La aminacion reductiva sobre
eritromicina como ruta
alternativa para la obtencion de
eritromicilamina, intermediario en
la sintesis de diritromicina

J. Rubén Gémez Castellanos® y Gustavo A. Madrid Sanchez’.
! Escuela de Ciencias Quimicas, Universidad La Salle.
E-mail: keyran _halcyon@yahoo.com

2 Huntsman Textile Effects, Basilea, Suiza.

E-mail: gustavo_alonso _madrid@huntsman.com

Recibido: Marzo 1, 2007. Aceptado: Julio 12, 2007

RESUMEN

La eritromicina es un antibiético macrélido de amplio espectro, producido por una cepa de
Streptomyces erythreus. Ha alcanzado gran importancia gracias a su actividad contra
patégenos prevalentes como Legionella, Helliobacter, Micoplasma y Chlamydia.

En los dultimos veinte afios, se han dedicado esfuerzos sustanciales a las
modificaciones estructurales de la eritromicina para mejorar sus propiedades bioldgicas.
La diritromicina es el derivado 9-N-11-O-oxazina, obtenido de la condensacion de la 9(S)-
eritromicilamina con el 2-(2-metoxietoxi)acetaldehido. Es un antibiético macrdlido de
nueva generacion; su espectro de accion es similar al de la eritromicina, aunque la
diritromicina presenta concentraciones mas altas y prolongadas en los tejidos. La
eritromicilamina es el intermediario sintético clave en la sintesis de la diritromicina v,
comunmente, se deriva de la eritromicina via su oxima o su hidrazona lo que implica
varios pasos de sintesis.

En este trabajo se plante6 acortar el mecanismo de sintesis obteniendo la
eritromicilamina directamente de la via eritromicia, una reaccion de aminacion reductiva,
formando la imina correspondiente con amoniaco y reduciéndola con cianoborohidruro de
sodio, de acuerdo a un método propuesto por Borch y colaboradores. Se obtuvieron dos
productos, de extracciones acido-base. Al ser sometidos a espectrometria IR los
productos revelaron la presencia del grupo carbonilo que se deseaba aminar, y la
ausencia de las bandas del grupo amino. Esto indica que la aminacién no se realiz6 y
que la eritromicina fue degrada por mecanismo desconocido a productos aln no
caracterizados.

Palabras clave: eritromicilamina, diritromicina, reduccién aminativa, cianoborohidruro de
sodio.

ABSTRACT
The erythromycin is a macrolide antibiotic of ample spectrum, produced by a stock of

Streptomyces erythreus. It has reached great importance thanks to its activity against
prevalent pathogens like Legionella, Helicobacter, Mycoplasma, and Chlamydia.
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In the last twenty years, the erythromycin has been committed with substantial efforts
to improve its structural and biological properties. Dirithromycin is the 9N-11-O-oxazine
derivative, obtained out of condensation of 9(S)-erythromycyclamine with the 2-(2-
methoxyethoxy) acetaldehyde. It is a macrolide antibiotic of new generation; its spectrum
of action is similar to that of erythromycin, although dirithromycin presents higher and
more prolonged concentrations in the weaves. Erythromycyclamine is the synthetic
intermediary key in the synthesis of dirithromycin and, commonly, derived from the
eritromicina via oxime or his hydrazones implying several passages of synthesis.

In this work, it was considered to shorten the synthesis mechanism obtaining
erythromycyclamine directly via erythromycin, a reaction of reductive amination forming
the corresponding amina with ammonia and reducing it with Sodium Cyanoborohydride,
according to a method proposed by Borch and collaborators.

Two products of acid-base extractions were obtained. When subject to IR
spectrometry, they revealed the presence of the group carbonyl wanted to be amined, and
the absence of the bands of the amino group. This indicates that the amination was not
made and that the erythromycin was degraded by an unknown mechanism to products not
characterized yet.

Key words: Erythromycyclamine, Dirithromycin  reductive amination, Sodium
Cyanoborohydride.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Brockmann y Henckel [1] aislaron el primer antibiético macrélido de una cepa de
Streptomyces en 1950, al que llamaron picromicina, por su sabor amargo. Las
caracteristicas fisicas de la picromicina y de otros antibiéticos relacionados aislados
subsecuentemente mostraban una caracteristica en comun, una lactona macrociclica.
De ahi que Woodward [2] propusiera el término macrélido para describir a esta clase de
compuestos.

Los antibidticos macrélidos estan clasificados, de acuerdo con el tamafio del anillo de
la lactona macrociclica, como anillos macroélidos de 12-, 14- o 16- miembros. Son de gran
interés por su actividad antibidtica, en especial contra bacterias gram-positivas, cocos
gram-negativos, y micoplasmas.

