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RESUMEN DE LA INVENCION

Se producen nuevos agentes antitumorales denominados

| aclacinomicinas A y B, que son glicbsidos de antraciclina

\e inhiben el crecimiento de diversos microorganismos, V.g.
! Co . : ' .
EStanhylococcus aureus, Micrococcus flavus y Corynebacterium

‘bovig e inhiben el desarrollo de los tumores animales tales

como leucemia L1210 y P388 y linfoma 6C3HED en ratones y

hepatomas en las ratas, por fermentacidn de un microorganis—

mq perteneciente al ghnero Streptomyces que ha sido denomi-~

\
nadf Streptomyces galilaeus (MA144-M1 y ATCC 31133); son re-
éuﬁérados del caldo por métodos convencionales de recupera-
¢ibn de antibibticos.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

(1) Campo de la invencidn

Esta invencibn se refiere a nuevos antibibticos anti;
sumorales constituidos por glicdsidos de antraciclina y a su
produccibn. MAs especialmente, se refiere a nuevas susban—
cias antibibticas antitumorales denominadas Aclacinomicinas

Ay By a procedimientos para la preparacidn de las micmas

por fermentacidn de una cepa de Streptomyces galilaeus (Ve
MA144-M1), a métodos para su recuperacién y purificacibn y
a su aplicacidn como agentes quimioterapéuticos del céncer.

(2) Descrivcidn de la técnica anterior

En el caldo cultivado de Streptomyces se han encon-

trado varios glicdsidos de antraciclina. Entre ellos, se han
estudiado especialmente la daunomicina y la adriamicina, con
mucho interés en el campo de la quimioterapia del céncer y
ya han sido aélicados clinicamente en el tratamiento de
cénceres humanos. Continuando el estudio de los antibibticos

antitumorales, los inventores descubrieron nuevos compuestos
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1.003,383) puede ser la misma que 1la 13.057 R.E. de.BhEner

¥ después de caracterizarlos y purificarlos basandose en sus
/propledaden flSlcoqulmlcas, conflrmaxon que estos antibidti-

cos, shora denominados aclacinomicina A y B, son nuevos com-

ron procedimientos y métodos para su produ001on y aislamien-
to.

. La patente estadounidense de Parmitalia sobre la
adrlamlclna (B-106FI; 14~hidroxi~daunomicina; INN es
Do orublclna) es 1la 3.590.028 que reivindica el producto por
su estructurs y describe -Bu . fermentacibn directa per

l .
Se peuceticus var. caesius,., Parmitalia también presenté 1la

! .
patente estadounidense 3.803.124 sobre la conversion quimica

i

de la daunomicina en adriamicinaj; para 1a fermentacidn direc:

ta de la daunomicina (como antibiético FI 1762) por §f

peuceticus véase la patente britinica 1.003.383.

Lo daunomicina de Parmitalia (patente briténica

Poulenc (inicialmente rubidonicina y zhora Daunoribicin
(patentes briténicas 985.598, 1,188,262 y 1.241.750 y véase
la patente estadounidense 3.616.242) y es "probablemente"
idéntica a la danubomicina de Ciba (patente estadounidense
3.092.550 y patente britanica 901. 830). Véase fambién la pa-
tente estadounidense 3.686.163 sobre la dihidrodaunomicina.

Lg cinerubina A y la cinerubina B estén descritas en
la patente briténica 846.130 ¥ véase también la patente
estadounidense 34864,480 ¥ el articulo de Keller-Schierlein
y colaboradores en Antimicrobial Agents and Chemotherapy,

phg. 68 (1970) y Chemical Abstracts, 24, 14661 (1960).

puestoo que presentan poca cardiotoxicidad y una potente ac-

tividad antitumoral en diversos tumores animales ¥y estableci¢

N owa
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Para otras descripcilones ilustrativas y fesumidas de
los antibidticos de antraciclina véase el Index of Anti-
biotics from Actinomycetes, Hamao Umezawa, Editor jefe,
University Park Presé, State College, Pemnsylvania, Estados

Unidos (1967) como sigue:

Antibibticos Nimero de pigina
Aklavin 111
Cinerubina 4 , : 220
Cinerubina B 221
' Danubomicina 242
’ Daunomicina 243
Pirromicina ) 542
. Rodomicina A,B _ 561,
! Rubidomicina o 574

F1 libro de texto "Antibiotics" Volumen I, Mechanism

" of Action, editado por David Gottlieb y Paul D. Shaw,

Springer - Verlag New York, Inc., N.Y., N.Y. (1967), contie=—
ne én las phginas 190-210 una revisidn realizada pof A.
DiMarco titulada "Daunomycin and Related Antibiotics".

¥l Boletin de Informacidén n? 10, International Cenfer
of Infofmation of-Antibioticé, en colaboracidn con WHO,
Diciembre 1972, Bélgica, revisa las antraciclinas y sus de~
rivados.

