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DESCRIPCION
Método para separar un compuesto macrolido ciclico
Campo técnico

La presente invencion se refiere a un método para la separacion y purificaciéon de un compuesto macroélido ciclico,
concretamente tacrolimus, que es util como, por ejemplo, productos farmacéuticos.

Técnica antecedente

Entre los compuestos macrdlidos ciclicos, existe una gran cantidad de sustancias utiles como productos
farmacéuticos tales como antibidticos, por ejemplo, eritromicina, y farmacos inmunosupresores, por ejemplo,
tacrolimus. Muchos de los compuestos macrdlidos ciclicos se recogen de productos de microorganismos cultivados.
Como dichos productos cultivados contienen gran cantidad de sustancias analogas diferentes al compuesto
macrdlido ciclico diana, se han notificado diversas técnicas para separar solo el compuesto diana.

Por ejemplo, como método de purificacién clasico de un compuesto natural, existe una técnica donde una solucion
de ensayo se somete a una cromatografia en columna de gel de silice en la plata esta soportada sobre gel de silice
y se separan los compuestos que tienen un doble enlace en la estructura principal de los compuestos que no tienen
un doble enlace (por ejemplo, Bibliografias no de patente 1y 2).

Tacrolimus y sustancias analogas del mismo tienen un componente que tiene un doble enlace en la estructura
principal de la cadena secundaria y un componente que no tiene un doble enlace. Por lo tanto, se notifica una
técnica donde la plata esta soportada en una resina de intercambio idnico fuertemente acida y una mezcla de
tacrolimus y sustancias analogas del mismo se pasan a través de la resina para separar el tacrolimus y las
sustancias analogas (Bibliografia de patentes 1). Ademas, se notifica una técnica donde una mezcla se adsorbe en
una resina adsortiva no iénica para separar tacrolimus y sustancias analogas del mismo mediante el uso de un
disolvente acuoso que contiene ion plata, o similar (Bibliografia de patentes 2).

El documento JP 2007/516951 divulga el uso de compuestos macrdlidos para tratar o prevenir una enfermedad
pulmonar.

El documento W099/49863 A1 divulga preparaciones de macroélidos para la administracion oral.

El documento JP 2005/531603 divulga agentes antibacterianos macroélidos de 3-descladinosil-5-O-carbamoilo y 6-O-
carbonoilo.

El documento JP 2005/315668 divulga un agente de separacion para un isémero Optico adecuado para
cromatografia liquida de alta velocidad.

Listado de citas
Bibliografias de patentes

Bibliografia de patentes 1: documento JP 3750527 B1
Bibliografia de patentes 2: documento JP 3925198 B1

Bibliografias no de patentes

Bibliografia no de patentes 1: Isolation and Generation of Substances, Otake, et al., p. 70 (University of Tokyo
Press, 1976)
Bibliografia no de patentes 2: J. Chromatograph. 69, 207 (1972)

Sumario de la Invenciéon
Problemas que va a resolver la invenciéon

Sin embargo, aunque las técnicas descritas en las anteriores bibliografias de patentes son eficaces para la
separacion de un compuesto que tiene un doble enlace en la cadena secundaria y un compuesto que no tiene un
doble enlace, no son eficaces para la separacion de tacrolimus y un compuesto que tenga un doble enlace en la
cadena secundaria, que sea igual a la de tacrolimus. De hecho, se ha sabido que un producto cultivado que contiene
tacrolimus incluye un compuesto que tiene un doble enlace en la cadena secundaria de la misma forma que
tacrolimus. Ademas, como se usa un compuesto de plata, se requieren técnicas para llevar a cabo una operacion de
retirar completamente la plata en una etapa de tratamiento posterior. Es también necesaria una consideracion desde
un punto de vista ambiental, ya que también es necesaria el tratamiento del liquido residual.
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Por lo tanto, la presente invencién es para proporcionar un método capaz de separar un compuesto macrdlido ciclico
diana sin utilizar un compuesto de plata incluso cuando se mezcla un compuesto que tiene un doble enlace similar al
compuesto macrolido ciclico diana. Solucién al problema

