Expidxente ndm, ....,.,n....;i.'f‘W‘...., .....

" REGISTRO DE LA PROPIE‘DAD lNDUSTRlAL_“’

9_4%\8\\‘

PATENTE DEINVENCION |

'~ MEMORIA DESCRIPTIVA

que se acompafia a la solicitud de

‘una PATENTE DE .. [NVENGION. .. por VEINTEsfios, en Espafis

N .

.a favor de

'AMERICAN CYANAMID compauy. o . nm'mmad
nortesmericana _ dom:czludo en .30 Hcckereller Plaz&s S

oty Nueva Yorks NeYes HaaAe 00 e

~ por:.

No 107981

S L e

kb i smomrbosres . st o .

Agente Sr. ...

EIZABURL.... _

ke TR i s e e

e —



10

P-1T7+.478
A 36,163 Case 160672

< TNGY. 1938

E=MS i §

1811
MEMORTA DESCRJ:PTIVAZ 4 4
pera solicitar
PATENTE DE INVENCION
en
ESPalia
por VEINTE sfios »
8 nombre de AMERICAN CYANAMID COITPANY, entidad norteamericeansa,
establacida en 30 Rockefeller Plaza, Nueve York, N.Y., Estados

Unidos de América, por:
* UN METODO DE PREPARAR UNA 128-TESOXITETRACICLINA.Y

Bete invento se refiere a la preparacidén de nuevos eom
puestos de la serie de la tetracicling y més en par‘ticuiar-;é.
determinadess 12a~desoxitetraciclinas que tienen la sigulents
f8rmule genersl estructural:
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, €8 nidrdgenc o cloro, R, es hidrdgenoc o me‘ﬁilo
y By o8 hidrdgenc o hidroxilo, con la condicidén de que por

en la que R

lo menos wno de los grupos By, R, ¥ R, sea hidrdgeno.

Por comodided, los nuevos compuestos se designan aquf
en general como 12a~desoxitetraciclinas. Un nombre quimico
apropiado para el endlogo de tetracicline de este invento de
aocuerdo con la nomenclature del Chemical Abstracts es el de
4~dimetilanino-1,4,4a,5,58,0,11,12a~0ctahidro-3,6,10,12-tetrg
hidroxl—b-metil-~1, 1'\1 -dioxo~2~neftacenocarboxemida. Un nombre
vulgar adecusdo pars éste compuesto es el de 12a~desoxitetras
ciclina. Son nombre vﬁlgares epropiados para los otros derive
dos de tetraciclinae de este inventoc los de 6,12a—~didesoxite—
tracicline, T=cloro-t—-desmetil-T2a—desoxitetraciclina, O-des
metil-6,12a—didesoxitetracicling y 6~desmetil-12a~desoxitetra
cicline, y se empleerdn ssf en general em lo que sigue.

De acuerdo con el presente invento se consigue un mé-
todo de preperacidn de uns 12a~desoxitetracicline de férmula
general y las sales de la misma por adicidn de £eido:

/UH

? f\‘p\ T com,

en le que Ry es hidrdgenc o cloro, R, es hidrdgeno o metile, y
R, es hidrdgeno o hidroxilo, con ls condicidn de que por lo me
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noa uwno de los subituyentes representados por R1, R2 ¥ 33 geq
hidrdgeno, que comprende poner en contactoel entibidtico de
tetraciclina correspondiente que tengm un sustituyente 12—
hidroxilo con zinc metdlico en wna solucién aleslina acuoes
pare que se efctide la reducaién del sustituyente 12s-hidroxilo
y, eaf si se desea hacer reaccionsr la 12a-desoxitetraciclins
con un &cido formando la sal por adicidn de deido.

La solucidn alcalina acuoss puede estar formaeda por
hidrfxide sfdico o hidrdxido potdsico duluido. Sin embargo,
ge utilize preferemtemente zinc en una solucién acuoeas de amo-
nieco.

¥Yor lo tanto, los muevos compuestos de prepa.razi median—
te la reduccidn qufmica de la correspondiemte tetraciclina. Por
ejemplo, la 12a-desoxitetracicline se prepara por reduccidn quf
mice de la tetraciclina utilizesndo zinc en una solucidén acuosa
de amoniscoc preferentemente & un pH de 10 & 13 aproximadamente.

