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MEMORIA DESCRIPTIVA

correspondiente a la solicitud de concesién de un2

PATENTE DE INVENCION .

BEECHAM GROUP LIMITED

SOLICITANTE:

RES|DENC|A:' Beecham -House, - Great West Road,
BRENTFORD. Middlesex, Inglaterra.
1 ; _

ENUNCIADO: UN PROCEDIMIENTO PARA LA PREPARA

CION DE UN ANTIBIOTICO DE TETRACI-

Prioridad: Patente

R/G.

CLINA HIPOALERGENICO".
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Bib. evnzen &4

7 Este invento ss refiere & antibidticos y en especial

& nuevos antibidticos de renovada utilidad, que de aqui en
adelante denominaremos antibidticos hipoalergénicos. Por el
término "énxibiétioo'hipoalergénico" se éntiénde~yn antibid-
tico que no gsnsibiliza a un individuo previamente.no sengi-
ble y que es men&é probable que produzce ung respueste alér-
gica, por ejemplo anefildctica, en un individuo previemsnte
sensibilizado.r

Una de las remcciones adversas de estos anbibidticos
es su capacided de hipersensibilizacidén. Esta hipersensibili.
zacién produce el cuadro familiar de la alergia, tal como
urticaria, enfermedad del suero o incluso shock snafildctico

Un objeto del presente invento es proporcionar ciertos
antibidticos y sus sales y derivados en una forma que esté
exenta do material.antigeno ¥y que no produzea reaccionss anes
fildcticas en sujetos previamente sensibilizados y no cause
sensibilizecién en las. persgonas que previamente no egtaban
sensibilizadas al antibiético apropiados '

Pbr‘consiguienje, el presente invento proporciona un

antibidtico de tetraciclina hipoalergénico o una sal o deri-

| vedo. no tdxicos del mismo, constituide por una forma comer-

cial de dicho antibidtico, o dicha sal o derivado del mismo
no téxloos, de 1los que se ha eliminado el materiel antigeno
de elsvado peso molecular que se .encuentra inherentemente
presente en el antibidtico o en Ja sal o derivado no tdxicos
del mismo, realizdndose la eliminacidn durante la manuface
ture del sutibidtico o despuss. S

En el sentido utilizado aquf, el término "antibidti-

co de tetraciclina" se refisre a compuestos tales oomo te=-

' traciclina, 6lorotetnaciclina, desmetiltetraciclina, oxite-
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normalmente utilizados en el aislamiento y purificacién del

‘|nipoalergénico se realiza por métodos basados en las diferens
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traciclina y desmetilclorotetreciclina. Sus sales no tdxicas
comprenden lag sales con doidos inorgdnicos y orgénicos y sus
derivados incluyen los antibidticos terapéuticos del tipo co-

nocido, tales como 1las bases de Manniche

Dobe entenderse que los antibidticos com@rciales 80
preparan por procedimientos de fermentacidén en la forma ha-
bitual o ﬁor modificacidén quimica posterior de este tipo de
paterial. El materisl antigeno de elevado peso molscular pue<
de ser separado del antibiético ya sea como.una operacién aqi
cional durente el sislamiento o bien tratendo el entibidtico
aislado. Andlogamente, cuando se:prepara un derivado o una
sal del anﬁibiético, ¢l antibidtico de partida pusde encon-
trarge en forma purificade o blen puede purificarse el produg-
to final.

El material ant{geno estd constituido fundaﬁentalmentgi
mente por polipéptidos de elevado peso molecular y.mater;al

proteindceo y este material no es separado en los procesos

antibidticos.
' Ia purificacidn del entibidtico pere der un material

ciag de peso molecular o'de dimensiones y comprende el uso
de la filtrecidn en estado de gel o didlisis o de membranas
para hiperfiltracidn, siendo les membrenss d¢ origen sinté-
tico, natural o natural modificado, optativamente con.grupos
funcionsles polielectrolitiéoa. ' '

Un procedimiento especialmente adecundo es la filtra-
cidén en estado de gel que implica el ugo de un tamiz molepu-
lar que es wn dextrano modificado obtenido por fermentacidn

del azicar, en el’quo las mecromoléoulas lineales de dextrand .i
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rriente para separar el antibiético, concentrando 12 solu-
.| didlisis e hidrdlisis produce un oierto nimero de los amino-

: éqidos cominmente encontrados en las prota{nas, despﬁés de

gensibilizados.

'_eritema'qué'indica una interaccién anticuerpo-antigeno. El

estdn retioulades pare der una red tridimensional do cade-
nas polisscdridas, Un materiel adecundo es el conocido co-
mercialmeﬁte con el nombre de Sephadex, Otro tamiz molecue
lar adecuado és un gel de poliscrilamide oonocido con el
nombre de Biogels ' |

Te presencie del contemirante en el entibidtico. de par-

tida puede ger deteotads dializando el material con agua co-

oién del retentato, hidrolizdndolo.y despuds anslizando los
aminodeidos resultantes por cromatografie en una columne cem
biadora de idn. Por ests procedimiento puede demostrarse

que, mientras que el entibidtico impurificado despuds de la

le purificacién no se obtiene estos aminodcidos, sino sola-
mente cuaiquier compuagto aminico que puede smer pfoduoido '
por descomposicidn del propio antibibtico, 6fro nétodo con-
sigte en so@eter'el contaminante aisledo al ensayo de enafi-

laxis cutdnes pasiva (ensayo ACP) en enimales adeouadamente

Tos siguientes ejemplos ilustran el inventos . -+
‘ EJEMPLO '