Por lo tanto, los presentes inventores han realizado diversos estudios sobre las técnicas de separacion y purificacion
de una mezcla que comprende un compuesto macrélido ciclico tal como tacrolimus y compuestos analogos del
mismo como diana, y han descubierto que, cuando se emplea una cromatografia en columna de gel de silice que
utiliza un agente identificador de asimetria inmovilizado en gel de silice, al contrario que lo esperado, el tacrolimus y
sustancias analogas del mismo, que no son enantidmeros, se separan eficazmente y se puede producir tacrolimus
con una alta pureza, y la presente invencion se completd de esta manera.

Es decir, la presente invencion es para proporcionar los siguientes puntos [1] a [4].

[11 Un método para separar un compuesto macrélido ciclico a partir de una mezcla que comprende un
compuesto macrdlido ciclico y al menos uno de sus compuestos analogos, donde la mezcla se somete a
cromatografia en columna de gel de silice utilizando un agente identificador de asimetria inmovilizado en gel de
silice, donde el compuesto macrdlido ciclico es tacrolimus y el agente identificador de asimetria inmovilizado en
gel de silice es un polisacarido modificado con carbamato inmovilizado en gel de silice o un polimero sintético
modificado con una amina épticamente activa inmovilizado en gel de silice.

[2] El método de acuerdo con [1], donde el compuesto analogo del mismo es al menos uno seleccionado entre el
grupo que consiste en ascomicina, FR-901156 y FR-900525.

[3] Un método para producir un compuesto macrélido ciclico que comprende al menos uno de sus compuestos
analogos en una cantidad de menos de 0,27%, donde una mezcla que comprende el compuesto macrolido
ciclico y al menos uno de sus compuestos analogos se somete a cromatografia en columna de gel de silice
utilizando un agente identificador de asimetria inmovilizado en gel de silice, donde el compuesto macrdlido ciclico
es tacrolimus y el agente identificador de asimetria inmovilizado en gel de silice es un polisacarido modificado
con carbamato inmovilizado en gel de silice o un polimero sintético modificado con una amina dpticamente activa
inmovilizado en gel de silice.

[4] El método de acuerdo con [3], donde su compuesto andlogo se selecciona entre el grupo que consiste en
ascomicina, FR-901156 y FR-900525.

Efectos de la invencion

De acuerdo con el método de separacion de la presente invencion, el compuesto analogo, que tiene diferencias con
el compuesto macrdlido ciclico en términos de si el compuesto analogo tiene dobles enlaces en cadenas
secundarias 0 no y el compuesto analogo contiene un nimero de atomos de carbono mayor o menor de 1 0 2, y
similar, puede separarse con un buen rendimiento. Incluso aunque la columna que se vaya a usar sea una columna
que tiene esencialmente un agente identificador de asimetria, era totalmente inesperado que el compuesto analogo
que es ligeramente diferente del compuesto macrélido ciclico en el niumero de atomos de carbono pudiera
separarse.

Breve descripcion de los dibujos

La Fig. 1 es una grafica que ilustra un estado de separacion mediante el método de separacion del Ejemplo 1.

La Fig. 2 es una grafica que ilustra un estado de separacion mediante el método de separacion del Ejemplo
comparativo 1.

La Fig. 3 es una grafica que ilustra un estado de separacion mediante el método de separacion del Ejemplo
comparativo 2.

Descripcion de las realizaciones

La presente invencion se refiere a un método de separacion y purificacion de un compuesto macrélido ciclico diana a
partir de una mezcla que comprende el compuesto macrélido ciclico y al menos uno de sus compuestos analogos
mediante cromatografia en columna de gel de silice utilizando un agente identificador de asimetria inmovilizado en
gel de silice.

El compuesto macrélido ciclico es tacrolimus.

