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MEMORIA DESCRIPTIVA
para solicitar
PATENTE D E INVENCION
en
ESPARA

por VEINTE afios
e nombre de AMERICAN CYANAMID COMPANY, entidad norteamericana,
eatabiecida en 30 Rockefeller Plaza, Nueva York, N.Y., Estadoé
Unidos de América, por:
"UN METODO DE PRODUCIR MIELNBROS DE LA SERIE DE LA TETRACICLINA"

Esta invencién se refiere a un nuevo método para produ-—
cir miembros de la serie de la tetraeiclina, incluyendo el epi-
mero en 5a de la tetraciclina, que es un compuesto nuevo.

En 1ls actualidad, la tetraciclina se produce en escala
comercial generalmente por uno de dos métodos conocideos, El mé-
todo més ampliamente utilizado actualmente abarca la desclora-
cién reductiva de clorotetraciclina;

Pe un modo convencional, este procedimiento se remlize
reduciendo clorotetraciclina con hidrégeno en presencia de pa-
ladio o platino metédlicos sobre un catalizador de carbén vege—

tal. La reduccién se suele realizar en un disolvente orgénico
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para la clorotetraciclina, tal como los alcoholes alifdéticos ba~
jos, glicol-éteres y andlogos, Se han utilizado para ello disol-
ventes tales como 2-etoxietanol, 2-metoxietanol, butanol normal,
metanocl, etanol y mezclas de los mismos. La resccién puede ha-
cergse a temperaturas desde O a 1002 C. y a presiones de hidrégeno
del orden de 1,05 kg/hma a 4,20 kg/bm? absolutas. Usualmente,
hay presente un aceptor de 4cido tal como trietilamina u otra
base orgénica en la mezcla de reaccién, en cantidad suficiente
para combinarse con la totalidad del £cido clorhfdrico libera-
do por la reaccién de hidrogenolisis, de manera que la tetraci-
cline se produce y se recupera como base libre. Una vez que la
reduccién a tetraciclina ha sido completa, se separa el catali-
zador por filtracién, se acidifica el filtrado que contiene la
sustancia activa, se siembra y se envejece, y se cristaliza del
mismo el clorhidrato de tetraciclina. Un procedimiento de hidro-
genolisis, tal como se ha indicado arriba, se describe de mode
més detallado en la revista J. Amer. Chem. Soc; 75, 4621 (1953).

_ El otro método general abarca la fermentacién directa por

microorganismos de las especies Streptomyces aureofaciens de un

medio nutriente acuoso pobre en cloruro disponible, con lo cual
se producen rendimientoe tanto de tetraciclina como de cloro-
tetraciclina, siende la tetracliclina el producto predominante
de la fermentacién. Un procedimiento de fermentacidn de esta
indole se describe en la patente americane No. 2.734.018, de
Minieri;

La presente invencidén se basa en el descubrimiento de
que se pueden obtener miembros de la serie de la tetracicli-
na en cantidades Gtiles en escala comercial por la reduccién
catalitica de S5a(lla)~deshidrotetraciclinas que tienen la fér-
mula
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donde Z es hidrdgeno, cloro o bromo, o un epfmero en 4a de los

_ mismos, hasta que se han absorbide aproximadamente 2 moles de

hidrégeno por cada mol de 5a(lla)~deshidrotetracicline.

Estas 5e(lla)-deshidrotetracioclina que tienen la férmula
I son en af mismas entibibticos nuevos producidcs por un proce-
dimiento de fermentacidén descrito en la solicitud No,. 240;767
presentada al mismo tiempo que ésta. Como se describe més deta-
lladamente all{, los nuevos antibidticos tetraciclina, tal como
7;-cloro-53.(lla}—deshidrote;braciclina, bor ejemplo, se producen
por un proceso de fermentacién con ciertas nueves eepas mutantes
de s; aureofaciens, algunas de las cuales han sido designadas
con las denominaciones S1308, S 1308-29, S1302-V146 y S1308-V237
de las que se han depositado cultivos en la American Type Culture
Collection en Washington D'.C., donde se les ha asignado los ni-
meros de acceso en la ATCC 12748, 12749, 12750 y 12751, respec—

tivamente.

