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"Procedimiento de preparacidn de substancias
antibacteriangah,

Folictlanto: TEPEIIT S.p.A., ontidad itelians, residente en Via
Roberto Lepetit, 8 MILAN, Italia.

Egte invento se refiere a nuevos derivados de
la tetraciclina antibidtica. Ademéds, este invento se
relaciona‘con un nuevo procedimiento para preparar
una clase de derivados de la tetraciclina antibibti-

5o ca. s conocido el preparar derivados de tetraciclina
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solubles en agua, mediante la reaccién de Mannich,
que congiste en condensgar uns substancia, dotada de
hidrbgenos activos, con formaldehido y una aming
primaria y secundaria, con formacibn de los compues-
tos que se conocen con la definicibn general de ba-
ges Mannich. En el caso de la tetracicline, las bae~
ses Mannich se obtuvieron partiendo de una serie de
bages orgénicas, aliffticas, arométicas o heteroci-
clicas, como ge describe, por ejemplo, en las Palten-
tes Alemsnas 1,044,806, 1,063,598 y 1,088,481, Sin
embargo, todos estos derivados, aungue débilmente
solubles en agua, tienen un grado reducido de egta~
bilidad, ¥ algunos‘de ellog no son bien tolerados,
gl administrarse por via parenteral,

Con objeto de mejorar la estabilidad y tole-
rancia, se prepararon otros derivados que contenfan
un grupo carboxflico, utilizando como meterial de -
partida algunos emino-fcidos, Sin embargo aunque se

obtuvieron compuestos de mejor estaebilidad, la acti-

". vidaed antibibtica disminuy$ mas o menos. Egto- fué

debido &l hecho de que trabajando en las condicio-
nes descritas en la literatura, la tetraciclina ex-
perimenta fécilmente la conversiln en su isémero
inactivo epitetraciclina.

Un objeto de este invento es proporcionar un
método sencillo para obtener derivados de tetracicli
ns con formaldehido y un aminodcido alifdtico o aro-
mé&tico, por cuyo medio se obtienen productos de con-
densacidn elevadamente activos, con un rendimiento

muy alto.
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Otro objeto de este invento es proporcionar
una clage nueva de bases Mannich de tetraciclina con
propledades me joradas de estabilidad, solubilidad en
agua ¥y tolerancia por la via parentersl.

Un nuevo objeto de egte invento es proporcio-
nar derivados de tetraciclina con una proporcién de
epitetraciclina muy inferior al de las bases Mannich
de tetraciclina obtenidas por los métodos conocidos.

De acuerdo con el procedimiento descrito y
reivindicado en esta Memoris se hacen reaccionar jun-
tas, una mol de tetraciclina 1 o 2 moles de formal-~
dehido y alrededor de 1 mol del amino-4cido seleccio
nado, en presencia de uns cantidad de ung bage ter—
ciaria orgénica, tal como trietilaming, trimetilami-
ng o piridina, suficiente para conseguir una reaccibn
ligeramente alcalina de la mezcla con un pH compren-
dido entre 7,5 y 8,5 aproﬁmadame.nte. Aunque la reagc
cidn se desarrolla bastante bien en todos los disol-
ventes corrientemente empleados en la reaccidn Mannich
los mejores resultados se obtienen trabajando con un
alcohol alifético inferior tal como metanol o etanol.
En estas condicionss, la reaccidén se completa en 5-15
minutos a una temperstura comprendids entre -10 y 502C,
¥y no se forma epitetraciclina. Después de afiedir un
dcido mineral hasta un pH de 4,-5 aproximadan;ente, el
producto precipita y se recoge. Los rendimientos, son
corrientemente muy elevados.

