57

Estudios fisicoquimicos y biologicos de un
nuevo derivado de la eritromicina: el folato
de eritromicina

Physicochemical and biological studies of a new erythromycin derivate -
erythromycin folate

ManNA PK*, KuMaraN V, MoHaNTA GP

Department of Pharmacy, Annamalai University, Annamalai Nagar, Tamil Nadu 608002, India.
pkmanna@rediffmail.com

RESUMEN

Se preparé un derivado nuevo de la eritromicina, el folato de eritromicina, y se evaluaron sus propie-
dades fisicoquimicas y biolégicas. El derivado presenta una buena solubilidad en metanol, etanol y
propileno glicol. Los valores de los coeficientes de particién, que fueron 1,12 y 1,10 en sistemas de
cloroformo/agua y octanol/agua respectivamente, indican que probablemente se distribuya bien in vivo.
La potencia in vitro del derivado, 716 ug/mg, es mayor que la de derivados existentes como el estolato
de eritromicina, el estearato de eritromicina, el etil sucinato de eritromicina, el gluceptato de eritromicina
y el lactobionato de eritromicina. Las concentraciones inhibitorias minimas in vitro del derivado son
menores que las de la base frente a Klebsiella pneumonia, Pseudomonas aeruginasa, Bacillus pumilis y
Escherichia coli. Los pardmetros farmacocinéticos in vivo del derivado en conejos son los siguientes:
la vida media de eliminacién, t, es de 117,45 min. para el derivado y de 150,45 min. para la base de
eritromicina utilizada como estdndar de referencia. El volumen de distribucién V, del derivado y de la
base de eritromicina es de 177,56 % y 352,20 % respectivamente. Los resultados de la investigacién
indican que el folato de eritromicina tiene un gran potencial en aplicaciones clinicas posibles.
PALABRAS CLAVE: folato de eritromicina. Actividad antimicrobiana in vitro. Concentracién sérica in vivo. Pardmetros
farmacocinéticos.

ABSTRACT

A new derivative of erythromycin, Erythromycin folate was prepared and its physicochemical and
biological properties were evaluated. The derivative has good solubility in methanol, ethanol and propylene
glycol. The partition coefficient values of 1.12 and 1.10 in chloroform/water and octanol/water systems
respectively indicate that the derivative will probably distribute well in vivo. The in vitro potency of
the derivative, 716 ng/mg, is higher than the existing derivatives like erythromycin estolate, erythromycin
stearate, erythromycin ethyl succinate, erythromycin gluceptate, and erythromycin lactobionate. The in
vitro Minimum Inhibitory Concentrations are less for the derivative than the base against Klebsiella
pneumonia, Pseudomonas aeruginasa, Bacillus pumilis and Escherichia coli. The in vivo pharmacokinetic
parameters of the derivative in rabbits are as follows: the elimination half life, t, is 117.45 min for the
derivative while it is 150.45 min for erythromycin base the reference standard. The volume of distribution
V, is 177.56% and 352.20% for the derivative and erythromycin base respectively. The results of the
present investigations indicate that erythromycin folate has a high potential for possible clinical application.
KEY WORDS: Erythromycin folate. In vitro antimicrobial activity. In vivo serum concentration. pharmacokinetic parameters.
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1. INTRODUCCION

El uso de la eritromicina estd muy extendi-
do en el tratamiento de diversas infecciones
causadas por organismos gram positivos. Los
pacientes alérgicos a la penicilina se suelen
tratar con eritromicina. Se utiliza como alter-
nativa a la tetraciclina en el tratamiento de
infecciones uretrales, rectales o epididimales
causadas por clamidia'. La sociedad america-
na de farmacéuticos del sistema de salud (Ame-
rican Society of Health System Pharmacists)
investiga la posibilidad de utilizar eritromici-
na en infecciones de clamidia durante el em-
barazo, las infecciones de bordetella pertusis
en pacientes con pertusis y también como
adjunto a la antitoxina diftérica en el trata-
miento de las infecciones del tracto respirato-
rio causadas por cornybacterium diphtheria®.
Se utiliza para el tratamiento de la sifilis en
pacientes alérgicos a la penicilina®, para tratar
la enfermedad del legionario y también en el
tratamiento de las infecciones del tracto respi-
ratorio superior causadas por estreptococos*>.

Aunque la eritromicina se utiliza de forma
generalizada desde hace casi cinco décadas,
presenta algunas desventajas como (i) insolu-
bilidad en agua, (ii) inestabilidad en el pH
géstrico®, (iii) sabor amargo y (iv) absorcién
irregular en el tracto gastrointestinal. Desde
que se introdujo para uso clinico, se han pre-
parado diversas sales y derivados’™!®, pero sélo
algunos de ellos han tenido un reconocimien-
to oficial, como el lactobionato de eritromici-
na, el glucoheptonato de eritromicina (sales
solubles en agua), el estearato de eritromici-
na, el etilsucinato de eritromicina (sales inso-
lubles en agua), el estolato de eritromicina
(sal estérica insoluble en agua). Después de
su administracién oral la variabilidad de las
concentraciones serolégicas entre sujetos'*!?,
incluso en condiciones estandarizadas, es muy
grande, mientras que después de su adminis-
tracién intravenosa la variabilidad de los pa-
rdmetros farmacocinéticos entre sujetos es
pequefia'®. Por esta razén, la asociacion ame-
ricana de cientificos farmacéuticos (American
Association of Pharmaceutical Scientists) con-
sidera que el farmaco presenta graves proble-
mas de biodisponibilidad. Teniendo en consi-
deracién las limitaciones anteriores, se ha
preparado un nuevo derivado de la eritromi-
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1. INTRODUCTION

