L& 1]
~Jd
«©©
..

D =<

L " =" PATENTE IE IKVENCION

S

' 88 2l Case No. 22.734.

@%ﬁ'a'lank

5

40126.‘

Procedimiento para la produceidén de antihongos.

AMERICAN CYANAMID COMPANY, entidad norteamericana,
reslidente en Berdan Avenus, Township of Wayne, Es-
tado de New Jersey, EE.UU, de A.

La presente invencidn se relaciona con un
nuevo antihongo, con su produceidén por fermenta-
cién, ocon métodos pare su recuperacidn y ooncentrg
0ién a partir de soluociones crudas, y con procedi-

mientos para su purificacidn. ILos nuevos productos
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son activos contra una varieded de hongos, y los efectos del ;
nuevo antihongo sobre mioroorganiemos.espeoificos, Junto con %
sus propiedasdes quimicas y fisicas, lo diferencian de antihonv
goa anteriormente desoritos. E

El nuevo antlhongo, que ha sido designado BH890, se i
forma durante el cultivo bejo condiciones oohtroladas de un
streptomiceto aislado a partir de una muestre de tierra fores
tal recogide en Pennsylvania. Un oultivo viable de este nue-
vo mioroorganismo ha sido depositado en el Laboratorio de Co-|
lecoidn de Cultivo, Divisidn de Desarrollo e Investigmeidn de!
Utilizacidn de Norte, Departemento de Agrioulturas de los Es-
tados Unidos, Peoria, Illinois, y doido agregedo & su coleo—
oién permenente. Es libremente obtenible en este depésito bg
Jo su nimero de¢ sdvenimiento NRRL 3609,

La desoripoidn e identificacidn de este muevo microor-
ganismo, mantenido en la colscoidn de cultivo de los laborato
rios Lederls, Pearl River, New York, fueron suministrados por
el dootor H. D, Tresner de estos laboratorios,

Se hicieron observaciones de las rertiocularidades oul-
turales, fisioldgicas ¥ morfoldgicas del cultivo de socuerdo
con los métodos detallados por Shirling y otros, / "Methods

for Charaoterization of Streptomyces Species®. Internat.

Journ. of Syst. Baoterior. 161313-340, (1966)_7. Los medios

empleados en el estudio fueron selecoionados de squellos reco
mendados por Pridham y otros, / "A Selection of Medis for Main
tenance and Taxonomic Study of Streptom ces", Antiblotics An-
nual (1956-1957), pp. 947-951;7i para el ocultivo de streptomy
cetos. Los detalles se registran en.las tablas I-IV, y la

descripeién general del cultivo se df mds sbajo. Los colores

desoriptivos subreysdos fusron tomados de Jacobson.y otros,
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/ "Color Harmony Menula®. 3E& edit. Container Corp. of Ameri-

oa, Chicago (1948)_7. !
Cantidad de desarrollo ' §

Buena en la mayor{a de los medios; leve en agar de so-

lueidén Czapek's.

Micelio aéreo y/o color de esporo en masa

Micelio aéreo blansuzco a grisdceo o canela; masas de

esporo en matlces grimdceocs, que verfan de Covert Tan (2 ge)

& Natural (2 dc) e Slate Tan (2 1g) a Covert Gray (2 fe) a

Beige Brown (3 ig). Esporulasocidn leve a fuerte dependiendo
del medio, '
Pigmentos Solﬁblee

No se formaron pigmentos solubles en los medios emplea~
dos.

Color reverso

En tamices de amarilientos a grisdceos a verdoso oscu-
ro.

Reacciones Pisioldgicas Misceldneas

Nitratos reducidos a nitritos en caldo de nitrgto orgd-
nicoj licuefaccidn completa de gelatina en 14 d{as; no se pro-
dujeron pigmentos melanoides en agar de peptona-hierro; tole-
re hasta 7 £ de NaCl en medio de desarrollo. Utilizaoidn de
fuente de carbdn de amecuerdo con el método de Pridhem y otros,
/ "The Utilization of Carbon Compounds by Some Actinomycetales
as an Ald for Species Determination®. J. Baoteriol. 56:107-114
(1948)_7 como sigue: regular a buens utilizacidn de 1~-arabino-
8a, d-fruotuosa, i-inositol, laotosa, d-manitol, d-melibiosesn,
d-rafinosa, 1-ramnosa, salicina, d-trehalosa, d-xilosa, y glu-

cosaj ninguna utilizaocién de adonitol, d-melizitosa ¥y suocrosa.

Eicromorfologia
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- determina por microscopia electrénica a 8OOOX.

| Tresner.y otros, / "™orphological Spore Types in the Strepto-
‘myces hygroscopiocus-likes Complex". Appl. Microbiol. 15:637-

na en el oolorfde esporos, morfologis de esporoforo, forma de
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Micelio aéreo fuerte, dando iugar a cadena en espiral?

'compaotas cortas a esporos globosos a cilindriqos cortos de

0,5-0,6 PR 0,9-1,1 Vs superficies de esporo lisas, como'se,

H
En base s las caracteristicas generales observades, elé
cultivo es un miembro del género Streptomyces. La esporula- é
cién &risacea, cadenas en espiral de esporos lisos y falta de
plgmento de melanoide une el oultivo con un grupo relativemen
te grande de espedies de Streptomyces. Sin embargo, cilertas

oaracter{stioas tal como sus espirales compactos de esporos ;
globosos a ocaslonalmente cilindricos cortos sugieren uns es—|

trecha relacién oon espécies del complejo de Streptomyces se~

me jante al higrosocépico. Cuando se hioierog comparaciones con
miembros de este grupo, fué evidents que.el nuevo cultivb di-
fiere en el sentido de que le falta ia.naturaleza higroscdopi~
oa conspicua de masas de-esporbe hbrmalmente asoclada con
S-higroscopicus. Adioionalmente, eéporoa de este Wltimo son
tipioamanfa de-aparienc;a falangiforme y cilfndrica corte,

