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Caas "G.251"

852849

PATENTE
DE
INVENCION

3

por "UN PROCEDIMIENTO PARA LA PREPARACION DE UNA SUBSTAN-
CIA ANTIBIOTICA", a favor de la firma italiana SOCIETA
FARMACEUTICI ITALIA, residente en MILAN (Ttaliz)

MEMORIA DESCRIPTIVA

Este invento se refiere a un procedimiento

para preparar una nueva substancia antibidtica y sus deri-
vados, especialmente utiles en terapéutica como productos
entitumorales. Mds particularmente, el objeto de este in-
vento es un procedimiento biosintdtico, con el uso de un
nuevo microorganismo, para preparar un nuevo antibidtico

del tipo indicador, designado por nosotros como "adriamicina"
y que se designard también como antibidtico "“B~106 F.I.",

sus sales y los productos de su degradacidén hidrolitica,

El nuevo microorganismo utilizado en el pro-
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cedimiento de ast~ invento se ha obtenido por tratamiento, .

mutdgeno del Streptomyces peucetius, descrito en la patégfé
inglasa N2 1,003.383 d= la peticionaria y en el Giorn. Miero-
biol., vol. 11, 1963, p9ginas 109-118. La ﬁunva raza asi,Qb-
tenide se ha clesificado con 1= sigla F.I. 106 de 1ls colepéién
microbiolégica de la Farmitaslia y s= ha designado como.

Streptomyces paucetius ver. caesius. Se ha depositado.en el

. Commonwealth Mycological Institute, Ferry lane, Kew, Surrey

(Gran Bretafia), recibiendo el nimero de indice I.M.I. 131.502;

y en el Institute of Microbiology of the Rutger University (Es

tados Unidos), recibiendo el nimero de indice I.M.R.U. 3920.
El nuevo microorganismo presenta las caracteristi-

cas microscépicas, macroscépicas y bioquimicas siguisntes:

Aspecto microscdpico:

El micelio vegetativo, an los terrenos de cultivo
usuales, presenta hifas delgadas (d~ 0,5 a 0,9 micras de
eSpeSOr), m3s O menos largss, ramificadas. Las remificaciones
dan lugar a hifes mas gruesas (de 1,1 5 1,6 micras de espasor)
¥y los conididforos se hallan con frecuenciz unidos en formas
fasciculadas que t~rminan en génchitos. Los conidios son
nsféricos, de didmetro varisble entra 1,8 y 3,3 micras, prime-
ramante dispuestos en cadenitas y lusgo libras.

Bajo el microscopio electrdénico, los conidios apare=-
cen casi esfiricos, de contornos irregulares y con supsrficie

varrugosa.
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Aspecto macroscdpico:

En la Tebla 1 se exponen las caracteristicas ds -
cultivo obssrvadas en los,t~rrenos indicados, en 1los que =1
microorganismo se hace cracer a 289C y se realizan observa-

ciones s los 3, 8, 15, 21 y 30 dfas de la siembra.

Caractoristicas bioquimicas:

)
Gelatina: hidrolisis lsnta y parcial.

Nitratos: ninguns reduccidn & nitritos.

Produccion de sulfuro de hidrdgeno: positiva.

Leche: ninguna peptonizacidng ninguna coagulacién.

Almiddn: hidrdélisis muy lenta y sscasa.

Utiliza maltosa, xilosa, manosa, manitol, glicerol, glucosa,
gacarosa, trehalosa, rafinosa y fructosa.

No utiliza lactosa, adonitol, ramnoéa, sorbitol, arabinosa,
gsculina nl mesoinositol.

Antibidticos: en cultivo 1iquido sumergido produce substancias

de accibn antibidtica y antitumoral.

Clasificacidn del mutente F,I. 106

Bl mutants F.I. 106 tiene 1la posicidn taxondmica
sigulentes en el sistema clasificatorio ds FRIDHAM y col.
(Appl. Microbiol. 6, pdg. 52, 1958) el microorganismo portens-

ca 2 la seccidn Retinaculum apertum, seris RED. BEn el sistema

clasificatorio de BALDACCI (Giorn., Microbiol. 6, psg. 10,
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1958) el microorganismo pertenece a la serie Albosgornusi?j
por ultimo, en el sistema de WAKSMAN (The Actinomyoetes,zf"
vol. II, pdg. 129, 1961) el microorganismo partenece a l;"
serie Ruber. '
Una comparacidén entre las caracteristicas del‘
microorganismo y las de las esSpecies partenecienfes a los .-
grupos sistemsticos citados (Tsxa) ha demostrado que ninguna

de dichas especies tiene caracteristicas que correspondan a

las del microorganismo en examen,

En la Tabla II s= exponen estos datos de comparacidn
concernientes g las especies que producen substancias seme~-
jantes a 1la estudiada por nosotros. En lg Tabla se han

incluido el 8. cinerecruber, el S. cinereoruber var. fructo-

~fermentans, el S. caegpitosus y 1 3. antibioticus, aun cuan-

do no forman parte de las Taxa citedss antes., Se expone también
una lista de las diferencias con las nspecies que no producen

substancias del tipo estudiado.

Nuestro microorgenigmo difiere de 1a aspecie

S. albosporsus (WAKSMAN: The Actinomycetes, vol. II, pdg. 171,

1961) en que ~sta no produce pigmentos solublas, reduce los

nitratos y no produce HyS; del S. cinnamomensis (WAKSMAN:

The ActinomyCths, vol II, pag. 195, 1961) y del S, fradiae
(WAKSMAN: The Actinomycetes, vol. II, pigs 211, 1961), en el
color dél micelio vegetativo y del micelio asreo; de 1la especie

S. ruber (WAKSMAN: The Actinomycotes, vol. II, pdg. 271, 1961),
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en que asta coagula 1o leche, no produce pigmentos solubles

y no produce HyS. Difiere del S, rubescens (WAKSMAN: The

Actinomycntes, vol. II, psg. 271, 1961) por el color del mice-

1io adreo y en qus el S. rubescens no forma ningin pigm=nto

soluble ni produce sulfuro de hidrédégeno; del S. oidiosporus

(WAKSMAN: The Actinomycetes, vol. II, pig. 251, 1961), an que
a8ts Ultimo no reduce 1os nitratos y no peptoniza la leche.

Ademds, ol 8, oidioéporus no forma pigmentos solubles.

Se concluye que ol mutante F,I. 106 de S. peucetius

~s distinto de todas las espacies productas de substrancias
semejantes y, mis goneralmente, es diferente de todas las
mSprcies pertenecisntes a los grupos sistemsticos subgenédricos
a que pertensce las propis raza. Tn particular, l= razs F.I.

106 difiere d= la raza generatriz, S. peucstiug, productors

@~ 1ln daunomicina (pstente inglesa Ne 1.003.383), porgun
forma un micelio vegstativo de color rojo mds intenso, un
micelio aérro que a veces ssume maticrs verdiazules de turque-
8a y, por Ultimo, a csusa ds que produce el antibidtico adria-

micina.



