PATENTE
DE
INVENCION

por wPROCEDIMIENTO PARA PREPARAR NUEVOS DERIVADOS DE ANTIBIO-
TICOS DE TETRACICLINA», & favor de la firma italiana CARLO
ERBA S.p.A., domiciliada en MILAN (Italia), Via Imbonati 24.

MEMORIA DESCRIPTIVA

Este invento se refiere a nuevos derivados de
antibidticos de tefraciclina y a su preparacidn, Méé
particularmente se‘refiere a la preparacion de nuevos
derivados de antibidticos de tetraciclina que son fécil-

5. mente solubles en agua con un pH cercano a la neutrali-
dad y eficaces cuando se administran oral, intravenosa
o intramuscularmente.

La expresién nantibidticos de tetraciclinanm,

siempre que se emplea en esta memoria, se entiende que

10.: comprende la clorotetraciclina, le oxitetraciclinea, la
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tetraciclina, la desmetil-tetraciclina y los derivados

de estos compuestos que poseen actividad antibibtica.

Es sabido que pueden obtenerse derivados de
tetraciclina fécilmente solubles en agua haciendo reaccio-
nar une tetraciclina con formaldehido y clertos compuestos
amino, como una dialkilamina, piperidina, morfolina o
piperazina, Rl grupo aminometilo que as{ se introduce
en la molécula de la tetraciclina puede enlazarse & un
dtomo de carbono del sistema cfclico tetracicl{nico (memo~
ries de las patentes alemanas N2 1,044,806 y Ne 1,063,598)
o al &tomo de nitrégeno del grupo carbonamida de la molé-
cula tetraciclinica (memoria de la patente inglesa
N2 809,585 y patente alemana N2 1,088,481), Los derivados
eminometilo as{ obtenidos son tan eficaces como la tetra-
ciclina en la actividad antibacteriana; cuando se adminis-
tran intravenosamente; sin embargo, son considerablemente
inferiores cuando se administran ora}menté (E.N., Bwald y
G.S. Redin, Antibiotics and Chemotherapy, 1960, paginas
419-421), |

la peticionaria ha hallado que muchos aminoéci-
dos son incapaces de reaccionar con los antibidticos de
tetraciclina y el formaldeh{do sin la formacidén de pro-
ductos acuosolubles que posean estabilidad suficiente
para la hidrélisis y puedan emplearse para fines paren-
terales, El producto obtenible, por ejemplo, haciendo
reaccionar 1 mol de tetraciclina, 1 mol de formaldehfdo y
1 mol de glicocola es tan inestable en solucidn acuosa,
que la tetraciclina, dif{cilmente soluble, precipita al
cabo de breve tiempo. Cuando se emplean ornitina o |

arginina en lugar de glicocola, los productos obtenidos
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poseen también escasa estabilidad respecto al agua.

Ahora hemos descubierto que pueden obtenerse
nuevos derivados de los antibidticos de tetraciclina con
buena establlidad respecto al agua sl se hace reacclonar
1 mol de un antibidtico de tetraciclina con aproximada=
mente 1-2 moles de formaldehfdo y aproximademente 1 mol
de uné lisina. Estos productoes son qsimismo eficaces
en aplicacidén parenteral y oraly

La reaccidén entre los tres componentes mencio-
nados éntes puede llevarse a cabo en un proceso de una
sola etapa, mediante la reaccién de los tres componentes
entre s{, También se puede hacer reaccionar en primer
lugar el formaldehfdo con uno de los otros dos componen -
tes y luego afladir el componente restante.

En calidad de antibidticos de tetraciclina

usamos de preferenclia tetraciclina en forma de base libre.

El formaldehido se emplea de preferencia en forma de sus

soluciones acuosa o alcohdlica, En lugar de formaldehido,

pueden emplearse compuestos que sean capaces de formar
formaldehido en las condiciones de la reaccién,

La reaccidn se lleva a cabo de preferencia en
presencia de disolventes o diluentes. Nosotros preferimos
emplear disolventes orgénicos tales como el metanol o
mezclas de agua y disolventes orgénicos. Bl agua sola
no puede emplearse como disolyente.

La reaccidn en una sola etapa se efectia de
preferencia a temperatuﬁa ligeramente elevada, por ejem-
plo 30 a 40°C, empleando metanol o mezclas de metanol y
poca agua como disolvente.

