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DESCRIPCION

Yoduros de ésteres de acido graso de dimetilaminoetanol con actividad bacteriostatica, micostatica, estatica
respecto a levaduras y/o microbicida para su uso en formulaciones de limpieza o de purificacion

Campo de la invencion

[0001] La presente invencion se refiere a agentes con actividad bacteriostatica, micostatica y estatica respecto a
levaduras y/o microbicida que se usaran en formulaciones de purificacion o de limpieza para la piel, las mucosas y el
oido, y a un proceso para preparar dichos agentes.

Estado de la técnica

[0002] El documento US 6.420.330 describe microbicidas constituidos por sales de éster de alcanolamina de acido
carboxilico cuaternario y mas particularmente:

- sales de mono-, di- y triéster de alqultrietanolamina,
- sales de mono-, y diéster de dialquildietanolamina,
- sales de monoéster de trialquiletanolamina.

[0003] Estos productos se obtienen usando esencialmente un proceso de 3 etapas:

1) Mono-, di- o triesterificacion de la mono-, di- o trialcanolamina correspondiente mediante
transesterificacion,

2) posterior cuaternizacion por medio de un haluro de alquilo, obteniendo de este modo la sal cuaternaria
correspondiente del mono-, di- o triéster de haluro de mono-, di- o trialcanolamonio,

3) conversion opcional en la sal deseada mediante reaccion de intercambio con una sal alcalina o
alcalinotérrea que tiene el anion deseado (es decir formiato, acetato, tartrato, dicarboxilato, un haluro diferente
del presente al final de la etapa (2), sulfato o nitrato).

[0004] Esta sintesis presenta una serie de desventajas, principalmente la necesidad de formar una sal de amonio
cuaternario mediante reaccion con agentes alquilantes tales como haluros de alquilo que son téxicos y la necesidad
de operar, al menos en las primeras dos etapas, en presencia de disolventes organicos.

[0005] En los campos de las formulaciones cosméticas y la limpieza de la piel, existe una necesidad cada vez mayor
del suministro de sustancias que sean lo mejor toleradas y mas biocompatibles posible y ademas que puedan
sintetizarse al tiempo que se evita o al menos se reduce el uso de disolvente organico y reactivo téxico, usando, por
lo tanto, reactivos que son, a su vez, biocompatibles.

[0006] Un reactivo que puede clasificarse de este modo es, por ejemplo, dimetilaminoetanol, es decir una sustancia
que se encuentra a bajas concentraciones en el cerebro humano y en algunos alimentos (sardinas y anchoas) y que
es un ingrediente usado recientemente en formulaciones cosméticas como locién tonificante cutanea con actividad
anti-arrugas.

Sumario

[0007] EI Solicitante ha preparado ahora nuevas sales de ésteres de acido graso de dimetilaminoetanol de formula
general (I)

en la que R es un radical alquilo Cs-C+s lineal o ramificado, X = I, y que, ademas de ser biocompatible, tiene
actividad bacteriostatica, micostatica, estatica respecto a levaduras y/o microbicida.

[0008] Ademas de tener dichas propiedades, estas sales son lo suficientemente hidrosolubles con propiedades
tensioactivas, de modo que dichas soluciones acuosas, que las contienen, forman una cantidad sustancial de
espuma.

[0009] Estas sales pueden usarse, por lo tanto, ventajosamente en formulaciones de purificacion o de limpieza de la
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piel, las mucosas y el pabellén auricular.

[0010] Por lo tanto, un aspecto adicional de la presente invencion son dichas formulaciones de limpieza o de
desinfeccion para la piel, las mucosas o el oido que comprenden al menos uno de dichos agentes con actividad
bacteriostatica, micostatica, estatica respecto a levaduras y/o microbicida.

[0011] Un aspecto adicional de la presente invencidon es un proceso para preparar la sal de formula (I) que
comprende las siguientes etapas:

a) esterificar dimetilaminoetanol con un haluro de férmula RCOX', en la que X' es un halégeno seleccionado
entre cloruro y bromuro, opcionalmente en presencia de un aceptor de iones hidrégeno, obteniendo de este
modo el éster de formula (II),

H,C o. _R
3 /\N/\/ \ﬂ/
H,C 5

(1

en la que R tiene los significados mencionados anteriormente,

b) salificar el éster de férmula (ll) tratando la mezcla de reaccién obtenida de la etapa (a) con acido HX”, en la
que X” = |, para obtener las sales de férmula ().

