ESCULLA NACIONAL DE ESIUDIOS PROFESIONALES

" ZARAGOZA

UNAM

Adaptacién de la Tecnologia para la
preparacién de Ac.L-(-)-4-beneiloxi
carbonilamino-2-hidroxibutfrico.

( CADENA LATERAL DE AMIKACINA )

TESIS

Que para obtener el Titulo de

Quimico Farmacéutico Biologo.
PRESENTA

Héctor Hugo Herndndez Mendoza.

. MEXICO, D.F. 1990 -
TESIS COK |
FALLA DE ORIGEN




pr—

%‘g Universidad Nacional
:‘\-A

2%  Auténoma de México
UNAM

UNAM — Direccién General de Bibliotecas Tesis
Digitales Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADOS © PROHIBIDA
SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta
protegido por la Ley Federal del Derecho de
Autor (LFDA) de los Estados Unidos
Mexicanos (México).

El uso de imégenes, fragmentos de videos, y
demas material que sea objeto de proteccion
de los derechos de autor, sera exclusivamente
para fines educativos e informativos y debera
citar la fuente donde la obtuvo mencionando el
autor o autores. Cualquier uso distinto como el
lucro, reproduccién, edicion o modificacion,
sera perseguido y sancionado por el respectivo
titular de los Derechos de Autor.



1«

2,

7.

CONTENTDO

INTRODUCCION . vovsseresaancrsoeassnns
FUNTAMENTACION DEL TEMA. v v vvssssessen i
2.1 Antecedentes de los Nnimg,lﬁc(?siqlgé.
2.2 Relacién Dstructura~Actividad.ss...s..

2.3 Resistencia a los AminoglucSsidos. .. .

2.4 Criterios de Seleccién de la Ruta de "S;ﬁt

2.4.1 Preparacién de L-(-)-HABA, & partir de

MONOSECOu ¢ v v s ssvesonesasennnsrsrsines

2.4.2 Preparacifn de L-(~)-HABA, de ac.l=(~)~2,4-~diaminobutfrico 14
2.4.3 Preparacifn de L-{~)-HABA, a partir de ac.L-(~)-~2-aminosuc~
2.4.4 Sintesis de DL-HABA, a partir de metaerilato de metilo y -

UM eSter NItroniCO.siesssossvssansssrasaossoscnsarsnsasssss 1H

2.4.5 Sintesis de DL-HABA, partiendo de. 2-pirrolidon@e.csssssssss 15

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMAussosssassvaisssaiion '

OBJETIVOS.cseeesasncncnacessnesnscosssscarens
MATERTAL ¥ METODOsavesssonvessonacs
6.1 ReactivOS.eveesseanceosssees v
6.2 EQUIDOuecssssssacennnssncrnss
6.3 Consideracin Previa........,

DESARROLLO DE TRABAJO..sessenss

7o) MELOdOSassressasssnssonsssse

7.2 ResultadoS,essssesssocances




8. ‘DISCUSIONsserenaniasenss
9. CONCLUSIOHES..........;-.-. !
39

10, ESPECTROS..csiensssnsnsois :
B i

11, BIBLIOGRAFTA..eiseesss



INTRODUCCION

La amikacina es un aminoglucdsido semisintético obtenido por acilacién

de kanamicina A con &cido-Le(-)-Y-amino-2-hidroxibutirico, sobre la posi-
¢ibn uno del anillo de deoxiestreptamina, este derivado ademis de ser activo,
es resistente al ataque por enzimas inactivantes bacterianas, 1o que no es -
caracterfstico en qtros aminoglucdsidos, incluyendo la gentamicina v tobrami
cina. En realidad la amikacina es resistente a la mayorfa de las enzimas -
inactivantes de aminoglucdsidos conccidas, excepto a la aminocacetil transfe
rasa la cual acetila el grupo amino en la posirién nlmero seis prima de los
aminoglucdsidos.

Estudios preliminares indican que la amikacina es menos térica que -
kanamicina y gentamicina, encontrindose que se requieren altas dosis para -
el tratamiento de algunas infecciores bacilarias gram-negativas. Por esta
razdn y la proliferacién de cepas bacterianas resistentes a estos, la ami-
kacina es correctamente recomendada para el tratamiento de infecciones -
serias.

Tomando en cuenta lo anterior, se trata de encontrar la mejor forma de
preparar amikacina y que ademds involucre la utilizacién de materias primas
disponibles, preferentemente producidas en el pafs, y de esta manera que la
industria nacional lo fabrique y lo lleve a un nivel competitivo con el pro
ducto de importacién.

Como consecuencia de esto el pafs ahorra divisas y disminuye la depen-
dencia de exterior,

La preparacién de amikacina consta de dos partes.

a)- Preparacién del &cido-L-(-)-U-amino-2-hidroxibutfrico previamente pro-

tegido con cloroformiato de bencilo ( Cbz ).



b)- Acilacién de kanamicina A con el aminodcido y su posterior purifica-
cifn por cromatografia de intercambio ifnico.

En el presente trabajo se describe la preparacién del &cido-L-(-)-u-
benciloxicarbonilamino-~2-hidroxibutirico partiendo de L-(+)-glutamato mono
sbédico que es una materia prima de produccién nacional. Como se puede ob-
servar, se parte de un material Spticamente activo con una esterecquimica
definida, lo que d4 un producto que retiene su configuracién al final de -
la secuencia de reacciones.