. De preferncie el smoniszco scuoso se utiliza como solucidn del

10 al 20%. El empleo de amonfeco acuoso como medic disolvente
ge ha encontredo que es conveniente con objeto de formar los
muevose productose Medios disolventes, como pe eje, medios dei-
dos susves o no ayudan a la reduccidn deseada del antibidtico
de tetraciclina a 12a—desoxitetrascicline o inclusc dan lugsr a
1z formecidén de otros productos de redmccidn no convenientes.
En generzl la reasccldn pueds reslizarse a temperzturas
que oscilen entre unos 102 y 502 0. pero de preferencisz la reac—
cidn se realiza aproximadsmente & temperaturs ambiente, egto es,
de unoe 208 C. Bl tiempo de reaccidn no es muy critico y en gene—
rsl puede oscilar emtre una hora y cuetro horas sproximsdemente.
Une concentracién de un 4% (p/v) del antibidtico devtetraciclina
en el medic amonimscal acuoso es satisfactoric para la reaccidn.
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El zinc utilizado para la reaccidn debe hallarse preferente-
mente en forma finamente dividides, p. ej. polvo de zinec, y
este metal debe utilizarse convenientemente en une extensidn
por lo menoe de 2 partes en peso del metal por parte en peso
del entibidtico de tetraclclina. Generalmente no son necese-
ries proporciones de metal superiores a unas 4 partes en peso.

Ia 12a-desoxitetraciclina puede recuperarse de la mez
cla de reaceldn aciduleda medisnte la extraceidén ldquido-lfqui
do, preferentemente mediante el empleo de &ter etf{lico. Otros
disolventes de utilidad con este objeto son el acetato de me—
tilo, acetato de etilo, cloruro de metileno, y cloroformos

Puestos que las 12a—desoxitetraciclings son compues—
tos enfdteros, pueden prepararse facilmente seles por adicidn
de dcido del miemo tipo que las que se han preparado anterior—
mente & partir de la clorotetraciclina y tetraciclina. En gene
rel, los doidos preferidos son dcidos minerales e iﬁoluyen el
deido clorhfdrico, dcido sulfidrico, 4cido nftrico, y dcido fos
férico. Las sales de £cidos de las 12a-desoxitetraciclinas pue
den prepararse por tratamiento del compuesto anfdtero con un
squivalente aproximadamente del fcido elegidoe

Segn se afirmé enteriormente, la 12a-desoxitetracicli
ne se prepara mediante la reduccidn quimice descrita de la te—
traciclingse. Otras 12a-desoxitetraciclines de este invento se
preparan por una reduccidn qufmice andloge del correspondiente
entibidtico de tetraciclina. asf, la 6-desmetil-12a~desoxitetra
ciclina se prepara por la reduccidn quimice descrita de la 6-~
desmetliltetracicling; la T~cloro~tG—~desmetil-]12a—desoxitetraci—
cline se prepera mediante la reduccidn qufmica de la T—cloro-
6-desmetiltetraciclina; la 6,12a—-didesoxitetraciclina se prepg
ra mediente la reduccién quinice de la 6-desoxitetraciclina y
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lg 6-desmetil=—6,.1 2a-didesoxite*bracio]41na e§ prepars mediente
la reduccidn quifmice de le 6-desmetil—6-desoxitetraciclinas
Los materiales de partida, la T~cloro-b-desmetiltetra-
ciclina y la ¢ desmetiltetraciclina se describen con detalle
en la golicitud 244.819, titulada * uevos entibidticos deri-

vados del Streptomyces sursofaciens'. Segin se describe en es

ta solicitud, estos nuevos aentibidticos de tetraciclina se pro

ducen mediante determinadas cepas mutantes de S. aureofaciens

algunas de las cuales se han designado como 8604, 51071, Vé2,

¥ B740. Las caracterfsticas morfélogices de estas cepas mutan
tes de S. aureofaciens se indican en la solicitud 244.819 y se
han depositado cultiwvos de estas cepas en la American Type
Culture Collection en Washington, DeC., ¥ se les han esignado ~
mimeros ATCC de entrads 12.551, 12.552, 12.553 y 12.554, respec
tivemente. .

Lo 6-desoxitetraciclina, material de partidas paras deter
minados nuevos compuestos, se prepara de preferencia de acuerdo
con el procedimiento descrito en ls solicitud 244.819. Segm se
ha descrito en esta Solicitud, la 6~desoxitetraciclina se prepa
ra por reduccidn catalitica de la tetraciclina, en determinedas
condiciones allf descritas.

La 6-desmetil—b-desoxitetracicline, uno de los materia.
les de partida para la preparacién de determinados muevos com-—
puestos aqui descritos, se prepare de acuerdo con el procedinmien
to descrito en la Solicitud 244.819. Seqin me describe en esta
solicitud, la é-desmetil—E—desoxi‘ke‘tracioJina se prepara por re
duceidn catalitica de la 6-desmetiltetracicline o de la 7-cloro—
6~desnetiltetracicling en determinmdas condiciones allf descri—