Descripcion de la figura
[0012]

La figura 1 representa el espectro IR de miristato de yoduro de etildimetilamonio preparado como se describe
en el ejemplo 3.

La figura 2 muestra la curva de letalidad con respecto a P. aeruginosa obtenida para las concentraciones de
Control, 1, 2, 4 x CIM de miristato de yoduro de etildimetilamonio.

La figura 3 muestra la curva de letalidad con respecto a Staphylococcus aureus OXA-S obtenida para las
concentraciones de Control, 1, 2, 4 x CIM de miristato de yoduro de etildimetilamonio.

La figura 4 muestra la curva de letalidad con respecto a Staphylococcus aureus OXA-R obtenida para las
concentraciones de Control, 1, 2, 4 x CIM de miristato de yoduro de etildimetilamonio.

La figura 5 muestra la curva de letalidad con respecto a Staphylococcus epidermidis OXA-R obtenida para las
concentraciones de Control, 1, 2, 4 x CIM de miristato de yoduro de etildimetilamonio.

La figura 6 muestra la curva de letalidad con respecto a Staphylococcus epidermidis OXA-S obtenida para las
concentraciones de Control, 1, 2, 4 x CIM de miristato de yoduro de etildimetilamonio.

La figura 7 muestra la curva de letalidad con respecto a Streptococcus pyogenes obtenida para las
concentraciones de Control, 1, 2, 4 x CIM de miristato de yoduro de etildimetilamonio.

La figura 8 muestra la curva de letalidad con respecto a Candida albicans obtenida para las concentraciones
de Control, 1, 2, 4 x CIM de miristato de yoduro de etildimetilamonio

Descripcion detallada de la invencién

[0013] En resumen, la invencion se refiere a sales de formula (I). Se prefieren sales en las que R es un radical
alquilo C10-C14 lineal o ramificado. Mas preferiblemente, R es un radical alquilo C+3 lineal, es decir el acido graso del
éster es acido miristico.

[0014] De acuerdo con la invencion, X es yoduro.

[0015] A este respecto, las sales de la invencion que presentan un anién yoduro pueden prepararse mediante el
proceso de la invencion realizando las etapas (a) y (b) en un disolvente acuoso y usando hidréxido sddico en la
etapa (a) como aceptor de iones hidrégeno. En este caso, después de afadir acido clorhidrico, el yoduro precipita al
enfriarse y puede separarse de la mezcla de reaccion mediante filtracion.

[0016] Las formulaciones de purificacion o de limpieza cutanea de la presente invencién contienen preferiblemente
las sales de la presente invencion a concentraciones entre el 0,001 y el 1%, mas preferiblemente a concentraciones
entre el 0,05y el 0,1% en peso respecto al peso total de la formulacion.
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[0017] Las formulaciones de limpieza o de purificacion para la piel y las mucosas de la presente invencion son
preferiblemente de base acuosa y contienen preferiblemente aditivos usados habitualmente en formulaciones de
limpieza, tales como tensioactivos catidnicos, anféteros y no idnicos y conservantes, etc.

[0018] Las formulaciones de limpieza o de purificacion adecuadas para la piel de la presente invencion estan
preferiblemente en forma de jabones, lociones o emulsiones anti-espinillas y anti-acné o en forma de champues anti-
caspa.

[0019] Las formulaciones de limpieza o de purificacion adecuadas para las mucosas son adecuadas en particular
como limpiadoras para higiene intima y estan en forma de lociones o emulsiones fluidas.

[0020] Las formulaciones de limpieza o de purificacion de oidos de acuerdo con la presente invencion estan
preferiblemente en forma de soluciones acuosas, mas preferiblemente soluciones fisiologicas, y también pueden
contener tensioactivos auxiliares.

[0021] Los siguientes ejemplos de la preparacion de las sales de férmula (I) y las evaluaciones relativas de actividad
bacteriostatica, micostatica, estatica respecto a levaduras y/o microbicida se proporcionan a modo de ilustracion no
limitante.

