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"PROCEDIMIENTO PARA LA PRODUCCION DEL NUEVO ANTIBIOTICO
SL 1846".

Tolicitante: SANDOZ, A.G., entidad suiza, residente en Basilea,

Suiza.

La presente invencidén se relaciona con un nuevo
antibidtico y con un procedimiento para su produccidn.
La presente invencidén proporciona un nuevo an-

tibidtico en adelante denominado SL 1846.
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La presente invencidn proporciona ademis un procedimiento
para la produccién de SL 1846, caracterizado porque se cultiva una cepa
hasta ahora desconocida de la especie de hongo Pseudeurctium ovalis
Stolk en una solueidn nutritiva y se aisla el antibidtico del filtrado
de cultivo y se purifica en forma de por si conocida, por ejemplo
mediante extraccién o adsorcidn.

La nueva cepa de Pseudsurotium ovalis Stolk usada de acuerdo
con el invento fué'aislada de una muestra de tierra (Rio de Janeiro) ¥
se depositd una muestra de la misma con el Departamento de Agricultura
de los Estados Unides (Northern Utilization Research and Development
Division), Peoria, Illinois, baJo.la referencia NRRL 3194,

La nueva cepa de la especie de hongo Pseudeurotium ovalis

Stolk concuerda morfoldgloamente con la desoripoién dada por
A.C.Stolk, Antonie van Leeuwenhoek 2L (1955) y C.Booth,
Mycologlcal Papers No. 83 (1961).

La cepa crece a 27°C sobre agar de extracto de malta/levadura
con un micelio aéreo compacto, plano y de color gris-rosa. Los
eleisfotecios se desarrollan sobre el micelio substrato y estén
cubiertos por micelios aéreo. Son redendos, de color roJo;pardo Y
tienen un didmetro de 90-180/u. Los asci transitorios miden
7.5-9 x 6.5-8/u. Contlenen ocho ascésporos elipticos, planocs, de
color pardo o aceituna, midiendo 5.5-6 x 5.5-4/3. La forma de fruta

secundaria, que se asemeja al esporotrico, se desarrolla simultinea-

.mente con la forma de fruta principal,
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También es posible producir el nuevo antibldtico SL 1846
usando cepas que pueden obtenerse de la cepa arriba indicada de
Pseudeurotium ovalis Stolk, por ejemplo, por seleccidén o mutacidn
mediante rayos ultravioleta o rayos X, u otros medios, ﬁor e Jemplo

-

por tratamiento de cultivos de laboratorio con productos quimicos

- adecuados.

La nueva cepa de Pseudeurotium ovalis Stolk puede ser
cultivada sobre diversos medios nutritivos que contienen las sub-
stancias nutritivas usuales. Por ejemplo, son substancias nutritivas
adecuadas para esta cepa de hongo las substancias nutritivas
generalmente usadas para organismds carbono-heterotrdficos; ejemplos

especificos de la fuente de carbono son: glucosa, almiddn, dextrina,

. lactosa y azicar de cafla; como fuente de nitrégeno pueden usarse

compuestos orgénicos o inorgénicos conteniendo nitrdgeno, siendo
ejemplos especificos la peptona, extractos de levadure ¥ carne,
sulfato amdénico, nitrato amdnico y aminodcidos; las sales minerales
usuales y Sligoelementos tambidn son adecuados para usarse en el medio
nutritivo. 7

Un método para producir el antibidtico SL 1846 consiste en
que se inocula un medio nutritivo liquido con conidios o micellos Qe la
nueva cepa de Pseudeurotium ovalis. El cultivo se efectia, por
ejemplo, bajo condicionas aerdbicas, en cultivo estidtioco de superficie
o en cultivo sumergidd. mientras se sacude, o ;n fermentadores
mientras se introduce aire u oxigeno con agitacidn. La temperatura de

incubacibn es entre 20° y 35°C. Se prefiere usar una temperatura entre
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25° y 30°C y un valor pH de'5-7,'en cuyo caso el cultivo se incuba
durante 4 a 10 dias.

