizados se suprime.

El interés en desarrollar nuevos derivados de antibibticos ya
comerciales, reside en ampliar su espectro de accién, disminuir su toxicidad
y en el caso de las grandes firmas farmacéuticas mantenerse en un primer
nivel en el mercado, Los primeros derivados de la Eritromicina son sales o
ésteres los cuales son preparados con la finalidad de enmascarar el sabor
amargo de la base libre (especialmente importante en uso pedidtrico),
ademds para mejorar su estabilidad y facilitar su absorcién Pero éstos
compuestos sufren hidrélisis en el cuerpo para dar Ia base libre que es el
principio activo.

A é&stas sales o ésteres se les ha denominado de primera generaci6n, a
continuacion se enlistan los de mayor uso terapéutico:

a) Estearato de Eritromicina )

b) Estolato de Eritromicina

c¢) Etilcarbonato de Eritromicina

d) Etilsuccinato de Eritromicina

e) Glucoheptonato de Eritromicina



f) Lactobionato de Eritromicina

Los nuevos derivados o de segunda generacién son aquellos en los
que sc realiza modificacién en la estructura del anillo lacténico,
principalmente en el carbonilo en C-9, que es esencial para la actividad
antibacterianal?, ésto con la finalidad de incrementar su actividad In vivo.
Algunos de ellos sirven como intermediarios para la obtencién de derivados
mds complejos, de los cuales son utilizados uno o dos grupos funcionales del
anillo lact6nico, por ejemplo: La Roxitromicina donde se efectia una O-
alquilacién de la Oxima de Eritromicina (previamente sintetizada), y la
Dirhitromicina en la cual se utilizan la amina primaria en C-9 (previamente
sintetizada) y ¢l oxhidrilo en C-11 forméndose un aminocetal. Otro tipo de
derivados se obtienen alquilando s6lo uno de los grupos oxhidrilo del anillo
lacténico, por ejemplo: La Claritromicina, en la cual se forma un grupo
metoxi en el &omo de carbono-6, sustituyendo al alcohol terciario.

Resultados de pruebas?02122 Jn vitro de la actividad antimicrobiana
(bactericida o bacteriostdtica contra estafilococcus, enterococcus y
estreptococcus, de Eritromicina y sus més recientes derivados qufmicos,
muestran . que los antibiéticos mds activos son la Azitromicina y
Clarhitromicina, siguiéndole la Eritromicina y después la Roxitromicina.

Empero, 1a Roxitromicina ha demostrado ser efectiva In vitro contra los

siguientes microorganismos, muchos de ellos oportuni Rod, s

equi; Campilobacter sp; Micobacterium leprae; Micoplasma pneumoniae;

Ureaplasma urealiticum; Legionella pneumofila y L. spi; Streptococcus

sanguis 'y Clamidia salpingitis. Adem4s, la Roxitromicina logrd penetrar



células  fagocitfcas que contienen  microorganismos  intracelulares
facultativos.

El impacto?* de la Roxitromicina administrada en forma oral sobre la
flora microbiana normal, parece ser menor que el observado con
Eritromicina (solo disminuye en cantidad a los miembros de la familia
enterobacteriaceae), quizd debido a que las concentraciones  de
Roxitromicina en heces son menores que las de Eritromicina. La
concentracién mixima de Roxitromicina en suero por administracién de dos
dosis orales de 150 mg al dfa, durante 3 a 4 dfas, varfade 5.5a 11.1 mg/l. La
vida media de Roxitromicina en suero, en individuos sanos ésta entre 9 y 16
horas. La capacidad de distribucién de Roxitromicina en los tejidos del
cuerpo se ha calificado de excelente. Por lo que la Roxitromicina puede ser
recomendada como un antibiético de eleccién, en caso de infecciones poco o
medianamente severas, causadas por agémes microbianos sensibles a éste

firmaco.
FASES IMPORTANTES EN LA ACCION DE FARMACOS .

Todos los organismos vivos son sistemas qufmicamente
dinfimicos!6.17 resultado directo de una seric de reacciones qulimicas
interdependientes que se mantienen en equilibrio. Se dice que existe una
forma de actividad biolégica, cuando una substancia quimica es introducida
a éste sistema y produce alteraciones ya sea por aceleracién, inhibicién o
interaccién con una o més de las reacciones qufmicas o de sus componentes.

La actividad biolégica de cualquier substancia ésta gobernada por
diversos factores incluyendo transporte y almacenamiento en tejidos inertes,

accién de enzimas degradativas e interaccién con ¢l receptor biolégico.



