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PATENTE
DE
INVENCION

por “UN PROCEDIMIENTO PARA 1A PREPARACION DE UNA NUEVA
SUBSTANCIA ANTIBIOTICA®, 2 favor de la firma italiane
SOCIETA FARMACEUTICI ITALIA, domiciliada en MILANO
(Italia), Iargo G. Donegani 1-2,

MEMORIA DESCRIPTIVA

Este invento se refiere & un procedimiento
para la preparacion de una nueva substancia antibidtica
y sus derivados, particularmente Wtiles en terapia como
antitumorales. Més particulermente, el objeto de aesta
invencion es un procedimiento para la preparacion de
un nuevo antibidtico de tipo indicadoer, gue nosotros
denominamos "daunomicina®, el cual se designard como
antibiético "F.I. 1762", y sus sales, los productos de
su degradacion hidrolitica, :ealizandose el procedimiento

biosintético por medio de una nueva especie de Strepto~
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myees que nosotros denominamos Streptomyces peucetius
que se designard en lo qus sigue como "Streptomyces 1762,
El Streptomyces F,I, 1762 ha sido depositado en el

Commonwealth Mycrological Institute, Ferry Lane, Kew

Surrey (Gran Bretafia), recibiendo el nimeroc de Indice

I.M.I. 101,335; y en el National Collection of Industrial
Bacteria, de Aberdeen (Gran Bretafia), habiendo recibido

el ndmero de Indice NCIB 9475, y en el Institute of
Microbiology de la Universidad de Rutgers (EE.UU.), hebien-
do recibido el ndmero de {ndice El microorganis-
mo productor del antibidtico F.I. 1762, aislado de wna
muestra de terreno recogida en la cercania de Bari (Italia),
muestra las carscteristicas morfol6giea; macroscépica,

microscédpicd y bioquimica siguientes:

Aspecto microscépico

El micelio vegetativo sobre los medios de cul-
tivo usuales consta de hifa delgada (0;5-0,9 micras de
espssor) mds o menos larga y ramificada, Las ramifica-
ciones llevan hifa més gruesa {(1,1~1,6 micras de espesor),
los conididfor&s, frecuenteumsnte fasciculzdas y terminando
ex ganchos y lazos,

Los conidios son esféricos, cuyo difdmetro
veria entre 1,8—3;3 nicras, dispuestos primeramente en

pequefias cadenas y luege libres,
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En el microscopio electrdnico, los conidios
son de forma casi esférica de contorno irregular, con

superficie verrugosa,

Aspecto macroscédpico

En la tabla I estdn indicadas las caracteris-
ticas culturales observadas sobre los terrenos mencio-
nados, en los gue el microorganismo se desarrolla a
28¢C y las observaciones se realizan al 32, 82, 152,

212 y 302 dia después de la inoculacidn.

Propiedades bioguimices

Gelatina: hidrdlisis lenta y parcial,

l

Nitratos: ninguna reduccién a.nitritos.

Produccibn de H,8: positiva.

Leche: ninguna peptonizacifén

ninguna coagulacifn
Almidbn : hidrdlisis lenta y escasa. _

Se utilizan: maltosa, xilosa, manosa,
manitol,.glicerina} glucosa, sacarosa, trealosa,
rafinose, fructoss. ’ ) )

No ge utilizan: lactosa, adonitol, ramnosa,

sorbitol, arabinosa y esculina,
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Antibidticos: produce sumergido en 1iquido de cultive

substancias antibidticas,

Tabla I - Caracteristicas de cultivo del “Strepioryces

Agar patata
cuerdo
con Hesselti

Abundante, en
patina alisa~
da uniforme

Abundente, ro

1762
Medio Crecimiento Micelio Micelio Pignentos
aérec | vegetative ;| _ solubles
Agar extrac) Pequefias colg|Muy escaso, PAbun.dante,ama Intenso; prime
to de levaduinias gue con-|liso, coloregirillento;lue=iro amarillo-rd
re de malts |fluyen con do rose péli=igo amarille {jo ¥y luego ro-
(Ge acuerdo |pliegues arxu|do. Ausencia {rojizo jo-pardo
con Hesselti!gados, duros; i de espirales
ne y colabo-|realzados, ¥ verticilos
radores) (2){abundantes ‘
Azer Bennet (Pequefizs co= Angsnts Escago; pri- Ausente
lonias, ama~- nero blaneuz
rillentas, co ¥ luego
eigladas y amariliento
GBCasas
Agar Eperson [Moderado esn Ausente Woderado; prijRojizo a pardo
gequenas co- mero rojo pd-ipdlido
onias cone- 1ido y luege
fiuentes Jpardorrojizo

Abundante, co

sa, Hifa ter-!
ninada en gan

lor carne, P&
$ina 11 sa., au

Intenso;prime-
ro amarillo rg
Jizo y luego

pequerias colo

co sucio, aI

loreado rosa

nias confluen §odonoso. pdlido
tes & terninad®

en gancho y

lazos

ne y colabow cho y luego ~; ra anaranjado
radores) (o) terninads en fuerte
18208

Agax peptona iAbundents, eni Auasonte 'Abundante, Ausente
+ KNO3 pegueiias colo ingolore

nias conflueh

tos
Agar Czapeck |Abundants, enjEscaso, blan | Abundante, oo Anssnte

(2) Hesseltine y colahoradores, 1954 ann, WN,Y, Acad, Sci. 60, péginas

136151
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Tebla I continuacidn
".
Media Crecimiento ' Micelio Micslic | Pigmentos
adreo vegetativo solubles
’ 4 : 4
Escaso, y en {Escaso, rosa | Incoloro Ausente
gluoosa pequefias_coloiblancugco. Mi
# nias aisladas!celio nuy des
nenuzado, cor
to, sin gane™
- chos apicales
Agar ice~lAbundante, en| Ausents Abundante, del Ausento
icinapatina alise- . eparillo al
de dura anaranjado cla
X0
Agar-amido {Escaso, en pg| Ausente Escasc, incolo Ausente
quefias colo= luego ama
nlas zisladas ril o _rosado
Gelatina derado, on Ausente Moderado, del | Abundante, pax
superficie incoloro al do fuertemen~|
amarillo te oscuro
Leche Escaso Ausente Forma de ani- | Pscaso, rosa
* 1lo en la su~
yerﬁ.cie, co-
oreado rosa-
salmén
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Tabla II - Ccmparacidn de Streptomyces F.I. 1762 y especies
roductivas de substancias similere
ico F.I, 1762,

al antibié-

T\ Streptomyces |S. purpuras- {8, bobiliae 8. cinereoruben
r. I, 1762 (8, |]cens
pouceting)

Bsporéforos{ Directo o Espiralmente| Espiralmente} Directos o si-
similar 2 milar a ganchog|
gancho '

Esporas redondeado |oval espinosc / cvzl, lisc
Verrugoso 0,8-1 micra ¢,7-1 micra pa~,
1,8-3,3 mi- |para 0,4-0,5 ra 0,9-2 micras
cras micras

