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MEMORIA - DESCRIPTIVA

correspondiente a la solicitud de concesién de una.

_PATENTE DE INVENCION

SOLICITANTE: . BIL IILLY AND COMPANY o o

RESIDENCIA: 740 _South Alsbama Street, INDIANAPOLIS,

Indiana, EE.UU,

ENUNCIADO: "UIN PROCEDIMIENTO PARA LA IFREPARACION
DE UN ADUCTO DE UN ANTIBIOTICO DE MA
CROLIDA!. ‘
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Este iﬁvento propofeion& un procadimiengkvpa;
ra la preparacién de un aducto de un antibibdtico de macro-
lida conteniendo aldehido y una urea, que consiste en mez-
clar la urea y el antibiético en un medio'neutro o bési~

co, en cantidades suficientes para proporcionar por lo me-

>n0§ 2 moles de urea por mol de antibiético, estsndo repre~

senbada dicha urea por la formula:

HZN;ﬁ~Am

donde Am es -NH-R, slendo %'fenilo, tolilo, halofenilo o
trifluormetilfenil;'oVNjiiR“ , donde R* y R" son indepen~
dientemente hidrégeno, alquilo C,~C, o alquenilo 05-04,

no pasando de 4 la suma de los atomos de carbono en R’ ¥

~R" R

‘Varios antibidticos de macrolida contienen
un grupo aldehido. Entre estos se encuentran la tilosina
(patente estadounidense nimero 3.178.341, publicada el 13

de mayo de 1965) y los miembros de la serie de la leucomi-

cina (Tetrahedron Letters, 1967; phgina 609), espiramici-
nas A,'B, ¢ y D (patentes estadounidenses ntmero 3.000.785,
publicada el 19 de septiembre de 1961 y 3.105,794, publica-
da el 1 de octubre de 1963), carbomicina (patente estaddu—
nidense 2.796.%79, publicada el 18 de junio de 1957), car-
bomicina B (patente estadounidense nfmero 2.785.104, publi~
dadg el 12 de mérzo de 1957), etc. Estos antibidticos bam-
bien“conticnenotros'grupos activos; por ejemplo, la tilo-
sina, contiene, ademls, un grupo cetona, un grupo lactona,
grupos amina, grupos éter y grupos hidroxilo, asi como

uniones glicosidicas e insaturaclones etilénicas. Debido
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 del grupo aldehido de las transformaciones producidas por

a la presen&ia de un nlmero tan elevado de funciones acti-
vas en cada uno de los antibiéticos de macrolida, han sur—
gido problemas de estabilidad que han limitadoAsu uso te-
rapeltico. En particulaf, estos antibiétibos de macroli-~
da sufren una serie de reacciones hidroliticas &cidas y
también estén sometidas a la degradacién por oxidacién. La
proteceién de los puntos sometidos a cambios quimicos en
las diversas macrolidas ha sido objeto de considerable es-
tudio en los filtimos aﬁos..

Ademds, se ha enéontrado que el tratamiento
de los rumiantes con antibidticos por via oral es afectado
por el hecho de que la flora del rumen puede alterar la
natufaleza de la molécﬁla de antibidtico. Por ejemplo, se
ha encontrado que los organismos rumiantes tienen la capa-
cidad de reducir el grupo aldehido presente en muchos de
estos antibidticos de macrolida a un grupo alcohol prima-—
rio. Con el aﬁtibiético tilosina, este vroducto de trans-
formacién es conocido por tilosina D (tambien AM-684, des-
crita en la patente estadounidense nlmero 3.321.368, pu~
blicade el 23 de mayo de 1967). La tilosina D es mucho me-
nos activa antibidticamente que la tilosina normal y tie-

ne un espectro antibidtico algo distinto. La proteceién

los organismos del rumen durante el tratamiento terapelti-
co de los mismos con antibibticos de macrolida como la bi=
losina, aunentaria mucho la eficacia terapeitica de estos
antibidticos.

Tambien se ha encontrado que la administracion oral

de antibidticos, incluidas las macrolidas y las tetraclicli-
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" proporciones a las que son Wbiles para los fines citados,

" Antibiotics and Kew Growbth Factors in Animel Nutrition®,

nes, & los animales runiantes,ye sea con fines terapéuticos

o pars aumenter la eficacie de la alimentacidn o la ganancik

de peso, ve aconpafiada habitwalmente de efectos secundarios

indegseables, Estos antibidticos, cuando se administran eu

afeotan perjudicialmente a la flora del rumen. En consecuexn
cié, el necanisno diéestivo del rumiente es perturhado y ha
bitualménte los animales dejan de comer, con o gin ataques
de dlsrres, etc. Por ejemﬁlq, Bell et al., J. Anim. Sci.