La eritromicina (fig. 1) es un importante agente antibiético en quimioterapia, macrélido
de 14 miembros, de amplio espectro, producido por una cepa de Streptomyces erythreus.
Ha alcanzado gran importancia gracias a su actividad contra patégenos prevalentes como
Legionella, Helliobacter, Micoplasma y Chlamydia [3,4,5]. En los dltimos veinte afios, se
han dedicado esfuerzos sustanciales a las modificaciones estructurales de la eritromicina
para mejorar sus propiedades biolégicas.
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Figura 1. Eritromicina.
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La diritromicina (fig. 2) es un antibiotico macrélido de nueva generacién derivado de la
eritromicina A, inicialmente descubierto en Karl Thomae GmbH [6]. Aunque su espectro
de accion es similar al de la eritromicina, la diritromicina presenta concentraciones mas
altas y prolongadas en los tejidos [7,8]. Es el derivado 9-N-11-O-oxazina, obtenido de la
condensacion de la 9(S)-eritromicilamina (fig. 3) con el 2-(2-metoxietoxi)acetaldehido. [9]
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Figura 2. Diritromicina.
La aminacion reductiva es el proceso mediante el cual los grupos carbonilos de

aldehidos y cetonas son reducidos a la amina correspondiente en presencia de
amoniaco, 0 una amina primaria.
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Figura 3. Eritromicilamina.

Con base en lo anterior, creemos que el grupo carbonilo que se encuentra en la
posicion 9 del anillo macrélido de eritromicina, es susceptible a este procedimiento, para
dar directamente la eritromicilamina (precursor de la diritromicina).

Borch y colaboradores [10], estudiaron la versatilidad y la notable selectividad del ion
BH3;CN" como agente reductor de aldehidos y cetonas a pH 6-7, y en el caso de nuestro
interés, como agente reductor de la imina que se forma en presencia de amoniaco
(aminacidn reductiva).

JUSTIFICACION
El método comun de sintesis de la eritromicilamina es preparando la oxima [11] o la
hidrazona [12] de la eritromicina. Esto implica varios pasos de sintesis entre la
eritromicina y la eritromicilamina, que deriva en altos costos.

Debido a la imperante necesidad que ha surgido de obtener derivados de la

eritromicina para formular medicamentos de segunda y tercera generacion, se propuso
un método de aminacion reductiva en la eritromicina A, utilizando el método propuesto
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por Borch y colaboradores con cianoborohidruro de sodio (NaBHs;CN) como agente
reductor, lo que hace mas corta la ruta sintética descrita arriba, con los beneficios en
costos y tiempo que esto implica.

OBJETIVOS
1. Obtener la eritromicilamina en un paso, a partir de la eritromicina A por una
reaccion de aminacion reductiva.
2. Constatar la eficacia del ion cianoborohidruro como agente reductor en esta
reaccion.

METODOLOGIA

La reaccion global que se plantea en este trabajo es la siguiente:
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Figura 4. Aminacioén reductiva sobre eritromicina A,
de acuerdo al método de Borch y colaboradores.

Se realizaron dos series de pruebas de la siguiente manera: dos soluciones de
eritromicina A (7.34 g, 10 mmol), acetato de amonio, como fuente de amoniaco, (7.7 g,
100 mmol) y NaBH3;CN (0.44 g, 7 mmol) en 30 ml de metanol puro fueron puestas en
agitacion por 48 horas a temperatura ambiente. Se afiadié acido clorhidrico concentrado
hasta obtener un pH < 2. Se procedié a remover el metanol a presion reducida. El
residuo se llevé a 10 ml de agua y se extrajo con tres porciones de 20 ml de éter. La
solucion acuosa se llevé a pH > 10 con hidroxido de sodio solido y se extrajo con tres
porciones de 15 ml de éter.

Los extractos etéreos se secaron con sulfato de sodio anhidrido, se decantaron y se
elimind el disolvente a presion reducida.

RESULTADOS

Durante la acidificacion, las soluciones sufrieron un inesperado cambio de aspecto: la
formacion de una sustancia verde oscuro.

De manera similar, durante la basificacién, las soluciones se tornaron a un color café
amarillento.

Por tanto, se obtuvieron dos clases de productos: uno, el obtenido de la extraccién en
medio &acido, un sélido resinoso, verde brillante, con ligero olor a apio; otro, el obtenido de
la extraccion en medio bésico, un sélido resinoso, café amarillento.

La eritromicina empleada, asi como los productos, fueron sometidos a analisis por

espectrofotometria de IR en un espectrofotometro Perkin-Elmer RX | FT IR System y se
compararon con estandares de eritromicina y eritromicilamina.
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El espectro IR de la eritromicina (fig. 5) muestra las bandas caracteristicas de los
grupos funcionales que nos interesan. [13]. El espectro se caracteriza por tener bandas
intensas en la regién de 1000-1200 cm™. Estas bandas se deben, probablemente, a la
presencia de grupos de enlaces C—O—C. En la regién de 1800-1600 cm™ se observan
dos bandas. El primero, a 1716 cm™, es comparable en intensidad y posicién a la banda
del grupo carbonilo. La segunda estd a 1700 cm™ vy tiene una intensidad
aproximadamente de la mitad de la banda de 1716 cm™; probablemente, por su posicion,
sea debida al carbonilo lactonico, aunque su intensidad no es caracteristica. La banda a
3404 cm™ indica la presencia de grupos hidroxilo en la molécula.
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Figura 5. Espectro IR en metanol de la eritromicina A.