Los ejemplos del compuesto analogo del compuesto macroélido ciclico incluyen un compuesto analogo contenido en
un producto cultivado cuando el compuesto macroélido ciclico se produce mediante una técnica de cultivo. Sus
ejemplos incluyen compuestos que tienen diferencias estructurales respecto del compuesto macrolido ciclico, que se
basan en si un doble enlace esta incluido en una cadena secundaria o no y en si el nUmero de atomos de carbono
en la estructura de 1 o 2. Los ejemplos de compuesto analogo de tacrolimus incluyen ascomicina (FK520), FR-
901156 y FR-900525. Las estructuras de tacrolimus, ascomicina, los documentos FR-901156 y FR-900525 se
muestran en lo sucesivo.
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OCHj3

Tacrolimus; FES06 Ascomicina; FESZ200

“OCH4

OCHg _ OCH,
(FR-901156) (FR-900525)
Compusesto I Compuesto IT

Una mezcla que comprende un compuesto macrdlido ciclico y al menos uno de sus compuestos analogos utilizada
en la presente invencion es preferentemente una mezcla que comprende tacrolimus y al menos uno seleccionado
entre el grupo que consiste en ascomicina, FR-901156 y FR-900525. Mas especificamente, es preferible un producto
purificado bruto de una solucién cultivada que contiene dicha mezcla.

La mezcla contiene preferentemente un 60% en masa (denominada simplemente a partir de ahora en el presente
documento como %) o mas de tacrolimus, mas preferentemente contiene un 70% o mas, e incluso mas
preferentemente contiene un 80% o mas. Ademas, el limite superior del contenido de tacrolimus es preferentemente
un 98% o menos, mas preferentemente un 95% o menos, e incluso mas preferentemente 90% o menos. Un
contenido especifico de tacrolimus en la mezcla es preferentemente de 60 a 90%, mas preferentemente de 70 a
95%, e incluso mas preferentemente de 80 a 98%. La cantidad total del compuesto anadlogo en la mezcla es
preferentemente un 2% o mas, mas preferentemente un 4% o mas, adicionalmente preferentemente un 5% o mas.
El compuesto analogo esta contenido preferentemente en la mezcla, preferentemente en una cantidad de 2 a 10%,
mas preferentemente de 4 a 10%, incluso de forma mas preferente de 5 a 10%.

Un ejemplo de la mezcla incluye un producto purificado bruto de un producto cultivado de microorganismos
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productores de tacrolimus. Los ejemplos de los microorganismos productores de tacrolimus incluyen los
microorganismos descritos en el documento JP-B N.° 3-38276, por ejemplo, microorganismos productores de
tacrolimus que pertenecen a Sptreptomyces, microorganismos productores de tacrolimus que pertenecen a
tacrolimus tsukubaensis, pertenecientes a Streptomyces tsukubaensis, Streptomyces tsukubaensis N.° 9993, y
similares. Los ejemplos de productos purificados brutos incluyen los productos purificados brutos descritos en la
gaceta oficial.

En la presente invencion se utiliza una columna de agente identificador de asimetria inmovilizado en gel de silice
como columna de separacion. Tacrolimus y uno de sus compuestos analogos no son enantimeros, pero son
compuestos que tienen diferentes estructuras. Independientemente del hecho, era inesperado que tacrolimus y uno
de sus compuestos analogos se pudieran separar eficazmente.

Los ejemplos de agente identificador de asimetria inmovilizado en gel de silice incluyen un polisacarido modificado
con carbamato inmovilizado en gel de silice, y un polimero sintético modificado con una amina 6pticamente activa
inmovilizado en gel de silice. Los ejemplos de polisacaridos modificados con carbamato incluyen celulosa modificada
con carbamato, amilosa modificada con carbamato, agarosa modificada con carbamato, amilopectina modificada con
carbamato, y ciclodextrina modificada con carbamato. Los ejemplos mas especificos incluyen los polisacaridos
modificados con fenilcarbamato representados por la férmula (1) descrita a continuacion:

