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RESUMEN

Se han sintetizado nuevos derivados de la neamina
(heomicina A) que pueden servir de precursores qufmicos
de antibibticos aminoglicos{dicos semisint&ticos, que pue-
dan ser activos frente a mutantes de bacterias resisten-
tes a los antibibticos naturales,

Los nuevos productos preparados son la 5,6;3% 4%
—-di-O-ciclohexiliden-tetra~N-metoxicarbonilneamina, la
5, 6~O-ciclohexiliden-tetra-N-metoxicarbonilneamina, el
dialdehido derivado del producto anterior por oxidacibn
en el anillo de piranosa y el dialcohol producido por la
reduccibn de este dialdehido.

La estructura de los productos descritos se ha a-
sighado en base a su an8lisis elemental, espectro de IR
y método de sfntesis.

Tambien se ha preparado un nuevo derivado de la
2-desoxiestreptamina, el racemato 4,5 y 5,6-O~ciclohe-
xiliden-N, NZdimetoxicarbonil-2-desoxiestreptamina, que
puede glicosilarse en las posiciones 4 o 6 con aminoazl-

cares por reacciones de Koenig-Knorr usando haluros de



glicosilo, dando lugar a seudodisac&ridos relacionados
con la neamina, con potencial actividad biolbgica.

Se asigna la estructura de este racemato por su
espectro IR, carencia de rotacibn bptica y por su deri-

vado O-aceti lado,



l. INTRODUCCION

Los aminoglicbsidos se pueden definir como hidratos
de carbono que contienen en su mol&cula una o varias
funciones amino y estan unidos glicosidicamente, a tra-
vés del oxfgeno situado en C~1, a una aglicona.

Gran cantidad de antibibticos -~ los denominados anti-
bibticos aminoglicosfdicos -~ poseen esta estructura. La
mol&écula de estos compuestos est& constituida por una
aglicona, que es la estreptamina (1), la 2-desoxiestrep-
tamina (I1) o un derivado de ellas (anillo A), la cual es-
t4 unida glicosidicamente a un aminoazficar (anillo B) en
C-4 - como ocurre en la neamina (Ill) - y casi siempre
tambien a otro aminoazlicar (anillo C) en C-5 - caso de
la ribostamicina (Illa) -~ o en C~6 - caso de las kanami-
cinas A (Iv), B (V) v C (VI),

LLos compuestos de este tipo son pues seudo-oligosa-
céridos, es decir, son estructuralmente semejantes alos

oligosacéridos,
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La neamina (IIl1), es decir, la 4-(2,6-diamino-2,6-di-
desoxi—(‘-Q—glucopir‘anosiI)—2-desoxiestreptamina, llama-
da tambien neomicina A, es un seudodisacérido compo-
nente de algunos antibibticos aminoglicosfdicos, tales
como la ya citada kanamicina B (V) y las neomicinas B
(Vit) y C (vii).

La misma neamina (Il1l) posee tambien propiedades an-
tibibticas], aunque debiles, que se refuerzan cuando en
la posicibn 5 o 6 del anillo de 2-desoxiestreptamina (a-
nillo A) lieva unido otro azficar (como/5 -D-ribofuranosa,
3—amino-3-desoxi—q-2—gIucopir‘anosa, etc.), tal como su-
cede en los antibibticos antes mencionados.

A pesar de la gran importancia farmacolbgica de la
neamina, su qufmica no ha sido alin suficientemente in-
vestigada, si bien es de reseflar en este sentido los es-
tudios realizados por Rinehart y colaboradoresz, lleva —
dos a cabo con objeto de establecer las estructuras de
las neomicinas.

La presente investigacibn ha tenido por objeto sinte-
tizar derivados de la neamina que sirvieran como posi-
bles precursores qufmicos de antibibticos aminoglicosf-
dicos semisintéticos, que puedan ser activos frente a

mutantes de bacterias patbgenas que son resistentes a

los antibitdticos naturales
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Tambien se ha procedido a la preparacibn de deriva-
dos de la 2-desoxiestreptamina (ll1), que pueden poste-
riormente glicosilarse dando seudodisacéridos relaciona-
dos con la neamina, tambien con potencial actividad bio-

16gica.

I1. PREPARACION DE DERIVADOS DE LA NEAMINA

I1.1. Preparacibn de la neamina a partir de la neomici-

na comercial

. 3,4,5,6
Los m&todos encontrados en la literatura pa-

ra preparar neamina (111, obtenida como clorhidrato) pro-
ceden por metanolisis de muestras puras de neomicinas
B (VIl) o C (VIIl), previamente separadas por métodos
cromatogréficos,

Se basan en que al ser tratados los citados antibid—
ticos, en caliente, con cloruro de hidrbgeno en metanol
absoluto, se excinden por el enlace que une la/b—[=)—r~ibo-
furanosa con el anillo de 2-desoxiestreptamina, separan-
do luego la neamina clorhidrato del cor‘r‘espondi.ente clo-
ruro de metilneobiosamfnido B (IX) o C (X), por sus di-
ferentes solubilidades en eter-metanol.

La neomicina comercial es una mezcla de las neo-
micinas A (neamina, II1), B (VII) y C (VIII), y tanto la
neomicina B como la C, al metanolizarse en medio &cido

dan neamina clorhidrato y cloruro de metiineobiosamfni-
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do B (1X) o C (X); por ello al separar la neamina de la
mezcla de cloruros de metilneobiosamfnidos, se puede
conseguir preparar neamina clorhidrato pura.