9, 647 (1950) y Proc. Soc, Exptl, Blol, snd Med. 76, 284

(1951) han encontrado que la administracidén de clorotetra—
ciclina reduce la capacidad de digestidn de les fibras cru-
das y de la materia seca en las vacag. La importbancia del

rumen en la digestién de fibras (constitu{das casi comple-

tamente de celulosa dietética) diffcilmente puede ser sobred

estimade y la debresién del proceso de digestidn de la celus
losa hace que el crecimiento del animal sea mds lento, re-
duce le produccidén de leche, etc. Anglogos resultados han

sido obtenidos por Luther et al. ("European Symposium on

Roma, Italia, 10-12 de lyo de 1955) para los antibidticos
polimixina B, cloroanfemicol, bacitracina, dihidroestrepto-

micinae, oxitetraciclina, penicilina G y cerbomicina., Fingle

mente, en ciertos enseyos in vitro, Hungate et al., J. Animd

Scie. 14, 997 (1955) encontraron gue la presencia de niveles
elevados de‘clorotetraciclina reducfa los productos de ferw
mentacion totales con una flora de rumen tipica.

Ademés de los estudios citedos, se ha admitido que
frecuentemente se produce un periodo de anorexis, con o sin

dierree, en las etapas inlcisles del tratamiento antibidti-
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co por via oral de los rumiantes maduros. EStos‘lgéctos se-

cundarios indeseables Se han encontrado también cuando ge -

administran a los rumiantes antibibticos de macrolida, in--

cluida la tilosina.

De las consideraciones anteriores se deduce que
seria del miximo-interés un método mejorado de administra~-
cibn de antibidticos a los rumiantes por via oral.

Los aductos de antibidtico-urea descritos aqui
conticnen 2 moléculas de una urea por cada molécula de anti
bidtico de macrolida conteniendo aldehido, Aunque debe en—-
tendexrse que los équi denominados aductos son compuestos de
finidos y que tiene lugar una reaccidn entre el grupo alde-
hido del antibibtico y 2 moléculas de una urea, como eviden
cia 1a»deéaparicién de la sefial caracteristica del aldehido
en el espectro de resonancia magnética nuclear de-aducfo.
Las ureas utiles para la preparacidén de nueStrosS nuUEVOS —--
aductos, en los que se combinan dos moles de urea con csada
mol de antibibdtico de macrolida que contiene un grupo alde—
hido, estin representadas por la siguiente férmula:

NHE"‘?"‘Am

I .
donde Am es -NH-R siendo R un miembro del grupo forma@o por
fenilo,tolilo,halofenilo y trifluormetilfenil;o Ni::R",dondq
R’y R" son miembros iguales o diferentes del grupo formado
por hidfégeno,alquilo 01—04 y alquenilo 03~C4,no pasando de
4 la ‘suma de los &tomos de carbono en R’y R". Como grupos reg

presentados por R citaremos o~tolilo,m-tolilo, p-tolilo,o-clo

rofenil, m-bromofenil, p-fliorfenil y similares. Como gru-

pos represéntados por R* y R" citaremos metilo, eﬁilo, ali

<t




10

L
31

. 20

28

30

un grupo aldehido gue reacciong con dos moles de una urea

- antibidtico de mamcrolida, generalmente en forme de sal, con

aigla diluyendo le mezcla de resccidn con 1~2 volimenes de

lo,lnppropilo, isdpropilo, nsbuﬁilo ¥y simlleres, Ies ureas
Utiles en la preparacién de los aductoé de este invenbo son
N-metiluree, N,N-dietilurea, N-n-butilurea, N-aliluree,
N-crotilurea, N-metil-N-alilurea, Nkfenilurea, N~-{p-cloro~-
fenil)urea, ﬁh(6~tolil)urea, W~ (p-~trifluormetilfenil )urea y
similares.