R1
UR?
—CONH {1
@

(donde R", R? y R? son iguales o diferentes y representan un atomo de hidrégeno, un atomo de halégeno, un grupo
alquilo, un grupo alquenilo, un grupo alquinilo, un grupo alcoxi, un grupo arilo o un grupo alcanoilo). En el presente
documento, un grupo alquilo que tiene de 1 a 6 atomos de carbono es preferible como el grupo alquilo, un grupo
alquenilo y un grupo alquinilo que tienen, cada uno de ellos, de 2 a 6 atomos de carbono, son preferibles como el
grupo alquenilo y el grupo alquinilo. Un grupo alcoxi que tiene de 1 a 6 atomos de carbono es preferible como el
grupo alcoxi. Un grupo fenilo es preferible como el grupo arilo. Un grupo alcanoilo que tiene de 2 a 6 atomos de
carbono es preferible como el grupo alcanoilo.

Los ejemplos de las aminas 6pticamente activas incluyen (R) o (S) naftiletilamina y (R) o (S) feniletilamina.

El método de separacién de la presente invencidon puede llevarse a cabo de la misma manera que en la
cromatografia en columna de gel de silice general excepto que se utiliza como columna la columna de agente
identificador de asimetria inmovilizado en gel de silice anteriormente descrita. Por ejemplo, una mezcla que
comprende un compuesto macrdlido ciclico y uno de sus compuestos analogos se pasa a través de una columna de
agente identificador de asimetria inmovilizado en gel de silice que posteriormente puede eluirse con un eluyente util
para la elucion de los compuestos. Preferentemente, se usa como eluyente una soluciéon mixta de un hidrocarburo
saturado tal como hexano, alcoholes y/o éteres, una solucion mixta de acetonitrilo, alcoholes, éteres, agua, y
similares.

La pureza del tacrolimus obtenida de acuerdo con el método de la presente invencion es preferentemente del 99,0%
0 mas, mas preferentemente del 99,5% o mas, e incluso mas preferentemente del 99,7% o mas. Cada contenido del
compuesto | y del compuesto Il es preferentemente del 0,1% o menos, y la cantidad total de compuestos analogos
de ascomicina, el compuesto | y el compuesto Il es preferentemente menos del 0,27%.

Ejemplos
Los detalles de la presente invencion se explicaran con referencia a los ejemplos.
Ejemplo de referencia 1

Un medio (150 ml, pH 6,5) que contienen glicerina (1%), almidon de maiz (1%), glucosa (0,5%), polvo de semillas de
algodon (1%), licor de maiz fermentado (0,5%), levadura seca (0,5%) y carbonato de calcio (0,2%) se esteriliza a
120 °C durante 30 minutos. El medio esterilizado se inocula con un asa de siembra de un producto cultivado en
tubos de cultivo de la cepa n.° 9993 de Streptomyces tsukubaensis (la corporacion administrativa independiente, The
National Institute of Advanced Industrial Science and Technology, organismo depositario de organismos patentados,
numero de registro FFRM BP-927) y se llevd a cabo el cultivo con agitacion a 30 °C durante 4 dias. Un medio (151,
pH 6,8) que contiene almidén soluble (4,5%), licor de maiz fermentado (1,0%), levadura seca (1%), carbonato de
calcio (0,1%) y Adekanol (0,1%) se inoculd con el anterior producto cultivado obtenido y se cultivé a 30 °C durante 4
dias.
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Se afiadieron el carbén activo y tierra de diatomeas al caldo de cultivo obtenido y se filtraron. Se extrajo una mezcla
de micelio con 8 | de acetona para concentrar el extracto. Se afiadieron 170 g de cloruro de sodio y 1,7 | de acetato
de etilo al producto concentrado y, tras agitar, se retird la capa acuosa. La capa organica se lavé con una solucion
acuosa de cloruro de sodio y, a continuacion, se concentré la capa de acetato de etilo. El producto concentrado
obtenido se sometié a cromatografia en columna de gel de silice, y las fracciones de tacrolimus eluidas con
soluciones mixtas de acetato de etilo:n-hexano de (1:1) y (4:1) se concentraron para obtener de esta manera una
mezcla que comprendia tacrolimus, ascomicina, 17-pr0pi|-1,14-dihidroxi-12-&2-(4-hidroxi-3-metoxiciclohexil)-1-
metilvinil]-23,25-dimetoxi-13,19,21,27-tetrametil-11,28-dioxa-4-azatriciclo[22.3.1 o* Joctacos-18-eno-2,3,10, 16-
tetraona (abreviada a partir de ahora en el presente documento como el compuesto 1),y 16-alil-1,13-dihidroxi-11-[2-
(4-hidroxi-3-metoxiciclohexi 1)-1-metilvinil]-22,24-dimetoxi-12,18,20,26-tetrametil-1 0,27-dioxa-4-
azatriciclo[21.3.1.04'8]heptacos-‘|7-eno-2,3,9,1 5-tetraona (abreviada a partir de ahora en el presente documento
como el compuesto Il). La relacion de la composicion es 90,5% de tacrolimus, 6,4% de ascomicina, 2,6% del
compuesto | y 0,4% del compuesto |I.

