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Egta invencidn se relaciona con un nuevo complejo de antibid-
ticos, y con métodos para su produccidn, aislacién y purificacidn. las
especificamente esta invencidén se relaciona con nuevos y (tiles anti-
bi6éticos obtenibles mediante el cultivo de uma espeéie hasta ahora no
descrita del género Micromonospora del orden Actinomycetales.

La especie hasta shora no descrita del género lMicromonospora
gque se empled en la primera produccidén del nuevo complejo de antibidti-
cos de esta invencidn fue aislada originalmente de wna muestra de suelo
obtenida directaments de la tisrra por unc de los inventores aqui nom-
brados y ha sido denominada licromonospora sp. WAT. Dos cepas de esia
éspecie Micromonospora han sido aisladas y se ha comprobado que son deu
particular uso en el procedimiento de esta invencidn. Bstas dos cepas .
son variantes de color naturales y se las puede distinguir microscdpi-
camente por el grado al cual se produce esporulacidén. Cultivos de orga-
nismos vivientes de estas dos cepas han sido depositados y forman parﬁe
de la coleccidén de cultivos en existencia del United States Departhént
of Agriculture, Northern Utilization Research and Development Diﬁisiun,
Peoria, Illinois, donde han sido designados TIRRL 3274 y NRRL 3275;7E3w
tag cepas son obitenibles, de dicha reparticidn que mantiene la colec-
cién, a pedido. Estas cepas serdn denominadas individualmente en lo que
sigue Micromonospora sp. W847 (NRRL 3274) y liicromonospora sp. W4T
(MRRL 3275)9 ¥y colectivamenté Micromonospora sp. W84T. Siempre que se
haga referencia en esta descripcidn a HMicromonospora sp. U847, sin in-
dicacibn del nimero de la cepa, la informacidén involucrada es aplicable
a ambas cepas mencionadas mas arriba.

El examen macroscdpico de cultivos de 48 di%s de edad (24-26°C)
de Micromonospora sp. W847 (NRRL 3274) sobre Agar de Sacarosa de Czapek,

-
se caracteriza por buen crecimiento que no maniflesta micelio aéreo y
por colonias elevadas y plegadas de una consistencia blanda, himeda y

no cerosa que no produce pigmento dispersable. El color de la superfi-
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cie de las colonias, descrito de acuerdo con "Descriptive Color lame
Dictionary", Taylor, Knoche y Granville, publicado por Container Corpo-
ration of America, 1950 (USi), juntamente con el ntmero de color toma-
do de “"Color Harmony Mamual', 4° edicidn, 1958, publicado.por la misma
compaﬁia, es anaranjado m4-la. Este color corresponde al sindnimo o ca-
si sindnimo, anaranjado fuerte 50, que se encuentra en National Bureau
of Standards Circular N° 553, Foviembre 1, 1955, USA (todas las desig-
naciones de color de las colonias empleadas mas adelante se basan en

el mismo sistema de referencia de color).

Bl examen microscdpico del mismo cultivo muestra un micelio
regular compuesto de filamentos ramificados largos de un didmetro de
aproximadamente 0,6 w. Se encueniran esporos con poca frecuencia.

Bl examen macroscdpico de cultivos de 28 dias de edad de Lii-
cromonogpora sp. V84T (WRRL 3275), crecidos en el mismo medio y bajo
las mismas condiciones descritas mas arriba, se caracteriza por buen
crecimiento que manifiesfa las mismas caracteristicas de conjunto de
las colonias que la éepa precedente excepto por el color. El color de
la superficie de las colonias es negro. Microscépicamente este cultivo
muestra un micelio regular compuesto de filamentos ramificados largos
de un didmetro de aproximadamente 0,6 w. Sin cmbargo en esta cepa los
esporos son myy abundantes y son producidos al azar a fravés de todo
el micelio. Los esporos son de forma entre ovoide y esférica con un
didmetro de 0,7-1,0 w y son de color castallo oscuro cuando estin madu-
ros. .

Se puede caracterizar también colonias de Mlcromonospora sp.
W84T por sus caracteristicas de crecimiento (bujo condiciones aerdbi-
cés) sobre diversos medios nutritivos. La siguiente Tabla 1 indica lus
caracteristicas de crecimiento de licromonospora sp. W847 sobre algunos
de los medios nutritivos mis ampliamente usadﬁs. Se realizan las obser—

vaciones de las colonias sobre cultives de 14 dias de edad (24-26°C)
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a menos que se especifique lo contrario.
Tabla 1

Caractexristicas de las colonias de Micromonospora sp. W8AT sobre diver—

sog medios

Agar de glucosa-asparagina Crecimiento pobre
Agar de Bemnett Crecimiento pobre
Agar de Emerson Crecimiento pobre

Agar de pasta de tomate-harina

de avena Crecimiento pobre
Agar de glucosa-extracto de le- Buen crecimiento, elevado,
vadura finamente plegado
Rodaja de patata Crecimiento pobrs
Agaxr de sacarosa-nitrato Buen crecimiento, elevado,
(Agar de Czapek) plegado :
Agar de tirosina Crecimiento regular, crista-
les pobremente disueltos di-
Observaciones despuds de 2, reciamente debajo de las con-
7 v 14 dias {Gordon y Smith, lonias, pigmento castaflo dis-
J.Bact. 69,147) persable producidc después

de 3 semanas, pigmento disper-
sable no negro o tipico de
wa tirosina positiva como la
producida por streptomyces.
Micromonospora sp. W47 muestra crecimiento parbticularmente
D D
bueno a temperaturas entre 26 y 37°C pero no nmuestra crecimiento sustan-
cial a temperaturas tan elevadas como 50°C, Eg aerébico y no reduce ni-
zte especips no licda la gelatina; no hidroliza la le-
che y no descompone la celulosa. No se produce pigmento dispersable so-
bre agar de peptona-hierro.
Micromonospora sp. W847 muestra buen crecimiento sobre medios
de carbohidrato que contienen 0,5 ¢ de base de extracto de levadura y

[
1 %.de l-arabinosa, glucosa, almiddén y sacarosa pero solamente regular
PR . of s
ecrecimiento donde la fuente de carbohidrato es 1 % de xilosa. Crece
pobremente sobre medios de esta clase en los cuales la tnica fuente de

carbohidrato es 1 % de d-arabinosa, celulosa, dulcitol, galactosa, gli-
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cerol, lactosa, levulosa, melibiosa, melizitosa, rafinosa, ramnosa, ri-
bhosa, inositol o manitol.

. Otra caracteristica de Licromonospora sp. W84AT es su capaci-

.
dad pard utilizar fuentes de nitrdgeno. En la siguiente Tabla 2 se in-
dican las caractericticas de crecimiento de lag colonlas sobre fuentes
tipicas de nitrégeno, mis 1% de gluéoéa, obgervadas después de 14 dias
de crecimiento (24-26°C),
Tabla 2
Utilizacidn de fuentes de nitrdaeno

Fuente de nitrdgeno Caracteristicas de crecimiento
0,5 % de extracto de levadura

Difco Buen crecimiento, elevado, Li-
namente plegado

1,0 % de ¥Z imine Mipo A=) Crecimiento regular
1 % de Asparagina Crecimiento pobre
1 % de 4cido glubdmico Crecimiento pobre
1 % de nitrato de amonio Crecimiento pobre

(%) Producto de Sheffield Chemical Company, Norwich, Iueva
York.

Se puede preparar el nuevo compuesto antibidtico que se des-
cribird mds adelante, mediante el uso de Liicromonospora sp. G4 var.
NRRL 3274 y/o var. HRRL 3275 y/o otra cepa de dichas especies (inclu~
yendo sus mutantes y variantes) que tienen sustancialmente la misma
actividad biolégica en el sentido de que producen antibidticos del mis-
mo complejo. Por lo tanto esta invencidn no deberd ser considerada tan
limitada como para excluir el uso de variantes de Micromonospora sp.
W84T o sus mutantes prpducidos a partir de este organismo por agentes
de mutacidn tales como por ejemplo irradiacidn con frecuencia alta in-
cluyendo rayos X y ultravioleba, actinofagos y mostaza nitrogenada. In
la siguiente degcripcibén en que se describe el pfocedimiento para la

produccidn de antibibéticos, se comprenderd que el uso del término Mi-
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cromonospora sp. WOAT incluye las variantes de color especificamente
descritas mas arriba como asi también todas las obras variantes y mu-
tantes plenamenie equivalentes de estas especics.

Bl antibidtico

1) Preparacidn de complejo antibidtico W8AT

llicromonospora sp. W847, particularmente mediante técnicas
de Ffermentacidn controlada segin se describe mis adelante, produce una
mezcla compleja de sustancia antibidtica a la cual se denominard mis
adelante Complejo Antibidbtico W84T.

A fin de preparar un Inoculum apropiado para subsiguiente fer—
mentacién, se hace crecer de preferencia Iiicromonospora sp. W4T bajo.
condiciones aerdébicas sumergidas con agitacidn continua a femperaburas
comprendidas entre aproximadamente 22 y 37°C durante un periodo de a;-
proximadamente 2 a 4 dias. En general se encuentra especialmente satis;
factoria wna temperatura de 35°C a través de un periodo de 3 dias. El'
medio normalmente utilizado en esta primera etapa de germinacidn BS">
acuoso y contiiene cantidades de fuentes de carbono y nitrdégeno asiﬁilar
bles por el organismo. Se ajusta convenientemente la alcalinidad de los
medios aproximadamente hasta pH 7,5 antes del tratamiento en autoclave
mediante la adicidén de wna base tal como hidrdxido de sodio.