Para una descripcidn de Streptomyces galilaeus, véase

Arch, fur Milwobiol., 31, 356 (1958) e International Journal
of Systematic Bacteriology, 22, 298 (1972).
Esta memoria, en la phgina 37, se refiere a lasdes-

cripciones de X, Eckardt y colaboradores sobre las galiru-

‘binas; véase Chemical Abstracts, 64, 38%6g y 67, 90573z.
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COMPENDIO DE LA INVENCION

Mediante esta invencidn se proveen los agentes anti-
tumorales aclacinomicinas A y B. Estas sustancias son produ~

cidas cultivando una cepa productora de aclacinomicina de

‘Streptomyces galilaeus en una solucidn acuosa de hidratos

de carbono gque contiene nutrientes nitrogenados organicos,

bajo condiciones aerobias sumergidas, hasta que se forma en
dicha solucidn una cantidad sustancial de aclacinomicina A'y
B. La aclacinomicina A-y B en los caldos cultivados asi pro-
ducidos puede ser extrafda y purificada por los métodog con-
vencionales utilizados para la extraccién v purifipacién de
los antibidticos insolubles en agua. Esta invencibn también
comprende las aclacinomicinas 4 y B como sélidqs crudog, co~

mo sélidos purificados, como sus sales y como complejos con

DNA.

Por lo tanto, mediante esta invencibén se proporciona
el antibidtico antitumoral aclacinomicina A que:

(a) es eficaz para inhibir el crecimiento de 1ds'asci-
tes y de las formas sblidas del carcinopa_de Ehrlich; Sarco-
ma 180, linfoma 6C3HED y leucemia L1210 y P388 en los fato-
nes, hepatomés en las ratas j el virus de la vacuna en las
células Hela; .

(bs es eficaz en la prevencién del crecimiento de di-
versas bacterias Gram-positivas y levaduras;

(c)-puede ser aislado como polvo microcristalino ama-
rillo;

(d) es soluble en los disolventes orgénicos como meta-
nol, cloreformo, etanol, acetato de etilo, acetona y benceno

ligeramente soluble en agua pero insoluble en'éter, hexano y

dter de petrdleo;
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: 1520, 1540, 1460, 1450, 1415, 1385, 1295, 1250, 1220, 1195,

vy el antibidtico antitumoral aclacinomicina B que:

L ble a 229, 5, 258, 290 y 434 nn en metanol; 229,5, 258, 290

ifucosa, cinerulosa A, 1-desoxipirromicina y aklavinona;

,ouya formula empirica es 042H54N015,

(e) tiene un punto de fusidn de 129° a 135°C y es épti
camente activo con un.[ﬁ]%4 = +29° (e: 1,0, CHC13);

(£) presenta miximos de absorcién ultravioleta y visi

'y 434 nm en HCl—metanol 0,1 N; 239,5, 288, 314 ¥y 523 nm en
NaOH-metanol 0,1 N;
(g) presenta maximos caracterlsticos en el espectro de

absorcién infrarrojo a 3300, 3080, 2940, 2860, 1740, 1640,

11§5, 1125, 1105, 1090, 1010, 960, 930, 890, 840, 815, T60,

730 580 y 450 cm 1;

/ , . . .
(h) por hidrdlisis 4cida forma rodosamina, 2-desoxi-

o/ (i) es un glicésido de antraciclina débilmente bésico,

i'

(a) es eficaz para inhibir el crecimiento de la leuce-
mia L1210 y P388 en ratones y el virus de la vacuna en célu-

las Helay

(b) es eficaz para inhibir el crecimiéﬁto de las bac—-
terigs Gram—positivas y levaduras; ‘ .

(¢) puede ser aislado como polvo microeristalino ama-
rillé;

(8) es soluble en metanol, acetato de etilo, cloroform
efanol, acetona y benceno, ligeramente soluble en agua pero

insoluble en é%er, ciclohexano, hexano y éter de petrdleo;

(e). tiene un punto de fusidn de 135° 2 145°C y es Sptidt

camente activo con un [E]%4 = +3°% (c: 1,0, CHCl3);
(f) presenta miximos de absorcidn ultravioleta y visi-

ble a 229,5, 257,5, 290 y 433 nm en metanol, 229,5, 257,5,

D o
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1160, 1120, 1095, 1050, 1010, 960, 920, 880, 840, 820, 805,

metanol;

f@ara la produccién de los antibibticos antitumorales aclaci-

.filtracién de gel, distribucibén en contracorriente, guelata-

290 y 433 nm en HCl-metanol 0,1 N, 238, 286 a 289, 315 ¥y
525 nm en NaOH-metanol 0,1 N;

© (&) presenta-méximos caracteristicos en el éspectro de
absorcién infrarrojo a 3300, 3070, 2940, 2850, 2750, 1740,
1640, 1620, 1540, 1465, 1445, 1410, 1380, 1290, 1245, 1215,
750, 725, 700, 600, 580 ¥ 450 cm™ ;