El camino de una substancia quimica desde su aplicaci6n hasta la

reaccién con el sitio receptor, se puede esquematizar de la manera siguiente:

absorcion —® distribucién ———% receptor

P

almacenamicnto =———— metabolismo ——— excrecién

Los efectos que pueden causar los fArmacos resultan en un aparente
complejo de procesos, en los cuales intervienen varios factores. Se  puedén
observar Tres fases en la accién de un farmaco.

Fase farmacéutica, fase farmacocinética y fase farmacodindmica.

Durante la fase farmacéutica, que puede ser también la fase de
exposicién, en la cual ocurre la desintegracién de la forma farmacéutica en
que es administrado el farmaco, 1a fraccién de la dosis que es removida por
absorci6n, constituye una medida de la capacidad farmacéutica,

Durante la fase farmacocinética ocurre la absorcién, distribuci6n,
metabolismo y excrecién del farmaco.

La fase farmacodinimica comprende el proceso de interaccién del
farmaco con los reccptores: Esta interaccién resulta en una respuesta que
desencadena una serie de fen6menos qufmicos y bioqufmicos produciendo el -

efecto esperado.



OBJETIVOS.

1) Efectuvar la sintesis de derivados de FEritromicina A,
intercambiando el carbonilo en C-9 y el oxhidrilo en C-2' por otrds grupos
funcionales. Los derivados disefiados son enlistados a continuacién:

Oxima de Eritromicina.

Roxitromicina.

9-[(4-Metil piperazinil) hidrazona] de Eritromicina.
"9-[((4-Metil piperazinil)-2-propionil) hidrazona] de Eritromicina.

9-(morfolinil hidrazona) de Eritromicina,

9-[(morfolinil-2"-propionil) ﬁidmzona] de Eritromicina.
2) Contribuir en el desarrollo de una técnica a escala piloto,
basdndose en patentes de laboratorio, para la produccién de antibiGticos

derivados de la Eritromicina.

3) Determinar -la actividad : antibacteriana de los compuestos

sintetizados.

1



RESULTADOS Y DISCUSION

Se parti6 de la documentacién bibliogréfica, obtenida en bancos de
datos sobre la sfntesis, métodos quimicos de identificacién y pruebas
biolégicas. Una vez analizada la informacién. se determiné ensayar
experimenlalmenu;, una técnica de preparacién de la oxima’8 y de las
hidsazonas de Eritromicina, asf como también un métado de alquilacién de
la Oxima? . Por ser dificil obtener un estindar USP de la Roxitromicina y de
la Oxima se aisl6 el principio activo de un producto farmacéutico comercial
que tiene como principio activo Roxitromicina, (Rulid). ‘

Como el proceso de preparacién de la Roxitromicina es de interés
para la compaiifa que financfa el -estudio, no se podrd revelar los
procedimiemtos finales a que se llegé. Empero, se puede adelantar que la
ruta consta de dos transformaciones: formacién de la Oxima de Ia
Eritromicina y alquilacién de la misma, con purificacién del producto de
reaccién y recuperacién de aguas madres. El rendimiento global desde
Eritromicina vsada como sustrato inicial, hasta Roxitromicina de calidad
USP, es de 50% w/w. Es de hacef notar que de la literatura consultada se
desprende un proceso que consta de dos reacciones, tres imermediarikos, dos
recristalizaciones y cuatro recuperaciones de producto de las aguas madres.

Las reacciones efectuadas se visvalizan en el Esquema 1.



ESQUEMA 1.

Eritromicina ——# Carboxilato de la Oxima de Eritromicina

1

Roxitromicina <#——————— Oxima de Eritromicina

Esta ruta consta de ocho pasos en total. En éste trabajo se logr6é
acortar la ruta a tan s6lo cuatro pasos.

Sc estudiaron los siguientes pardmetros en cada una de las
reacciones; concentracién del reactivo [Hidroxilamipa y/o Cloruro de (2-
metoxietoxi) metilo nombre comercial (C-MEM)); disolvente y volumen del
mismo, temperatura y tiempo de reaccién, catdlisis, método de aislamiento y
purificaci6én por precipitacién y/o cristalizacién. También se desarrollé un
método de preparaci6n del CI-MEM, por problemas derivados de su costo y
adquisici6n. Corey et all9, refieren tan s6lo que se parte del Metil Cellosolve
y Trioxano con un flujo de Cloruro de Hidrégeno, extrayendo con Pentano y
secando con MgSO;. Se logré establecer un rendimiento-del 90% en un
concentrado, extrayendo con Cloruro de Metileno y secando con Na;SO4
anhidro. evitando la destilaci6n.