Ejemplos de medios empleados en la etapa de germinacidén son
los siguientes: Medio I: Ba&to—eﬁtracto de carne de vaca (Diféo), 3 g;
Bacto-Triptona (Difco), 5 g; dextrosa, 1 g; almidén (patata), 24 &3
Bacto-extracto de levadura (Difco), 5 &; CaCOB, 2 g; agua corriente,
1000 ml; Medio II: Bacto-extracto de levadura (Difco), 5 g, solubles
de pescado, 1 g; licor de maceracidn de maiz, 1 §; dextrosa 20 g, CaCO3,

.

1 g; agua corriente 1000 ml.

d
Convenientemente se emplea una segunda etapa de germinacidn

(por ejemplo etapa del inoculum) antes Ge la fermentacién o cosecha

del antibidtico a fin de enriquecer el inoculum. Empleando medios como
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los deseritos mis arriba, se puede inocular nuevo medio con el cultivo

germinado previamente preparade (5 % peso/volumen) y se le incuba entve
aproximadamente 22 y 37°C durante aproximadamente 2 a 4 dias, General-

men%e se{ encuentra especialmente satisfactoria una temperatura de 28°C

a través de un periodo de 3 dias.

A fin de producir el Complejo Antibidtico W84T, se puede agre-
gar un inoculum de 5 % (peso/volumen), tomado de la etapa del inoculum,
a un medio acuoso de fermentqcién que antes del tratamiento en autocla-
ve, ha sido ajustado aproximadamente a pH 7,1-7,8. Se introduce aire,
por lo general aproximadamente 3 a 6 1% por minuto, én la femmentacidn
que por lo general se lleva a cabo a una temperatura entre aproximada-
mente 22 y 37°C a %través de un periodo de aproximadamente 2 a 6 dias.
con agitacién continua. Particularmente con referencia al Medio III que
se describe mis adelante, s¢ ha comprobado que se obtiene miximos ren—
dimientos del Complejo Antibidtico W84T después de la fermentacidn dﬁ—
vante 66 h a 31°C con ihtroduccidn de aire a razdn de 4,5 1t por minle-
to y con agitacién por impulsor a 250 rpm. Utilizando fermentadores de
14 1% que contienen 10 1% de medio, se obtienen bajo estas condiciones
rendimientos comprendidos entre 300 y 800 ug/ml.

HMedios dtiles en la etapa de fermentacidén incluyyen por ejem—
plo los siguientes: ledio III: sacarosa 30 g dextrosa 2,5 gy triptica-
sa 17 g NalOy, 3 &5 KHP0,, 3,5 g5 MgS0,- 0, 0,5 g5 K01, 0,5 g5 Fed0,
0,01 g; NaCl, 5 g3 agua corriente 1000 ml; Medio IV: Bacto-extracto de
levadura (Difco), 5 g3 dextrosa 10 g; almiddn 20 g, hidrolizado de ca-
seina 5 g3 GaCOB, 4 g; agua corriente 1000 ml; Hedio V: sacarosa 20 g;
peptona 5 g; hidrolizado de proteina de semilla de algoddn 5 g; CaCO3,

4 g; agua corriente 1000 ml; Iedio VI: sacaroda 30 g; peptona 8 g3 HaHO3,
3 8 KéHPO4, 1 g3 MgSO4.7H20, 0,5 g; FeSO4, 0,01 g; agua corriente 1000
ml; Medio VIT: Tripticasa, 17 g3 NaCl, 5 g; KéHP04, 2,5 g; dextrosa

2,5 g3 caldo Czapek-Dox 35 g; agua corriente, c,s.p. 1000 ml.
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Para recuperar el Complejo intibidtico W4T a partir del me~
dio de fermentacién, se puede proceder por ejemplo de la siguiente ma-
nera: Se ajusta el caldo entero hasta aproximadamente pE 9,5 con uha
base tal como por ejemplo hidréxido de sodio. Se extrae entonces el
caldo entero en aproximadamente 2 voldmenes, por cada volumen de caldo,
de un solvente orginico apropiado inmiscible con agua tal como por ejem-
plo acetato de etilo, bicloruro de metileno, acetato de bubilo, cloro-
formo, butanol y similares. Se concentra entonces la fase solvente ba-
jo presidén reducida hasta un pegueflo volumen, concentracidn de aproxi-
madamente 100 veces, ¥y se la purifica mediante cromatografia en colum—r
na empleando por ojemplo LH 20 Sephadex, que es un dextrano alquiladoi'
que tiene ligaduras 6ruzadas, (Pharmacia Fine Chemicals, Inc., Uppsala,
Suecia) suspendido en etanol acuoso aproximadamente al 95 %. Se eluye.
1a columna con el ebanol acuoso. Se combinan las fracciones de la co-
lumné de acuerdo con sus actividades antibactierianas segln queda eﬁ evi-
dencia por ensayo sobre disco de agar conlra Staphylococcus aureus'(ATCC
6538P), se concentra hasta sequedad, se disuelve en wna pequella canti-
dad de éter etilico o acetona y se agrega a un volumen en exceso de éter
de petréleo (p. de ebullicidn aproximadamente 30 a 60°C). Se transfiere
1a mezela a un baflo de hielo seco/acetona (aproximadamente -50°C) y se
la deja reposar durants aproximadamente 20 min después de lo cual se
la deja retornar a la tempefatura ambiente. Se separa por decantacidn
el iicor madre con respecto a cualquier residuo aceitoso y se le concen-
tra hasta sequedad. Por lo general se comprusba que el material produ~
cido en esta manera tiene una potencia de aproximadamente 232 ug/mg de
acuerdo con el procedimiento de blo-ensayo que sp describe mis adelante.

El ensayo e un ensayo en copa qilindrica ﬁtilizandq Saxrcina
lutea (ATCC 9341) como organismo de ensayo. Las condiciones del ensay%
son similares al ensayo con placa cilindrica descrito para eritromicina

(Grove y Randall, 1955, Med, Encyclopedia, Inc., W.Y.), Un microgramo
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de actividad del Complejo Antibidtico W84T es la cantidad de material
que produce una respuesta zonal de 20,8+0,5 mm bajo las condiciones de
egte emsayo.

i Se puede preparar también Complejo Antibiético WBAT por ejem-

plo utilizando las siguientes técnicag de fermentacidn y aislacidn.

Empleando el Medio I parahla preparacidén de un inoculum, se
inoculan frascos de fermentacidén que contienen este medio con un culti-
vo (aproximadamente 5 % pesq(volumen)-de Micromonospora sp. W84T. Se
disponen los frascos sobre un sacudidor rotativo que opera aproximada-
mente a 280 impulsos por minuto y se los incubé a 28°C durante 72 h.

Al +érmino de este tiempo se inoculan fermentadores, cada uno cargado
con medio de fermentaciodn (por ejemplo liedio VII) ajugtado a pH 7,15~
7,25 con aproximadamente 5 % (volumen/volumen) del cultivo de inoculun
de 72 h., Se agita el medio de fermentacidén a razén de aproximadamente
500 r.p,m. a una temperatura de 31°C. Se induce circulaqién de aire a
través del medio a razdén de aproximadamente 0,5 1t de aire/1t de caldo/
minuto. Se puede aumentar el régimen de agitacidén a 600 r.p.m. despuds
de 24 h y a 700 r.p.m. después de 48 h. Se da por terminada la fernen~
tacidén al término de aproximadamente 69 h. Se retnen los caldos de to-
dos los Termentadores para la extraccidn y recuperacidn del Complejo
Antibidtico WBAT sepin se describe mis adelante.

Se ajusta los caldos de fermentacidén asi reunidos, aproxima=-
damente hasta pH 9,25 con hidrdéxido de sodio acuoso (50 %) ¥y se los ex-
trae en aproximadamente 2 voliimenes de acetato de etilo y se concentran
los extractos hasta aproximadamente 1 a 2 ¢ del volumen original. Al
concentrado de acetato de etilo se le extrae entonces por lo menos 2
veces en la mitad de los volimenes de éci@o clornidrico (aproximadamen~
te 0,14 n). También se puede llevar a cabo la extraccidn dcida con otros
4cidos minerales de aproximadamente la misma normalidad, A los extrac-

tos fcidos combinados se los hace levemente alcalinos con hidrdxido de
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sodio acuoso al 5 % (hasta aproximadamenté pH 8,5-9,0) y se los extrae
por lo menos 2 veces en vollmenes aproximadamente iguales de acebatlo

de etilo. Bajo presidn reducide se concentran hasta sequedad los extrac-
tos de acetato de etilo combinados, de manera de obtener el Complejo
Antibidtico WB47. El complejo en esta etapa demuestra una potencia de
450 a 550 ya/me.