EJEMPLO 1 - Preparacion de laurato de yoduro de etildimetilamonio

[0022] Se prepara una solucion de 8,9 g de dimetilaminoetanol y 4,0 g de hidréxido sédico en 70 g de agua. Se
afaden lentamente 21,8 g de cloruro de lauroilo a temperatura ambiente a la solucion mencionada anteriormente
mantenida en agitacion. Una vez completada la adicion, la mezcla de reaccion se calienta a 80°C durante 2 horas
hasta que se vuelve transparente. A continuacion se enfria a temperatura ambiente y se afiaden 22,4 g de acido
yodhidrico al 57% p/p. Esto se enfria a continuacion a temperatura ambiente y se obtiene un precipitado cristalino
que se retira por filtracion y se seca: rendimiento de la reaccion: 85%.

EJEMPLO 2 - Preparacion de miristato de yoduro de etildimetilamonio

[0023] Siguiendo el mismo método operativo que el usado en el ejemplo anterior con la Unica diferencia de que el
cloruro de lauroilo es sustituido por la misma cantidad de cloruro de miristilo, se obtiene miristato de yoduro de
etildimetilamonio. El producto final, separado de la mezcla de reacciéon mediante filtracion, se recristaliza a partir de
una mezcla de etanol:agua (1:1) y se seca a temperatura ambiente al vacio: punto de fusién del producto: 54°C;
rendimiento de la reaccion: 75%.

[0024] EI producto cristalizado se analiza con un espectrometro IR de Perkin Elmer, estando representado el
espectro relativo en la figura 1 a partir de la cual puede verse que:

[0 Los picos en aproximadamente 3000 cm™ se refieren a la cadena alifatica del éster
[0 Los picos en 3366 y 2452 cm” se refieren al nitrégeno cuaternario, y
0 Elpicoen1713 cm™ se refiere al pico de CO presente en el grupo éster.

EJEMPLO 3 - Preparacion de laurato de cloruro de etildimetilamonio (comparativo)

[0025] 8,9 g de dimetilaminoetanol se disuelven en 40 g de tolueno. A esta solucion se le afiaden 5 g de resina
catiénica Amberlite IRA 400 (resina catidnica mediante reticulacion de bencil-dimetil(2-hidroxietil)Jamonio) con
agitacion. Se afiaden lentamente 21,8 g de cloruro de lauroilo. La mezcla se calienta a continuacion a reflujo durante
2 horas. Después de enfriarla, la masa solidifica. A continuacion se afiaden 25 g de etanol, y después de calentarla a
70°C la resina se retira por filtracion y la mezcla se enfria a temperatura ambiente. A continuacion se obtiene un
precipitado cristalino que se separa de la mezcla de reaccion y se seca al vacio a temperatura ambiente en un
horno.

Rendimiento de la reaccion: 75%.

EJEMPLO 4 - Preparacion de laurato de bromuro de etildimetilamonio (comparativo)

[0026] Siguiendo el mismo método operativo que el usado en ejemplo 3, con la Unica diferencia de que el cloruro de
lauroilo es sustituido por la misma cantidad de bromuro de lauroilo, se obtuvo el compuesto del titulo. Rendimiento
de la reaccion: 70%.

Evaluacion de la actividad bacteriostatica, micostatica y estatica respecto a levaduras

[0027] se realizaron ensayos usando protocolos turbidimétricos convencionales de evaluacion de la CIM
(Concentracion Inhibitoria Minima) del miristato de yoduro de etildimetilamonio en ambas colonias de recogida y en
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otras cepas disponibles. Los valores se expresaron en ppm y representan los limites de concentracion en solucion
acuosa de dicha sal, por encima de los cuales no es evidente mas crecimiento bioldgico.

Cepa CIM (ppm)
Candida albicans ATCC10231 10
Bacillus subtilis ATTCC 6633 2
Staphylococcus aureus ATCC 25923 3
Pseudomonas aeruginosa 25
Escherichia coli ATTC11229 15
Aspergillus fumigatus 15

[0028] Los valores anteriores, cuando se expresan en % de concentracion (p/p), estan entre el 0,002 y el 0,025%.
Evaluacion de la actividad antimicrobiana de miristato de yoduro de etildimetilamonio

[0029] Se realizé un estudio con el objetivo de caracterizar la actividad antimicrobiana del miristato de yoduro de
etildimetilamonio contra microorganismos pertenecientes a las siguientes especies:

- Staphylococcus aureus resistente y sensible a oxacilina/meticilina, indicados brevemente como Oxa-R S.
aureus 'y Oxa-S S. aureus respectivamente;

- Staphylococcus epidermidis resistente y sensible a oxacilina/meticilina, indicados brevemente como Oxa-R
S. epidermidis y Oxa-S S. epidermidis respectivamente;

- Pseudomonas aeruginosa

- Candida albicans

- Streptococcus pyogenes.

