PATENTE DE INVENCION

Case 2265. 37/FU/MNT.
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"PROCEDIMIENTO PARA LA PRODUCCION DEL NUEVO ANTIBIOTICO
SL 2266."

e G e ot o e e e o s e

La presente invencidén se relaciona con un nuevo
antibidtico y con un procedimiento para su produceidn,
La presente invencién proporciona un nusvo an-

tibidtico, en adelante denominado SL 2266, y sus sales son

[o1]
.

bases orgdnicas e inorgénicas adecuadas,
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La presente invenéién proporciona ademéds un procedimiento
para la produccidén de SL 2266 y s&s sales, caracterizado porque se
cultiva una nueva cepa de la especle dé hongo Sordaria araneosa -en
una solucidn nutritiva, y se aisla dicho antibiStico del medio de
cultivo y se purifica en forma de por si conoeida,.por ejemplo
mediante extraccién o adsorcidén, y se convierte opcionalmente en sus
sales mediante reaccidn con ba;es orgénicas~é inorginicas adecuadas en
forma de por si conocida.

La nueva cepa de la especie de hongo Sordaria araneosa ?ain
fué aislada de una muestra de tierr; de_la selva de Dartonfield
(Ceildn) y se ha depositado una ‘,l muestra de esta cepa con el
Departamento de Agricultura Vde los Estados Unidos (Northern
ﬁtilization Research and Development Division), Peoria, I1l., EUA,
bajo la referenocia NRRL 3196, ' -

La nueva cepa concuerda ﬁorfolégicamente oon la descripeién
de la especle de hongo dada por Roy F.Cain, Uni&ersity of Toronto
Studles, Biological Series, No. 38 (1934).

La cepa de hongo NRRL 3196 de la especie de hongo

Sordaria araneosa forma un micelio substrato’ parduzeo y un micelio

‘aéreo delgado y ligero cuando se cultiva sobre un agar de extracto de

malta/levadura. Sobre muestras esterilizadas de excrementos orece
a 27°C con la formacidn de un micelio aéreo oompaoto de color gris-
blanco y con aspecto de plel. Los peritecios sumergides o parcialmente
superficiales en forma de botella, miden 550 a 700/u. Son de color

pardo claro y estén cubiertos de pelos septalizados largos'y compactos.

.
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Cada uno de los asci claviformes tiene aproximadamente 250 esporos y
mide 300-350 x 52—65/u. Los ascosporos se forman en muchas hileras y-
miden 11-14 x 6.5-8/u. Al avanzar el proceso de maduracidén se vuelven
de color pardo oscuro y son opacos. Son elipsoidales y tienen un

apéndice hialino primario (9 x j/u) y un apéndice secundario

(6.5-8 x 2/u) en un extremo y solo un apéndice- secundario en el:otro

extremo.

También es posible producir el antibibtico SL 2266 usando
cepas que pueden obtenerse de la cepa arriba indicada de Sordaria
araneosa Cain, por eJemplo mediante seleccién o mutacidn por

medio de irradiacidn ultravioleta o rayos X u otros medlos, por

-ejemplo por tratamiento de cultivos de laboratorio con productos

quimicos adecuados.

La nueva cepa de Sordaria eraneosa Cain puedg cultivarse
sobre diversos medlos nutritivos que contienen las substancias
mutritivas usuales.lPor ejemplo son substancias nutritivas adeouadas
para esta cepa de hongo las substancias nutritivas generalmente usadas
para organismos carbono-heterotréficos; ejemplos espeéificos de la
fuente de carbono son: glucesa, almidén, dextrina, lactosa y azlcar de
cafia; como fuente de nitrdgeno pueden usarse compuestos orginicos o
inorgénicos conteniendo nitrégeno, siendo ejemplos expecificos la
peptona, extracto de levadura y carne, sulfato_gménioo, nitrato ambnico
y amincdcidos; las sales minerales usuales y &ligoelementos tambiép son

adecuados para usarse en el medio nutritivo.
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Un método para producir el antibidtico SL 2266 consiste en -
que se inocula un medio nutritivo liquido con conidios o micelios de la
nueva cepa de Sordaria araneosa Cain. EL cultivo puede efectuarse, por
ejemplo, bajo condiciones aerébicas en cultivo estdtico de superficie o
en cultivo sumergido mientras se sacude, o en fermentadores mientras se
introduce aire u gxigeno(con agitacidn. La temperatura de
incubacidn ﬁuede ser de 20° a 35°C. Sin embargo, se prefiere usar
una temperatura entre 20° y 30°C y un valor pH de 5 a 7, en cuyo caso
el cultivo se incuba durante 4 a 10 dias.