2) Caracterizacién del Complejo AntibiStico W8AT

Mediante cromatografia sobre papel se compara el Complejo An-
tibidtico WB4AT con una variedad de antibibticos, incluyendo diversas
macrolidas. In una serie de sistemas solventes, segin se muestra en la .
siguiente Tabla 3, el Complejo Antibidtico WB4T se mueve como un solo -
punto y se diferencia de todos los otros antibidticos, excepto las ma- -.
crolidas, que fueron ensayados, (es decir magnamicina, 6leandomicina,--

espiramicina y eritromicina).

"
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Mediante cromatografia en capa delgada sobrs placas de gel
de silice GF (4Analtech Inc., Wilmington, Delaware) se lleva a cabo la
diferenciacién del Complejo Antibidtico 1847 con respecto a estos impor—
tantes antibidticos de macrolida. Se detectan zonas meéiante los Siguienr
tes dos métodos:

1) Se rocia placas con una mezcla de dcido sulfirico concen-
trado-metanol (1:1 volumen/volumen) y se las revela por calentamiento
a 105°C durante varios minutos. Las zonas de material orgdnico aparecen
como Areas coloreadas conbra un fondo blanco.

2) Se deja permanecer placas en contacto con una capa de agar
gembrada con S. aureus. Se coloca una hoja de papel Whatman H° 1 entre |
la capa de agar sembrada y la placa para asegurar que el gel de gilice -
no se adhiera al amar. Se separa el papel y el gel de silice después dé
15 min. Se incuba la placa de agar a 37°C durante la noche y se evallan
lag zonas de inhibicidn. -

En la siguiente Tabla 4 se indican los resultados de estos

experimentos.

e
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Ademis por comparacién de las propiedades fisicas, quimicas
y bioldgicas del Complejo Antibidtico W84T, y de sus fracciones separa-
das, de acuerdo con lo descrito mis arriba, con las propiedades de macro-
lidas conocidas dé acucrdo con lo informado en la literatura, el Comple~-
jo Antibéétioo W47 y sus componentes son distinguibles de todos los an-
$ibidticos macrolidas conocidos.

Rl complejo Antibibétice W84T proporciona una reaccidén pogiti~
va de color en los ensayos con ninhidrina, almidén KI y biureto, y una
reaccifén negativa de color en los ensayos con cloruro estanoso, Molisch
y de Sakaguchi. El complejo es esencialmente transparente en la region
ultravioleta. La actividad del Complejo Antibidtico W84T7 no queda signi-
ficativamente alterada cuando se somete una solucidn del mismo a una tem-
peratura de 100°C durante 30 min. a través de toda la gama de pH de 2-a
10 (se ensaya la estabilidad disolviendo el antibiético en e£anol, dilu~
yendo con regulador de pH y ensayando sobre disco contra S. aureus yrﬁs—
cherichia coli). El complejo no demuestra pérdida de actividad después
de tratamiento con tripsina, quimotripsina, pepsina, alfa~amilase o pe-
nicilinasa en soluciones de pH regulado (pH opcional para cada ensima)

a 37°C para una exposicidn de hasta 24 h. Bl Complejo Antibidtico W84T
es soluble en la mayoria de los solventes orgdnicos polares como por ejem—
plo acetato de e®ilo, metanol, etanol y acetona.

3) Separacidn de commonentes del Antibidtico W84T

La bioautografia de placas con gel de silice en capa delgada,
sobre agar sembrado con Sarcina lutea después de cromatografia en un sis-
tema solvente que consiste en cloroformosmetanol (60:40 volumen/volumen)
indica que el Complejo Antibidtico W847 consisteen por lo menos 4 ool
ponentes antibidticos a los cuales se identificaré-eﬁjadelante como Fra-
cciones de Antibidiico WO4AT A, B, Cl s 02 (o como Anbibidtico W847-A,/
Antibidtico W847-B, Antibidtico W847-Cl y Antibidtico W847-02). Bgtas

fracciones, en el sistema solvente descrito mas arriba, demuestran va-
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lores R, de 0,19 (Fraccién 4), 0,38 (Fraceién B), 0,52 (Fraccidn Cl)
¥y 0,65 (Fraccidn 02), respechivamente.

Se puede lograr la separaciln de lag fracciones disolviendo
el Compldjo Antibidtico W4T en acetona mezclada con dcido silicico,
evaporando la acetona y agregando la mezcla seca a la parte superior
de una columna de dcide silicico. Se eluye la columna con cloroformo:
metanol (60:40 volumen/volumen) y se recogen Iracciones. Se vigila la
columna mediante ensayo sobre‘disco de cada fraccidn contra S. aurecus
¥y E. coli. Se cromatografian las fracciones activas sobre placas de gel
de silice con capa delgada, operando durante aproximadamente 1,5 h en
el mismo sistema solvente utilizado para la colummna. Se detectan los
diagramas de las fracciones antibiéticas mediante los dos métodos den-
critos mas arriba., Se combinan las fracciones de acuerdo con sus diagra-
mas cromatogrdficos y se las concentra.

Mediante ogte método se separa la fraccidn 02 como una sal
de clorhidrato y se la aisla como polvo blanco disolviendo las fraccio-
nes activas rewnidas en metanol y precipitando en aproximadamente 1O
voltmenes de éter etilico. Bl clorhidrato de Fraccidn 02 maniliesta en
esta etapa una potencia de aproximadamente 1100 wg.mg.

Durante la cromatografia, la base W847-02 se convierte en una
sal de clorhidrato por reaccidn con pequeflas cantidades de cloruro de
hidrégeno, que estdn presentes en el gsolvente. Seglin era de esperar el
clorhidrato no manifiesta solubilidad apreciable en éter etilico y por
lo %anto se le precipita mediante adicidn del mismo,

Se puede obtener la forma de base libre de W847-02 agregando
dlcali diluido, tal como NaOH 0,1n, a una solucidén acuosa del clorhidra-
to hasta aproximadamente pH 8,5-9,5 y separando la base 1libre por fil-
tracidn con respecto a la suspensidn acuosa.

Estas Gltimas fracciones, recogidas desde la columna descrita

mig arriba, al reunirlas y concentrarlas hasta sequedad proporcionan
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una fraccion del Antibidtico W84’{—C1 bajolla forma de un polvo blanco.
3n esta etapa el polvo de Antibidtico W847—C1, asi obtenido, manifieg-
ta una potencia de aproximadamente 880 pg/mg en el ensayo en taza cilin-
driéa descrito mis arriba.

Usando las técnicas biocautdégrafas descritas més arriba.y clo-
roformo:metanol (60:40 volumen/volumen) como sistema solvente, el Anti~
bidtico W847—Cl aislado tiene actividad antibacteriana de espectro am-
plic in vitro contra los siguientes organismos gram-positivos y gram-
negativos: Bacillus subtilis ATCC 6633, Sarcina lutea ATCC 9341, Sta~
phylococcus aureus ATCC 6538P, Pseudomonas aeruginosa 4TCC 8689.

Se pueden combinar las fracciones activas restantes de la com
Jumna de dcido silicico y lograr resolucidén adicional mediante cromath
grafia en columna de Florisil (silicato de magnesio), en la siguiente.
manera: Se prepara la columna activando el Florisil a 100°C durante 16.
h: fijando el hexano y virtiendo el lodo resulianie en una columa de
vidrio. Se carga la columna con Complejo Antibidtico W84T residual_(dés—
pué$ de separar las Fracciones GlAy C2) disuelto en cloruro de metileno
y se revela progresivamente con un volumen de retencidn (es decir el
volumeh de solvente que es retenido por el absorbente) de hexano, wn
volumen de retencidn de éter etilico, un volumen de retencidén de aceta-
to de etilo y luego con cantidades crecientes de acetona en acetato de
etilo. Se vigila la separacién mediante ensayo sobre disco de las frac-
ciones contra S. aureus y B. coli seguido por cromatografia en capa del-
gada de acuerdo con lo descrito mds arriba.

Empleando esta técnica se puede llevar a cabo la separacidén
de las Fraccién A y Fraccién B. Se aisla ambas cqmo polvos blancuzcos
mediante concentracidn hasta sequedad de las fraccionés cromatggréficas
reunidas. Las fracciones A y B responden a 145 ug/mg ¥y 71 ug/mg respeé;
tivamente en el ensayo 3. lutea.

De la siguiente manera se puede {ambién aislar del concentra-
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do de acetato de etilo preparado en la manera descrita antes, una mez-
cla de fracciones del Antibidtico WB4T-C. Se disuelve el residuo en
ace?ona y se le vierte en agua fria con agitacién vigorosa. Se permi-
te que 1k suspensidn se caliente hasta la temperatura amblente y se la
filtra., Bl precipitado comprende una mezcla de Antibidtico W847--C1 Yy
Antibidtico 02, y en lo que sigue se la denominari complejo Antibidti-
co W84T-C, y en este caso afecta la forma de la base libre. Se puede
preparar convenientemente una sal de adicidn de &cido del complejo me-
diante la titulacidén, de una solucién de la base en metanol, mediante
el 4cido apropiado y precipitando la sal por adicidén de éter etilico.
Guando se utiliza el precedente procedimiento para obtener el Complejo
Antibidtico W84T-C, se puede extraer del filtrado acuoso los Antibidti-
cos W847-A y W847-B, y subsiguientemente concentrar el extracto hasta
un residuc y cromatograliarlo sobre gilicato de magnesio de acuerdo con
lo descrito mis arriba.
4) Caracterizacidn quimicas de lag Fracciones 4, B, Cl v Qz del Antibid-
tico 84T

Los antibidticos de esta invencidén son bases nitrogenadas;

por consiguiente cada Praccidn es capaz de foxmar sales de adicidn de
4cido en wna manera similar a la descrita para el Complejo Antibidtico
W847-C, De estas sales son tipicas las formadas con 4dcidos tales como
clorhidrico, sulfdrico, fosférico, estedrico, propidénico, tartirico,
maleico y similares. Como era de anticipar, estas sales manifiestan
también actividad antibidtica similar a la del antibidtico libre, aun-
que por lo general difieren por'sus caracteristicas de potencia y so-
lubilidad.