Para la realizacién de las pruebas biolégicas, én éSte trabajo se

emplearon los métodos informados en la literatura?8.9,

Los datos experir les de las iones de formacién - de
hidrazonas se enlistan en las tablas 1, 2, 3, y 4, observindose que el mejor
pH de reaccién es 6.6 con Acido Léctico, la temperatura de reaccién 70°C, el

" pH de precipitacién del producto con mayor pureza: 5.8, el mejor sistema de



disolventes de reaccién 1.2 volumenes de Metanol y 1 volumen de Agua,
con respecto a la Eritromicina base.

Se realiz6 una precipitacién directa del medio de reacci6n,
adicionando 4 volumenes de Agua y alcalinizando con NaOH al 30% a un
pH de 10.2 a 11, con un rendimiento del 90%, pero estas hidrazonas
presentan problemas en su purificacién.

Se efectio la extraccién directa del medio de reaccién adicionando 4
volumenes de Agua y 6 volumenes de Cloruro de Metileno para extraccién,
alcalinizando a un pH de 102 a 11, y concentracién de! disolvente,
obteniéndose un 70% de rendimiento pero con un menor grado de pureza
comparado con el que pasa por lactato de hidrazona.

Se busco un mejor disolvente de extraccion probéndose Cloruro de
Metileno, Cloroformo y Acetato de Etilo observandosé por ccf que el
Acetato de Etilo es el mejor disolvente para la extraccién, con el
inconveniente de que al concentrarlo la Oxima no precipita, sino que se
forma una pasta, evitando la obtenci6én de la misma. El Cloroformo extrae de
manera semejante al Cloruro de Metileno y por scr éste menos téxico se
prefiere al primero.

Con la aportacién de éstos datos, se lleva al cabo la sintesis de las

hidrazonas.

TABLA 1

ACIDO P RENDIMIENTO DE CARBOXILATO
DE HIDRAZONA DE ERITROMICINA

FORMICO 82.2

ACETICO 80.5

LACTICO 90

13



TABLA 2

TEMPERATURA(OC)  TIEMPO(HIORAS) BRENDIMIENTO
CARBOXILATO DE HIDRAZONA

DE ERITROMICINA
45 48 40
50 48 50
60 36 64
65 36 75
70 2 90
TABLA 3
pH DE PRECIPITACION % RENDIMIENTO % PUREZA % RENDIMIENTO
' DE PRECIPITACION  EN CCF HIDRAZONA
DE RITROMICINA LIRRE
5.0 90 80 58
52 90 80 62
5.5 90 85 64
5.8 90 % 70
. 6.0 90 8s 60
63 85 80 50

6.6 80 75 50



TABLA 4

SISTEMA DE TIEMPO (HORAS) %RENDIMIENTO %RENDIMIENTO
DISOLVENTES DE LACTATO DE HINDRAZONA DE

McOH H0 ERTTROMICINA ERITROMICIONA

LIBRE

5VIW - 22 80 50
Viw - 22 80 : 50
5Viw 1viw 24 82 55
IViw 1viw 24 90 70
2ViW 1viw 24 90 70
1.2VIW 1Iviw 24 90 70
1L2ViIW  1L5VIW 36 90 60

3.- Sintesis de 9-[(4-Metil piperazinil) hidrazona] de Eritromicina.

La 9-[(4-Metil piperazinil) hidrazona] de Eritromicina, se obtiene a
partir de la Eritromicina base y la ‘1-Amino-4-metil piperazina, utilizando
Metanol/Agua como disolventes, con un rendimiento del 70%.

. La estructura de éste compuesto, asf como sus constantes fisicas y
"espectroscépicas se indican en el Esquema 2.

El espectro de infrarrojo, presenta bandas de absorcion a 3440, 2960,
1725, 1600, 1445, 1380, 1150, 1100, 1045 cm-1 caracterfsticas. para la
Eritromicina, exceptuando la banda a 1600 cm-} que ¢s una banda pequedia
y ancha caracterfstica de hidrazonas en sustitucién de la banda a 1715 cin-1

- que corresponderfa al grupo cetona del carbono-9 de 1a Eritromicina,

15



La diferencia entre este nuevo derivado y la Eritromicina estriba en la
nueva sefial del espectro de infrarrojo a 1600 cm-1 del grupo cetona,
presentando punto de fusién, actividad 6ptica y Rf distintos a los de la
Eritromicina base.

Debido a 1o complejo del espectro de RMNP no es posible asignar las
nuevas senales correspondientes al sustituyente en la posicién 9, por lo que

s6lo son asignadas algunas seiiales caracterfsticas.