[0030] La cepa de control para todos los microorganismos del género Staphylococcus era Staphylococcus aureus
ATCC 25923, mientras que para Pseudomonas aeruginosa la cepa de control era Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853.

Evaluacién de la CIM y la CMM

[0031] Los valores de Concentraciones Inhibitorias Minimas (CIM) y Concentraciones Microbicidas Minimas (CMM)
se obtuvieron mediante el método de microdilucién en caldo liquido o el método de dilucién en agar de acuerdo con
las Directrices del National Committee for Clinical and Laboratory Standards (Comité Nacional para Estandares de
Laboratorio Clinico) (NCCLS).

[0032] Dichos métodos estipulan el indculo de 1-5 x 10° UFC/ml en pocillos de una microplaca o en agar que
contiene concentraciones graduadas de miristato de yoduro de etildimetilamonio, disuelto en el sustrato de cultivo
adecuado para el ensayo de microorganismos.

[0033] Especificamente, para determinar los valores de CIM, se usaron los siguientes caldos:

- Mueller Hinton al que se afadieron cationes para S. aureus, S. epidermidis y P. aeruginosa,
- Mueller Hinton suplementado con sangre de carnero (5%) para Streptococcus pyogenes,
- Sabouraud para Candida albicans,

[0034] Después de 18 horas de incubacion, la concentracion mas baja de miristato capaz de inhibir el crecimiento
del microorganismo correspondia a la CIM. Los valores obtenidos se muestran en la Tabla a continuacion.

[0035] La CMM, definida como la concentracion mas baja de miristato de yoduro de etildimetilamonio capaz de
determinar la muerte del 99,9% de la poblacién microbiana inicial, se determiné a través del método de
microdilucién, sembrando una alicuota de cada pocillo de la microplaca usada para la evaluacién de CIM en placas
de sustrato adecuado y posteriormente mediante incubacion durante 18-24 horas en el caso de las bacterias (S.
aureus, S. epidermidis, P. aeruginosa y Streptococcus pyogenes) y 48-72 horas en el caso del hongo Candida
albicans.

[0036] Especificamente, para determinar los valores de CMM se usaron los siguientes sustratos:

- Mueller Hinton para S. aureus, S. epidermidis y P. aeruginosa,
- Mueller Hinton suplementado con sangre de carnero (5%) para Streptococcus pyogenes,
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- Sabouraud para Candida albicans,
[0037] Los valores obtenidos se muestran en la Tabla a continuacion.

Tabla: CIM y CMM de miristato de yoduro de etildimetilamonio

Microorganismo CIM (ug/ml) | CMM (ug/ml)
Cepa de control: 128 128
S. aureus ATCC 25923

Oxa-R S. aureus 64 128
Oxa-R S. epidermidis 64 256
Oxa-S S. epidermidis 32 128
Oxa-S S. epidermidis 64 128
Cepa de control: 32 > 256
P. aeruginosa ATCC 27853

P. aeruginosa 32 > 256
Candida albicans 16 32

S. pyogenes 32 128

[0038] Como es evidente a partir de la Tabla, la sal de la invencion tiene una buena actividad inhibidora contra
bacterias y una actividad inhibidora muy buena contra el hongo C. albicans.

[0039] En cuanto a la CMM, la sal de la invencién muestra también una buena actividad microbicida, particularmente
contra C. albicans.

Curvas de letalidad

[0040] La cinética de letalidad se obtuvo en cepas microbianas que eran representativas de cada especie
microbiana indicada anteriormente. Las concentraciones usadas de miristato de yoduro de etildimetilamonio fueron:
1, 2, 4 x CIM. Para cada microorganismo, se obtuvo la curva de crecimiento sin adicion de miristato (curva de
control). Las curvas de letalidad en el caldo de cultivo adecuado que contenia miristato en las concentraciones
indicadas anteriormente se obtuvieron inoculando una cantidad microbiana de 1-5 x 10° ufc/ml. Después de 0, 3,6y
24 horas de incubacion a 37°C las bacterias que seguian presentes se contaron, sembrando, por duplicado, una
alicuota de caldo de cultivo en placas que contenian el sustrato adecuado. Para Candida albicans, la incubacién se
prolongé hasta 48-72 horas. Se consideraba que la actividad antimicrobiana era microbicida, cuando una
disminucion de al menos 3 log de recuentos microbianos, con respecto al indculo inicial, estaba presente, mientras
que en caso de una disminucion inferior a 3 log, la actividad antimicrobiana se consideraba como estatica.