Los antibiéticos de esta invencidn son también compuestos hi-
droxilados; por consigulente son capaces de ser esterificados, de pre-
ferencia con wn acido carboxilico hidrocarbonado. Bjemplos de los mis-

mos son Gsteres tales como los acelatos, propionatos, ciclopropil-car~



wn

wnes ens )

boxilatos, succinatos, benzoatos y similares. Estos ésteres manifies-
tan por lo general actividad antibidtica similar a la del antibidtico
libre, aunque por lo general se diferencian por sug caracteristicas de
potencia y solubilidad.

En la Tabla 5 se indican las propiedades quimicas y Tisicas

de las Fracciones 4, B, Cl y 02 del Antibidtico WOAT.

e
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Bn las figuras 1, 2, 3y 4'resﬁéctivamente de los dibujos,
se 1lustran los espectros infrarrojos de las Fracciones A, B, Cl ¥ 02
del Antibidtico V847, Se indican las longitudes de onda (\) en y, y las
frecuencias (V) en e L, T representa la transmitancia, y 4 la absorben-
cia. Sé obtienen los espectros de las respectivas fracciones del Anti-
bidtico en aceite mineral (Nujol) y en la Tabla 6 se indican las cres-
tas més significativas de absorcidén con las siguientes deéignaciones:
IF= muy fuerte, F = fuerte, M-F - moderado a fuerte, I - moderado, D =

34ébil, amp = amplio, agu = agudo, esc = escaldn y bl = banda lateral.

Ias crestas que deben atribuirse al medio Nujol, més bien que a la res; 
pectiva fraccidn del V847, estdn indicadas "W" (por Nujol).

Las Fracciones 4, B, Cl ¥y 02 del Antibidtico WB4T tienen es;f
pectros caracteristicos de resonancia magnética nuclear (RMN) que se’
muestran en los dibujos como figuras 5, 6, Ty 8, respectivamente. Se
observan los espectros de RMN en un espectrémetro Varian A4-60-A con una
solucién (aproximadamente 0,4 ml, concentracién aproximadamente 20 mg/
ml) de la muestra de cada fraccidn en cloroformo deuterade. Se registran
los espectros en partes por milldn (ppm) en tetrametilsilano, que es

el patrén interno.



¥-a T ‘tT .
na 20°1T o . I~ Lttt
wa 261t i 4 gt ot - 02°1T a3 20°T1
a 26Tt d-n c1éot - go¢1t J lzfot
" GT*TL o oL¢6 -a ygfot 3% §6%6
n Léfot s 96 %6 3t 620t Eic €9
- gE*ot s Go‘6 a-it g2ofort I €646
.. cdw2 g-pr 00°0t E-JE ¥6ég IR T6%6 a-n 2€%6
a G696 s 09 g & 29%6 K11 2T%6
. &R leté K €1°g & ot'e o 206
- °*c99 80%6 ks €0%g s vé'e IR 26‘g
o I €6°g N 28°L I 66°g dwe q-i1 Svég
1 *due ég £G%g ) 1661 odurz g ey g nde g-f 29°¢L
K4 ¢o%s " oyt £ 56°¢ ! SEfL
q €z*L N gzl K Gzl s ¥2tl
X 03%9 N 284 N 2849 N 28°%s
*sSS e3%S a 184G £ £€8¢g A7 28 G
oquetmal sUT  O3°G I AR £ 2L%G  ojuwemnIg SUT
ogoBI9LIR 030BJO1IYV 28 ‘G
K 0L*g N 05fe-Gefe o oafe~6gie i LL¢G
H ghfe-ccfc a Lgfe *ose L6te N oGft-Gele
e . €8% Ta Nw.m\ n S.N\ dume £ g-3( ommmu\%mw
; (%) () Ty o () -
.ﬂu.mw.HO op EPUO 3P .Nu.mw.HO 0@ epuUo ap .mu.mw.HO ap .N.O.ﬂo up GPMQ.HO 0.@ .m.mu.ﬂo op
PEPTSUSIUT PUITSUOT | PepTEWeIUl  pnaTSuoq | PEPESUSIUT  PRaTSUCT | DEPTSUSIU  pnilSuoy
) UG IOV HU U9 TOo'Ig g UOTOOBILJ Y UQTOOBRIg

IP8 M OODITOTAILNY THA SENOIDOVHL SVI EA SOLOMUVHINT SOULOTISH

9 vVIdV L



10

15

20

25

30

- 22 ~

Las estabilidades de las fracciones 4, B, C1 ¥ C2 del Antibid-
tico W847 son las siguientes: A pH 2,0 a 6,0 y a una temperatura de 100°C,
las Fracciones A y B demuestran una pérdida significativa de actividad
en 30 min; sin embargo son estables al someterlas a las mismas condicio-

nes pero a pH 7,0 a 10,0, La Fraccidén C. es por el contrario estable

1

a pH 2,0 a 8,0 durante 30 min a 100°C, perc es inestable bajo las mis-

mas condiciones a pH 10,0. La Fraccidn C, es inestable bajo condiciones

2
tanto dcidas (pH 2,0) como alcalinas (pH 10,0) a 100°C, pero es estable
a PH 4,0 a 8,0 durante 30 min a 100°C, :

5) Propiedades bioldsicas del Comnlejo Antibidtico WBAT, Frao-

ciones A, B, 0141_92, ¥ Complejo Antibidtice W84AT-C

A) Ensayos in vitro

Bl Complejo Antibidtico W84T, Fracciones A, B, Cl y C, y Com-

2
plejo Antibiético W847-C, poseen todos una actividad antibacteriana de

espectro amplio‘in vitro, contra una variedad de organismos gram—yosi—
tivos ¥y gram-negativos. Ya sea como complejo o como fracqiones indivie
duales, se los puede usar por lo tanto para limpiar y esberilizer éle-
mentos de vidrio de laboratorio, para limpiar N esteriiizar instrumen-
tos quirirgicos ¥y similares. Ademas se pueden emplear estos antibidti-
cos en combinacidn con jabones y detergentes para limpiar y sanear &areas
utilizadas para la preparacién'de alimentos tales como cocinas, salones
comedores y similareé.

En la Tabla 7 se indica el espectro antibacterianoc in vitro

del Complejo Antibidtico W847, Fracciones 4, B, C. ¥y 02 y Complejo An-

1

tibidtico WBAT-C contra organismos gram-positivos ¥y gram-negativos ti-

picos. Se determina la susceptibilidad de los oxkanismos de ensayo a
los antibiéticos mediante un ensayo de dilucidn en tubo, en caldo de
-

levadura-carne de vaca, ajustado a pH 8,0 mediante hidréxido de sodio.

Se identifican las cepas de microorganismos ensayados mediante sus ni-

meros de coleccidn; aqui y en otras tablas subsiguientes, los nimeros
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precedidos por lag letras "DA" se refieren a la coleccidn de Schering

Corporation, Bloomfield (¥.J.), U,S.4i

-
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Se compara la actividad antibacteriana del'Coﬁplejo Antibid-
tico W8AT con la de la eritromicina, penicilina G y meticilina en la
siguiente Tabla 8 (determinindose la suscepbibilidad mediante la técni-
ca de erfsayo de dilucidn en tubo descrita mis arriba).,Se realizan los
ensayos utilizando los siguientes medios: Complejo Antibidtico W4T ¥
eritromicina en caldo de levadura-carne de vaca a pH 8,0; penicilina
G y meticilina en caldo de levadura-carne de vaca a pH 6,8. Los resul-
tados demuestran que el Complejo Antibidtico V34T se compara favorable-
mente por su actividad con los otros antibidticos ensayados contra bac-
terias gram-positivas. Ademis el Complejo Antibidtico WB4T es activo
contra Mycobacterium smegmatis a una concentracidén mis baja que la eri—
tromicina, mientras que la penicilina G y meticilina son inactivas hage

ta 10 wa/ml.
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B) Ensayos in vivo

Seglin ge hizo notar mis arriba, el Complejo antibidtico W47,
Comglejo antibidtico W847-C, y las Fracciones 4, B, Cl y 02 manifiestan
una gamaiamplia de actividad antimicrobiana contra micro-organismos gram-
positivos y gram-negativos, En el grupo gram-positivo estan incluidos
micro-organismos patdgenos que inclﬁ&en especies de los géneros Strep-
tococcus, Staphylococcus y Diplococcus que se sabe que causan muchas
manifestaciones de enfermedad, Varias especies de Staphylococcus y
Streptococcus son los organismos responsables de causar mastitis bobi-~
na. Se controla y se trata facilmente estas especies mediante los an-
tibidticos agul descritos después de un régimen relativamente breve de
administracion,

Bl Complejo Antibidtico W84T, las Fracciones A, B, Cl y 02,
y el Complejo W847-C, son también activos contra organismos gram-nega-
tivos que incluyen especies de los géneros Egcherichia, Salmonella,
Proteus y Pseudomonas. Bgtos organismos son respomsables de muchcs sin-
dromes de enfermedades serias que incluyen infecciones del tracto uri-
nario y diarreas. Estos sindromes son bastante comunes en animéles do-
mést}cos tales como ganado vacuno, caballog, ovelas, cerdos, berros N
gatog, y se log puede controlar y tratar eficazmente mediante los anti-
bidticos aqui descritos.