ESQUEMA 2

CH;

P.f. = 130-134°C con descomposicion
[a]Pas0 = -450
IR 3440, 2960, 2920, 1725, 1600, 1445, 1380, 1150, 1100, 1045

cm-1 (Espectro 3)



RMNP(90Mhz,CDCl3):0.85(3H,t,CH;-15);1.51 (3H,5,CH;36);
2.3(6H,s,NMe,);  3.3(3H,s,0CH3);  4.0(1H,s,H-1");4.4(1H,d,H-1");
4.86(1H,dd,H-13); 5.1(1H,d,H-11). (Espectro 3a).

4.- Sintesis de 9-[(4-Metil piperazinil)-2'-propionil) hidrazona] de

Eritromicina.

Este derivado ¢s obtenido a partir de la 9-[(4-Metil piperazinil)
hidrazona] de Eritromicina y Anhfdrido Propiénico, utilizando Acetona
como disolvente, con un rendimiento del 96%.

La estructura de este compuesto asf como sus constantes fisicas y
espectroscopicas se indican en el Esquema 3

El espectro de infrarrojo presenta bandas de absorcién a 3460, 2960,
1735, 1600, 1445, 1380, 1270, 1200, 1150, 1100, 1045 cm-1, caracterfsticas
para la Eritromicina, exceptuando las bandas a 1600, 1270, 1200.cm-1.

La diferencia entre este derivado y su compuesto de partida se
observa en el espectro de infrarrojo en el cual se tiene un incremento en la
banda cormrespondiente a los carbonilos en 1735 cm-1 y los sobretonos
caracterfsticos de los ésteres a 1270 y 1200 cm-1 y el decremento en las
bandas en 3460, 2960, y 1600 cm-1 que casi no se puede observar.

En el espectro de RMNP aparece una nueva scnal en 4.75 ppm que
corresponde al H-2' desplazado a campos més bajos debido a que se
encuentra unido al carbono vecino del éster introducido.

Por lo anteriormente descrito y la diferencia en su PF., actividad
dptica y.Rl'. se comprucba que la estructura propuesta ¢s la indicada en el

Esquema 3.



ESQUEMA 3.

P f = 125-1300C con descomposicién.
{a]Py50 = -41.90
IR 3460, 2960, 2920, 1735, 1600, 1445, 1380, 1270, 1200, 1150,
1100, 1045, cm-1 (Espectro 4).
RMNP (90Mhz,CDCl3): 0.85(3H,1,CH;-15); 1.51(3H,5.CH;-6);
2:3(6H,5,NMes);  3.3(3H.5,OCH3); 400 Hs.H-1'); 44tHAH-1");
4.75(1H,t,H-2"): 4.8G(1H,dd,H-13); 5.1(1H.d,H-11). (Espectro 4a).



5.- Sintesis de 9-[Morfolinil hidrazona] de Eritromicina.

La 9-[Morfolinil hidmzona] de Eritromicina, es obtenida a partir de la
Eritromicina base y la 4-Amino morfolina, utilizando Metanol/Agua como
disolvente, con un rendimiento del 68.5%.

La estructura de éste compuesto, asi como sus constantes fisicas y
espectroscépicas se indican en el Esquema 4..

El espectro de infrarrojo presenta bandas de absorcién a 3460, 2960,
1730, 1640, 1450, 1380, 1150, 1100, 1045 cm-1, caracterfsticas para la
Eritromicina, exceptuando la banda a 1640 cm-1 que es una banda pequefia
y ancha caracterfstica de hidrazonas, en sustitucién de la banda a 1715 cm-1
que corresponde al grupo cetona del carbono-9 de la Eritromicina.

La diferencia entre estc nuevo derivado y la Eritromicina estriba en la
nucva sefial del especiro de infrarrojo a 1640 cm-1, con la consiguiente
desaparicién de la banda a 1715 cm-1 del grupo cetona, presentando Pf.,
actividad 6ptica y Rf distintos a la Eritromicina.

Debido a lo complejo del espectro de RMINP no es posible asignar las
nuevas sefiales correspondientes al sustituyente en la posicién 9 de la

Eritromicina, por lo cual s6lo son asignadas algunas sefiales caracterfstica.

1y =



ESQUEMA 4

P f. = 128-132°C con descomposici6n.

{a]P;50 = -45.10

IR 3460, 2960, 2920, 1730, 1640, 1450, 1380, 1150, 1100, 1045 cm-
1 (Espectro 5).