Cuando se procede en dos etapas, se puede hacer
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reaccionar lisina con 1 mol de formaldehfdo en solucidn

acuosa o alcohdlica, o con 2 moles de formaldehido en
golucidén acuosa. El producto intermedio as{ formado
puede aislarse de la solucidn, disolverse en metanol y
un poco de agua y afiedirse a la solucidén de tetraciclina
en metanol a temperatura de 30-40°¢ aproximadamente.
Cuando se hacen reaccionar tetraciclina y
formaldehfdo en la primerae etapa, la reaccidn se lleva
a cabo de preferencia suspendiendo la tetraciclina en un
diluenté apropiado tal como un butanol, afiadiendo el
formaldehfdé a temperatura normal y calentando la mezcla
as{ obtenida hasta ebullicidén en reflujo durante unos
30 minutos. El producto de reaccién gse precipita por
enfriamiento y se.aisla. El producto aislado y la canti-
dad equivalente de lisina se disuelven en un disolvente
adecuado, tal como el metanol, y la solucidn se calienta
a temperatura ligeramente elevada, como se ha dicho antes.
La constitucidn quimica de los productos de
reaccidn no se ha concretado todavia. Lo més probable es
que el producto de la reaccidn sea una tetraciclina/metileno/

lisina de la férmula general

i - CH2 - B
en la que A representa el radical de un antibidtico de
tetraciclina y B representa el.radiqal de una lisinsa.
El andligis prueba la correccidn de este supuesto. La rota-
cidn éptica de los productos de reaccidn es diferente de los
valores de la tetraciclina y la lisina. Bl producto de
reaccidn es relativamente estable respecto al agua. Las
soluciones acuosas de los producfos de ieaccién se mantienen

1i{mpidas a temperatura ambiente durante unas 24 horas. Esto
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permite aislar los productos de la reaccién liofilizando
sus soluciones acuosas.

Respecto a las propiedades terépéuticas de nuestro
nuevo producto, se han determinado los hechos siguientes;
que se determinan en las adjuntas hojas de dibujos.

Los niveles sanguiheos de pacientes que se some~
tieron a tratamiento en parte con tetraciclina-metilen-L
lisina (o sea un producto en conformidad con este invento),
en parte con pirrolidina-metil-tetraciclina (o sea un pro-
ducto conforme a la patente alemana No. 1.,044.806) y en
parte con clorhidrato de tetraciclina, figuran en la tabla 1
de la figura 1, Los productos en cuestién se administraron
intramoscularmente. Por la tabla 1:de la figura 1 puede
verse que el producto de este invento origina niveles  san-
guineos més elevados que los otros dos productos, Cada pa-
ciente recibid 100 mg (calculado a base de tetraciclina),
Esta dosis se administrd una sola vez en cada caso. Por la

tabla 2 de la figura 2 puede verse que el producto del in-

- vento origina niveles sanguineos superiores a los de la

pirrolidina-metil-tetraciclina (o sea un producto en con-
formidad con la patente alemana 1,044,806). Los productos
en cuestidn se administraron intramoscularmente., Cada pa-
ciente recibid 250 mg (calculado a base de tetraciclina),
Bsta dosis se administré una sola vez en cada caso.

La tabla 3 de la figura 3 muestra los niveles san-
guineos que se obtuvieron con tetraciclin-metilen-L lisina
(o sea un producto en conformidad con el invento) y el clor-
hidrato de tetraciclina. Los antibiéticos se administaron
per os. Cada paciente recibid 150 mg (calculado a base de

tetraciclina) cada 6 horas. La tabla 3 de la figura 3 muestra



S

10,

15,

20,

25+

30.

los niveles sanguineos que Se%‘;@“ge%n“%oﬁ e o

conformidad con el invento son superiores a los niveles
sanguineos obtenidos con el clorhidrato de tetraciclina.