tase
Algunas de las 12a-desoxitetraciclinas de este invenmto
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son veliosos productos intermedios pars la preperacidn de anhi-
dro-12e~desoxitetraciclines que son el objeto de la solicitud
244.819 de la mi=ma fecha. Segiin se describe con detalle en es
ta solicitud, las enhidro-i2e~desoxitetraciclinas se preparan
por deshidratacién de las 12a-desoxitetraciclines utilizendo
un agente deshidratente endrgico como el bromaro de hidrdgeno
v el fcido acético glacial. Las enhidro-12a~desoxitetraciclinas
de la solicitud mimero 244.819, son bialogiéamen:be actives, po-
seyendo activided frente a una gran variedad ds microorganismos
gram-posotivos y gram-negativos. El espectro antibacterianc de
lae anhidro~12a-desoxitetraciclinas es anflogo en muchos aspec-
taos al de las tetraciclinas anteriormente conocidas excepic que
en genersl, las anhidro~12g-desoxitetraciclines poseen un crden
de actividad algo inferior. Los anhidro—compuestos son de valor
gin embargo, porgque son eficaces frente a detemminadas cepas de
Yacteriss resistentes a la tetracicline, como el Streplococous
¥ No. 11, Stephylococcus albus No. 69 y Stergetocacmaﬁ No. 80.
El invento se describird a contimiseidn conm mayor de-

telle en relacidn con loes siguientes ejeuplos especificos.

EJEIPLC 1

Dos gramos de clorhidrato de tetracicline se disuelven
en 50 cce de hidrdxido aménico acuoso sl 15%. Se afinden 4 g de
polvo de zinc y la mezcla se agita durante dos horas. El exce—
so de zinc se f£iltra y el filtrado me trata con doido clorhfdri
oo conce. haste que se alsanzs un pH 7. Bl producte bruto se £il
tra y se pone de nuevo en suspenaidn. en 500 cce de agua y 86 Ire
disuelve a pH 1,5. Is solucidn de aclara sobre tierra de dlato-
mees. Bl pH de este filtrado me ajusta a 4,0 — 4,5. La pequefia
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cantidad de sdlidos se filtra. EL filtrado claro se extrae a
fondo con dter en un extractor liguido-liquido. Los extractos
etéreos producen 750 mg de 12a-desoxitetracicline cristalizada,
que se recristalize de N,N~dimetilformemide y metanol.

Anflisis ¢ Culculadc para Cpolly Ny00 & Gy 61,65
Hy 5,63 N, 6,54. Encontrado: ¢, 61,88; H, 5,92; N, 6,68.

Se determind el espectro de ahsorcidn ultravioleta de
una muestra del compuesto a una concentracién de 10 garmes por
ml (p/v) y presents méximos de sbsorcidn carascteristicos en el
intervelo de 320-330 mp en doido clorhfdrice N/10 y 450-500 my
en borsto sédico /10, metancl o metanol + NaCH.

EJEPIO 2

Se siguid el procedimiento del ejemplo 1, excepto que
5 mg de b6-desmetil~b-desmoxitetraciclina se redujeron con 30-40
mg de polvo de zine en 2,5 cc de amoniaco acuosa al 15% Gursn~—
te 3 horas. El zinc en exceso se separd por filtracién y se ke~
vd con pequefias porciones de ague dando un volumen total de 3ce.
Se necealita sproximadamente 1 cc de HCL conce para neutralizer
el eamoniaco y redisolver el producto, ya que se separs durante
la neutralizacidn. El espectrc de absorcidn ultreviocleta presen
ta un méximo e 465 mu e indica la presencia de 6~desmetil-—6,
12e—-didesoxitetraciclina.

BJEBIPIO 3

Se sigui6 el procedimiento del ejemplo 1, excepto que
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5mg de T-cloro-6-desmetiltetracicline se reducen ¢on 30-40 mg
de polvo de zinc en 2,5 cc de amoniaco acuosc al 15% durante
trea horas. El zinc en exceso se separs por filtracidn y se
lgva con pequefias porciones de agus dando um volumen total de
3ce. Se nscesita aproximadamente 1 cc de HCL conc. para neutras
lizar el amoniacc y redisolver el producto ya que se separa du
rente la neutralizacidn. El espectro de sbsorcidn ultravioleta
presenta un méximo a 455 m e indica la presencia de T-clorow=
6=demmetil—-12a~desoxitetraciclina.