A continuacién figura una Tabla en la que ‘'se
comparan los rendimientos y la formacién de tetraci-

clina, que se obtienen A) por el procedimiento de
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eate invenito, B) por el procedimisnto descrito en
"Farmece", Ed. Prat., 16, 65 (1,961), y G) por el
procedimiento descrito en la Patente Norteamericana

n? 3,042,716 para la preparacién de derivados de Y-

aminofcidos, utilizando algunos compuestos de parti-
da representativos.
Compuesto de paritida Procedi- REE&AEE 2.4 7oI‘Ee1zraci % epite
miento., miento %. clina + epi traci-
tetraciclina. clina.
Acido 4~-piperidino~ A 68,7 72,7 1,2
carbox{lico. B 40,5 T4,4 14,3
26,4 52,5 2,8
Acido~ 3-plperidi- A 65 73,9 <
noacético. B 40 67 13,7
28 46 6,5
Acido 3~piperidino- A Tt 76,9 1,4
carboxilico. B 35,1 71 10
c 25 52 4,5
Acido Y-aminobutf- A 62,5 | 7,3 <1
rico. B 37 T7 17,5
24 41,3 10

Aungue en procedimiento se ha obgervado gus
se realiza muy satisfactoriamente con un granhdnero

de eminoécidos que ya se usaban para estc objeto,
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aunque con resultados muy bajos, en cuanto a rendi-
miento y actividad se refiers, se obtuvo una nueva
clage de derivados de gran interés, wtilizando como

material de partide un compuesto de la £émula

(cﬂz) nt:02H
'NH'

en 1a que n es un entero de O a 3. En esgpacial los
derivados mes interesantes son los obienidos partien
do de los &cidos 3-piperidinocarboxilico, E--piperid;t_
nocarboxilico y 3~piperidinoacético, cuyo e.quefrol
antibacteriano con respecto a algunas bacterias, fi-
gurae en la Table siguiente, en comparascidn con la te
traciclins,
TABLA 2
Actividad antibacterians "in vitron
Concentracién minimg inhibitoria en /cc

Derivado de tetracicline con

Acido %pgeri Acido 4~pipe— Acido 3~ Tetra-—

dinocarboxflico ridinocarbo— piperidi cicli-
xflico noacético na
M. aureus 0.1 0.1 0.05 0.1
S. hemolyticus 0.1 0.1 0.1 0.1
8. faecalis 0.1 0.2 0.1 0.1
B. subtilis 0,05 0.05 0.05 0.05
Proteus X 19 5 5 > 2
E. coli 0.2 . 0.2 0.2 0.2
Kliebsiella
punsunoniae 0.2 Oe2 0.2 0.2
Pgeudomonas

aeruginosa 10 10 10 10
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Las nuevas bases Mannich de tetraciclina con
los mencionasdos piperidino~4cidos muestran un grado
de estabilidad muy superior que en el caso de bases
Mannich con bages orgénicaes, tales como pirrolidina,
morfolina, N-hidroxietilpiperacina y aminodeidos bé-
gicog tales como lycina. Son ligeremente solubles en
sgua con un pH entre 3 y 8. La solucién acuosa de las
mismas no proporcions precipitado alguno en reposo ¥y
no se observa la hidrélisis del compuesto disuelto,

La tolerancis tépica después de la administre-
cidén intremuscular es mejor que la de otras bases Man-
nich de tetraciclina. A continuaeién figura el resul~
tado de una comparacién a esbte respecto, sntre la (3-
earboximetil-i~piperidino)-metiltetraciclina y otras
bages Mannich de tetraciclina, comercialmente emplea—
dags Lasg substancias se inyectaron intramuscularmente
en ratones (grupos de cinco animeles) a una concentra-
eibén correspondiente a 100 mg de tetraciclina por cc
de soluciédn.

(3-carboximetil—1-piperidine)-metiltetraciclina,

(disuelta en NeHCO, acuoso &l 2%, pH 7,75) E1 producto

se absorbia perfectamente. Pequefia hemorragia en la ma-
gs muscular. E1 misculo aumenta ligeramente de -volimen.