La discusién detallada que sigue se referird principal-
mente a la reduccién catalftica’s tetraciclina de la 7-cloro-5a
(1la)-deshidrotetraciclina, puesto que puede ser potencialmente
el antibidtico mée dtil producido por fermentacién con las nue-

vas cepas mutantes de S.aureofaciens. Sin enbargo, ha de sobre-

entenderse que la reduccién cetalitica a tetraciclina puede rea-
lizarse con la misma facilidad con las otras nuevas tetracicli~

nes que tienen la férmule I, a saber, 5a(lla)deshidrotetraciclina
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as{ como con los correspondientes epf{meros en posicién 4a de
cada uno de estos nuevos antibiéticosQ

Al poner en préctica la presente invencién, la 7-cloro-
5a(lla)-deshidrotetraciclina, por ejemplo, se reduce catalf{tica~
mente por contacto de una solucién del antibiético en un disol-
vente polar y teniendo un catalizador finamente dividido, tal
como paladio metélico u otro metal de la familia del platino,
sobre carbén vegetal suspendido en ella, con hidrégeno, hasta
que han sido absorbidos aproximademente 2 moles de hidrégeno.
la reduccién puede efectuarse a temperaturas comprendidas entre
o2 c; ¥ 100¢ C;, y & presiones desde media a 100 atmésferaBQ
Son disolventes polares itiles para la reaccién la dimetilfor-
mamida, los alcoholes aliffticos bajos, tales como etanol, bu-
tanol normal, etc. y los alcoxialcanoles {con peso molecular
bajo tanto del radical alcoxi como del alcenol) tal como 2-

metoxi etanol, 2-etoxi etanol, etec., y mezclas de los mismos con

los alcanoles bajos. ¥a dimetilformamida parece ser el disolven-

te de eleccién, ya que la reaccién llega a ser normalmente com-~
rleta en unos 45 minutos. El sistems butanol alcoxi bajo alcanol
bajo es considerablemente mds lento, necesitando en general unas
18 horas a la temperatura ambiente para que la reaccién llegue
a ser completa;

La reduccién de T-cloro-5a(lla)-deshidrotetraciclina da
invariablemente dos productos siendo, naturalmente, uno de ellos
tetraciclina, segin se ha descrito, y el otrb es un nuevo com-
puesto que se ha designado con el nombre de S5a~epitetraciclina.

Este nuevo compuesto tiene la férmula estructural siguiente:

OH o CH OH O
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y de acuerdo con le nomenclatura de Chemical Abstracts, tiene

el mismo nombre sistemdtico que la tetraciclina. Un nombre co-
min, como se ha indicado arriba, seria 5a—ggiﬁetraciclina; Nos
referiremos aquf a este nombre,

Ia actividad antibacterial de este nuevo andlogo de te-
traciclinae es bastante baja. Sin embargo, pﬁede convertirse por
un proceso de degradacién 4cida con rendimientos de 80-90 £, en
el producto usual conocido como anhidro-tetraciclina, que es
un agente antibacterial efectivo contra cilertas cepas de bacte-
rias reéistentaa a la tetraciclina y a la clorotetraciclina.

La recuperacién de tetraciclina a partir de la solucién
reducida de 7-cloro-5a(lla)-deshidrotetraciclina puede reali-
garse de cualquier modo conveniente; por ejemplo, filtrande
la solucién reducida para eliminer el catalizador y concentren—
do la solucién a sequedad en vacio; El resfduo se disuelve en
agua o en alcohol, se siembra y se enveJece con lo cual preci-
pitan del mismo cristales neutros de tetraciclina. Es particu-
larmente fortulto que le 5a-—epitetraciclina no tiende a co-
cristalizar con la tetraclclina, tanto con el clorhidrato como
con el producto neutro. Por consiguiente, no se presenta nin-
gin problema en la recuperacién de cantidades comercialmente
dtiles de tetraciclina a partir de la solucién reducida. Cuan-
do se desea aislar la Sa—epitetraciclina, se requiere usual-
mente cromatograffa en columna sobre Celite utilizando un sis-
tema. butanol-cloroformo. _

Como se ha indicado arribai, la 5a(lla)-deshidrotetraci-
clina y la 7-bromo-5a(lle)-deshidrotetraciclina pueden reducir-
se de modo anélogo a tetraciclina de un modo sustancialmente
igual a como se ha descrito detalladamente en relacién con la
T-cloro-5a(lla)-~deshidrotetraciclina. Cuando los anélogos no

-5 -



16 a4
- (AR I MOYTe

& clorado y bromado se reducen a tetraciclina, se producen tam-

10

15

20

25

bién cantidades del nuevo compuesto 5e—epitetraciclina, lo mis-
mo que se ha descrito con respecto a la reduccién de 7-cloro-5a
(1la)-deshidrotetraciclina, y que pueden separarse de la tetra-
ciclina como se ha descrito érriba;

Cuando se utilizan epimeros en 4a de 5a(lla}-deshidrote-
traciclinas, el producto reducido resultante es 4—~epi-tetraci-
clina y no tetraciclina.