Una muestra de 10 g de hidrocloruro de tetracicline
comercial se disuelve en agus y la solucidn se coloce en |
una bolea de didlisis de acetato de celulosa y se dislize
exhaustivamente frente & egua corriente durante 5 dfms, E1
retentato contenido en la bolsa se seca por congelacién y
se utilize une parte para un epséyo ACP en cobayas adecuaqa-

mente sensibilizados, apareciendo una respuesta de roncha y

N i) Do Sanan
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resto del retentato es hidfolizado_con doido clorhidrico
6 N en exceso en un tubo sellade y evacuado & 110°C duran~
te 22 horag, El coﬁtenido dél tubo ge evapora después @ se-
quedsd a presién reducida, se afiaden 10 ml de agus &l resi-
duo y se repife'la evaporacién. El residuo se diguelve en
‘agua haste 10 uml y se analize una parte slfcuots wtilizando
un analizador de aminodcidos modelo 120 C de Bechmen Spinco.
;Loé»:'arpmaxogramaairesultantea iﬁdican 1ls ﬁresehoia de un
cierto nimero de los aminodcidos normalmente.presentes en
las proteinas. o | A
. EJENFLO 2

Une muestra de 10 g del hidfooloruro de tetracicliﬁa
dq partida utilizado en el Ejemplo 1 en 100 ml de agua se
coloca en uns bolsé de didlisis de acetato de celulosa y se
dializa en 1,5 1 de agus destilada agitada a 5°C. Una vez
completada la didlisis, el dializado se secae pof congelacidn
para der hidroclorure de tetraciclina exento de comteminan—
tes proteindceod. Esto se demuestra tratendo el producto pu~
rificado por el procedimiento descrito en el Ejemplo 1, cusn
do el cromatograme final no indica la presencis de ningin
compuesto am{nico que pudiera h;ber sido producido por hi=
drélisis de proteinas, |

EJEMPTO |

Una muestra de 10 g del hidrocloruro de tetraciclina de
partide ubilizado en el Ejemplo 1 en 100 ml de sgua Se pase
& trevés de una columna de Sephadex 625 (11,5 x 125 om) y
la ocolumna se elﬁye fraccionadameﬁ%e con sgus, registrando
ocontinuamente la densidad dptica del elumto 8 254 mu. Tas

primeras fraccilones contienen contaminente proteindceo y son

. despreciadas y las fracciones restanteé se combinan y ge se=
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' clina, todag‘a una concentracidn de 10 g en 100 ml de agua,

|| cado procedente del cultivo de una variedad adecuada de

clina contenide en el f£iltrado se aisla mediente preparacidn

" lisis ‘seguidos del uso del analizador de aminoéoidoa indican
que el producto es hipoalergenioo. .

can?por congelacidn dando hidrocloruro de tetraciclina hipo~
alergénico, como demusstra el ensayo ACP ¥ 12 hidrdlisis con
uso subsiguiente del anmlizador de aminodcidos.

Unes muestras de sal cdlcica de clorotetracicling co-

mercial, hidrooloruro de oxitetraciclina y desmetiltetraci-

Jos Ejemplos 2 y 3, haciendo 10 ‘mismo con muestras de 10 g
de hidrocloruro de desmetilolorotetraciclina en 300 ml de

agut, Los antlbiéticos resultantes fueron sometidos el ensa-|

yo ACP y 8 hiQrélisia con empleo subgsiguiente del analizador| -

de aminodeidos, encontrdndose que eran hipoalergénicos.

EJEMPLO 5

Un litro-de,nh licor de fermentacién filtrédo ¥y clarifi

Streptomyces aureofaciens en un medio nutritivo se pase &

través de una membrane sintética destinnda a la geparacidn
de materiales de peso molecular superior a 1000 por hiperfil]
fracién bajo wna presién de 30 pei (2,1 kg/om®), Ia tetraci-

del derivﬁdo célcioo ¥ la sal de hidrocloruro se obtiené por
tratamienxo con écido clorhidrico. El ensayo ACP ¥y la hidrd-

En resumen, le Patente de Invencién que ge. aolicita re-

fueron sometides a loa procesos de purificacién descritos en|
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de gel.

' que el proceso de purificacidén implics el uso de membranas
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RETVINDICACIONES

1s Un procedimiento para le preparacidn ae un antibid=
tico de tetraciclina hipoalergénico o la sal o derivado del |
mismo no tdxicos, cuyoiprooedimiénjo‘oonsiate en gometer
una forma comercial de dicho antibiético o de dicha sal o
derivado no téxicos del mismo & un proceso de purificacién
basado en lgs diferencias de peso molecular. o de dimenslo-
nes, ya sea durante la menufactura del antibiético o des-
pués. _

2., Un procedimiento segiun la Reivindicacién 1, en el
que elAproceso de purificacidn es uma didlisis.

3. Un procedimiento segin la Reivindicacién'1, en el

que el proceso de purificacién es una filtrecién en estado

4. Un procedimiento segin la Reivindicacidn 1, en el

para hiperfiltracidn,
5. Se reivindica por Ultimo como objeto sobre el qué'ha
de recaer la Patenfe de Invencién que se solicita:"UN PROCE
DIMIENTO PARA TA PREPARACION DE UN ANTIBIOTICO DE TETRACI-
CLINA HIPOALERGENICO". |
" Todo conforme queda descrito y reivindicado en la pre-
senﬁe'meﬁoria descriptiva’que consta de siete péginas meca-~

nografiadas. . - o
: : Madrid, 28 mayo 1.968
BERNARDO UNGRIA -
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