Basandonos en estos hechos, hemos preparado clor-
hidrato de neamina pura con excelentes rendimientos.

Alternativamente hemos introducido un nuevo método
para preparar la neamina, que consiste en tratar el sul-
fato de neomicina comercial con metanol y cloruro de a-
cetilo destilado, calentando la mezcla a reflujo durante
dos horas y media, y separando el clorhidrato de neami-
na formado de los cloruros de metilneobiosamfnidos como
en el caso anterior,

Sin embargo, aunque se gana algo en rapidez, los
rendimientos conseguidos con este segundo mé&todo, son
sensiblemente inferiores a los logrados por el método

anterior (aproximadamente la mitad).,

11. 2. Preparacibn de la tetra=N-metoxicarbonilneamina

Para poder someter la neamina a posteriores reac-
ciones, es preciso proteger previamente los cuatro gru-
pos amino, para ello hemos tratado la neamina (111) con
cloroformiato de metilo en acetona acuosa, segtin el mé-
todo de Umezawa vy colaboradores7’8.

En este mé&todo la base empleada para neutralizar

los cuatro grupos clorhidrato es carbonato sbdico. Noso-
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tros hemos mejorado el m&todo empleando resina Amber-
lita IRA-400 (OH), lo cual evita manipulaciones y aumen-
ta apreciablemente el rendimiento,

LLa estructura del producto Xl, la hemos establecido
por su anélisis elemental, que corresponde a su formula
molecular, C20H34N4014’ y por su espectro de absor- ]
cibn en el IR, que muestra una fuerte banda a 3390 cm
que se puede atribuir a la solapacibn de las absorciones
de los grupos OH y NH, otra fuerte banda a 1709 cm—]
debida al carbonilo del grupo metoxicarbonilo, y tres
bandas, de debil intensidad todas ellas, a 966, 877 y

-1 . . .
787 cm , que se asignhan al anillo de piranosa,

11. 3. Acetalacibn de la tetra-N-metoxicarbonilneamina con

1, 1-dimetoxiciclohexano

Esta reaccibn, ya descrita por Umezawa y colabo-
PadoresS, permite proteger los grupos OH en posicibn
5 y 6 del anillo de 2-desoxiestreptamina del producto XI,
dejando libres los grupos OH en posicibn 3’y 4’del ani-
I[lo de piranosa de la misma mol&cula.

LLa descripcibn de la reaccibn dada por Umezawa
es muy escueta, por lo que hemos procedido a una deta-
llada reinvestigacibn de la misma,

Consiste en la transacetalacibn del grupo ciclohe-

xilideno del 1, 1-dimetoxiciclohexano (preparado seglin los
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9,10, 11
7?2 ), que pasa

métodos encontrados en la literatura
a sustituir los grupos OH de las posiciones 5,6 (XII),

de las posiciones 3% 4’ (XIIl), o de las posiciones 5,6 y
374%a la vez (XIV). La reaccibn tiene lugar en N,N ~di-
metilformamida (DMF) y en presencia de &cido p-toluen-
sulfbnico en cantidades catalfticas, a temperaturas mode-
radamente altas y bajo presibn reducida,

La proporcibn en que se forma cada uno de los tres
productos de acetalacibn: 5,6-O-ciclohexiliden-tetra-N -
metoxicarbonilneamina (XIl), 3,4°-O-ciclohexiliden-tetra-
-N~metoxicarbonilneamina (XIill) y 5,6;3} 4" -di-O~ciclohe~
xiliden-tetra-N-metoxicarbonilneamina (XI1V), depende de
las condiciones de cada ensavyo.,

Llevando a cabo la reaccibn en condiciones adecua-
das, como se describe en la Parte Experimental (Seccibn
IV.3.1.), se consigue que el producto XIV sea mayorita—
rio., Este producto, cuando se trata con metanol, sufre
una nueva transacetalacidn del grupo ciclohexilideno en
las posiciones 3% 45 mé&s l&biles, y se transforma en el
producto XIll.

Procediendo de esta forma, hemos preparado los pro-
ductos Xil y XIV puros. E| producto Xlll, si bien se ha

detectado cromatograficamente, no ha sido aislado.

La estructura del producto Xll, aislado con buen ren-—

dimiento (79%), queda demostrada por su anflisis elemen-—
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tal, que corresponde a su formula molecular, que es

c.,.H N O y por su espectro de IR, el cual pre-

26 42 44 i
senta bandas de OH a 3420 cm , de NH ligado intermo-
lecularmente a 3320 cm-], dos bandas a 2940 y 2860 cm’
que asignamos a las tensiones de los grupos metilos y
de los metilenos del grupo ciclohexilideno; la tensibn de
fos grupos carbonilos aparece como una banda fuerte a
1780 cm-] vy por tltimo dos bandas a 908 y 785 cm-]son
propias del anillo de piranosa.

