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“Procedimiento para 1a produccidén de substancias

antibidticamente activas®,
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SANDOZ, A.G., entidad suiza, residente en Bagi -

les, Suiza.

La presente invencidn se relaciona con -
nuevas substancias antibidticamente activas deno

minaidas en 1a presente femoria descriptiva Verru

| -carina A, ‘Verrucarina B ¥ Roridina A,-" y'con un -
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procedimiento para su obtencidn,
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Esta invencidn proporciona un procedimien

1o pai'a la produccd 6n de Verruocarina A, Verruceri

ne B y Roridina A, a partir de 1fquidos de oulti-
vo o micelios de cepas de la especie de hongo myro
thecium verrucaria (Albertini y Schweinitz) Dit =
mar ex Fries o myrothecium roridum Tode ex Fries,
caracterizado porque se somete l2 mezcla a parti-
cidn, adsorcidn cromatogréfica y cromatografia de
particidn, ‘

Se eislan colonies del hongo myrothecium-
vermoé.ria ¥ myrothecium roridum de muesfras de -
tierra de diverse procedencia, Morfoldgicemente -
todas estas cepas concuerdan con las descripcio -
nes de laA especie dada, por ejemplo,en Gilm&n; Ja
C. 1957, A Manual of Soil Fungi, 28 ed., The Iowa
State College Press, Ames, Iowa, EE.UU. Algunas -
veces las o lonias individuales del hongo, ain -

cuando ha.n sido obtenidas de las mismas muestras- -
de ‘hierré, difieren morfoldgicamente, por ejem -

plo por su mayor o menor tendencia a esporular, -
asf como fisioldgicamente, por ejemplo en el me ~

dio de cultivo requerido para la produeéio'n de -

1los antibidticos. /

Ea posible obtener las substancias Verru-
carina A, Verrucarina B y Roridina A, del liquido
de cultivo o micelio de cepas del hongc} myrothecium
verrucaria. y gyrothectum roridum asi cémo del 1f-
quido de cultivo y micelio de variantes de estos-
organismos, -

El cultivo de los hongos puede llevarsé -
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& cabo por fermentacidn en ocultivo estdtico Ge
superficie o por fermentaci6n en cultive sumer
gido en tanques provistos de agitadores y meca
nismos para introducir aire u ox{geno. Las ce-
pas de myrothecium verrucaria y myrothecium ro
ridumn pueden ser cultivadas en diversos medios
de cultivo conteniendo substancias nutritivas
conocidas, por ejemplo glucosa, slmiddn, dex -
trina, leciosa o aéﬁcar de caﬁa; como fuente =
de carbono, peptona, levadura o extracto de -
carne, gulfato‘anénico, nitrato,aménico o emi-
hoécidos; como fuente de nit:égeno y otras sa~
les minerales y dcidos conocidog.

Se he encontrado shora que por lo me =

nos 8 substancias cristalinas, puras y unifore
mes pueden ser aisladas de la materis produci -

da por diversas cepas de myrothecium verrucaria .
y myrothecium roridum; El que se produzcs uns -
substancias particuler y 14 centided que se —
produzeca depende de las condiciones bajo las -
cuales se lleva e cabo el cultivo. Las substan
cies acti?as pueden ser extraidas del filtrado
de cultivo con cloroformo, diclorcometano o ace
tato et{lico. Los extractos resultantes se la-
van con una solucidén de hidrdxido sddico y -
ague despuds de haber sido concentrados a un -
péqueﬁo voldmen a*d&; sl el valor pH del liqui
do de cultivo inicial es mas de 3.5, se lavan-

los extractos adicionalmente con dcido clorhf=-

‘drico 2 N. Esto permite la eliminacidn de impu
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rezas coloreadas, inasctivas. Después de la eva
poracidn del disolvente, se ‘obtiens un aceite-
en bruto de color amarillo a pardo, del cusl -
es posible obtener un cristalizado en.bruto =
por medio de la adicidn de eter. La cromatogra
f{a en oapa delgada revels que la Verrucarine

A e3 el elemento principal, estando también -
presente la Verrucarina B y en algunos casos -
la Roridina B cuando se utilizan cultivos de -
M.verrucseria. Bn el caso de cultivos de M,rori
dum el elemento principal del cristalizado en
brato vesultante es la Roridina A, la que gené
ralmente contiene Roridina B, Verrucarina A y
Vermoarina B, La separacién en sus componen -
tes homogéneds se lleva a cabo por medio de la
cromatografie de edsorcidn, efectuada wna o ~
més veces, sobre una columna de Sxido de slumi
nio o gel de sflice y por recristalizacién re-
petide & partir de megelas de acetona/€ter, mg
tanol/eter, cloroformo/dter /Ster de petrdleo y
diqlorometanc/e’terg es necesario’ ce_roiorarse -
de la puresza de las £ racciones por medio de la
eromatograf{a en capa del gada. Por lo general-‘
e9 posible obtener Verrucerina ¢; D y E, Rori=
dina & y B, pures y cristalinas, de los filtrg

dos de cultivo de M.verruceris & partir de las

fracciones eluidas con cloroformo y olorofbmo/m_e_

tanol (99:1) y (98: 2), pero el producto princi
pal, la Verrucarina A, ‘no puede ser cbtenido =

en forma pura de esta manera y contiene impure
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zas de Verrucarina B; esta ultima, sin embargo,
puede ser aislada de 1a anterior, segin descrip
cidn que se dard mds adelante. _

La Roxidina A purs y cristalina puede -
Ser obtenida como producto principal y la Rori=-
dina B y ¢ as{ como la Verrucarine A y B como -
subproductos puros y cristalinos, del filtrado
de cultivo de M.roridum en forme endloga. Los -
elementos oleosos indeseables se eliminan de -
las fracciones de cromatografia por elucién con
benceno.

Se obtiene un producto amorfo de lasg -
fracciones Vposteriores por elucién con clorofoxr
mo/metanol (98:2), (95:5), (9:1), (4:1) y (1:1).
Ia separaidn de la Verrucarina A Yy Ben los -
elementos homogéneos se lleva a cabo por medo -

de 1la cromatogref fa, utilizando agua como fase

estac ionaria y mezelas de benceno/cloroformo, -
saturadas con agus, como fase mdévil. Se puede -
usar tierra de diatomeas como soporte de la fa-

se estacionaria, Puede separarse Verrucarina B
pura de las primeras fracciones y Verrucarina A

pura de las'fracciones posterioresn.
Ia tabla I indica los compuestos aisla-
dos de las diversas cepes de M.yerrucaﬁa ¥ M.
roridum.
TABLA T

Myro thecium" vermgari_a

(a) Cepa S 118: Verrucarina A
"Verrucarina B
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- Verrucarina C
Roridina B

(b) Cepe S 750: Verrucarina A
" Verrucarina, B
Roridina A

(c) Cepa S 833: Verrucarina 4
Verrucarina B
Verrucarina D
Verrucarina E

- Myrothecium roridum
(2) Cepa S 973:.. Roridina A ‘ . -
Substancie & (no aislada en
forma pura)

{v) Cepa S 1135: Roridina A
Roridina B
Roridina €
Verrucarine A
Verrucarina B :
Substancia A (no aislada en
forma pura)

Cusndo se utilizan cultivos de cepas S 973 y -
S 1135 de M.roridum, puede descubrirse un cqm—-ﬁ
puesto edicional por medio de la cromatografié;
Bste compuesto es denominado substancia A y no
ne sido eislado hasta ahora en forma pura; se
encuentra mesclado con Roridina A,

La extraccidn del micelio de wn culti-
vo de la cepa 8 118 de M,verrucaria con heta -
nol acuosa, después de ulterior purificacién -

del extracto por particion entre agua y aceta-
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40 etilico, proporcions un producto en bruto del
material e luble en scetato et{lico. Bste produg

to en bruto puede ser separado en Verrucarina A
eristalina en bruto (conteniendo Verrecarina B)

y Roridina B, después de ulterior purificec 16n -
Lbre una columna de gel de sflice.
Ademds de los métodos cldsicos para 1la -

caracterizecidn de las mbstancies cristelinas -~
aisladas de le invencidn, se ha encontredo que -

la cromatografia en capa d lgads ésAmuy util pa-

ra ls verificacidn de la homogene_idé.d de fraccio
nes amorfas y substanciss oristalinas, Un modo -
partioularmente ventajoso de aplicar este método
oatd deserito detallaaamleﬁte.en ¢l ejemplo 13. -
Es muy dificil cerciorarse de la homogeneidad de
poxr ejemplo Verrucarina 4 jB ain la éyuda de la
cromatografia. | "
Las substancias aisladas bgeden caracte-

rizarse como sigue;

(1) Verrucarina A.