La tabla 1 de la figura 1, manifiesta que; 2 es
tetraciclin-metilen-lL lisina, representada en lf{nea continua;
3 es pirrolidin-metil-tetraciclina, representada en linea
de trazos; 4 es clorhidrato de tetraciclina, representada en
1inea de trazo y punto. Dicha figura es la determinacidn
microbioldgica sobre placa de agar con B. Gereug var myccides.
En la que la 1linea de ordenadas corresponde a los pg/ml y la
1inea de aboisas representa las horas,

La tabla 2 de la figura 2, manifiesta que; 2 es
tetraciclin-metilen~l lisina, representada en lineé éontinua;
3 es pirrolidin-metil-tetraciclina, representada en linea de
trazos. Dicha figura es la determinacidn microbioldégica sobre
placa de’agar con B, cereus var. mxcpide . En la que la l{nea
de ordenadas corresponde a los pg/ml. y 1la 1fnea de abcisas
representa las horas.

| La tabla 3 de la figura 3, manifiesta que; 2 es te-
traciclin-metilen~L lisina, representada en lfnea continua;
3 es olorhidrato de tetraciclina, representada en linea de
trazos. Dicha figura es la determinacidén microbiolégica
sobre placa de agar con B, cereus var, myccides. En la gue
la 1l{nea de ordenadas corresponde a los pg/ml. y la lineea
de abcisas representa las horas.

La tabla 4 muestra la toxicided en los ratones del
clorhidrato de tetraciclina, la pirrolidin-metil-tetra-
cieclina (o séa un producto en conformidad con la patente
alemana No. 1.044,808) y la tetraciclin-metilen-IL lisina

(o sea un producto en conformidad con el invento).La
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expresidn DLg, significa la toxidad aguda en mg/kg.

Los productos se administraron intravenosamente, El volu-
men de cada dosis ascendid a 0,4-0,6 m1/20 g. Las dosis

se administraron con una rapidez de 1 ml/min, Por la tabla
4 puede verse que la toxicidad del producto conforme a este
invento es considerablemente menor que la toxicidad de los
otros dos productos.,

TABLA 4.

Clorhidrato Pirrolidin- Tetraci-
de tetraci- metil-tetra clin-meti-

¢lina ciclina len-1L
lisina
DL 50 del prqducto 220 125 320
DL 50 del clorhidrato
de tetraciclina 220 115 253

De las curvas se desprende la posibilidad de redu-
cir la dosis de tetraciclin-metilen-L lisina (o sea
un producto en conformidad con el inQento) para obtener
los mismos niveles sanguineos y el mismo efecto terapéuti-
co causades por 1la pirrolidih-métil-tetraciclina y el

clorhidrato de tetraciclina,

EJENPLO 1.

5 gramos de tetraciclina base se disuelven en
100 ml de metanol., A este solucidn se afaden 2,25 gramos
de clorhidrato de L-lisina en 7 ml de agua y 1 ml de
formaldehido al 38%.

Se deja reposar la solucién a temperatura
ambiente dufante % horas y se la concentra en vacfo a
baja temperatura hasta estado de sequedad casi completa.
El regiduo ge disuelve con 25 ml de agua destilada y se

liofiliza. Por Gltimo, se le seca en vacio sobre 9205.



5.

10.

5.

]
©
i

%l

26224

La substancia ligeramente amarillenta que asi

se obtiene funde a 190 =~ 195°¢.
An&lisis: Calculado para HC1 de CoglizgNp019 ¢ ©s 54,49;
H, 5,99;
. N, 8,76.
Hallado: | c, 55,18;
H, 6,71;
N, 8,58,

Hnmedad, 7,78 (determinada or el método de
Karl Fischer)

EJENPLO 2, _
1 ml de fonmaldehido acuoso al 3%8% se disuelve
en una solucidn de 5 gramos de tetraciclina base en 160 ml
de metanol; mientras se agita a 5000, se afiaden 1,75 gramos
de DL-lisina en 3 ml de agua y 10 ml de mefanol. Al cabo
de unoes minutos se inicia precipitacidén. Se prosigue la
agitacidn durante unas dos horas. Luego se separa por
filtracidn el precipitédo y se.le lavg con una pequefia
cantidad de metanol y éter. Después de secar en vacio
a 60°c, se obtiene un polvo amarillo, muy soluble en
agua, que funde por encima de 200°C con descomposicidn
lenta. _ _
Anélisis: Calculado para °a§H38N4°1o : C, 57,79;
H, 6,35;
) N, 9,25,
Hallado: C, 57,59;
' " H, 6,82;
| | N, 8,52,
El producto puede convertirse en una sal de
adicién de acido (por ejemplo: Inorgénico: clorhfdrico,

sulfirico; Orgénioco: £érmico, acético, oxdlico, citrico,
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ascoérbico) por solucidn en agua seguida por la adicidn

de una equivalencia de Acido.
EJEMPLO 3. = }

A una sqlucién de 6 gramos de tetraciclina en

200 ml de metanol se afiaden, a temperatura de 3000,
2,4 ml de formaldehfdo acuoso al 38%. Luege se afiaden
2 gramos de L-lisina disueltos en una mezcla de 3,4 ml

de agua y 12 ml de metanol.