Entre Llos antibidtices de mecrolida que contienen

de férmuila I se encuentran la tilosinmm, macrocina, desmico-
sina, lactenocina, carbomicina, carbomicina B, nidamicina
(desacetilamgnomicina B), espiramicine A, B, C ¥y D y mien~
bros de la serie de leucomicina, lewcomicina Ay _ge

Los aductos de bis-urea de este invento se prepareil

saturando soluciones scuosas 0 alcohdlicas que conbienen el

la urea. Se produce un jarabe espesd que se deja a la tem~
pera%ﬁra émbieﬁje hagte que el andlisis, preferiblemente pox
cromatografia en cape Gelgada, indica que prdcticamente to-
do el antibidtico se ha transformado en wn aducte de bis~

urea. Cuandé el procedimiento analitico'indica que la forma-

cidn del aducto es prdcticamente completa, el producto se

agua, ajustando el pH de la mezcle acuosa a 9,0 aproxima-
damente y despuds saturando la meszcla con cloruro sdédico. EI
precipitado resultante se separa por filtracién o por otrog
medios convencionales y se purifice por disolucidn en un di-
solvente orgénico, generalmente cloroformo, lavando 1# capa
organica con agua, geparando diche capa orgénica y eliminan-.
do los disolventes de la misma & presidn reducida. El resi-

duo sdlido amorfo resultante puede ser cristalizado despuds
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en un disolvente orgdnico anhidro para dar el aducto desea-
do en forma de sélido cristalino blanco.

Los aductos de antibiético-urea aguf descritos pro
porcionan un método de administracidn de antibidticos a ru-
miantes por via oral en el que el antibidtico es administra
do en forma de un derivado que es esencialmente estable a

la degradacidn quimica en el rumen y también antibidticamen

“te inactivo pero que, al pasar al cuajar, se convierte en

une sustancia antibidticamente active, con lo gue dicho an-

tibidtico puede ejercer su efecto total terapdutico o pro-
motor del desarrollo sin serturbar la microflore del rumen.
Ias ventajas deéﬁsﬁe invento estdn representades
por el uso de un aducto de bis-uree de un antibidtico de
macrolida, el aducto de tilosina-bis-urea, en el tratamien-
to de las infecciones caveadas a los rumianfes por 1os or=
genismog Gram~-positivos, enfermedades relacionadas con el
CRD, efce, © péra aumentar la ganancia de peso o la efica-
cia de la alimentacidn o ambos a la vez, Lstos aductos de
bis~urea de los antibidticom de macrolida son précticamente
inactivos como antibidticos y no afectan al crecimiento o
metabolismo de importante microflora del rurmen. Ademés, son
quinicamente estables, siendo resistentes a la hidrdlisis
al pH prédcticamente nsutro del rumen. Sin embargo, cuando
estos aductos de big-urea pasan al cuajag ééido, son quini-
camente inestables & los pH encontrados alli y se hidroli~
zan rédpidamente para dar el antibidtico original o, en al-

gunos casos, una mezele de antibidtico original mds un pro-

ducto de dezradacidn dcida del antibidtico original que pref.

senta actividad antibidtica. En otras palebras, nusstro in-

vento hace que la administracién de antibilticos & los ru-

14
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miantes sea éimilar e la administracidn por via oral de
antibiéticos @ animales né'rumiantes, en cuyo dltimo caso,
el antibidtico activo pasa inmediatamente &l estdémago que
tlene un pH deido y del cunl puede ser absorbido, ya sea
como tal o como producto de la degradacidén dcida del anti-
bidtico.

Por lo tanto, puede ser administrado un antibidti-

‘co & un rumiente por via oral sin perturber la microflora

del rumen y por consiguienté gin profucir trastornos invesw—
tinales, anorexia y diarrea o cualquiera de estos sintomas,
puesto que es probablemente la destruccidn del equilibrio
wicrofloral del rumen lo gue conduce & est08 efechos SoCWie
darios indeseables diversos que acompefian & la adminisiro~
cidn de antibidticos a los rumiantes, ya que la microflora
particular que ss perturbada invariablementé comprende los
organismos gue digieren la celulosa. Mediante nuestroe inven:
to, se consiguen los efectos completos terapduiicos y/o de_

promocidn del desarrollo o de eficacia de la alimentacidn

del entibictico, sin ninguno de los efectos secundarios. ine

‘deseables que se producen habitualmente.

Especificamente, cusndo se adminigtra a las vacas

el aducto de bis-urea de tilosine a razdn de 250 mg/vaca

diarios, la depresidn inicial en la ingestidn de alimentos,

como oourre cuando se administra tilosina sola, es pequeiia
0 nula, y tampoco se observe ningun efecto apreciable sobre
la digestién de la celulose ni sobre la wbilizacién del ni-
trdgeno no prdteinico. Aderds, no se producen diarrea ni
pérdida del apetito.