Después de recristalizer a partir de megz
claes de metaol/éter o acetona/éter o cloroformo/

éter/éter de petrdleo, la Verrucarina & forma 1§
minas rectangulares, incoloras, gue no funden -
por debajo de 3602. A aproximadamente 2802 los -
erigtales bempiezan a tornarse de color amarillo

y parde al»‘iniéiarse .la descomposicidn, Son insg

lubles en agua, éter diet{lico, éter diisoprop:f-

“lico y en hidrocarburos 1{quidos saturados (por

eJjemplo pentano, hexano, heptanoc o ciclohexano),

Ao wae A AR AN AN YN



siendo solubles en cetonas de peso molecular ba
;]6 (por ejemplo scetona o cetons metiletilica),
en alcoholes de peao'molecular bajo (por ejem -
plo Ametanol, etan‘ol o propanol), en dioxano, en
5. hidrocarburos halogenados de peso molecular be~
Jjo (por ejemplo diclorometano, cloroformo o te=
traclorurc de cerbono), en piridina, benceno ¥y
en tolueno) Rotacidn especi{ficas[a ] 2 _ 4 206
t 20 (eloroformo) y[a] 22 = + 2080 §;D29 (dioxa-
10, " no), E1 endlisis elemental dd los valores si -
guientess C: 64.5; 64.7; 64.2¢. Hs 6.9;5 7.0; -
6.7% y O: 29.,0; 28.4; 28.7%. La Verrucarina A -
egtd e xenta de hi*bro’geno; azufre y haldgeno. La
' determinacidn del pem molecular de aarerdo con
15, Rast (alcanfor) indicé un pesm molscular de 517
¥y 1la microdeterminacidn temoeléctr_ica un peso '
molecular de 527. El peso molecular calculado -
de 520, determminado en la radjoactividad del -~
comi)uesto acetilico producide con anh:fdridouc-

20, acé;biao, concuerda con las dos determinsciones

del peso molecular antes mencionadas e indica -

que la formula empirica probablemente es ¢ H O
: 27 34 9

(502.5). E1 espeéto de absorcidn ultravioleta -
en etanol indics un méximo a 260 mpa 3 log€= 4.25
25, o (calculado sobre un peso molecular de 502.5)s ~
El-esx)ec‘ho infrarrojo de una solucidn del anti-
bidtico en diclorometeno indica bandas a 3540,-
2970, 1714, 1635, 1590, 14'75,-%410, 1385, 1213,
1190, 1186, 968, 878 y 820 cm  (las bandas més

30. | importantes estdn subrray.adas). Este especto eg
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t& 1lustrado en 1s figura 2 de los dibujos adjun
tog, En estado sdlido (suspensidn en Nujol), pue
den reoonocerse bandas a 3560-3580, 2930, 2570,
1709, 1673, 1631, 1587, 1457, 1377, 1275, 1213,

5e 1195, 1123, 1103, 1085, 1053, 1032, 1023, 975, -

- 967, 887, 832 om_;. La Verrucar ina A esfaé exenta
de radicales metoxilo, contiene 5.5% de radioa -
les C-metilo (de acuerdo conm Kuhn-Roth), 0,17-0.25%
de hidrdgeno activo (Zerewitinoff), abm rhe 3 mo

10. le'oulas-granb de hidrégeno durente la micﬁohidrg_
) genacidn, no dé una coloracion amarilla con te -
trenitrometano. en cloroformo, descoloriza inme -
dlatemente las soluciones de permangenato potési
co en acetone ¥ bromuro en ‘cloroformo. Las reac -

15, ciones de acuerdo con Tollens, Fohling, Molisch,
Legal, Zimmermann y Liebermann son negativas, Ia
Verrucarina A es esi un compuesto neutro, liposo
luble. | |

(11) Verrucarina B.

20. La Veérucarina B tiene propiededes muy -
similares a las de la Verrucarins A'y a menudo -
cristalizae con la miema, Cristalizs a partir de
acetons/dter on agjas que no funden por debajo
de 3602, Los cristales empiezan & tornarse de =

25. ' color emarillo y pardo a aproximadamente 280e, -

’ 1o cual indica descomposicién. Son insolubles en -
agua, éter dietilico, éter diimopropflico y en -
hidrocarburos 1iquidos saturados, (por ejemplo -

pentano, hexano, heptano o ci;clohe,xano), pero -

30.. son soiuiles en cetonas de peso moiecular bajo,
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(por ejemplo acetona o cetona metlletllica), en
alcoholes ‘de peso moleculer ba,}o {por eaemplo -
metanol, e tanol o propanol), en dioxano, en hi-
dro-c'arburés halogenados de peso molecular b&Ejo-
(diclorometano, cloroformo o tetracloruro de -

carbond)', en piridina, benceno y en tolueno. -

_Los valores de la rotacidn e spec{fioa sorpren -’

den‘l;em:exrt;f-;2<?3 ependen de la naturaleza del disol-
vente [0-] 5 =& 940 & 20 (olorof%mo), T -

[a'.l =4 1012 & 10 (dioxano) v [2] 5 = + 147eg 20

(benceno). El anélisis elemental df los siguien”
tes valores- C: 65.4 y 64.7%; H: 6.5 7 6.4% § -
0: 28.1 y 28.9%, 1a Verrucarina B esté exenta -
de nitrdgeno, azufre ¥ halégqno. Dos determina-’
ciones del pe molecular de acuerdo con Rast -
(slcanfor) dan valores de 629 ¥ 645 y la micro-
determinaci én termoeléctrica un valor de 490, -
De estas cifras pueden deduéirse una férmula em
p:frica‘de 02%33209' (500.5) o posiblemente -
C H © (662.,7)0oC H O (664.7). E1 espec
t%g &32 %‘gsorczon ul‘brgfrigge;thg. en etanol indlca .
an ndxino & 259 mp : log€ = 4.35 (calculando -

' péré un peso molecular de 490). El espectro in-

frarojo de una smlueidn en diclorometano indica

" bandas a 2880, 1736, 170, 1670, 1623, 1584, _...l

1419, 1240 1109, 1080, 1038, Q9s5, 955 y 887 em
Este espectro estd ilustrado en la figura 1 de-’
los dibujos ad juntos. En e stado sélido (suspen~
sion en Nujol) las ba.ndasjesta'.n gituadas a: 2936

2885, 1736, 1712, 1675, 1631, 1590,1460, 1378,

»
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1263, 1200, 1104, 1087, 1038, 970, 892, 825, 740
y 646 cn™t, Bl compuesto esté exento de radica -
les metoxilo e hidrogeno activo (Zerewitinoff),
Durente la microhidrogenacidn se usan 3 molécu -
las-grano de hidrdgeno (calculado sobre un pesc

moleoular de 670) o 4 moldculas-gramo {caloulado

. sobre un peso molecular de 490). Contiens 2.9 %

de radicales C-metilo (de acuerdo con Kuhn-Roth).

La Verrucerina B es un compuesto neutro,

liposoluble. .

{i1i) Yermucarina C ¥y Do .