A continuacidn se sigue un procedimiento semejan-
te al descrito en el ejemplo 2, E1l producto es un pblvo
amarillo, soluble en agua y que empieza a descomponerse
lentamente por encima.de 190°Cf
[“.7%5 ~ 7-195°(Q.5% de agua).

EJENP by |

A una solucidn de 5 gramos de tetraciclina base
en 200 ml de metanol se afiaden lentamente, mientras se
agita a temperatura ambiente, 1.78 gramos de L-mmetilenn-
lisina disueltos en 1,5 ml de agua y 2 ml de metanol. |

El producto precipitado se filtra al cabo de
90 minutos, luego se lava con éter y se seca en vaclo a
50°C. | |

Bl producto as{ obtenido es un polvo amarille
que se descompone lentamente por encima de 20000..
Andlisis: Calculado para 029H38N4010 s G, 57,79;

H, 6,35;

] - N, 9,25,
Hallado C, 57,12;
H, 6,33;

N, 9,44,
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La L-tmetilenn-lisina puede obtenerse de la menera
siguienté: )

1 mol de L-lisina se disuelve en una pequefia can-
tidad de metanol acuoso. A la solucidn asi obtenida se
afiade una solucidn de 1 mol de formaldehfdo en metanol.
Se precipita el producto de la reaccidn, se le separa
por filtracidn y se le lava con una pequefia cantidad de
metanol,

EJENPLO | _ |

A una solucién de 5 gramos de tetraciclina en
160 ml de metanol se afiade 1 ml de formaldeh{do acuoso
al 38%, mientras se agita a temperatura de 30°C. Luego
se afiaden 1,75'gramos'Qe.L-lisina base en 3 ml de agua y
10 ml de metanol, AL cabo de pocos minutos se inicia la
precipitacidn. Se prosigue la agitacién durante unas
dos horas. Se separa por filtracidn el precipitado y
se le lava con una pequefia cantidad de metanol y éter.
Después de secar en vacfo a 6000, ge obtiene un polvo ama-
rillo, muy soluble en agua, que funde por encima de 200°¢
con descomposicidén lentes '

Bl renfiimiento asciende al 82%; [0(_71235~ «200°
(0,5% de agua)s ' _
Andlisis: Calculado pare CogizgNy019 ¢ C» 57,79

H, 6,35;
N, 9,25;
Hallado: C, 57,50;
H, 5,95;
N, 9,02,

Humedad, 10,49,
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A una solucidn de 5 gramos de tetraciclina en

200 ml de metanol se afiaden 1,1 ml de formaldehfdo
alcohdlico al 35%. Mientras se agita a 35°C, se afiaden

a la solucién 1,65 gramos de L=lisina disueltos en una
mezcla de 5 ml de agua y 7 ml de metanol, Se agita la
suspensidn durante 90 minutos y luego se la filtra; Bl
precipitado se lave con una pequefia cantidad de éter. El
rendimiento asciende a 5,2 gramos de un polvo amarillo
que empieza a descomponerse por encima de 200°C;

Se prepararon productos correspondientes emplean-
do oxitetraciclina, desmetil-clorotetraciclina o desmetil-
tetraciclina en lugar de la tetraciclina como en el ejem-
plo 6,

EJEMPIO 7. '

10,5 gramos de tetraciclina bage ge suspenden
en léO'ml de butanol terciario; a la mezcla asi obtenida
gse afiaden 4,1 ml de formaldehf{do acuoso al 38% y unos
pocos cristales de carbonato sddico, mientras se agita,

Se prosigue la agitacidén de la mezcla durante
15 minutos, a temperatura ambiente, luego se calienta
hasta ebullicidn y se refluye durante un periodo de 30
minutos. Se filtra la solucidn mientras estéd calilente,
para eliminar los vestigios de material insoluble. E1
filtrado se enfria a temperatura ambiente ¥ el precipita-
do asi obtenido se separa por filtracidn y se seca en va-
efo a 50°, _

El producto es un polvo ligeramente amarillo,
muy soluble en agua y que empieza a descomponerse por

encima de 190°C;
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A 2 gramos de esta substancia, disuéltos en

60 ml de metanol, se afiade una solucidn de 0,618 gramos
de L-lisina en 1 ml de agua y 4 ml de metanol,

Pronto se inicia la precipitacién, y se pro-
gsigue la agitacidén durante 1 hora. El precipitado se
filtra y se seca en vacfo a 50°C. Bl producto es un
polvo amarillo, muy scluble en agua y que presenta las
mismas caracteristicas que el descrito en el ejemplo 5.
[ot72% ~s -200° (0,5 de agua). ‘
Andlisis: Celculado pare CpgHzeWN, 010 ¢ Gy 57,793

Hy, 6,35;

, N, 9,25,
Hallado: C, 57,42;
H, 6,67;

Ny, 9,47+

. Humedad, 5,47.