Los espectros de los productos obtenidos de la extraccion &cida (fig. 6 y 7) muestran
similitud con el de eritromicina en la region de 1720-1370 cm™. Aqui, se observa la
presencia de la banda del grupo carbonilo de la posicién 9 a 1716 cm™, mientras que la
banda a 1700 cm™ del grupo carbonilo lacténico, desaparecié. Estos resultados indican,
con la presencia de la banda de 1716 cm™, que la aminacién reductiva no tuvo lugar, y en
la desaparicion de la banda del carbonilo lactdnico, que, posiblemente, el anillo macrélido
se abrio.

Por otra parte, si la aminacién reductiva tuvo lugar, se deberian de apreciar dos
bandas de absorcién, una cerca de 3500 cm™, y otra cerca de 3400 cm™. Estas bandas
representan, respectivamente la tension libre de los enlaces N—H simétrico y asimétrico.
La banda de la vibracién de flexion (tijereteo) del enlace N—H se deberia percibir en la
region de 1650-1580 cm™. Los espectros no muestran las bandas esperadas si estuviera
presente el grupo amino.
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Figura 6. Espectro IR en CHCI; del producto Figura 7. Espectro IR en CHCI; del producto

acido 1. acido 2.

Los espectros de los productos obtenidos de la extraccion basica (fig. 8 y 9) muestran
también una similitud con el espectro de eritromicina en la regién de 1720-1000 cm™.
Este rango es mucho mayor que el de los productos &cidos, lo que indica una mayor
similitud entre estos productos y la eritromicina original.

La degradacion de la eritromicina ha sido estudiada [13]. Se ha observado que bajo
hidrélisis acida se obtienen numerosos compuestos, entre ellos eritralosamina, cladinosa
y desosamina.

En cambio se ha observado que la degradacién en medio basico produce
compuestos nuevos de caracter zwitteridnico, dependiendo de la concentracién de base.

Las caracteristicas fisicas descritas para cualquiera de estos productos de
degradacion, acido y basico, no concuerda con los productos obtenidos en nuestro
experimento.
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Figura 8. Espectro IR en CHCI; del producto Figura 9. Espectro IR en CHCI; del producto
basico 1. basico 2.

CONCLUSIONES

Al momento de realizar la primera serie del experimento, se creyd que el cambio de color
de los extractos se debia a un manejo incorrecto de los reactivos, lo que accidentalmente
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derivé en productos de degradacién indefinidos. Pero, cuando en la segunda serie, los
mismos resultados se obtuvieron, y los espectros IR mostraron que los mismos productos
se obtuvieron tanto en la extraccién acida como en la basica, resulté obvio que la
reaccién de aminacién reductiva no estaba procediendo como fue previsto y que, en su
lugar, otra reaccion se estaba llevando a cabo, posiblemente como resultado, ya sea de
las extracciones acido-base, o por el poco calor suministrado durante la evaporacion del
metano, in vacuo.

Esto Ultimo fue propuesto, ya que en los primeros experimentos el cambio de
coloracion se daba hasta que se realizaba la evaporacién, no inmediatamente después
de acidificar. Aunque no fue el mismo caso con la fase basica, que si cambié de color en
cuanto se afadio la base.

Los espectros de IR arrojaron informacion interesante, aunque no concluyente. Como
ya se dijo, podemos saber que la aminacién reductiva no se llevé a cabo, ya que se
observa la permanencia del grupo carbonilo y no la presencia de los enlaces N—H.

Los resultados reportados por Borch y colaboradores indican que, en la reaccion de
aminacion reductiva, el primer paso consistente en la formacion de la imina por la
reaccion del amoniaco y el grupo carbonilo. Reaccion lenta a causa de las cetonas
lineales. Es desconocido el efecto que una molécula del tamafio de la eritromicina, con
todos los efectos estéricos que pueden tener sus grupos funcionales, en la formacion de
la imina. De manera similar, la iminacion pudo haberse dado, pero no asi la reduccion
por motivos desconocidos, y al momento de acidificar el medio, la imina se hidrolizaba a
la cetona original.

Los productos obtenidos de las extracciones &cida y basica no fueron caracterizados,
al no ser éste el objetivo de este trabajo. Pero en futuros trabajos, esta informacién podria
arrojar luz acerca de la ruta que esta siguiendo la reaccion, lo que nos ayudaria a mejorar
las condiciones de trabajo o los reactivos utilizados para intentar obtener la sintesis de la
eritromicilamina por medio de la aminacién reductiva de la eritromicina, o descartar
definitivamente este procedimiento.
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