Micelio ve-!{ amarillo- rojo rojo. gexel anarillo-rojo

] getativo r0j0 pardo
Micelio aé-| blanco-rosa |blenco-ross blanco gris-ceniza

J XSO
Reduccidn den :
nitratos - / + /

Locho épept

nizacion, co

ulaciéns - - 4 &

xilosa + + 4 &

I~arsbinosa - & + +

L-raonoss - 4+ & -

Fructosa + + + -

Sacarosa % + + -

Lactoaa - + & <+

Rafinosa + + FS -

D-mannita + + - -

L D=sorbita - - - -
Antibidticos! Deunomicina |Rodomicina Cinerubina Rodomicina
producidos | o antibibti-

co B, I, 1762

4+ = reaccibn positiva
~ = reaccifn negativa
/ = falta el dato
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L4
8. ¢cinerso=~

ruber, var,

S, caespito=-
sus

1rS. nivoarubergs. galilaeus

co8 produci-

dos

fructo-fer-
nentana
Espordfdros | Directo o si|Verticilmente|Espiralmente | Espiralmente
milar a gan~
cho
Esporas oval liso oval liso liso 1liso
0’7-1 piera 0,5"1,3 mi"
para 0,9-2 |cras para
micl"aa 093.015 mi’
cras
Micelio ve~| amarillo-ro jdel color orej rojo carmin | rojo carmin
getativo.. | jo perdo ma al pardo 21
anarillo roji+
2c
Micelio fris-ceniza [blanco emari-| blancuzco del blanco a
adreo llento gris gris ceniza
Reduccidn de -
nitratos / + / /
Loche (pepto
nizacion, cos
gule.cién5 + + - +
L-xilosa + - / /
L-arabinosa + - / 7/
I=-ramosa 4 - / /
Fructosa + + / /
Sacarosa + + / /
Lactosa + / / /
Rafinosa - - / /
D-mannita + - / /
| D-sorbita + + W4 Vi
Antibiéti- | cinerubins Mitomicina [Cinerubins Cinerubina

+

reaccién positiva
reaccidn negative

/ = falta el dato
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S. antibioti-~|Streptomyces |Etrevtomyces ;Streptomyces
ous A 1%5 (4shas-|A 227 (ishas- !BOA 1205 (
how y colaboraihow y colabo- |Brookmann:
dores: Antib,” jradores: Antib{Chem, Ber,92
80, 1954} 380, 1954)

Espordforos Directo no descrito no_descrito espiralmente
_Esporas esférico 1iso no descrito no descrito no descrito
Micelio amarillo cre |no descrito no deserito rojo=~ladrillo

J Vvegetativo !moso rojo vinoso i
Micelio del blanco al{no descrito no descrito rejo gris
adreo gris ratén
Reduccidn de
nitratos / / / /
Leche (pepto
nizacidn,cod
gulacidn) — 4 / / +
I-xilosa / / / /
I-arabinosa / / / /
I~-ramnosa / / / /
Pructosa / / / /
Sacarose / / / /
Lactoss / / / /
Rafinosa 7 / 7/ 7
D-mannita / / / /
D-sorbita / / / 7/
Antibibdticos {Cinerubins AXlavina Rutilantina Pirromicina
producidos ’

+ = reaccién positiva
- = reaccidn negativa
J/ = falta el dato
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Identificacidn de la tensidn

ILa dsscripcidén del microorganismo bajo
examen permite referirlo al género Streptomyces Waksmann
y Henriei (Bergey's Manual of Determinative Bactoriology,
78 Baicibn, 1957, plginas 744-745), | _
Por el oxamen de las especies puede concluirse:
en el sistema de clasificacidn de.Pridham Y colaborado=
res (Appl, Microbiol., §, 1958, pdg., 52) el microorga~

nismo pertenece a l& seccién Retinaculum apertum, -

serie RED. _

En el sistema de clasficacién del Baldacci
(Giorn. di Microbiol. 6, 1958, pde. 10) el microorge-
nismo pertenece & la serie Albosgporeus; finalmente,
on ol eistema de Waksman (The Actinomyecetes, vol. II;
1961, pdg. 129) el microorsanismo pertenece 2 la
serie Ruber.

Una comparacidn ontre las caracteristicas
del microorganismo y las de las especies que perte-
necen a los grupos sistemdticos citados (Taxs), ha .
demostrado gue ninguno de ellos tiene cargcteres
correspondiontes a 1os del microorganismo en examen.

En 1a Tabla II se reportan estos datos de
comparacién que conciernen a la especie qus produce

substancias similares a las por nosotros estudiadas.
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En dicha Tabla se adicionan los 8. Cinereoruber,

S,_cinereoruber var, fructo-fermecntans, 8, caespitosus

¥ S, antibioticus, aunque cllcs no forman parte de
la Taxz arridva citada,

Adomds, se relaciona una lista de las
diferencias con las especies que no producen substan-
cias del tipo estudiado,

- Ruestro microorganismo difiere del

8, albosporcus {(Wakemenn: The Actinomycetes, vol. II,

1961, pig., 171), porgue no produce pigmentos solubles,

" no reduce log nitratog y no produce st; del S, cinnamo-

mensis (Weksman, The Actinomycetes, vol, II, 1961,
pég. 195-196) y del §. fradiag (Waksmén: The Actinomy~-
cetes, vol. II, 1961, pég, 211-212) por ol color del
micelio vegetativo y adreo; de la especie 8, ruber -
(Waksman: TheActinomycetes, vol, II, 1961; péz. 271)
porque este coagula la leche, no produce pigmentos
solubles y no produce H,S.

Dicho microorgenismo difiers del S, rubescens

(Waksman: The &ctinomycetes, vol. II, 1961, pig. 271)
por 6l color del micelio adreo y porque el S. rudbcmcens
no produce pigmentos solubies ni sulfuros de hidrégeno;
del S. cidiosporug (Waksman: The Antinomycetes; vol. II;
i961, pda, 251) porque no reduco nitratog y no peptoniza

la lcche,
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Ademds, ol 8, oidicsporus no produce piguentos
solubles.

Se concluye que el microorganismo examinado
debe considerarsc una especie difsronte de aquellas
haste ahora conocidas y, por consiguiente, ha sido
designado por la solicitante con término binomio

Etreptomyces peucetius n. so.
El microorganismo Streptomyces 1762 puede

" consorvarse por liofilizacidn, siendo 2l medio de

suspensidn la leche o suero de leche, por recoleccién
y mantenimiento de las esporas en un substrato estéril,
Ademds, también pacde ser conssrvado por
cult;vos Bucesivos sobre un medio sélido que contiene
glucosa, u otro azicar apropiado y substancias complejas
que contisnen nitrégenc (extracto de levadura, peptona,
caseina hidrolizedz), Fl medio de cultivo tambidn
puede contener algunas sales, entre cllas el sulfato
de magnesio y el fosfato potdsico. Ia produccidn del
antibiético puede efectuarse de acuerdo con los métodos
usuales bien conocidos y consiste en cultivar el

Streptomyees 1762 o su mutante en un medio 1iguido

nutritivo, previamente ssterilizado y a bemperaturs
entre 252 y 37¢(C, de preferencis a 282C, en condicio~
nes aordbicas durante um perfodo de tiompo comprendido

entre 3 a 7 dias, de prefercncia 5 dfas, 2 un pH que
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inicialmente es de 6,5=7,0 y al final de la fermentae
cidn es de 7;5-8,0. El nedio de cultivo consta de
una fuente de carbdén y una fuente de nitrégeno asi como
de sales, la fuente de carbdén puede constituirse
nediante almidén, dextrina, glucosa, glicerina, mannita,
naltosa, licor‘de naiz macerado, destilados solubles,
aceite de soje, harine de soja, La fuente de nitrbgeno,>
ademds de las ubstancias complejas sntes citadas que
contienen nitrégeno, puedeo estaf constituida de levadura
seca, peptona de carne, cascina.

| Se obtignen buenos resultados al utilizar

sales de amonio, tales como el nitrato andnico, suifato

- aménico, fosfato biamdnico.