En la realizacidén del procedimiento de nuestro ine

vento, empleando tilosina como ejemplo de entibidtico wtil,

Rey

$ wiezere M

]
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~diendo de si se desea un efecto terapéutico rdpido o si el

miantes a los que se administran estos niveles de aducto de

_ cl
se administra & las vacas, corderos o cabras, aducgé de fi-

¥

logina~bis-urea g razén de 1 a 1000 ng/aninmal dierios, depen-

antibidtico se administra al snimsl simplemente para aumen-

tar la genancia de peso y su salud general o0 para asumentar

E)

la eficacia de la alimentacidn o para ambos fines, como par

te de un programn genersal de alimentacidn, Los animales ru-

tilogina~big-urea, presentan todos los favorables resulta-
dos que serien de esperar de la administrecidn del antibié-
ticqué?b sin ninguno de los efectos secundarios habitual~
wente asociados con la administracién de tilosina sola.

'Bn 1e administracidn del aducto de tilosin-bis-
urea o de ofros aductog de bis-urea y macrdlida o de otros
derivados entibidticos estables en medio bésico a los anima
les rumiantes, 1os compuestos se mezclan como tales con el

pienso. También pueden -ser. recubiertos con gelatina u

otro material similar y despuds mezclados con el pienso. Fi
nalmente, pueden ser administrados en forma de bolas como
es costumbre en la administracidn de dosis terapéuticas de
antibidticos & los animales bovinos.

La siguiente babla indica la ausencia de efectos
del aducto de ¥ilosina~bis-ures, una forme tipica de wun an=
tibidtico, estable frente & las bases y antibidticamente |
inactiva, sobre los organismos digestivos de la celulosa en
el runen. En este demostracidn, se prepare. un inoculum &
partir del licor del rumen recogido de un novillo fistuloso
mantenido & un régimen eoﬁ gran proporeidn en sustancias no
digestibles. En la preparacidén de este inoculum, el conte-

nido del rumen se cuela & través de cuatro capas de cedazo;
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el residuo que queda en ei cedazo ge vuelve a suspender en
un volumen igual de tampdn de fosfato-carbonato a 37%C y de
nuevo se- cuela por el cedazo, EL licor de rumen resultante
se deja en reposo durante unos 30 minutos, durante cuyo tien
po los protozoos se sedimentan en el fondo mientras que pe-
quefias cantidades de materia en particulas ascien@en a la
supérficie. Se separan los protozoos y la fase liguida y se
ubilizan como inoculum del rumen. Antes de su uso, el ino-
culun se diluye con un volwmen igual de un temnpén de Fogfom
to-bicarbonato previamente saturado con didxido de carbono
que contiene los siguilentes ingredientes:

Composicidn de le mezcle tampdn nutritiva

Ingrediente - . g/litro
NeH,P0, . | ' 0,316
KE,P0, 0,152

- NeHC04 2,260
X1 | 0,375
NaCl ' : , 0,375
S0, ' : : ' 0,112
CuCl2 0,038

'Feso4 0,008
MnSO0, | | 0,004
ms0, : ' 0,004
Cus0, . 0,002
%ﬁ%&z 0,001

Al inoculum dilvido se afiade celulosa a razdn de
5 g/litro y urea a razén de 1 g/litro. Ia mezela se incube
en atnésfera de didxido de carbono durante 30 minutos, A coxy
tinuacidén se sacan partes alicuotes de 25 ml y se colocan ex

pequeilos matraces de incubacidn provistos de wnas vdlvulas




10

15

20

25

30

- 11 -

de gas de un solo paso para permlitir que el excesgo.de gas
escaps y mantener las condiciones anaerobias.Se afinden diver-
sos productos antibidticos en proporciones variables al ma=

traz de incubmcibn y se realiza dsta durante 24 horas, Al

final ée le incubacidn se registrs el pH. A continuacidn se

afinden & cada matraz 5 ml de deido metafogférico al 20 %.
Se.congela el contenido de los matraces, a conbinuacidn se
descongela y finalmente se centrifuga. Se recupera una mnues-
tra del liquido que sobrenada para determinar por cromato-
grafia de gases los deidos gfasos voldtiles de cadens COr-—
te. El contenido restante del matraz se mezcla con 20 nl de
dcido acético al 80 % y 2 ml de dcido nitrico y la mezcla 86
caliente a 130°C durante 30 minutos para digerir todo el ma
terial excepto la celulosa, Deaspués del periodo de calefac~
cidn, se afiaden 20 ml de alcohol etilico al contenido de ca~
da matrasz y se centrifuga el raterial insoluble, predominand
temente celulosea.