TABLA T - Caracteristicns de cultivo d=l mutents F.I. 106 del S.psucstius:

. CRECTMI ENTO

fluentes

MEDIO MICELIO AEREQ' MICELIO VEGE PIGMENTOS SOLU~-
, : i TATIVO BLES -
' 1
Agar-mal nanunnqs ¢O0 ! muy ~scaso, ' abundante, Intenso, prime-
ta-extrac! lonins con~ i raso, de co , amarillento ramente amarillo-
to de le ! fluentes en | lor rosado” y luego rojizo y luego
vadursa { Plisguas a- i palido; au- amarillo-ro pardo-rojizo
(segun | rrugados, i sencia de bojizo
Hesseltl - duros, rele ' espirsles y
ne y odT,‘vados y da vertici- |
1954).° ,qbundﬂntns i los
! X i ;
Agar ;pscqso, con aus~nte . =8cAso, pri | Ausente
Bennet pPaquefias ! meramente i
| colonins aig! ¢ amarillento
i ladas y ama-, i ¥ luego
?rlllontas ! | 2narenjado
; { i
Agar * moderado, wmsanta | moderado, al ! pardo-rajizo
Ems~rson , con pegue- © principio i neto
t fias colo- . ross pnlido !
‘nins con~ © ¥y luego TOJI—!
;flunntns g Z0 |
1 ;
Agar- ; abundante, abundants al ; abundante, ds ; intenso, al prin-
atata | an patina principio ro  color carnes | cipio amarillo-
fsogun | rasa unifor : sa, luego Var, patina rasa ' -rojizo y luego
Hessel- i me . Giazul turqua} dura © de anaranjado
tine y | . 82 atenuadoj ; i subido a rojo
col, l i hifas tnrmlna| © vivo
19543 ° . das en ganchi; i
! to y lurgo nnl 7
i ; ovillo
' ; | :
Agar~ § abundante, | ausente | abundante, i aussnte
peptona | en pequa- l incoloro :
+ KNO4 | fias colo- | |
i nias con- :
|
l




CRECIMLENTO

PIGMENTOS SOLU-

MEDIO MICELIO AEREO | MICELIO VEGE i
i TATIVO l BLES
|
Agar abundante, ~8caso, al prin abundante, E augente
Czapeck! an pequeflas | ciplo blanco ', de color ro ,
colonias con sucio y luego | sa palido ;
fhuentes . verdiazul tur-
guesa atenuado, :
ligeramente
[ algodonoso; hi] ‘
fas terminadas: j
or ganchito o .
en ovillo !
|
i !
Aspar ’ e8caso, en | escaso, blancuz escaso, . augente
gina- Peguesiias co rosados mice incoloro i
gluco | colonias lio muy fragmen |
Sa- I aisladas tado, corto, ;
agar : sin ganchitos '
apicales ;
! |
Agar— [ abundante, |ausente abundante, 4 ausente
glice en patina de amarillo :
rina= rasa y du a pnaranja- |
gliecina| ra do ;
H
Agar- ! mscaso, ausente ascaso, incol_! ausente
almi~ con peque ro y luego i
dén fias colo- amarillento
nias aisla rosade
das
!
Gala discreto ausente discreto, de abundante,
tina~ an la su incoloro a i pardo subido-negro
parficie amarillento
Leche | escaso aus~nte ascaso, ~n escaso, rosado
anillo en
la superfi-
cies, de color
l rosa salmén

O Hessaltine y col.: Ann. N.Y. Acad. N.Y. Acad. Sei.,

(1954)

60 pag, 136-151



Tabla IT

Comparacidn entre ol mutante F.I. 106 dal

S.peucetius

y =species

productoras de substancias semejantss Al antibiotico adriamicina -

1

Mutante | S.purpu- |S.bobis| S pienereo : §igsrtileo-
: p.Ti 106 | L2S0ALS Tian rubar | TUDLAUS
v . 1 4
Espordéforos| rettd o agpirale | esplral| rectos o en . vertizila-
an gan- dod dos ganchito dos, espi-
chito - : raldos-
Esporas casi re ovales, ovales, li- | ovales,
dondas, Ve | espinosas,} ----- | sas, de 0,7 | espinocas,
rrugosas, de 0,8 a -1 micra de 0,6-0,9
de 1,8x3,3 | 1 micra por 0,9-2 x 0,6-1,2
micras por 0,4 a micras
0,5 micras
Micelio de amarie ro;0 rojo~ | amarillo- amarillo-
vegatativo | llo-rojo a coral | rojo pardo |rojo pardo
rojo inten
80
Micelio blanco rg |blanco blanco N azul
2erA0 sado, a rosado gris turquesa
vaces verdi ceniza
azul turque
sa atenuado
Reduccidn
de: Nitratos - / + / / .
Leche (pept.
coag. ) - - + + /
L-xilosa + + o+ + +
L-arabinosa - + + + +
L-~ramnosa - o+ + - +
Fructosa + + + - +
Sacarosa + + + - +
Lactosa - + + + +
Rafinosa - + + - +
Demanita + + - - +
D-sorbita - - - - +
Antibidticos| Adriamici~ | Rodo- Cine |Rodomi- Rubidomicina
producidos |na micina rubina jcina

+

u

reaccién positiva
reaccion negativa

/ = falta el dato



Tabla IT (continuacidn)

S.cinereo- S, casspito-|{S.niveo~| S.gali-| S.nogalater

ruber, var. sus rubary laeus |{var.nogala-

fructofear- ' : Ter .

mantans e
Esporoforos rectos o verticila |espira | espira |recto o'en

en ganchito| dos lados” |lados” |gahchito
Esporas ovalas, ovales, lisas - [lisas (mds 0 mencs

lisas, de lisas, de |- ssféricas,

0y7-1 mi- | 0,5-1,5 mi lisas

cra por cras por

0,9-2 mi~ | 0,3-0,5

cras micras
Micelio amarillo- de crema a |rojo ro jo anaranjado
vagetativo rojo pardo | perdo y & |carmin parmin |[ro#jo

| amarillo- ' i
rojizo ’
Micelio ~gris blanco = |blancuz deé bldncé gris
&aareo ceniza amarillentof co a gris
gris : ceniza
Reducecidn
des
Nitratos / + / / -
Lache (pap-to
coag. ) + + ~ + +
I~-xilosa + - / / +
I-arabinosa + - / / +
L-ramnosa + - / / +
Fructosa + + / / +
Sacarosa + + / / -
Lactosa + / / / +
Rafinosa - - / / +
D.manita + - / / +
D-sorbita + + / / +
Antibidticos | Cineru Mitomi- Cineru Cineru Nogalamicina
producidos bina ¢ina bina bina
{

+ = reaccién positiva / = falta al dato

it

reaccion negativa



Tabla IT (continuacidn)

10

i
]

T antibioti] B.A 1165 SR 090 ST D0A 1205
cus (Asheshov y | (Asheshov y Tockmanh :
- al.:Antibi. lal.Antib. Chem. Bazs -92

and Chemother
4, 380, 1954)

4, 380, 1954)

and Chemother.

1880, 1959]

espiralados

Esporéforos rectos no deseri  |{no descri-
to to
Esporas lisas, no deseri no descri- no descrito
osfericas to to :
Micelio amarillo no descri no gdeseri- rojo ladrillo,
vegatativo crama to to rojo vinoso
Micelio de blanco no descri- |no.descri- r0Jjo gris
~aerso0 a gris to to
raton
Reduccidn de:
Nitratos
Lache (pept. / / / /
L-xilosa / / / /
I-arabinosa / / / /
L~ramnosa / / / /
Fructosa / / / /
Sacarosa / / / /
Lactosa / / / /
Rafinosa 7 / 7 /
D-manita / / / /
D-sorbita / / / /
Antibidticos | Cineru~ Aclavina ' |Rutilan- Pirromicina
producidos bina tina

+
0

reaccidn positiva
regaccion negetiva

/ = falta »l dato
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El mutante P,I. 106 se conserva mediante 1iofiiié?—
oién utilizando como mrdio suspensor leche o suero de leclié,

o bien mediante recogida y mantenimiento de las esporas éﬁ .
terreno estéril, Ademds, se conserva también por cultiv&s'
sucesivos en un terreno sélido que contenga glucosa, u otro
azicar apropiado, y substancias nitrogenadas complejas (extrac-
to de levadura, peppona, hidrolizado de caseina). El terreno
puede: contener ademds algunas sales, entre las que merecen,
particular importancia el sulfato de magnesio y el fosfato de
potasio.