El Complejo Antibidtico W847, suspendido en aceite de mani,
proporciona una DL5O (dosis letal para 50 de la poblacién ensayada)
de 270 mg/kg en el ratbén mediante la via intraperitoneal. Para adminis-
tracibn subcutinea y oral, la DL5O es mayor de 5.000 mg/kg., La DP5O
(dosis protectora para 503 de la poblacidén ensayada) es 150 mg/kg por
via subcutdnea (suspensidén en aceite de mani) contra una infeccidn le-
tal de S. aureus en el ratén. Contra Streptococcus pyogenes por la mis-
ma via, la DP50 gen el ratén es 100 mg/kg.

Ademds de lo precedente, el Complejo antibidtico W84T, admi-
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nigtrado a razén de 17,5 mg/kg a perros,-es detectable en el suero san-
cuineo durante T dias. Bsto resulta sorprendente en vista del hecho de
que, cuando se adminisira una dosis comﬁarable de eritromicina, no per-
siste a través de un intervalo de 24 h.

Bn la siguiente tabla 10 se tabula los datos de toxicidad agu-
da para fracciones y complejos del Antibidtice 8417,

Las Tablas 11, 12 y 13 permiten ilustrar la proteccidn a los

animales proporcionada por los antibidticos de la presente invencidn.

-
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La Fraccidn A del Antibidtico WB4T, sﬁspendida en carboxime-
tilcelulosa acuosa al O,5%ly dispersada por ultrasonicacidn, es activa
por administracidn subcutdnea en el ratén contra S, aureus Gray con una
DP50 (dodis protectora para 50% de la poblacidn ensayada) de 20 mg/kg
y contra P. aeruginosa con una DP5O de 161 mg/ks. ILa DL5O en el ratdn
por via subcutdnea es 7.000 mg/kg.

La Fraccitn B del Antibidtico W847 suspendida en aceite de
mani es activa por administracidén subcutdnea en el ratén contra S, au-
reus con una DP5O de 150 mg/kg y contra P. aeruginosa 350 mg/ ks retar-
dan la muerte en 24 h. lLa DL50 en el ratdén nor via subcutdnea es mayor
de 500 mg/kg.

La IMraccidn C1 del Antibidtico W847, suspendida en carboxine-
tilcelulosa acuosa al O,5ﬁ y dispersada por ultrasonicacidn, es activa
en el ratén contra S. aureus. Cuando ge la adminisbra subcutineamente
contra S. aureus Gray tiene una DP5O de 62 mg/kz. Por la misma via tie-

ne una DP o de 180 mg/kg contra S. pyogenes C. Il antibidtico es un po-

>
co menos activo oralmente, teniendo una DP50 contra S, aureus Grury y

S. pyogenes mayor de 250 ng/kg. La DL5O en el ratén por via suvcutinea
es mayor de 1000 mg/ky. El intibiético W847—C1 manifiesta también acti-
vidad antipaltGdica contra Plasmodium berghel y, cuando se le administra
a roedores (100 ng/ke/dia) 24 b después de la infeccidn, causa una su-
presidn significativa del recuento de pardsitos en la sangre.

La Fraccidn Cé del Antibidtico WB4AT, bajo la forma de una sus~
pensidn en carboximetil-celulosa acuosa, es activa por administracidn
subcutdnea. Sin embargo, se la usa mds ventajosamente como solucidn
acuonn Ze zv oel de clorkidrato y, al adminisirarla subcutdnccasute a
ratoneg, tiene una DPSO de 45 mg/kg contra S. aureus Cray y una DP50
de 10 mg/kg contra S. pyogenes. Por la via oral tlene una DP50 de 100

ng/kg contra ambos organismos. La DL50 en el raldén por administracion

intraperitoneal es mayor de 500 mg/kg.
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BTEMPIOS -
Los siguionies ejemplos permiten ilustrar més completamente
las técnicas preferidas para la preparacidn de los antibidticos descri~
tos mas arriba.

(1) Fermentacién de los micro-organismos

BIEIPLO 1

Fermentacidn en frasco sacudidor

i) Btapa de germinacidn

Se agrega 0,5 ml de cultivo liofilizado de liicromonospora Sp.
847 a un frasco de hrlemmeyer de 300 ml que combicne 100 ml del siguien~
te medio que ha sido ajustado a pH 7,5 mediante hidwoxido de sodio Gilui-

do antes de la esterilizacidn:

Bacto-extracto de carne de vaca (Difco) 3,0 &
Bacto-triptosa (Difco) 5,0 g
Dextrosa 1,0 g
Almidén (patata) - 24,0 g
Bacto-extracto de levadura (Difco) 5,0 g
Carbonato de calcio 2,0 g
Agua corriente 1000,0 ml

Se incuba el frasco ¥ sus contenidos durente 3 dfas a 37°C
gobre un sacudidor rotativo (280 r.p.m.; carrera 5 cm).

B) Etapa de inoculum

Se transfiere asépticamente 25 ml de inoculum desde la etapa
de germinacién a un frasco de Brlemmeyer de 2 1t que contiene 500 ml del
medio estdril ubilizado mis arriba para germinacidn, Se incuba el fras-
co y sus contenidos durante 3 dias a 28°C sobre wy sacudidor rotativo

(280 r.p.m.; carrera 5 cm).

C) Dtapa de femaentacidn

Se fransficre asépticamente alicuotas de 25 ml desde la etapa

de inoculum a frascos de Erlemmeyer de 2 1t que coniienen 500 ml del si-
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guiente medio estéril que ha sido ajustado a pl 7,8 con hidrdxido de so-

dio acuoso diluido antes de la esterilizacidn:

Sacarosa 30,0 ¢
‘ : Witrato de sodilo 3,0 ¢
Fosfato dipotasico 1,0 g
Sulfato de magnesio - 0,5 ¢
Sulfato ferroso 0,01 g
Peptona 8,0 ¢
Agua corrien%e 1000,0 ml

Se incuba los frascos y sus contenidos durante 4 dias a 26°C
sobre un sacudidor rotative (280 r.p.m.; carrera de 5 cm), Se reune log
contenidos de los Frascos y se ajusta una alicuota dél caldo entero a
pH 9,5 ¥y se extrae en acetato de etilo (aproximadamente 2 volimenes por
cada volumen de caldo). Se separa la fage solvente y se concentra 100
veces bajo presidén reducida. Se ensaya la actividad del concentralo me-
diante la técnica de difusidn sobre disco de agar ubilizando 3. aureus
(ATCC 6538P) como organismo de ensayo. El concentrado proporciona una
zona de inhibicidn de avroximadamente 20 a 35 mn,

BEJEMPLO 2

Fermentacidn en tanque

A) Etapa de germinacidn

Se lleva a cabo la etapa de germinacidén y la etapa de inocu-
lum en la manera descrifta en el Ejemplo 1.

B) Etapa de fermentacidn

Se transTiere asépticamente 500 ml de inoculum a un fermenta-
dor de 14 1t que contiene 10 1t de medlo eatéril de acuerdo con lo des-
erito en el Ejemplo 1 al cual se agregd 6 ml de antiespumante, Dow Corn-
ing B (Dow Corning Corporatién, lfidland, Michigan). Se deja avanzar la
fermentacién durante 66 h bajo las siguientes condiciones:

Temperatura 31°C
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Entrada de aire estéril . 4 1t/min
Agitacién 250 ., p.m.
Antiespunmante (Dow Corning B) segln necegidades

Al término de este periodo, la potencia del antibidtico asi
producido alcanza wna cfesta que perﬁanece sustancialmente constante.
A través de toda la fermentacidn el pH de la mezcla de fermentacidén per—
manece sustancialmente dentro de la gama de 7,2 a 8,2, El volumen de
las células compactadas alcanza un valor consbante de 3,5-4,5 ml. Lé
actividad del antibidtico asi producido en el caldo entero proporciona
un didmetro de la zona de 15 a 25 mm cuando se ensaya sobre disco con-~
tra S. aureus-o P, aeruginosa.