RMNP (90Mhz,CDCl3): 0.85(3H,t,CH;-15);
1.53(3H.S‘CH3-6.): 2.3(6H.s,NMea); 3.3(3H,5,0CH7): 4.0(1H s H-1")
4.4(1H,d.1"); 4.86(1H,dd,H-13); 5.1(1H.d,H-11). (Espectro 5a),
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6.- Sintesis de  9-[(Morfolinil-2'-propionil)  hidrazona] de
Eritromicina.

Este derivado es obtenido apartir de la 9-[Morfolinil hidrazona] de
Eritromicina y Anhidrido Propiénico, utilizando Acetona como disolvente,
con un rendimiento del 85%.

La estructura de este compuesto, asf como sus constantes fisicas y
espectroscépicas se indican en el Esquema 5.

El espectro de infrarrojo presenta bandas de absorcién’'a 3440, 2960,
1735, 1620, 1450, 1360, 1270, 1180, 1150, 1100, 1045 cm-1, caracterfsticas
para la Eritromicina exceptuando las bandas a 1620, 1270, 1180 cm-1.

La diferencia entre este derivado y su compuesto de partida se
observa en el espectro de infrarrojo en el cual 1a banda a 1735 cm-1 tiene un
incremento y los sobretonos caracterfsticos de los ésteres a 1270 y 1180 cm-
1, mientras que las bandas a 3440, 2960, y 1620 cm-1,tienen un decremento
tal que la banda a 1620 cm-1 casi no puede ser observada.

En cl espectro de RMNP aparece una nueva senal a 4.75 ppm que
corresponde al H-2' desplazado a campos mds bajos debido a que se
encuentra unido al carbono vecino al éster introducido,

Por lo anteriormente descrito y la diferencia en PF., actividad 6ptica y

Rf, se comprueba que la estructura propuesta es la indicada en el Esquema 5.

21



ESQUEMA 5.

“P f. = 122-1250C con descomposici6n.

{a]P,50 = -40.50 ) 7

IR 3440, 2960, 2920, 1735, 1620, 1450, 1360, 1270, 1180. 1150,
1100, 1045 cm-1.(Espectro 6).

RMNP(90Mhz,CDCly): 0.85(3HL.CH3-15): - 1.5(3H,s.CH;-6);
'2.3(6H,5.NMey); 3.3(3H.s.OCH3); 4.0(1H,5,H-1; . 4.4(1H,d,H-1");
4.75(1H,1,H-2"); 4.86(1H.dd H-13); 5. 1(1H,d.H-11). (Espectro 6a).
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EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA.

La evaluacién de la actividad antibacteriana, se realizé mediante un
ensayo biol6gico de difusién en agar, ‘

Para todos los derivados obtenidos el ensayo se realizé con un
inéculo de Sarcina Lutea ATCC 9341, de acuerdo con el método descrito en
la USP XXI1l0.

Con el fin de minimizar la variabilidad de la respuesta en estas
pruchas, se decidié aplicar la muestra del antibitico al azar por medio de un
disefio de cuadro latino!!, Los resultados obtenidos para cada derivado
sintetizado se informan en la tabla 5 y éstan expresados en pe/mg de
Eritromicina, substancia de referencia. Entre parentesis se encuentra la

medida del halo de inhibicién expresada en milimetros.

Tabla 5.- Evaluacién de la actividad antimicrobiana de derivados
de Eritromicina, 7
Derivado Estructura  Actividad antimicrobiana

{mg/mg Eritromicina)

Eritromicina 986 (20.6)
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Oxima de 500 (16.0)

Eritromicina

OH
/
YNH
Roxitromicina v 551(17.2)
O,
. /0\/ ~"No”
\(H o
“\\ ,‘o'
9-[4-Metil- , 176 (13.32)
piperazinil}-
i
@
N
~ L
s‘\ "0'

9-(Morfolinil)- : 128 (11.7)



9-[4-Metil-
piperazinil]-
-2-propionil-
‘l}la
)
N
‘_\ -
9-(Morfolinil)-

-2'-propionil-

66 (8.9)

65 (8.85)

| ene \
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Por los resultados obtenidos se observa que al sustituir el carbonilo en
C-9 por un grupo oxima, la actividad biol6gica In virro decrece
notablemente con respecto a Ia Eritromicina, lo cual confirma que el grupo
carbonilo en C-9 es esencial para la actividad biol6gicat2,

Sin embargo, la Roxitromicina presenta una mayor actividad In vivo
con respecto a la Eritromicina, debido posiblemente a que la Roxitromicina
sea activada por el metabolismo del organismo.

En la formacién de hidrazonas en C-9 se observa una disminucién
evidente en la actividad biol6gica In vitro con respecto a la Eritromicina y
los derivados con el grupo (=N-0-R),probablemente el cambio del 4tomo de
Oxigeno por el dtomo de Nitrégeno afecte la formacién-de uniones con el
sitio receptor y también por una posible interacién dipolo-dipolo que influya
la unién no covalente entre el sitio receptor y el formaco.