Erythromycin is widely used in the treat-
ment of various infections, caused by gram-
positive organisms. Patients allergic to penici-
llin are commonly treated with erythromycin.
It is used as an alternative to tetracycline in
treating uncomplicated urethral, rectal or epi-
didymal infections due to Chlamydia'. The
American Society of Health System Pharma-
cists explores the possibility of use of
erythromycin in Chlamydial infections during
pregnancy, bordetella pertusis infections in
patients with pertusis and also as an adjunct
to diphtherial antitoxin in the treatment of
respiratory tract infection caused by cornybac-
terium diphtheria®. Tt is used to treat syphilis
in patients who are allergic to penicillin®, to
treat legionnaire’s disease and also in the treat-
ment of upper respiratory tract infections cau-
sed by streptococci*?.

Although erythromycin is widely used in
therapy for nearly five decades, there are some
disadvantages such as (i) water insolubility,
(ii) instability in the gastric pH® (iii) bitter taste
and (iv) irregular absorption from the GI tract.
Various salts and derivatives’'? have been
prepared from the time it was introduced for
clinical use by various scientist, but only few
of the derivatives like erythromycin lactobio-
nate, and erythromycin glucoheptonate (water
soluble salts), erythromycin stearate and
erythromycin ethylsuccinate (water insoluble
salts), erythromycin estolate (water insoluble
ester salt), has gained official recognition. Large
intersubject variability'*!> in serum concen-
tration occurs after oral administration even
under standardized conditions, whereas inter-
subject variability in pharmacokinetic parameters
after intravenous administration is small'®. Due
to this reason the drug is listed by the Ame-
rican Association of Pharmaceutical Scientists
as having serious bioavailability problems. With
the above limitations in consideration, a new
erythromycin derivative, erythromycin folate
has been prepared and its physicochemical and
biological properties are evaluated with clini-
cal application as the main objective.

Folic acid has been selected by the authors
because of its safety as evidenced by its va-
rious clinical applications. Folic acid is extre-
mely important for the health of the human
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cina, el folato de eritromicina, y se han eva-
luado sus propiedades fisicoquimicas y biolo-
gicas teniendo como objetivo principal la
aplicacién clinica.

Los autores han seleccionado el acido f6-
lico debido a su seguridad, demostrada en
diversas aplicaciones clinicas. El acido f6lico
es extremadamente importante para la salud
del ser humano. Puede reducir el riesgo de
nacimiento de nifios con defectos del tubo
neural en mujeres'”'8. Puede mejorar signifi-
cativamente la condiciéon de los pacientes
deprimidos y reducir el riesgo de enfermedad
de Alzheimer entre tres y cuatro veces en los
pacientes que consumen 4dcido félico en com-
paracion con los que no lo consumen'. El
dcido fdlico es necesario para el correcto
metabolismo de el aminodcido esencial me-
tionina, que se convierte a su vez en homo-
cisteina. Los niveles demasiado elevados de
homocisteina en el cuerpo pueden ser perju-
diciales para la salud®*. También reduce los
niveles de homocisteina en pacientes diabéti-
cos?'. Por tanto, la eritromicina en forma de
sal de folato se puede utilizar en el tratamien-
to clinico de las enfermedades asociadas a
infecciones bacterianas indicadas anteriormente.

2. MATERIALES Y METODOS

Los materiales utilizados en este estudio
son: base de eritromicina (Abbott Laborato-
ries, EE.UU.), acido félico (SD Fine Chemi-
cals, Bombay, India), gel de silice G (SD Fine
Chemicals, Bombay, India), medio de cultivo
(Hi media, Bombay, India), caldo de infusién
cerebro-corazén de agar (Hi media, Bombay,
India). El resto de las sustancias quimicas
utilizadas fueron de grado analitico.

2.1 Preparacion del derivado:

El folato de eritromicina se prepard segun
el método de Dutta y Basu, haciendo reaccio-
nar la base de eritromicina con 4cido fdli-
co?**. El derivado se recuper6 mediante lio-
filizacion.

being. It can reduce a woman’s risk of having
an infant with a neural tube defect'”'®. It can
significantly improve the condition of depres-
sed patients and can reduce the risks of
Alzheimer’s disease three to four times in
patients who consume folic acid than the people
who do not". Folic acid is required for proper
metabolism of the essential amino acid me-
thionine, which is in turn converted to homo-
cysteine. A high level of homocysteine in the
body may be detrimental to health®®. It also
reduces the high homocysteine levels in dia-
betic patients*'. Hence erythromycin, as a folate
salt, can be used in the clinical management
of above diseases associated with bacterial
infections.

2. MATERIAL AND METHODS

The materials used in the present study are:
Erythromycin base (Abbott Laboratories, USA),
Folic acid (SD Fine Chemicals, Mumbai, In-
dia), Silica Gel G (SD Fine Chemicals, Mum-
bai, India), Culture media (Hi media, Mum-
bai, India), Brain heart infusion agar (Hi media,
Mumbai, India). All other chemicals used were
of analytical grade.