Con el L-(+)-glutamato monosSdico se lleva a cabo una reaceién de dia
zoacién utilizando nitrito de sodio y &cido clorhidrico, misma que d4 una
sustitucidn del grupo azo por agua, este a su vez sufre una deshidratacién
interna para formar el compuesto mis estable que es la lactona, que al so-
meterla a una amindlisis, produce el dcido-L-(+)-2-hidroxiglutardmico, y a
través de una degradacién de Hofmann en condiciones alcalinas con hipoclo~
rito de sodio, di el dcido-L-(-)-4-amino-2-hidroxibutirico L-(-)-HABA, que
al tratarlo con cloroformiato de beacilo proporciona el producto que se -
desea, mismo que unido a la amikacina le di la potencia frente a cepas - -

resistentes en comparacién con los isémeros D-(+)-HABA y DL-HABA.



FUNDAMENTACION DEL TEMA

2.1 Antecedentes de los Aminoglucdsidos.

La poca eficacia de la penicilina G en el tratamiento de infecciones de
bidas a microorganisios acrobios gram-negativos fué el principal estimulo -
para llevar a cabo 1la blsqueda de apentes antimicrobianos efectivos.

Bl desarrollo de la estreptomicina fud el resultado de una bisqueda - =
cientifica bien planeada de sustancias antibacterianas.

Antes de que esto sucediera, se tuvieron que analizar nurerosos actino
micetos de suelo denostrdndose que producfan sustancias capaces de inhibir
su crecimiento pero ninguno fué clinicamente Gtil debido a su alga towici-
dad. Mo fué si no hasta que se logré aislar una cepa de Streptomvees gri-
seus la cual produjo una potente sustancia a la que se le denoming estrep
tomicina, misma que se comprobd que inhibia el crecimiento del bacilo de -
la tuberculosis, y de muchos microorganisms gram-negativos.

Todo esto desencaden un gran ndrero de investigaciones a nivel mundial
para la obtencién de printipios activos provenientes de actinomicetos, prin-
cipalmente del género streptomyces. Algunos antibiSticos aislados de este -
género, son compuestos parecidos estructurulmente a estreptomicina.

Los aminoglucdsidos consisten de dos & mis aminoazleares unidos por -
enlaces glucosidicos a wn ndcleo: de hexosa generalmente central,

Esta hexosa o aminociclitol es denominado estreptidina ( Fig. I ), que
se encuentra contenida en la estreptomicina; o la 2-deoxiestreptamina ( Fig,
II ), que es caracteristica de los restantes aminoglucdsidos ( kanamicina, -

neomicina, tobramicina y paromomicina .
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Fig. I Estreptidina Fig. II 2-Desxiestreptamina

La familia de los aminoplucSsidos se caracterinan por el nérero de ami-
noazfcares unidos al aminociclitol. En la familia de neomicina ( Fig. IIT ),
de las cuales incluyen paromo:rticina, ribostamicina 'y lividomicina (. estos -
dltimos no se usan clinicamente ), hay tres aminoazficares unidos a la 2-deo

xiestreptamina cental.
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Fig. III lleomicina C

La familia de kanamicina ( Fig. IV ) y gentamicina se distinguen por -
que s8lo tienen dos de estos aminoaz(cares unidos a la 2-deoxiestreptamina
central.

Los aminoglucdsidos son en su mayorfa compuesto fuertemente bisicos, -
sus sales de dcidos inorgdnicos son muy solubles en agua, sin que contribu-

ya a sus propiedades farmacocinéticas.
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Fig, IV Kanamicina A

Se distribuyen bien en fluidos corporales pero no a nivel de Sistema -
Nervioso Central, espina dorsal y tejidos conectivol. Son muy poco absorbi
dos despuds de la administracién oral, aproximadinente menos del 1%, Aun-
que los antibidticos aminoplucSsidos se clasifican como de amplio espectro,
su utilidad radica en que se usan solamente en el tratamiento de infeccio-
nes sisténicas verias causadas por bacilos aerobicos pram-negativos, 1os —
cocos aerobios gram-negativos y gram-positivos tienden a ser menos sensibles
a estos farmacos por lo cual se preficren para estos casos los @ ~lactfinicos.

Los aminogluedsidos ue absorben rdpidamente despus de su aplicacién -
intramuscular, aleanzando niveles sericos miximos en paroximadamente de -
30-99 minutos, la vida media sérica de estos fdrmacos son similares varian-
do de 2-3 horas. la excrecidn es exclusivamente a través del rifion encon~
trandose altas concentraciones en orina.

Sin que estos compuestos hayan sufrido degradacidn alguna. La Toxici-
dad mis importante es aquella que tiene sobre el rinon ( nefrotoxicidad ) y
la que afecta al oido interno ( ototoxicidad ), la nefrotoxicidad es produ-
cida en algin grado por todos los aminoglucdsidos siendo irreversibles los
dafios por lo que la terapia con estos compuestos debe ser tomada con precau

cidn.,



2.2 Relacién Estructura-Actividad.

tuches de los estudios concernientes a elucidar el mecanismo de accién
de los antibiéticos aminoglucSsidos se han realizado con la estreptemicina.
La accibn de otros aminoglucdsidos se cree que es similar; actuando directa
mente en el ribosoma bacteriano para inhibir la sintesis de proteinas, ade-
mds interfieren en la fidelidad de traduccidn del cédipo genético, obligan-
do a la subunidad ribosomal 30S a formar un complejo que es incapaz de ini-
ciar la polimerizacidn para formar los aminodcidos requeridos por el micro-
organisno,

Para llegar al ribtosoma los férmacos deben transportarse a travds de -
la menbrana cclular, como estos compuestos son muy polares, hay poca difu-
sifn pasiva. Su transporte parece ser un transparte activo que esta estre
chamente relacionado con el transporte de electrones, y con la fosforila-
cién oridativa.