La diferencia en actividad antibacteriana entre la 9-[4-Metil
piperazinil] y la 9-(Morfolinil), se debe posiblemente a la. reactividad
quimica o a su arrcglo espacial, el cual puede interferir en la uni6n del
férmaco con cl sitio receptor.

La actividad entre la 9-[4-Metil piperazinil},-2-propionil y la 9-
(Morfolinil),-Z'-propiOnil..fu,é précticamente igual, con lo cual se confirma el
hecho de que la esterificaci6n de la posicién C-2' de la desosamina, produce
compuestos que presentan In vitro actividad biolégica casi nula. Sin
embargo estos compuestos pueden sufrir modificaciones en el organismo

para dar los derivados hidrolizados libres4.
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Los an4lisis cromatogréficos en capa fina se efectuaron siguiendo la
metodologfa convensional utilizando placas de vidri6 recubiertas con Silica-
gel 60 F-254 de Merck, utilizando en todos los derivados el mismo eluyente
CHC1;/MeOH/n-Hexano/NH,OH. 60:5:15:0.3, respectivamente.

Las constantes fisicas y espectroscépicas fueron determinadas en los
siguicntes aparatos:

Los puntos de fusién se determinaron en un aparato Fisher-Johns y no
se encuentran corregidos.

Los espectros de infrarrojo fueron realizados en un instrumento
Perkin-Elmer Mod. 599B, cn pastilla de KBr (Facultad de Quimica).

Los espectros de RMNP, se determinaron en un espectrémetro de
RMN EM-390 Casa VARIAN, utilizando como disotvente CDCI3 y como
referencia interna TMS. Los desplazamientos quimicos &stan dados en partes
por millén (ppm). (Facultad de Qufmica).

La rotaci6n 6ptica fué determinada en ur polarfmetro Perkin-Elmer
241, a una temperatura de 1870C, utilizando una 14mpara de radiacién de
Sodio. :

La evaluacidn de la actividad biolégica fué realizada por el método de
difusién en agar, utilizando un disefio de cuadro latino. El medio antibictico
utilizado fué el DIFCO No.l y el microorganismo de prueba fué Sarcina
Lutea ATCC 9341, '

Los reactivos y disolventes se emplearon en su forma comercial, ya
fuese grado analitico o industrial. La Eritromicina que se empleé fué

proporcionada de un lote industrial con un titulo HPLC de 968/ng/mg.
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PARTE EXPERIMENTAL
Sintesis de Oxima de Eritromicina,

En un matraz bola de 3 bocas equipado con canastilla de
calentamiento, agitacién mecénica y refrigerante se adiciona una mezcla de
5 g (6 mmol) de Eritromicina en 10 ml de Metanol, la mezcla se calienta a
600C adicionando una solucién de Hidroxilamina al 50% calentando a S0°C,
ajustando el pH a 6.3 con Acido Férmico at 88% y calentando a reflujo por
15 horas. Al término de este tiempo la mezcla se enfrfa a 100C por 30
minutos, la solucién se filtra y el sélido obtenido se lava con 10 m! de una
soluci6n frfa de Metanol-Agua 1:1. La-sal obtenida se trasbasa a un matraz
igualmente equipado al anterior conteniendo 15 ml de Agua, la mezcla se
agita y se adicionan 30 ml de CH,Cl;, 2 ml de Hidr6xido de Amonio
concentrado, agitando por 15 minutos para extraer la Oxima libre, el CH,Cl,
se remueve a presién reducida, obteniéndose 60% de rendimiento del
producto.

La Oxima fundi6 a 150-1520C con descomposicién. Su identificacién
se realizé por IR (Espectro 1), RMNP (Espectro 1a) y Actividad 6ptica.

Stntesls de Roxitromicina.

En un matraz bola debidamente equipado se coloca una mezcla de
1.87 g (2 mmol) de Oxima de Eritromicina, 25 ml de Acectona, 0.94 g de

Bicarbonato de Sodio y 0.3 m! de CI-MEM y se calienta a reflujo en

atmésfera inerte, por 16 horas, durante las cuales se adicionan 0.3 ml de Cl-

MEM, La mezcla se filtra al vacfo y el filtrado se concentra a 1/3 de su
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volumen. y se adiciona una soluci6én acuosa de Bicarbonato de Sodio. La
mezcla se extrae con Eter. La fase orgénica se seca y se evapora a sequedad,
el residuo se purifica por cromatograffa en columna flask, utilizando como
eluyente Benceno-Trietilamina, se obtiene un rendimiento del 40% de
Roxitromicina.