2.1 Preparation of derivative:

Erythromycin folate was prepared by the
method of Dutta and Basu by reacting
erythromycin base with folic acid?*?*. The
derivative was recovered by lyophilisation

2.2 Physicochemical properties:

Melting point (DSC studies), solubility,
optical rotation, partition coefficient, pH, thin
layer chromatography, Infrared and Nuclear
Magnetic Resonance spectroscopic investiga-
tions were carried out for the derivative. For
all the above studies erythromycin base (Abbott
Laboratories, USA) was used as the reference
standard. The solubilities of erythromycin folate
in nine different pharmaceutical solvents were
determined by the method of Marsh and Weiss*.
The optical rotation of 1% (w/v) solution of
the derivative in 90% (v/v) ethanol was mea-
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2.2 Propiedades fisicoquimicas:

Se realizaron estudios del punto de fusién
(estudios de DSC), solubilidad, rotacién O6pti-
ca, coeficiente de particiéon, pH, cromatogra-
fia de capa fina, y espectroscopias de infra-
rrojos y resonancia nuclear magnética del
derivado. En todos los estudios anteriores se
utiliz6 base de eritromicina como estdndar de
referencia (Abbott Laboratories, EE.UU.). La
solubilidad del folato de eritromicina en nue-
ve disolventes farmacéuticos distintos se de-
termind por el método de Marsh y Weiss*.
La rotaciéon 6ptica de la solucién al 1% (p/v)
del derivado en un etanol al 90% (v/v) se
midi6é a 27,7°C en un polarimetro P1010 JAS-
CO EE.UU., y se calcul6 la rotacién especifi-
ca. Para los estudios de cromatografia de capa
fina se utilizaron placas G de gel de silice de
0,25 mm de profundidad. Las placas se acti-
varon a 120°C durante dos horas antes de
utilizarlas en el estudio. Se utilizaron 10 ul de
muestra para el punto. Las placas se pasaron
por tres sistemas de disolventes: metanol,
metanol: cloroformo (1:1) y metanol: acetona
(1:1), y se identificaron mediante una cdmara
de iodina. El coeficiente de particion del de-
rivado y la base se determind en sistemas de
disolvente de cloroformo/agua y octanol/agua
mediante el método gravimétrico. El pH de
una soluciéon acuosa del derivado al 1% se
determiné en un medidor de pH digital ELI-
CO, modelo LI 612, India. El espectro infra-
rrojo del derivado se registré6 en un espectré-
metro de infrarrojos NICOLET I.R, fabricado
por NICOLET Inst. Corp., EE.UU., utilizando
bolitas de bromuro potdsico. El espectro RMN
del derivado se registré en un espectrometro
JOEL GSM, EE.UU., utilizando dimetil sul-
féxido (DMSQO) como disolvente. La resolu-
cién y la velocidad fueron de 0,49 Hz y 15
Hz respectivamente. El termograma DSC se
registr6 en un equipo Mettler Toldedo, mode-
lo n® DSC 821, Suiza. Los termogramas se
registraron en el rango de temperatura entre
40 °C y 300 °C, con un incremento de tempe-
ratura de 10 °C/min.
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sured at 27.7°C in a P1010 JASCO USA, po-
larimeter and the specific rotation was com-
puted. The Thin Layer Chromatographic stu-
dies were carried out using silica gel G plates
of 0.25 mm depth. The plates were activated
at 120°C for two hours before being used for
the study. 10#1 of sample was used for the
spot. The plates were run in three solvent
systems — methanol, methanol: chloroform (1:1)
and methanol: acetone (1:1) and was identi-
fied by using iodine chamber. The partition
coefficient of the derivative and the base was
determined in chloroform/water and octanol/
water solvent systems by gravimetric method.
The pH of a 1% aqueous solution of the de-
rivative was determined in ELICO digital pH
meter, model LI 612, India. The Infrared spec-
trum of the derivative was recorded in a NI-
COLET I.R spectrometer, NICOLET Inst. Corp.
USA, using potassium bromide pellets. The
NMR spectrum of the derivative was recorded
in JOEL GSM spectrometer, USA using dime-
thyl sulphoxide (DMSO) as the solvent. The
resolution and the speed were 0.49Hz and 15Hz
respectively. The DSC thermogram were re-
corded in Mettler Toldedo, model No. DSC
821, Switzerland. The thermograms were re-
corded in the temperature range between 40°C
to 300°C with 10°C/min rise in temperature.

2.3 Biological studies:

The biological properties, studied for the
derivative include in vitro antimicrobial po-
tency, in vitro antimicrobial spectrum (Mini-
mum Inhibitory Concentration), in vitro pro-
tein binding, acute toxicity (LD, ) in mice and
in vivo pharmacokinetics in rabbits.

In vitro studies:

The in vitro potency was determined follo-
wing the method of Grove and Randall®® using
Sarcina lutea ATCC 9341 as the test orga-
nism. The in vitro antimicrobial spectrum
(Minimum Inhibitory Concentrations) of
erythromycin folate was determined by agar
dilution test* against six organisms (vide Sta-
phylococcus aureus NCIM 2079; Klebsiella
pneumoniae NCIM 2957; Bacillus pumilis
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2.3 Estudios bioldgicos:

Las propiedades biolégicas del derivado
estudiadas incluyeron la potencia antimicro-
biana in vitro, el espectro antimicrobiano in
vitro (concentracién inhibitoria minima), fija-
cion proteica in vitro, toxicidad aguda (LD,)
en ratones y farmacocinética in vivo en cone-
jos.

Estudios In vitro:

La potencia in vitro se determiné segun
el método de Grove y Randall®, utilizando
Sarcina Iutea ATCC 9341 como organismo de
prueba. El espectro antimicrobiano in vitro
(concentraciones inhibitorias minimas) del folato
de eritromicina se determiné mediante la prueba
de dilucién en agar®® contra seis organismos
(vide Staphylococcus aureus NCIM 2079;
Klebsiella pneumoniae NCIM 2957; Bacillus
pumilis NCIM 2327; Bacillus subtilis NCIM
2063; Escherichia coli NCIM 2065; Pseudo-
monas aeruginasa NCIM 2036). Se inocula-
ron placas de caldo de infusién cerebro-cora-
z6n impregnadas con el farmaco con un bucle
dosificador lleno de caldo de cultivo de 24 h
de los organismos respectivos. Las placas se
incubaron durante 18 h a 30 = 2 °C.