EIBMPLO B,
A una solucidn de 3 gramos de clorotetraciclina

en 150 ml de metanol ge afiladen, & temperatura ambiente,
0,55 ml de formaldehfdo acuoso al 38% y una solucién de
1,15 gremos de clorhidrato de L-lisina en 3 ml de agua.
Se agita la mezcla durante un perfodo de 4 horas a tem-
peratura ambiente, El precipitado se separa por filtra-
cién y se lava con metenol y éter.
El producto asl obtenido, después de secado en

vacio a 60°c, es un polvo amarillo que empieza a descom-

ponerse por encima de 19o°c;
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Andlisis: Calculado para HCl de C29H3701N4010: ¢, 51,70;

Dvanre

H, 5,68;

‘ N, 8,31,
Hallado: C, 52,04;
H, 6,07;

N, 7,%8.

Humeded, 0,99,

La invencidn, dentro de su esencialidad, puede ser de-
sarrollada en otras formas de realizacién que difieran en
detalle de la indicada a ti{tulo de ejemplo, & las cuales
alcanzard igualmente la proteccidn que se recaba. Podrd,
rues, realizarse con los medios y eparatos més adecuados
por quedar todo ello comprendido dentro del espi{ritu de las

relvindicaciones.

NOTA

Descrito el invento se declaran nuevas y de propisa
invencidn las siguientes reivindicaciones, con prioridad de
la patente italiana No. A 2}073 del 23 de noviembre de 1,959,

1. Procedimiento para preparar nuevos derivados de
antibidticos de tetraciclina, que comprende el hacer reac-
cionar 1 mol de un anfibiético de tetraciclina con aproxi-
madamente 1-2 moles de formaldehfdo y aproximadsmente
1l mol de una lisina,

2+ Procedimiento para preparar nuevos derivados de
tetraciclina que comprende el hacer reaccionar 1 mol de

tetraciclina con aproximadamente 1-2 moles de formaldehf{do
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¥ aproxzimademente 1 mol de lisina en presencia de metanol
o mezclas de metanol con un poco de agua & temperatura
entre 30 y 40°C>aproximadamente;
3. Procedimiento para preparar nuevos derivados de
5; tetraciclina que comprende el hacer reaccionar 1 mol de
tetraciclina con 1-2 moles eproximadamente de formaldehido
¥y 1 mol eproximadamente de L-lisina en presencia de meta-
nol o mezclas de metanol con un poco de égua y & tempe-
ratura entre 30 y 40%¢ aproximademente.

10; 4, Procedimliento para preparar nuevos derivados de
tetraciclina gque comprende el hacer reaccionar 1 mol de
lisina con 1-2 moles de formaldehido, el aislar el pro-
ducto de la reaccidn y el hacer reaccionar 1 mol del
producto de la reaccidn, en presencia de metanol o mezclas

15, de metanol con uh poco de agua, con 1 mol aproximadamente
de tetraciclina a temperatura de 30 a 40°C aproximadamente.

5. Procedimiento para preparar nuevos derivados de
tetraciclina que comprende el hacer reaccionar 1 mol de tetra-
ciclina y 2 moles de formaldehido en presencia de un diluen-

20, te, el aislar el producto de la reaccidn y el hacer reaccio-
har el producto aislado con la cantidad equivalente de lisina
en presencia de metanol o mezclas de metanol con un poco de
agua. ‘

6. Procedimiento para preparor nuevos derivados de

o5, antibidticos de tetraciclina.

Seglin se describe y reivindica en la presente memoria
que consta de catorce pdginas foliadas y escritas a mAquina
por una sola de sus caras, acompafiadas de 2 liminas de dibujos.

Madrid, & 7 de noviembre de 1.960;

30. cARLo ERBA S.p.A.

Pe &0
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