Se eiinden & los matraces tilosine, clorotetraci-

eline y oxitetraclclina, & una concentracidn delmez/ml. EL

adueto de tilosing-his-urea se aflade al matraz en una pro-

porcidn tal que dé 1 microgremo de tilosina por mililitro
después de la hidrdlisis del aducto. Uno de log natraces se
reserva como control, ia Teble I dada a conbtinuacidén con-
tiene los resultadog de esta experiencias. En la tabla, la
columne 1 de el tratamiento y la columma 2 el pofcentajq

redio de celulosa digerida (3 incubaciones).
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TABLA T
Tfatamiggto Porcentiggamggéggggacelup
‘Aducto de tilosina~bis-urea | ' 69,6
Tilosina : 30,3
Clorotetraciclina . 12,9
Oxitetraciclina T . 16,8
Control ' ' 76,3

La Tabla I da el efecto de los mismos antibidbi-
cos sobre la produccidn de dcidos grasos voldtiles. En la
Table II, la columna 1 da el tratamiento y la 6olpmn§ 2 el
ninero medio de micromoles/ml de dcidos grasos voldtiles.

| | DAFTA II

Acidos grasos voldtiles pro-
ducidos por termino medio,

Tratauiento }@Qﬁgl
Aducto de tilosine-big-uresa 27,0
Tilosine » 8,6
Cloro%etraciclina. 3,4
Oxitetrac;ciina ' ; 2,0
Control ' 29,2

Por los resultedos de la experiencia anterior pue-
de verse que el aducto de tilogine-bis-urea tiene un efecto
pequefio o nulo sobre el porcentaje de celulosa digerida o
sobre la produccidn de dcidos grasos voldtiles por Ja flora
del rumen, mientras qué los otros antibidticos, incluida la
tilosina sola, tienen un efecto perjudicial sobre ambas actim
vidades del rumen. | '

El aducto de tilosina-big-urea tambidn ha demostra-
do. ser muy eficaz en el uso real en la prdctice, Tos resule

tados indicados en le Tabla IIT fueron oblenidos en una exe—
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periencia de alimentacidén de 28 dfas de durecién, con novi-
llos de 1 alio somé%idos a un régimen rico en sustancias no
digestibles. En la tabla la columpa 1 da el mimero de novi-
llos sometidos & cada régimen Ge alimentacidn, la columna 2
el nivel diario de antibiéfico, caso de utilizar alguno, pol
novillo, la columns 3 las libras (kg) gamadas por ceda novi-
1lo diariamente, la columna 4 las libras (kg) de pienso por
novillo y por dfe y la columna 5 las libras (kg) de pienso
por libra (kg) de sumento de peso. o
TAﬁLA IITI
' TAbras (kg)

N2 Ge no~ Nivel disrio ILibras(kg) Iibras(ke) de pienso/
villos en de antibidti ganadas por de piengo librags(kg)

cade gru-~ co en el novilloy por novillo de sumento
po plengo por dia y por dim de peso
11 Ninguno 1433 20,7 . - 15,5
(6,603)  (9,389) . ’

11 Tilosina 1,38 21,1 15,3
250 mg (8,626)  (9,571) ’

11 Aducto de ti- 1,50 21,2 14,1
logina-bis~urea (0,680) (9,617)

conteniendo 250
mg de actividad
.de +ilosina
Como puede verse en los datos de la tabla anteri
Jos novillos que reciben el aducto de tilosina-bis-urea
sumentan mis de peso por dfa que los otros novillos gue re-
ciben una cantidad equivalente de tilosine o los de un gru-
po de control y que también aumenta la eficacia de le alimen
tacidn (cantidad de pienso por libras (o kg) sumentados).
Ademis, los novillos que reciben el aducto de tilosina=~bls-—
urea no presenton ninguno de los efectos secundarios lndeseq
bles antes descritos.

El aducto de tilosine-bis-urea puede ger utilizado

para tratar a los animales rumiantes que sufren diversos
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dosis mds altas, hasta de 2000 mg por animal diarios.