Las sales minerales utiles para la produc-
cidn del antibidtico pueden variar'de acuerdo con el
medic empleado. En un medio que contiene substancias
complejas, tales como diferentes harinas y residuos
de fermentacidén, las adiciones de carbonato cédlcico y
fosfato sbédico o potdsico resultan utiles, En wn
nedio que contiene glucosa, levadura o sales aménicgs,

son necesarias algunas adiciones de sales nineralies,

'tales como zales de potagio, magneaio,‘hierro, zine,’

napganeso, cobre,
La fermsntacidén puede realizarse on natraces

de Erlemmcyer o en fermentadores de laboratorio o
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industriales de diferentes capacidsades.

La cantidad de antibidético F.I. 1762 en el
caldo puede evaluarse por lectura espectrofotoméirica
de los extractos hidroalcohdlicos del mencionado czalde
a un pH de 10, 8 540-580 milimicrss y en comparacidén con
una muestra que tenga un contenido comocido de F.I., 1762,

Con objeto de aislar al antibidtico F,I. 1762
8e separa el micelio del liquido de cultivo por medio de
un coadyuvente filtrante que contiene un material
térreo siliceo asbsorbente y la filtracién y torta y el
filtrado se tratan separadamente.

La méyor parte del antibidtico se encuentra
en la torte de filtracidn que consta del micelio, mezclado
al materisl térreo silfceo absorbente. Dicha masa es
apulpada y agitada en un disolvente orzédnico, tal como
metanol, etanol, buténol; en catonas, tales como la '
acetona, la metiletilcetona; hidrocarburos halogenados,
tales como el cloroformo, el cloruro de metilo o solucio-
nes acuosas de 4cidcs orgénicos e iﬁorgénicos, tales como
el dcido acético, el 4cido clorhidrico; el &cido sulfdrico,
Ventajosamente se pueden utilizar mezclas de disoclventes
orgénicos, talss como alcoholes y cetonas hidrosolubles
¥y soluciones acuosas de 4dcido inorgdnico.

Cuando se emplean mezclas de disolventes orgée-

nicog y soluciones dcidas acuosas, los extractos se
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neutralizan y ¢l disolvente orgzénico se eolimina en vacio
hasta que sc¢ obtienc una suspensién acuosa., El precipi-
tado formado durante la concentracién se separa por file
tracién, y el filtredoc ss hace alcaiino a un pH entre
8 y 9 y se extras con un disolvente inmiscible con agus,
tal como el alcohol butilico, el alcohol amiliqo; hidro-
carburos halogeﬁados, teles comc el cloroformo, el cloruro
de metilo; cetonas, tales como la metilpropilcetona, la
metilbutilcetona; hidrocsrburos, tales como el benceno,
el tolueno y andlogos,

Cuando se emplean disolventes orgénicos inmis-
¢ibles en agua y de bajo punto de ebullicidén en la extrac~
cién, se mwezclan con agus y se concenmtran en vacio para
separaf el disolvente orgémico,

Luego se extrae le fase acuosa como se
describe en el caso precedGente. De la solucidn orgé-
nica inmiscible en agua, se obtiene la substancia
activa bruta por concentracidén a un pequefio volumen
y precipitacidén con disolventes no polares, como éteres,
tales como el éter etilico, el éter dipropilico, los
hidrocarburos saturados, hexano; ciclohexano, heptano
o éter de petréleo. La solucidn resultante contiene
otras substancias pigmentadas gque pueden extraerse con
goluciones alcalinoacuosas gue contienen dlcalis inor-

génicos u orgédnicos y las mercionadas substanciass pigmen-
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tadas pueden obtenerss en estado sblido, por acidifica-
cidén de la solucién acucsa.

Es ventajoso efectgar una primera purifi-
cacidén del antibidtico, por extraccién de la solucidn
orgénica con 4cidos orgénicos o inorgénicos diluidos
acuosos, tales como el &dcido acético, el 4cido clorhi-
drico, el dcido sulfdrico, a un pH entre 2 y 5, o con
ung solucién tampdén & un valor de pH comprshdido dentro
de este orden, Con objeto de facilitar la transferen-
cia del antibidtico dentro de la fase acuosa es ventajoso
adicionar e la fase orgénica un pequefio volumen de wn
disolvente de baja polaridad, tal como el éter dietilico,
al éter diisopropilico; hidrocarburos saturados, tales

vomo el hexano, el ciclohexano, el heptano o el Ster de

petréleo.

En la fase orgfénica permanecen otros productos
picmentados diferentes, cuyas naturaleze no he sido adn
estudiada.

El pH de la fase acuosa resultante‘es mantg-
nido entre 8 y 9 y se reextrac con disolventes orgéni-
cos, telos como el alcohol butflico, el alcohol amflico;
hidrocarburos halogenados, tales como el cloroformo,
el cloruro de metilo; hidrocarburoes, talss como el
benceno y el tolueno; fenoles, tales como el fenol,,

8l cresol.
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El extracto asi obtenido se concentra entonces
en vacio & un pequefio volumen y la precipitacidn del
antibidtico bruto en forma de sal se obtiene mediante
adicién de un &cido orgénico o inorgdnico y un disol-
vente de baja polaridad, tal como el éfer etflico,
el dtor diisopropilico; hidrocarburos saturados; tales
como el oiclohexano; el hexano, el heptano o el éter
de petréleo,

Una buena purificacidén de los materiales
brutos as{i obtenidos puode,realizarse por distribucién
a contracorriente de una solucidér acuosa, tal como el
4cido acuoso o una solucidn tampdén y un disolvente
inmiscible en agua. Asimismo, la oromatografia es dtil
como medio de purificacién, Un método de separacidn
del antibidtico puede consistir en tratar la solucién
acuosa do una de sus salas con dcido pierico.

El picrato del antibidtico precipita en
sscamas rojo-smariilase, las cuales se recogen y 8¢
secan.

El picrato es soluble en alcoholes inferio-
res hidrocgrburos halogenados: por sjemplo, el
cloroformo; cetonas, por ejemplo la acetona, la metile
etilcetona,

Por tratamiento de las scluciones orgénices

del picrato con un deido inorgédnico, se separa
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la sal del antibidtico,
' El antibibtico F.I, 1762 cristaliza como
clorhidrato en pequeiias agujas de color rojo. El
clorhidrato es solyble en agua, en metancl y en
aleoholes acuos8o; e8 inscluble en cloroformo, en
acetona, en bencenc y en disolventes no polares. Perfec-
taments seco funde a 186-1874C,

£l andlizsis slamental da los valores sigulen-

tea:

C = 55,01%; H= 6,31%; N= 2,46%; Cl = 6,20%.