639, (19671;7, mientras que los de NRRL 3609 son em general
globoéoa. Una semejanza muy sorprendente se comprobd, sin
ambargé, don les espédolies de Strepﬁomxoes'misionensia, Cercos
¥y otros, ['MMia;onina: antibidtico poliénico producido por
Sjregtomxces misionensis n. sp. Revista de Investigamciones
Agricolas 1635-28 (1962)_7. Se observé una concordencia bue-

esporo, configuracidén superfioiel de esporos, producoidn de

pigmento de melanoide y esquems de utilizacién de fuents de

oarbén, tel perticulsridades culturales como el hébito de des
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arrollo, color de micelio vegetativo y la aperiencia moteadn :
de los reversos de cultivo sobre ciertos medios, fueron marocd
damente aimilares. Cuando se hioleron comparaociones con des-§

cripciones publicadas y/o cultivos de referencia de otras es—

pecies, no se encontrd ninguna que se asems jara tan estrecha-

mente a este cultivo que S-misionensis. Por lo tanto, NRRL
3609 sera de aquf{ en adelante conéiderado como una raza de esd
aspecie,

TABIA I I

Caracter{sticas de cultivo de Streptomyoes misionensis NRRL
3609

Inoubacidn 14 dfas
Tempereatura: 28°C

Medio | Cantidad| Micelio aéreo |Pigmen Observa
de des- | y/oEsporos to so- | Color ciones
arrollc luble Reverso

Agar de Leve Micelio aéreo |Ningu- |Incoloro
golueidn blancuzcg. Eg |no
Czapek porulacion le
, ve. ,
Agar de Bueno Micelio aséreo |Ninguno| Slate Tan| Motea-
dextro- blancuzco que 2 ig) a | do re-
sa de as se vuelve Co- sin deno-| verso
peraging vert Tan (2 go minacidn
en zonas de es (18 pn)
porulacign. Es /verde os
porulacidn mo- curo
derada.
Agar de Bueno Micelio aéreo |Ninguno| Bamboo (2| Moteado
Hickey blancuzoco s gc) a sin reverseo}
Y Tres- gris, que se denomina~{ secto~
ner vuelve Natu- cién (18 | reo mo-
ral (2 d0) en pn) derado
Zonas de espo
rulacidén. Le-
ve esporula-
cién.
Agar de Bueno Micelio aéreo [Ninguno| Adobe liotegdn
extrao- gris a vanela, Brown rever-
to de lg se vuslve Sl (371g) 2 | sojseo
vadura te Tan (2 ig; ain deno | torec
en zonas de minacidn | modera~
esporulaoién. (18 pn) do
Esporulacion

fuerte.
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TABLA I (Continuacidn)

Medio |Cantidad | Micelio aéreo | Pigmen :
de des~- | y/o Esporos to Bo-| Color ro Observar
arrollo luble | verso clones :

Copos Buena | Micelio adreo |Ningu~- | Lt. Mus- Moteadoi
de arena gris a canela, |no tard Tan | reverso;
Kuster que se vuelve | 2 1) a | secto-~
' | Slate Tan (2 sin deng | reo mo-
1g) en zonas minacidn | derado
de esporula- | (18 pn)
cidn. Esporulg
cién moderada. |
Pasta de | Buena | Micelio aéreo | Ningu~| Yellow Ma- Motea-
tomate gris a canela, [no ple (3 ng) do re-
Agar de que se vuelve ' a sin deng verso
hering Slate Tan (2 mingcidn
de arena g€) en zonas (18 pn)
de esporula-
cidn. Leve en-
porulacion.
Agar de | Buens Micelio mdreo | Ningu-| Camel (3 | Moteado
dextrosa blanco a gri- |no ie) a sin| reverao;
de patatsl 8aceo0, que - se denoming~ | leve hi
: vuelve Covert cidn (18 | drdli~
Gray (2 fe) e pn) sis de
zonas de sspo- almidon
ru.la.oion. Espo
rulacidn mode~
rada.
Ager de | Buena Micelio aéreo | Ningu-| Covert Moteado
Bennett gris a canela, | no Brown (2 | rever-
' que se vuelve 1i) aein | 80; sec
Slate Tan (2 denoming | toreo
.| Ig) en zonas cidn (18 | modera-
| de esporule~- pn) do
oion. Esporu-~
lacidn moderadsl
Agar de | Buena |Mlcelio aéreo | Ningu-| Biscuit | Moteado
almiddn blancuzco, que | no (2 e¢) a | rever—
Sales, 86 vuelve Bei- Slate Tan | so, sec
inorga- ge Brown (3ig) (2 1g) a | toreo
niocas en zonas de es sin deno~ | modera-
porulaoion. Es minscidn | do
porulacién (18 pn)
fuerte.
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TABLA II

" Mioromorfologfa de Streptomyces misionensi NRRE 3609

Medio |Micelio méreo y/o es |Forma | Tamaflo Superfi-
tructuras esporiferass |de es- | de es- cie de es)
poro poro poro
Agar de | Fuerte micelio aéreo, | Globo- 0,5-0,6 /aI Smiith oo
extrac- | que da lugar a cade- |saf oca 0,9—1,1./u mo se de=
to de 18| nas cortas compactas |sional- terming
vadura en espiral de esporos|mente por mi-~
cilin- oroscopia
drice por elec-
corisa trén =
8000X

Reaccidn fisioldgics miaoelanea

BL A III

T A

de Streptomices misionensis

NRRL 3609
Temperatura: 28°C

Medio Periodo de Cantidad de , : ,

incubaocidn desarrollo | Reaccion fisioldgica
Caldo de 7 dfas Buena Leve reduccidn de ni-
nitrato or trato a nitrito
génico.
Caldo de 14 afas Buena Nitrato redueido a ni
nitrato or . trito
génioco
Gelatina T &fas Buena Leve licuaocidn
Gelatina 14 d{as Buena Completa licuacién
Peptona- 24 horas Buena Pigmentos melanoides
Agar de no formados
hierro
4-13% FaCl | 10 dfas Tolera hasta 7 % NaCl
en Agar de en medio de desarrollo
extiracto
de levadu-
ra
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TABLA IV
Diagrema de utilizacidn de fuente de carbdn de Streptomyces
misionensis NRRL 3609

Inoubacidén: 10 dfas

meﬁperétura:-28°c.