,ovxno. Bstos cdeecldos son par531tos que ocupan las células

‘sexusl demtro de las cédlulas del hudsped. También aqui pue-

drica, E. ellipsoidalis, E. bukidnonensig, E. guburnensgls y

E. pllabamensis. En las ovejas, los organismos nds patdge-

- 14 -~

estados patdgenos comunes ineluidos los siguientess
. abeceso del hizado, ceausado por el Spherophorus
necrophorus; '
carbunclo sintomdtico, causado por el Clogbiidivm

chavvools

———

enterotoxenia, causada por el Clostridium per-

fringens;
edenms, maligno, causado por el Cloghridium geptbicums

tétanog, causedo por el Clostridium tetani; ¥y
pneumonia, probablementé causada por un complejo
de virus, micoplasma y bacterias.
Unas dosis de aducto de tilosina-bis-urea de hagta
250 mg por cabeza diarios son profildcticas para todos los
organismos anteriores y, ademds, previenen le pneumonia, Pa-

ra trater las enfermededes patoldgicas pueden ser necesgarias

Adends, el aducto de tilosine~bis-urea puede ser

wtilizado para eliminar log cdccidos del ganado vacuno .y

epitel¢ales del tracto intestinal en las que primero se mul-

tiplican asexualmente y después experimenten reproduccidn

den ser necesariag dosis de hasta 2000 mg dierios por ani-
mal para eliminar todos los sintomas del organismo y su efed
to debilitador sobre el animal. Los cdéccldos mds patdgenos
del genado vacuno son: Eimeria bovig y E. gurnii, aunque

también pueden ser patdgenos, pero en menor grado, E. cilin-

nos son Eimeris ninskohlyskimovae, E. arloingi y E. shsata,
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-bros de la serie de la espirsmicina y miembros de la serle

~-15 ~

aunque también pusden ser patbgenos, pero en menor é}ghb,
I. faurei, E. intracata y E. parva. 4

El aducto de bis-urea de otros antibilticos de me~
crolida que confienen un grupo aldehido, comprendidos la |
magnemicing, espiramicina A, mecrocina, desmicosina, lacte-

nocina, carbomicina, carbomicina B, nidamicins, otros miem-

de la leucomicina, pueden ser preparados de forma anslogt.
Estos aductos pueden ser aém;nistrados por vie oral e los
rumiantes con fines terapduticos o para aumentar la gananciﬂ
de peso y/0 la eficacia de la alimentacidén en un programa de
engorde normal de rumiantes, de la misma Torma que se hace
con el aducto de tilosinn-big-urea, Estos otros aductos de
big-urea también son fundamentalmente estables al pH del ru-
pen y antibidticamente inactivos, pero al pasarAal cuajar,
son hidrolizados al antibidtico original que entonces puede
actuar como tal. Como ocurre con el aducto de tilosina~big-
urea, los efectos secundarios que acompailen & su édministra~
cidn son minimos. Lo dosis utilizade es la misma que en el
caso del aducto de tilosina~bis-urea.

Resultard evidente para los expertos en la técnica
que pueden prepararge otros derivados de dlversos antibidti~
cos, estables frente a las hases y antibidticanmente inecti-
vog, cuya utilidad ya he sido demosfrada en ol engorde del
ganado vacuno y otros rumientes, por ejemplo derivados de
reginas cambisdoras de idn, sales de adicidn con écidos in-
solubles en lag bases y similares, '

A continumcién se ilustra la preparacidén de aductos|

de bis-ures de antibidticos de macrolida especificos.
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BIENPLO 1

Aducto e tilosina-bis-urea

Se disuelven 100 g de tartrato de tilosina en wna
golucidn que gontiene 100 g de urea en 100 wnl de sgua. Le
mezcle resultante se deja en reposo hasta que la cromabograd
ffa en cape delgede indica que la formacién del aducto es
prééticamente coupleta, Fare realizar la cromatogralia en
cape delgada, sé emplea como substrato gel de sflice con un
gistems disolvente de dietilemina/acetato de etilo 1:9. En
este sistema, el aducto de %ilosina-bis—urea permanece en
el origen mientras que la tilogine se mueve inmediatamente
detras del frente de disolvente.