(h) forma eklavinona, rodosamina, 2-desoxifucosa,
{-desoxipirromicina y el mismo disacarido metilado que la
cinerubina B por hidrélisis Acida o hidrdlisis parcial en

(i) es un glicdsido de antraciclina débilmente basico

4 L)
de férmula e@plrlca 042H52NO15.

i Ademds, esta invenciln proporciona un procedimiento

nomicinas A y B, que consiste en cultivar una cepa produc-

tora de aclacinomicina de Streptomyces galilaeus, con las caj

racteristicas de identificacidn del ATCC 31133, bajo condicig

nes aerobias sumergidas, en unmedio nutriente que contiene -
fuentes de carbono y nutrientes nitrogeﬁadoé, hasta que di-
cho organismo produce en el citado medio nutriente una can-
tidad sustancial de aclacinomicina A y B y preferiblemente
cultivando en un medio nutriente, a una temperatura compren-
dida entre 20 y 35°C o todavia mejor a una temperatura com-
prendida entre 25 ¥ 30°C, con un pH de 5 a 8 y después, si
se desea, recuperani las aclacinomicinas.del medio de cultivo
mediante un procedimiento que incluye por 1o menos un proce-
s0 seleccionado entre cl grupo formado por extraccidén con

disolventes, precipitacibn con disolventes, concentracibn,
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] adsorbente o un adsorbente sintético.
i .

!

!

¢ibn con iones metédlicos y adsorcidn seguida de elucidn en

/ una resina cambiadora de idn, un material de tierra silicea |

Los procedimientos de esta invencidn incluyeﬁ un pro-

é eeso.en.el que 1é soluciéﬁ éue contiene las aclacinomicinas

es liofilizada y un proceso en el que la solucién que con-

tiene las aclacinomicinas es liofilizada después de la adi=
cidn de por lo menos una sustancia seleccionada entre el

grupo formado por deido desoxiribonucléico, glicerol, azfca-

re% aminodcidos y aCldOS orgénicos e 1norgan1cos.

: DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

/ B la Fig, 1 muestra el espectro de absorcidn ultraviole-| -
:ta:de la aclacinomicina A, donde A indica el espectro en
getanol; B indica el espectro en HCl-metanol 0,1 N y C indi~
léa el espectro en NaOH-metanol 0,1 N,
, La Fig. 2 es el espectro de absorcién infrarrojo de la
aclacinomicina A cuando estd en forma de pastillas en bromu-
ro potésico. \ ‘

La Fige 3 es el espectro RMN de la aclacinomicina A en
CDCl3 (100 MHz, referencia interna: TMS). a

La Fig. 4 es el espectro de absorcidn ultravioleta de
la azclacinomicina B, donde A es el espectro en meténol; B es
el espectro en HCl-metanol 0,1 N y C es el espectro en NaOH-
metanol 0,1 N,

- Ia Pig., 5 muestra el espectro de absorcidn infrarrojo
de la aclacinomicina B en forma de .pastillas en bromuro po-
tésico. .

La Pig. 6 cs el espectro RMN de la aclacinomicina B en

CDC1; (100 MHz, referencia interna: TMS).
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DESCRIPCION DETALLADA

Ias :aclacinomicinas Ay B prolongan mercadamente la vida

| ¥ mejora el estado de los ratones inoculados con leucemia

L121O y P388 y células de linfoma 6C3HED y presenta elevadas|

d051s letales (DLSO) en ratas, ratones y conejos y una car-
diotoxicidad extraordinariamente baja en los hamsters. Mas
especialmente, las sustancias produjeron un notable efecto
inhibitorio del crecimiento de varias células tumorales en
é%ltivo, resultante de la inhibieidn especifica de la sinte-
giéx' del RNA y ‘ienen tamdien wa intensa actividad antimicrobiana
contra las bacterias y levaduras.
/ * Tas aclacinomicinas A y B se obtienen como polvos mi-
‘erocristalinos amarillos\de férmulas empiricas’C42H54O15N

0 oHep 0, N tivamente y f aklavi dosami-
y 42752Y15™ respecilvamente y iorman avinona, rodosamil-

na, 2-desoxifucosa, 1-desoxipirromicina y cinerulosa 4 a par

_ tir de aclacinomicina A y aklavinona, rodosamina, 2-desoxi-

fucosa, i-desoxipirromicina y el mismo disacérido metilado
que la cinerubina B a partir de la aclacinomicina B pox hi~

ardlisis Acida o hidrdlisis parcial en metanol, siendo di-

chas sustancias solubles en metanol, etanol, cloroformo, ace;

tona, acetato de etilo, benceno y similares, ligeramente so-
lubles en agua pero insolubles en hexano, ciclohexano, é&ter

y &ter de petréleo, presentando méximos de absorcibén caracte
risticos en la regibn infrarroja cuando se utiliza una pas-

tilla con bromuro potésico y en la luz ultravioleta y visi-

ble, como muestran las Figuras 1, 2, 4 y 5, con espectros de
absorceidn RMN esencialmente como los indicados en las Figu-

ras 3 y 6, una rotacidén especifica en cloroformo y un punto

de fusibn respectivamente de +29° y 129° a 135°C para la

aclacinomicina A ¥y +3° y 135° a-145°0 para la aclacinomici-

£y

L}
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. \
de %ésorcién en un cambiador de ibn, un material de tierra
i