BIR®PLO (4)

Se sigue el procedimiento del ejemplo 1, excepto que
5 mg de 6-desoxitetraciclina se reducen con 30 a 40 mg de pol
vo de zinc em 2,5cc. de amoniaco acuosc al 15% dursnte tres ho
ras. El zinc en exceso se separs por filtracidn y se lava con
pequefias porciones de agua dando un volumen total de 3 cce Se
necesite aprox. 1 cc. de HCl concentradec pars neutrslizar el
gmonfaco y redisolver el producto puesto que se separa durante
la neutralizacién. EL espectro de asbsorcidn ultrevioleta pre—
genta un méximo de 460 mu e indica la presencis de 6-12a-dide-
soxitetraciclina,

ETERPIO 5

Se siguid el procediniento del ejemplo 1, excepto que
5 mg de 6-desmetiltetraciclinge se redujeron con 30 & 40 mg de

polve de zinec em 2,5 cc. de amonfaco mcuoso al 15% durante tres
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horage. El zinc en exceso se separ%or fil'tfgr;agi v se lavéd
con pequefias porciones de ague dando un volumen total de 3 cce.
Se necesita aproximadsmente 1 cc de HCL concentrade para neutra
lizar el amonfsco y redisolver el producto puesto que se separa
dubante ls neutralizacidén. El expectro de absorcidn ultraviole-
te presenta un mdximo en 450 mp indica la presencias de 6-deas
metil-12a—-desoxitetracicline.

Esta solicitu& que corresponde & la presentads en los
Estados Unidos de América el 29 de Octubre de 1.957, bajo el
minero 693.017, se acoge a los beneficios del artfculo 51 del
vigente Lstatuto-Ley scbre Propiedad Industrigl.

NOTA

Los puntos de Invencidm, propila y nueva, que se presen
tan para que sean objeto de esta Patente de Invencidén en Espsfia,
son los siguientes:

12. = Un método de preparar uns 12a-desoxitetracicli
na de la PErmula genersl y sales de la misme por adicidn de

deldos
H,0 CH,
R R R \ -~
1, 2 }
— OH
N com2
(4); 4 4] 0H 0
en la que R_I es hidrégeno o cloro, R, o8 hidrdgeno o metilo y-



10

15

20

25

30

| .
244811

RB es hidrdgeno o hidroxilo, con la condicidn de gue por lo
menos uno de los sustituyentes representadps por R1, R2 v R3
sea hidrdcseno, caracterizado porque el correspondiente antibié
tico de tetraciclinae que posea un sustituyente 12a-hidroxilo se
pone en contacto con zinc metdlico en una solucidn alcaline
acuosa con objeto de dmr lugar a la reduccién del sustituyente
12a~hidroxilo y, =l se desea, la 12a~desoxitetraciclina se hace
reaccionar con un decido, formanad la sel por adicidn de dcido.

22. = Un método como el reivindicado en la reivindi-
cacién 1, caracterizado porque le solucidédn alcaline acuose es n
una solucién de amonfaco.

32, - Un método como el reivindicado en las reivindi-
caciones 1 § 2, caracterizado porque la temperaturs de reduccién
estd entre unos 102 C. y unos 502 C.

42, = Un método como el reivindicado en las reivindi-
caciones 2 & 3, caracterizado porgue la concentracidn del anti-
bidtico es de un 4% (p/v) en el medio smonimecal acuoso.

58, = Un método como el reivindicedo en cuslquiera
de las reivindicaciones precedentes, caracterizado porque hay
dos a cuatro partes en peso de zinc por parte én peso del enti-
bidtico de tetraciclina.

62, = Un método como el reivindicado en cuslquier=a
de las reivindicaciones 2, 3, 4, 8 5, caracterizado porque el
medio amoniacal acuoso tiene un pH entre uﬁos 10 y unos 13.

79, — Un m&todo como el reivindicado en cuslquiera
de las reivindicaciones 2-6, caracterizado porque el amonfaco
acuoso es una solucidn del 10 al 20 por ciento.

88, = Un método como el reivindicado en cuaslquiers
de las reilvindicaciones precedentes, caracterizado porgque la

12e—~desoxitetracicling es la 123—desoxitetraciolins.

- 10 =
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92, = Un método como el reivindicado en cualquiersa
de las reivindicaciones precedentes, caracterizado porque la
12a~desoxitetraciclina es la 0,12a~dldesoxitetraciclina.

108, - Un método como el reivindicado en cuslquiera
de les reivindicaciones precedentes, caracterizado porque la
12a~desoxitetracicline es la T-cloro-b-~-desmetiltetraciclina.

112. = Un método como el reivindicado en cualquiers
de las reivindicaciones precedentes, caracterizado porque la
12a~depoxitetruciclina es la 6-~desmetil-~l, 12a—-didesoxitetra~—
ciclinae.

12¢.~ Un método como el reivindicado en cualquiera
de las reivindicaciones precedentes, caracterizedo porque la
12a-desoxitetraciclina es la 6-desmetil-12a-~desoxitetracicli
na..

132, - Un método de preparar una 12as-~desoxitetraci-
cling.

Tal y como se Lu descrito en la ijemoria que antecede
¥y para los fines que se han especificado.

wate ijemorias consts de once hojas escritas a méguina

por ung sola cara.

ledrid,  _ TNOV. 1958,
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