La produccidn del antibidtico se efectua por los
métodos normales, bien conocidos, y consiste en hacer desarro-
1lar en un terreno de cultivo liquido, previamente esterilizado
y en condiciones aerdbias, el mutante F.I. 106, a temperatura
variable entre los 25 y 37°C (de prefefencia, a 28°C), por un
perfodo de tiempo variable de 3 a 7 dias (de preferencia,

5 dias) y con un pH de 6,5-7,0 el principio y de 7,5-8,0 al
final del proceso fermentativo. Bl terreno de cultivo consiste
en una fuente de carbono, una fuente de nitrdgeno y una fuente
de sales., La fuente de carbono puede estar constituida por
admiddén, dextrina, glucosa, glicerina, manita, maltosa,

corn steep liquor, solubles de los destiladores, aceite de

soja o harina de soja. La fuente de nitrdgeno puede estar
constituida, aparte las substancias complejas que contienen

nitrégeno citadas antes, por levadura seca, peptona de carne



10.

15.

20.

25,

0 caseins.
Se obtienen también buenos resultados usando saiég
de amonio, como nitrato aménico, sulfato aménico o fosfato .
diaménico. :
Las sales minerales utiles para la produccidn del
antibidtico varian segun el terreno que se emplee. En un té-
rreno que contenga substancias complejas, como horinas diVeﬁsas
y residuos de fermentacidn, han resultado dtiles las adieipnes
de carhbonato de calcio y de fosfato de sodio o de potasia;;En
terrenos a base de glucosa y de levadura o sales aménicas, se
necesitan adiciones mucho mds elevadas de sales minerales,
tales como sales de potasio, magnesio, hierro, zinc, manganeso
0 cobre.
Ia fermentacidn puede realizarse en matraces de
Erlenmeyer o en fermentadores de laboratorio e industriales
de diversa capacidad.
La cantidad de alriamirina presente en los caldos
se determina con el método siguiente: se filtra el cultivo
con auxilio del 2% de Hyflo Supercel (marca registrada). el
caldo filtrado se ajusta a pH 8,6 con solucidén l-n de hidréxido
sodico y luego se extrae en dos veces con una mezcla de cloro=-
formo/metanol 9:1. Se lava el extracto con agua y luego se
le concentra en vacio hasta sequedad. Se recoge el residuo
en alcohol metilico y se le‘cromatografia en papel Whatmenn

MM Ne 3, amortiguado con tampén de fosfato M/15 a pH 5,4,
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utilizando como eluente la mezcla propanol/acetato dé:iﬁilq/

-
taa®

agua (7:1:2), .
Ia zona de color rojo corregpondiente al Rf:ée la

adriamicina se eluye con una mezcla de metanol/agua 2§Ei) Yy

se determina la cantidad de adriamicina presente en éi'caldo,

filtrado por medio de‘la lectura espectrofotométrica, de una

muestra del eluato en }a longitud de onda de 485 mil@ﬁicras

y comparacidén con una muestra adriamicina de titulaciéh'cono~

cida.

TLa cantidad de adriamicina presente en el ﬁiéelio

.ge determina a su vez del modo siguiente: se extrae el micelio

con una mezcla de acetona/deido sulfirico 0,1~n (4:1), se
neutraliéa el extracto y se le concentra bajo presidn reducida
hasta una quinta parte del volumen.original. Iuego se ajusta
el concentrado a pH 8,6 con solucidén l-n de NaOH y se le extrae
en dos veces con una mezcla de cloroformo/metanol (9:1 Se

lava el extracto con agua y luego se& le concentra en vacio
hasta sequedad. Sobre una ﬁuestra del residuo se determina

el contenido de adriamicina con el mismo método que se ha

. indicado antes.

Para el aislamiento de laradriamicina, se puede
efectuar la extraccidn del antibidtico con disolventes apropia-
dos, ya sea del caldo de cultivo en conjunto, sin filtrar la
masa miceliar, ya sea separando por filtracidn micelio y

caldo y extrayendo éstos por separado.
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5i la extraceidn se efectu: por separado, se zctua
de prefersncias de la manera siguiente: al final de la~.fermen-

tacidn, se afiade a2l caldo de cultivo un material siliceq

e e”

adsorbente, como el Supercel, se filtra la mezcla y se tratan
por separado la torta del filtro y el liquido filtradésza
mayor parte del antibidtico se halla en la torta de filtro
constituida por el micelio mezcladp con los materiales sili-
ceos adsorbentes. Dicha torta se desmenuza y agita en un
disolvente orgdnico del grupo de los alcoholes, comoaﬁeﬁanol,
etanol o butanol, las cetonas, como la acetona o la ﬁetiletilce—
tona, los hidrocarburos halogenados, como el clorofofmb o el
cloruro de metileno, o las soluciones acuosas de dacidos orgd-
nicos o inorgénicos, como dcido acético, deido clorhidrico

0 dcido sulfirico. Pueden usarsc con ventaja mezclas de disol-
ventes orgdnicos, como alcoholes y cetonas miscibles con el
agua y solucionss acuosas de dcidos inorgdnicos.

Generalmente se emplea una mezcla de acetona/4dcido
gsulfurico 0,1-n, en una relacidén de T:1 a 3:1, preferentemente
431,

Del caldo filtrado,:previamente alcalinizado a
pH de 8,5-9,0, se puede extraer el antibidtico con disolventes
orgdnicos inmiscibles con el agua, del grupo de los alcoholes,
las cetonas y los hidrocarburos alifdfiticos inferiores haloge-
nados, como &l alcohol amflico, el alcohol butilico, la metil-
-isobutilcetona, el cloruro de metileno, el cloroformo y las

mezclas respectivas.
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Otro método de extraecr el caldo filtrado consiste
en pasar este caldo por columnas cromatogrdficas quexpoptengan
resina cerboxilica cambiadora de cationes (del tipo défia
Amberlite IR 50), en forme dcida, de las que se puede eluir
el producto con una solucién hidrometandlica de cloréfo séddico.

Los extractos drgdnicos del caldo y del miéglio se
combinan, se neutralizan, se juntan con agua y luwego se con-
centran bajo presidn reducida. El concentrado acuoso ss ajusta
a pH 3 con decido clorhidrico 1l-n y luego se extrae con cloro-
formo. Se desecha el extracto, que contiene diversaé impure—
zas, mientras se ajusta la fase acuosa a pH 8,5~9,0 y se 1la
extrae con una mezcla de cloroformo/hetanol(9:l).