‘carminomicina, rodomicina, pirromicina, aklavina, etc.. las

na B, respectivamente.
Ademés, de acuerdo con esta invencién, se proporciona
Jun procedimiento para la produccidn de los antibidticos anti-

%tumorales aclacinomicinas 4 y B, gue consiste en cultivar ung .
i - . : : .
‘cepa de Streptomyces galilaeus en un medio acuoso gue contie-]

ne fuentes de carbono y fuentes de nitrdgeno, bajo condicio-

nes aerobias, hasta que se acumula en dicha solucibn una can-—
tidad sustancial de aclacinomicinas y después recuperar di-

chas aclacinomicinas de dicha solucibn utilizando los métodos

s?licea adsorbente y adsorbentes sintéticos, extraccibn con
dﬁsolventes, precipitacién con disolventes, distribucién en
contracorriente, etc. y combinaciones de estos métodos,

; Aunque son conocidos varios antibiéticés del tipo de

glicésido de antraciclina, v.g. adrigmicina, daunomicina,
aclacinomicinas producidas por el procedimiento de estarin-
vencidn son claramente diferentes de cuélquiera de elias en
las caracteristicas de férmula molecular, productos de de-
gradacibn por hidrélisis 4cida, espectros de absorcidn ultra-
violeta, visible, infrarrojo RMN y similares, como ya se ha
dicho. Ademés, su gran actividad antitumoral y cardiotoxici-
dad notablemente baja son caracteristicas no presentadas por
ninguno de los antibidticos antitumorales de glicdsido de
antraciclina.

El organismo productor de los antibidticos aclacinomi-
cinas A y B de esta invencidn fue aislado de una muestra de
tierra recogidé en Osaki, Shinagawa-ku, Tokyo,'Jépén. Un cul-
tivo de MA144-§1 fue depositado en la American Type Culture

Collection, Rockville, Maryland y en el Fermentation Research
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¥y su superficie es lisa.

Corporation of America, Estados Unidos.

- 11=

Institute, Japdn, y agregado a sus colecciones permanentes

de microorganismos como ATCC n? 31133 y FERM n? 2455, respec
tivamente. ' |
| La cepa n? MA144-11 tiene las siguientes propiedades:
(1) Propiedades morfoldgicas:

Bajo el microscopio, se observan espirales abierias

que se desarrollan bien a partir de micelios de substrato ra-
mificados. No hay vértices y la cadena de esporas madura
es moderadamente larga con mis de diez esporas. Las esporas

son elipsoidales y miden 0,4 a 0,8 micras x 0,8 a 1,6 micras

(2) Propiedades en diversos medios:
La descripcidn entne paréntesis sigue al patrdin de

color del "Color Harmony Manual" publicado por Container

(a) Sobre agar glucosa-asparagina, incubado a'Z%fC:
crecimiento marrén amarillento claro (3 ge, tostado cl??o);
sin micelio aéreo; sin pigmento soluble. .

(b) Sobre agar sacarosa—asparagina, incubado a 27°C:
crecimiento incoloro o marrdén amarillento ciaro (3 ge, tos=
tado clafo); sin micelio aéreo; sin pigmento soluble.

(c) Sobre agar glicerol-asparagina (medio IS? no 5),
incubado a 2700: crecimiento naranja amarillento (4ic, tos—
tado solar) a marrén (5 1g, marrdén cacac); micelio aéreo blar-
co a gris claro (2fe, gris éarga); pigmento soluble marrdn.

(8) Sobre agar almiddn-sales inorginicas (medio ISP
n? 4), incubado a 27°C: crecimiento naranja pélido (3ea, ama-
rillo melén claro) a marrén amarillento pilide (3ie, camello);

micelio aéreo gris claro (2fe, gris sarga) a gris (e, gris);
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. incoloro a marrén grisiceo; sin micelio adreo; pigmento ma-

"marrbn soluble.

do (2gc, bambll); micelio aéreo gris claro (3fe, gris plata);

.aéreo blanco; pigmento marrdn soluble.

-12.

pigmento marrdn soluble.

(e) Sobre agaf tirosinar(medio ISP n? 7), incubado a
27°Q: micelio aéreo gris parduzco (31i, castor) a marrén
(41g, tostado de pan); pigmento negro soluble..

(f) Sobre agar nutriente, incubado a 27°0s crecimiento

rrén soluble.