. Solo se formen cantidades muy pequefias —
de Verrucarina ¢ y no se forxma en todos los cul-
tivos,

A partir de metmol/éter o acetona/éter

el compuesto eristaliza en forma de prismas inco

loros con un punto de fusidn de 223-2240, Igual~
mente se forman solo cantidades my pequeiias de
Verrucarina D y éstas asf miamo no se forman ba~-
Jo todas las condiciones de cultivo, Cristeliza
a2 partir de dter/éter de petrdleo en forma de =
agujas con un punto de fusidn de 127-128¢,
(iv) Roridine A. o

La Roridina 4 se obtiene a partir-de ==
acetona/éter en forma de ,crisfales_ incoloros que
funden a 198-2042, Son fdcilmente solubles en ~
cetones de peso molecular bajo (por ejemplo aceto
na o cetona metilet{lica), en alcoholes de peso
moleculer bajo (por ejemplo metanol, etanol o -

propanol), en dioxeno, en hidrocarburos halogena
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dos de peso molecular bajo (por ejemplo dicloro-
metano, cloroformo o tetracloruro de carbono) ¥y
piridina. E1l compuesto es dificilmente = lgble -
en agus, éter diet{lico, &ter diisopropflico y -
en hidrocarburos liguidos saturados (por ejemplo

penteno, hexano, heptano, ciclohexano, benceno y

tolueno), Rotacién especffica:[a] = = $12941¢
(en cloroformo). El andlisis elementla,l a4 los si
guienteé valo;'eég C: 65,1; 66,03 65.4%; H: 7.4;
7.7 1.7 y O: 27.4; 26.9; 26.9%. La determina -
cidn del peso molecular de acuerdo con Rest (al-
canfor) 44 valores de 459 y 503, la microdetermi .
nacidn termoeléctrica el valor de 543. A raiz de
estas determinaciones, la Roridina A puede itener
la fémula empirica Co,H 300 (406.53, 2733808 -
(49046) 6 Cogll,_ 400 (533.6=535.6). EL espectro
de sbsorcidn ultravioleta en etanol indice un mg
ximo 8 263 mu logcg = 4,27 (calculado para un -
peso molecular de 533.6). E1l espectro infrarojo-
de une lucidén en diclorometano contiene bandes
a: 3.§§Q! 2379, 2970, 1721-24, 1706, 1637, 1600,-
1180, 1123, 1100, 1085, 1035, 1008, 970, 927, -
843, 813 y 650 cn~'. En estalo sélido (premsado
en KBr) hay bandas intensas situadas a 3470, 2970
2860, 1742, 1704, 1634, 1594, 1482, 1418, 1335,-
1170-80, 1135, 1103, 1082, 1037, 972, 815, 755,-
¥ 650 =1, Bste espectro estd indicado en la -
figura 3 de los dibujos adjuntos, La Roridina A

es un compuesto neutro, liposoluble.

(v) Roridins B.
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Después de reoristalizer & partir de ace~
tona/cloroformo/metanol se obitiene la Roridina B
en forma de agujas u hojas incoloras de un punto- -
de fusidn de 143-149¢, Los cristales son fdeilmen
te solubles en oéto'naa de peso moleocular bajo {por
ejemplo acetons o cetons etilmet{lica), alcoholes
de peso molecular bajo Jpor ejemplo metanol, eta-
nol o propanol), hidrocarburos halogenados de peso

molecular bajo (por ejemplo diclorometano, cloro-
formo o tetracloruro de carbono), dioxano, bence-

' no y en piridina, La Roridina B es ‘dicicilmente -

soluble en agus y en hidrocarpuros liquidos satura
dos (por ejempio pentano, hexano, he”ptano, o oi -
clohexmo): Rotacidn especifiocala] > -123e¢ 28 -
( clorofqmé) y[a] ;3= ~l26e42¢ (begceno). El and-

" lisis elemental dé los siguientes resultados: C:

83.85 H: 1l.1 y O: 4.8%, La determinacidn del pe-
so0 molecular de 'acuerdoA ‘eon Raét (alcanfor) d4 un
valor de 318 y la nicrodeterminacién tormoeléetri
ca el valor de 426, ~Béséndose en estos resultados
es posible una fémule empirica de 021H320 (300
5) 6 OpgH,0 (398.6). El espectro de absorcidn ul
travioleta en etmol &8 negativo. Se puedenver -
bandas en el espectro infrarojo (prensad en 'K:Br)'
a 3400-3450, 2950, 2860, 1655, 1605, 1460, 1370,
1068, 1040, 985, 970, 833 y 8G4 cm",'l._. Se absorben
4-5 moléculas-gramo de hidrdgenc (calculado sobre
un pe molecular de 318) durante el curso de la
microhidrogenaci dn, o

La Verrucarina A tiene un fuerte efecto -~
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inhibvidor sobre diversos mioro-organismos. La ac~-
tividad de inhibioidn del crecimiento de l1la Vermu
carina A es deteminada por el método de dilucidn
que generalmente se usa con este fin, Para cada -
gérmen se determine la menor concentracidn del -

compuestc que produce una inhibioeidn total o pfm
lo menos una fuerte inhibicion parcial del creci-

‘miento ‘en una solucidn nutritive adecuada. Se uea'

on conoentraciones de ensayo de 10743 a2 107 =83,

$10% s 10 8. Los remultados de’ los diversos en-
sayos estén compendisdos en la table siguiente.



Organismo de ensayo

~-log de la menor con-
ceutracion que tiene

una accidn inhibidora

del crecimiento,

, Duracidn
to- par- de 1a in
tal cial ocubscion

en horas
Saccharomyces cerevisime 5,8 6,3 6
5,8 6,3 20
5,3 5,8 40
Candida albilcane 5,0 555 20
Oandida albicans cepa CLl{
nice Dermatoldgice, Univer
gidad de z{iﬁCh No.ll01 A 5’5 6,0 20
Candida tropicalis cepa -
¢1f{nica Dermatoldégica, - 6,3 7,8 6
Universidad ge Ziirich No. 5, 6,3 20
169/61. '3 6,3 40
Candida krusei cepa Insti- 6, 6,8 6
tuto tmwpical médico Lon - 6,3 6,8 20
dres No,270. 6, 6,8 40
Torulopsis glabrata cepa = _
CBS No. 138 4,0 5,0 20 .
Absidia lichtheimi cepa -
CBS-Lendner 5,0 5,5 20
Aspergilius fumigstus 545 6,0 20
L Blastomyces brasiliensis 5,5 6,0 20



28407
Organismo de ensayo to- par- de 1& in
. tal cial cubacicn
en horas
4 ) . 3
_ Trichoph. gypseun 4,3 5,3 7
5
: Ac orin inikeapum cepa 4,3 5,3 3 -
): 1 Bermato gica, ’ 4:3 T
Univarsidad de Zﬁrich 4,3 14
No. 964
( Serratia marcesocens 4,3 6
4,3 20
10. } Proteus mirebilis cepa 4,3 6
4] } NCTC 5887 4 4,3 20
Pseundomonas aeruginoss 4,3 6
' 4,3 20

1 A= hongos de levadura u Solug ones nutg_it%vas
5 otros fuera de B 2440 nu ivo Ditfco
(excluyendo Saccharo-

-myces cerevisime; Cal

do de Maltosa B Sa‘bou

raud; Torulopsis glae

brata)
B = hongos de la piel Ager Maltosa Sabouraud
20, ¢ = gérmenes gramo Caldo NMutritivo Difco

Ia efectividad de la Verrucarina A, Ve--

. Tmcarina B y Roridina A sobre tumores en anima~

‘ les se ha egtableéido en ratones y ‘rata.s que han

sido inoculados con tumores eﬁcpeﬁmentales. Los-
25. V . tumores en ‘animalea, sobre los cuales pueden ejer
cer i_nfiuenc:la los compuestos, son el tumor asc{

tico de Ehrlich, el sarcome 180, el sarocoma 37

del ratén y el sarcoma Yoaﬁida e la rata, las =

tables siguientes indican la efectividad de la =

30. Verrucarina A, Verrucarina B y Rondiné. A sobre

tumores en animales,



Vermucarina A 2 84 72»

Dosis - Dura- 7% de

~
Y
“
k3
~
N

Tolera.nci g

una vez cion inhji No, muer-
Tumor al dfa daias Dbi- anima- tes
ng/kg cidn les 89
neti -
dos a
ens ayo
Asc{tico de -
Ehrlich - T8~ :
ton 0'38 7 94 6 0
Sarcoma 180
raton 0,125 7 23 6 e
Sarcoma 37 -
reton 0.75 T 43 - 6 1
1.0 8 33 6 0
Sarcoma Yoshi -
da rata 0.05 14 35 6 G
Verrucarina B
Asc{tico de -
Ehrlich-raton 1,0 6 84 6 0
3,0 7 95 6 1
Sarcoma 37 1.0 7 23 6 ¢
Roridina A
Sarcoma 37 0.5 8 18 6 (1)
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La Verrucarine A, Verrucerina B y Roridi-.
ne A tembién tiemen una accién pronunciad en el-
cultivo de células. Ia accidn sobre cultivos de -
fibroplastos embrionarios del ave de corral da =
los siguientes resultados: Después de haber ectua

- do la Verrmucarina A durante 6 horas, la E:D,).o (con
_cenitracién que inhibe la mitad de la mitosis) es

de 0,0025 ;‘(ﬁnl. A esta concentracidén ¥ 2 upa ocon-
centracidn mil veces mayor,- las celulas sin divi-
dir no son cambiadas morfoldgicamente, Por otra -
parte, les células que se dividen, se desintegran
bajo 1a influencis de la Verrucarina A. Aunque la
accidn de la Veriuoarina B es cualitativamende si
milar a ia de la Verrucar ina A, es 8in embargo al
go més débil; EDs¢ = 0,00 Yu/l. L& accidnde la -
Roridina A es cualitativamente la misma que la de
la Verrucartza A. EDgq = 0,003 /il

La inhibicién de le.multiplicer idn de las

células in vitro (células del mastocitoma del re~

tdn P-815) da los siguientes resultados :

En una solucidn nutritiva adecuadas estas
células tumorales se multiplicen hastm: 4 2 5 ve -
ces su mimero originel dentro de 40 horas., Ia -
EDSO (1a concentraci én que inhibe este aumento en
un 50f) de la Verrucarina A para estas células es
de 0,0006°/ml (= 1:1,600,C00,000).