BIEIPLO 3

Fermentacidn en tanque

A) Preparacidn de inoculum

A cuatro frascos de 2 1i, cada uno de los cuales contisne 500
ml de caldo estéril de acuerdo con lo descrito en el Ejemplo lA,,sg a-
grega 0,5 ml de un cultivo liofilizado de liicromonospora sp. W&@?. Se
coloca los frascos sobre un sacudidor rotativo gue opera a 280 1. p.m.
(carrera 5 cm) y se incuba a 28°C durante 72 h.

B) Etapa de fermentacidn

A cada uno de cuatro fermentadores se agrega 10 1t del siguien-

te medio de produccidn estéril ajustado a pH 7,5 a 7,25 antes de la es-

terilizacidn:
Tripticasa 170,0 g
Cloruro de sodio 50,0 g
Fosfato dipotdsico 2510 g
Dextrosa 25;O.g '
Caldo de Czapek-Dox -350,0 g -

Antiespumante G,E.-60
Segin necesidades
2General Blectric Company)
Schenectady, Hueva York)
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Agua coriientse, c.s.p. 10,0 1%

Se inocula cada fermentador con 500 ml del cultivo sembrado
de 72 @ preparado de acuerdo con lo descrito mas arriba. Se lleva la
temﬁerat%ra del medio de fermentacion a 31°C y se agita a razdn de 500
s Do, mientras se introduce circulacidén de aire a través del medio a
razon de 0,5 1t de aire por cada litro de caldo por minuto. Se aumenta
el régimen de agitacidén a 600 r.p.m. después de 24 h y a 700 r.p.m. des-
pués de 48 h. Se da por terminada la fermentacidén al término de 69 h,
Se reune los caldos provenien%es de los cuatro femmentadores para su
extraccién (aproximadamente 37 1t).

(2) Extraccidén del complejo antibidtico W84T

BIELPLO 4

Extraccidn del complejo antibidtico 847 a partir de ferman-—

tacidn del laboratorio {Mécnica cromatogzrifica)

Se ajusta 60 11 del caldo entero, preparado de acuerds cen
el procedimiento descrito en el Ejemplo 2, a pH 9,5 mediante hidréxido
de sodio acuoso diluido. Se extrae en 2 vollmenes de acetato de etilo
por cada volumen de caldo. Se separa la fase solvente y se ccncentra
bajo presidn reducida para obtener un residuo aceitoso (aproximadamen—
te 30,0 g). La actividad bioldgica (dilucién 1/20) de este residuo a-
ceitoso proporciona una zona de inkibicidn que tiene un didmetro de a=
proximadamente 20 a 30 mm contra S, aureus y aproximadamente 15 a 25
mn contra P. aeruginosa. Se purifica el residuo aceitoso mediante cro-
matografia en columa de acuerdo con la siguiente técnica.

Se prepara una columa usando 1000 g de LI20 Sephadex (Phar-
macia Fine Chemical, Inc.) suspendido en etanol acuoso al 95%, Se trang-
fiere el residuo aceitoso a la columna y se eluye con etanol al 95% a
un régimen de circulacién de 200 ml/h. Se recoge fracciones de 50 ml.
Se combina las fracciones de acuerdo con su actividad antibacieriana

(que se determina medlante ensayo sobre disco de agar conira S, aureus
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al'Ge 6538P). BSe concentra hasta sequedad las fracciones que tienen acti-~
vidad maxima. Se disuslve el residuo sdlido en una pequefla cantidad de
acetona y se vierte en un volumen en ¢xceso de &ter de petrdleo (puato
de ebullicidn 30-60°C). Se transfiere la mezcla a un baflo de hielo seco/
acetona (aproximadamente -50°C) y se deja reposar durante 20 min. Se de-
ja que la mezcla vuelva a la temperatura ambiente y se separa el licor
madre con respecto al residuo aceitoso por decantacidén. Se concentra el
licor madre hasta sequedad para obtener Complejo Antibidtico W84T puri-
ficado.

El Complejo Antibidtico WS84T asi producido tiene una poteﬁcia
de aproximadamente 225 a 275 yg/mg cuahdo se le ensaya de acuerdo con -
la técnica en taza cilindrica descrita mis arriba.

BIEIPLO 5

Fxtraccidn del Complejo Antibidtico WAT a vartir de fermen-

tacibén en tangue (técnica de extraccidn en solvents)

Se ajusta el caldo reunido (aproximadamente 37 1t), ohtenido
en la manera descrita en el Ejemplo 3, hasfa pH 9,5 mediante bhidrdéxido
de sodio acuoso al 50%, Se extras en dos volumenes de acetato de etilo
y se evapora el extracto hasta un volumen de 2150 ml. Se aisla el Comple-
jo Antibidtico W847 mediante una de las siguientes $éonicas.

4) Extraccidn en dcido clorhidrico

Se extrae dos veces una alicuota de 500 ml del concentrado
en acetato de etilo mediante porciones de 250 ml de acido clorhidrico
al 0,5% (0,14n). Se hace levemente alcalinos los extractos adcidos combi~
nados mediante la adiéién de hidféxido de sodio acuoso al 5% (aproxima=
damente pH 8,5 a 9,0) y se extrae dos veces media?te porciones de 250
ml dé acetato de ctilo. Se combina los extractos Ae_aqetato de etilo ¥y
se los concentrs bajo presién reducida hasta sequedad. El compiejo asi-
reducido tiene una potencia de aproximadamente 525 gg/mg cuando se le

ensaya mediante la técnica en taza cilindrica descrita mas ariiba.
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B) Lxtraccién en dcido sulfirico

Se utiliza la extraccién descrita en el Ejemplo 54, pero sus-
tituyendo el Acido clorhidrico por acido sulfirico 0,1 n, El complejo
asi‘prod?cido tiene una potencia de aproximadamente 550 yg/hg en el en-
sayo en taza cilindrica.

(3) Resolucidn del Cpmplejo Antibidtico W8AT y preparacidn

de derivados _
EJEHPLO 6

Aiglacidn de la Fréccién C, del Antibidtico W847

Se prepara una columna (longitud 105 cm, didmetro 7,6 cm) usan~
do 2000 g de 4cido silfcico (reactivo analitico, Mallinckrodt) commac-s
tando pequeflos segmentos en un lecho compacto. Se disuelve 13,0 g del
Complejo Antibidtico WB47, preparado de acuerdo con el Ejemplo 4, en
acetona mezclada con dcido silicico y se evapora la acetona bajo pre-
gidn reducida. Se agrega la mezcla seca a la parte superior de la co-
lumna. Se eluye la columna con una mezcla de cloroformo (60 partes en
volumen y metanol (40 partes en volumen) a un régimen de circulacidn
de 100 ml/h. Se recoje fracciones de 200 ml., Se vigila la columna me-
diante ensayo sobre disco de cada fraccidn contra 3. aureus y E. coli.

Se cromatografia las fracciones activas sobre placas de 4cido silicico
en capa delgada operando durante 1,5 h en el mizmo sistema solvente uti-~
lizado para la columna, 3e combina las fracclones de acuerdo con sus
diagramas cromatogrificos seglin se determina mediante los dos métodos
descritos mis arriba (ver Caracterizacién del Complejo intibidtico ¥847T).
Se concentra las fracclones bajo presidén reducidd. Combinando las frac-
ciones de acuerdo con lo indicado en la siguiente Tabla 14, se aisla

el clorhidrato de la T'raccion 02 del Antibidtico 847 bajo la forma de
un polvo blanco disolviendo los residuos combinados en un volumen de
metanol y precipitando con 10 volimenes de &éter etilico. En esta etapa,

-

ezte material tiene una potencia de aproximadamente 1000 ug/mg en el
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ensayo con taza cilindrica descrito mas arriba.

Aislacidn del material de Fraccidn C1 del Antibidtico W84AT

Combinando fracciones posteriores de acuerdo con lo indicado
en la siguiente Tabla 14, se obtiene un aislado de la Fraccién C1 del
Antibidtico W84T bajo la forma de wn polvo blanco por concentracién hag—
ta sequedad de las fracciones seleccionadas de la columna. En esta eta-
pa, este material manifiesta una potencia de aproximadamente 90C0 ug/mg
en el ensayo en tazas cilindrica descrito mis arriba. Se eluye el mate-
rial activo restante de la columna, se le reune y se le concentra hasta
un residuo.

BIEPLC 7
Aiglacién de las Fraccién A4 y Fraccidn B del Antibidtico' W4T

Se activa 500 g de Florisil a 100°C durante 16 h., Se fijz en
hexano y se forma una lechada en una columna de vidrio (longitud 105 cm;
didmetro 3,8 cmy volumen de-retencidn T00 ml). Se carga la columna con
2,8 g de residuo del Ejemplo 6 y se disuelve 10 ml de cloruro de .metile-
no., Se eluye progresivamenie la columna con 700 ml de hexano, ‘700:- ml de
éter, 700 ml de acetato de efilo y cantidades crecientes de acetona en
acefato de etilo (rédgimen de circulacidn 200 ml/h). Se recoge fracciones
de 100 ml. Se vigila la columna en la manera descrita mis arriba median—
te ensayo de fracciones contra 8. aureus y E. coli seguido por cromato-
grafia en capa delgada. Se combina las fracciones de acuerdo con lo in-
dicado en la siguiente Tabla 14.