Se lava el extracto con agua, se le seca sobre sulfa-
to sddico anhidro y luego se le concentra hasta pequefio volu~
men bajo presidn reducida. Del concentrado, precipitando con
dter etilico, se obtiene un producto bruto que contiene como
componente principal adriamicina en forma de base libre. Para
purificar la adriamicina de los diversos pigmentos hidrosolu-
bles y liposolubles, se puede recurrir a la distribucién en
contracorriente o bien a la cromatografia en columna. En el
primer caso se puede emplear la mezcla cloroformo/metanol/ tam—
pén de fosfatos M/15 a pH 5,4 (2:2:1); pero se obtienen mejo-
res resultados empleando la cromatografia en columna de celulo-
sa amortiguada con fosfatos a pH 5,4 y utilizando como eluente
la mezcla prop-nol/acetato de etilo/agua (7:1:2).

Se reunen las fraccionus que contienen adriamicina
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¥y, después de aradirles agua, se las concentra,

F1l concentrado acuoso se 1justa a pH 8,6 con cerbo-
nato sédico len y luego s2 extrae con cloroformo. 3e seca l:
solucidn clorofdrmicn asobre sulfato sddico anhidro y o conti-
nuacidn se la concentra hasta pequefio volumen. Mediznte adi-
cidn de metanol anhidro que contiene dcido clorhidrico, se
obtiene cloraidrato de adriamicina en forma de agujas dflgﬂd

. L]
de color rojo anaranjado, que, despudés de recristaliiddd en

« **

alcohol etilico anhidro, da agujus de color znaranjadd.fbjo,

fundentes o 2042-2059C (con descomposicidn). o

0 D *
Es Spticamente activo: [alfalzg‘ = +2482 228 {c =

0,1 en metanol).,

.
eed
L)

El ondlisis elemental de unz muestra purificadsz de

clorhidrato de adriamicina do los valores siguientyss
C% = 54,36 Hé =543  N%=2,37 C1%=6,42a,

La férmula empiricn corresponde a CZ7H29N01;}ﬁbl
y el peso molecular es de 579,98, D

El clorhidrato de . Jrizmicinz es soluble en agus,
en metanol y/igs alcoholes acuosos, bero insoluble en aceto-
na, benceno, cloroformo, éter etilico y éter de petréleo. Las
soluciones alcohdlicas del antibidtico dan coloracién caracte-
ristica con las sales metdlicas: rojo carmesi con las sales
de megnesio, rojo carmesi con las sales de caleio y rojo
oscuro con 1las sales de plomo.

A pH alealino se observa el viraje al color viclado
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con precipitacidn de substancias pigmentadas. Las soluciones
acuosas del clorhidrato de adriamicina tienen color amgrillo
anaranjado a pH deido, color rojo anaranjado & pH neutro y

color azul violado a pH superior a 9. El espectro en la zona

5. ultravioleta y en 1a zona visible en metanol se caracteriza
por los mdximos siguientes:
o 1% 1%
en 233 milimicras (E =673) en 479 milimicras (E = 219)
1 em 1l cm
1% 1%
en 252 milimicras (E =450) en 496 milimicras (B = 217)
1 en 1 cnm
10. , 1% =1 1%
en 288 milimicres (E 170m %9) en 529 milimicras (E cm™ 118)
1
In el espectro infrarrojo se observan bandas de las
longitudes de onda siguientes (en micras) : 3,00, 3.44, 5.80,
6.17, 6.317 6.559 7.05, 7,78, 8.11,’ 8024'7 9’00, 9.35’ 10.10,
10.98, 11.50, 12.68, 13.12, 14.60.
15. ILa adriamicina tiene la férmula estructural I si-

guientes

PO
20. - ”/ﬁ/ K\"/\.KOH

(1)
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El antibidtico es una base capaz de formar s&les con
los dcidos inorgdnicos y los dcidos orgdnicos.. El c;;éje que
se observa del rojo al azul violado a pH~3J se debe a‘la sali-
ficaeidn de los grupos hidroxilicos fendlicos. Por adicién de
dcidos, se observe la disociacidn del enlace glucosidico. Por
ejemplo, calentando a 1009C en dcidos minerales 0,5-1 durante
una hora, la adrismicina da origen a una aglicona deaéoior
rojo, insoluble en aguza (adriamicinona) y una fraociéhyécuoso-
luble bdsica, reductora (daunosamina), o

La adriamicinona tiene la férmula estrutural si-

guiente (II):

CH20H

l /l - Co
/.‘\ ‘
i N (11)

cuya formilacién empirica correspondiente es CqHig0q 5 funde
a 223-2249¢C, [alfa] = + 1562 (¢ = 0,1 en dioxano)._ '
. ElL espectro en la zona ultravioleta yen ‘la zona

v1sible muestra médximos en las longltudes de ondas 31gu1entes'
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/( (milimicras) 1% D
max B e
1l em "aat
233 ) 887
251 631 X
288 : 211 ’
478 282
495 ' 290
528 ‘ 173

En el espectro infrarrojo se observan las siguien-
tes bandas de absorcidn (en micras)ze,QO, 3.42, 5.79,76l18,
6.34, 6.92, 7.08, 7.26, 7.42, 7.80, 7.90, 8.05, 8.29, 8.43,
8.72, 8.93, 9.30, 9.88, 10.10, 10.86, 12.32, 12.75, 13.16,
13.70, 14.40.

E1l espectro de masa de la adriamicinona presenta los

picos siguientes:
m/e 414. (M), 378 (M-2H,0), 347 (M-2H,0-CH,OH).

El pentaacetato de adriamicinona (preparado por
tratamiento de adriamicinona con anhidrido acético y piridina)
tiene la férmula empirica c3lH28014’ funde a 164-16696;
[alfa]D = =942 (¢ = 0,1 en cloroformo) y muestra el siguiente
espectro de masa: m/; 624 (M), 582 (MECHZCO)v 540
(M-ZCHZCO), 480 (M~20H200-0H3QOOH), 420 (MFZCHZCO-QCH3QOOH),

378 (M—3OHQCO-20H3COOH), 347 (M;BCHQCO—QCHSCOOH—CHZOH),
la fraceidn hidrosoluble (deaunosemina) consiste en

un aminoazdcar reductor de la estructura III siguiente:
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El clorhidrato de daunosamina funde a 168°C (con
descomposicidn), [alfa]D = -54,5% (en agua); el derivado
N-benzoilico funde a 154-1562C.

Cromatografia del clorhidrato de adriamicina y de su aglicona

en comparacidn con la daunomicina y la daunomicinona.

Cromatografia sobre papel: Papel Whatman N2 1, amortiguado

con tampén de fosfato M/15 a pH 5,4, revelado descendente
por 16 horas a la temperatura ambiente.
Disolvente A: Butanol saturado con tamén de fosfato M/15

a pH 5,4

Disolvente B: Propanol/acetato de etilo/agua (7:1:2).

Cromatografia sobre capa delgada: Capa de Kieselgel G (Merck),

amortiguado con dcido oxdlico al 1% en agua; curso del croma-
tograma a 10 cm a la temperatura ambiente.

Sistema C: Cloruro de metileno/metanol (100:15).

Sistema D: n-butanol/dcido acético/agua (4:1:5), a fase

superior,
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Sistema E: benceno/acetato de etilo/éter de petrdleo de
punto de ebullicidn 80-1202C (80:50:20).