(g) Sobre agar extracto de levadura-extracto de malta
(medio ISP no 2), inc¢ubado a 27°C: crecimiento marrén claro
(41e, arce) a marrdn (4ng, marrdn claro); micelio aéreo gris

claro (3fe, gris plata) a gris (3ih, gris beige); pigmento

(h) Sobre agar harina de avena (medio ISP n® 3), incu-

bado a 279C: crecimiento incoloro a marrén amarillento péli-

pignento marrén soluble, _

(i) Sobre agar glicerol—nitrato; incubado a 27?0: cre-
cimiento incoloro a marrdn amarillento padlido (3ge, tostado
claro) o gris oliva claro (2db, pergamino); sin micelio aéred;
sin pigmento soluble. l - '

(j). Sobre agar almidén; incubado a 2700: crecimiento
marrdn amarillento pdlido (3ge, tostado claro); micelio aé-
reo gris (e, gris); ligero pigmento soluble marrdn,

(kx) Sobre agar malato cdlcico, incubado a 2700: creci-

miento incoloro; micelio aéreo blanco griséceo (b, blanco

i

ostra) a gris parduzeo claro (3de, natural); sin pigmento so
luble. '
(1) Sobre placa de gelatina, incubade a 20°C: creci-

miento marrdn pilido a marrdn amarillento palido; micelio
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(n) Sobre placa de glucésa—peptona—gelatina, incubado
a 27°C: crecimiento marrén pilido a marrdn; sin micelio aé-
reo; pigmento marrén soluble. '

(n) Sobre leche descremada, incubado a 37°C: crecimient

to marrén pilido a marrbn; sin micelio aéreoj pigmento ma-

rrén soluble.

(3) Propiedades fisioldgicas:

(a) Se examiné la temperatura de crecimiento sobre
agar maltosa~extracto de levadura (maltosa 1,0 %, extracto
de levadura 0,4 %, agar 3,5 %, pH 6,0) a 20, 24, 27, 30, 37
y 5000. La femperatura bptima para el crecimiento es de
27 a 37°C ¥ no hay crecimiento a 50°C.

(b) Licuefaccién de la gelatina sobre placa de gela-

$ina al 15 % a 20°C y sobre placa de giucosa—pentona—gelatl

na a 27 ¢, Sobre el primer medio, se observd débilmente la

licuefaccidn de gelatina al cabo de 14 dfas de incubacidn
pero sobre el Wltimo, se observd una licuefaccidn débil o
moderada al cabo de 7 dfas. |

" (o) Hidrélisis del almidén sobre agar de almidén-sales
inorgéniéas a 27°C. Al cabo de 5 dfas de incubacién se ob-
servé una hidrélisis aébil. ' '

(d) Peptonizacién'y coagulacibn de la leche ‘descre-
mada & 37°G. Comenz$ al cabo_de 5 dfas de incubacibn una
peptonizacién de moderada a intensa y acaboé alrededor de
los 17 dfas. Sin coagulacion.

(e) Formacidén de melanina sobre agar ftirosina (medio
ISP no 7), caldo de tirosina-extracto de levadura .(medio
ISPn2 1)y pepfona—extracto de levadura-agar ferroso (me-
dio ISP n® 6) & 27°C: positiva en todos los medios.

(f) Iicuefaccidn del malato célecico sobre agar malato
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sal Pridham-Gottlieb (medio ISP n2 9), incubado a 27°C. Cre-

- 14—~

" cdlcico a 27°C. Fuertemente positiva.
! (g) Reduccidn de nitrato sobre agar peptona confenien—
do 1,0 % de nitrato sédico (medio ISP n@ 8) a 27°¢. Positi-
Va. .

-

" (h) Utilizacién de hidratos de carbono del medio ba-

cimiento abundante con L-arabinosa, D-xilosa, glucosa,
'b-fructosa, sacarosa, inositol, L-ramnosa y rafinosa; no
se produjo crecimiento con D-manitol,

g\\' Resumiendo las caracteristicas anteriores del ndmero

MA{44-M1, la cepa pertenece al género Streptomyces y al tipo

cromogénico y produce pigmento marrdn soluble sobre diversos
imedios deragar. E1l micelio aéreo forma espirales agbiertas
péro no vértices. La superficie de las esporas es lisa. Se
ha encontrado que el crecimienbto sobre diversos mediocg es

de marrdén amarillento pdlido a marrdén en general pero oliva
en unos pocos medios y el micelio aéreo es gris claro. El
nitrato es reducido a nitrito. ILa accidn proteolitica as en-
tre débil y moderada y la hidrblisis del almidén es relativaj
mente débil, Se produce melanina . sobre agaf tirosina, cal-
do de tirosina-extracto de levadura y peptona-extracto de lef
“vadura—-agar ferroso.

Entre las especies conocidas de Streptomyces, la cepa

n? MA-144-M1 se parece al Streptomyces galilaeus.