(4-( @ —hidroxietil ) ~1=piperidino) —metiltetraci~
¢lina, (disuvelta en agua, pH 5,9). Color ligeramente
angrillo debido a algo de producto residual. En algunos
animales, pequefias porciones de producto en pasta_; el
nigeulo auments de volimen. Edems subscutdnso, ocasio-
nglmente presente,

Pirrolidinometiltetraciclina (Solucidn en ggua,
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hemorragia en la mage musgculsr. El misculo sumenta

de volumen., Edema subcuténso, ocasionslmente con 1li-
quido edematomo abundante.

ILysinometiltetraciclina (solucién en sgus pH
4,5) . Trazas de producto pagtogo residual, en algunos
cagos muy abundante. Edemg muy acusado en dos casos.
Pequefias hemorragies en la masa muscular.

El producto a que este invento se refiere fue
el dnico compuesto investigado que se absorbid en su
totalided después de la administracién intramuscular.

Otra propledad tnice de log productos de este"
invento, es la posibilidad de administracién por via
reectal. Es blen sabido que los antibidticos de tetra=
ciclina no se absorben administrados en forma de supo-
sitorios, Por el contrario, la carboxipiperidinometil=-
tatraciclina, proporclona en sgangre, niveles muy sa~-
tisfactorios del antibidtico.

A continuacién figura una Tabla que indica los
niveles en sangre, en el individﬁo humano para varios
intervalos despuds de la sdministracidn de un suposi-
torio que contenia 500 mg de (3-carboxi- A -piperidino)
-metiltetracicling. Lo valores se expresan en Y/cc y
gon la media de los valores observados en 10 pacientes
humanos.

Niveles en sangre después de
1 hora . 2 horas 3 horas
0.81 0.78 0.51

eatas cifras corresponden a dosis terapetiticamente
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tiles de tetraciclina.

ﬂ”ﬂ““

Los Ejemplos no limitativos siguientes, se fa-
eilitan para la mejor ilustracidén del invento.

EJENPLO 1 ~ (4-carboxi-1-piperidino)-metiltetraciclina.,

g8e calienta a 40%C una mezele de 2,2 g de te-
traciclina, 0,7 cc de trietilamina y 40 cc de etanol;
luege ge cfiade 0,65 g de deido 4-piperidinccarboxflico
en 1,5 cc de agua, seguldo por 0,5 cc de formaldehido
acuogo al 40%. Despuds de 5 minutos a 402C, la solu-
cién se enfria a 259C y se agrega 0,5 ce de &cido clor-
hidrico 10 N. El precipitadoe cristalino, amarillo bri-
llante, se recoge y se seca., Rendimiento 2,25 g con
un ensayo espectrofotométrico de 72,7% (calculado en
cloruro de tetraciclina). El porcentaje de epitetra-

cicline, determinado por cromatografie, es de‘1,2%.

EIENPLO 2 (3~carboximetil-1—piperidino)-metiltetra-

ciclina.

Se calienta a 402C una mezcla de 11 g de tetra~
ciclina, 3,5 cc de frietilaming Y 250 cc de etanﬁl ¥y
luego me atiade una solﬁcidn de 3,6 g de 4cido 3-pipe-
ridinoacético en 7,5 cc de agua, seguido por 2,5 cc
de formaldehido acuoso al 40%. Despuds de 5 minutos a
402C, la solucibn ge enfrifa a 252C y se afladen 2,5 cc

-de &oido clorhfdrico 10 N, El precipitado cristalino,

amarillo, se recoge y se seca. Rendimiento, 10,5 g
con un ensayo espectrofotométrico de 73,9% (calculado
en cloruro de tetraciclina). El porcentaje de epite=
traciclina, determinado cromatogréficamente, es infe-