Sistema F: Benceno/formiato de etilo/dcido férmico

(50:50:1),
5. Compuesto f’ Cromatografia sobre
§ papel capa delgada
!
sistema A B C D E ;F
i
Adriamicina Rf 0,10 0,25 | 0,17 0,33 | 0,00, 0.00

10 Clorhidrato de
. daunomicina Rf 0,20} 0,50} 0,35{ 0,40} 0,00/0,00
Aglicona de la
adriamicina (Adria
mig¢ina) Rf 0,30 /0,650,901 0,80 {0,10{0,25

Daunomicinona Rf 0,75 40,850,951 0,85 |0,1510,40

15.
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Las sales de la adriamicina se obtienen hacierdo reac-

F

-
-

*

cionar la base con dcidos orgdnicos e inorgdnicos atéxicos,
como el dcido clorhidrico, el dcido sulfirico, el dcido acébi-
0, »

co, el dcido propiénico, el dcido valeridnico, el dcido palmi-

- ™

tico, el dcido oldéico, el dcido citrico, el dcido sucecinico, el

dcido mandélico, el adido glutémico o el dcido pantotdrico. Las

sales neutras se obtienen por accidn del correspondienteﬁécido
sobre la base libre, la cual se obtiene por extracciénfﬂé una
solucidn acuosa del clorhidrato a pH 8,6 con disolvenﬁéér
orgdnicos inmiscibles en agua, tales como el butanol y el
cloroformo. Por evaporacién del disolvente orgdnico, gueda
el antibidtico adriamicina en forma de la base libre. Las
sales pueden obtenerse también por cambio doble de las sales:
por ejemplo, a partir de” sulfato de adriamicina se obtiene,
con pantotenato cdicico, sl pantotenato de adriamicife.

7 Aunque el antibidtico adriamicina tiene notable

actividad bacteriostdtica contra diversos microorganismos

(véase la Tabla 3), se ha demostrado‘particularmente}dtil

como agente antitumoral.
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TABLA 3

Actividad ¢ntibidtica del clorhidrato de adrigmicina

..
>

vy o e s
PR 0

Terreno DIM - micro~

Razas
gramos
Staph. aurcus cp. 209 P Caldo de carne 12;5
B. subtilis : " 6,25
s, faecalis " 50
S, abortive ecuina n 50
3. coli B n 3
Sh. flexneri " )-50
C. albicans Sabouraud y 50

Este aptibidtico despliera marcadc efecto inhibidor
sobre el crecimionto de los tumorce en forma ascitica, en los
que se realizz un contacto inmediato cntre el antibidtico

y las células nerpldsicas. Se ha obscrvado también buen

efecto inkiblder cn los tumores sélicos, en los cuales la
activided es dilerentc segin la vio do administracidn y segin
la dosis. Ia actividad antitumoral de la adriamicina ha resul-
tado tambidn on estas prucbas superior, en eficacia y duracién,
a la de la daunnmicina. Bl antibidtico adriamicina y sus
derivadog, los »roductos de su degradacién hidrolitica

y las mezclas de cllos, pueden usarsce como medicamentos.

POCRE




10.

15.

20.

24

it
i

Estos contlenen los compuestos especificos en mezcla con
vehiculos farmacéuticos aptos para administracién papépteral
o local. Pora lo administracién parenteral, se emplesnprefe-

rentemente preparaciones liofilizadas que han de disolverse

en el momento del uso, -

FARMACOLOGIA -

IR

Estudio de la setividad antitumoral del antibidtico adriamicina

P -

»
.

Bl cstudio de la actividad antitumoral del &rtibidtico

adriamicina obtenido del Strepbtomyces F.I. 106 se ha -efectuado

sobre algunos tumores de la rata y del ratén, tanto en forma

sélida como ascitica.

1) Tumores asciticos

Las prucbas de actividad se han efectuadec sobre rato-
nes portadores de corcinome ascitico de Ehrlich y tratados
intraperitoncal con soluciones decl antibidbtico en diversas con-—
centraciones, por cinco dias consecutivos a partir del dis

siguiente a la implantacién del tumoz.

La Tabla 4, en Que se¢ repumen los resultados obteni-
dos, muestra cuc cl antibidtico en examen; administrado a dosis
iguales a 1,75 g 2,50 mg/kg/dfa, tiene notable efecto inhibidor
sobre el crecimiento del‘tumor ascitico y ha producido un aumen~
to considerable de la supervivencia media de los animales tra-

tados.
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TABLA 4

larcinoma aseltico de Ehrlich

r
‘e
ey

o or———

Totes de 10 Dosis en Variacidn ponderal en gra- Sdﬁé}vi~

animales ng/kg/Afa mos(dias después de la im~ vencia
plantacidn) media (en
dias)
6 12 T
Controles - + 7.5 + 13.9 , L4
Adriemicina 1.75 ~ 0.5 + 3.8 {i33.8
2.50 - 1.8 + 0.9 ;34,6

Bl resultado se confirmd con una prueba sucesiva en

la que el antibidtico se administré»a las dosis de 1,25 y 2,50

ng/kg/dia (Takla 5).
Carcinoma ascitico de Ehrlich

FPTTuA i

— " A ¢ i Y G G ey ® % 4R S RPN U Man g

Lotes de 10 Dosis en mg/ Variaocion ponderal en Superviven-

animales ere/dia granoes (dfas después clia mgdia
de la implantacidn) (en aias)
6 12
Controles - + 7,5 + 13,2 17.8
Adriamicina 1.25 -~ 0.6 + 4.6 31.8

2.50 - 0.9 - 4.3 51.2
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Una comparacidn de los rcsultiados obtenidos, en

idénticas condiciones experimentales, sobre ratones portadoros

.« r

de carcinoma ascitico de Ehrlich, con los antibibticos dguno-
micina y adriamicina respecto a los ratones de control'pérmite

determinar que el @ltimo producto es wds activo, como se
desprende de 1o Tabla 6, en la que se puede advertir queé”iLos
valores de lag relaciones que expresan el aumento de la:’
supervivencia de log ratones tratadces, en contraste con- los

ratones de control, son, a igualdad de dosis, mayoresigéq»la

PR AL

adriamicina. PR

L
L

P
DI

Tablg 6

Relaciones dc¢ la supervivencia media de ratones portadores
de carcinoma ascitico de Ehrlich (cada valor expresa el pro-
medio de los rcsultados obtenidos en grupos de 10 animales
POr grupo).

- ——— - -

Dosis en mg/keg/dia Daunomicina Adriamicina

2.50 1.8 2.8

El ofccto antimitésico del antibidtico en examen
se ha pucsto en cvidoncia en pruebas realizadas sobre ratones
portadores de tumor ascitico en fase de crecimiento logaritmico

(52 dfa). Estos animales se han tratado por via intraperito-
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neal con una administracién dnica de adriamicina de 2 mg/kg.

El examen de los frotis del exudado ncopléasico tomadé'aéies

del tratamiento y a diversos intorvalos de tiempo deépéés de é1
( alas 2, 4, 8, 24; 32 y'48 horas) he permitido observar quo
el antibidtico causa una detencién rapidisima y completalde la
actividad multiplicativa del tumor, la cual dura hastg:;és

32 noras.

L3 x> v.‘!
Cuarenta y ocho horas después del tratamiento se
advierten numerosas células en mitosis, pero su morfaologia

PR

esté constantementc alterada. RN

2) Tumoros sdlidos

Iag pruebas de actlvidad sobre tumores s6lidosg se

. efectuaron con cl sarcoma 180 en cl ratén y con el mieloma

de Cherling-Guérin-Guérin en la rata.

a).Sarcoma 180: unos ratones ingertadoe con un fragmento de
tejido neopldsico se trataron por via subcuténea, por 8 dias,
a partir del dfa siguientec al de la implantacidn del tumor.