Referencia 1: Archiv fir Mikrobiolgie, ;1,7356, 1958,

Referencia 2: International Journal of Systematic
Bacteriology, 22, 288, 1972, Prestando especial atencidn a
la diferenciaéién basada en lg morfoiogia, el -color del mi-
celio abreo y otras propiedades fisioldgicas, se investigd

mediante cultivos parslelos las diferencias obtenidas entre
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_esta cepa y la cepa patrén de S. galilaeus ISP 5481. Los re-

/sultados son log siguientes:

i
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Superficie de las esporas

| Cadens de esporas

Micelio aéreo

Crecimiento

Pigmento soluble

Formacidén de melaninat
Medio ISP n¢ 1

Medio ISP n2 6

Medio ISP n2 7

Hidrélisis del almidbn

Licuefaccibén de la gelatinas
Placa de gelatina

Placa de glucosa—peptona-—
gelatina :

Peptonizacibén de la leche

Coagulacidén de la leche
Reduccidn de nitratos
Utilizacidn de hidratos de carbonos

I—-Arabinossa
D-Xilosa
. Flucosa

D-Fructosa
Sacarosa
Inositol.
I~-Ramnosa
Rafinosa
D-Manitol

% no hay datos.

5
MA144-101
lisa lis
espirales esI
abiertas
gris claro ' gri

marrdn emarillen me
to pdlido a ma-—
rron, algunas ve &
ces oliva claro v

marron M

T

positiva
positiva
positiva )

aébil

B> TR o BN o B o

d&bil ' .8

entre débil ¥ ¢
moderada R

entre moderada n
e intensa )

negativa St

positiva

(B8]

positiva
positiva
positiva
positiva
positiva
positiva
positiva

PR

Vo

. positiva

negativa
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zarponot

Strevtomyces
palilasus Referencia
HA144-H1 ISP 5481 1
lisa lisa © lisa
espirales espirales espirales
abiertas
gris claro gris claro - blanco griséiceo

marrén amarillen
to'pélido a ma-
rron, algunas ve
ces oliva claro

marrén

positiva

positiva

positiva

débil

débil:

entre débil y
moderada

entre moderada
e intensa )

negativa

positiva

positiva

positiva
positiva
positiva
positiva
positiva
positiva

. positiva

negativa

marrdn amarilley
to palido-marrén
grisaceo—gris oli
va claro

marrén

positiva

probablemente
positiva
-positiva

Aébil

débil

entre débil y
moderada

moderada

negativa.

positiva

positiva
positiva
positiva
positiva
positiva
positiva
positiva
positiva
negativa

a gris

amarillo pilido a

rojo rubi intenso

marrdn pilido
positiva
positiva

positiva
debil
débil

negativa

“dévil

"positiva

Referencisa
2

lisa

espirales
gris

amarillo griséceo-
marron amar;llento
marron olivaceo

amarillo pélido

positiva

positiva

b
b

positiva
positiva
positiva
positiva
positiva
positiva
positiva
positiva
negativa
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1 ; Segin estos resultados, la cepa de esta invencién con-

/cuerda muy estrechamente con el S. galilaeus ISP 5481 en morsy .

fologla y color del crecimiento y micelio sobre diversos me-

| dios y en propiedades fisioldgicas. Ademds, existe simili-

5 t tud de ambas cepas en los productos de fermentacién;'es de-
cir, la cinerubina que puede ser producida por S. galiiaeus
es uno de los subproductos de la cepa de esta invencibn, Por

lo tanto, la cepa n¢ HMA144-M1 puede ser identificada como

Streptomyces galilaesus.

(\" -, 10 ; \' Como los Streptomyces son ficilmente mutables, natural

o artificialmente, el S. galilaeus n? MA144-H1 en esta inven:
%ién incluye la cepa tipica antes descrita y todas las variag-
tes y mutantes naturales .y artificiales de la misma. Es de-
?ir, el S. galilaeus n® MA144-}1 de esta invencibn ineluye
18 %odas las cepas productoras de aclacinomiciha. Como eh el

’

- caso de los antibidticos conocidos, se prevé gque pucdc consef

guirse una produccibén mayor de aclacinomicing mediarts la
seleccidn de cepas altamente productoras después de unsz sim-

ple seleccidén de colonias, por tratamiento de una cepa pro-

o,
f 20 o .
ductora de aclacinomicina con diversos mubtagenos o por los

procedimientos genéticos de recombinacién, transformacion o
transduceidn, | .