Analogamente, la estructura de XIV se asigna por su

anélisis elemental, C__,H__ N O y por su espectro de

32 50 4 14’
IR, en el que sobresalen las siguientes bandas: una fuer-
te banda a 3330 cm—], propia del NH ligado intermolecu-
larmente; dos bandas, a 2940 y 2860 cm-l, que se deben
a los grupos metilenos del ciclohexilideno y a los grupos
metilos; dos fuertes bandas a 1726 y 1706 cm-l, propias
de los grupos &steres, y dos bandas a 905 y 785 cm_1
del anillo de piranosa. Este espectro es en pastilla de
KBr, Cuando el espectro de IR se hace en solucibn clo-
rofbrmica al 0.25%, no hay variacibn sustancial en sus
bandas fundamentales: 3440 (NH), 2978 y 2850 (metilenos
y metilos), 1750 (&steres metflicos) y 905 cm-l(anillo de

piranosa), Como era de esperar, en ninguno de ambos

espectros aparece la banda propia del grupo OH.
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. 4. Oxidacibn con metaperiodato sbdico de la 5,6-0-

ciclohexiliden-tetra~N-metoxicarbonilneamina

La 5,6-0O-ciclohexiliden~tetra-N-metoxicarbonilnea-
mina (XIl) posee en el anillo de piranosa dos grupos hi-
droxilos libres en posiciones contiguas (3°y 4). Estos
hidroxilos pueden ser oxidados con metaperiodato sbdico
abriendose el anillo de pir‘anosa1z y formandose el con-
siguiente dialdehido, que tendria la estructura XV.

En efecto, llevada a cabo la reaccibn con un ex-
ceso de metaperiodato sbdico de dos moles por mol de
Xll, &sta marcha rapidamente y produce excelentes ren-
dimientos (87.59%).

El dialdehido XV formado se extrae del medio de
reaccibn (tetrahidrofurano-agua 1:1) con cloroformo. Le
asignamos su estructura basandonos en su espectro de
IR v en el producto de su reduccibn con hidruro de bo
ro y sbdio (ver Apartado Il.5.).

Asf, el espectro de IR de XV en KBr, muestra
a 3340 cm_l la banda de NH; a 2950 y 2860 cm—l las
bandas de las tensiones, asimétrica y simétrica, de lo
metilenos del grupo ciclohexilideno y de los metilos; a
1690 cm—l la fuerte banda de ester y a 892,785 y 765

cm las caracterfsticas del anillo de piranosa. Su es

pectro de IR en cloroformo (1%), es tambien similar:

3440 (NH), 2950 y 2860 (metilenos y metilos), 1725 (C
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del ester metflico), 910 y 825 cm_l (anitllo de piranosa).
Es de notar que en ninguno de los dos espectros
aparecen las bandas correspondientes al carbonilo de al-
. . -1
dehido (aproximadamente a 1710 cm ). Este fenbmeno
era de esperar, pues los dialdehidos del tipo XV exis-
ten generalmente incluyendo una mblecula de agua, con

estructura de hemialdal.

CHZNHCbm NHCbm

HO O
NHCbm
O o)
HO "NHCbm [®)

Cbm = COOMe

Hemialdal de- XV
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1. 5. Reduccibn del dialdehido obtenido en el Apartado

A4,

Hemos reducido el dialdehido XV con hidruro de
boro y sbdio, produciendo el correspondiente dialcohol,
el cual, purificado cromatograficamente (ver Parte Ex-
perimental, Seccibn IV.3.4.), hemos aislado con buenos
rendimientos (63,.5%).

Al dialcohol asf obtenido le asignamos la estructu-—
ra XVI basandonos en su anélisis elemental, que se ajus-—
ta a su fbrmula molecular, C26H44N4O]4, Yy en su espec-
tro de IR en KBr y en solucibn clorofbrmica al 0O.59,,
Asf, su espectro de IR en KBr muestra una banda an-
cha y fuerte a 3340 cm—] debida a la solapacibn de los
grupos OH vy NH; dos bandas a 2924 y 2860 cm_], pro-
pias de los metilos y de los metilenos del grupo ciclohe-
Xilideno; una Banda fuerte a 1705 cm_l debida a los gru-
pos metoxicarbonilos yv dos a 900 y 775 cm—] caracterfs—
ticas del anillo de piranosa. Asimismo, el espectro de
I en CHCI3 confirma la estructura propuesta, pues pre-
senta, entre otras, las bandas de los grupos OH y NH
a 3440 y 3315 cm_] respectivamente; las de tensibn de
los grupos metilenos del ciclohexilideno solapadas con
las de los metilos a 2940 y 2860 cm-]; la de ester a
1710 cm_1 y las caracterfsticas del anillo de piranosa

a 905 y 860 cm ~ !,
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11.6. Degradacibn de! dialcohol obtenido en el Apartado

I1. 5. a N,NZdimetoxicarbonil-2-desoxiestreptamina

Con el fin de confirmar la estructura del dialcohol
XV, y con ella la de los productos anteriores (XIl vy
XV) de la secuencia de reacciones, hemos procedido a
su hidrblisis &cida.

En esta hidrbdlisis era previsible la ruptura de las
uniones acetélicas existentes en la molécula de XVI, pro_
duciendo la N,N*-dimetoxicarbonil-2-desoxiestreptamina
(XVI1), lo cual demostraria la existencia de este anillo
en el dialcohol XVI.

En efecto, hidrolizando con &cido trifluoracttico
del 907, las uniones acetllicas se rompen en unos miny
tos a temperatura ambiente. La formacibtn de la N,N=di-
metoxicarbonil-2—desoxiestreptamina (XVIl) se comprueba
cromatograficamente, comparandola con una muestra au-
tbntica de la misma sustancia preparada seglin se discu~
tird en el Apartado Ill. 1. (ver tambien Parte Experimen-

tal, Secciones IV.3.5. y IV.3.6.).