El_aducto de tilosina=bis-ures se aisla de la mez-
cla de reaccidn afiadiendo dos volimenss de agua a la misma
y despuds ajustando el pH de le solucién a 9 eproximadamen-
te con solucién acuosa de hidrdxido sédico al 10 %, A con-
tinvacidén se agroga cloruro sodico sélido hasta que preci-
pita el aducto crudo de tilosine~bis-ures en forma Ge una
goma s6lida de color amarillento, que se separs por filtra-
cidon. Le borte del filtro se disuelve en cloroformo y la so
lucidn cloroférmica se lava con agua y se seca. Se separa el
cloroformo a presidn reducida para dar aducto de tilosina-
bis-ures en forma de sélido amorfo de color amerillo pdlido
gue se-seca a fondo a presidn reducida para eliminar la wa-—
yor parte dei cloroformo residual posible. EL solido seco
ge disuelve despuds en acebona sece a razén de 5 ml por gro-
wo de s6lido y la solucidn resultonte se enfria., El aducto
de tilosim~bis-ures cristalize en forma de sgujas blances
que se separan por filtrecién, p.f. 220-222°C.,
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?&%5%5
And1isis para C47HgaN5040¢ g&&.
Calculado: C, 56,22;-H, 8,39; N, 6,96 1 \
Encontrado: ¢, 56,05; H, 8,323 N, 6,72

El espectro de reponancia megnética nuclear del

aducto no presenta ningin proton atribuible al grupo aldehid

do. E1l aducto es microbioldgicamente insctivo contra los or4

ganismos que se utilizgn rutinariamente para ensayar la ti-
losina,

Ia tilosina se regénera guinicamente a partir de
su aducto con big-urea disolviendo este Wltimo en une solu~
cidn acuosa mentenida a un pH comprendido entre 4 y 7 me-
diante tampones normales., También se ob¥iene algo de desmi-
cosina, producto de la hidrdlisis deida de la tilosina.

Bl aducto de tilosing-bigs-(N-metilures) se prépara
sustituyendo la urea en el procedimiento anterior por N-me—
tilurea,

Otras ureas rebresentadag por la‘férmula I pueden
ger ubtilizadag en lugar de la urea o Nemetilures en el'ejenb
plo anterior para formar aductos de bis-urea con los anti-
bidticos de macrolida. Enire estas ureas que forman un adug
to de bis-urea se encuentran la alilurea, N,l-dictilurea,
etilurea y N=metil=l-n~propilurea, Todas estas ureas son 8o-
lubles en agua y el procedimiento anterior puede ger utili-
zado sin modificacidn para preparar el aducto con big-urea.
Con otras ureas como la Ne({m~tolil)urea, N-femilures, N-(t-
butil)urea y Nn(p—trifluormetilfenil)urea; se emplean solu-
cioneg alcohdélicas de la urea y de la sal de tiloesina en lus

gar de soluclones acuosas,

)
. iéf
glﬁnm.“‘v
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EJBMRPLO 2

Aducto de magnsmicina-bis-ures

Se disuelven 2 g de magnamicina en 5,0 ml de solu-
cidn acuosa saturada de urea mentenida a un pH comprendido
entre 5,0 y 5,5 mediente la adicidn de solucidn mcuose de
doido clorhfdrico al 10 % cuando es necesario. Despuds de
permanecer & la tempsraturs ambiente durante 12 afas, la sod
lucidn se diluys con 4 vollmenes de aguva., la solucidn acuosad
se extras con porciones de 40 ml de cloroformo a los siguien
tes valores de pH: 5,0, 5,5, 6,0, 6,5 ¥ 7,0, EL pE de la so
lucicn se ejusta en la forma deseade antes de cada exirac—

cidn mediante la adicidn de solucidn acuosa de hidrdxido sé

dico al 10 %. El aducto de urea se encuentrs presente en ca

da uno de estos extractos, pero solamente los extractos to-

medos & pH 6,5 ¥y 7,0 estdn esencialmente exentos de megnamid
cina. Los extractos a estos valores.de pH mayores se combi-
nan y el aducto de megnamicina~bis-urea se aisla y purifica
por el método empleado para el aductd de tilosing-bis=urez
en el Ejemplo 1. Se obtienen 0,5 g de un sélido blanco con
el espsctro tipicb de la magnamicine en el wltraviolets,
(6240'?1}1 = 13.000). EL espectro BMN del aducto carece de
la 22;51 propia del protén del aldshido. EL bioensayo del
aducto de bis-urea indica que es inactivo contra 1los orgaw
nismos empleados en el ensayo normel de la magnamicina.

Te megnamicine se recupers a partir del aducto de
nagnamicina~bis-urea calentando en autoclave dste & 120°C
durante 20 minutos y pH = 5.