[0041] Especificamente, para obtener las curvas de letalidad se usaron los siguientes sustratos:

- Mueller Hinton para S. aureus, S. epidermidis y P. aeruginosa,
- Mueller Hinton suplementado con sangre de caballo lisada (5%) para Streptococcus pyogenes,
- Sabouraud para Candida albicans.

[0042] Las curvas de letalidad se representan en las figuras adjuntas 2-8. Como puede observarse a partir de las
figuras 3-7, la sal de la invenciéon muestra actividad microbicida contra especies ensayadas de Staphylococcus y
Streptococcus a concentraciones de 2 x CIM y 4 x CIM, y actividad bacteriostatica a concentracién mas baja. En lo
que respecta a la actividad contra P. aeruginosa de la figura 2, el compuesto de la invencién muestra actividad
antimicrobiana predominantemente estatica. Ventajosamente, la actividad microbicida de la sal de la invencion
contra C. albicans de la figura 8 era alta, incluso a una concentracion de 1 x CIM.
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REIVINDICACIONES

1. Sales de ésteres de acido graso de dimetilaminoetanol de férmula general (1)

X ¢
()

en la que R es un radical alquilo Cs-C+s lineal o ramificado, X =I".
2. Sales de acuerdo con la reivindicacién 1, en las que R es un radical alquilo C10-C14 lineal o ramificado.
3. Sales de acuerdo con la reivindicacion 2, en las que R es un radical alquilo C+3 lineal.

4. Uso de sales de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-3, como agentes bacteriostaticos, micostaticos,
estaticos respecto a levaduras y/o microbicidas.

5. Formulaciones que comprenden al menos una sal de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en las
que se dice que al menos una sal esta a concentraciones entre el 0,001 y el 1% en peso, del peso total de la
formulacion.

6. Formulaciones de acuerdo con la reivindicacién 5, en las que dicha concentracion esta entre el 0,05 y el 0,1%.

7. Formulaciones de acuerdo con la reivindicacion 5 o la reivindicaciéon 6, para limpiar o purificar la piel o las
mucosas, siendo dichas formulaciones de base acuosa.

8. Formulaciones de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 5-7, estando dichas formulaciones en forma de
jabones, lociones o emulsiones anti-acné.

9. Formulaciones de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 5-7, estando dichas formulaciones en forma de
champu anti-caspa.

10. Proceso para preparar sales de formula general (I) que comprende las siguientes etapas:

a) esterificar dimetilaminoetanol con un haluro de férmula RCOX', en el que X' es un halégeno seleccionado
entre cloruro y bromuro, obteniendo de este modo el éster de formula (Il),

H,C. O._R
3 /N/\/ \[(
H,C !

(I

en la que R es un radical alquilo Cs-C+s lineal o ramificado,

b) salificar el éster de formula (ll) tratando a la mezcla de reaccién obtenida de la etapa (a) con el acido HX",
en el que X” = |, para obtener las sales de férmula ().

11. Proceso de acuerdo con la reivindicacion 10, en la que la etapa (a) se realiza en presencia de un aceptor de
iones hidrégeno.

12. Proceso de acuerdo con la reivindicacion 11 para preparar la sal de férmula (1) en la que X =17, en el que las
etapas (a) y (b) se realizan en un disolvente acuoso y en la etapa (a) se usa hidréxido sédico como aceptor de iones
hidrégeno, y al completarse la etapa (b) después de afiadir una cantidad estequiométrica de acido yodhidrico, la sal
precipita directamente a partir de la mezcla de reaccién acuosa al enfriarla.
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REFERENCIAS CITADAS EN LA DESCRIPCION

Esta lista de referencias citadas por el solicitante es sélo para la comodidad del lector. No forma parte del
documento de patente europea. Aunque se ha tomado especial cuidado en la compilacién de las referencias, no se
pueden excluir errores u omisiones y la OEP rechaza toda responsabilidad a este respecto.

Documentos de patentes citados en la descripcion

¢ US 6420330 B [0002]
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