La EDyq de la Verrucarina B para estas ed
lulas es de 0,003 /ml y de la Roridina 4 0,001
X /ol

Se examiné la toxicided de la Verrucarina 4,
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Vermcarina B y Roridina A, especialmente sobre

los ratones. Ia toxicidad aguda DI'50 se determi
né por administracidn intravencsa de los compues
tos, |
Verrucarina A DL 50 1i.v. 1,5 mg/‘kg
Verrucarina B DL 50 1i.v. 7 ng/kg
Rorigine A DL 50 1.v.  1ng/ks
Ademés, la Verrucarina Ases adecuada pa
ra el tratamiento de enfermedades de la sangre -

{(por ejemplo ieucemia mieloidea o linfdtica) y~
de enfermedades del sistema linfético (por ejem
plo linfogranuloma de Hodgkin y linfosarcoma).

, - Cuando se tratan perroe 1ntrgvenosémente
ue vez al dfa con dosis de 0,1 mg/kg de Verru-
carine A, puede establecerse una marcada reduc-
¢ién en el mimero de leucocitos en 1a sangre pg‘_

riférica despuée de una serie de inyecciones.

Ejemplos: antes del tratamiento despues del -

: tratamiento
Perro A 8000 leucocitos/mm3 2900 Jeucocitos
" Perro B 25 - " o lo?)m "
Perro C 9300 W 5000

La Verrucsrine 4, Verrucarine B y Rori-

dine A pueden usarse como medicamentos, por ejem
- plo en forma de composiciones farmaceiticas, Es-

tas composiciones contienen una mezcle de los -
compue stos arriba indicados y un soporte organi-
co o inorzénico adecusdo para la administracién

entérica, parentérica o local. Son compuestos de
soporte adecuados aquellos gque no reaccionan con

las substancias activas, por ejemplo gelatima, =
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treces Erlemmayer de 500 ml, conteniendo cada

lactosa, 2lmiddn, estearato magnésico, talco, -
aceites vegetales, alchoholes benc{licos, gome,
glicoles polialquilénicos, ¥aselina, colesteri -

na y otros soportes farmaceuticos bien conoci -
dos. Las composiciones farmaceuticas pueden pro

ducirée, por ejemplo, en forma de tabletas, gra
geas, polvo, cremas, supositorios o en forma i{
quide, por ejemplo soluciones, suspensionea o -
emulaiones. Cuando e 8 necesario son e steriliza-
das y / o conﬁenen compuestos auxilieres, por
ejeplo agentes de conservacidn, estabilizad én,
hunectacidn o emulsificacién. Ademds, pueden » -
contener otros compue stos de valor terapedtmco.

En loé siguientes ejemplos no limitati-
vos todas las temperaturas estén indicades con-

letra en grados centi{grados. Las proporciones —

en el camo de los disolventes se refieren a pro

porciones por voldmen,

EJRMPLO 1; Produccidn y aislamiento de Verruca-

rina A, Verrucarina B y Verrucarina

E _en bruto. '
Se inoculen 100 cultivos agitados (ma

uno 160 ml de solucidn mutritiva) conteniendo

solucidn nutritiva de Richard, modificads de -
a.cue_rao con G, Luz, 1934: Phytopathol, 2. 7,589:
@.a solucidn nutritive modificada consiste de - -
50,0 g de glucosa puriss,, Pharmacopeia Helvéti
ca V, denominada de agui en adelante Ph.H.V., -

as{ como las siguientes sales analiticamente pu
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ras: 10,0 g de nitrato amdnico, 5,0 g de fosfato
potésico primario, 2,5 g de aalfato megnésico -
(x 7 Hao), 0,02 g de cloruro férrico, y es com -
pletada hasta 1,0 litro con sgue désmineraiizada],
con una suspensidn de conidios de la cepa S 833
myrotheejum verruearia. Después de Fncubar duran
te 9 dfas a 272C sobre un artefacto agitador con
movimienid emplitudal (frecuencia: 100 movimien-
to8 por minuto), se sepera el micelio por filtra
cidn oon succidn y se sacude el filirado de cul-
tivo claro dos veces, cada vez con 1 litro de -
acetato etflico, Los extratos se lavan una veg
con deido clorhidrico 2N, una vez con una solu -
¢ién 2§ de hidrdxido sédico y por Wltimo con -
8gua, yse evaporan en un vacio. Se obtienen 115
mg de un producto sn bruto de color pardo que, =
en la dmﬁatograf{a de ocapa delgeda[ soporte: gel
de silice; agente de elucidn: cloroformo/metanol
(97:3); coloracidn de las manchas en una atmésfe
ra de iodo (emerillo-pardo) ]indica 2 mnchas -
que corresponden & la Verrucerina A ¥ Bs Se cro-
metograf {a la meszcla sobre 6 g de gel de silice-
con fines de mayor purificacidn. Se requieren -
12 ml1 de disolvente por fraceidn pera la elucidn.

Les fracciones l-5[elufdas con bencemo, clorofor

.m0 y cloroformo/metancl (99:1)] rinden 3,6 mg de

material amorfo (desechado). Las fracciones 6 y

v (26 mg eluidos con cloroformo/metanocl (99:1)]
rinden 8 mg de Verrucarina A cristalina e bmto
(cpnténiendo aun Verrucarina B) a partir de éter.
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tanol (99:1)] rinden 13 mg de Verrucarina E crig
telina en bruto a partir de éter, En la cromatg
graffa de cepa delgada la Verrucarina E indice-
5e une manche rojo-violeta en une atmdsfera de io-
do despuée de 10 minutos. Las fracciones 16-24
[e1vfaas con cloroformo/metancl (99:1) y (98:2)]

rinden 15 mg de material amorfo desechado.

EJEMPLO 2: Prod én v obtensid Ver
10, : 4 y Verrucarina B en bruto,

La cepa § 833 se oultiva en 10 1itros.-
de la soluecidn nutritiva descrite en el Ejemplo
1 en'un fermentador de 14 litros (New Brunswick
Cos, New Brunawick EE.UU tipo FS 314) durante 6
15, dias a 272, efectuando el agitador 450 revolucig

nes por minuto y aerdndose la mezola 8 ragén de
10 litros de aire por minuto. Se filtra 1 litro

del 1{quido de cultivo a través de una capa de -
tlerra de diatomeas (Celite) y se extracta en -
20, filtrado claro dos veces, cada vez con 1 litro
de acetato et{lico. Los extractos en acetato -
et{lico se lavan una vez con 100 ml de dcido -
clorhidrico 2N dos veces con una solucidn 2N de
hidréxido sédico, cada vez ocon 50 ml, y dos ve-
25. ces con agua, cadavez con 50 ml, y luego se -
evaporsn eniun vacfo., Se obtienen 277 mg ds un
extracto en bruto de color pardo, el que indica
3 manchas en ls cromatogref {e de capa delgada,
las que corresponden & la Verrucarina A, B y E.