Puente de carbdn : : Utilizecidn *

Adonital
1=Arabinosa
d-Fructosa
i-Inositol

Lactoba
quanhitol
d-Melezitosa
d~Melibiosa
d-Reffinosa
1-Rhemnosa
Salicina
Sucrosa
d-Trehalosa
d-Xilosa

Dextrosa

O w N Ww O W W Ww w O W Ww N w  w (o]

Control negativo

® 3_Utilizaoién buens
2-Utilizaoidén regular
1-Utilizaoidn pobre
O~Ninguna utilizacidn
Se comprenderé que para la pfoduooién del nuevo anti-

honge, la presente invencidn no estd limiteds s este organis-

mo en partioular u organismos que responden totalmente s las
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caracter{stiocas precedentes de desarrollo y microscépioas que'
se dan con propdsitos ilustrativos. En realidad, se desea y
8e quiere inecluir el uso de mutantes producidos a partir de
los organismos descritos mediante varios métodos, tales como |
radiacion X, rediacidn wWltravioleta, mostaza de nitrogeno,

exposioién de fagositos y similares.
EL PROCEDIMIENTO DE FERMENTACION

El cultivo del organismo S-misionensis ruede llevarse
& oabo en una emplia variedad de mediocs de cultivo l{quidos. g

Medios que son dUtiles pars 1g produccién del nuevo antibidti

co incluyen una fuente asimilgble de carbén tales como almi-
dén, azicar, melasa, glicerol, ete; una fuente asimilable de |
nitrégeno tales como proteins, hidrolisato de proteina, pili—!
péptidos, smino écidos, licor fuerte de mafz, etc; y aniones
Y oationes inorganicos, tales como potasio, sodio, caleolo,
sulfato, fosfato,'oloruro, etc. Elementos de vestiglo tales
como boro, molibdeno, cobre, ete; se suministran como impure-
zas de otros constituyentes de los medios. Aerescidn en ten-
ques y botellas se proveen forzando aire estéril e través o
sobre la superficie del medio de fermentacidén. Se provee agl
tacién adicional en tanques mediante un impulsor mecdnico. Un
egente entiespumante tal como octadecanol al 1 % en gceites de
lardo puede agregarse segin sea necesario.
PREPARACTON IE INOCULACION

Se prepara una inoculscién en fresco con aglitador de
S.,misionensis inooulando 100 mililitros entre medio de 1{qui
do estéril en frascos de 500 mililitroe con raednras o lave-
dos de esporos de un sesgado de agar del ocultivo. E1 siguien

te medio se emplea cominmente;
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Cerélosa 20 gramos j
" Harine de soys 10 gramos :

Iicor fuerte de maiz 5 gremos

Carbonato de calecio 3 gremos :

Agua hasts 1.000 mililitros

Los frascos se incuban s uns temperatura de 25 a 29°C,
prefer{blemente 28°C y se sgiten vigorosamente en un agitador
rotativo durente 30 a 48 hr. Estas inoculaciones de 100 mili
litros se usen pare inoculer tendas dé 1 1t, y 12 1t. del mis
mo medio en fermeﬁtadores de vidrio d¢ dos litros y 20 litros;
Ia mesa de inooulacidn se airearcon aire estéril mientréa se
contimia el desarrollo durente 30 & 48 hr. Estas tendas de

inooulaoidén se usan pere inocular tangues fermentadores.

FERMENTACION EN TANQUES

Para la produccidén de BHB90 en tenques fermentadores se

gsa;regularmente el siguiente medio de fermentacidn:

AL

Almidén 52,5 gremos
Harine de meiz 14,5 gramos
Iicor fuerte de mefz 15,0 gremos
Carbonato de calclo 9,5 gramos
Sulfato de amonio 6,75 gremos
Caseina 3,0 gremos
Harina de semilla de algp ,
don : 2,5 gramos
Cloruro de amonio 2,0 gramos
' Sulfato de mangeneso 0,10 gremos

Agua hasta 1000 mililitros
- 8¢ agrege scelte de lardo al medio en la cantidad de
0,8 % v/v. Cade tanque se inooula con aproximadsmente 3 %

de inoouiacién preparade. como se describe precedentemente. Se

- suministra aireaocidn al régimen de 0,5 a 1,0 litro de aire es
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téril por litro de caldo por minuto y la mezcle de fermenta- i
cién se agite con un impulsor mccionado a 300 a 800 r.p.m. La]
temperatura se mantiene a 25-29°C, generalmente a 28°9C. Ia

)

fermentacidn se continda generalmente durante aproximadsmente
60 & 90 hr gl término de lo cual se cosecha la mesa.
PROCEDIMIENTO DE AISTACION
Iuego de completarse la fermentacidn, la masa fermen-

tada que contiene el antihongo de la presente invencidn se

filtra, preferiblemente con la adicidn de tierra de dietomeas |

0 ouglquier otro euxiliar filtrador convencional. Normelmen— |

te la almohadilla de mesa de filtro de micelio se lgva con
una pequefla porcidn de agua. Se descarten tanto el filtrado
como el lavado. El antihongo se extrae a partir de la masa
de miscelio con metanol utilizendo aproximademente 1 litro de
metanol por ocade 2,5 a 3,0 litros de masa liquide. General-
mente, una segunds extraccidén de la masa con una poreidn més
pequefia de metanol asegurs uns extraceidn completa. ILos ex~
tract&s 8e combinsn y se concentran hasts una fase scuosa ba-
Jo presidn reducida. ILe fase acuosa se deja reposar durante
le noche a 4°C. Al reposar se forma un producto sélido crudo
que contiene componentes & los cuales se les refiere como
BH890:{ y BHB9OP . EL sdlido se recoge y se lave con acetona.
El 8élido lavedo primero se seca con sire y luego se seca 80—
bre pentéxido fosforoso u otro agente secador bajo presién re
ducida. .