TABLa 14

Resultados de las separaciones
en_columna

#
R, del diagrama
eli capa delgada
Traccidn  Fraccidn de columna Peso cloroformo~-metanol Polencia

(60/40) (ve/ng)

Golumna de dcido silicico
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1*!8‘47(:2. HC1 28-48 1,2 8 0,65 900-100

B4Te, 56-58 625 mg 0,52 850-100

Columna de FPlorisil
w8478 ; 164-227 540 mg 0,38 125-175

(3055 acetona en a~-
cetato de etilo)

w8474 370-397 283 mg 0,19 50-100

(80% acetona en a-
cetato de etilo)

BJEMPLO 8

Sal de clorhidrato del Complejo Antibidtico WOAT

Se suspende aproximadamente 140 mg de Complejo AntibiéticS
w847, aislado de acuerdo con lo descrito nis arriba en el Ejemplo 5, en
aproximadamente 50 ml de agua. Se ajusta el pHE de la suspensidn aproxi-
madamente a 6,5 a 7,0 mediante la adicidén de dcido clorhidrico diluido
(n/l) y se agita vigorosamente, liediante liliracidén se separa los inéo—
Jubles si los hubiera y se liofiliza el filtrado para obtener un clorhi-
drato del Antibidtico WO4T que pesa aproximadamente 90 mg y guc por and-
lisis da aproximadamente 550 ya/mg.

Hediante el uso de sustancialmente el procedimiento de este
Ejemplo con ya sea el Complejo antibidtico W4T o sus diversas fraccio-
nes, y usando cantidades equivalentes de obros Acidos como por ejemplo
feido sulfirico o fosférico, se puede preparar también las respectivas
sales. Se considera que todas las sales pertonecen al Complejo Antibid-
tico W847 y que son ¢l pleno equivalente de los antibibdticos libres agui
descritos, y que quedan comprendidas dentro del alcance de la invencidi.

Lo siguisnse Tabla 15 indica la actividad de las sales de clor-
hidrato, sulfato y fosfato producidas a partir del Complejo Antibidtico
W847, con una potencia de 232 yg/mg del Conmplejo antibidtico W84T contra

-

una variedad de organismos gram-positivos ¥ oran-negativoes, en un medio
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SEITITIIN .

ETEMPIO 9 .
Aislacién del Complejo Antibidtico W 849

Se disuelve 542 g de Completo W847 (ver Ejemplo 5) en 5,4 1t
de acetona y se trata la solucidén resultanie con 8l g» de carbén decolo-
rante durante aproximadamente 30 min. aproximadanente a la temperatura
ambiente, Se separa por filtracidn el carbén decolorante y se concenw
tra el filtrado bajo presién reducida hasta aproxinzdamente 2,0-1t.

Se prepara una lechada de aproximadamente 80 lt. de hielo y agua ¥y con
agitacidn vigorosa, se agrega la solucién aceténica. Se deja que la. -
temperatura de la suspensién resultante alcance aproximadamente 25° C -
con agitacién; y se recoge el producto por filtracidn. Se lava los
s6lidos con una pequefla cantidad de agua ¥y se los seca aproximadamente

a 50°C bajo presién reduéida, de manera de obtener aproximadanente 212 g
de Complejo Antibidtico W847-C que por andlisis, df aproximadamente 1075
P8/0g.

Se pﬁede obtener producto adicional (aproximadamente 85 g) ‘por
concentracién del licor madre; sin embargo, este producto puede estar con-
taminado con Fraccionres A y B.

Se puede usar ventajosamente el Complejo Antibidtico W847-C,
preoparado en la menra descripta mds arriba, en la preparacidén de sales
de adicién de dcido gegin se ilustra mas adelante. 7

EJEIPIO 10

Preparacién de una sal de tartrato de un Complejo Antibi&tico.WS47T

A una composicidn sélida que comprende 2,0 g de un completo da
Antibidtico W847—Cl ¥ Antibibtico W847—02, obtenidos de acuerdo con el
precedente Ejemplo 9, se agrega 30 ml de éter diebflico con agitacidn.

4 la solucién resultante se agrega 0, g de fcido tartérico disuelto en
- -

2,5 ml de etanol. Se agita la mezcla durante aproximadamente 15 min. y

se filtra entonces la sal precipitada. Se lava el precipitado con &ter

dietflico y se seca el producto de manera de obbener aproximadamente 2,0
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g

g de sal de tartrato cuyo biomnflisis da aproximadamente 579‘pg/mg ¥y

cuya rotacién es -57° medida en una solucién en etancl al 1%,
ETEVPIO 11
; Ester de propionato del Complefp Antibiftico W847-C

Se disuelve 1,0 g de Completo Antibiético W847-C en 5,0 ml de

acetona anhidra y se agrega 0,35 ml de anhidrido propidnico. Se agi-
ta la mezcla a la temgrﬁtura ambiente durante 4 horas y luego se asre—
ga lentamente y con agitacién 8 ml de amoniaco acuoso al 1,2%. Se fil-
tra el precipitado resultante y se le lava con acetona acuosa al 40%,
v luego con agua para obtener el producto deseado. EL producto obte-
nido en esta manera tiene las siguientes constantes: punto de fu-
sién = 207-210°C; [ a_/ %5 = =63° (C = 1% en etanol).

EJEMPIO 12

Bster deo diacetato del Complejo Antibidtico W.847-C

Se disuelve 11,0 g del Complejo W847-C en 50 ml de piridina y
se agrega 5,5 ml de anhidrido acético. Se aglta la mezcla de reaccidn
a la temperatura ambiente durante aproxiradamente 18 horas, ¥y sé la
vierte entonces en 2,0 14, de agua enfriada con hielo que coniirne 50
ml de amonfaco acuoso zl 14% con agitacién vigorosa. Se filtra el pre-
cipitado resultante, se le lava con agua ¥ se le seca para obtener el
prodﬁcto deseado gque tiene un punto de fusidén de 237-241°C y que tie~
ne una rotacién de aproximedamente -86° (C = 1% en etanol).

Se puede extraer también acetato de etilo el producto preci-

pitado, lavar el extracto con agua y evaporarlo bajo presidén reducida

hasta un residuo. Subsiguientemente se disuelve el residuo en acetona,
se le trata con carbdén decolorante y se le precipita mediante la adi-
cién de un volumen igual de agua de manera de obtener el producto del
tItulo.

Teniendo en cuenta los Ejemplos precedentes, resulta evidente

para lo3 entendidos en esta materia que los antibidticos de la presente



10

15

20

30

46 -

invencidn forman otros ésteres. De acuerdo con la presente invencién,
se considera tue todos los &steres psrtenecen al Complejo Antibidiico
W847 v que son el pleno equivalente de aquellos cuya preparacién se
descrive aguf, y que estos 8steres quedan comprendidos dentro del al-
cance de la presente invencién.

(4) Pormas de dogis farmaclutica

Ios siguientes Ejemplos estén dirigidos a clertas de las formas
de dosis farmacbutica en que se puede usar los antibiéticos. Las for-
milaciones, excluyendo los t8picos, estdn destinadas a permitir la ad-
ministracién de aproximadamente 5 a 50 mg de antibidtico por kilogram&
de peso del cuerpo vor dfa., Naturalmente se contempla administrar loé
medicamentos en dosis divididas, 2 a 8 veces en un perfodo de 24 hr.

Las formilaciones para t6picos se aplican por lo general al
frea infectada 2 a 4 veces por dia,

En o1 uso de las formlaciones que se describen mis adelante,
la dosis de antibiftico que se administra y la frecuencia de la adminis-
tracién dependen en gran parte de la etapa y de la severidad de lz in-
feccidn, del tipo ée infeceidn y de las caracteristicas individuales

de las especies animales Sometidas a tratamiento.

EJTEMPIO 13
Cipsula:
Complejo antibiético W84T 250;00 mgo
Lactosa 248,75 mg.
Bgtearato de magnesio 1,25 mge

Procedimiento: - 500,00 mg.

1) Mezclar el complejo antibidtico WB4AT y la lachosa.

2) Agregar el estearato de magnesio y mezclar.

3) Llenar cédpsulas,

ETEMPIO 14
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Suspensién oral: '

Antibidtico WB4T-A 25,0 g
Silicato de magnesio aluminio 95 8-
Cébbox%metil celulosa sédica, USP 2,5 go
Citrato de sodio, USP 25,0 g.
Aroma . . Ce So

Color CeSoe

Metilparébeno, USP. 0,9 =g
Propilparabeno, USP ‘ 0,2 g
Polisorbato 80, USP 1,0 g
Solucién de sorbitol, USP 500,0 g
Agua, c.8.Ds 1000,0 ml

1)

Procedimientos

Se calienta 200 ml, de agua a ebullicidén y en ella se disuelve la
mitad de los parabenos. Se enfrfa hasta aproximadamente T0°C ¥y

se mezcla entonces en el Polisorbato €0, De salpica en el silica=~
to, se agita hasta que resulta una suspensién suave y uniforme, gue
es la premezcla 1,

Se calienta otros 200 ml de agua a ebullicidén, y en ella se disuel-
ve el resto de los perabenos. En esto se dispersa la carboximetil-
celulosa hasta que se obtiene como resultado un gel suave. Se mez—
cla en la solucidn de sorbitol. Se disuelve entonces el citrzlo de

sodio para obtener la premezcla 2.