ILa invencién se describird con mds detalle en relacién con
los sigulentes ejemplos espec{ficos en los cuales los rendimien-

tos se expresan en gammas por miligramo (Y /mg).

EJENPLO I
Se disuelve 1 gramo de 7-cloro-5a(lla)-deshidrotetracicli~
na neutra, obtenida seglin se ha descrito en la solicitud sntes

mencionada y que da en €l ensayc 1000 ¥ /mg., en 6 mililitroe
de dimetilformamida, y me afiaden a la solucién 0,56 mililitros
de trietilamina. Se afiaden 500 mg’. de paladioc al 5 ¥ sobre car-
bén, y la mezcla se sacude en atmésfera de hidrégeno a la tempe-
ratura ambiente durante 45 minutos hasta que se han absorbido
dos moles de hidrbgenc. La solueién reducida se diluye con 6 mi—
lilitros de dimetilformamida, se filtra para elimimar el catali-
zador y se concentra a sequedad en vacf{o. Se afiade una cantidad
minima de agua para disolver el residuc ¥ la solucién resultan-
te Bse siembra con tetraciclina neutra pare inducir la cristali-
zacién.

Deapués de envejecer durante dos horas a la temperatu-
ra embiente, se filtran los eristales, se lavan con agua, ¥y 8e€
secan en vac{o resultando 0,4 gramos de tetraciclina neutra que
da en el ensayo 900 }(/mg;

EJENPLO 2
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Se disuelve 1 gramo de tetraciclina neutra, preparada
ror el proeceso de reduccién del ejemplo 1, en un volumen mini-
mo de butanol normal ajustado previamente a pH 1,5 con &cido
clorhidrico concentrado. La solucién se siembra con clorhidra-
to de tetfacielina y se envejece durante 4 horas para que se
produzca la cristalizacién. Se filtra el producto, se lava con
butanol, luego con eter, y se seca in vacuo resultando 0,76
gramos de clorhidrato de tetraciclina que acusa en €l ensayo
994 Y /mg.

EJENMPLO 3
Se prepara una mezcla de 50 mililitros de butanol normal,

50 mililitros de 2—-etoxietanol, 0,6 mililitros de agua y 0,6
mililitros de trietilamina. Se disuelven en 12 mililitros de
la mezcla, 188 miligramos de 7-cloro-5a(11a)-deshidrotetraci—
elina neutra que dan en el ensayo 1000 )/mg., y se afiaden 94
miligramos de paladio al 5% sobre carbén. Ia reduccién se rea~
liza saeudiendo en una atmésfera de hidrégeno a temperatura
embiente durente 18 horas. Después de filtrar para eliminsr el
catalizador, la solucién reducida se concentra en vacio en agua
y la solucién acuosa se seca por congelacién. El residuc se di-
suelve en un volumen minimo de butanol saturade con agua, que
se acidifica a PH 1,5 con 4cido clorhidrico concentrado. ILa so-
lucién se siembra con clorhidrate de tetraciclina pars favere-
cer la cristalizacién y, después de envejecer, se filtran los
cristales, se lavan primere con butanol, luego con eter, y des-
pués se secan en vacfo. Se obtiene un rendimiento de 45 mili-
gramos de clorhidrato de tetraciclina que da en el ensayo
985 { /mg.
EJEVPLO 4
Las aguas madres procedentes del ejemplo 3 se ponen en
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una coluymna de Celite de 70 gramos, de 2,54 cm. de didmetro,
tamponada con 35 mililitros de HCLl 0,0lN. Para el desarrello ¢
revelado de la columna se utiliza una mezcla de 80 % de butanol
y 20 % de cloroformo equilibrada con HCl 0,0lN. Se toman frac-
ciones de 10 mililitros cada una; Las fracciones 4-8 se concen-
tran en vacfo en agua y la solucién acuosa se seca por congela—
eién. la cristalizacién del residuo amorfo se realiza disolvién-
dolo en una cantidad mfnima de butanol, ajustando el pH a 1,5
con écido clorhidrico concentrado, y afiadiendo dos volimenes de
eter pare formar un precipitade amorfo que, después de sembrar,
orietaliza por envejecimiento durante 3 horas a la temperatura
ambiente; Los cristales se fiitranh se lavan con butanol: eter,
2:1, de pH 1,5, luego con éter, y se secan en vacio resultando
25 miligramos de clorhidrato de Sa-gggﬁetraciclina.