El oomponente o se prepara a partir de une porcidn
del material crudo asi preparado por recristalizeciones repe-
tidas. Esencialmente, el componente P se separa como una im

pureze dejando el componente o purificado en forme aislada.

Las recristalizaciones se lleva a ocsbo disolviendo una por-
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tanol y regulador-en la relacién de 900 a 303 & 160 a 600 en

1 de fubo 200 aproximadamente 300 transferencias son suficientes
| para uns bugng,separaoién de los componentes. EL progreso de
|1a separacién puede medirse por detanmihaeiones de densidad dp

' tiqa & 303 nay diagramando las detenminaciones'contra el nu-

ponentes o ocamo P,

cién de BH890 crudo en dimetilformemids y £iltrando le solu-

oién. También pueden ussrse otros solventes, tales como por

-ejemplo, dimetilacetamida y dimetilsulféxido. Pera precipi-

tar el antihongo se usa etil acetato o etil acetato en agua.

I
Generalmente, colocando lg mezola en un ambiente frio (tempe-
' i
rature alrededor de 0-5°C), tiende a msegurar uns precipita- |

|

oién completm. E1 sdlido eristalino se recoge por filtracidn

Yy 86 lava con agua y ocon acetons y se sece en gire. El~procg

dimiento de reéristalizaoién generalmente se repite dos veces

‘pare resultar en‘un BH8900( purificado libre. del componenteﬁi

El componente P se prepara a partir de una poreidn de
BH890 crudo separando el material en los componentes o y P
por distribuoidén a contracorriente de solvente. Un sistema de

solvente Util comprende etil aceteto, butanol secunderio, me-

volumen .respectivamente. El regulador se prepars combinando
6,3 ml de trietilamina con 2 litros de aguae, regulando a un
PH de 7,5 con dcido acético glacial y dlluyendo hasts 2400 ml

con agua. Con un aparato de distribucién s contracorriente

nérq de tubos, Se combinan las fracciones apropiadas, el 1{-

quido se concentra y se liofiliza para recuperar tanto los com

CARACTERISTICAS FISICAS

‘Los dos componentes BH8900( ¥y BHB9OP pueden distin-

guirse mediante caracterfsticas t{sioaa seleooionadas. Las

muestras analitioas de ambos oamponentes estdn eseneialmento
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mHgg0¢ BHBg0 P
Carbén - 58,52 57,78 ;
Hidrégeno 8, 73 : 7,74 :
- Ritrdégeno 1,78 1,59
Ox{geno (dif) 30,97 32,89

11,825 13,35 y 14,37. La ourva de infrarrojo se muestra en

379788

libres de cenizas. BH890Y se secd bajo presidn reducida en A

un aparato secador Abderhalden sobre scetons en ebulliocidn dl_l_g
rante 16 hr y BHBYOP se secd bajo presidn reducida sobre
P,05 sobre acetona en ebullicién durente la noche.

Los componentes BH8900 y BH8YOP contienen los elemen
tos carbono, hidrdgeno, nitrdgeno y ox{geno en sustanoialmen-

te los sigulentes porcentajes en peso:

El componente o no tiene un punto de fusidn definiti
vo. Un bspectro de sbsorcidén de infrarrojo de NH890A en un
granulo de KBr se prepars de la maners convencional. Exhibe
absoroidn caracter{stica en la regién del infrarrojo del es-
pectro en laes siguientes longitudes de ondas expresades en
micrones: 3,005 3,42; 5,85; 6,13; 6,40 6,48; 6,68; 6,87;
1,173 7,575 8,453 8,87; 9,35; 9,65; 9,95; 10,025 11,10; 11, 35;

la figura 1 de los dibujoe que se acompaflan.,
Componente d en metanol demuestrs méxims absorceidn ul-

traviolets a:

20mm (8 F = 315)
219 mm (8 1% = 208)
290 mm (B }ﬂm = 588)
2 mm (2 1F - 905)
38am (2%« 815)
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Solvente Concentracidn [87 25
Dimetilformemida , . 0,988 % . 4 19,2°
Dimetilsulfdxido - 1,031 4 4+ 5,8°
Acido acético glacial 0,863 % " 4 10,4°
Piridina 0,930 % + 18,2°

‘|ness 3,003 3,45; 5,85; 6,36; 6,70; 6 y903 7,255 8,503 9, 40,
110,003 11 85;7 13,33 ¥ 14,40. ILa curve de infrarrojo se mues-
|tra en la figura 2 de los dibujos que se acompafian.

BHB90K da un equivalente de neutrelizsoién de 936 ouan
do se titule en dcido acético glacial con éoic_io perclérico -y -
un equivalente de neutralizacién de 962 cuando se $ituls en |
piriding usando hidrdéxido de tetrabutil emonio. |

. la rotaeién especifion de BHBY0Y se determins en uns |
variedad de soiventes y los valores obtenidos 8¢ dan en la Ta-|
bla V que sigue inmediatemente.