Su espectro de adsorcidn en 1os rayos ultra-
violeta y en el visible presenta bandas en las siguien-
tes longitudses de onda:
en motanol absoluto: & 234 ou El® . 632

tca
251 " % B = 454
200 " " "a 149
480 " v w203
495 "' "= 208
532 * " "o 116

2 i
. A o0
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en HyS0, concentrado: & 257, 303, 545 y 585 milimicras,
En ¢l espectro de infrarrojos (ver Figura 1

en la tabla de Qibujos anexa) son visibles bandas en

las siguientes longitudes de onda:

2,9 v [ 7,05u | 896u | 12,20 n
3027 | 7,230 | 9,21 | 12,68 »
5,82 ¢ | 7,37 " | 9,35 " | 13,12
6,7 | 7,78 " | 10,10 " | 13,77 "
6,31 " | 8,11 " 10,92 " | 14,20
6,5t % | 8,24 | 11,5 " | 14,60 "
6,90 * | 8,65 % | 11,85 "

ILas soluciones acuosas son de color amarillo-
-rojo y se vuelver de color violeta por alcalinogzacién,
Con acetato magnésicc muestrén una coloracién rojo carmesi,
Por hidrélisis con 4cidos minersles diluidos, el antibid-
tico F.I. 1762 descompone en dos azicares reductores y
en una aglicona neutra. las zgliconas forman cristales
rojo brillante, que funde 2 211-2132C y solemente contio-~
nen carbono, hidrégeno y oxi{geno. El andlisis clemental

da los valores siguicntes:

C = 61,75%; H = 4,94%; 0 = 33,31%.



et

L

5.

10.

15.

20,

25,

30.

-19 -

203539
El espectro de absoééiOn en los rayos ultraviole-
ta y en el visible da, en los diferentes disolventes emplea-
dos;, adsorcidn mdxime en las longitudes de onda siguientés:
en_metenol sbsoluto & 234 my E!F . = 782; a 480 m Bj%, =258
251 v u =568; 496 " " =267

288 » » = 1863 532 " " =149

en Hy80, concentrado a& 257, 303, 545, 585 milimicras (punto de
flexidén a 390 mi-
limicras),

en piperidina anhidrg a 540, .570 y 610 milimicras,

En el espectro de infrarrojos (ver Figura 2) se
observan bandas en las siguientes longitudes de onda (en
micras): 280, 3,42, 5,85, 6,18, 6,33, 6,90, 7,03, 7,24,

7,35, 7,75, 8,06, 8,25, 8,94, 9,37, 9,67, 10,10, 10,53,
10,91, 11,68, 11,99, 12,35, 12,63, 13,18, 14,40.

En estas figuras la linea superior de abeisas rep:ic
senta longitudes de onda en micras, la linea inferior de
abcisas frecuencia (CM-1), y la l{nea de ordenadas, la trans-
misidn (%).

La aglicona del antibidético es soluble en
metanol . etanol, cloroformo; menos soluble en butanol,
acetona; escasamente soluble en benceno, ésteres alifdti-
cos, éter etflico; insoluble en agua, Ster de petréleo.

La aglicona estd asimismo presente en el antibiético
bruto obtenido con los métodos descritos. Se puede
mostrar por papel cromatografico con desarrollo de
n-butanol saturado de agua con tampdén fosfatado a
tH 5,2, El antibiético 1762 tiene un Rf = 0,21,

su aglicona un Rf = 0,85. El antibiotico F.I. 1762

pertenece al grupo de antibidticos, de los que forma
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parte la rodomicinz A, B y germe (H. Brockmann y
colaboradorcs, Chem, Bgr: 88, 1955, pdg. 1762,
Naturwissenschaften 48, 1961, pés. 716), 1é ¢inerubina
(Chen, Ber. 92, 1959, pée. 1868), la pirromicine (Chom.
Abatracts 54, 1960, pdg. 1470) y la rutilantina (Tetra-
hédron Lettors 16, 1959, pdg. 17). No obstante, el
entibidtico »,I, 1762 difiore de los productos antes
mencionados en las propiedades fisicoguimicas, especial-
mente en espectros infrarrojos y ultravicletas y en el
copportamisnto cromatogréf;co. Las sales del antibvib-
tico F.I. 1762 dorivan de 4cidos orgénicos ¢ inorgéni-
cos no téxidos, tales como el 4cido clorhidrieo, el ‘
dcido sulfdrico, ol 4cido acdtico, el deido propidbnico,
o1 4cido valeridnico, 21 4cido palmfitice, el 4eido
oléico; ¢l dcido citrico, ¢l 4cido succinico,

2l dcido mendélico, el édcido glutdmico, ol dcide panto-

 ténico, Pueden formarsc sales neutras por reaccién del

dcidc correspondiente sobre la basexlibre, que puede
obtenerse al ajustar 2 un pH de 8,6, una solucién acuosa
del clorhidrato y por extraccién con disolventes orgédnicos
inmiscibles en agua, tales como el butanc ¢ el

cloroformo, Por evaporacidn del disolventse orgpénico,

ge obtiencn el antibidtico como base libre, que fundse a
208-209¢C. 1Ia cbtencidn de las sales puede efectuarse

asimismo por uns doblec descomposicién de salos: por
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ejemplo, del F.I. 1762 fosfato con pantotenato cédlcico,
se 'obtiene el pantotenato de F.I. 1762. El antibidtico

F.I. 1762 ademés de tener una actividad bacteriostética
notable contra diferentes microorganismos, se ha reve-

lado particularments Gtil como antitumoral.

Bste antibidtico muestra un ﬁarcado efecto
inhivbidor sobre el desarrollo de tumores en forma
agcitica, en los que se realiza un contact? inmediato
del antibidtico y las células neoplistices. Se observa
asimismo un buen efecto inhibidor en tumores sélidos
donde la actividad es diferente de acuerdo con la
via de administracibén y las dosis: los mejores resulta-
dos - se obtienen por administracidn intrevenosa de
dosis entre 2 y 3 mg/kg/dia;

En la tabla siguiente se muestra la toxicidad
aguda de la daunomicina como LDsOQ

Valores de toxicidad aguda - LD (meg/kg)

Especic animal YVia LDSO
ng /KG
Ratbdn i;v. 20
Ratbn i;p; 5
Rata 1ove 13-15
Rata i.p. 8
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El entibibtico ¥.I., 1762 y sus derivados,
los productos de st degradacidn hidrolitica y sus
mezeclas pueden utilizarse como medicamentos, Estos
contienen 1os compuestos cspacificos en mezcla con
portadores farmacéuticos adecuados pera edministracién
oral, perentérica o local, Dichos sxcipientsa pueden
scr la geltina, la lectosa, ol almiddn, el talco y
otras substancias usuales emnpleadas pare oste pro-
pésito. las preparaciones farmacduticas pueden esta- _
blecerse en forma de tabletas, grageas, polvos, unglientos,
crenas, supcsitorios y en forma liquida, tal como solu-
ciones, suspensionss o smulsiones en ampollas para la
administracién parentérice,

Los'ejemplos que siguen sirven para ilustrar

ls invencién, perc sin limitarla.
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EJEMPLO 1.