30, Se cromatograffa el extracto en bruto sobre 14 g
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de gel de s{lice, reguiriéndose 30 ml de disol-
vente por fraccidn para le elucidn. Las fraccig
nes l-11 Eeluidas con benceno, cloruro metiléni
® ¥y cloruro metilénico/metanol (99:1) ] rinden
127 mg de material amorfo, el cual, de acuerdo-
con la cromatografia de cgpa delgada, contiene
Verrucarina 4 y B, Las fracciones 12'y 13 [11 mg
élufdos con cloruro metilénico/metanol (99:1)}
rinden 3,5 mg de Verrucarina E eristalina a pagr
tir de éter, Las fracciones 14-22 [ elufdas con-
cloruro metile’nicb/metanol (99:1)7] rinden 30 ng
de material aizoxfo. Se combina el material amoxr
fo de 1as fracciones 6-11 y 14-17 con el lfqui-
do madre de las fracciones 12 y 13-(125 mg) y -
se cromatografia la mezcla sobre 13 g de gel de
silice. Las fracciones se éluyen con cloruro me
tilénico/metanol (99,5:0,5) y rindem un totel -
de 3 mg de Verrucarina A cristalina ern bruto, -
que contiene un poco de Verrucar ine B despuds -

de recristalizar a partir de dter,

EJEMPLO 3: Produccidn y obtencion de Verrucarina

A y Verrucarine B en bruto,
Se incuba la ceps 3 833 bajo las condi-

ciones indicadas en el ejemplo 1 en solucidn nw
tritiva de Weindling XK. Weindling, Phytopathol.
24, 1155, R. Weindling y A. Emerson, ibig. 26, -
1068 consistiendo de 25,0 g de glueosé puriss.,
Ph. H. V., las giguientes substancias en estado

analiticamente puro: 2,0 g de tartrato amdnico,-
2,0 g de fosfato potésico primario, 1,0 g de sul
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fato magnésico (x 7 Hy0), 1,0 mg de sulfato de - ‘~

‘hierro (x 7 Ho0), 0,15 mg de sulfato de cobre -
(x 5 HQO), 1,0 mg de sulfato de zine (x 7 H2O),

1,0 ng de mlfato de manganeso (z Hy0) y Q,1 mg-
de mangenato éédieo, complété.ndoae la mezcla hag
ta 1.0 litro de agua deamineralizada. Se extrace-
te un litro de lfguido de wmltivo con acetato -
et{lico en forma andloga en la descrita en el -
ejanplo 2. 'S‘e lavan los extractos dos veces, ca=
da vez con 50 ml. de una solucidn 2N @e hidréxido
86dico ¥ 2 Veces-cada vez con 50 ml de egua y -
luego se eveporan en un vacio. Se obtienen 142 -
mg de extracte en bruto que indica 3 manchas en
1a cromatogreaf ia de capa delgada, de las cuales

2 corresponden & la Verrucarina A y la Verrucari
na. B, Se cromatografia el extracto sobre 7 g de
gel de eflice aon fines de meyor purificecidn, -
utilizéndose 15 ml de disolvente o freccidn pars
le elucidn, Las fracciones 1-8{elufdes conbence
no, clorurc metilénico y cloruro metilénico/mete
nol (99:1.7_] rinden 54 mg de material amorfo (de-
sechado). L& fraccidn 9.[6,5 mg eluidos con clo-
ruro metilénico/metanol (99:1)] rinde 0,5 mg de
Verrucarina A cristalina (que aun contiene Verru

carina B) a partir de éter. Las fracciones 10-14

.@hfdaa eon cloruro metilénico/metanol (99:1)3 ‘

¥ 15-20 [elﬁ:(das con cloruro metilénico/metanol
(98:2)] rinden 28 mg de material amorfo, en el -

que Se pueden comprober canti dades adici onsles -

de Verrucarina A y B por medio de la c romatogre~

y
AP e
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na A ¥y Verrucarina B en bruto,
Se incuba la cepa S 118 bajo las condi -

ciones indicadas en el ejemplo 1 en la. solucidn

nutritiva de Weindling, descrita en el ejemplo 3.
Con el fin de separar el micelio, se filtran 890
ml del 1fquido de euitivo, se sacude el filtrado
claro dos ‘veoces, cada vez con 1 litro de scetato

etilico, se levan los extiractos una vez con ague,

dos veces con una Solucidn 2N de hidrdxido sdal -

" co y nuevamente dosS Veces con agua ¥se evé.pora’-

‘en un vacio. Se obtienen 428 mg de. un products =

en bruto de color amarillo, el gque indica dos -
menchas en la cromatografie de capa delgada (pro
cedimiento descrito en el ejemplo 1) las que co-
rrespondar & le Verrucarina A y Verrucari na B. Se

cromatograffa el producto en bruto sobre 25 g de

- gel de gflice con fines de mayor purificacién. -

(Procedimiento andlogo el descrito en el ejemplo
1). Se obtienen 3,5 mg de Verrucarina A cristaeli

na en bruto (que aun contiens Verrucarina B).
EJEMPLO 5; Produccidn ¥y com robacidn de la ¥
carine A y Verrucarina B,

Se incuba lacepa S 118 bajo las condiq:i:g
nes descritas en el ejemplo 1. Ia extracd dn j-
ulterior preperacidn de 780 ml de liquido de cul-
$4vo se lleve 8 cabo eh forme enéloga & 1a des -
crita en el ejemplo l. Se obtienen 44 mg de ex =

tracto en acetato etflico en bruto (de color par
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do) que indica doa manchas en la cromatografia -

de capad eigada {procedimiento deserito en el =
ejemplo 1), las que corresponden a 1la Verrucari-
na A y Verrucarina B,

EJEMPLO 6: Producqd on y aislamiento de la Vervu~ -
carina A, Verrucarina B y Roridina 4 |

en b xuto, '
Se cultiva le cepa 3 750 en un fexmenta-

dor de 7 11tros (New Brunswick Co., New Brunswiok

EE.UU., tipo FS 307) con 5 1litros de solucién my

tritiva (solucidn mutritiva de Richard, descrita
ene 1 ejemplo 1), mientras se somete a aeracidn

vy se agita (300 #'.p.m.) a 27eC. Después de sepa -
rar el micelio por filtracidn, se extractan 4,1 -
litres de filtrado de cultivo de color emarillo-
claro tres veces, cada vez con S litros de acetg
to et{lico, se lavan los extractos cowbinados una
vez con 1 litro ds a;gtia ¥ se concentran a 500 nl
en un vacfo, Iuego se lava la solucidn concentre-
da tres veces, cada vez ‘con 100 ml de una solucién
2N de hidréxido sodico y tres veces, cada vez con ‘
100 ml de agua a 02 y se evapora en un vacio. Se
obtienen 680 mg de un producto en brute de color
amarillo, Este se purifica por cromatograffa s bre
30 g de gel de sflice. Se requieren 60 ml de disol,
vente por £ raccidn para la elucidn, La fracciones

1-10 (eluidas con benceno y cloi'ofomo) rinden -

318 mg de aceite (desechadd&. 1a fraccidn 11 [81» _

ng eluidos con cloroformo/metancl (99:1)] rinde -

34 mg de Verrucarine A cristalina & partir de éter,
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le cual es homogénea de acuerdo con la cromato -
gref {a de capa delgada (descripcién emel ejem —
plo 1). Se cristalizan 11 mg de una mezcla consig
tente de Verrucarina A ¥y Roridina A 8 partir de
éter del licor madre, Las fracciores 12-16 [152- ‘
mg eluidos con elorofomo/metanol (99: l)] rinden
61 mg de una mezcla cristalina a partir de €ter,
la cual de acuerde con 1la oxpmétograf{a de capa -
delgada, consiste principalmente de Vérmcarina A,
pe'z"o anin contiene Vermcarina'.‘B y Roridina A. Los

licores madres combinados de las fracciones 11-16

(125 mg) aﬁn contienen eproxinadamente 30 mg de -
Verrucarina A y 30 mg de RoBidina A, Las fraccio-
nes 17-23 [elufdas con cloroformo/metancl (99:1)

(98:2) y (1:1) rinden 79 mg de material amorfo, -
(Desechado).