Tas aclacinomicinas son producidas por cultivo de
Se galilaeus bajo condiciones adecuadas. Los procedimientos . :

25
generales utilizados para el culbivo de otros actinomicetes

)

son aplicables al cultivo de 8. galilaeus. Se prepara un cal
do de fermentacién conteniendo aclacinomicina por inocula-
cidn de esporas o micelios del organismo productor de acla-

cinomicina en un medio adecuado y después cultivéndolo en
30
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" 4ritivas de los actinomicetes. EL medio contiene preferible~

aurd, solubles de destileria, harina de pescado, harina’de

* eloruro sédico, cloruro potésico, fosfato potdsico, ouifato

"se esterilizan a 120°¢ durante 15 minutos. Se inoculan en

-18 —

condiciones aerobias. Aunque es posible el cultivo en un me-—
dio sélidp para la produccibén de aclacinomicina, es especiald
mente ventajoso el cultivo aerobio sumergido para la produc—
cibn de grandes cantidades,de los antibidticos, Son dtiles

1los medios constituidos por clases conocidas de fuentes nu-

mente productos comerciales como glicerol, glucosa, almiddn,
dextrina, maltosa, melazas, aceites, grasas, 1ipidos y si-

milares como fuentes de carbono en estado crudo o purificado
y, como fuentes de nitrbgeno, productos comerciales como ha-

rina de soja, extracto de malta, peptona, extracto de Leva~-

gluten, licor de infusién de malz, harina de semilla de al-
godbn, caseina, sustancias protéicas hidrolizadas, nivratos,

sales ambnicas, urea y similares y sales inorgénicas como

magnésico, carbonato cdlcico y cantidades traza de sales de
netales pesados como cobre, cinc, manganeso, hierro'y.simi—
lares. En el cultivo sumergido aireado, se utiliza un,?nti-.
espumante como parafina 1iguida, aceite de soja, grasa o si-
licona.-Puede emplearse cualquier temperatura de fermenta—
cibn dentro del intervalo de 20 a 35°¢, en el que puede de-
sarrollarse el organismo productor de aclacinomicina, aungue
el intervalo mis preferido de temperatura es de 25 & 30%.
El pH del medio de cultivo oscila entre 5 y 8,0. .

. Salvo indicacidén en contrario, el método de cultivo
y el método de ensayo son los giguientes:

(1) Cultivo sacudido: 100 ml de medio en un matraz

Sakaguchi o 50 ml de medio en w matraz Erlenmejer de 500 ml
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el medio esterilizado unas esporas o micelios de un orga-
nismo productor de aclacinomicina, procedénte de un cultivo
inclinado de agar,hediante un aro de platino y se cultiva a
28°¢. durante 4 dfas en un sacudidor reciproco o rotatorio.

(2) Cultivo en tanque: Se preparan 100 litros de medio

" en un fermentador de 200 litros y se esteriliza a 120°C du-

rante 15 minutos. EL medio esterilizado se inocula con 2 1li-
trog de caldo de cultivo que previamente se ha cultivado por
sacudida durante 2 dfas. La fermentacidn transcurre en el
tanque bajo una aireacidn de 50 litros de aire estéril por

minuto, agitando a 160 rpm durante 2 dias. Como.antiespuman-

te se utilizan aceite de silicona y parafina liquida.

(3) Anilisis de la.aclacinomicina: Método de cromato-

grafla en capa fina~cromatoexplorador: Se depositan menchas.

~de las aclacinomicinas A y B extraidas del caldo de cultivo,

micelios o filtrado del cultivo por acetona, acetatv de eti-

10 o una mezcla de cloroformo-metancl sobre una placa de
gel de silice (Kieselgel 60F,g,, Merck, Co.) de 5 mm de dia-
metro. Al cabo de 15 minutos de saturaciln en la vasije de

desarrollo, la placa de cromatografia en cabé fina se de~

sarrolla en acetona ascendente hasta 15 cm a la températura

ambiente. Se deferminan las manchas correspondienfes a las
aclacinomicinas 4 y B por densidad bptica a 430 nm, utilizan
do un explorador de cromatografia en capa fina de longitud
de onda doble Shimadzu, modelo CS-G00, bajo ciertas condi-
ciones, exploracidn en zig-zag a 430 nm-700 nm, ranura de
1,25 % 1,25 nm, a una velocidad de la exploracidn y del gri-
fico de 10 mm/minuto. Previamente se han preparado curvas

patrén de aclacinomicinas A y B purifictadas, que oscilan en—

tre 0,2 y 15 mcg/hancha.
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' MgS0,.TH,0, 0,3 % de NaCl, 0,0007 % de CuS0,.5H,0, 0,0001 %

i-l
-eion:

-20 - .

La cepa productora de aclacinomicina fue cultivada prid
mero con sacudidas en el siguiente medio:-

El medio basal estaba constituido por 1 % de glucosa,
1 % de almiddn de pafata, 1,5 % de "Prorich" (harina de so~

ja, producto de Ajinomoto Co.), 0,1 % de i{HZPo4, 0,1 % de

de F8504.7Hé0, 0,0008 % de Mn012‘4Hép N 0,0002 % de Znsq¢$Héo
v se ajustb a pH 7,0. '

Fl caldo de cultivo al cuarto dis presentaba la acumu-
lacibn de 45 mcg/ml de aclacinomicina A y 15 meg/ml de acla-
cinoﬁicina B, ‘ '