La fijacién proteica in vitro del derivado se
determiné mediante la técnica de didlisis de
equilibrio”. En el método de didlisis, se colo-
caron muestras incubadas (solucion de albu-
mina al 10% y farmacos) en secciones de tubos
de didlisis (remojados durante una noche en
tampdn de fosfato pH 7.4) cerrados firmemente
en un extremo. Como ayuda en el proceso de
mezclado se incluyé una burbuja de aire. El
saco que contenia la mezcla de proteina y
farmaco se colocé en un tubo de ensayo tapo-
nado que contenia 10 ml de fluido de didlisis
(tampon de fosfato pH 7.4). El tubo se agité
suavemente en un agitador magnético a tem-
peratura ambiente (30 °C) durante una noche
para conseguir el equilibrio.

La concentracidon de eritromicina se midi6
por el método de Grove y Randall®. Simulta-
neamente, se realizé un control. El experimento
se repitid tres veces. En el experimento con
plasma anterior se establecié que el equilibrio
se consigue en 24 h.

NCIM 2327; Bacillus subtilis NCIM 2063;
Escherichia coli NCIM 2065; Pseudomonas
aeruginasa NCIM 2036). Brain Heart Infusion
Agar plates impregnated with the drug was
inoculated with one loop full of 24h old broth
culture of respective organisms. The plates were
incubated for 18h at 30 + 2°C.

The in vitro protein binding of the deriva-
tive was determined by the equilibrium dialy-
sis technique®’. In the dialysis method, incu-
bated samples (10% aqueous albumin solution
and drugs) were placed in sections of dialysis
tubing (soaked overnight in phosphate buffer
pH7.4) knotted tightly at one end. An air bubble
was included to aid mixing. The sac contai-
ning the drug protein mixture was placed in a
stoppered test tube containing 10ml of the
dialysis fluid (phosphate buffer pH7.4). The
tube was agitated gently by means of magne-
tic stirrer at room temperature (30°C) overnig-
ht to attain equilibrium. The erythromycin
concentration in the dialysate was measured
by the method of Grove and Randall®. A
control was run simultaneously. The experi-
ment was repeated thrice. Previous experiment
with plasma established that equilibrium is
achieved within 24h. Protein binding was
calculated using the following formula:

concentration in outsidesolution (dialysate)
concentrationin control (without using protein)

% bound = 100 — 100

In vivo studies:

The acute toxicity study of the derivative
was carried out in male albino mice (3 to 4
weeks old weighing between 25gm to 28gm)
following Up and Down method of OECD
Guidelines 425 (2001) for Testing of Chemi-
cals®. The test drug and the reference stan-
dard, dissolved in a mixture of water and
propylene glycol (1:1), were administered orally
to animals kept overnight in fasting condition
with water ad libitum. A vehicle control group
was used at each dose level. The in vivo phar-
macokinetics of the derivative was determi-
ned using 6-month-old healthy male Swiss
albino rabbits weighing around 1.5kg as the
test animals. The rabbits were maintained with
fodder feed (standard pellet, Pranav Agro
Industries, Sanghli, India), vegetables (carrot
and cabbage) and with free access to water.
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La fijacién de la proteina se calculé me-
diante la férmula siguiente:

concentraci6n en solucion externa (dializado)
concentracion en control (sin utilizar proteina)

% de fijacion = 100 — X100

Estudios In vivo:

El estudio de toxicidad aguda del derivado
se realiz6 en ratones albinos machos (de 3 a
4 semanas de edad y con un peso entre 25 g.
y 28 g.) segun las indicaciones del método
Up and Down de las directrices de la OECD
425 (2001) para la comprobacién de sustan-
cias quimicas®®. El farmaco de prueba y el
estandar de referencia, disueltos en una mez-
cla de agua y propileno glicol (1:1), se admi-
nistraron por via oral a animales que se ha-
bian mantenido en estado de ayuno durante
la noche con agua ad libitum. En cada nivel
de dosificaciéon se utilizéd un grupo de control
del vehiculo.

Para la determinaciéon de la farmacocinéti-
ca in vivo del derivado se utilizaron como
animales de prueba conejos suizos albinos
macho sanos, con un peso aproximado de 1.5
kg. Los conejos se alimentaron con pienso
(bolitas estandar, Pranav Agro Industries, Sang-
hli, India), vegetales (zanahorias y col) y con
acceso libre a agua. Cada conejo se alojé por
separado en un entorno con humedad contro-
lada y a una temperatura de entre 18 °C y 21
°C. Se administraron a los animales experi-
mentales 8 mg/kg de equivalente de base de
eritromicina como sal de folato, por via intra-
venosa a través de la vena marginal de la
oreja. La dosis equivalia a la administracion
de una sola dosis de 500 mg de base de eri-
tromicina a un humano adulto de 70 kg de
peso.

Se tomaron muestras de sangre (0,5 ml)
inmediatamente después de la inyeccién y a
distintos intervalos de tiempo durante las tres
horas siguientes a la inyeccion. La potencia
de la eritromicina en suero se determind por
el método de Grove y Randall®, utilizando
Sarcina Iutea ATCC 9341 como organismo de
prueba.