BJEMPLO 7: Producoin y sislemiento de Roridins A.
Se cultiva la cepé. S 973, myrothecium ro—

ridum, en un farmentadar (New Brunewi ck Co., New

Brunswick EE.UJ, tipo PS 307), conteniendo 5 1i -

tros de solucidn mutritive consistente de 20 g -

. Qe glucosa puriss, Fh.H. V., 2,0 g de extracto de

nalta, Swiss Ferment Ltd., 2,0 g de extracto de -
levadure Difco, 2,0 g de peptona Cudshay, 2,0 g
de fosfato potdsico primario, 2,0 g de sulfato -

- magnésico (x 7 Hy0), 0,2 g de sulfato de hierro -

(x 7 H,0) mientres se somete & @eracidn (5 litros
por minuto) y mientras se agite (300 TePolle)e Deg
pués de separar el micelio por filtracidn, la so-

luoidn clare de color amerillo que queda, la cusl
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tiene un valoxr pH de 6, se extracta tres veces,
cada vez ocon 5 litros de acetato et{lico. Se 1lg
van los extractos combinados una vez con 1 1li -
tro de agua, se concentran a 700 ml en un vacio
y se lavan tres veces, cada vez con 80 ml de -~
una solucidn 2N de hidrdxido sédico y dos veces
cada vez con 80 ml de agua a 02 y luego se eva -
pora. Los 5,7 g de producto amarillo en bruto -
que se obtiens, rindam 105 mg de Roridina A cris
talina con un punto de fusién e 190-195¢ a par
Hr dé acetona/éter. (Homogénea de acuerdo con-
la cromatograf{a de capa delgada)v. Se ecromatogrg
fien los licores madre (5,6 g) sobre 250 g de-
gel de a:(lioe; requiriénd se 250 ml de disolven

te por fraccidn pare 18 elucidén. Las fracciones
1-10 [elu:(ﬂaa econ benceno, d oroformo y clorofor

no/metanol (99.5:0.5)] rinden 2,32 g de produc-
to olsoso (deéechado).' Las fracciones 11=21 =
[2,45 g eluidos con cloroformo/metancl (99:1)] -

rinden 1,2 g de Rofidina A oristalina en bruto
a partir de cloroformo/metancl (97:3), la cual

de acuerdo con la cromatografia de capa delgads,

a¥n contiene algo de Verrucarina A y una substep

" oia A queno pudo ser identificade, Despuds de -

eristalizar a partir de acetona/éter/éter de pe-
troleo, 8¢ obtienen 428 mg de Roridina A crista-
line, de un punto de fusién de 191-1962, 166 mg
de Roridina A cristalina que sun contiene tra -
zas de substancia A, as{ como 218 mg de una mez-

cla c¢ristdline de Roridina A y substancia A en -~
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la proporeidn’ de 1:1.
La Roridina A se obtiene en foma G prig
mas incoloros de un punto de fusidn de 191~196¢

depués de m® oristalizer & -

partir de acetona/eftez". ‘

'EJEMPLO 8: Produccién y aislamiento de Verroari-

pa A, Verrucarina 4B Y Roridina 4 en -

ruto
Se cultiva la cepa S 1135 (saltante de la
cepes 9 973) en la solucion mutritiva descrite en
el ejan'plo~7 en ;u.n fermentador de 50 litros (sis-
tena Ultramix tipo FU 005, Hch. Bertrems Ltdv.,’.Bg

siles, Suiza) nientras ge agita (1450 r;p.m.) y -
ge somete a 8Seracidn (50 1litros por minuto) a una

presidn de 1,4 aetmdsferas, Imego se filtra el 1i-
quido de cultivo (50 1litros) despuds de 1a adi -

cidn de tierrs de diatomess (8el ite) como auxi -

1jar de filtracidn, se extracta el filtrado de = -

cultive claro de color smarillo seis veces, cala~-"
vez con 40 litros de acetato et{lico y se lavan -
los extractos con sgua. I8 mezcla de micelio/tie-

.rre de diatomeas se homogeniza despuds de 12 adi-

dién de agus yse agite tres veces, cada Vez com
10 lit.x-oazi;'ae acetato etf{lico, Los extractos que -
ge obtieée)n despuds de filtrar y lavar cOn 8gus, -
se combinan go'n- los extractos en acetato etilico
del Filtrato de cultiw y se concentran en un Vée
¢ié hastsun volumen de &proximadamente 5 litros,
Después de laver uma vez con 1 litro de una solu -

cidn 2N de hidréxido sédico y dos veces, cada --
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vez con €,5 litros de agua, se evapora la mez -
ca hasta sequedad en un vacfo, E1 residuo resul
tante (206 g) rinde 78 g de cristalizado en bru
to éespués de 1a adicidn de dter, el cual, Ge -
acverdo con la cromatografia de capa delgada =
(procedimiento descrito en el ejemplo 1), comsig
te esencimlmente de Roridine A, amnque ésta aun
contiene Roridina C, Verrucarins A y Verrucari-
na B, Quedan 128,5 g de remiauo I del licor ma-
dre. Se recoge el cristalizado el bruto (78 g)
en metanol y se filtra., Las pro’ciones que ®n -~
insolublee en metanol (2,5 g) representen un -
criétalizado que esencialmente consiste de Rori
dina C, aungue aun contiene Verrucarina A, como
inpurezae. 'I,as porciones que son solubles en me-

tanol se evaporan y el regiduo se recristaliza-

fraccionadamente a partir de metm ol/éter, pro-

porcionando los compuestos siguientess 1) 33,9

g de Roridina A cristalina, pura, 2) 26,0 g de-
Roridina A cristalina que adn contiene algo de
Roridina C, Verrucarine A y compuesto 4, y 3) -

15,6 g de reaiduo IT de licor madre. Los com =
puestos 2 ;; 3 se combinan con el residuo I de -

licor madre (144 g) y se disuvelven en 520 ml de
una mezcla de cloroformo/benceno (3:1). Se CIo=-
matografian 260 ml de esta o lucidén (correspon-
diendo 8 72 g de residuo de licor madre) sobre
3,'?7 kg de gel de silice en foma mdloga a la-
descrita en el ejemplo 1. Se obtiene 1.2 g de -

Verrucarina A cristalina pura de las fracciones
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eluidas con cloroformo/metancl (95:5) por cris-
talizacidn a partir de dter,

EJEMPLO 9: Produccidn y esislamiento de Roridina
As Roridine B, Roridina C, Verrucari

5e na A v Verrucarina C.
» Se incuba la cepa S 1135 myrothecium ro

ridum en un fermentador de 10 litroe (sistema -
Ultramiz, tipo FU 001, Heh. Bertrsms Ltd,, Basi
lea, Suiza), sometida a seracidn con 10 litros

1o. de aire por minuto & una presidon de 1,4 atmdsfe

ras y & une temperatura de 27¢C en la = lucidén-
autritiva siguiente: 30,0 g de glucosa puriss,-
Ph.H.V., 1,0 & de extracto de levadura Difco, -
4,0 g de nitrato anignico, 2,72 g de fosfato po-
15. tésico primario, 1,23 g de 'sulfato megndsico -
(x 7 H,0), 0,0 28 g de sulfato de hierro (II) -
(x 7 HZO),' 0,003 g de sulfato de zi:ic (x 7 H,0).
Se filtra el 1liquido de cultivo {10 1litrés) a -
trards do vma cepa de tierra de diatomeas (ce ,1 ite)
20, ¥ se extracta el filtrado de cultivo claro de -~
color amarillo, ires veces, cada vez con 10 li-
- tros de acetato etilico. Se lavan los extractos
con 1 litro de agua y se evaporan completamente
en un vacio. Se disuelve el Tesidio en un 1itro
25. de cloroformo y se lava la soluc_igin tres veces,
cada vez con 100 ml de wne solucidn 2N de hidrd
xido 86dico y cuatro veces cada vez con 100 ml.
de sgus. Depués de evaporar la éolucién cloro-
fémica -lavada .,' se obtienen 12,0 g de producto-

" 30, ‘ .en bruto de color smarillo, que se cromatogre -
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f£{an sobre 250 g de gel de silice con fines vdé -

Hewry®

mayor separacidn.
Cromatografia T; Se requieren 500 ml de

disolvente por fraccidn para la slucidn, Las -

fracciones 1 ¥y 2 (elufdas con benceno) contienen -

7,88 g de aceite (desechado). Las fracciones 3~6
(482 mg eluidos con clorofommo) rinden a partir
de éter o éter de petroleo, 23, mg de Roridina B
oeristalina de un punto de fusidn de 140-147¢: la

que de acuerdo con la croma'bogr'aﬁavde' cape_del-

gada es homogénea. Las fra_cciohes Ty 8 felu:{das'
~ con cloroformo/metanol (99:1) ] rinden 101 mg de

material amorfo (desechado), Las £ racciones 9 y
10 [1.48 & eluido con cloroformo/me tanol (99:1)]
rinden 646 mg de cristales de un punto de fusidn
de 122-143¢ a paitir de éter. Después de recris-
talizer e partir de acetona/Ster,se obtienen 400
mg de cristalizado consistente de Roridines A, -