111, PREPARACION DE DERIVADOS DE LA 2-DESOXI-
ESTREPTAMINA

111. 1. Preparacidpn de la N,NZdimetoxicarbonil-2-desoxi-

estreptamina

Para poder preparar derivados acetalados de la
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2-desoxiestreptamina (l1) es preciso proteger antes sus
dos grupos OH, para ello hemos tratado la 2-desoxies-
treptamina clorhidrato, preparada por hidrblisis &cida
de la kanamicina comercial (mezcla de kanamicinas A,
By C; IV, Vy Vl)z, con cloroformiato de metilo en
medio acuoso, usando carbonato sbdico para neutralizar
los dos grupos clorhidrato.

La estructura de XVIlI queda demostrada por su a-
n&lisis elemental, que corresponde a su fbrmula molecu-
lar, C]OH18N207’ y por su espectro de IR en KBr‘,] que
muestra las bandas de OH y NH a 3450 y 3350 cm res

-1
pectivamente y la banda de ester a 1695 cm .

111. 2. Acetalacidbn de la N,N&dimetoxicarbonil-2-desoxi-

estreptamina con 1, 1-dimetoxiciclohexano

La ciclohexilidenacitn de la N,NZdimetoxicarbonil-
-2-desoxiestreptamina (XVIl), permite proteger dos gru--
pos OH contiguos de la misma, en las posiciones 4,5 o
5,6, en proporcibn 1:1, dando lugar al racemato corres-
pondiente, el cual es susceptible de glicosilarse por el
grupo OH libre, dando asf seudodisacéridos de! tipo de
ta neamina, que hipoteticamente pueden ser separados
por vfa cromatogréfica.

Llevando a cabo la reaccibn en DMF, con &cido

p—~toluensulfbnico como catalizador y calentando a 1109
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durante cinco horas, el producto se afsla con buen ren
dimiento (70%).

Al producto asf obtenido le asignamos la estructu-
ra de racemato 4,5 y 5,6-O-ciclohexiliden-N,NZdimeto-
xicarbonil-2-desoxiestreptamina (XVIII), en base a su
hulo poder rotatorio, (c()i'o 02, y a su espectro de IR
en KBr, que muestra las bandas de OH y NH a 3440 vy
3305 cm—] respectivamente; las de metilenos del grupo
ciclohexilideno y de los metilos a 2940 y 2860 cm—] v

-1
la de ester a 1690 cm .

111, 3. Acetilacidbn del racemato 4,5 y 5,6-O-ciclohexili-

den-N, N-dimetoxicarbonil-2-desoxiestreptamina

Con el fin de confirmar plenamente la estructura
del racemato XVIIl, hemos procedido a su acetilacibn en
el grupo OH libre, tratandolo con anhfdrido act&tico en
piridina a 09,

La estructura de XIX la asignamos, nuevamente, ba_
sandonos en su nulo poder rotatorio, (d)io 09, su an&-
lisis elemental, que se ajusta a su fbrmula molecular,

C., H N_.O y en su espectro de IR en KBr, cuyas

18 28 28’

bandas principales son: una fuerte banda a 3285 cm_],

propia de NH; dos bandas a 2950 y 2870 cm—], de las

tensiones de los metilos y de los metilenos del grupo ci-

clohexilideno; dos fuertes bandas a 1745 y 1695 cm'l,
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de los carbonilos del acetato y de los grupos metoxicar-
. . -1
bonilos respectivamente, y una fuerte banda a 1245 cm ,

gue es la caracterfstica ""banda de acetato'l.

V. PARTE EXPERIMENTAL

IV.1. Mé&todos generales

L_as evaporaciones de disolventes se realizaron al
vacfo (15-20 mm Hg), y a temperaturas inferiores a 509,

Los puntos de fusibn (p.f.) se determinaron en un
aparato del Dr. Tottoli (Buchi), estdn sin corregir y
se refieren a muestras secadas sobre cloruro céicico a
vacfo,

Las rotaciones bpticas se midieron en un polarfme
tro automético 143 C Bendix-NPL, empleando luz verde
de mercurio () 5461 A).

L_os espectros de IR se registraron en espectro-
fotbmetros Perkin-Elmer 621 o Beckman IR-5A. Se hi-
cieron en pastillas de KBr (Merck, p.a.) o en disolu-
cibn en CHCI3. Se dan los valores de los nlimeros de
ondas (¥) en cm—], indicdandose la intensidad de las ban-~
das de absorcibn con las abreviaturas siguientes: d (dé-
bil), m (media), f (fuerte), h (hombro) y a (ancha).

L.as cromatograffas en capa fina (c.c.f.) se hicie-

13
ron siguiendo la tkcnica de Stahl y colaboradores Y
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4
sobre portas de micr‘oscopio1 . Se usaron capas de gel
de sflice HF254 (Merck), y las placas se revelaron con
vapores de iodo o bien pulveriz&ndolas con H_SO, al

2 4
50% v calentandolas a 150-2008¢,
Las cromatograffas en columna se hicieron con re-
Ileno de gel de sftice Merck 60, estando comprendida la

relacibn de peso de sustancia a peso de gel de sflice

entre 1:50 y 1:100,

IV.2. Materias primas

Se usaron muestras comerciales de sulfato de neo-

micina y sulfato de kanamicina.

1IV.2.1. Neamina clorhidrato (I11)

3.4,5,6
Método A’ ' ?