Pero en sf, ninguna de las acciones conocidas explica satisfactoriamen
te el efecto bhactericida de estos fdrmacos por 1o cual no sabamos porque -
los aminoglucdsidos son bactericfdas, y los antibiSticos que deterioran la

sintesis de proteinas son por lo general solo bacteriostaticos?.



2.3 Resistencia a los AmiglucSsidos.

La mayorfa de antibi6ticos utilizados hoy en dfa como agentes terapéuti-
cos en algin grado experimentan una resistencia en su accién inhibitoria fren
te a algunos microorganismos ( como son las enterobacterias y algunas espe-
cies de Pseudomonas y Staphylococus ). Los aminoglucésidos no son la excep
cién a este importante fenémeno clfnico demostréndose que las caracteristi-
cas estructurales de la molécula de aminoglucSsido tiene una relacién con la
resistencia bacteriana.

Estableciéndose que la resistencia que manifiestan los microorganismos
mencionados, es transmitida a cepas no resistentes de la misma especie y -
ademds a bacterias de diferente especie.

El mecanismo de transferencia de resistencia a sido atribuida directa-
mente a factores-R extracromosomales el cual es replicativo y transferible
por conjugacién ( contacto directo ).

Cepas que llevan factores-R para resistir la inactividad a estos férma
cos sintetizan enzimas capaces de acetilar, fosforilas y/o adenilar grupos
amino o hidroxilo, dando como resultado un producto inactivo que es incapaz
de inhibir el desarrollo microbiano, los sitios de acoplamiento de estas -
enzimas y la bioqufmica de las reacciones se describen usando la estructura
de kanamicina B ( Fig. V ).

Las enzimas inactivantes de aminogluedsidos incluyen.

Aminoacetiltransferasa que acetila el grupo amino de la posicién 6 -
del anillo I, y el grupo amino en posicién 3 del anillo II y el grupo amino
en la posicibn 2“del anillo I.

Fosfotransferasa que fosforila el grupo hidroxilo de la posicién 3% -
del anillo I, y la Nucleotidiltransferesa que adenila el grupo de la posi-

cifn 2*“del anillo III y el OH de la posicién 4” del anillo I o el hidroxilo



de la posicibn 4°” del anillo III.
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Fig., V Sitios de ataque enzimatico en Kanamicina B

Muchos de los estudios realizados se encaminaron a investigar variantes
estructurales sobre los antibiSticos aminoglucésidos, y de esta imanera produ
cir compuestos que resistan la inactivacién.enzimdtica.

Demostrando que si el gupo funcional, que es el blanco de ataque esta
ausente en la estructura, entonces los aminoglucSsidos son capaces de resis
tir el ataque enzimitico. Otra caracterfstica que se encontr$ es que los -
factores estéricos le pueden conferir resistencia al ataque sobre otros gru
pos funcionales vecinos que pueden ser suceptiblesa.

Las modificaciones que se fectuaron en las estructuras de los amino-
gulucSsidos fué llevada tomando en cuenta la reactividad de los sustituyen-
tes de cada uno de los anillos,

El anillo I es de crucial importancia por sus caracterfsticas estructu
rales y por conferirle a la molécula la actividad de amplio espectro, sien-
do ademfis el blanco primario de las enzimas bacterianas inactivantes. La -
funcién amino de la posicién 2° y 6” son particularmente importantes puesto
que le confieren la potencia a la kanamicina A con respecto a kanamicina B

( que tiene un grupo amino en la posicién 6”y un grupo hidroxilo en posi-



cién 2”), Esta a su vez es mis activa que kanamicina C ( que tiene un grupo
hidroxilo en la posicién 6° y un grupo amino en posici6n 27 ).

La metilacién en cualquier posicién sobre el carbono en la posicién 67
o sobre el grupo amino en la misma posicién no disminuye la actividad anti-
bacteriana, pero sin embargo le confiere resistencia a la acetilacién enzi-
mitica sobre el grupo amino en la posicién 67,

La eliminacién de grupos hidroxilos en las posiciones 37 o 4° o ambas
en las kanamicinas como ej: La dibekacina también llamda 37, 4”-dideoxika
namicina B ( Fig. VI ), no reduce la actividad antibacteriana. Otro deri-
vado que posee excelente actividad frente a bacterias resistentes a kanami-~
cina es la 3Ldeoxikanamicina A ( Fig. VII ).

Son pocos los cambios que se pueden llevar acabo en el anillo II ( deo
xiestreptamina ), sin que se altere la actividad antibacteriana, sin embar-
go el grupo amino en la posicién I de kanamicina A puede ser acilado rete-

niendo la potencia de la estructura base.
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Fig. VII 3”- Deoxikanamicina A

Otro compuesto que se dearrolld en la netilmicina denominado 1-N-etil-
sisomicina ( Fig. VIII ), este compuesto retiene la potencia de su estructu-
ra base que es sisomicina ( Fig. IX ), siendo este resistente a las enzimas
bacterianas. En el anillo III los grupos funciondles son un poco menos su-

ceptibles a los cambios estructurales que cualquiera de los anteriores.
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Sin embargo el compuesto que mfs se ha estudiado dentro de los antibig
ticos aminoglucdsidos y que ademds es utilizado hoy en dfa terapéuticamente
es la amikacina ( BB - K8 ) ( Fig. X ), que es sfintetizado por medio de la
acilacién selectiva sobre el grupo en la posicidn uno amino del anillo IT -
de kanamicina A con el deido-L-(-)-ti-amino-2-hidroxibutfrico” L-(-)-HARA,
siendo éste fdmmaco mids potente que la kanamicina A,.y ademis es resistente
a las enzimas bacterianas, excepto a la aminoacetil transferasa que acetila
el grupo amino de la posicidn ninero seis del anill I,

La cusa que provoca la resistencia de amikacina a las enzimas no se -
conoce, pero se ha sugerido que la introduccidn del amino&cido L-(-)-HARA
en kanamicina A hace que decrezea la afinidad por parte de las enzimas inac
tivantes.