Como estdndar de referencia durante los
estudios in vitro e in vivo se utilizé base de
eritromicina (920 pg/mg).
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Each rabbit was housed separately in humidi-
ty control environment maintained at 18°C to
21°C. The experimental animals were admi-
nistered intravenously, 8mg/kg of erythromy-
cin base equivalent as folate salt, through the
marginal ear vein. The dose was equivalent to
a single 70kg human adult dose of 500 mg
erythromycin base. Blood samples (0.5ml) were
taken immediately after giving injection and
at different time intervals for about three hours
after injection. Erythromycin potency in serum
was determined by the method of Grove and
Randall®, using Sarcina lutea ATCC 9341 as
the test organism. Erythromycin base (920xg/
mg) was used as reference standard during in
vitro and in vivo studies.

3. RESULTS

Erythromycin folate is a yellow, amorphous,
fluffy powder, with a very bitter taste. The
melting point was recorded as 104.82°C for
the derivative and as 190.18°C for erythromycin
base, the reference standard (Fig.l1). The spe-
cific rotations were — 86.11° and — 68° for the
derivative and the base respectively. The so-
lubility data of erythromycin base and
erythromycin folate (table 1) indicate that the
derivative is more soluble in methanol, etha-
nol and propylene glycol and less soluble in
water, octanol, phosphate buffer pH7.4, ace-
tone, chloroform and ethyl acetate. The thin
layer chromatographic investigations of the
derivative in three different solvent systems
showed single spot for both the base and the
derivative. The R, values are given in table 2.
The pH and the partition coefficient values of
the derivative are given in table 3. The in
vitro antimicrobial spectrum (Minimum Inhi-
bitory Concentrations) of erythromycin base
and erythromycin folate are given in table 4.

The IR absorption spectra (Figs 2, 3) of
erythromycin base and erythromycin folate
showed major absorption bands at 3473.97cm
'and 3469.68cm’! and at 1732.56cm™and
1721.25cm™ respectively. An additional sharp
band was also observed for the derivative at
1615.18cm™. In the H' NMR spectra (Figs 4,
5), of the derivative there was a specific di-
fference in the region of 2ppm to 4ppm. The
in vitro potency of erythromycin folate and
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3. RESULTADOS

El folato de eritromicina es un polvo ama-
rillo, amorfo, suave y esponjoso, con un sa-
bor muy amargo. El punto de fusién registra-
do fue de 104,82 °C para el derivado y de
190,18 °C para la base de eritromicina, el
estdndar de referencia (fig. 1). Las rotaciones
especificas fueron — 86,11° y — 68° para el
derivado y la base respectivamente. Los datos
de solubilidad de la base y el folato de eritro-
micina (tabla 1) indican que el derivado pre-
senta mayor solubilidad en metanol, etanol y
propileno glicol, y menor solubilidad en agua,
octanol, tampén fosfato pH 7,4, acetona, clo-
roformo y acetato de etilo. Los estudios de
cromatografia de capa fina del derivado en
tres sistemas distintos de disolvente presenta-
ron un solo punto tanto para la base como
para el derivado. Los valores de R; se indican
en la tabla 2. Los valores de pH y coeficiente
de particiéon del derivado se indican en la tabla
3. Los espectros antimicrobianos in vitro (con-
centraciones inhibitorias minimas) de base de
eritromicina y folato de eritromicina se indi-
can en la tabla 4.

Los espectros de absorcion de IR (figs. 2 y
3) de la base de eritromicina y el folato de
eritromicina presentaron mayores bandas de
absorcion a 3473,97 cm'! y 3469,68 cm! y a
1732,56 cm™ y 1721,25 cm! respectivamen-
te. En el derivado se observé una banda cla-
ramente definida adicional a 1615,18 cm™. En
los espectros de RMN H! (figs. 4 y 5) del
derivado se observé una diferencia especifica
en la regién de 2 ppm a 4 ppm. La potencia
in vitro del folato de eritromicina y la base de
eritromicina estimada fue de 716 mg/mg y
920 mg/mg respectivamente. Las determina-
ciones de los valores de LD, del folato y la
base de eritromicina administrada por via oral
en ratones fueron de 1200 mg/kg y 1090 mg/
kg de peso corporal respectivamente. El gra-
do de fijacién proteica del derivado y de la
base se encontrd alrededor del 90% (tabla 5).

La concentracién individual sérica de eri-
tromicina tras la inyeccion tanto de folato como
de base de eritromicina en los animales expe-
rimentales declin6 de manera bifdsica. Los
niveles séricos de base y folato de eritromici-
na se resumen en las tablas 6 y 7.

erythromycin base was estimated as 716mg/
mg and 920mg/mg respectively. The LD, values
of erythromycin folate and erythromycin base
orally in mice were determined as 1200mg/kg
and 1090mg/kg body weight respectively. The
extent of protein binding of the derivative and
the base were found to be around 90% (table
5).