Un método espeéialmente adecﬁado para aislar el antibidtico
del presente invento es la extracecidn del filtrado de cultivo con
eloruro etilénico, alnque tambidn pueden usarse otros disolventes
orgénicos, por ejemplo benceno, acetato etilico, acetato butilico,
cloroformo o butanol. A continuacidn se separan los extractos del
disolvente, por ejemplo mediante destilacidn, y se purifica el residuo
cromatograficamente mediante agentes de adsorcién, por ejemplo
aliimina activada, gel de silice o silicato de magnesio, o por medio de
distribucidn a contracorriente, cén el fin de aislar el antibidtieo
deseado.

El antibidtico SL 1846 tiene las caracteristicas siguientes:
SL 184 es un compuesto neutro; oristalino e incoloro con la férmula
016H2405’ un P.F. de 89-92°C y una rotacién especifioca de'[a]go- f117°
(¢ = 0.40 en cloroformo).

Espectro ultravioleta: maximo a 284.5 m/u (log € = 1.63) y una
absorcién final fuerte a 210 mu (log £ = 3.1) (en metanol)

(Figura 1).

"Espectro infrarojo: bandas & 3500, aproximadamente 3000, 1725, 1600,

1460, 1390, 1120, 1040, 1030, 1000, 970, 880, 8%0 cm-l (en eloruro
metilénico) (Figura 2).

El antibidtico SL 1846 exhibe un alto efecto citostético y su
uso estf indicado en el tratamiento de enfermedades tumorales en

animales y seres humanos. Este efecto se determina por la inhibicidn
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del aumento de las células tumorales in vitro (células del mastocitoma
del ratdn P-815), las que en una solucidn nutritiva adecuada aumentan
de 4 a 5 veces el nimero inicial dentro de 40 horas. La DE-50 (con-

centracldén que inhibe el aumento en un 50 %) de SL 1846 hacia esas

eélulas es de 10-9 g/ml.

El antibibtico SL 1846 también tiene un efecto amibostético
especifico, especialmente hacia la entameba histolitica. Con respecto a
la toxloidad aguda de SL 1846 en ratones blancos, la DL-50 es
>160 mg/kg i.p.. Ademds el nuevo. antibidtico exhibe un marcado efecto
antivirulento.

El antibidtico SL 1846 ﬁuede usarse por si mismo como
producto farmacéutico, ya sea en forma pura cristalina o amorfa o como
concentrado bruto, o en la forma de preparaciones medlcinales
adecuadas para aplicarse, por ejemplo en forma oral, entérica o
parentérica. Una dosificacidn diaria adecuada del antibidtico del
invento es de 30 a 1000 mg.

Con el fin de producir preparaciones medicinales adecuadas se
trabaja el antibiético con adyuvantes orgénicos o inorginicos que sean
inertes y fisiolégi;amente aceptables. Los siguientes son ejemplos de

tales adyuvantes:
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para tabletas y-grageas ¢ lactosa, almiddn, taleo y &cido esteérico;
para jarabes ! soluciones de azlicar de cafia,

azicar invertido y glucosa;
para soluciones inyectables: agua, alecholes, glicerina y

aceltes vegetales;
para supositorios ¢ aceltes naturales o endurecidos y ceras.

Las preparaciones pueden ademis contener adecuados agentes de conser=-
vacidn, estabilizacidn y humectacidén, facilitadores de la solucidn,
substancias edulecorantes y colorantes y aromatizantes.