Ademds, se llevaron a cabo estudios para demostrar cual de los isSme-
ros del &cido-4-amino-2-hidroxibutirfco le d§ m8s potencia a la amikacina,
encontréndose que el isémero con la configuracién ( L ), dd un producto més
activo que el producido por los isémeros DL-(+)-4-amino-2-hidroxibutirfco -
( BB-K19 ) ( Fig. XI ) y &l D-(+)-t-amino-2-hidroxibutirfco (BB-K31) (Fig.

XII), enlistados en la tabld 1,

"“; My I
wo _ WCOEHCHCH2
no ok no o Ny
i
0 1)
") 0 0
ar e 0

Tabla 1 Kanamicina A acilada con los isémeros del ac.4~amino-2-hidroxibutirfco



COMPUESTO
(X)) BB-KB
(xx) BB-K18
( XI1) BB-K31

12

CONFIGURACION
L~(=)-HABA
DL-HABA
D-(=)-HABA

Como ademds la kanamicina A tiene cuatro grupos amino capaces de ser

acilados con el &cido-L-(-)~4-amino-2-hidroxibutirfco, esto produce tres -
isbmeros i:osicionales aparte de amikacina ( BB-K8 ) ( Fig. X ), denominados
" B-B-K6 " ( Fig. XIII ), que es el producto de acilacién sobre el grupo -
amino en posicién seis prima del anillo I en kanamicina A, " BB-K29 " - -
( Fig, XIV ), obtenido de acilar*la posicién nimero tres del anillo II con
L-(-)-HABA, y el " BB-K31 " compuesto acilado por la posicidén cuatro bipri-
ma del anillo III ( Fig. XV ). Los cuales se encuentran enlistados en la
tabla 2.

Estos tienen aproximadamente del 1-3 % de la potencia que tiene ami=

kacina " BB-K8 " ( Fig. X ), frente a bacterias resistentes a los aminoglu-

c8sidos 226, HRR NR2s

no

o N W e

0 L " ¢
Tabla 2 Amikacina y sus isdmeros posicionales
COMPUESTO Rl R2 R3 Rl#

(X) BB-K8 H L-(-)-HABA H H
( XIII ) BB-K6 L-(-)-HABA H H H
( XIv ) BB-K29 H H L=(~)-HABA H

(Xv) BB-K11 H H H L=(=)-HABA
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2.4 Criterios para la Seleccién de Ruta de Sfntesis.

Conoeiendo que el isbmero con la estereoquimica L-(-)-HABA, le confiere
nhyor potencia a la amikacina, en comparacién con los isémeros DL-HABA, y -
D-(+)-HABA, se buscé una ruta de sfntesis que proporcionard el producto con
la estereoqufmica deseada, el rendimiento &ptimo y si fuera factible, invo-
lucre materias primas de produccién nacional. Asf, se encontraron las si-

guientes posibilidades.

2.4.1 Preparacién del dcido-L-(~)-HABA, a partir de dcido-L-(+)-glut&-
mico, o del L-(+)-glutamato monosédico ( Fig. XVI .78 ¢ esque

m l).

Esta ruta se inicia llevandoa cabo una reaccién de diazoacién con ni-
trito de sodio y 4eido clorhfdrico, sobre el dcido glutdmico, donde el gru
po diazonio sufre una sustitucién nucleofflica por agua, que bajo las con-

diciones dcidas del medio provoca una ciclacién intramolécular para dar el

Scido L-(+)~4~carboxi-t-butirelactona ¢ Fig. XvII y%»10,

La reaceifn procede von retencién de configuracién debido a la parti-

11,12

cipacién del grupo carboxilato vecino Esta lactona por medio de una

amindlisis df el &cido-L-(+)-2-hidroxiglutardimico ( Fig. XVIII )13’ que al

1y

someterlo a una transposicién de Hofmann™ en condiciones alcalinas genera

el deido L~(-)-l-amino-2-hidroxibutfrico ( Fig. XIX ), mismo que bajo las -
condiciones de Scho1:1:¢=_n-Baumannl5 con cloroformiato de bencilo ( Fig. XIX ),
produce el &cido L-(-)-4-benciloxicarbonilamino-2-hidroxibutfrico ( Fig, -
s )28 27,

Transformacién que mantiene la configuracién absoluta, excepto el sen-

tido de la desviacién del plano de la luz polarizada.
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2,4.2 Preparacién de L-(-)-HABA, partiendo del dcido L-(-)-2,4-diaminobu
tfrico ¢ L-(+)-DABA ), ( Fig, XXIT ) ( Esquema 2 ).