Bl entibibtico se administrd en soluciones de diversas concen-
traciones, correspondicntes a las dosis siguientes en mg/ke

por dfa: 7, 5, 3,5, 2,5y 1,75.

Al undéeimo dfa del experimento, se sacrificaron

todos loe animeles y sc extirparon y pesaron sus tumores,

Log resultados figuran en las Tablas 7 y 8 que

siguen.
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TABLA 7
1 Peso del | % de inhibi-Mprtali-
Lote y dosis | Variacién del { Tumor, cibn - 1dag,
" (me/kg/dla) PEso Corpo- en g et
- b ral ‘
brato | neto .,
Coutroles # 4,78|40.86 | 3.922 - »,;9/10
Adria- T | - 5.98|-6.22| 0.239 93,9 “16/10
mi- 3,50 | =~ 2.31]-3.01| 0:696 82.3 +79/10
cina 1.75 | # 3.09{+1.10 | 1.988 49.3 24 0/10
PABLA & (Sarcoma 180)
Lote y'dosisf Variacién del peso|{Pcso del |% de in~ Mértalin-
(mg/kxg/dia) * " corporal tumor,  en | hibicidn | dad
) ‘ bruto . .neto g
Controles = | * 5.65 +3,19| 2.461 - 0/10
Adriamicines |~ 4,37 * 4.61). 0.239 | 90.3° | 0/10
2,50 ~ |~ 160 - 2,26 0.65%6 | 73.4 0/10
Daunomicinas| + 0.85 | - 0.18] .1.029 58,2 | 0/10 -
7250 |+ 1.5 - 0.23] " 1.745 | 29.1 0/10-




10.

20.

1t
ny
(o)

It

Dc ambas Tablas se desprende que el antibidtico ha
causado marcada inhibicidn del crecimiento del tumor a todas
las dosis usadas. Unae sensible mortalidad de los animales.

tratados se ha observado Unicamente con la dosificacién’ mds

oot
1)

elevada (7 mg/kg/dia). :.

-

Pruebas realizadas en paralclo, en las mismaé condi~
ciones experimentales, con el antibidtico daunomicine (?éase
la Tabla 8), han permitido trazas las curvas de dosis-efecto
de los dos productos y efectuar también una comparacién-de la

actividad.

-
-~
Y <y

Se desprende claramentc la mayor actividad, -a- -
igualdad de condiciones experimentalés, de la adriamicina res-
pecto a la daunomicina en este tipo de tumor. ELl resultado es
todavia més ovidente sl se consideran las dosis inhibidoras

50 (DI 50) dec ambos produetos:

Dauncmicina: alrcdedor de 3.3 mg/kg

Adriemicina: alrededor dc 1,5 mg/kg.

Pruohas de toxicidad subaguda efectuadas en ratones
sanos con adriamicina administrada por via subcutdnea, por
8 dfas, & dosis variables de 10 a 1,25 mg/ke, ‘han dado los

resultados siguicntoes:s
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TABLA 9

Toxicidad subaguda de le adriamicinag
en cl ratén Lo

Dosis (mg/kg/dfa) % de mortalidad en los diaéz'
100 158 “re.-
10 100 ' 100 7
8.33 70 100 -
6.67 40 80 ..
5 0 0 f'
2,50 ‘ 0 0

1.25 0 0

De loo detos anteriores sc obtienen, por el método
gréfico, que la dosis letal 10 (DL 10) cs igual a 6,4 mg/kg.
De la gréifica puede concluirse que la dosis inhibidora 90

(DI 90) de la adriamicina es idual a 5 mg/kg. Con estos datos

es posible calcular, segin Skipper (Cancer Chemotherapy Report,

17,1, 1962) el indice terapéutico dc la adriamicina, que os:

DL 10 6.4
T.Te & memem = —mm = 1,28
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Cabe recordar que, en las mlsmas condlclones éxperla

mentales, el indlce terapéutlco de la daunomicina .es de 0”67.; :

3 Conviene subrayar, ademés, que del trabajo de Sklpper cntado

antes resultg que, enrlas.mlsmas oondlclones experlmen%ales,
el indice terapéutlco de Los otros antlblétlcos antltqurales

ye en uso (actmnom1q1na, mltomlclna, aotlnobollna y act1d1ona)

-c«':f\n,

es inferlor a 1. ' A “ e
' N B ‘.‘*:n':

b) Mieloma'de Oberling—GuérinaGuérin~’ Unéds . ratas Wistégl

1njertadas con un fragmento de tegldo tumoral ge tratdron;por

via intravenosa, durante 8 dfas, a partir del dia siguiente

',al de la 1mp1anta016n del tumor. Al 122 dfa del experimento

ge sacrificaron los anlmales sobrev1v1entes ¥y Se extirparon

Y. pesaron los tumores.

TABL A 10
Mieloma de Oberling-Guérin-Guérin

Tote y dosis . |. Variacién ponderal [Mortali-|Peso del } % de in-

(mg/keg/dd a) (en gramos) . dad tumor hibicibn -
bruto - neto} . -

Controles +15,7 . +3.3| 00 | 12.447 | -

Adria~ 0,625 | ¥ 9.2 .| =-1.0| 3/20 | 10.253 | 7.7

mi- - 1,25 + 25,2 - +4.6| 0/10 | 10.649 | 14.5

cina 2,50 | < 1.3 ~5.6| 1/10 | 4.295 | 65.5
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La Labla 10 muestra que ol sntibibtico results, -,

"9.

eficaz también para este tlpo de tumor. En estas condlciones -

expermmentale» la DI 50 de la adriamicina es de 2 mg/kg aprbd

EX
&

¥ v

ximademento.

"’,4\‘3

- . L qu’ejemplos que' siguen sirven para ilhstrar el Anven-—
._ to, sin limitarlo’, | .
IWPL0 1. | ;.- R

Ay

4 d g
>

Se’ prepararon dos matraceu de Arlenmeyer de 380 cd

-~ 10. o que contenla cada uno. 60 cec del terreno de cultlvo 31guién%e
para 1a fase vegetatlva. peptona, O. 6% levadura seca, 0. 3%,_

nltrato de’ calcmo hldratado 0 05%, ¥ -agua del grifo. Después
de la esterlllza016n, el pH era-de 7.2. la esterlllza016n se
realizé por,calentam;ento en autoglave a 1202(C durante_20 mi-

15.  nutos.

. Se 1aoou16 cada matraz con una cantldad de mlcello
del mutante I I 106 correspondlﬂnto a una qulnta parte de
-una suspens16n en. agua estéril del mlcello de un cultlvo de
’VlO dias de crecmmlento en tubo de ensayo grande, sobre el
20.:V terreno 51gulen$e° sacarosa, 2% 1evadura seca, 0 2 195 fosfato"
. 'dipoté81co, O Qﬁ nltrato sédlco, 0 ,2%3 sulfato magnésmco, o
"0, 1203 agar,’ 2% v agaa del grifo. Se incubaron lasmatraces
a 2890 durante 48 horas en un sacudidor giratorlo con una

excenir1c1dad de 30 mm y 8 220 vueltas por minuto,
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2 cc de un cultivo vegetativo asf{ desarrollado se
utilizaron para inocular matraces de Irlenmeyer de 30b:é€ con
60 cc del simsuiente terrego para la fase productivaj él@éosa,
6%, levadura scca, 2,5%; cloruro sédico, 0,2%; Ffosfato bipotd
sico, 0,1%; carbonato célcico, 0,263 sulfato magnésico, 0,01%;
sulfato ferroso, 0,0014; sulfato de zinc, 0,001%: sulfato de
cobre, 0,001%; y agpa del grifc. D1 pH resultante era de 7,

Se esterilizd cste cultivo a 1202C durante 20 minutos, ¥ la
glucosa se esterilizé por separado a 110¢C durante 20 miﬁu—
tos. Tuego se¢ dncubd a 282C en las mismas condiciones de'
agitacidn que sc¢ han descrito para ¢l cultivo vegetativo. La
concentracibén mdxima de antibidtico se alcanzd al 62 dfa de
fermentacién. Lo cantidad de adriamicina producida en tal

momento cerrespondia a una concentracién de 15 microgramos/cc.