TABLA V
Rotaoién espec{fica de BHB90A en verios molventes

El éomponente P no tiene un punto de fusién definiti-
vo. Un espectro de absorcién de infrarrojo de BH89OP en un
grénulo de KBr se prepara de la ménerq'convéncional. Exhibe
absoroién caracteristica en la regiéﬁ'de infrarrojo.del espec

tro 8 las siguientes longitudes de ondas expresadas en micro-

El componente P en metanol demuestra méxima ebsorcidn

ultravioleta ai

230 npu - (B 1" = 370)

278 nm (E 1’ = 320)

289 mm (E }"om = 616)
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02mm (E }*m = 934)
Hmm (2 '}fom = 840)

La rotacidn especi{fica de BH89OP se determina en una
Vafiodad de solventes y los velores obtenidos e dan en la Ta
bla VI que sigue.

TABL A_ VI

Rotacién espec{fica de BHBIOP en varios solventes

Solvente - Concentracién VA.Y4 25
Dimetilformemida 0,747 % - 4,030 ;
Dimetilsulféxido 0,951 % - 18,79 |
Acido acético glaciel 0,993 % - 8,07° !
Piridina 1,038 % - 9,70

7 BHBY0 antifungoso se distingue clersmente de otros an
tihbngos por los datoa de caractg;izacién que se dan preceden
temente y por su actividad antifungosa. Ia actividad in vitro
de este nuevo antihongo se presenta en la Tebla que slgue a
continuacién que demuestra la concentracidén inhibitoris mini-
ma requerida para inhibir el desarrollo de mieroorgenismos re
presentativos en un medio nutritivo.

TABLA VII

Actividad sntifungoss in vitro de BH890*

Orgaenismo Concentracidn mi-
nima inhibitoria
: meg,./ml.
Candida glbicans 300 (E83) 2
Cryptococcus neoformans SP (E138) )

-t

Epidermophyton floccosum ATCC 10227 (E139)
Miorosporum audouini ATCC 14057 (E140)

v N

Miorosporum canis ATCC 10214 (ES55)
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Organismo y Reze ___Cone. mog/ml
Gocoidioides immitis Inhibitoris minine®  Fungcida™®
| 68 0,78 1,56
660 0,78 1,56
691 ' 0,20 0,20
Elastamxces denmatitidis
5,10 : 0,39 0,39
5,17 0,39 1,56
5,27 | 0,20 _ 0,20

379788

TABLA VII (Cohtinuacidn)

Organismo ' Concentracidén mini-
ms inhibitoria meg/
ml,

Microsporum gypseum ATCC 14683 (E130) 2,5
Phislophthors jeanselmei NIH 8724 (E16) 5 l
Trichophyton rubrum (E97) ’ : 2,5 E
{
Trichophyton tonsurans NIH 662 (E10) 2 :

Trichophyton menfaggophxjes'(E11) 2,5

¥ Procedimiento de dilucidn de agar comin.

Ademds, BH890 as elevedamente activo in vitro contrs ;

|
£ (]
‘ organismos patogenos, incluyendo razas de Blastomyces dermati-

tides y Coccidioides immitis que causan micosis profundamenfe!
loocalizada.

Actividad contra hongos productores de micosis profundamente
localizada -

i
!
i
|

El control amfotericing B, fué inhibitorio para las
troe razas Cocoidioides ;ggitis de 0,2 = 0,39 meg/ml y fungi-
oida de 0,39 a 0,78 mog/l. |

E1l control amfotericina B, fué inhibitorio para las’
tres razas Blastomyces dermatitidis de 0,1 a 0,2 mog/ml y fun-
glolda de 0,39 a 1,56 mog/ml. -
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® Conoentraocidn requerida para inhibir desarrollo de orga-
niemo.
*% Concentracién requerida para déstruir organismo,

BHB90 antifungoso es activo in vive contra Candida al-

-bicans ¥ Cryptocooous neoformans. E1l nuevo antihongd es por

lo tanto potencialmente util como agente terapéutico para tra
tar infeocciones fungosas en mam{feros provocadas por dichos
mioroorganismos. Puede esperarse que dicho antihongo sea em-
Pleado utilmente para tratar o combatir tales infecoiones por
aplicacién tdpica o administracién parenteral o cuando se to
ma oralmente.

la utilidad del nuevo antihongo se demuestra por su
habilidad para controlar infecciones letales sistemdticas por
Y oon estos organismos en ratones.

El ensayo con C. slbiocans se llevd a cabo con ratones
hembras de Carworth Farms CF 1, de peso de aproximademente 20
gramos, infectados lntravenosamente con una dosis letal de
una dilucidén 1:20 de un cultivo de omldo de soya de triptica~
80 de 24 hr del organismo. Los ratones infectados se trata-
ron ocon BH890 en dosis diferentes por inyecciones suboutdneas
dentro de 1 hr luego de infeccidn o inyecciones suboutdness
dentro de 1 hr luego de infeococidn geguido por una segunda do-
sis 4 hr despuds. Se hizo un reglstro del tamafio de omds gru
Po y el mimero de ratones que permanecen vivos 6 dfas despuéa
de infecoidn.

Lae Tabla VIII siguiente ilustre asotividad antifungoss
de BH890 oontra C, albicans.
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TABUA VIII
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Actividad de BH890, Amfoterioina y Nistatine en

Ratones infectados con Candida glbicans

Dosis suboutdne

m , 14 dfas despuds de inioiscidn de infec-
BH890 | Amfotericins | Nistatina

800 22/30 (173) - -

400 15/20 (75) 10/10 (100) -
200 10/30 (33) 6/20 (30) | 27/30 (90)
100 '8/20 (40) 3/10 (30) | 15/20 (75)
50 12/30 (40) 5/20 (25) | 15/30 (50)
25 0/10 (0) - 2/20 (10)
12 0/20 (0) 0/10 (0) 3/30 (10)

Vivos/total de ratones (por oisnto)

'~.Do§is efectiva medis mg/kg (a):zoo (140~-290) 200 (eétimado)
| 60 (40-70). Controles no tratados infeoctados: 58/60 (97 %)

| oidn (tiempo de eﬁpervivencia promedio, 1,3 dias).
| (a)- 95 % 1{mites de confimnza en pardntesis. ILas ourvas de

~efecto de dosis no eran parslelas.

de ratones murieron en 3 dfas despuds de inicimeidén de infeo-

El ensayo con C. neoformans se 1llevd s ombo con rato-
nsa;hémbras de Carworth Parmas OF 1, de peso de aproximadsmen
%e 20 gremos, infectados intravenosamente.con una dosis le~
tal de un oultivo de caldo de soya de tripticaso de 24 hr del
organismo. Los ratones infeotadds se trataron con BH890 en
dbais diferentes por inyecoiones subcutdness dentro de un pe-
riodo de 1 hr despuds de infeccidn o inyeociones aubcuténeas
dentro de un periodo de 1 hf'despuéa de infeccidn seguido por

una segunds doéiq 24 hr dsspuéa.i Se obsérvaron ¥ se anotaron

ratones vivos a totales 7 dfas después de infecoién.