The individual post injection serum
erythromycin concentration of both erythromy-
cin folate and erythromycin base in experi-
mental animals declined in a biphasic man-
ner. The individual serum erythromycin levels
for erythromycin base and erythromycin fola-
te are summarized in Tables 6 and 7.
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TABLA 1. Datos de solubilidad (mg/ml) de la base de eritromicina y el folato de eritromicina a 30 °C
TABLE 1. Solubility data (mg/ml) for erythromycin base and erythromycin folate at 30 °C

Disolventes Base Derivado

Solvents (mg/ml) (mg/ml)
Agua / Water 21 4,0
Metanol >20 >20
Etanol >20 >20
Propilenglicol >20 >20
Tampon pH 7,4 1,8 54
Octanol >20 10,2
Cloroformo >20 141

Acetato de etilo

Ethyl acetate > 20 3.2
Acetona >20 6,4

TABLA 2. Valores de R, del folato y la base de eritromicina en distintos sistemas de disolventes,
utilizando una placa de gel de silice G

TABLE 2. R, values of erythromycin folate and erythromycin base in different solvent systems using
silica gel G plate

Sistema de disolventes .
Base Derivado
Solvents System
Metanol 0,400 0,375
Metanol: Cloroformo (1:1) 0,350 0,283
Metanol: Acetona (1:1) 0,380 0,250

TABLA 3. Coeficiente de particion y pH de la base y el folato de eritromicina en dos sistemas de
disolvente distintos

TABLE 3. pH and partition coefficient of erythromycin base and erythromycin folate in two different
solvent systems

pH de 1 % p/v de

solucién acuosa Coeficiente de particion
pH of 1 % w/v Partition Coefficient
Aqueous Solution
Base Derivado Cloroformo/agua Octanol/agua
Chloroform/water Octanol/water
Base Derivado Base Derivado
8,20 8,35 1,45 1,12 1,60 1,10

TABLA 4. Espectro antimicrobiano in vitro (concentracidn inhibitoria minima) de la base y el folato de
eritromicina

TABLE 4. in vitro antimicrobial spectrum (Minimum Inhibitory Concentration) of erythromycin base
and erythromycin folate

Concentracion inhibitoria minima
N° de . . Minimum Inhibitory Concentration
Microorganismos /ml
L] Microorganisms ( g/mi)
S.No Base Derivado
1 Staphylococcus aureus NCIM 2079 0,5 1,0
2 Klebsiella pneumoniae NCIM 2957 50 0.5
3 Bacillus pumilis NCIM 2327 0,3 0,1
4 Bacillus subtilis NCIM 2063 0,2 0,5
5 Eschrechia coli NCIM 2065 40 20
6 Pseudomonas auroginasa NCIM 2036 0,5 0,4

NCIM - National Collection of Industrial Microorganisms, coleccidn nacional de microorganismos industriales
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TABLA 5. Datos de fijacién proteica in vitro del folato y la base de eritromicina
TABLE 5. in vitro protein binding data of erythromycin folate and erythromycin base

Grado de fijacion
Muestra proteica (%)
Sample Extent of protein
binding
Base de eritromicina
Erythromycin base 90£0,55
Folato de eritromicina
Erythromycin folate 890,40

“Valores medios = D.E. (n =3)  *Values are mean + S.D (n = 3)

TABLA 6. Datos de concentraciones séricas tras la inyeccidn intravenosa de base de eritromicina
TABLE 6. Serum concentration data following intravenous injection of erythromycin base

N° d Tiempo de Concentracion sérica de
e . . .
observaciones mt_lestreo eritromicina de la base
el Tlmel";f Serum('églrt';llzzm cin
n sampli
observations (mlion.) d Concentrart)i,on* ofyBase
1 15 3,56 0,04
2 30 2,40 0,07
3 45 1,48 0,04
4 60 1,02 0,14
5 75 0,88 0,04
6 105 0,72 0,04
7 165 0,57 0,01
8 225 0,45 0,01
“Valores medios + D.E. (n = 5) “Values are mean + S.D (n = 5)

TABLA 7. Datos de concentraciones séricas tras la inyeccion intravenosa de folato de eritromicina
TABLE 7. Serum concentration data following intravenous injection of erythromycin folate.

Tiempo de Concentracion sérica
N° de muegtreo de eritromicina del
observaciones (min.) derivado (pg/ml)*
No of L Serum Erythromycin
. Time of L
observations . Concentration* of
sampling L
derivative
1 18 6,00 0,08
2 35 4,06 0,08
3 50 3,05 0,50
4 72 2,10 0,08
5 110 1,35 0,05
6 150 1,10 0,07
7 210 0,66 0,01
8 270 0,45 0,05

“Valores medios + D.E. (n =5).  “Values are mean + S.D (n = 5)
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TABLA 8. Valores de los pardmetros farmacocinéticos de la base y el folato de eritromicina
TABLE 8. Values of Pharmacokinetic parameters of the erythromycin base and erythromycin folate

MANNA PK, KUMARAN V, MOHANTA GP

Parametros Base de eritromicina Folato de eritromicina
Parameters Erythromycin Base Erythromycin Folate
Cpo, g/ml 7,0 9,7
o, min” 0,047 0,035
B, min” 4,606 10° 590 10°
t1p (elim), min 150,45 117,45
K1z, min” 0,021 0,011
K21, min™ 0,010 0,015
Kel, min™ 0,020 0,014
V% 118,50 102,44
V4 (sS)% 352,20 177,56
Vi % 233,70 75,12

Cpo —initial serum concentration = A +B (A and B are the intercept on the Y ordinate of the fast (o) and slow ()
segments of the biphasic serum drug decay profile.

t,, - elimination half-life

o+ f
Kel

K, K, K, -first order rate constants for drug distribution for central (K,, =

211 el ) and peripheral compartment

12’

A+B
K. = at+b - K ) - Kel and elimination rate constant (K = respectively.
s a) Ka=Ala +B/p ) respectively

dose x 100
Cpo x body weigh )

(V. (%)- apparent volume of distribution in central compartment (V % =

Kot Ruzve
K21 )

V, (ss) (%)- overall apparent volume of distribution at steady state (V, (ss) (%) =

V, (%)- apparent volume of distribution of peripheral compartment (V (ss) % - Vc %.)