: Una suspensibn de sulfato de neo_
micina comercial (mezcla de neomicinas A, B y C), (13g,
14, 3mmoles) en metanol absoluto (1560ml) 0, 38N en clo-
ruro de hidrbgeno, se calentd a reflujo hasta disolucibn
del sblido (una hora) v luego hora y media més. La di-
solucibn formada, de color amarillento, se dejb enfriar

a temperatura ambiente, se diluy® con eter anhidro (520
ml) v se dejd en el frigor{fico durante 12 horas. EI pre
cipitado blanco de neamina clorhidrato (111} formado se

filtrt, se lavb con eter anhidro (50ml) y se secb sobre

CaCl2 a vacfo. Rendimiento 6.57g (98%). (0())‘27% 952
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(c 1.5, agua).

El filtrado se concentrt hasta un volumen de 130ml,
se diluyd con eter anhidro (1300ml) y se dejb estar en
el frigorffico otras 12 horas, formandose un precipita-
do bianco de la mezcla de cloruros de metilneobiosamf-
nidos B (IX) yv C (X), que se filtr®d lavando con eter
anhidro (130ml) v se dejbd sobre CaCI2 a vacfo. Una vez
seco, pesd 5.20g (90%).

La mezcla de cloruros de metilneobiosamfnidos B vy

C

, conservada en desecador sobre CaCIz, toma aspecto

siruposo. Para evitarlo se disuelve en metanol absoluto
y se precipita de nuevo con eter anhidro.Filtrado y se-
co se conserva asft como un sblido amorfo.

l_La neamina clorhidrato preparada debe conservarse
en total ausencia de humedad,

Mé&todo B: Al sulfato de neomicina comercial (1.0g,
1. Immoles) se afadi® una mezcla de metanol absoluto
(121ml) y cloruro de acetilo recien destilado (3ml). La
suspensibn formada se calentb a reflujo hasts disolucibn
total del sblido (una hora) y luego hora y media méas. Se
dej6 enfriar la disolucibn y, una vez frfa, se diluyb con
eter anhidro (40ml), precipitando asf la neamina clorhi-
drato (I11), que se filtrbd y sect (560mg). Este producto
bruto, bastante impuro, se tratb de nuevo con cloruro

de acetilo en metanol, dando asf neamina clorhidrato pu-~
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ra (260mg, 49%).
Para la recuperacibn de los cloruros de m(_etilneo—
biosamfnidos B (IX) vy C (X), se procedid de igual forma

que en el método A.

IV. 2.2, Tetra-N-metoxicarbonilneamina (XI)

Mé&todo A7’8: A una disolucibn de neamina clorhi-
drato (28.08g, 60mmoles) en acetona-agua 1:1 (600ml)
se afladi® carbonato sbdico anhidro (25.44g, 240mmoles)
y la suspensibn formada se agitb hasta disolucibn total
del sblido (una hora). Transcurrido este tiempo se le
afiadié cloroformiato de metilo (18ml, 240mmoles), poco
a poco vy sin dejar de agitar. La mezcla de reaccibnse
dejb agitando 24 horas a temperatura ambiente, formando
se un sblido. EIl sblido se filtrb y se extrajo con dioxa_
no hirviendo (6x100ml), EIl filtrado se evapor® a seque-
dad v el residuo resultante tambien se extrajo con dio-
xano hirviendo (6x100ml). Todos los extractos en dioxa-
no, reunidos, se evaporaron a sequedad y el sblido re-
sidual resultante se recristalizb de metanol, dando el
producto Xl (9.0g, 28.5%) cromatograficamente puro,
p.f. 280-2852 (descomposicibn, reblandecimiento a par-
tir de 2702), Rf 0.32 (c.c.f., acetato de etilo—etanol
5:1). (“)i2+ 802 (c 0.5, agua). IR:y . (KBr): 3390f,
2950d, 1709f, 1515f, 1475m, 1390m, 1307fa, 1058fa,
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966m, 877m y 787m cm '. An&lisis. Calculado para
CZOH34N4OI4: C 43.31; H 6,18; N 10,10, Encontrado:
C 43.05; H 6.15; N 10.02,

Mé&todo B: A una disolucibn de neamina clorhidrato
(4.68g, 10mmoles) en agua (94ml) se afadi® resina Am-
berlita IRA-400 (OH) (120meq, 1500ml). La suspensibn
formada se agitd durante una hora a temperatura ambien-—
te. Pasado este tiempo se afadi® cloroformiato de meti-
lo (3.78mi, 40mmoles), poco a poco y sin dejar de agi-
tar, y simultaneamente, tambien poco a poco, acetona
(94ml). La mezcla se dejd agitando otras tres horas y
luego se filtrd la resina, lavandola varias veces con e-
tanol caliente. E! filtrado y los lavados reunidos se eva-
poraron a sequedad y el residuo sblido resultante se re-

cristalizb de metanol, obteniendose el producto Xl croma

tograficamente puro (4,60g, 83%).

IV.2.3. 1,1-Dimetoxiciclohexano

Me&todo A%.Se prepard una disolucibn de ciclohexa-
nona al 10% en metanol absoluto (150ml en 1500mli) y se
dejb estar una semana a temperatura ambiente. Se eva-
port el metanol y el residuoc 1fquido se destild fraccio-
nadamente, a presibn reducida, r‘ectifican;:lo con columna
Vigreux, repitiendose la operacibn varias veces. Se re-

9
cogib la fraccibn que pasd a 54,5-55,52/14mm Hg. (Lit
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73.02/50mm Hg). Se comprobd la ausencia de ciclohexa
nona por espectroscopfa de IR.