rior al 1%. )
EJEMPLO_3_- (3-carboxi-1-piperidono)-metiltetraciclina.
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Se calienta g 402 uns mezcla de 22 g de tetra-}
ciclina, 7 cc de trietilamina y 500 cc de etanol a la
que se aflade luego uns solucidbn de 6,5 g de 4cido 3-
plperidinocarboxilico en 15 cc de agua, seguido por
5 c¢ de formaldehido acuoso al 40%. Despuds de 5 mi-
nutos a 402C, la solucibn se enfria a 25%C y ge afia~-
den 5 cc de fdeido clorhfdrico 10 N. El precipitado
alcalino amarillo se recoge y & ageca. Rendimiénxo,
22 g con un ensayo espectrofotomdtrico de 76,9% (cal
culado en cloruro de tetraciclina). El porcentaje de
epitetraciclina, determinado cromatogréficamente, es
de 1,4%.

EJRMPLQ 4 - ) —carboxipropileminometiltetraciclina.
Se calienta a 402C una mezcla de 22 g d¢ tetra

ciclina, 7 cc de trietilamina y 400 cc de etanol y
luego se agregan 5,1 g de fdecido y~a;nino‘6ut£rico disuel
tos en 8 cc de agua, segui@os por 5 cc de formeldehido
acuoso al 40%. Despuds de 5 minutos a 408C, la golucidén
se enfria a 258C y se agregan 5 cc de dcido clorhfdri-
co 10 N. El precipitado cristaline amarillo brillante
ge recoge y =0 seca. Rendimiento, 20,5 g con un espec~
trofotométrico de 77,3% (caleulado en cloruro de tetre-
ciclina)« El contenido de epitetraciclina, es inferior
al 1%,
NOTA

Descrita éﬁficientemente la naturaleza del in-
vento, asf como la mamera de reslizarlo en la précti-
ca, debe hacerse constar que lag disposiciones ante=-
riormente indicadas, son susceptibles de modificacio-

nes de detalle en cuanto no alteren su principio fune
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damental. También se hace constar que el invento se

refiere a uns Solicitud de Patente presentada en In~
glaterra con fecha 6 de diciembre de 1963, nm@ 48330/
63, acogiéndoge por lo tanto a los beneficios que
eonceden los Convenios Internscionales en vigor, sien
do lo que constituye la esencia del referido invento
¥y por lo que se golicita Patente de Invencibn por 20
afios en Espsafia, sobre: "PROCEDIMIENTO DE PREPARACION
DE SUBSTANCIAS ANTIBACTERIANAS®; caracterizédndose por
lo siguiente:

18 .- "Procedimiento de preparacidn de substan-
clas antibacterianag", especislmente derivados aminoe-
$flicos de tetraciclina, que consiste en poner en con-
tacto 1 mol de tetraciclina, 1 a 2 moles de formaldehi
do y alrededor de 1 mol de un amino-4cido elegido de
eninodcidoghliféticos y arométicos, y un compuesto de
f£8rmuls

(CHp) 4O H
NH

en la que n representa un entero de 0 a 3 inclusive,
en presencia de una cantidad de base orgénica tercia-
ria, suficiente para comunicar a la mezcla un pH com=-
prendido entre 7,5 ¥y 8,5, a una temperatura de 10 a
500C, durante 5 a 15 minutos.

22,9 Procedimiento de preparacién de substan-

ciag antibacterianas, especialmente derivados sminoe~
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tflicos de tetracicling, que congiste en poner en

contacto 1 mol de tetraciclina, 1 g 2 moles de for-
maldehido y alrededor de 1 mol de un compuesto de
f£8rmula

(°H2) GO H

4

en la que n represente un entero de 0 a 3 ineclusive,
en presencia de una centidsd de base orgénica ter—
ciaria guficiente para comunicar a la mezcla un pH
comprendido entre 7,5 y 8,5 & una temperatura de 10
a 500C, duraente 5 & 15 minutos.

38 .~ Procedimiento de preparacidn de substan-
ciag entibacterianas, tal y como queda sustancialmen-

gente Memordia.

I~
=

te descerito en la p

Esta Memofdia consta de 17 hojas escritas a mé-

quina por uns s0
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