La Table IX siguiente 1lﬁsﬁr§ activided antifungoss de
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BH890 contra C. neoformans.
"TABLA IX
Aotivided de BH890, Amfotericine y Nistatina en Ratones in-

feotados con Cryptococcus Neoformans

Dosis suboutg Vivos/total de ratones (por ciento)
neas mg/kg 7 d{ag después de iniclaoidn de in-
feccion
BH890 Amfotericina Kistatina
800 41/50 (82) 48/50 (96) Toxic
400 29/30 (97) 17/20 (85) | 10/10 (100)
200 ~ 47/60 (78) 39/50 (78) | 55/60 (92)
100 | 23/30 (77) 12/20 (60) | 26/30 (87)
50 37/60 (62) 35/50 (70) 40/60 (67)
25 1/10 (10) - 13/30 (43)
12 - 13/30 (43) 17/50 (34)

Dosis efectiva media mg/kg (a) 77 (24-250) 20 (12-32) 24 (184
32). Controles no tratados infectados: 104/120 (87 %) de ra
tones murieron entre al 2do. y Tto. die después de inioiacidn
de infectmoidn.
(a) 95 % 1i{mites de confienza en paréntesis. Las curvas de
efecto de dosis no eran paralelos.

La invencién se describird con mayor detalle en com-
binsoidn con los siguientes ejemplos especi{ficos.

Ejemplo 1

Preparacién de inooulsoidn

Un medio tipico empleado pares desarrollar la inoocula-
oidén primaris se preparé de mouerdo oon la siguiente férmulas
Cerslosa 20 gramos

Herina de soya 10 gramos

Liocor impregnado de mafz 5 gremos
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'sionensiu Be emplean pars inocular dos frascos de 500 ml que
’ffraaoqs-iquo{se coloocan én‘ﬁnfagitador.rofatiyo'y ae-égitan
vigorosamente durante 48 hr a 2896, ira inoculacién de frasco
'7 vidrio se airea:obn aire estéril_mientras.se,lleva'a cabo el

| po los contenidos se usan‘para sembrar un tanque fermentador
| da 300 1itros. |

rsiguionto fonuula:

| oon un bafio de vgpo;“a_una prosién e 20 lib:aa'durante 45-60

33797%8

-20-,'

- Carbonato de calcio .3 gramos - 5
Agua haata ' © .1.000 mililitros

' Esporos lavados y raspados del sesgado de agar de S. mi

contienen 100 m1l cada uno del medio estéril precedente. Los
resultante se transfiere & un fhrmentador de vidrio de 5 ga-
lones y contiene 12 1t. del medio estéril. El fermentador de
desarrollo durante éproiimadaﬁdnte 48 hr, luego de ocuyo tiem-
Ejemplo 2

Fenmentacion .

Se prepara un medio de fenmentacion de. acuerdo con la

! Almidén o - s 52,5 gremos
-,,Harina de. maiz _ ,,,;' L_w: o 14,5" gramos
| Lioor fuerte de péiz!,, B ﬂ15;0._'gramos
;9§§b§pgtq'de'oaloi§ f P ,_;9,5 . gremos
{Suifatd de éﬁonio - 7 ' 7 ( 6;73 Vgrambe"
'Caseina : , . 3,0 gremos
Harina de semilla de algodon ': : ‘2,5 gramos
: .301oruro de amonio ) 5;2, ﬂf; N ‘;2,0 . gremos
r':Sulrato de manganeso - '_ o, 10 gramos
,'.Agua hesta D R ooo mililitros

Se cmplea aoeite de lardo en el medio en una cantidad -

4 0, '8 f,v/&. E1 nodio de fermentacion se esterilize a 120°C
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minutos. El1 pH del medio luego de esterilizacidn es aproxi- :
madamente 6,6. Se inoculan 300 litros de medio estéril en un|
i

i

tanque fermentador de 400 litros con 12 litros de inoculacidn,

preparada como se describe en el ejemplo 1. Ia fermentaoiénf

se 1leva a cabo a 28°C emplesndo aceite Hodag LG-8 como agen-
te antiespumante. Se suministra aireacidén a un régimen de
0,5 litros de aire estéril por litro de masa por minuto. Ia
masa se aglita con un lmpulsor accionado a aproximadamente 300
r.p.m. Al término de aproximadamente 66 horas de tiempo de
fermentacidn se cosecha la masa.
Ejemplo 3
Alslecidn

Se filtran 300 litros de masa fermentada con aproxima-
damente 2 % (p/v) de euxilier filtrador de tierra de diato- |
meas y la almohadilla de filtro se lava con eproximgdamente
30 litros de agua, El filtrado y lavado recogldos se descar-
tan. ILa masa lavads se agita en aproximedsmente 100 litros
de metanol durante aproximaedamente 1/2 hora. ILa suspensién
se filire y la masa se lava con 20 litros adioionales de me-
tanol. El lavado y filtrado de metanol combinedos se concen-
tran hasta una fase acuose (aproximadamente 6 litros en volu-
men) y este concentredo se deja reposar durante la noche a
4°c. Un sélido birrefrigente que se forma sl reposar se re-
coge por centrifugacidn y se lava con acetona. Ia acetona
restante se sepera por evaporascidn al aire y el sdlido se 80
ca sobre P,0; bajo presién reducida. EL sélido criatalino
seocado de BH890 orudo pesa 118 gramos.