La Roxitromicina fundi6 a 128-1300C, con descomposicién, su

identificacién se realizé por IR (Espectro 2) y RMNP (Espectro 2a),
Sintesis de 9-[(4-Metil piperazinil) hidrazona] de Eritromicina.

En un matraz bola de 3 bocas equipado con canastilla de
calentamiento, agitacién mecénica, embudo de adici6n y refrigerante, se
coloca una mezcla de 5 g (6 mmol) de Eritromicina 6 ml de Metanol y 5 m!
de agua, se adicionan 0.86 g (7 mmol) de 1-Amino-4-metil piperazina
ajustando el pH a 6.6 con Acido Lictico concentrado, La mezcla se calienta
a reflujo por 24 horas, al término de este tiempo, la mezcla se enfrfa primero
a 250C se ajusta el pH a 5.8 y se enfrfa hasta 100C por 30 minutos. La
suspensién sc filtra y el s6lido se lava con 10 ml de una solucién frfa de
Metanol-Agua 1:1,. La sal obtenida se trasbasa a un matraz igualmente
equipado al anterior, conteniendo 15 ml de Agua, la mezcla se agita y se
adicionan 30 ml de CH,Cl; agregando Hidr6xido de Amonio hasta pH de
10.2 a 11, agitando por 15 minutos a 30°C, se separan las fases, y la fase -
orgdnica se concentra hasta un tercio de su vo]uman original. El sélido
formado se filtra y sc seca al vacfo por 3 horas, a 50°C, obteniéndose un
rendimiento del 70%.

El producto presenté un Rf = 0.333
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Sintesis de 9-[Morfolinil hidrazona)] de Eritromicina,

En un matraz bola de 3 bocas, equipado con canastilla de
calentamiento, agitacién mecénica, embudo de adici6n y refrigerante se
coloca una mezcla de 5 g (6 mmol) de Eritromicina, 6 ml de Metanol y 5 mi
de agua, se adicionan 0.76 g (7 mmol) de 4-Amino morfolina ajustando el
pH a 6.6 con Acido Léctico concentrado, la mezcla se calienta a reflujo por
24 horas. Al término de este tiempo la mezcla se enfrfa a 250C, ajustando el
pH a 5.8 y se enfrfa hasta 10°C por 30 minutos. La suspensién se filtra y el
sélido se lava con 10 ml de una solucién frfa de Metanol-Agua 1:1,. La sal
obtenida sc ftrasbasa a un matraz igualmente equipado al anterior,
conteniendo 15 ml de Agua, la mezcla se agita y se adicionan 30 mi de
CH,C); agregando Hidréxido de Amonio concentrado hasta pH 10.2 A 11,
agitando por 15 minutos a 307C, y separando las fases, La fase orgéinica se
concentra hasta un tercio de su volumen original, el s6lido se filtra y se seca
al vacfo por 3 horas a 50°C, obteniendose un rendimiento del 68.5%.

El producto present§ un Rf = 0.443

Sintesis de 9-[(4-Metil-piperazinil),-2'-propionil] hidrazona de
Eritromicina.

En un matraz bola de 3 bocas, equipado con canastilla de
calentamicnito, agitacién mecénica, embudo de adici6n, termémetio y
refrigﬁéme se coloca una mezcla de 5 g (6.01 mmol) de 9-[(4-Metil
pipemzi{\il) hidrazona] de Eritromicina en 30 ml de Acetona y lentamente

0.86 g (6.6 mmol) de Anhidrido Pfopiénico con agitacién, la mezcla se
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calienta’ ligeramente a una temperatura entre 30-350C durante 2 horas. Al
término de este tiempo la mezcla se enfria a 10°C y se neutraliza con 2 ml de
Hidréxido de Amonio concentrado, seguido por 45 m! de Agua destilada,
formandose un precipitado, el cual es filtrado y lavado con 10 ml de Agua, el
producto se seca al vacfo a 70°C durante 5 horas.

El producto presenté un Rf = 0.605 Rend, = 96%. ‘

Sintesls de  9-[(Morfolinit,-2"-propioni!) . hidrazona] de

Eritromicina.