Este compuesto es convertido a su sal cdprica para proteger el o¢-amino,
empleando una solucién de hidréxido de sodio y carbonato de cobre, el cual -
forma el quelato ! Fig. XXIII ), que a su vez se hace reaccionar con N-etoxi-
carbonilftalimidal’ ( Fig. XXIV ), que al acidularlo df el clorhidrato de - -
L~(+)-2~amino-t-ftaloilaminobutfrico ( Fig. XXV ); el tratamiento con &cido -
nitroso en acético acuoso produce el fcido L-(+)-2-hidroxi-i-ftaloilaminobutf-
rico ( Fig. XXVI ), la configuracién del carboro o del compuesto anterior
se asign8 como ( L ), conociendo que la deaminacién de ot -aminofcidos procede
con retencién de la config\maciénll’ 12. Removiendo el grupo phtaloilo con -
hidrazina-etanol, se obtiene el dcido-L-(-)-4-amino-2-hidroxibutfrico ( Fig.
XIX ).

2.4.3 Preparacién de L-(-)-HABA, utilizando &cido-L-(+)-2~aminosuccind-
mico™® ( Fig. XXVII ) ( Esquema 3 ).

El 8cido-L~(+)-2-aminosuccindmico es transformado al dcido-L-(+)~2-hi-
droxisuccindmico ( XXVIII ) por tratamiento con nitrito de sodio.

Durante el proceso, el compuesto conserva su estepeoquﬁnicau. Al so-

meterlo a una deshidratacifn con anhfdrido acético-pir’idinazo’ 2

proporciona
el 8cido-L=(-)-2~acetoxi-3-cianopropifnico ( Fig. XXIX ), que con una hidro-
genacién con 6xido de platino en etanol acuoso, y acidulado dd el &cido-L-(-)

~4-amino-2-hidroxibutfrico ( Fig. XIX ).

2.4.4 Sfntesis de DL-HABA, por medio de una reaccién regioespecifica de

esteres nitrénicos con compuestos carboxf{licos o, é -i_nsatunadoszz.
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( Ver Esquema 4 )

Esta ruta consiste en una adicién x\egioespec’ifica del éster nitrdnico
sobre el acrilato de metilo a baja temperatura para dar la isoxazolidina
( Fig. XXX ), misma que por descomposicién a alta temperatura y posterior -
hidrogenSlisis produce el 4cido-Di-#-amino-hidroxibutirico ( Fig. XIX ).

2.4,5 Sintesis de Scido-DL-4-amino-2-hidroxibutirico partiendo de 2-pi
rrolidona ( Fig. XXXI )°3 ( Esquema § ).

Compuesto que se metila para dar 2-metéxi-1-pirrolidona, después se ~
halogena en el atomo de carbono we con N-brompsuccinimida para dar 3-bromo-2-
metéxi-l-pirrolidona ( Fig. XXXII ), el cual es desplazado por acetato y for
mar 3-acetoxi-2-metoxizl~pirrolidona ( Fig. XXXIII ), v finalmente se hidro-
liza para obtener la mezcla racemica del dcido-i-amino-2~hidroxibutirico.

De las rutas publicadas la que parte del glutamato monosddico presen~
ta las siguientes ventajas:

a) ElL L-(+)-glutamato monosédico es una materia prima de produccidn nacio
pal, y de costo bajo.

b) Produce un buen rendimiento global,

c) Requiere de reacciones que no son complicadas,

d) Tiene la estereoquimica adecuada para obtener el producto con la con-
figuracién necesaria para la actividad,

e) No son necesarias las resoluciones racémicas.

Por lo que se seleccionS para desarrollarla en el presente trabajo,
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La demanda que tiene el Sector Salud en cuanto a principios activos hace
que la Industria, Quimico-Fanmicéutica, investigue, desarrolle y/o adapte tec
nolgfa para la elaberacién de firmacos, reduciendose progresivamente su depen
dencia téenica y econbmica,

Ademds, de esta manera se va creando la infraestructura tecnolégica, -
para la produccién de firmacos del Cuadro Bisico de Medicamentos, Uno de -
los beneficios que se consigue al investipa, desarrollar o adaptar tecnolo-
gia quimica, es que cada dia va haber mis cmpresas nacidnales capaces de -
llevar a cabo este proceso desde nivel laboratorio hasta su industrializacién.
Un ejemplo importante es la amikacina un fénmco cuyos principales voldmenes

de consumo ya se fabrican en el pafs, por Enpresas Nacionales,

Debido a las ventajas farmacoldgicas de la amikacina en comparacién con
los demds aminoglucSsidos lo hace de gran interfs. Este firmaco se obtiene
al llevar a nabo una acilacibn selectiva del grupo amino en posicién uno de
kanamicina A con el &cido-L-(-)-U-amino-2-hidroxibutirico de aquf la nece-
cidad de obtener el aminofcido, partiendo de L-(+)-glutamato monosbdico que

es una materia prima de produccién naciona, y con la estereoquimica deseada,

Conjuntamente las ventajas de desarrollo tecnolégico la importancia -
terapedtica de amikacina y la disponibilidad de materia prima, se definié -
claramente la factibilidad téenica y econSmica para desarrollar la tecnolo-

gia de este principio activo.
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OBJETIVOS

Para el presente trabajo se propusieron realizar los siguientes objeti

vos$

1 Adaptar un método a nivel laboratorio, para obtener el dcido-L-(-)-i-

benciloxicarbonilamino-2-hidroxibutirico.

2) Preparacién de cada uno de 1los intermedios: fcido-L-(+)-U~-carboxi-t-
butirolactona; 8cido-L-(+)-2-hidroxiglutardmico; dcido-L-(-)-U~amino-
2-hidroxibutfrico.