Ejemplo 4
Prepargcidn de BHB90

Se disuelve una porcidn (40 gramos) del BH890 crudo,
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‘poser durante la noche a 4°C. E1 8411d6 de color emarillo pg

 tribucién a contracorriente se lleva & cabo en un aparato de
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oomo se cobtiens del ejemplo precedente, en 150 ml de dimetil-:
formemida y le mezola se filtra., Se agrega etil acetato al
filtrado hasta alcénzar el punto de'turbidez. Se agregan 150
ml de agua luego de lo cual sa agregan 150 ml sdicionales de

etil acetato con agitacién. Ig mezcla resultante se deja re-~

lido que se forma sme suspends y el sistema de dos fases se re
coge por filtracidén y se lave primeramente con agua y luego

con acetona. EL sdlido secado en aire pesa 29 gr. El mate-
rial crudo se recristaliza dos veces disolviendo primeramente
en dimetilformamide y repitiendo el procedimiento anterior =
pertir de ese punto. Se obtienen luego de tres recristaliza-
olones aproximedamente 4,4 gramos de BH890O purificados que

tlene las caracter{sticas fisicas y quimicas descritas ante-

riormente aqui.

Ejemplo ‘5

Preparacidn de BH890 P

Se emplea oomo el material de partids BH890 orudo como
80 qbtiene'en Ql ejemplo 3 y se separa en componentes o y B
por distribucidn a contracorriente de solvente. E1 slstema
solventeresté compueato de etil acetato, butanol secundasrio,
motahol j,regulador (900:303:160:600 en volimen) en donde el
regulador se prepara agltando juntemente trietilaming (6,3 m1)
Y agua (2 litros) y regulando el pH de la solucidn g 7,5 ocon
doldo acético glacial y diluyendo a 2400 ml con agua. Ia dig

tuborzoo empleando 10 ml de fase inferior ¥y 10 ml de fase su-
perior por tubo y 310 transferencias. Lo cergs de muestra se
colooa en los primeros 15 tubos preparando uns solucidn satu-

rada de BH890 en 150 ml de fase ihferior ¥ 150 ml de fase supe]
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rior, dando una cargs neta de 350 mg. Al completarse las

310 trensferencias uns porcidn de medio ml de fase inferior

se separa de los tubos seleccionados. Cade muestra se dilu- |
ye con 10 ml1 de metanol y se determins su densidad Gptica a
303 mm. Se obtiene una curve que tiene primero un méximo
menor y.luegd una mayor diagramendo densidmd dptice contra
nimero de tubo. Los nimeros de tubo 85 a 120 comprenden
BHB90 P y los nimeros de tubo 113 'a 150 comprenden BH890K .
Se combinan tubos apropiados y los liguidos se concentran Be
parademente a una fase acuosa, se filtran y se liofilizan,
Qada uno de los sélidos obtenidos con liofilizacidn se tritus{ﬁ
ran con gcetona, se filtran, se lgvan con acetona nuevamente
Y luego se secan en aire. Sé obtienen la muestrea anal:(tica-_h,.gT
mente pura, BH890P que pesa 38 mg y 140 mg de BHB90J,. |

Ejemplo 6
Preparacion de tabletas que contienen.BH890

El compuesto antiandrdgeno, BH890 se incorpora en una
tableta farmacdutica comdn de acuerdo ocon la sigulente formu
laocidn. '

Por Tableta

Ingrediente _mg. Para 10.000 tabletas, g.
BH890 ' 50 : 500 :
Lactoea 225 2250
Almidén de malz (para mez-
cla) 50 500
Almidén de mafz (pars pas- : |
. ta) 25 250
Estearato de magnesio 5 850
355 3350

El ingrediente activo, BH890, lactosa y almidén de me{z pera

mezola se oombinan juntemente. E1 almidén de maf{z para pasta
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‘nulos mojados se hacen pasar a través de uns malls N2 8 y se

| tableta ocontiene 50 mg de ingrediente activo.

7. Eggacion de C_psulas de cepa dura gue contienen BHBQ

' les cépsulas es la siguiente:

' Ingrediente g, Pars 1.000 Cépsulas, g.

| BHBSO - 50 50
Lactosa 90 90
Estearato de magnesio 1 1

%1 TS

2)2577 S)-7'53i;

8e suspends en sgua & una relacidén de 100 g de almiddn de maiz

- 24 -

por 800 ml de agus y se calienta con agitacidén para formar und
pasta. La pasta resultente luego se usa pgragpanular_el pol-

vo mezelado. Se usa agua adicionai 8i es necesario. Los gré—

seoan a 49° G.. Los grénulos secos se hacen pasar & través de
una malla N® 16 y se lubrican con estearato de magnesio. La
granulacidn luego se comprime en tabletas (tabletas de peso

355 mg) en una mdquina formadora de tebletas aproﬁiéda. Cada

Ejemplo 7

~ El ingrediente activo, BHB90 pnede suninistrarse en

odpeules de capa durs. Une formulacidn Util paras preparar ta

" Por Cdpsule’

El ingrediente adtivo, lactosa y estearato de magnesio se com
binan Juntamente. ILe mezcla se usa pars llerar cdpsulas de
cape dura de un tamafio adecuado con un reso de relleno de 141

mg por capsula.
Ejempld 8

~ Preparscidn de Suspensidn orel que contiene BHB90O
Ingrediente ', : . Cantided % p/v
BHB90 - 1,00

Gel de silicato de aluminio ¥ magnesio 0,56
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Ingrediente Cantidad % p/v ]
Sucrosa 60,00
Metilparabeno 0,08
Propilparabeno 0,02
Agente de sabor cs
Agua destilada o8 ag 100,00

Los parabenos y sucrosa se disuelven en aproximedamente dos

tercios del volumen final de agus destilade a 80°C ¥y el Vee-

gun se agrega con egitacidén. - Le suspensidn se enfrfa a 40°C.
El ingrediente activo y agente aromatizante se agregan con
agitacién. Ila suspensidn enfriada se reguls hasts un volumen
final con agua destiladsa.