En un matraz bola de 3 bocas, equipado con canastilla de
calentamiento, agitacién mecénica, embudo de adicién, tcrmémetro y
refrigerante, se agrega una mezcla de 5 g (6.1 mmol) de 9-[(Morfolinil)
hidrazona) de Eritromicina en 30 ml de Acetona y lentamente 0.87 g (6.7
mmol) de Anhfdrido Propi6nico con agitacién, la mezcla se calienta
ligeramente a una temperatura entre 30-350C durante 2 horas, al término de
este tiempo la mezcla se enfria a 109C y se neutraliza con 2 ml de Hidr6xido
de Amonio concentrado, y se agregan 45 ml de Agua destilada, formandose
un precipitado, el cual es filtrado y lavado con 10 ml de Agua, el producto es

- secado al vacfo a 709C durante 3 horas. '
El producto presenté un Rf =0.579 Rend. = 85%.

Obtencién de Cloruro de (2-metoxietoxi) metilo (Cl-MEM),

En un matraz bola de 3 bacas, equipado con un tubo de vidri6 con
terminal porosa, llave de paso y agitacion magnética, se adicionan 120 mi de
Metil Cellosolve .y 50.5 g de 1,3,5-trioxano, la mezcla se enfrfa a 150C,
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burbujeandole Cloruro de Hidrégeno con un flujo de 15 mi/seg durante 3
horas o cuando el volumen de la solucién se incremente en un 30%. Al
término de la reaccién son adicionados 735 ml de CH,Cl, agitando la mezcla
por 10 minutos a 209C, las fases son separadas, la fase orgdnica se seca con
sulfato de sodio anhidro, y el disolvente sc remueve a presién reducida
obteniendose 90% de rendimiento.

Su identificaci6n se realizé por RMNP (Espectro 7).
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EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA,

Se pesaron 50 mg del derivado en cuesti6n, se transfirferon a un
matraz aforado de 50 ml, se adicion6 metanol hasta disolucién y se llevé al
aforo con el mismo disolvente, (concentracién = 1000 mg/ml)10,

Se tomé 1 ml de la solucién y se afor6 a 100 ml con una soluci6n
amortiguadora de fosfatos pH 8. A partir de esta solucién, se prepararon dos
diluciones distintas: )

Diluci6én 1: Sc toraron 10 m! de la solucién, se transfirieron a un matraz
volumétrico de 100 ml y se llevé al aforo con una solucién amortiguadora de
fosfatos pH 8.

Diluci6én 2: Sc tomaron 10 m] de la soluci6n, se transfirieron a un matraz
volumétrico de 50 ml y se Nev6 al aforo con una solucién amortiguadora de
fosfatos pH 8. ’

Sc prepararon placas de 30 x 30 cm de medio Antibiético No: 1

- DIFCO, inoculado con Sarcina Lutea ATCC 9341, de las cuales se
hicieron 64 zonas de aplicacién en un arreglo de 8x8, ordenadas al azar bajo
un diseflo de cuadro latinon.

Finalmente se aplicaron 0.1 ml de cada dilucién, junto con una
muestra estdndar de Eritromicina que fu¢ previamente dilufda en las mismas
condiciones que la de la muestra del derivado en estudio, sobre las zonas
previamente determinadas al azar, Se incubaron a 350C, durante 18 horas y
s¢ midicron los halos de inhibicién, comparando con los producidos por la

muestra de referencia de Eritromicina.



CONCLUSIONES.

1.- Se obtuvieron los derivados de Eritromicina deseados:
Oxima de Eritromicina.
Roxitromicina.
9-[(4-Metil piperazinil) hidrazona)] de Eritromicina.
9-(Morfolinil hidrazona) de Eritromicina. V
9-[(4-Metil piperazinil)-2'-propionil hidrazona) de Eritromicina.
9-[(Morfolinil-2"-propionil) hidrazona] de Eritromicina.

2.- Una vez obtenidos éstos derivados se logr6 la contribucién al
establecimiento de las bases a nivel laboratorio, de un proceso a escala piloto

de Roxitromicina.

3.- Con la aportaci6n de los datos obtenidos en las pruebas realizadas,
se establecié que las mejores condiciones para la sfntesis de este tipo de
derivados son:

Tiempo de reaccién: 24 horas.

Temperatura de reaccién: 700C. '

pH de reaccién: 6.6. )

PH de precipitacién del producto con mayor pureza: 5.8.

Mejor sistema de disolvente de reaccién: 1.2 volumenes de Metanol y 1

volumen de Agua con respecto a la Eritromicina base.
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4.- De los derivados sintetizados, incluyendo a la Roxitromicina,
todos presentaron una menor actividad antibacteriana In vitro, comparados
con la Eritromicina. Sin embargo se ha informado que la Roxitromicina
presenta mayor actividad /n viva, por lo que serfa recomendable realizar la
evaluacién farmacol6gica en estas condiciones de los derivados sintetizados.
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