Mé&todo B].O Se mezclaron ciclohexanona (196g, 207
ml, 2,0mmoles), 2,2-dimetoxipropano (208g, 246ml, 2.0
mmoles), metanol absoluto (128g, 160ml, 4. Ommoles) y
4cido p-toluensulfbnico (100mg). Se dejb estar 48 horas
la mezcla de reaccibn y despues se rectifich varias ve-
ces, con columna Vigreux, a presibn reducida, recogien
dose la fraccibn que destil® a 54-562/13mm Hg. (I_it].o
809/44mm Hg a 829/47mm Hg). Se comprobt la ausencia
de ciclohexanona por espectroscopfa de IR.

Mé&todo C].] Se mezclaron ciclohexanona (23.65g,
25ml, 24mmoles), ortoformiato de metilo (127.2g, 131ml,
100mmoles) y resina Amberlyst 15 (5.9g). La mezcla de
reaccibn se agitb magneticamente en atmbsfera de nitrb-
geno a 0-5¢, Despues de tres horas de agitacibn, una
parte alicuota de la mezcla de reaccibn mostrb por es-
pectroscopfa de IR la ausencia de ciclohexanona. Se fil-
trd la resina y se evaporbd de la solucibn el exceso de
ortoformiato de metilo. El Ifquido residual se destild, re-
cogiendose la fraccibn que pasb a 59—602/18mm Hg (apro-
ximadamente 20ml),

Los espectros de IR de las muestras de 1, 1-dime-
toxiciclohexano preparadas por los tres mé&todos descri-

tos resultaron totalmente superponibles,
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IV. 2.4, 2-Desoxiestreptamina clorhidrato (I1)

Una disolucibn al 10% de sulfato de kanamicina co-
mercial (mezcla de kanamicinas A, B y C) en agua (40g
en 360ml) se pasb por una columna de resina Amberlita
IRA-400 (OH) (275mi, 320meq), que luego se lavb con a-
gua (1500ml). Todos los lavados reunidos se evaporaron
a sequedad, y el residuo resultante se disolvib en agua
(50ml) y se calentd a reflujo con CIH 6N (200ml) durante
tres horas. La solucibn se evaport a sequedad, dando
un residuo siruposo muy oscuro, que se disolvid en agua
(30ml) y la disolucibn formada se diluy® con metano! (250
ml)., L.a disolucibn se dejb estar dos dias en el frigorf-

fico, cristalizando asf el producto del tftulo (13.39g).

1V, 3. Nuevas investigaciones

IV.3.1. 5,6~-O-Ciclohexiliden=tetra-N-metoxicarbonilnea-

mina (XI1) v 5,6:;3%42di-O-ciclohexiliden—tetra—N-metoxi-

carbonilneamina (XI1V)

Se fundi® una muestra de 1 a 2g de &cido p~toluen
sulfbnico, calentandolo al bafio de agua en un rotavapor
al vacfo de la trompa, y una vez fundido se mantuvo asf
durante una hora; pasado este tiempo, la masa fundida

se pasb a un mortero y una vez solidificada se pulveri-

zb., Se tomd este &cido p-toluensul®nico recien seco
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(255mg) y se afiadi® a una disolucibn de tetra-N-metoxi-
carbonilneamina (5.43g, 9.8mmoles) en DMF (60ml) a 509
A la solucibn formada se afadib 1, i-dimetoxiciclohexano
(5.8ml, 54mmoles), y el sistema se conectd a la trompa
de vacfo (25mm Hg), dejando pasar un ligero borboteo
de aire secado con &cido sulflirico, y se elevb la tempe-
ratura a 532, El sistema se mantuvo en estas condiciones
durante dos horas y media, Pasado este tiempo, la c.c.f.
(cloroformo-etanol 8:1) mostrd la desaparicibn del produc-
to de partida (Rf 0,0) y la formacibn de los tres produc-
tos de acetalacibn posibles: 5,6;3] 4%~di-O-ciclohexiliden-
~-tetra-N-metoxicarbonilneamina (XIV), Rf 0.90; 3}4%20-ci-
clohexiliden-tetra-N-metoxicarbonilneamina (XI11), Rf 0,50
y 5,6-O-ciclohexiliden~tetra-N-metoxicarbonilneamina (XI1),
Rf 0.43; siendo el producto XIV el més abundante.

La mezcla se dejb estar una noche a 252 y al dfa
siguiente se le afadi® metanol (3ml) vy se dejb estar a
452 durante tres horas, con lo que el producto de Rf 0,50
(X111) desapareci® y disminuy® la proporcidn de XIV (Rf
0. 90), mientras que el producto XIl (Rf 0. 43) pasb a ser
mayoritario,.