" El nuevo antiblético se aisla, preferentemente mediante
extraecié# del filtrado de cultivo con cloruro etilénico y del micello
con metanol, pero también pueden usarse otros disolventes orginicos,
por eJemplo benceno, acetato etillico, acetato butilice, cloroformo o
acetona. Seguidamente se concentran los extractos y se extrae el
compuesto activo con agua que tiené un valor pH de 8 ? 10. Se
acldifican las fases alcalinas hastaun pi de 2 a §, ¥ se extraen
con un disolvente orgénico, por ejemplo. acetato etillco. Se separa el
disolvente del extracto, depués de lo cual se obtiene el antibibtico

bruto; éste se sigue purificando por oromatografia sobre agentes de

adsoreidn, por elemplo alimina asctivada, gel de silice, resinas de

intercamblio de iones, distribucién a contracorriente o mediante

- precipitacién.

El antibidtico SL 2266 +tiene las caracteristicas sigulentes:
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SL 2266 es un &eido amorfo, incoloro con la férmula 027H4008 ¥ una

rotacidn especifica de [a]§O= -4 (¢ = 0.57 en etanol).

_Espectro Ultravioleta : hombro a 300 m A (Log £ = 1.84) (en metanol)

(Pigura 1). -

- Espectro Infrarojo : murMMbmusaﬁw,ww,wm,M&,.

1390, 1310, li70, 1090, 1060, 1030, 980, "
870 on™" (en CH,CL)) (Figura 2).
La sal potdsica de SL 2266 forma cristales incoloros con un P.F. de
253-255° y una rotacidn especifica de [ajgo-'-50° (c = 0.48 en agua).
Espectro Ultravioleta : méximo a 295 mu (Log £ = 1.78) (en metanol)
| - (Flgure S).
Espectro Infrarojo | : inter alia bandas a 3450, 2950, 1705, 1580,
1470, 1450, 1400, 1180, 1090, 1060, 1025,
1010, 990, 795 C!m-l (llms/SOO mg KBr)

. (Figura 4).

El antibidtico SL 2266 ejerce una activided fungistitica.
El antibibtico es especialmente-efectivo contra los ficomicetos
(Absidia y Rhizopus) de los que se sabe que producen la mucormicosis
en los seres humanos y los animales. E1 SL 2266 es aln mis efectivo
contra diversas levaduras que producen Candidiasis en los.seres
humanos y los animales. El antibidtico ademds muestra una buena
actividad contra los hongos que producen la histopiasmosis.

En la prueba de la perforacién de difusidn de agar se
obtuvieron didmetros del &rea de inhibiocién de por lo menos 20 mm
(d1ametro de la perforacidém 7 mm) usando las cantidades siguientes

de antibidtico:
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Cantidad necesaria
Organismo Cepa No. de antibidtico

disuelto en 0.1 ml

de metanol al 5 %

Absidia cylindrc‘aspora S 740 7 10 /ug
Absidia orchidis S 2381 100/ug
Rhizopus oryzae . S 2058 7 loo/us
Candida albicans S 1254 l/ug
Candida tropiecalls §;1256 ' l/ug
Cryptococcus neoformans ' S 1258 loo/ug
Saccharomyces cerevisiae S8 L1 /ug
Histoplasma capsulatum . 3 3095 - 30 /Jg

Método de ensayo:

Se vierten en cdpsulas de Petri estériles 20 ml de un medio
nutritivo esterilizado que tiene una temperatura de 45°C y que contiene

2 # de extracto de malta (Schweiz.Ferment AG, Basilea), 0.75 % de

" Ionagar No. 2 (Oxoid Div. of Oxo ILtd., London SE 1) y agua desminerali-

zada, Después de haberse solidificadc la capa basica se colocan sobre
esta capa basica 5 ml de una capa germinativa esterilizada que cone-

siste del mismo medic como la capa bisica, a la que se ha afiadido uns

‘suspensifn de esporos de lC)6 esporos del hongo de, | ensayo después

de haber enfriado a 40°C. Se punzan perforaciones con un didmetro de
7 mm en las placas de agar solidificadas bajo condiciones estériles, y
después de separar el pedazo de agar punzado Se trasladen las muestras

de ensayo & probetas en porciones de 0.10 ml. Seguidamente se inocuban
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las placas de ensayo a 27-37°C en una incubadora durante 1-4 dfas hasta
que los hongos muestran un crecimiento abundante. Se miden los
didmetros de promedio de las areas de inhibicibn (4reas sin crecimientoj
de diversos ensayos paralelos.