EJEMPLO 2,

Se =roccde como en el cjomplo 1, con la diferencia
de que ol culiivo para inocular se desarrolla sobre el terreno
sélido sipuicntcos se hierven durante 20 minutos en 500 ce de
agua 200 g de natatas mondadas, se ajusta el volumen al valor
original y se filtra por una gasa. Sc afiaden 2% de glucosa,
0,1% de extracto de levadura Difco y 2% de agar, se ajusta el
volumen a 1000 cc y sc esteriliza a 1202C durante 20 minutos;
pH, 6,8~7,0. Lo concentracidn mdxima de adriamicina, 12 micro-

gramos/cc, gc¢ alcanza a la 1402 hora.
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BJEMPLO 3.

Se procede como en el cjomplo 2, con la diferehncia
de que les terrenos pera la fase vegetaiiva y para la fase .

g

roductiva ticnon las composicioncs sisuientes:s .
g

Terreno vegetaiivo: almidén, 3%; carbonato cédlcico, 0,4%;
solubles de loz destiladores, 0,3%; sulfato aménico, 0,1%;
caseina; 0,5%; fosfato bipotésico; 0,01%; y agua del grifo.
Después de la esterilizacidén, realizada en autoclave a 120@0

durante 20 minutos, el pH es de 7.

Terreno productivo: almidén, 5%; carbonato cdlcico, 0,38%;
corn steep liquor, 0,6%; cascina, 0,%; sulfato aménico, 0,1%;
y fosfato bipotdsico, 0,01%. E1 pH, después de lz esteriliza-
cibn, es de 7. La esterilizacidn so rcaliza de la manera que
sec ha descrito para la fase vogetativa. La produccidn méxima

se alcanza al 7¢ dfa, con 6,5 microsramos/cc.

LJEMPLO 4.

Con un cultivo del wutants F.I. 106 en terreno
sélido como el guc se ha descrito en ol cjemplo 2; se inocu~
laron 500 cc dcl terreno ligquido para la fase vegetativa que
se ha descritc on el cjemplo 1, conitinidos en un matraz de
vidrio Pyrex dc 2000 cc. Sc incubd a 202C por 48 horas en
un agitador girato?io e 126 vuelbas por minuto y con una
excentricidad de 3,5 mm, Del calde d¢e cultivo asi obtenido

se inocularon lucgo 100 cc en 3000 cec del mismo terreno 1iquido,
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contenidos cn un fermcntador de 5 litros, de vidrio neutro,
provisto de agitador de hélice, tubo de admisién para burbu-

jeo de airc, terminante debajo del agitador de hélice,; dispo-
sitivo rompcdor de la oorfientc, tubo para inoculaciébn, tubo

de salida de aire, equipo comprobador de la temporatura y un
dispositivo para adicibén intermitentc o continua en condicio-
nes estériles. El desarrollo sc efcetud a 282C con un caudal

de aireacién dec 3 1itros por minuto y una agitacién dé’AOO yuel~

tas por minuto.

Al cabo de 24 horas, 300 cc del caldo de cultivo asi
desarrollado se utilizaron para inocular 6 litros del tecrrcno
productivo que se ha descrito en ¢l ejemplo 1, cohtenidos en
un fermentador de 10 litros, de vidrio neutro, que tenfa las
caracteristicas que sc¢ han deccerito antes., Durante la fermone
tacibn, quo oo ofectud con una agitacién dc 350 vueltas por
minuto y con una corricntc de airc de 5 litros por minuto, =e
refrend la espuma mediante la adicién de pequefias cantidadoes
de un agente antiespumnantc de silicona. La produccidén méxima
obtenida cn 150 horas de fermentacién correspondid a una con-

contracién d:¢ adriemicina de 6 microgramos/cec.

REJIMPLO 5,

Con un cultivo obtenido como se ha descrito en cl
. jemplo 1, sc inocula un matraz dec 2000 cc con 500 cc
del terreno dec la composicidn siguiente: peptona, 0,6%;

levadura scea granulade, 0,3%; y nitrato de calcio on agua,



100

15,

20.

36

0;05%. 3¢ agita el terreno cn un agitador giratorio duranto

48 horas, a 20¢C, y por medio del cultivo asf obtenido, s, ino-
cula un Ffermentador de¢ 80 litros con 50 litroe del ter%éhﬁ
indicado antes, 3c agita csto torreno a 230 vucltas pof:minato
y se lc airca con una corrientc dc ¢irc de 0,7 litros ﬁéf
litro dec toerreono y por minuto, a la temperatura de 27¢C, Al
cabo de 4 a 9 horas, sc utiliza ¢l caldo de cultivo para
sembrar 500 litros d¢ terreno dc cultivo en un fermontader do

unos 800 litros, $

L1 torrcno de fermentacibn ticene la composiciéhi
siguicnte: glucosa, T%; harina dc garbanzos, 6,6%; carbdﬁgto
cdlcico; 0,2%; cloruro sédico; 0,2%;'fosfato bipotésico; 0,1%;
heptahidrato dc sulfato magnésico, 0,026; hcptahidrato de
sulfato forroso; 0,00068%; heptahidrato de sulfato de manga~

neso, 0,001%; sulfato dc cobre, 0,00%%; y agua dcl grifo.

Sc coteriliza el terreono a 120¢C durante 30 minutos,
se le cnfria hasta 2790; y despuls de la inoculacién; sc le
agits a 250 wvucltas por minuto y sc la airea con una corricnte
de aire de 0;4 litros por litra dc tcrreno y por minuto. Al
cabo de 145 horas, ¢l caldo de culitivo contiene 6,5 microgra-

mog/ce de adriamicina.

EJEMPLO 6.

Se filtran del micelic, con ayuda de Superccl (marca

registrada), 60 litros de liquido dc cultivo provenientc de la
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fermentacidn obtenida segin el Ejemplo 4, con lo que se ob-
tiene una torta y un filtrado que se extraen separadameﬁte.
Ia torta obtenida ge suspende en acetona diluida coniécido
sulfurico acuoso 0,1-n (4:1) y se agita durante 2 horas. Se
filtra el liquido y se repite la operacidn de agitar‘ia
torta dos veces todavia. S