FIGURE 1. DSC thermogram of erythromycin base (A) and erythromycin folate (B)
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FIGURE 2. IR spectra of erythromycin base
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FIGURE 4. NMR spectra of erythromycin base
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4. DISCUSION

El derivado, el folato de eritromicina, pre-
senta una menor solubilidad en disolventes
orgdnicos que la base. Esto puede deberse a
la propiedad del componente 4cido del deri-
vado, el 4cido fdlico. El dcido félico presenta
una gran solubilidad en metanol y etanol, es
insoluble en agua, cloroformo, acetato de eti-
lo y acetona. La solubilidad del derivado en
agua ha aumentado de 2,1 mg/ml a 4,0 mg/
ml, y en tampén fosfato pH 7.4 de 1,8 mg/ml
a 54 mg/ml. El punto tnico obtenido en el
estudio de CCF, tanto en el derivado como en
la base, aseguré la homogeneidad del deriva-
do preparado. La particién del derivado en el
sistema de agua/cloroformo es ligeramente
superior a la del sistema octanol/agua. El menor
volumen de distribucién del derivado (177,56%)
en relacién al volumen de distribuciéon de la
base (352,2%) es indicativo de la distribucion
preferencial del derivado en dérganos con una
gran perfusiéon sanguinea y concuerdan con
las propiedades fisicas del derivado.

En el espectro de absorcién de IR del de-
rivado, las mayores bandas de absorcién a
3469,68 cm! se deben al estiramiento del grupo
hidroxilo, y a 1721,25 cm™ al del grupo car-
bonilo (en el anillo de lactona de la base de
eritromicina hay dos grupos carbonilo y cua-
tro hidroxilo). Las bandas de absorcidon ante-
riores indican la presencia de un anillo intacto
de siete miembros de lactona de eritromicina
en el folato de eritromicina. La banda de es-
tiramiento C=0 del derivado se desplazd a
1721,25 cm respecto a los 1731,56 cm’! de
la base. La intensidad de la banda también
varia, siendo mayor la del derivado que la de
la base. Esto sugiere la formaciéon del nuevo
derivado. La banda claramente definida adi-
cional observada a 1615,18 cm™ para el deri-
vado confirma también la formacién del nue-
vo derivado.

En el espectro de RMN H' del derivado la
diferencia especifica en la regién de 2 ppm a
4 ppm y la aparicién de un pico de mayor
intensidad a 4 ppm sugieren claramente la
formacion del derivado. Los resultados de las
propiedades fisicoquimicas concuerdan con el
estudio anterior de Manna et al®??. El espec-
tro antimicrobiano in vitro del derivado y la
base indica que el derivado es mds eficaz contra

4. DISCUSSION

The derivative, erythromycin folate is less
soluble in organic solvent than the base. This
may be because of the property of the acid
component, folic acid, of the derivative. Folic
acid is highly soluble in methanol and etha-
nol, insoluble in water, chloroform, ethyl ace-
tate and acetone. The solubility of the deriva-
tive has increased in water from 2.1mg/ml to
4.0mg/ml and in phosphate buffer pH 7.4 from
1.8mg/ml to 5.4mg/ml. The single spot obtai-
ned in TLC study for both the derivative and
the base ensured the homogeneity of the pre-
pared derivative. The derivative’s partitioning
is slightly more in chloroform/water system
than in octanol/water system. The less volu-
me of distribution of the derivative (177.56%)
than the volume of distribution of the base
(352.2%) is indicative of the preferential dis-
tribution of the derivative in the organs hig-
hly perfused by blood and is in conformation
with the physical properties of the derivative.

In the IR absorption spectra of the deriva-
tive the major absorption bands at 3469.68cm
"is due to the hydroxyl group stretching and
at 1721.25cm™ is for the carbonyl group stre-
tching (two carbonyl groups and four hydroxyl
groups are present in the lactone ring of
erythromycin base). The above absorption bands
indicate the presence of an intact seven mem-
bered lactone ring of erythromycin in
erythromycin folate. The C=0O stretching band
for the derivative is shifted to 1721.25cm’!
from 1731.56cm™ of the base. The intensity
of the band also varies with stronger band for
the derivative than that of the base. This su-
ggests the formation of the new derivative.
The additional sharp band observed at
1615.18cm™" for the derivative also confirms
the formation of the new derivative.

In the H' NMR spectra of the derivative
the specific difference in the region of 2ppm
to 4ppm and the appearance of a peak with
more intensity at 4ppm strongly suggests the
formation of the derivative. The results of the
physicochemical properties are consistent with
Manna et al’s** previous study. The in vitro
antimicrobial spectrum of the derivative and
the base indicated that the derivative is more
effective against Klebsiella pneumoniae, Pseu-
domonas aeruginasa, Bacillus pumilis and
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Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aerugi-
nasa, Bacillus pumilis y Escherichia coli que
la base de eritromicina, pero menos eficaz frente
a otros organismos como Staphylococcus au-
reus y Bacillus subtilis.

La fijacion proteica del derivado de eritro-
micina observada es casi la misma que la de
la base de eritromicina, lo que concuerda con
estudios anteriores**. El valor de LD, del
derivado (1200 mg/kg) es superior al del de
la base (1090 mg/kg). Como el valor de LD,
del folato de eritromicina es unas 30 veces
superior al de la dosis terapéutica habitual de
base de eritromicina (30 — 40 mg/kg), se es-
pera que el derivado sea muy seguro. No
obstante, se deben realizar estudios de toxici-
dad adicionales, que incluyan estudios de
toxicidad subaguda y crénica.