Dos matraces de Erlenmeyer de 300 cc, se

. preparan cade unc de 21los conteniendo 60 cc del siguiens

te medio vegsbtativoe:

Peptona ’ 0,6%
Levadura seca 0,3%

Nitrato de calcio hidratado 0,05%

en agua de fuents. _
El pH, despuds de la costerilizaciébn, es de 7,2,
La esterilizacidn se realiza por calentaniento

en autoclave 2 1208C; dursnte 20 minutos.
Cada matraz ha side inoculado con micelio ds

StReptonyces 1762, cuys cantidaed corresponde a 1/5 de

una suspensidn on agus ostéril del micelio de un
cultivo de 10 dias do desarrollo en tubo de cusayo que

contiene el medic siguiente:

Sacarose ' 2%
Levadura seca 0, 1%
Fosfeto potédsico hidrogenado 0,2%
Nitrato sbdico 0,2%
Sulfato magnésico 0,2%
Agar 2%

en agua ds fuente.
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Los metraces se incuban e 288C, durante 48
horas, sobre un ggitader rotatcric a2 220 yr,p.m. ton
una excentricidad de 60 mm.
2 cc de un medio vegetative asi desarrollado,

se utilizan pare inocular matraces de¢ Erlenmeyer de

300 cc con 60 cc del medio productivo siguiente:

Glucosa 4%
Levedura seca 145%
Clorurc sddico ‘ . 0,2%
Fosfato potdsico hidrogenado 0;1%
Carbonato cdleico 0,1%
Sulfato megnésico 0;03%
Sulfeto de hierro 0,001%
Bulfato de zinc 0;001%
Sulfato de cobre 0,001%

en ague de fuente
PH _ 7,0.

Se esterilirn a 1209C durante 20 minutos; la
glucose se esteriliza separadamente & 11020 durante 20 mi-
nutos, Se incuba a 282C bajo las mismes condiciones
descritas para sl medio vegetativo, Después de 120 horas
de fermentacién, se alcanza la actividad méxima que corres-

ponden a una concentracién de 60 microcramos/cc.,



Yo

35

204

- 25 ~

S

EJEMPLO 2.

La operacién se realiza como en el Ejemplo 1,
con le diferencia que el cultivo a inocular se desarrclie
gobre el medio sélido siguiente: 200 g de patatas monda-
das se hierven durante 20 minutos en 500 cc de agug; el
volumen se lleva & su valor original y se filtra a través
de tela metdlica, Se adiciona el 2% de glucosa, 0,1%
de extracto de levedura Difco y 24 de agar. Se lleva a
1000‘00 y 8¢ esteriliza a 1202C durante 20 minutos;
pH 6,8~7. Se alcanza el miximo de actividad, 70 micro-

gramos/cc, despuds de 140 horas.,

EJEMPLO 3.

Ia operacién se realiza como en el Ejemplo 2,
con la diferencie que el medip vegetativo y produc-

tivo tiene las composiciones siguientes:

Medio vesetativo: Dextrina 3%
Carbonato célcico 0;4%
Licor de maiz mecerado 0;3%
Sulfato aménico 0,1%
Caseina 0;5%
Posfato potdsico hidrogenado 0;01%

en agua de fuente

Despuds de la esterilizacidn a 12020
durante 20 minutds en antoclave, o1
pH fue de 7,
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Modio productivo: Dextrina

Carbonato cédlcico

Licor de maiz macerado
Caseina

Sulfato emdmico

Posfato potdsico hidrozesnado

El pE despuds de la esterilizecidn
fue de T.

T2 esterilizecidn go realiza como se desoribe

3%
0,6%
0,6%
0,5%
0,1%
0,01%

para ¢l medio wvegetativo., La misme actividad, 65 micro-

gramos/cc, se alcenza después de 130 horas.

EJEMPL O 4.

Con un cuwlfivo de Streptomwees 1762 sobre

medic sélido, t&l como se ha descrito en el Ejemplo 2,

se inoculan 500 cc del medio ligquido vesetativo descrito

an el Ejemxplo 1, contenido en un matraz de vidrio de
2000 cc.

Se incuba a 282 durante 48 horas; sobre un
agitador rotatorio a 120 r.p.m., con una excentricidad
de 70 mm; 100 cc del caldo de cultivo asi obtenido

sirven pare inocular 3000 ce del mismo medio 1fquido
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contenido en un fermentador de 5§ litros de vidrio
neutro, provisto de asitador de hélice, un tubo de
adpisién pare la inmisidn del aire que termina bejo
el sgitedor de hélice mencionado, un dispositive rompe-
dor del flujo, un tubo para inoculacién,_un tubo de
galida de aire,; equipo para conirol de temperatura y
un dispositivo para adiciones intermitentes o contf-
nuas bajo condiciones estériles. E1l dssarrollo se
realiza por sacudimiento, con una relacidén de 400 r.p.m.
& 28¢C, con una relacibn de aireacién de 3 litros por
minuto,

Después de 24 hores, se ubtilizan 300 cc del
caldo de cultivo asi incubado para inoculer 6 litros del
medio productivo descrito en el Ejemplo 1, contenido
en un formentador de 10 litros de vidrio neutro similar
al antes descrito., Durants la fermentacidn, que se
realiza a une relacidén de sgitacidn de 350 r.p.m. ¥
con une relacién de aireacién de 5 litros gor minuto,
se controla sl espumade ﬁor adicién de pequehias can-
tidades de agente de silicona antiespumante, La mAxima
produccién obtenida en 150 horas de fermentacién, corres-
ponde o una concentracidén de F.I, 1762 a 60 microgra-

mos/cc.
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Bl procedimiento difiere del descrito en el

EJEMPLIO 5.

Ejemplo 4 solemente en que el medio productivo se
inoculd con 600 cc del medio Az cultivo wvagetativo en
300 cc dsl mismo.

la méxima produccién del F.I. 1762 se ha obte-

nido & las 140 horas con 70 microgramos/cc,

EJEMPLO 6,

————

El 1igquico de cuitivo resultante de la fer-

" mentacién de 50 litros y obtenido de acuerdo con el

Ejemplo 4, se mezcla con un material térreo absorbente
silfceo y se filtra del micelio obteniendo de ello
ung torta y un filtrado, que se extraen separadamente.
La torta asi obitenida se suspende en acetona diluida
con écido sulfdrico 0,4-n acucso y se agita durante

2 horas, La suspensién liquida se filtra y se repite
dog voces nds la agitacidn de la torta, Los extractos
asi obtenidos &2 neutralizan y la acetonz se evapora
en vacio. la suspensidén resultante se filtra luego,

el sélido obtenido se agite repetidamente con agua
acidificeda (pH 3) y se refiltra. EL filtrado se
ajusta a un pH de 8,6 y se extrae completamente con
n-butanol., Bos extractcs butdnolicos se combinen y
concentran 2 un pequefio volumen en vacio., A esta solu-~

¢ibén se adicionan 2 vollmenes de &ter etflico y se
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resxtrae el producto de la fase orgénica con 4cido
clorhidrico 0,1-n. La mencionads operacidén se realiza
varias veces hasta que la fese acuose aparece coloreadsa
de rojo-amarillo. Los extractos acuosos combinados se
regulan a un pH de 8,6 y se extraen con cloroformo
por tres veces, Los extracios clorofdrmicos se combi~
nan, se secan sobre sulfsto sédico anhidro, se filtran,
despuds de lo cusl se adicionan algunas gotas de 4eido
clorhidrico en metanol anhidro para clarificar la solu-
cibn, la cual finalmente es concentrada & un pequefio
volunen, Dﬁ}ante 1s concentracién se separan cris-
tales rojos ern forma de agujas y se reccgen de la
solucidén por filtracidn, El producto asi obtenido
(0,3 g) resulta ser en el andlisis, el clorhidrato del
antibidtico,

£l agua madre se concentra y la adicidén de
algo de éter etilico acasiona la precipitacidén de
otros 0,13 g del producto bruto conteniendo F.I. 1762.