3) Identificacién de los intermedios, y producto final por: IR, RMN, asi

comy, por sus constantes fisicas y perfiles cromatogréficos.
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HIPOTESIS

Una ruta de sintesis para el Scido-L-(-)-4-benciloxicarbonilamino-2-
hidroxibutirico ( Cbz-L-{-)-HABA ), serfa partiendo del L-(+)-glutamato -
nonosédico a través de una diazoacifn y sustitucién por agua, producto que
sufre una deshidratacién interna para dar el dcido-L-(+)-k-carboxi-i-butiro
lactona, que por aminflisis se obtiene 1-(+)-glutaramato de amonio, compues
to que con una solucibn de hidrdxido de sodio di L-(~)~glutaramato de sodio
mismo que al someterlo a una degradacifn del tipo Hofmann produce dcido L-(
~)=lU-amino-~2-hidroxibut{rico, que al protegerlo cor cloroformiato de benci-

lo dard el dcido-L~(-)-4-benciloxicarbonilamino-2-hidroxibutirico.



MATERIAL Y METODO

6.1 Reactivos

Acetato de etilo

Acido clorhfdrico
Alcohol etflico

Alcohol metflico
Bencenc

Carbén activado
Cloroformiato de bencilo
Eter de petrSleo
L-(+)-glutamato monosSdico
Hidréxido de amonio
Hidréxido de sodio
Hipoclorito de sodio
Ninhidrina

Nitrito de sodio

Industrial
Industrial
Industrial
Ir'ndustz‘ial
Industrial
Industrial
Aldrich
Industrial
Industrial
Industrial
Industrial
Industrial
Merck

Industrial

24



6,2 Equipo

Espectrofotémetro RMY
Rotavapor

Balanza analftica
Balanza granataria
Limpara de luz U.V.
Estufa

Instrumento para medir
punto de fusién
Cromatoplacas

Varian
Blichi
Mettler
Ohaus
U

Felisa

Mettler
Merck

CML=360
011,
AE-1Q0

399-Y
291

FP-61
GP-254

25



6.3 Consideracién Previa.

A continuacifn se describen los métodos de preparacidn en los cuales
se omiten detalles y pormenores para proteger la inversidn y esfuerzo de ~
la empresa, DPuesto que se trata de una tecnologfa que pertenece a Quimica

Fina Farmex, S.A. de C.V.

Dando que ésta fué la que di§ las facilidades para la obtencifn de ~
la informacifn necesaria para llevar a cabo el desarrole del proyecto que
consisti§ en la preparacién del &cido-L-(-)-4-~benciloxicarbonilamino-2-hi-
droxitutirico. ( CADENA LATERAL DE AMIKACINA ).

26
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DESARROLLO DEL TRABAJO

7.1 Trabajo experimental.

Obtencién del dcido-L-(+)-l4-carboxi~li~butirolactona ( Fig. XVII )

En un matraz de tres bocas de 250 ml. provisto de trampa para gases
nitrosos, termémetro y embudo de adicién se colocan los siguientes reacti
vos: 33.8 g ( 0.2 moles ) de L-(+)-glutamato monosSdico disuelto previamen
te en aguay a esta solucidn se le afade con agitacién cincuenta mililitros
de Jeido clorhidrico concentrado. A la mezela se le adiciona 20.7 g ( 0.3
moles ) de nitrito de sodio disuelto en agua lentamente y a baja temperatu
ra, una vez terminada la adicién se deja agitando tres horas mis y después
se deja reposar toda la nocha, el progeso de la reaccién se sigue por cro-
matografia en placa fina.

El producto se purifica por una destilacién a vacfo y ademds el resi
duo también se cristaliza con una mezcla de benceno-acetato de etilo-eter
de petrblec, rindiendo aproximadamente 55%; con un punto de fusiSn de 50~

52 °c”; y una rotacién espectfica de [ % 20 = + 10 ( c. 2.0, MeOH )
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Preparacién de L-(+)-2-hidroxiglutaramato de sodio ( Fig. XVIII )

En un matraz de dos bocas de 100 mililitros provisto de termdmetro y -
embudo de adicibn se colocan los siguientes reactivos: 2,99 g ( 0.023 moles )
de &cido-L-(+)-L-carboxi-u-butirolactona, y en frfo le son adicionados trein-

ta mililitros de una solucidn de hidrdxido de amonio,

Terminada esta, se deja agitando por espacio de una a dos horas a tem-
peratura ambiente, la formacién del producto se sigue por cromatograffa en -
capa fina, la mezcla de reaccidn se deja reposar; la recuperacién del produc
to se lleva a cabo eliminando el disolvente por una destilacién a vacfo, - -

para obtener la sal de amonio del &cido-L-(+)-2-hidroxiglutardmico.

Al producto obtenido se valora, y se le adiciona una solucidn de hidr§

sido de sodio previamente disuelto en agua para formar el (L-(+)-glutaramato

de sodio la cual se utiliza para 1llevar a cabo 1a degradacién de Hofmann. 1
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Preparacién del Scido~L-(=)-U4-amino-2-hidroxibutfrico { Fig. XIX )

Es un matraz de dos bocas de 250 ml. equipado con termSmetro y embudo
de adicién se colocan 2.53 g ( 0,034 moles ) de hipoclorito de sodio a esta
solucidn se le adicionan 5.75 g ( 0.034 moles ) de L-(+)~glutaramato de sodio
a bajo temperatura con agitacifn vigorosa el avance de la reaccifn es seguida
por cromatograffa en capa fina.