En el siguiente Ejemplo no limitativo todas las temperaturas
estidn indicadas en grados Centigrédo . Los puntos de fusidn se

determinaron sobre un bloque de Kofler.
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EJEMPLO:
Se inoculan 100 litros de una solucidn nutritiva
glucosa . . . . ... ...... o e
extracto de malta (Schweiz.Ferment AG)
extracto de levadura Bacto . . . .
Peptona « ¢ ¢ ¢« ¢ ¢ e 0 0 e e a0 0. .
KH,_PO o« .0

24.-..-..-.-.--
Mg804'7H20vno-otaonnoc

¥ agua desmineralizada haste completar 1

en un fermentador con 10 litros de un cultivo preliminar de

Pseudeurotium ovalis, cepa NRRL 3194, y se incuba a 27° durante 11l

conteniendo

.. .20 ¢g

iitro,

28
2g
2g
2g

2g

horas mientras se introduce aire (75 litros de aire por minuto) y se

agita (150 revoluciones por minuto). Se filtra la solucién de cultivo y

se extrae el filtrado que tiene un pH de 5-6 tres veces, cada vez con

50 litros de cloruro etilénico. Se lava el extracto de cloruro

etilénico una vez con 5 litros de agua, se seca sobre sulfato

magnésico y se evapora hasta sequedad en un vaci{o depuds de filtrar.

Se cromatografia el residuo sobre 300 g de gel ‘de silice

{Merck 0.2-0.5 mm ). Se eluye con cloroformo/metanol (99.5:0.5)

"(volumen de la fraceidén 100 ml). Las fracciones 28-39 proporcionan

SL 1846 eristalino e incoloro con un P.F. de 89-92°, de eter/pentanc.

Los 10 litros de cultivo preliminar de Pseudeurotium ovalis

se producen con la misma solucidn nutritiva y bajo las mismas con-

diciones de cultivo usadas en el Ejemplo arriba indicado.
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NOTA
Descrita suficlentemente la naturaleza del
invento, asi como la manera de realizarlo en la prédctiea,
debe hacerse constar que las digposiciones anteriormente
indicadas son susceptibles de modificaciones de detallse
en cuanto no alteren su principio fundamental. Tembién se
hace constar que el invento corresponde & una solicitud
de Patente presentada en Suize con fecha y nimero siguien-
tes: 6 de diciembre de 1965, n? 16.789/65, acogiéndose por
1o tanto a los bensficlos que conceden los Convenios In-
ternacionales en vigor, siendo lo que constituye la eseno
cia del referido invento y por lo que se solicita Patente
de Invencidn por 20 afios en Espaila sobre: "Procedimiento
para la produceidén del nuevo antibidtico SL 1846"; carac-
terizandose por lo siguiente:
1.~ Procedimiento para la produccidén del nuevo
antibiético SL 1846 que posée las caracteristicas si-
guientes: un compuesto neutro incoloro y cristalino con
la férmula CjgHs40Os, un P.F. de 89-929C y una rotacidn
especifica de E?:]§O=-1179 {c = 0,40 en cloroformo), ¥
que indica las sigulentes bandas en Los espectros Ultra-
violeta o Infrarrojo: Espectro Ultravioleta: méximo a
284,5 m p (log & = 1.63) y una absoreidn final fuerte
a 210 m p {log & = 3.1) (en metanol);
Bspectro infrarrojo: bandas a 3500, aproximadamente 3CCOo,
1725, 1600, 1460, 1390, 1120, 1040, 1030, 1000, 970, 880,
840 em~t (en cloruro metilénico), caracterizado poraue
se cultiva la cepa NRRL 3194 de la gspecie de hongo Iseu-
deurotium ovalis Stolk en una solucidn nutritiva, y se

aisla el antibidtico del filtrado de cultivo y se purifica.
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9.- Procedimiento segin la reivindicacidn 1,
caracterizado porque se efectia el cultivo bajo condiclo-
nes aerdbicas.

%.. Procedimiento segin cualquiera de las rei~
vindicaciones 1 y 28, caracterizado porque Se efectlia el
cultivo a una temperatura entre 20° ¥ 35¢C y a un valor

pH de 5 a 7.

4,- Procedimiento para la produccién del nuevo
antibidtico SL 1846, tal y como gueda substancialmente
descrito en la presente Memoria, e 1lustrado en los di-

bujos adjuntos.

Esta Memoria conjfé

de nueve hojas escritas

a miquina por

) pylrmade: 1, Heralndoz Rulz
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