El filtradc anterior se ajusta a pH 8,6
y sSe extrae con n~butanol. L= opsracidn se realiza
por dos veces, Las fases orgénicas combinadas, con-
centradas a un pequefio volumen y adicionadas con dos
volimenes de éier etilico, se reextraen con 4cido

clorhidrico 0,1-n, Las fascs acuosas combinadas se
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regulan a un pH de 8;6 y se sxtraen tres veces con
ecloroformo, La solucién cloroformica se seca sobre
sulfato sédico anhidre y se trata con algunas gotas

de dcido clorhidrico en metsnol anhidro y se concentra
a un paquefio volumen. De la solucién concentrada por
adicidn de algo de dter etilico, 9e separa 0,35 g de
F,I. 1762 como clorhidrato brute, que contiene aesimismo
la aglicona, Operando tal como se indica anteriormente,
pero utilizando deido sulfirico en metanol en lugar de
dcido clorhidrico, puede obtenerse el antidbidtico

F.I. 1762 como sulfato.

EJEMPLO 7.

Un caldo de cultivo de 45 litros, obtenido
de acuerdo con el Ejemplo 4, se fiitra del micelio con
ayuda Ge los materiales térreos usuales absorbentes
silicecos, La torta se suspendc en n~butanol y se
extrae con este disolvente por tres veces. Finalmente
se desecha la torte y los extractos se concentran a
un pequefio volumen on vacio, A 1a fase orgdnica se
adiciohan tres voltmenes de éter y se extras varias
veces Con agua, que contiene el 5% de Zcido acético,
Los extractos acuosos se ajustan:a un pH de 8,6 y se
reextrasn con cloroformo, El extracto dec cloroforme

ge scca sobre sulfato sbHdico enhidro y e concentra a
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un pequefic volumen en vacio, Se adicionan unes pocas
gotes de 4cido clorhfdrico en metanol enhidro y se
precipita el producto com éter.

Se obtienz un sélido consgtituido por el
clorhidrato bruto del antibidtico F.I, 1762, Empleando
dcido sulfurico en lugar de 4eido clorhidrico puede
obtenerse el correspondiente sulfato, Las soluciones
de éter-cloroformo contiene aidn varios pizmentos, que
pueden extraerse con solucién de hidréxido sbdico 1-n,

poeroe cuya naturaleza no ha aido aun estudiade,

EJEMPLO &,

——

A un caldo de cultivo de 12 litros, obtenido
de acuerdo con ¢l Ejemplo 4, se adicionan materiales
siliceos absorbentes usuales y el conjunto se filtra
despuds, La torta de micelioc se agita tres veces
con tres litros de una solucidn gque consta de acetona
y dcido clorhidrico 0,5-n, en 1a relacidén de 3 partes de
acetona y 2 partes de dcido. El extracto resultante
se neutraliza y se elimina la acetcna en vacio. El
s6lido separado se filtra y el filtraedo se ajusta a un
pH de 8,6 y se extrae completamente con butanol hasts
que el extracto de butanol aparece coloreado de rojo.
Se concentra o un pequefic volumen en vacio, se adiciona
un volumen de éter de petrdleo y se extrae con 4cido

clorhfdrico 0, 1-n acuoso en pequefias porcionos.,
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Los extractod acuosog se éombtnan, se ajustan
e un pH de 8;6 ¥ se reextraen con cloroformo hasta que
apafece coloreado de rojo. Los extractos cloroférmicos
combinados se secen sobre sulfato sédico enhidro y se
concentran & un pequefio volumen., Se adicionan algunas
gotas de Scido clorhidrico en metanol anhidro y el
producto se precipita con éter etilico; Se obtienen
1,2 g de clorhidrato bruto de F,I, 1762, Empleando
decido sulfirico en lugar de dcido clorhidrico, puede

obtenerses el sulfato correspondiente,

EJEMPIO 9.

— -

1 g del material bruto conteniendo F.I., 1762
se somete a la distribucidén por contracorriente en un
aparato Craig de 40 tubos, smpleando el sistema
constituido por n-butanol: tampdén de fosfato a un
pH de 5,2. Se utilizan 25 em3 de cada fase para cada
tubo. |

Una vez efectuado el ndmero necesariomde
transferencias, observando espectrofotométricamente
& S00 milimicras los contenidos de los diferentes
tubos, se delimitan dos intervalos gue contienon can-
tidades elevadas de la sustencia, Un intervalo corres-

ponde a los tubos 7-21, el otro corresponde a los
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tubos 32-39, Los tubos intermedios muestran asimismo
la presencia de componentes gque contienen substancias
coloreadas y se almacenan separadamento, Los tubos
7-21 se combinan, la fase orgénica es separada y la
fase acuosa se regula a un pH dé 8,5 con una soiucién
nornel de hidréxido sédico, La fase acuosa se

extrae luego por dos veces con n-butanol, se combinan
los extractos orgénicos y se concentran bajo presidn
roducida a pequefio volumen, Tres volimenes de éter

se adicionan y la solucidn se sxtrae con pequeiias
porciones de dcido clorhidrico diluido hasta que las
porciones resultan colorsadas. Luego se regula la
fase acucsa & un pH de 8,6 y se extrae con cloroformo.
El extracto cloroférmico se seca y se trata con unas
pocas gotas de 4cido clorhidrice en metanol anhidro
hasta que la solucién resulte 1impida; ¥ luego se

concentra a baja temoeratura { < 352¢) en vacio. Cone

‘centrando F,I, 1762 precipite como clorhidrato en

forma cristalina, Rendimiento: 0,125 g, Empleando

dcido sulfdrivo en lugar de 4cido clorhidrico se

obtiene el sulfato correspondiente. De los ftubos
32-39,en los qua las substancias coloreadas se reve-
laron, cormatogrdficemente on el papel; que estaban cons-

tituidas por la aglicona, se observa, por ccmbinacién
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de las fases superiores, adicién de voldmenes iguales
de dter y extraceidn con una solucidn de sosa normal,
un color que vira del rojo &l azul wioclado y la
transferencia de 1la coloracién es lograde en la solu—
cidén acuosa. La extraccidén con sosa se realiza dos
veces, Acidificando los extractos alcslinos con 4eido
clorhidrico, precipita un producto rojo que; por crista-
lizacién en n-butanol, muestra ser la aglicona del
antividtico F,I, 1762 on base al andlisis cromatogri-
fico, espectrofotométrico en los wltravioletas, en ol
vigible y en los infrarrojos y sn base al punto de

fusién,

EJEMPLO 10,

2 g del material bruto que contienen 10%
de los pigmentos constituldos por ¢l antibibtico
F.I. 1762 y por sus agliconas, determinadas en base
de la intensidad de la adsorcidn méxima en el visible,
Be Qisuelven en 150 cc de azua y se ajustan a un pH
neutro. La porcidén insoluble se filtra y la solucién
se extrae varias veces con éter, Despuéds de repetidas
extraccidnes, los extractos etéreos se reunen y concen-

tran a pequefio volumen en vacio, So obtienen 20 mg
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de un sélido rojo, que en el andlisis de papel cromato-
gréfico munestra ser la aglicona del antibidtico F.I, 1762
Se adiciona a la fase acuosa 40 cc de una solucidn acucsa
saturada de &cido pilerico, Se forma

un precipitedo rojo-zmarillento, que se recoge por
centrifuzacibén. Se seca el sdlido sobre cloruro cédlcio