El tipo de perfil seguido por el folato y la
base de eritromicina concuerdan con la ciné-
tica del modelo de dos compartimientos abierto,
produciéndose la eliminacién desde el com-
partimiento central. Estos resultados también
concuerdan con los obtenidos en estudios
anteriores en animales*3* y en voluntarios
humanos®. Segin este modelo, los niveles de
concentracion sérica, CP’ se describen mediante
la ecuacién siguiente:

C =Ae''+ Be?!

p

X0(Kzq1 - 5)

Donde A = y B = Vel -f)

_ Kel+Ka+Kp J(Kel + K gy +K1p)2— 4K 5Kl
=t .

B = Kel+K1+Kip  (Kel+ Ko +Kpp)2— 4K p1Kel
= ——= .

K,, y K,, son constantes de primer orden
para la distribucién de farmaco entre los com-
partimientos central y periféricos, y K es la
constante de eliminacién del farmaco respec-
tivamente. X, es la dosis, V_es el volumen de
distribucién aparente del compartimiento cen-
tral; t es el tiempo total transcurrido desde el
momento de la inyeccién; o y B son constan-
tes complejas, donde o > f; y la vida media
de eliminacién estd indicada por In 2/8. Aun-
que se inyectd el equivalente a la base del
derivado, se observaron variaciones en los
valores farmacocinéticos (tabla 8) entre el folato
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Escherichia coli than erythromycin base but
less effective against other organisms viz.
Staphylococcus aureus and Bacillus subtilis.

The protein binding of the erythromycin
derivative is found to be almost same as that
of erythromycin base and is in conformation
with earlier studies®?** The LD, value of the
derivative (1200mg/kg) is higher than the base
(1090mg/kg). As the LD, value of erythromycin
folate is around 30 fold higher than the usual
therapeutic dose of erythromycin base (30 —
40mg/kg), the derivative is expected to be very
safe. However, further toxicity studies eg. sub-
acute and chronic toxicity studies should be
carried out.

The type of profile followed by erythromy-
cin base and folate are consistent with the
kinetics of open two-compartment model, with
elimination occurring from central compart-
ment. These results are also consistent with
those obtained in earlier studies in animals®***
and human volunteers®. According to this
model serum concentration levels, CP’ are
described by

C =Ae? + Bet!

p

X0 (ax - K
Where, A= —V(: (@- ;;)
XO(K21 'ﬂ)
and B= —,_,_ v

Ve(a-f)

_ KeI+K21+K12 + \/(KeI+K21+K12)2—4K21KeI
= —2 >

Kel+Kp1 +Kip  4/(Kel+Kapp +Kgp)2— 4K p1Kel

L 2

K, and K, are first order rate constants
for drug distribution between central and pe-
ripheral compartments and K is the elimina-
tion rate constant of the drug respectively. X,
is the dose, V_ is the apparent volume of dis-
tribution of the central compartment, t is the
total time lapsed since the time of injection; «
and B are complex rate constants, where; o >
B and the elimination half life is given by In
2/B . Though base equivalent of the derivati-
ve was injected, variations in the pharmacoki-
netic values (Table 8) were observed between
erythromycin folate and erythromycin base.
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y la base de eritromicina. La variacion indica
que es probable que el derivado no tenga la
misma eficacia clinica que la base. La mayor
concentracion sérica alcanzada por el deriva-
do (9,7 ug/ml) respecto a la base (7,0 ng/ml)
durante la fase post distribucién concuerda con
el valor inferior del volumen de distribucién
del derivado (177,56%) respecto al de la base
(352,2%) y apoya una vida media de elimina-
ciéon mas corta del derivado (117,45 min.)
respecto a la de la base (150,45 min.). El
valor menor de V% (75,12) respecto al de
V% (102,44) para el derivado sugiere que la
distribucién del derivado es menor en el com-
partimiento periférico y se elimina rapidamente
en el central. Los volimenes de distribucion
calculados pueden servir de base para calcu-
lar las eficiencias de absorcion absolutas de la
administracion oral del derivado de eritromi-
cina.

5. CONCLUSION

Los hallazgos de la presente investigacion
son alentadores. Las propiedades fisicoquimi-
cas indican que el nuevo derivado es superior
al compuesto padre en términos de solubili-
dad acuosa. Las propiedades fisicoquimicas y
biol6gicas confirman la adecuacién del deri-
vado para su explotacién como alternativa
superior a la base. El presente trabajo deja un
amplio margen para que posteriores trabajos
establezcan el derivado como un nuevo far-
maco con propiedades mejoradas.
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This variation indicates that the derivative is
not likely to have the same clinical efficacy
as that of the base. The higher serum concen-
tration attained by the derivative (9.7ug/ml)
than the base (7.0ug/ml) during post distribu-
tion phase is in conformation with the lower
value of volume of distribution of the deriva-
tive (177.56%) than that of the base (352.2%)
and supports the shorter elimination half-life
of the derivative (117.45min) than that of the
base (150.45min). The lower value of V%
(75.12) than the V % (102.44) value for the
derivative suggest that the derivative is less
distributed into the peripheral compartment and
gets rapidly eliminated from the central com-
partment. The calculated distribution volumes
may provide a basis for calculating absolute
absorption efficiencies from oral dose of the
erythromycin derivative.

4.CONCLUSSION

Findings of the present investigation are
encouraging. Physicochemical properties in-
dicate that the new derivative is superior to
the parent compound in terms of aqueous
solubility. The physicochemical and biologi-
cal properties confirm the suitability of the
derivative for exploiting as superior alternati-
ve to base. The present work gives ampoule
scope for further work to establish the deriva-
tive as a new drug with improved properties.
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