El antibidtico SL 2266 no muestra un efeoto perJjudicial sobre
el aumento las bacterias, de modo que su efecto especifico hacia los
hongos es mis pronunciado. | |

SL 2266 también tiene un fuerte efecto inhibidor sobre el
aumento de las células tumorales..Este efecto se determina por la
inhibicidn del aumento de las células tumorales (mastocitoma del ratén
P 815) in vitro. La DE-50 de SL.2266 hacie estas células es O.l/ug/hl.
SL 2266 se caracteriza por una baja toxicitad. La toxiecidad aguda de
SL 2266 en los ratones blancos asciende a una DL;50 que sobrepasa los
250 mg/kg 1.v. o per os.

El antibidtico SL 2266 y sus sales pueden usarse por s{ mlsmos
como productos farmacéuticos, ya sea en forma pura cristalina o amorfa
o como concentrado bhruto, o en la forma de preparaciones
medicina;es adecuadas para aplicarse, por ejemplo, en forma oral,
entérica o parentérica. Una dosificacidn diaria adecuada de SL 2266
es 50 a 1500 mg.

Con el fin de producir preparaciones medicinales adecuadas
se trabaja el antibidtico eon adyuvantes inorgépioos u oréénicos que
sean inertes y fisioldgicamente Aceptables. Los siguientes son ejemplos

de tales adyuvantes:
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para tabletas y grageas s  lactosa, almidén, taleo y

&cido estedrico;

para Jarabes soluclones de aziicar de cafia,

azlicar invertido y glucosa;

para soluciones inyectables: agua, aleoholes, glicerina y

aceites vegetales;

para supositorios aceltes naturales o endurecidos

y ceras,
Las preparaciones pueden ademis contener adecuados agentes de cone
servacidn, estabilizacidn y humectacidn, facilitadores de la solucidn,
substanclas edulcorantes y colorantes y aromatizantes.

'La expresién "en forma de por s{ oconocida" tal como se usa
aqui design; métodos en uso o deseritos en la literatura sobre el
asunto.

En los sigulentes Ejemplos no limitativos todas las
temperaturas estén indicadas en grados Centigrado. los puntos de

fusién se determinaron sobre un bloque de Xofler.
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EJEMPIO 1:

Se inoculan 10 litros de una solueidén nutritiva conteniendo

BLUCOSE '+ ¢ ¢ ¢ ¢« ¢ 4 ¢ v 4 4 s e s e e e s, 20¢g

extracto de malta (Schweiz.Ferment AG) . cee e 2g

PEPLONA & & 4 ¢« ¢ ¢ 4 o 4 s 4 4 0 e s s e e e 2¢g

extracto de levadura Bacto (Dife0) « « v v o o o o . 2¢g

KH2P04 Cee e e ; s i s e s e e e s . 2¢g

MgSO4 e T H20 t e 4 s s s s e s s e e s el 2¢g

y agua desmineralizada hjsta completar un litro,
en un fermentador (New Brunswiék Co., EUA, tipo FS 514) con una
suspensidén de esporos de Sordaria.araneosa, cepa NRRL 3196, y se incuba
a 27° durante 144 hores mlientras se introduce gire (10 litros de aire
por minuto) y se agita (300 revoluciones por minuto). Se filtra la
solucién de cultivo y se extrae el filtrado que tiene un pH de 4 a 6
5 veces, cada vez con' 6 litros de cloruro etilénico. Se extrae el
micelio 4 veces, cada vez con § litros de metanol al 90 %, se separa el
metanol del extracto y se extrae la fase acuosa 5 veces, gada vez con
0.5 litros de cloruro etilénico. Se éombinan todos los extractos dé
cloruro etilénico y se concentran en un vacio hasta _1/10 de su
volumen. Se extrae el concentrado 3 veces, " cada vez aon 0.5 litros de
hidréxido sédico 2 N frio, se ajusta el valor pH de los extractos
bésicos combinados a 2-3 mediante la adicién de fcido clorhidrico (1:1)