La mezcla de reaccifn se calienta suavemente por espacio de una a dos
horas, Terminada 8sta la solucién es acidificada y posteriormente absorbida
sobre una columa empacada con resina de intercambio ifnico ( DOWEX-50W~X8 )
la columa es lavada con agua,y desarrollada con una solucifn de amoniaco -
acuoso 0425 N los eluatos son colectados en rracciones de cincuenta milili~
tros, las fracciones que revelan positivo con ninhidrina se juntan y se eva~
poran a presién reducida el residuo se cristaliza de etanol agua dando un -
producto con un punto de fusifn de 118-121 °C.
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Preparacifn del Scido-L-~(-)-Y-benciloxicarbonilamino-2-hidroxibutririco -
( Fig. XXI ).

In un matraz de tres bocas provisto de termfmetro, trampa para gases
y embudo de adicifn son colocados los siguientes reactivos: 7.37 g ( 0,062
moles ) de dcido-L~(~)-Bamino-2-hidroxibutfrico en una solucibn alealina y
con agitacién igorosa le son adicionados en frfo 10.57 g ¢ 0.062 moles ) de
cloroformiato de bencilo lentamente, la mezcla de reaccidn es agitada por -
espacio de una a dos horas a la misma temperatura, el avance de la reaccidn

es seguida por cromatograffa en capa fina.

Una vez terminada la reaccibn el producto es extrafdo con acetato de
etilo el cdal es concentrado por medio de una destilacibn a presién reducida,
el residuo es cristalizado de benceno para dar aproximadamente 60~70 % del -
producto con un punto de fusidn de 78.5-79.5 °C, { = 3§5= -~ 4.5 (c. 2,0, CH

5, 16. ’

3
OH )



7.3 Resultados

Los resultades obtenidos se resumen en las siguientes tablas,

Puntos de Fusién

Compuesto

Crudo Recristalizado
XVIT §1.7 °C
XVIII 108,89 °C 106.3 °C
(COMO ACIDO)
XIX 186 °C 187 °C
XXI 75 °C 77 °C

Nota: Los puntos de fusibn no estan corregidos.

Reportado

50 - 51 °C
120 - 122 °C

187 - 198 °C

78,5 = 79.5 °C

Crudo

70 %
28 %

2% %
70 %

Rendimiento

Recristalizado

55 %
23 %

20 %
60 %

Rep.

S0 %
80 %

37°%
4 %

1€



CoMP,

XVII

XVIII
(COMO ACIDO)

XIX

X{L

DATOS

1175

12uy

1291

1267

DE

C-H

ESPECTROFOTOMETRIA

KBr

sate

2931

1771

1698

1611

1668

3u25

3308

3305

INFRARROJA

1457

12y

3412

3212

ESPECTROS

[AS



DATOS DE ESPECTROFOTOMETRIA DE RMN

COMPUESTO p.pem  ( Cloroformo, MSO, Agua Deutrerada ) ' ESPECTRO
2 3 u 5 ] 7 8 9 10 No.
XVII 2.4-2,8 4,9-5,1 , 2
CH,~CH,

COMD ACTDO 1.9 - 2.2 4.0 el S §

XVIII cH, CH, cH

XIX 1.8 3.2 w1 o 6
o, NeCH, CH

X¥I 21 34 w2 5 74 8

CH, CH, CH cH, sH

€E
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DISCUSION

En el primer paso de sintesis para obtener el dcido-L-(-)-l-benciloxi~
carbonilamino-2-hidroxibutfrico ( CADENA LATERAL DE AMIKACINA ); se lleva a -
cabo una reaccién de diazoacién utilizado Le(+)-glutamato monosSdico, tambidn
se puede utilizar dcido-L-(+)-glutdmico, nitrito de sodio y dcido clorhfdrico,
estos (ltimos forman el dcido nitroso que es el reactivo que 1lleva a cabo la
transformacién en el grupo amino para formar la sal de diazonio, por ser esta
sal muy reactiva sufre una reaccién de sustitucibn por el agua para formar un

e -hidroxidcido, intermedio que por las condiciones &cidas del medio favore
ce su ciclacién para dar un compuesto termodindmicamente mis estable, el dci-
do=L~(+)~l-carboxi-4-butirolactona, ( Fig. XVII ).

La reaccifn de diazoaciSn procede con retencifn total de la configura-
ciﬁng, esto debido a la participacién del grupo carboxilato vecino al grupo -
amino.

Este compuesto se caracterizé por lo siguiente:
pf. 517 °C, [ 1 5% = + 9,5 (. 2.0, MeOH ), IR ( KBr ) banda ancha en -
312 ana ™ € OH )5 1770 em ™ (€20 )3 1175 en™F ( C-0 )3 RMN ( D,0-DHSO ) -

( ppm ) 2.4-2,8 ( m.CH2 ); 4.9-5.1 { d.H-C-C=0 ).

El segundo paso de sfntesis consiste en la obtencién del L-(+)-glutara
mato de amonio, que se obtiene haciendo reaccionar el Scido-L-(+)-l-carboxi-4-
butirclactona con una solucién de hidréxido de amonio provocando que el anillo
lacténico se abra formando una amida, ocurriendo una reaceién de adicién nu-
cleofilica ( aminolisis ).

La amida se denomina L-(+)-2-hidroxiglutaremato de amonio, este produc-
to es diferenciado de la materia prima por sus valores de Rfen cromatograffa

de capa fina. Este compuesto retiene su configuracién ya que no estd involu-
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crado el centro quiral en la reaccifn, A esta sal de amonio se le afiade una

solucibn de hidréxido de sodio para transformarla a su respectiva sal sodica.
Para obtener el 4cido-L-(+)-2-hidroxiglutardmico se lleva a cabo - -

haciendo pasar la sal de awonio por una columa de intercambio ibnico tipo

¢ H+ ) eluyendo con 8cido clorhfidrico 0.5 N concentrando las fracciones con

vacfo y cristalizar el residuo con metanol dando un Pf’ 106.3 °C IR { KBr )

1y am9 en™ CHH D)

Dos bandas caracterfsticas de amidas primarias 3425 cm~
1698 e ( €20 ), 1244 cm) ( C-0 ). RN ( D,0-DMSO ) € pm ) 1.9-2.2 ( m.
HH. C3-Cl‘ ) u.0 (M. q. CH ¢ O ) COOH ).