Se combinan los extractos obtenidos, se neutralizan
y se evipora en vacio la acetona. ¥l concentrado, gque contiene
alrededor de 0,25 g de adriamicina, se acidifica hasta pH 3 con
deido clorhidrico 1l-n y luego se extrae con clorofofmo. que
separa parte de 1as impurezas. Se ajusta la fase acuosa a pH
8,6 con hidréxido sédico 1l-n & luego se extrae con una mezcla
de cloroformo/matancl (9:1); esta operacidn se repite hasta
que 1la fase 2cuosa saledncolora, Se lavan con agua 10s
extractos de metanol/cloroformo hasta pH 8,6, se los seca sobre
sulfato addico anhidro, se los filtra y se los concentra hasta
pequefio volumen, bajo presidn reducida, después de lo cual se
precipita con éter etilico la 22driamicina en forme de base
libre. ¢ obticnen 1,50 g de producto bruto que contiene alre-
dedor de 0,2 g de adriamicina. 3¢ ajusta el caldo filtrado
a pH 8,6 con hidrdxido sddico l-n y luego se le extrae con la
mezela de cloroformo/metanol (9:1). Se repite dos veces esta
operacidn y luego se lavan con agaa los extractos de metanol/clo-
roformo hasta pH 8,6, se vuelven a extraer con deido clorhi-

drico 0,0l-n hasta gque la fase 2cuosa adquiere color rojo y se
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elimina la fase cloroférmica‘ Se filtra la fase acuoaa se la

ajusta a pH 8,6 con hidréxido sddico l=n y luego se 1a ex—

trae con la mezcla de cloroformo/metanol (9:1). E1 extracto,

que en este momento contiene, ademds de diversas 1mpurezas,

0,15 g de adriamicina, se lava con agua hasta pH 8, 6 -se

seca sobre sulfato sddico anhidro, se filtra y se conéentra

hasta pequefio volumen bajo presidn reducida. Afiadiendo 10

volumenes de éter etilico, se obtiene 1la pr901p1tac1on.de

1,00 g de producto bruto que contiene 0,12 g de adr;aﬁ%cina.
Se obtienén en total 0,320 g de adriamicipé»en

forma de base bruta.
EJEMPLO 7

lSe disuelven en 10 cc de tampdn de fosfatos M/15,
a pH 5,4, 0,500 g de producto bruto que contiene alrededor
de 15% de adriamicina. Se adsorbe la solucidn en 10 g de
polvo de celulosa (Whatmen CF 11), se seca la mezcla por una
noche y en vocio sobre clorurd cdleico anhidro y luego se la
deposita en una ¢ olumnsa croﬁatogréfica de vidrio (de 100cm de
altura y 4 cm de didmetro) que contiene 225 g de polvo de
celulosa (Whatman CF 11) previamente amortiguado con tampdn
de fosfato M/15 a pH 5,4 y secado en vacio sobre cloruro

cdlcico anhidro. Se eluye'oon la mezcla propanol/acetato de

etilo/agua (7:1:2) y se recogen con un colector automdtico

fracciones de 25 cc. Se examinan las diversas fracciones por
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cromatografia sobre papel Whatmon NO 1, amortiguado a pH
5,4, utilizando como eluente 12 misma mezcla empleada. para
eluir la columma. Ias fracciones 40 2 60 contienen aégiamicl-
Se reunen las fracciones 40 a 60 y se las concentra hasta

50 cc., Se filtran las snles precipitadas, se ataden al fil-
trado 200 c¢c de agua y se ajusta el pH de la solucidn o 7 con
hidréxido sédico 1l-n.

Se oon;entra hasta 50 cc bajo presidn reducida, se
ajusta el concsntrado a pH 8,6 y lucgo se le extraéfdpn
cloroformo. So repite esta operacidn por tres veces y lusgo
se combinan los extractos clorofdérmicos. Se lavan éstos con
agua ajustada 2 pH 8,6 y luego con agua, se deshidratan sobre
sulfato sédico anhidro, se filtran y se concentra el filtrado
hasta 5 cc bajo presidn raducida. Se afiaden 0,15 cc de una
solucidn l-n de deido clorhidrico enhidro en metanol y se
enfria. Al cabo de unos minutos se forma un precipitado cris-
talino de clorhidrato de adriamicina, que se filtra y se lava
con cloroformo frio y con éter etilico anhidro., Se obtienen
50 mg del producto, que se recristaliza en etanol.

De ceta manera se obticnen 35 mg de un producto
puro, fundente 2 204-2052C, De las aguas madres se raecupe-

ran otros 15 mg de un producto amorfo de 90% de pureza.
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EJEMPLO 8 .. -
Se disuclven en 4 cc de dcido clorhidrico 0;$$h
0,077 g de clorhidrato de adriamicina y se¢ calienta 1é:solu-
cién a 1002C durante una hora. :”'

Se obticne un precipitado amorfo de color Fdjo
oscuro, que se recoge por filtracidn después del enfrigmiento.
E1l producto, lavado con agua hastz neutralidad de 1ésiiavazas,
se seca durante una noche y en vacio sobre hidréxido”béﬁésico
y durante 6 horas sobre'anhidrido fosférico, a 562C, -

Se obtienen asi 47 mg de aglicona de la ad}iémicina,
fundente a 2239-224¢C, [alfa]If +1562 (dioxano), y'que tiene
la férmula Cp1H1g0g-

Despuds de 1la precipitzeién de la aglicona, la
solucidn decidoacuosa, casi incolora, contiene un compuesto
que reduce &l liquido de Fehling y da reaccidn positivae con
ninhidrina, Se neutralizae la solucién (pH 6) pasdndola por una
resina cambiadora Dowex 1 x 8 (en forma de bicarbonato). Iuego
se filtra la resina y se liofiliza el friltrado. El residuo
blanco estd constituido por un aminoamicar que tiene las
mismas caracteristicas que el clorhidrato de daunosamina.
Médiante cromatografia en papel con los disdlventes butanol/
deido acdtico/agua (4:1:1) y (4:1:5) y butanol/piridina/agua
(6:4:3) y mediante cromatografia de capa delgada de Alusil;
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utilizando como disolvente 1a megzcla propanol/acetato de etilo/
agua/amonizco acuoso al 25% (6:1:3:1), no se separa de 1o
daunosamina. Bl producto puede ser rcvedado con los reaotivos
de ninhidrina y con ftalatos de onilina sobre sl papel,

y con anigaldehido y deido sulfirico sobre capa delgada.
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Descr'ito el objeto del presente invento, se dex
claran-nuevas-y de propia invencién, las siguientes rciViﬁ

dicaciones, con prioridad de la solicitud de patente italia-~

>
» oAy, 4

1. Un procedimiento para la preparacion de unq:?heva
;ubstancia antibiética, tomada del grupo constituido.poi el
antibiético adriamicina, su aglicona y sus sales con-ééidos
orgénicos o inorgénicos atdxicos y farmaceuticamente ééépta~

bles, caracterizado por cultivarse el mutante F,I. 106 del

Streptomyces peucetius en condiciones aerébims y en un medio
nutriente liquido que contiene una fuente de carbono, de nitrd-
geno y de sales minerales, a temperatura entre 25 y 37°C (de
preferéncia, 28eC), por un periodo de 3 a 7 dfas (de preferen-
cia, por 5 dias), oxtraerse el antibi&tioo de la masa de fer-
montacién a pH entre 8,5 y 9, por medio de los disolventes u-
suales inmiscibles con el agug; ¥y, de manera conocida, aislarse
ol antibibtico adriamicina ¥y purificarsele como tal o transfor-
mirselo en sus sﬁles con 4cidos inorgénicos o orgénicos o con~

vertirsele én su aglicona por modio de hidrélisis 4cida,

*
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2. Un procedimiento para la preparacidn de una

subgstancia antibidtica,

Segin se describe y reivindica en la presente
memorin descriptiva que consta de 43 hojas foliadas y

escritas a mdquina por una sola cara.

Barcelopa, a 11 ABR’@GB

HISERN

1 ROQUJ. SANZ HERKEKW



	Bibliographic data
	Description
	Claims