Y se disuelve en zcetona. Se adicionan unas pocas

gotas de dcido clorhidrico enhidro en acetona e inme~
diatamente hay unes precipitacién de un producto
rojo-anaranjado. Bl sélido (120 mg) se recoge y 8o

seca. Recristelizado del n-propanol se obtienen

30 ng de producto cristalino en forma de egujitas,

gue resulta ser ol oYorhidrato dol antibidtico F.I, 1762,

EJZMNPLO 11,

[

Tratando el sulfato del antibiético P.I, 1762
cor une solucidn de pantotenato cdlcico, mediante doble
descomposicidn, se obtiens el pantotenato del antibid-
tico F.I, 1762,
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EJEMPLO 12,

Se disuelven 500 ng de F.I., clorhidratc en
10 cec de 32304 1~n y se nantiene a 100¢C durante 20 minutos,
Se separan escanas de color rojo. Tras enfriamien-
to; se extrae con n-butanol y el pigmento pasa en la
fase orgénica,

La fase acuosa se neutraliza con hidréxido
bdrico, se filtra y se evapora en vacio, Los residuos
contienen por lo menos dos aziceres reductores, los
cuales en el pepel cromatogréfico'con el disolvente
n=butanol f4eido acético/agua_(4:1:5)'(fase superior)
nuestren el siguiente Rf ¢ 0,245 y 0,30,

Los extractos de butanol coloreado de rojo

se lavan con sgua y Se evaporan & un peBguefio voluaen

en vacio, Por enfriamionto se separan cristeles bri-
llentes en forma de agujas coloreadas de rojo, de la
aglicona del antibidtico,.

Punto de fusién: 211-213¢C.

BEn ol papol cromatogrdfico, con el sistema
disclvente &ter de pexrﬁleo; saturado de petenol, 1a

aglicona de F,I, 1762 muestre un Rf igual a 0,41.
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EJEMPILO 13,

FARMACOLOGIA
ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD ANTITUMORAL DEL ARTIBIOTICO F.I. 1762

El estudio de la actividad antitumolar del
antibiético F,I, 1762, obtenido a partir del

Streptomyces 1762, ha sido efectuado sobre un especto

de tumores de ratén y rata, ambos en forma sblida y

ascitica.
1) Tumores asciticos

Se han realizado pruebas de actividad sobre

ratones, portadores de carcinome ageftica Ehrlich

¥ sobre ratas, que estén inyectadas con hepatoma AH

130 ¥ con mieloms Oberling-Guérin-Guérin.

8) Carcinoma ascitico de Ehrlich

Ratones inyectados por via i.pe. con una
suspensidn de células tomorales, se han tratado con
soluciones de diferentes concentraciones del antibiéti-
co durante 5 dias consecutivos, a partir del dia si-
guiente de la implantacidn del tumos.

La Tabla III, en la que 9¢ especifica los
resultados obtenidos, muestra que el antibidtico
bajo exemen, administrado en iguales dosis de 1;75 ¥y

1,25 mg/kg/dia, tiene un notable efecto inhibidor sobre
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el desarrolle del twmo ascitico y wn incremento consi-

derable de la sobrevivencia media de los animales

tretoados.

TABLA III - Carcinoma aoscitico de Ehrlich

Lotes Dosis Incremento de peso en los dfas | Tiempo de
e/kg/dia supervi-
79 142 219 vencia
media
Controles - +9,6 +21,4 - 16,4
FI. 1762 1,75 +1,3 + 2,4 +4,7 36,4
F.I. 1762 1,25 +1,5 + 3,1 +4,4 32,-
F.I. 1762 0,75 +2,9 + 5,3 - 18,8

Bl resultado se ha confirmado mediante un

experimento sucesivo en el que el antibidtico se ha

administredo en la dosis de 1,75 mg/kg por via intra-

peritoneal durante 4 dias {Tedbla IV)
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TARLA IV —~ Carcinoma ascitico de Ehrlich

Lotes | Dosis JIncremento de peso en los dias| Tiempo 4
' ng/kg/dia 79 12¢ supervi-
vencia ne
dia 7
Contro~- . : :
les - +6,3 +14,2 12,4
F.I. 1762 1,75 10,1 + 2,2 35,1

b) Hepatoma AH 130

Ratas Wistar, inyectadas con hepatoma ascitico,

han sido tratadas por via i.p. durante 5 dias consecutivos

con dhsis de antibidtico de 2 y 1 mg/kg/dia, Mientras

los animsles de control (no tratados) tienen un tiempo

de sobrevivencie media de 11,8 dias después de la implan-

tecién del tumor, todas les ratas tratadas vivian

atin después de 50 dias del experimento; en ninguna de

ellas existian trazas de tunor.

¢) Mieloma ascitica

~ Este experimento se ha realizado sobre ratas
Wistar, las cuales han sido inyectadas con una sus-~
pension de célulasade tumor y luego se han tratado
por via i.p, con una solucién del antididtico de
acuerco con el siguiente esquema: un grupo por tres
veces con dias albernativos, con una dosgis igzual a
2 mg/kg/dia; otro grupo durante 5 dlas consecutivos
con una dosis de 1 mg/kg/dia, En estas condiciones
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8e ha observado un retraso en la difusidén del tumor,

que se traduce en el incremento de sobrevivencia

media de los animales tratados en comparacidén con los

controles (Tabla V).

ZABLA V ~ Mieloma ascitica

Lotes Dosis L K¢ tratamiento Tiempo de su-
dia pervivencia
medisa
Controles - - 10,7
F.I, 1762 2 3 17,7
r.I.1762 16,7

2) Tumores sélidos

Las pruecbas de ls actividad sobre tumores

s6lidos han sido realizadas cop adenocarcinoma de

Ehxlich y ssrcome 180 en el ratén y con carcinosarcona

Walker y la mieloma de Oberling-Guérin-Guérin en la

rata,

a) Adenocarcinoma de Ehrlich

*

Ratones inyectados subcutdneamente con un

fragmento de tumos durante 6 dfas, a partir del dia
siguiente de la transplantacién, han sido tratedos

con una solucidén de antibvidtico,

Al octavo dis
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del experimento todos los animales han sido sacri-

ficados ¥y el tumor se ha separado y pesado. Los resul-

tados asi alcanzgados se totélizan en la Tabla VI.
TABLA VI ~ Adencocarcinoma de Ehrlich

Lotes |, ’Dosis JVariacién del pe-{MortaliiPeso me{% de inhibi=-
mg/kg/din{so corporal dad dio deIl| cién
bruto neto tumor
Controles | - +4,85 | 42,27 | 0/10 | 2,583 -
F.I. 17626 2,59 | #1,07 | 0/10 | 1,522 | 41,7
F.I. 1762| 3 +3,84 +1,59 0/10 2,253 12,-

Pusde observarse que el antibidtico en 1a
dosis de 6 mg/kg/die ha determinado una inhibdicidn en el

desarrollo del tumor igual al 41, 1%,

‘b)) Sarcoma 180

Ratones inysctados con un fragmento de tejido

neopldstico, hean sido tratados por dia i,p, durante 7 dies

consecutivos, a partir del dia siguiente a la implantacién

del tumor. El antibidtico ha sido administrado en

solucidén en una dosis de 2 mg/kg/dia., 41 décimo dia

del experimente, todos los ratones hen sido sacrificados

¥y los tumores y bazos han sido separados,
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Los resultados especificados en la Tabla VII

del desarrollo del tumor y una morcads reduccidn del

bazo.