Anélisiss Calculado para CooHo5N5C10g.Hp0. Cy 52,95 H,
5.42; N, 5,61; C1, 7,11;10, 28,8.

Encontrado: € 53,12, H 5,33; N 5,36, CL; 7,41; 0, 28,75.

EJBNMPLO S
Una solucién de 200 mg. de Sa-epitetraciclina, preparada

como en el ejemplo 4, en O,E-mil;litros de écido clorhfdrice
concentrado, se calienta a 602 C. durante 5 minutos. A la so~
lucién se afladen 1,5 mililitros de butanol normal, 0,4 milili-
tros de agua y 2,5 mililitros de acetona. Ie solucién se siem-
bra con clorhidrato de anhidrotetraciclina y se envejece duran-
te 16 horas a le temperatura ambiente, después de lo cual el
producto cristalino se filira, se lava con ascetona y se Beca
en vacio resultando 145 miligramos de clorhidrato de anhidro-
tetraciclina.

La identidad del producto se verifica por comparacidn de
su espectro infrarrojo y de sus espectros ultraviolete dcido y
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alcalino con curvas de anhidrotetraciclina patrén.
EJELPLO 6

Se sigue el procedimiento del ejemplo 1, excepto que se

usa como material de partida 5a(lla)-deshidrotetraciclina. Se
produce tetraciclina.
EJEMFIO 7
Se sigue el procedimiento del ejemplo 1, excepto que se

usa como material de partida 7-bromo-5a(lla)-deshidrotetraci-
clina. Se produce tetraciclina.
EJEMPLOS 8-10

Se siguerel procedimiento del ejemplo 1, excepto que se
usan 7—cloro-5a(lla)-deshidro-4~ggipetraciclina, 5a(lla}—-deshi-
dro;4fggiﬁetraciclina, ¥y 7-bromo-5a(lla)-deshidro-4-epitetraci-
clina, respectivamente, en una gerie de reduccliones separadas.
En todos lom casos se produce:4-gggﬁetraciclina;

Esta solicitud, qQue corresponde a la presentada en los
Estedos Unidos de América el 5 de Abril de 1957, bajo el Ndm.
650;822, se acoge a los beneficios del articulo 51 del vigente
Estatuto sobre Propiedad Industrial;

NOTA

Los puntos de invencién propis y nueva que se presentan
para que sean objeto de esta Patente de Invencién en Espafia,
por VEINZE afios, son los siguientess

le, - Un método para producir miembros de la serie de
le. tetraciclina caracterizado por reducir catali{ticamente uns
deshidrotetraciclina que tieme la férmula
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donde Z es hidrégeno, cloro o bromo, 0 un epimero en 4a de la
misma, hasta que se han absorbido aproximadamente dos moles de
hidr6gen9 por cada mol de 5a(lla)~-deshidrotetraciclina.

22, ~ Un método de acuerdo con la reivindicacién 1, ca-
recterlizado por el hecho de que la reduccién catali{tica se efec-
tia con hidrégeno y un catalizador de metal noble finamente di-
vidido tal como paladio metdlico.

39, - Un método de acuerdo con la reivindicacién 1 § la
2, caracterizado por el hecho de que la reduccidén catalitiecs
se e;ectﬁa & una temperatura comprendida entre los limites de
02 ¢, y lo0e C;

42, - Un método de acuerdo con cumlquiera de las reivin-
dicaciones 1 & 3, caracterizado por el hecho de que se usa una
solucidén en un disolvente polar de la Sal{lla)-deshidrotetraci-
clina. .

58. - Un método de acuerdo con la reivindicacién 4, ca-
racterizado por el hecho de que el disolvente polar es dime-
tilformamida.

62. - Un método para reducir el doble enlace 5a(lla) de
un entibiético de la serie de la tetraciclina, caracterizado
por la reduccién catalftice de dicho antibiético hasta que se
han sbsorbide aproximademente dos moles de hidrégeno por mol
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de dicho antibiético.
72. - Un método de producir miembros de la serie de la

tetraciclina.

Tal y como se ha descrito en la Memoria que antecede y
con los fines que se han especificedo.

Esta Memoria consta de once hojas escritas por una sola

CcaXrg.

ledrid, m 4 MAR 1253

r §k.
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