Es mejor una suma menor de las concentraciones de ascomicina, el compuesto | y el compuesto Il, que estan
contenidos en la fraccion activa separada, y se requiere que la suma sea menor de 0,27% para usos practicos.

Ejemplo 1
Separacion mediante cromatografia en columna utilizando chiralpak (marca registrada) IC

4 mg de la mezcla que contiene tacrolimus, ascomicina, el compuesto | y el compuesto Il, que se obtuvo en el
método que se muestra en el Ejemplo de referencia 1, se sometieron a cromatografia en columna utilizando 4 ml de
Chiralpak (marca registrada) IC, que es un gel de silice obtenido uniendo quimicamente tris(3,5-dichlorofenil
carbamato) de celulosa, que es un agente identificador de asimetria, y se eluyeron mediante el uso de una solucion
mixta de n-hexano: 2-propanol: metil t-butil éter (70:15:15) como eluyente.

El resultado se muestra en la Fig. 1. Se midi6 la pureza de la fraccion activa separada mediante analisis por HPLC.
En la composicién de la fraccidon eluida, tacrolimus representd un 99,88%, ascomicina representd un 0,08%, el
compuesto | representé un 0,04%, y el compuesto Il no se detecto.

Ejemplo 2
Separacion mediante cromatografia en columna utilizando Chiralpak (marca registradas) IE

De la misma forma que en el Ejemplo 1, 4 mg de una mezcla que comprendia tacrolimus, ascomicina, el compuesto
| y el compuesto Il se sometieron a cromatografia en columna utilizando 4 ml de Chiralpak (marca registrada) IE, que
es un gel de silice obtenido uniendo quimicamente tris (3,5-diclorofenil carbamato) de amilosa, que es un agente
identificador de asimetria, y se eluyeron mediante el uso de una solucidon mixta de n-hexano: 2-propanol: metil t-butil
éter (45:15:40) como eluyente.

Se midié la pureza de la fraccién activa separada mediante analisis por HPLC. En la composicién de la fraccion
eluida, tacrolimus represent6 el 100,00% y la totalidad de ascomicina, el compuesto | y el compuesto Il no se
detectaron.

Ejemplo comparativo 1

Separacion mediante cromatografia en columna usando DIAION (marca registrada) HP20SS y un eluyente que
contenia nitrato de plata

De la misma manera que en el Ejemplo 1,200 mg de una mezcla que comprendia tacrolimus, ascomicina, el
compuesto | y el compuesto Il se sometieron a cromatografia en columna utilizando 20 ml de DIAION (marca
registrada) HP20SS, y se eluyeron mediante el uso de una solucién acuosa de acetona al 50% que contenia 0,294
mol/l de plata y posteriormente, una solucién acuosa de acetona al 60% como eluyentes. El resultado se muestra en
la Fig. 2. Se midi6 la pureza de la fraccion activa separada mediante analisis por HPLC. En la composicion de la
fraccion eluida, tacrolimus representé un 99,73%, ascomicina y el compuesto | no se detectaron y el compuesto Il
represento el 0,27%.