TABLA VII - Sarcoma 180

. —
2 aala et

Peso medio

Lote y dosis | Variacién del Mortc- % de inhi-
mg/kg/dia | peso corporal lidad | tumor bazo| bicibn
bruto ne to g mg tumor bazo
Controles - | +5,05 | +2,83 0/10- | 2,225] 251 - -
F.I. 1762 2 |+1,72 | +3,01 | 0/10 | 1,289] 93,5| 42,1 62,7

¢) .Carcinogorcoma de Wolker

tratadas por via intravenosa por 8 veces dentro 10 dias;

Las ratos inyectodas con este tumor ham sido

al 112 dia del experimento han sido sacrificados los

animales sobrevivientes y han sido separcdes los tumores,

Los resultcdos se totalizon en la tabla siguien-

te.



-

25,

- 43 _

20

PARLA ¥III - Carcinosarcoms de Walker

Lotes y Dosis|Variacidn del 'MortalgﬁPeso medio} % de inhibi-
ng/kg/did|cuerpo corpo- | dad ~ jdel tumor®| cidn
gi&to ng?o~ _
Controles | - +22;9 + 5,96 1/10 15f940 -
Fol. 1762 | q +10;2 + 0;76 1/10 | 9,443 #2;1
CP.I. 1762 | o l427,9 | +22,23] 1710 | 2:%0% 66,1

Bl antibidtico ha mostrado asimismo un marcado

efecto inhibidor sobre este tipo de twror, especialmqnte

con una dosis de 2 mg/kg/dla, la cual ha sido tolerada,

cuando se inyectd por via i.v. Un segundo eXperimento

con ratas, portadoras del mismo tumor, ha sido realizado

para investigar el efecto del antibidtico sobre la sobrevif

vicencia de los animsles en comparacidn con la actividad

antitumoral.

Bo este caso las ratas han sido tratadas intra-

venosamente por 8 veces durante 12 dias a la dosis de

3 mg/kg/dia. Los resultados, especificados en la

Tabla siguiente, confirman el efecto inhibidor del anti-

bidtivo sobre el desarrolls del tumor y musstran gue

por tal tratamiento la sobreviveacia media de las ratas

se ha incrementado en el 50,8%.
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Lotes y dosis |{Inhibicién del desarro | Tiempo medio de
ng/kg/dia 1llo del tumor (% del * | subrevivencia
control
98 dia 292 dia
Controles | - 16’9
E'I' 1762 | 3 71,- 31,6 25,5

La inhibicidn de desarrollo dsl tumor es

considerable durante el tratamiento, pero aln prosigue

eb un grado notable durante les 20 dfas siguientes

& la suspensidén de las inyecciones.

d) Mieloma de Obsrling-Guérin-Guérin

Rates Long-Evans inyectadas con un fragmeanto
de tejido de tumor, se han tratado intravenosamente
durante 10 dfas, inicidndose a partir del dia siguiente

a la implantacidén del tumor. Los animmles sobrevivientes
han sido dacrificados en el 132 dia del experimento y

han sido separades y pesados los tumores.
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Tm x - Eieloma O.G‘OG’-

Lotes y desis Variacién del |Morta-|{Pese medio % de'inhi—'
ng/kg/dia cuerpo corporalilidad {del tumor’|{bicion ,
bruto nets
ontroles | - +45,2 1 +28,- |3/12 17,23 -
. 1762 +33,3 | +20,- |0/12 11,30 34,5
. 1762 | 4 + 0,8+ 0,8 la/12 2,98 82,8

Estos resultados han side confirmados en
una prueba sucesiva en la gue los animales han sidc
tratades per via intravenosa, per 7 veces en 14 dias,

con uné& solucidn de antibidtice en la dosis de

2,5 mg/kgfaia.

TABLA XT - Mielema 0.6.G.

Lotes y dosis | Variacivn del [Murta iPeso medio|{% de inhibioiéﬁ

mg/kg/dia | peso corporalilidad .
bruto  neto tumor bazo {tumor

+55,7 | +40,22 5/15 |13,486{1,303 - -

%fl‘ 1762 |2,5( 420,9 |+16,75 515 | 4,11 0,599 69,5 54,1

bazo

centreles -

Las Tablas ¥ y XI muestran gue el antibidtico !

es actlve asimismo contra este tipe de tumor; las

A
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dosis de 2 mg ¥y 2,5 mg/kg/dia per via intravenosa
producen los mejores resultados con respectc a la
actividad antitumoral asi como también la buena

tolerancia del antibidtico.
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Descrito el objeto de la invencidn, se declara
nuevas las siguientes reivindicaciones, con prioridad de
la demanda de patente iteliana n? 22651/62 del 16 de Noviem-
bre de 1962. |

1. Un procedimiento para la preparacion de una
nueve substancia antibidética, del grupo del antibidtico
FP.I. 1762, cuyas propiedades han sido descritas en la

descripeidén, caracterizedo por el hecho de gue el

Streptomyces 1762 y su mutante se cultiva bajo condi-
ciones aerdbicas en un medio 1fquido nutritive y de
sales minerales a una temperatura entre 252 y 37¢C,
de preferencia 28¢C, durante un periodo de tiempo
de 3 a 7 dias, de preferencia 5 dias, y que el anti-
biético formado se extrae del caldo de fermentacion
a un pH entre 8 y 9 por medio de los disolventes
usuales inmiscibles en sgua, y que el antibidtico
F.I. 1762 se aislas y purifica en forma conocida.
2. Un procedimiento segun se define en la rei-

vindicaeidn 1, caracterizado por el hecho de que el

antibiético F.I. 1762 se transforma de manera conocida

en sus sales con dcidos inorganicos y orgénicos.

3. Un procedimiento segun se define en la rei-
vindicacidn 1, carecterizado por el hecho de que el
antibidtico F.I. 1762 se traensforms, mediante hidrd-

lisis dcida, en su sglicona.
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4. Un procedinmiento para la prepe‘eracién de una
nueva substancia antibidtica,

Segin se describe y reivindica en la presente me-
moria descriptiva que consta de 48 péginas foliadas y

5 escritas a méguina por una sola de sus caras.,

i

Madrid, 8 15 de noviembre de 1.963.
SOCIETA FARMACEUTICI ITALIA.
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