Para la preparacién del Scido-l~(-)=U-amino-2-hidréxibutirico ( XIX },
se realiza haciendo reaccionar el producto del paso anterior con una solucién
alcalina de hipoclorito de sodio, este tipo de reaceién se conoce como trans
posicién de llofma.lml“. La reaccifn transcurve a través de la formacién de -
un isocianato para producir su dcido carbamico, el cual es inestable y pier-
de con facilidad didxido de carbono y pasa a dar el producto deseado ( XIX ).

La reaccifn se lleva a cabo con retencién de la configurdcién puesto -
que no esta involucrado el centro quiral de la molécula, no asf la rotacién -
8ptica 1a cual cambia de dextrdgira a levdgira,

La purificacién del aminodcido se 1lleva a cabo por medio de cromatogra
ffa de intercambio ifnico y eluyendo con una solucin de amoniaco 6.25 N las
fracciones que revelan positivo con ninhidrina se concentran a vacfo y el -
residuo es cristalizado con etanol.

El producto se caracteriz§ por tener un pf. 187 °C { dec. ) por CCF =
revela con ninhidrina mientras que la amida no revela las bandas de absoreidn

IR ( KBo ) 3305 emt { N-H ), 2931 em™ ( C-H ) alifatico; 1611 em+ { C=0 3



1531 ant € C-) ).
RN ( D0-DMSO ) ( ppn ) 1.8-2.3 ( 2H, m. CH, )3 3.2 ( 2H, t. N-CH, )5 u.1
( He q, CH ( OH ) COOH ).

En cuanto a la obtencifn del &cido-L-(-)-U~benciloxicarbonilamino-2-
hidroxibutfrico ( Fig. XXI ), se logra haciendo reaccionar el fecido-L-(~)-l-
amino-2-hidroxibutfrico ( Fig. XIX ), en medio alcalino con cloroformiato de
bericilo ( Fig. XX ), esta reaccibn es llevada a cabo bajo las cendiciones de
Schot ten-Bawnan siendo esta reaccibn de sustitucifn nucleofilica pama dar -

como producto un carbamato,

El cloroformiato de bencilo es comunente utilizado para proteger - -
aminas primarias en sintesis de péptidos.

El compuesto final sigue reteniendo la configuracién del material de
partida, ademfs de que por CCF se observa un sdlo compuesto con un Rf, dife-
rente al del aminodcido por la forma de revelar, '

El compuesto ( Fig. ¥XI ) se caracterizé por pf. 75-77 °C IR ( ¥Br ) -
3305 cn™" ( N-H )3 1668 cml ( C=0 )3 1267 cn™t ( €0 ), RMN ( D,0-DHS0 ) 2.4

= ( 2Ham. )5 3.4 ( 2H, dode D3 4.2 ( He d=d )5 5.1 ¢ 2He )5 Tl SH, 5. ).

36
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CONCLUSIONES

De acuerdo a los objetivos que se propusieron al iniciar el trabajo -
para obtener el 4cido-L-(-)-4-benciloxicabonilamino-2-hidroxibutfrico, los -
intermedios de los que consta el trabajo fueron obtenidos purificados e iden
tificados por sus constantes fisicas asf{ como por sus perfiles cromatografi-
cos ademds de que identificaron por espectrofotomettia IR y RMHN.

En 1o que respecta al primer intermedio que es el dcido-L-(+)~4-cirboxi
~4~butirolactona, fue purificada por medio de una destilacién a vacio, lo -
que hace que el rendimiento disminuya, en comparacién alque se obtiene por -
medio de una recristalizacién por lo cual es preferible este dltimo,

En cuanto al dcido-L-(+)~2-hidroxiglutardmico, es purificado por medio
de cromatoprafia de intercambio idnico, y eluyendo con una solucién de dcido
clorhidrico 0.5 N identificados-por los métodos arriba mencionados y corres-
pondieron a éste.

Para aislar el aminoicido 1-(-)-HABA y poderlo identificar se paso la
mezela de reaccidn por una columa empacada con una resina de intercambin -
ifnico fuertemente 4cida la cual fué eluida con una solucién de amoniaco -
0.25 N que rindis 28 % aproximadamente y también correspondié a los espectros
de IR y RMN.

El ac,-L~(-)-4-benciloxicarbonilamino~2-hidroxibutfrico este se puri-
ficS por medio de una recristalizacién dando un rendimiento de aproximadamen
te 65.70 %$. El cual es identificado por los métodos arriba mencionados. -
Por lo cual los intermedios que se obtuvieron en bajo rendimiento se prefie
re utilizar otro método de purificacién para tratar de aumentar el rendimien
to.

De lo anterior se deduce que los objetivos planteados se llevaron a -

cabo, puesto que se identificaron cada uno de.ellos por los métodos menciona-
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dos, lo que también demuestra que la hipStesis propuesta sea acertada, puesto
que se llevaron a cabo las reacciones que se mencionaron en ella y que produ-~
jo el compuesto deseado con la estereoqufmica deseada para darle la potencia

a la amikacina.
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