3) Con agitacidn constante se agrega lentamente la premezcla 2 a la

premezcla Lo Se enfria la mezcla resultante a 25° C. Se agrega el
Antibidtico WB4T-A, sabor y color, y se mezcla Intimamente. Se agre-
ga suficiente cantidad de agua para llevar a 1000 ml,. el volumen
total .

BJEIPIO 15

Crema para tépico
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Antibidtico W847-B

Acido estefirico
lonosstearato de arobitin

Mono-oleato de sorbitén

Monolaurato de poliexietilen sorbitén
Agua, c. 8. Do 1000 g

Procedimiento

1) Se calienta el dcido esteéric&, monoestearato de sorbitén, mono-olea-
to de sorbitdn, y monolaurato de poliexietilo sorbitdn hasta 65°C
de manera de obltener una premeszcla 1,

2) Se calienta aproximadamente 90% del agua necesaria hasta 70°C, ée
le agrega entonces a la premezcla 1, y se mezcla para formar la ba-
se de crema. |

3) Se forma una lechada del Antibiético W847-B con aproximadamenfe 10%
del agua, se hace pasar a través de un molino coloidal, se agrega
entonces la lechada molida a la base para crema fundida, y se mez=

clz. Se deja enfriar,

EJEMPIO 16
Ungliento para tépico 7
Antividtico W847—Cl 10 g
Petrolato 9% &

1000 g

Procedimento:

1) Se derrite el petrolato.
2) Se forma una lechada del Antibidtico W847—Cl con aproximadamente 10%

del petrolato y se hace pasar a través de un molino coloidal.

.

3) Se mezcla la lechada molida con el resto del petrélato derretido. Se
deja enfriars

EJEMPIO 17

Solucidn parenteral
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Tartrato del Antibidtico WB4T-A 250 mg/ampolla
Acido cftrico ) Sirven como 14 mg/ampolla

regulador
Fosfato disddico )  de pH. 26 mg/ampolla
* Agua destilada estéril 5,0 mg/ampolla
§

Procedimientos

1) Se mezcla asépticamente tartrato del Antibidtico WB4T7-A estéril con
regulador citrato/fosfato estéril.
2) Con esta mezcla se llenan frascos estériles.

3) Inmediatamente antes del uso se agrega agua y se sacude bien.

BJEIPLO 18
Suspensidn parenteral
Antibidtico WB4T-C, 250 mg/ampolla
Carboximetil-celulosa sddica 3 mg/ampolla
Polisorbato 80 USP 1 ngz/ampolla
Metilparabeno 3,6 mg/ampolla
Propilparabeno 0y4 mg/ampolla
Agua, ceS.p. 2,0 ml/a.mpolla

Procedimiento:

1) Se prepara una solucidn de la carboximetil-celulosa sddica, polisor—
bato 80, metilparabeno y propilparabeno indicados mis arrida.
Se trata la solucidn en autoclave.

2) Asépticamente se forma una lechada del Antibidtico H847-02 estéril
con una porcidén del vehiculo indicado mis arriba y se hace pasar a
través de un molino coloidal.

3) Se mezcla la lechada molida con el resto del vehiculo.

4) Con esta mezcla se llenan ampollas estériles.

Con referencia a los ejemplos 13-18 anteriores, es de observar
que sus componentes antibidticos se pueden reemplazar por cuslquier otro

complejo antibidtico, fraccidn de antibidtico o mezcla de fracciones de
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antibidtico de acuerdo con lz invencidn en la forma libre o en la forma
de derivados, tales como &steres o sales, excepto que las soluciones pa-
rentéricas tal como se representan por el ejemlo 17, contenzan desocable~
mente el complejo entibidtico, fraccidn o mezcla‘de fracciones en la

forma de une sal de adicidn de Acido.

wre
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- RETVINDICACIONES

-n

Dogcrito el objeto del nresente invento, se declaran
nuevas y de propia inveneidn, las siguientes reivindicaciones con
prioridad de la solicitud de'patentes estadounidenses seriales nima.
641.522 del 26 de Hayo de 1967 y T0T.100 del 21 de Febrero de 1963,

existiendo en ellas unidad de invencidn.

1., Un procedimiento para preparar antibibticos que per~
tenecen a un complejo antibidtico identificado como Complejo WB4AT,
que comprende incubar un micro-organismo de la especie Micromonosvora
Sp. W847, hasta que 2e ha formado por lo menos un compuesto que tiene
actividad antibidtica sustancial.

2. Un procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 1,
en que se incuba el micro-orzanismo en un medio nutritive anvoso, bajo
condiciones aerdbicas.

3. Un procedimiento de acuerdo con la reivindicacidn 2, en
que se lleva a cabo la incubacidn bajo condiciones aerdbicas sumergidas,

4. Un procedimiento de acuerdo con cualgquiera de las rei-
vindicaciones 1 a 3, en que el micro-organismo utilizado es Micromonospora
Sp. W847 (MRRL 3274) o un mutante o variante del mismo, productores de
Complejo W 847,

5. Un procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivin-
dicaciones 1 a 3, en que ¢l micro-organismo utilizado es Ificromonospo-
ra Sp. 847 (NRRL 3275) o un mutante o variante del mismo productores
de Complejo W847.

6. Un procedimiento de acuerdo con las reivindicaciones
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3 0o 4, en que se incuba el micro~organismo & una temperatura de 22 a
379C, y un pH de 7,1 a 7,8.

7+ TUn procedimiento de acuerdo con cuaslquiera de las reivine
dicaciones 1 = 6; que incluye recuperar un producto antibidticamente ac-
tivo (antibibtico) que contienz por 1o menos un compuesto antibidticamen=
te activo,.

8, TUn procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 7, en
que se recupers el antibiético en forma libre,

9. Un procedimiento de acuerdo con la reivindieacién 7, en
que se recupera el antibidtico bajo la forms de un derivado funcional.

10. Un procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 9y en
que el derivado es un éster, con un doido carboxflico hidrocarbqgado.

1l. Un procedimiento de acuerdo con la reivindicacidén 9, en
gue el derivado es una sal de adicién de fcido.

12. Un procedimiento de acuerdc con la reivindicaeién 11, en
que la sal es una sal de clorhidrato, sulfato, fosfato, estearato,'pro-
pionato, tartrato o maleato. :

13, Un procedimiento de acuerdo con cuslquiera de lasifeivin-
dicaciones T a 12, en que la recuperacién incluye la etapa de hécéﬁ’el
caldo alcalino, extraerlo en un solvente inmiscible con ague y aislar el
Complejo Antibidtico W847 o una fraccidn o fracciones del mismo con res-
pecto al extracto.

14. Un procedimiento de acuerdo con cualquieras de las reivindi=-
caciones 7 a 13, en que la recuperacién incluye resolucién del producto

antibidticamente activo primeramente obtenido, a fracciones, y aislacidén
’ &

de por lo menos una de estas fracciones. .

15. Un procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 14, .en
que la fraccidn aisiada es Fraccidén A del Antibidtico W847.

16, Un procedimiento de acuerdo con la reivindicacidén 14, en

que la fraccién aislads es Fraceidén B del Antibidtico W847.
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17, Un procedimiento de acuerdo con le reivindicacién 14,
en que la fracién aislada es Fraccién Cp del Antibidtico W847.

18, Un procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 14,
en qhe lg fraccién aislada em Fraccibn C, del Antibidtico 847,

19, Un procedimiento de acuerdo con cualguiers de las rei=-
vindicaciones 14 a 18, en que se logra la resolucidn mediante técnicas
que incluyen sepsracién cromatogrifica.

20, Un procedimiento de acuerdo con cualquiera de las rei-
vindicaciones 14 g 19, en qué se logrs la resolucidén mediante técnicas
que incluyen extraccidn en solvente.

2l. Un procedimiento, de acuerdo con cuslquiera de las rei-

vindicaciones 13 a 20, en que la resolucién envuelve las etapas siguien-

tes:

concentrar el extracto;

disolver el residuc aceitoso en acetona;

mezclar la solucidn de acetona con agus mediante agitacidn vigorosa;
permitir el calentamiento de la mencla a temperaturs smbiente;
filtrar la mezecla precipitada de fracciones C, ¥ 02;

extraer el filtrado con un disolvente orgénico;

cromatografiar el extracto en silicato magnésico activado (Florisil) pae
ra separar fracciones A y 3B;

disolver la mezcla de fracciones C; y Co en mebanol;

teitarar la solucidn de metanol con un 4cido;

précipitar ung sal de fraccidn Ca por adicibn de &tex; ¥

aislar la fraccidn C; de los licores madres.

22, Un procedimiento, de acuerdo con lag reivindicacidén 21,
que incluye la etapa de convertir por lo menos una fraccién en una sal
de fosfato.

23, Wn procedimiento paca preparsr antibidticos que pertene-

cen a un complejo antibiético.
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Segin se describe y reivindica en la presente memoria des-
criptiva que consta de 54 hojas, foliadas y escritas a mdquina por una

sola de sus careas.

Madrid, a 24 df

pca-

Firmeaos JOSE KUDRIGUEL

-
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