- contieniendo Verrucarine A y Roridina G y tenien

do un punto de fusidn de 130-138¢, Ia ulterior -
separecidn del cristalizedo se lleva a cabo por
medio de la cromatografis II (ver abajo), Ia -

fraceidn 11 [ 305 mg eluidos con oloroformo/meta_

nol (99:1)]rinde 106 mg de Roridina A cristalina
a partir de éter, la que ahn contiene trazas de

impure zas, La ulterior purificacién de la Roridi

na A 8¢ lleva a cabo por medic de la cromatogra-
ffa IIT y la de los licores madre por medio de -

: la cromatografie II. Las fracciones 12-20[ elui-

das con cloroformo/metanol (99:1)(98:2) y (1:1)]
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no rinden cristales. La ulterior purificaci dn de
las fracoiones 12 y 13 (330 mg) se lleva & cabo-
por medio de la cromatografia IT.
Cromatografia IX: Los residucs de los 1i
cores madre de lafracciones 9,10y 11, y las -
fracciones 12 y 13 se combinan, dando un total -
de 1,39 g de mmpuesto, y se cromatografian con
700 g de tierra de diatomess/ague (1:1) como 1s
fage estacionaris y con los siguientes disolven=-
tes saturados con agua (200 ml por fraceidn) co-
mo la fase mévil,.las fracciones 1-19 [eluidas -
con benceno y benceno/cloroformo (95:5)] rinden
269 ng de material amorfov (dese chado ), Ias frace
ciones 20-25 [91 kg eluidos con benceno/elorofor
mo (95:5)] rinden 13 mg de Verrucarina B pura y
eristalina, a partir de éter, Las fracciones 26-
-30 Ieluidas conbenceno/élorofomo (95:5)] rin
den 62 mg de material amorfo (desechado). Las -
fracciones 31-38 [130 mg eluidos con benceno/elg
roformo (95:5)] rinden 12 mg de Verrucarina A -
eristalina y pura, & partir de dter, Se obtienen
20 mg de Roridin& C cristalina y pure, de un pun
to de fusidn de 117-1212 de los licores madre -
por medio de la cristaelizacidn con éter, Las fragc
ciones 39=43 [60 mg sluidos con benceno/clorofeg
mo (95:5)] rinden 28 mg de Vermicarins A pura y
eristalina y 17 ng de_ Roridine C pura y cristal i
na despuéds de recristalizar fraccionadamente a -
B rtir de éter. Los licores madre contienen Verry
carina B y~ Roridina C. Las fracciones 44-75 -
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[269 mg'éluidos con benceno/cloroformo (95:5) =
(9:1) v (4:1) ] rinden 48 mg de Verrucarina A y
cristalina después de cristalizar fraccionada -
mente. Los licores madre contienen Verrucarina
B y Roridina C. Ias fracciones 76-125 [eluides
con benceno/cloroformo (13l) y cloroformo] rin-
den 526 mg de materiasl amorfo (desechado), Ias
fracciones 126-133 [350 mg eluidos con clorofor
mo/acetato et{lico (9'31)] rinden 305 mg de Rori
dina A pura y cristalina, de un punto & fusidn
de 194-2029, a partir de éter. Las fracciones
134~159 [eluidas con cloroformo/acetato et{li
co (9:1) (4:1) y acetato et{lico ] rinden 278
ng de material amorfo (@esechado).

Cromatograffa III: Se cromatograffm -
800 mg de la mezola cristalina de las fraceio —
nes 9-11 de la crometografia I, sobre 80 g de ~
6xido aluminico. Se requieren 100 ml de disolveg
te por fraceidn para la elucidn, Las fracciones |
1-11 (eluidas por cloroformo) rinden trazas de
material emorfo (desechado), Las fracciones 12-21
[ eluidas con cloroformo/metanol (99-5:0.5)] -
rinden 200 mg de una mezela criataiina d& Rori~
d@ira A y Roridina C a partir de éter. Ias frac-
ciones 22-51 [eluidas con cloroformo/metanocl -
(99:1)] rinden 432 mg de Roridina A cristalina
y homogénee, a partir de éter. Las fracciones -
52-67 [elnidas con cloroformo/metanol (95:5) -
(9::_[) h'd (4:1)] rinden 46 mg de material amorfo

{desechado ),
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EJBIPLO 10: Produccidn y aislemiento de Verrucari-
pe A y Verrucarina B en bruto as{ como

de, Verrucarina C y Roridina B.
Se incuba la cepa S 118 como cultivo estd-

tico de superficie en matraces Erlemmeyer de 500 -
ml, conteniendo cada uno 100 ml de la solucién mu-
tritiva deserita en el ejemplo 7.y conteniend =~
ademds 3,0 g de cloruro amdnico por litre, & 270C,
Se separa el micelio del licor de cultivo por fil-
tracidn. Extractende de 30 litros de licor de cul-
tivo con acetato et{lico, se obtienen 14 g de ex -
tracto en bruto., Se disuelven 12,7 g de este ex -
traecto en 1,5 litros de clo:éofozmb ¥ se leva la so
lucidn tres veces, cada vez con 150 ml de una soly -

cidn de 2N de hidrdxido sédico y 2 veces cada vez
ccn 150 ml1 de agua a 02 y se evapora., Se obtiene -

9,5 g de producto enbr{rbo, neutro, que se cromatg
gref ia sobre 250 g de gel de sflice, requiriéndose
400 m de disolvenfe por fracci én para la elucidn.
i,as fracciones 1-~10 ( eluidas con clorofomo y clo-
roformo/metancl (99.5:0.5)] rinden 1,46 g de mate-
rial smorfo (desechado). Las fracciones 11-20 -
{-4.324 g eluidos con clorofomo/metanol (99:1)] =in
den 200 mg de Vermocarina A cristalina, en bruto,-
la que ain contiene Verrwcarine B, Las frecciones
24-30 [eluiaas con alorofomo/metan& (98:2) (9:1)]‘
rinden 4,21 g de materiel amorfo (desechado), Los-
veal duoe de los licores madre de las fracciomes -
11-20 (3,56 g) se oromatografian so bre dxido slumi

nico neutro de asctividad IY¥ (descrito en Brookmann
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 Chemische Berichte Wol. 74 p. 73, 1941) con fines

de meyor purificacidn. Se requieren 400 ml de di-

solvente por fraccidn para la elmoidn, La fraceidn
1 [t, 54 & eluido con eloroformo/bencenc (4:1)] rin
de 25 mg de Verrucarina A cristalina en bruto (con

teniendo ain Verrucarina B) a partir de éter, lLas
fracciones 2-19 [eluidas con cloroformo/benceno -
(4:1), cloroformo, cloroformo/metanol (99:1)(98:2)

¥y (95.:5)] rinden 1,54 g de material amorfo (dese -
chado). La fraceidn 20 [61 mg elufdos con clorofor
mo/metanol (3:1)] rinde 8 mg de cristales de un -
punto de fus{dén de 226-228¢ a partir de metanol/éter.

Después de recristalizar a partir de scetona/éter,
se obtiene Verrucarina C pura en forma de prismas-

de un punto de fusidn de 223-224¢,
Extraccidn del micelio: Se extrae el micé=

lio que ha gido secado, tres veces, cada vez CON -
2 Iitros de metanol y tres veces con 200 ml de agua
durante el trasncurso de 45 minutos & 40-50¢, se -
filtré y se evapora, Iuego se divide el residuc -~
(12,8 g) entre 500 ml de .agua ¥y 1 litro de acetato
etilico y se sacude la fage acuosa otras tres veces,
cada vez con un litro de acetato et{lico., Ios ex =
trectos en acetato et{lico evaporados rinden 5,20
g de mceite parto, el que se cromatografia luego -
gobre 120 g de gel de silice en fomma andloga a la

desorita arriba. Por medio de la ecristalizad on a

partir de éter, se obtienen 41 mg de Roridina B pu

ra’y oristalina en foma de agujas de un punto dee

fusidn de 147-152¢, a partir de les fraccionee -
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(157 mg) eluidas con cloroformo/metanol (99.5:0.5).
De las fracciones posteriores eluidas con clorofor
mo/metanol (99;1), cristalizan 16 mg de Verrucari-
na A en bruto (que adn contiene Verrucarina B), a

partir de éter.