' EJEMPIO 3

Aducto 8e esgpiramicina~big-ures

" Se disuelven 2 g de espiramicinz A en 50 ml de so-
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lucién.acuosq saturade Ge ures que se mantiene & un g;}com~
prendido entre 4,5 y 5,0 mediante la adicidn de solucidn
acuosa de deido clorhidrico al 10 % cuando es necesario. Deg
pués de permanecer a la hemperatura ambiente durante 12 diag,
la solucidn se diluye con cuatro volimenes de agua y se sone
té a un procedimiento de extraccidén a pH variable como eon
el Ejenplo 2, con la excepcidén de que los extractos se obtig
nen a log siguientes velores de pH: 6,0, 6,5, 7,0, 7454 8,0,
8,5 y 9,0. Para cada extraccidén se emplean 40 ml de cloro-
formo. Los extractos a pH 6,0, 8,5 y 9,0 se coubinan para
dar 1,0 g de aducto de espiranicina-bis~urea en forma de
sdlido blanco. El espectro wliravioletbe del aducto es prdc-
ticamente igual al de la espiramiecing A gin reaccionar
zquu = 23,000). ELl espectro RMN es comparable al de la
espiramicina A, excepto en la desaparicidn de la sefial del
ﬁrotén de aldehido.

Fl aducto de espiramicina~bis-~uree se convierte en
espiramicina disgolviendo 20 mg del mismoe en 1 ml de etenol,
afladiendo 4 ml de tempén a pH 5,5 y tratendo la mezcla en
sutoclave duronte 20 minutos a 120°C,

Tos aductos de bis-urea de otros antibidticos de
necrolida conteniendo un grupo aldghido, comprendidas la
macroci;é, desmicosina, lactenocina, carbomicina, carbomi-
cina B, nidamicina, otros mismbros de la serie de la espi—
ramicina y miembros de la serie de la leucomicina, pueden

ser preparados de forme similar,

En resumen, la Patente de Invencién que se solici~
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REIVINDICACTIONES

1. Un procedimiento para la preparacidn de un
aducto de un antibidtico de mamcrolida conteniendo aldehido
y una urea, caracterizado por mezclar la ures y el antibid-
tico en un medio neutro o bdsico, en cantidades suficien-
tes para proporcionar por lo menos dos moles de ureg por

mol de antibiético, estando representeda dicha urea por la

HZN-ﬁ-Am
o}

donde Am es -NH-R, siendo R fenilo, tolilo, halofenilo o txf
R! T

férmules

fluormetilfenil; o Hﬁ:;v; donde R' y R" son independiente~
mente hidrdgeno, alquilo 01-64 o alquenilo 62—04, no pasan-
do de 4 la suua de los dlomos de carbono en RY y RY, '
2, Un procedimiento segin la Reivﬁndicaoién 1,
caracterizado por saturar uns solucidn acuosa o alcohdélica
del entibidtico de macrolida con urea, mantener le solucidn
saturade a la temperaturs ambiente haéta gue la reaocién

es completa, diluir la mezcle de reaccidn con agua, ajus-

tar el pH de le mezcla a 9 aproximadamente y precipiter,

separar y purificar el producto.

3¢« Un procediniento segin la Reivindicacidn 2,
caracterizado porgue el antibidtico de macrolida se encuen-
tra en forma de sal.

4. Un procedimiento segin las Reivindicaciones 1,
2 & 3, caracterizedo porque el entibidtico de macrolida es
tilosing, macrocina, desmicosina, lactenocina, carbomicina,
carbomicina B, nidamicine, una de las espiramicinas A, B,
C o D o leuconicina Ay g

5, Un procedimiento segin la Reivindicacidn 1,
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caracterizado porque el antibibtico de macrolida es tﬂgg-
sina. A | ' '

6. Un procedimiento segin la reivindicacién 4
caracterizado porque el antibidtico de macrolida es desmi-
cosina. ' R

V 7. Se reivindica por ltimo como objeto sobre
el que ha de redaer la patente de invencidn que se solicita:
"UN fROCEDIMIENTO PARA LA PREPARACION DE UN ADUCTO DE UN AR
TIBIOTICO DE MACROLIDA".

Todo conforme Queda descrito y reivindicado en

la presente memoria descriptiva que consta de veintiuna .:

| phginas mecanografiadas.

Madrid, 3 diciembre 1.968

BERNARDO UNGRIA
PeDo ’
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