a 0° y se extrae 3 veces, cada vez con un litro de ecloruro etilénico.
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Se secan estos extractos sobre sulfato magnésico y se secan en un
vacio, con lo cual se obbienen 1.5 g de SL 2266 bruto en forma de

espuma ligeramente parduzea. Se cromatografian 1.5 g de SL 2266 bruto

sobre 60 g de gel de silice. La elucién (volumen de la fraceidn 30 ml)

con cloroformo/4cido acético glacial (98.5 : 1.5) proporciona 0.8 g de

SL 2266 puro e incoloro de las fraceiones 13 a T5.

EJEMPIO 2:- Sal potisica de SI 2268.

Se disuelYen 1.66 g de SL 2266 en %O'ml de metanol/agua
(1:1) y se titula con hidréxido potdsico 0.5 N hasta que se obtiene un
pH de 7.0. Se filtra la solueidn sobre una capé delgada de carbén
activo y se seca en un vaclo. La ceristalizacién del residuo de.acetato
etiilico/metanol proporcionarcristgles incoloros de la sal potésica
con un P.F. de 253-255°, 7 |

i

EJEMPIO 3: Sal sbdica de SL 2266.
EJBWPLO 5:  Sel sbdica de SI 2266

Se disuelven 0.50 g de SL 2266 en 50 ml de metanol/agua

© (3:1) y se titula con hidréxido sédico 0.1 N hasta que se obtiene un

PH de 7.0. Se filtra la solueidn sobre una capa delgada de carbén
activo y se seca - en un vaelo. Después de triturar con éter se obtiene

la sal sGdica en la forme de un polvo incoloro.
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NOTA
Descrita suficientemente la naturaleza del
invento, asi como la manera de realizarlo en la préctica,
debe hacerse constar que las disposiciones anterliormente
indicadas son susceptibles de modificaciones de detalle
en cuanto no alteren su principio fundamental. También se
hace constar que el invento corresponde a una solicitud
de Patente presentada en Sulza con fecha ¥ nimero sigulen-
tes: 6 de diciembre de 1965, n? 16.791/65, acogiéndose por
io tanto a los beneficios que conceden los Convenios Interna
cionales en vigor, siendo lo que constituye la esencia del
referido invento y por lo que se solicita Patente de Inven-
cién por 20 afios en IEspafia sobre: "PROCEDIMIENTO PARA TA
TRODUCCION DEL NUIVO ANTIBIOTICO SL 2266"; caracterizéndose
por lo sigulente.
1,-Procedimiento para la produccidn del nuevo
antibidtico SL 2266 que tiene las caracterigticas siguientes:
un 4cido amorfo, incoloro con la férmula 027H4008 ¥ una ro-
tacién especifica de [}%:ﬁoz.459 (¢ = 0,57 en etanol), ¥
que indica las bandas sigulentes en los Espectros Ultra-
violeta e infrarrojo:
Espectro Ultravioleta: hombro a 300 m p (Logf = 1.84) (en
metanol);
Espectro Infrarrojo: inter alia bandas a 3550, 2950, 1710,
1460, 1390, 1310, 1170, 1090, 1060,
1030, 980, 870 cm™* (en CHyCly),
y sus sales con bases orgénicas o inorgdnicas, caracteri-
zado porque se cultiva la cepa NRRL 3196 de la especie
de hongo Sordaria araneose Cain en una solucidn nutritiva

y se aisla el antibidtico del filtrado de cultivo y se
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purifica,y cuando se requiere una sal, se efectia lé éa-
lificacidn.

2.- Procedimiento segun la reivindicacién 1,
caracterizado porque ge efoctliia el cultiva bajo condiciones
aerdbicas,

3.~ Procedimiento segin cualquiera de las rei-
vindicaciones 1 y 2, caracterizado porque se efectia el cul~
tivo & una temperatura entre 202 y 35°C y un valor pH de S
a 7.

4.~ Procedimiento para la produccidén del nuevo
antibidtico SL 2266 y sus sales con bases orgénicas o inor-
génicas, tal y como gqueda substancialmente descrito en la

presente Memoria, e il¥atrado en los dibujos adjuntos.
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