La mezcla de reaccibn se neutralizd con solucibn
saturada de bicarbonato sbdico y se evaporb a sequedad,
El residuo resultante sé extrajo con cloroformo a reflu~

jo (4x60ml) y los extractos clorofbrmicos reunidos se eva
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poraron a sequedad, coevaporando el residuo siruposo
con etanol hasta que quedd un sblido blanco amorfo (5,26
g). Este material se cromatografi® en una columna de
gel de sflice (200g) usando como eluyente cloroformo-e-
tanol 12:1 con un 1% de trietilamina. Se separaron asf
los productos de Rf 0.90 (XIV) y 0,43 (Xl11). El produc-
to XIl separado (4.9g, 79%) tuvo p.f. 133-1372 (reblan-
decimiento desde 1009), (Ol)fs
25

()" + 372 (c 1, metanol), IR: Y (KBr): 3420fa, 3320f,
D — "max

2940f, 2860f, 1710f, 1685f, 1465f, 1380fa, 1280fa, 1040f,

8
+36.5 (c 0.5, CHCI3). Lit.

-1
0 5 . : i i L :
908f y 785f cm Andlisis. Calculado para C26H42N4O14

C 49.20; H 6.67; N 8.83, Encontrado: C 49.27; H 6.83;
N 8. 54,

El producto XIV separado, fu& un sblido amorfo que
se tratd con eter y se recristalizb de etanol, presentd
17
A
+449 (c 0.25, CHCI ). IR: J (KBr): 3430m, 3330f,

3 — max

un p.f. 219-2212 (reblandecimiento desde 160¢2). (&)

2940f, 2860d, 1726f, 1706f, 1675f, 1550f, 1520f, 1450m,
-1

1430m, 1364m, 1285f, 1040f, 905f y 785f cm . IR:y

(CHCI1,, 0.25%): 3440m, 2938f, 2850m, 1725f, 1600m,

-1
1510m, 1445m, 1365m y 905m cm . Anélisis Calculado

: 53.76; .05; .83. tra-
para C32H50N4O]4 C 53.765 H 7 s N 7.8 Encontra

do (12 det,): C 53.65; H 7,06; N 7,10, (22 det.): C 54,04;
H 7.07; N 7.13,
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IV. 3.2, Dialdehido XV

Se suspendib la 5,6-O-ciclohexiliden-tetra=N-meto-
xicarboniineamina (XI1) (3.08g, 4.8mmoles) en tetrahidro-
furano (22,.5ml), y a la suspensibn formada se afadib,
enfriando exteriormente, metaperiodato sbdico (3,13g, 14
mmoles) disuelto en agua (22,5ml). La mezcla de reac-—
cibn asf formada se agith durante 24 horas a temperatu-
ra ambiente, Pasado este tiempo, la c.c.f. (cloroformo~
etanol 95:5) de la mezcla mostr® la formacibn del produc-
to XV (Rf 0.40) y la desaparicibn del producto de parti-
da (Rf 0.24). Se evapord el tetrahidrofurano, con lo que
se formd un precipitado que se redisclvibd al diluir con
agua (22.5ml). La solucibn se extrajo con cloroformo
(20x10ml), y los extractos clorofbrmicos se evaporaron
a sequedad, coevaporandolos con etanol, dando el produc-
to XV como un residuo sblido (2.688g, 87.5%) de p.f.
180-1822 (reblandecimiento desde 160¢9), (d)io +172 (c 1,
CHCI3). (o()i5 +122 (c 4, CHCI3). 1R: Y ax (KBr): 3340f,
2950f, 2860m, 1690f, 1520f, 1438f, 1300m, 1245fa, 1180f,
1045fa, 892m, 830m, 785m y 765m em™ 1, IR: Qmax(CHCI3,
1%): 3440f, 2960f, 2860m, 1725f, 1600d, 1510f, 14507,
1320m, 1260fa, 1130f, 1060fa, 910m y 825d —

1V. 3. 3. Dialcohol XVI

A una suspensibn del dialdehido XV (2.68g, 4.25
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mmoles) en agua (42.5ml) se afiadi® hidruro. de boro vy
sbdio (321mg, 8.5mmoles). La mezcla de reaccibn for-
mada se agitb durante 24 horas a temperatura ambiente
disolviendose el sblido poco a poco, La c.c.f. (cloro-
formo-etanol 93:7) de la disolucibn formada, mostrt la
desaparicibn del producto de partida (Rf 0.39) y la for-
macibn de dos productos (Rf 0,21, mayoritario, y 0.28).
La solucitn (pH 10) se neutralizb cuidadosamente con
CiH 1.2N y se evapord a sequedad; el residuo resultan-
te se extrajo con cloroformo (4x50m|), y los extractos
clorofbrmicos se evaporaron a sequedad, coevaporandolos
con etanol, dando un residuo s&lido que se cromatogra-
fib en columna de gel de sflice (90g) eluyendo con cloro
formo-etanol 93:7, separandose asf el dialcohol XVI

(Rf 0.21) puro (1.75g, 63.5%) con un p.f. 138-140¢9,
(<>t)25

A
2925f, 2860m, 1705fa, 1540fa, 1450m, 1275fa, 1040fa,

+1.72 (c 0.5, CHCI_). IR: ) (KBr): 3340fa,
3 - max

-1
900f y 775f cm . IR: 9 (CHCI_, 0.5%): 3440f, 3315f,
— Ymax 3
2940f, 2860m, 1710f, 1620f, 1510fa, 1450m, 1365m, 905m
-1
y B60m cm . An&lisis., Calculado para C26H44N4O]4:
C 47,70; H 7.08; N 8,55. Encontrado: C 47.65; H 6,92;

N 8, 40.