Le suspension provee 50 mg de ingrediente activo por

dosis de 5 ml de suspensién.

Ejemplo 9

Preparacidn de una suspensidén inyeoteble que contiene BHB9G

El componente mctivo, BHB90 puede incorporarse en una

suspensidn inyectable de acuerdo con la siguiente formulacién:;;@

Ingrediente Cantidad % p/v
BHB90 5,0
Cloruro de sodio F.E.U. 4,0
Alcohol bencf{lico, Calidad de resctivo 0,90
Ague para inyeccidn cs ag 100,0

E1l vehiculo se Preparas mezclando juntamente todos los 1ngre—: .
dientes precedentes con excepcidén de BH890. EL vehfoulo e |- .
ingrediente activo micronizado se vuelven estériles por mediodf .

apropiados, Se prepara una dispersién del ingrediente activo |-

en el vehiculo diluyendo el ingrediente activo primero con

une poreidén del vehfculo y luego egregando la porecidn resten-

te del vehiculo con agitacidn.
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Una . dosis de 1 ml de esta euspension provee 50 mg de

- 26 -

ingrediente aotivo, .
, TABLA X
Aotividad de alfa BHE90 y'ﬁistatina en retones con uns infeg

5. oidn intestinal C. albicens.

.Dosis Nimero de ratones con' | 90% de reduceidn (2) en. |-~
oral, ' B C. glbicens .
mng/kg | Ensayo 1 nesayo 2 Nistatina

Ensayo 1 Ensayo 2 B
25 /10 9/10 10/10 9/10
12 - - - 7/10 7/10

6 | 6/10 6/10 6/10
3 - - 7/10 6/10
1,5 - 2/5 6/10 4/10
0,8 - - 4/10- a/10 |
ng:ls efectiva media mg/kg (95 % 3,0 (1-9) 1,9 (0,5-8)

ites de confianz
(1) Dos dosis en 0, 5 ml de 0,85 % NaCl, 3 horas sparte. La

10.

| 15..

primer dosis fué dada 1 hora despues de completarse el pg,:ﬁ?
riodo infeotante. “

(2) Reduccién de por lo menos 90 % en flora feoal de . albi-| '+

,26, A tones de control tratedos con 0,85 % NaCl como se determi
ne porrreouento de coloniaren plaéas inoculadas con unsa
slfouota de un homogenato de un grénulo fecsl de ceds ra-
ton. El mimedo promedioc de colonims de C. glbicans en la
muestra fecal de los ratones de control fud el siguiente:
25. o ~ Ensayo I - 300 (descimcién normel - 180)

N Ensayo II- 60 (desviacidén normel - 45)

- oans en comperacidn con el promedio de aquella de los ra-| .:
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Dosis dnice,

ng/kg

Subcutines

- 27 -

TABLA XT

Toxicidad aguds de alfa BHBQQ,;; iﬂA?;}ioter.

]

BH890

Amfotericine Nistating

1600

800

400

200

100

50

25

. 0/20

0/20

0/10 -
0/10 12/20

- 5/20

. 320 5/10 0 oL
N
- . 1/10 s
- - 0/10 <)
¥

® Una dosis de 200 mg/kg no fué letal en ensayos aubﬂrui;utog 0
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{8501,;-2 %@ﬁ:otenicina Yy Nistatina en ratones

4 &as después de dosificacidn
g EE ‘

:eperitoneal oral
nfotierioina Nistatina BH890 Amfotericine Nistatina
% :

- 0/20 0/10 0/20

Subﬂgufﬁi;'tos con ratones infectados.
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~NOTA -

Descrité suficientamenté la naturaleza del invento,
aef{ como la ﬁénera de realizarse en la practica, debe hacerse
constar que las disposiciones anteriormente indicadas son sug
ceptibles de hodificaciones de detalle en cuanto no alteren
su principio fundamental, siendo lo que constituye la esencia
del referido invento y por lo que se solicita Patente de In-
vencidén por 20 afios en Espaﬁa, sBobre: PROCEDIMIENTO PARA IA
PRODUCCION IE ANTIHONGOS; ocaracterizéndose por lo siguiente:

18.~ Procedimiento para la produccidén de antihongos,
caracterizedo porque comprende cultivar una raze de Streptomy-
ges misionensis productora de BHBYO entifungoso en un medio

nutritivoe acuoso bajo condiciones aerdbicas hasta Impartir a
dicho medio una actividad antibacteriana sustancial por 1le
produccién de BH890 antifungoso.

2%.- Procedimiento segin la reivindicacién 1, caracte-

rizado porque comprende cultiver une raza de Streptomyces mi-
sioneﬁsia productora de BHB9O antifungoso en un medio nutriti
vo acuoso bajo condiciones serdbices hasta impartir a dicho
medio une actividad antibacteriana sustancial por la produc-
oién de BH890 antifungoso, y aislar el BHBYO antifungoso asi

producido.

3.~ Procedimiento para ls produccidn de entihongos,
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tal y como gqueds sustancislmente descrito en la presente Me
moris, e ilustrado en los adjuntos dibujos.
Esta Memoria oconsta de 29 hojas, escrites s mdquina
por una sols cara.
30 0¢T, ¥72
Madrid

AMERICAN CYANAMID COMPANY

1. GOMEZ ACEBO Y MONEE

g, . Flimados L, Goeta Fernfindaz
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