EJRMPLO 11: Produccidn v aislemiento Qe Verrucari-

na A, Verrucarina B y Roridina B en -

bruto.
"Se incuba la cepa S 118 en la =0 lucidén nu-

tritiva descrita en el ejemplo 10, en un fermenta-
dor de 50 litros (ejemplc 7) mientras se agita =~
(1450 r.p.m.) ¥ byl o‘constante aseracion (0,8 1i =
tros por mimuto por litro de solucﬂ.én‘ nutritiva) -
durante 63 horaé. Después de sfiadir tierra de dis-
tomeas (Ce 1 ite) se extracta el licor de cultivo

con un total de 22 litros de acetato etfliico (sepe
racidn de las fases en una centrifuga). Despuds de
concentrar 1o extractos en un vacfo hasta cuatro-
1itros, se lave la mezcla 4 veces, cada vez con =
400 ml de une colucidn 2N de hidrdxide sédico y 3
veces, oada veg, con 300 ml de agus y luego se evg
poca., Se obtienen 19,5 g de extracto en acetato -
et{lico, purificado. Por cristalizacién & partir -
de éter se obtienen 2,31 de Verucarina A cristalim
en bruto (conteniendo aun Verrucarina B). Los lico
res madre (17,2 g) se cromatografiaen sobre 850 g -
de gel de sﬁiee, requiridndose 1,7 1litros de di——
solvente por graccidn pare la elucidn. La fraccién
1 [7,0 g €lnidos con benceno) rinde 19 mg de oris-
tales de un punto de fusidn de 237-239¢ (no identi
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ficados) a'partir de éter/éter de petrdleo, Las
fracciones 2-6 (4,15 g eluidos con clorofbrmo)-
rinden 60 mg de roridina B cristd ina en forma-

de sgujes de un punto de fudl dn de 139-143¢ & -

partir de éter/éter de petréleo. las fracciomes

7-10 [eluidaa con cloroformo/metanol (99:1)] -

rinden 1,09 g de .material amorfo (desechado). -
Iaa fracciones 11-18 [3,25 & eluidos con cloro -

' formo/metanol (98:2)] rinden 2,18 g de Verruca-

rina A cristalina en bruto (conteniendo ain Ve~

rrucarina B) a partir de éter. Las fracciomes-—-

regtantes se desechsn.

EJEMPLO 12: Produccidn v sislamiento de Verrucg

rina A, Verrucarina B y Verrucaring

2. |
Se incuba 1a cepa S 833 en forma de cul
tivo agitado en un medio conteniendo por litro-
de mezcla 30 g de azucar de cafia, 2,5 g de clo-
rUrO aﬁénico, 1,0 g de fosfato potdsico prima -
rio, 6,5 g de sulfeto magndsico (x 7 HZO), 0,5
g de cloruro potésico, 0,01 g de sulfato de hie-

rro (x 7 E_O) y ague, en forua andloga & la deg

2
crita en el ejemplo 1,.Se extractan 9GO0 ml de -

licor de cultivo con 2 litros de acetato etfli-
co. El extracto rinde 243 mg de productos. oleo=
808 en bruto déspuée de lavar con agua, una 20~
lucién 2 ¥ de hidrdxido sddico y agua y después
de evaporar en un vacio. Lueéo se crouiatograf:fa
el producto én bruto sobre 12 g de gel de sili-~

ce. Después de w» oristalizar las fracciones, =
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eluidas con cloroformo, se obtiene a partir de
éter/éter de petrdleo, 2 mg de Verrucarina D -
pura en foma de agujas de un punto de fusidn
de 127-1282. En 1a cromatografia de capa delga
da la Verrucarina D y la Verrucarina A fluyen
a-aproximadamente la misma velocidad., Se obtie
nen 38 mg de Verrucarina A cristalian en bruto,
que aun contiene Verrucarina B, de las fraccio
nes siguientes que se eluyen con cloroformo/me-
tanol (99:1). :
EIEMPLO 13’;' Separacion de Verrucarine cristali
po en bruto (conteniendo Verrucari

en Verrucarine A Verrueari
na B pura,
9,55 g de Verrucarina cristalina en-

bruto (conteniende Verrucarina B) se someten a

cromatografia de particidn sobre 5,4 kg de tie
rra de diatomeas/agus {1:1). Los disolventes -

requeridos para la eluciédn se saturm con agua
(1,2 litros por fraccidn). Las fracciones 1-20

[eluidas con benceno y benceno/clorcfommo (95:5)}
rinden 445 mg de materiel oleoso {desechado).
Las fracciones 21-34 [1.20 g eluido con bence~
no/cloroformo (95:5)]ﬁnden 747 mg de Verruca-
rina B cristalina y pura (homogénea de acuerdo
con la cromatografia de capa delgada) a pertir
de acetons/éter, Las fracciones 35-37 [172 ng
eluidos con benceno/cloroforme (95:5)] rinden-
126 mg de mezela cristaling conteniendo aproxi

madamente 50 % de Verrucarina A y aproximeda -
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mente 50 % de Verrucarina B, a partir de aceto-—
na/éter. Las fracciones 38-40 [eluidas de bence
no/cloroformo (95:5)] rinden 406 mg de compues-
to, consistente prineipelmente de Verrucarina A

(producto principal) y 3 8 4 sub-productos no -

identificables. Tas fracciones 41-84'[8,6 g eluj

-

dos con benceno/cloroformo (9:1) (8:2) (3:2)
(7:3) y cloroformo] rinden 6,13 g de Verrucari-
na A cristalina y pura (homogénea de acuerdo con

la cromatograf{a de capa delgada) a partir de -
acetona/éter..

EJEMPLOC 14: ermatografia de capadelgads_, de =
lag Verrucarinas y Roridinas,

La cromatografia de capa delgada se 1llg

va & cabo de acuverdo con métodos conocidos,
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DRA
Valores Rf
Compuesto  Valores Rf Reaccién  Color en
1) 2) 3) cromética luz ultre-
con jedo violeta.
Verrucarina A 0,70 0;28 0,59 amerillo- claro
. : pardo.
Verrucarina B 0,83 0,47 0,69 smarillo- .claro
» ‘ pardo
Verrucarina 0‘0,74 0,28 0,59 amarillo- claro-lumi-
. pardo nogo
Verrucarina D 6,70 0,28 0,59 amarillo- 0Oscuro
pardo
Verrucarina E  =-- -~ 0,91 Violeta  Oscuro
Roridine A 0,70 0,18 0,55 Amarillo- Oscuro
' _ pardo .
Roridina B 0,55 0,36 0,41 = Verde-ne- Oscuro
gro
" Roridina © e- = 0,42 Amarillo- Oscuro
pardo

1) Soporte: oxido alumini

2) Soporte: gel de silice

3) Soporte: gel de silice

co

Agente de elucidn:
cloroformo/metanol (98:2)

Agente de elucidn:
cloroformo/metanol (98:2)

Agente de elucidn:
cloroformo/metancl (97:3)



¥

5

10.

15,

20.

25,

30.

NGTAS

" Descrita suficientemente la naturalezs -

" del invento, as{ como la manera de realizarlo en

la préctica, debe hacese constar que las disposi -
ciones anteriormente indicadas, son susceptibles
de modificeciones de detslle, en cuanto no alte -~
ren su principio fundamental, También se hace =
constax_j‘ aque el Invento corresponde & una vlici -
tud de Patente presentads em Suiza con fecha 12 -
de enero de 1962, bajo el n? 360/62, acogiéndose,
por lo tanto, a 1os beneficios que conceden 1los =~

Convenios Internacionales en vigor y siendo lo ~
que constituye la esencia del referido invento ¥y

por 1o que se solicita Patente de Ivencidn por 20
afios, en Espeiia "Procedimiento para la produccidn
de substancias antibidticamente ac tivas", caracte
rizdndose por lo siguiente:

18, "Procedimiento para la produccidn de
substancias antibidticamente ectivas" a partir de
1{quidos de cultivo o micelios de cepas de la es=

pecie de hongo myrothecium verrucaria (Albertini

'y Schweinitz) Ditmar ex Pries o myrotheocium rori-

. dum Tode ex Pries, caracterizad porque se some te

la mezcla a particidn, adsorcidn cromstogréfica -
y cromatograf{a de particiénm,

2¢. "Procedimiento para la produccidn de-
subgtancias entibidticamente & tivas,* tal y como
queda substancialmente descrita en la presenteliemg

ria.

Egta Memoriaz consta de 43 hojas escritas
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