1IV. 3.4, Hidrblisis del dialcohol XVI

El dialcohol XVI1 (50mg) se disolvib en &cido trifluor
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acttico-agua 9:1 (2ml) y la solucibn formada se dejb es
tar. Transcurridos unos minutos se detectd cromatogra-
ficamente (c.c.f., cloroformo-etanol 95:5) la presencia
de un producto de igual movilidad cromatogréfica (Rf 0.0)
que la N,N&Zdimetoxicarbonil-2-desoxiestreptamina (XVIl).
Este producto se identificb como tal comparandolo con
una muestra de XVII obtenida seglin se describe en el

Apartado siguiente,

1IV.3.5. N,N-Dimetoxicarbonil-2—-desoxiestreptamina (XVI1)

A una solucibn de 2-desoxiestreptamina clorhidrato
(1) (6g, 25.5mmoles) y carbonato sbdico anhidro (27g,
25.5mmoles) en agua (150ml) se afladi® cloroformiato de
metilo (8.5ml, 10,39g, 110mmoles), poco a poco y agi-
tando vigorosamente, La mezcla se agith durante cuatro
horas y luego se dejb estar una noche a temperatura am_
biente. Se evaporb a sequedad y el residuo sblido resul
tante se extrajo con dioxano a reflujo (5x100ml). Los ex_
tractos en dioxano se evaporaron a sequedad dando el
producto del tftulo (5.6, 80%), p.f. 215-2182 (descom_
posicibn). El producto bruto se recristalizb para anili-
sis de metanol; la muestra analftica dib p.f. 218-2209
(descomposicibn). IR: Y max (KBr): 3450fa, 3350f, 1695f,
1540f, 1460m, 1305f, 1250f, 1048f, 1000f, 858m y 780m

cm=1 . .
. H N O : C 43, 16;
. An8lisis, Calculado para CIO g™ 0 ;
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H 6.52; N 10.06, Encontrado: C 43.33; H 6.29; N 9,89,

IV.3.6. Racemato 4,5 y 5,6-0O-ciclohexiliden-N, N-di-

metoxicarbonil-2-desoxiestreptamina (XVI1I11)

Una disolucitn de N,N“dimetoxicarbonil-2-desoxi-
estreptamina(XVIl) (2.78g, 10mmoles), 1, 1-dimetoxiciclo_
hexano (10ml) vy &cido p-toluensulfbnico fundido y seco
como se indica en la Seccibn IV.3.1. (330mg) en DMF
(60ml), se calentt a 110-1202 en un bafio de glicerina
durante 5 horas. La mezcla de reaccibn se dejb luego
enfriar, vy unajlf%r‘fa se neutralizb cuidadosamente con re
sina Amberlita IRA=400 (OH) lavada con etanol, La so-
lucibn neutra se evaporb a sequedad, coevaporando con
tolueno, tolueno-acetato de etilo y acetato de etilo, dan
do asf um residuo sblido que se recristalizé de acetato
de etilo, dando el producto XVIIl cromatograficamente
puro (2.59g, 70%), p.f. 147-150°, Rf 0.44 (c.c.f., clo-
roformo-etanol 93:7). Rf 0,69 (c.c.f., benceno-etanol
a:1). (@2°

A
3305f, 2940f, 2860m, 1690f, 1540f, 1450m, 1360m, 1255f,

02 (c 1, piridina). IR: (KBr): 3440f,
- maxXx
1140f, 1060f, 1040f, 900f, 840m y 780m cm™!.

IV.3.7. Racemato 4-O-acetil=5,6-0O~ciclohexiliden y 6-O-

acetil-4, 5~O-ciclohexiliden-N, N~dimetoxicarbonil-2-deso-

xiestreptamina (XIX)
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El racemato 4,5 y 5,6-O-ciclohexiliden-N, N*dime-
toxicarbonil-2-desoxiestreptamina (XVIII1) en bruto (358
mg, 1mmol) se disolvid en la menor cantidad posible de
piridina anhidra (0.5ml) v la solucibn asf formada se a-
fladi® sobre anhfdrido acttico (1ml), enfriando exterior-
mente con una mezcia hielo-sal. LLa mezcla de reaccibn
se dejb estar en el frigorffico durante 48 horas y des-
pues se vertid sobre hielo-agua, formandose un precipi=-
tado siruposo que no se consiguid cristalizar, a pesar
de rascar la vasija y cambiar repetidas veces el agua.
Este material siruposo se extrajo con cloroformo (5x20
ml) y la solucibn clorofébrmica se lavd con agua y se se-
cb sobre sulfato sbdico anhidro. Se evapord a sequedad,
dando un residuo siruposo que se cromatografi® en una
columna de gel de sflice (10g) usando como eluyente eter-
eter de petroleo 4:1, separandose asf el producto XIX
(246mg, 61.5%) cromatograficamente pur‘o,. Rf 0.17 (c.c.

f eter—-eter de petroleo 4:1). Se recristalizd para ana-

9
0
lisis de etanol absoluto (87.2mg), p.f. 183-185¢, (o()i
0e (c 1, CHCI ). IR: y (KBr): 3285f, 2950f, 2870m,
3 — Ymax

1745f, 1695f, 1550f, 1455f, 1375f, 1330f, 1290f, 1245f,
1135f, 1065f, 1090f, 910f, 850m, 785m y 770m em™ ],

iSis . d H_ _N_O_: 53.99; .04,
An&lisis . Calculado para C18 0gNoCg C 53.99; H 7.04;
N 6.99. Encontrado: C 54.37; H 7.49; N 6,43,
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