Ejemplo comparativo 2

Separacion mediante cromatografia en columna utilizando la resina de intercambio i6nico RCP 160M de DIAION
(marca registrada) que contiene sal de plata

Se absorbieron iones plata en 15,6 ml de la resina de intercambio iébnico RCP 160M de DIAION (marca registrada)
mediante una solucion de nitrato de plata y, de la misma manera que en el Ejemplo 1,200 mg de una mezcla que
comprendia tacrolimus, ascomicina, el compuesto | y el compuesto I, se afiadieron a continuacion al anterior y se
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eluyeron mediante el uso de una solucién mixta de acetato de etilo: metanol (1:) como eluyente. El resultado se
muestra en la Fig. 3. Se midié la pureza de la fraccion activa separada mediante analisis por HPLC. En la
composicion de la fraccion eluida, tacrolimus representé un 99,35%, ascomicina representé un 0,2%, el compuesto |
era el 0,06%, y el compuesto Il era el 0,4%.

Ejemplo 3
Separacion mediante cromatografia en columna utilizando YMC Chiral NEA (marca registrada) (R)

De la misma forma que en el Ejemplo 1, 1 mg de una mezcla de tacrolimus, ascomicina, el compuesto | y el
compuesto Il se sometieron a cromatografia en columna utilizando 2,5 ml de Chiral NEA (marca registrada) (R) que
es un gel de silice sobre el cual se inmoviliza un polimero de metacrilato obtenido uniendo (R)-1-(a-naftil)etilamina,
que es un agente identificador de asimetria, y se eluyé mediante el uso de acetonitrilo al 35% como eluyente. Se
midié la pureza de la fraccidn activa separada mediante analisis por HPLC. En la composicion de la fraccion eluida,
tacrolimus representd un 99,94%, ascomicina representé un 0,02%, no se detectd el compuesto | y el compuesto |l
represento el 0,04%.
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REIVINDICACIONES

1. Un método para separar un compuesto macrolido ciclico a partir de una mezcla que comprende un compuesto
macrolido ciclico y al menos uno de sus compuestos analogos, donde la mezcla se somete a cromatografia en
columna de gel de silice usando un agente identificador de asimetria inmovilizado en gel de silice, donde el
compuesto macrolido ciclico es tacrolimus y el agente identificador de asimetria inmovilizado en gel de silice es un
polisacarido modificado con carbamato inmovilizado en gel de silice o un polimero sintético modificado con una
amina opticamente activa inmovilizado en gel de silice.

2. El método de acuerdo con la reivindicacion 1, donde el compuesto analogo es al menos uno seleccionado entre el
grupo que consiste en ascomicina, FR-901156 y FR-900525.

3. Un método para producir un compuesto macrolido ciclico que comprende un compuesto analogo del mismo en la
cantidad total de menos del 0,27%, donde la mezcla que comprende un compuesto macrolido ciclico y al menos uno
de sus compuestos analogos se somete a cromatografia en columna de gel de silice utilizando un agente
identificador de asimetria inmovilizado en gel de silice, donde el compuesto macrélido ciclico es tacrolimus y el
agente identificador de asimetria inmovilizado en gel de silice es un polisacarido modificado con carbamato
inmovilizado en gel de silice o un polimero sintético modificado con una amina épticamente activa inmovilizado en
gel de silice.

4. El método de acuerdo con la reivindicacion 3, donde el compuesto macrolido ciclico es tacrolimus y el compuesto
analogo del mismo es al menos uno seleccionado entre el grupo que consiste en ascomicina, FR-901156 y FR-
900525.
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