Las aclacinomicinas A y B fueron producidas en medios
qué contenfan diversas fuentes de carbono y nitrégeno, bajo

sacudidas, como indican los ejemplos descritos a continua—

(1) Se agregaron diversas fuentes de carbono &l m2dio
basal constituido por 1,5 % de "Prorich" y otras sales, como

sigue:

t
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% de almiddn

% de almiddn

% de glucosa
% de maltosa

de sacarosa

1 % de glucosa +

1 % de glucosa +

1 % de glucosa +

1 % de glucosa +

1 % de glucosa +

1
1
1
1
1

%
%
%

c/r,{,

%

Aclacinomicina A pr

soluble

de patata

de almiddn de patata
de maltésa

de sacarosa

de almiddn soluble

de glicerol

2 dias

)z S
733
6,6
Ty3
7,4
7,2
6,3
T4
Ty3
Ty
4,9

Lt

[ X~

(2) Se afladieron diversas fuentes de nitrdg

. almidén de patata y otras sales, como sigue:

t

Aclacinomicina A pre

1,5 % de "Prorich" (harina de soja,
Ajinomoto Co.) )

1,5 % "Meat" (harina de soja, Ajino-

moto Co.)

1,5 % de extracto de malta’

1,5 % de
1,5 % de
1;5 %'de
1,5 % de

extracto de levadura

casaminodcido

extracto de buey

polipeptona

-2 aias

)i S
6,3

5,8
6,2
5,4
659
5,6
6,2

e
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Aclacinomicina A presente en los tiempos indicados

2 dias
o mog /ml
73 27
6,6 15
Ty3 32
7,4 35
. 742 . 36
11ddn de patata 6,3 32
tosa 7,4 . 26
18rosa T3 26
0iddn soluble Tyt 37
icerol . 4,9 36

3 dias
PH meg/ml
Te4 38
6,0 28
7,7 39
T,4 28
Tyb 33
TeT 34
6,7 28
746 30
7,9 37
6,3 36

-

4 dias

0 meg/ml.
8,0 41
7,0 32
8,2 40 -
7,9 33
8,1 42
8,3 43
TsT 30
7,8 32,
8,4 39
8,1 41

diversas fuentes de nitrégeﬁb gl medio basal constituido por 1 % de glucosa, 1 % de

sales, como sigue:

Aclacinomicina A presente en los tiempos indicados

-2 afas
pH mog{ml
de soja, o
- 6,3 - 34
ja, Ajino- _ )
5,8 37 .
6,2 g -
ura , 5,4. - 45
6,9 18,
5,6 9
6,2

38 - -

3 diag 4 dias
pH meg/ml pH mog/ml
7,0 48 8,0 45
Ty 54 8,1 48
6,6 T 6,6 13
Ty7 43 8,5 . 40
8,0 21 8,3 22
7,2 32 8,2 36
8,2 28 8,6 23
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¥ gelacinomicina A o Bs meg/ml.

20 horas y el crecimiento del micelio aumenta al cabo de

10 horas después de la inoculacidn.

" 46 meg/ml de A y 23 meg/ml de B, en el caldo. Pard aislar

.la aclacinomicina, el antibidtico puede ser extraido con un

~22 —

(3) Cuando se modifican las concentraciones de fuen-
tes de carbono y de nitrégeno en el medio basal, las aclaci-

nomicinas A y B se-acumulan como sigues

Tuente de carbono, %

Glucosa 1 2 3
Almiddn de patata [ 2 3
A B A B A B
"Prorich" 1,5 % 33 23 36 19 - -
2,5% . 31 39 39 28 51 34
"Heat" 1,5 % 32 19 48 31 - -
. 254 17 24 43 28 58 29

Los reaultados anteriores sén simples ejemplos y pue-
de decirse gue las fuentes de carbono como glucosa, almldon,
maltosa y gacarosa son favorables para la produ001on de acla
cinomicina y que las fuentes de nitrbgeno como harina de so-
ja,.extracto_de levadura, extracto de buey y peptona son ade
cuadag. '

Cuando la fermentaciéﬁ se realiza a 289¢ con saéudi—
das, utilizando uno de los medios adecuados a pH 6,9, es de-
cir, 2 % de glucosa, 2 % de almidén de patata, 2,5% de "leat"
0,1 % de KHy POy, 051 %4 de MgSO 12T 0 0,0007 % de Cus0, . 58,0
0, 0001 % de FeSO 4+ TH0, 0, 0008 % de MnS0,.4H,0 y O, 0002 %
de ZnSO4.5H2O, el pH del medio desciende a 5,25-5,10 en

A continuacifin, el pH asciende a 7,0-7,5 a los 3 dfas

y las aclacinomicinas A y B alcanzan un maximo, es decir

]
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. diatomeas. A continuacibn la torta del filiro se transforma.

en pulpa ¥y se agita en un disolvente orgénin para extraer

4 . 7 . . 2 . y f ) LT : 4 .
4cidos orginicos o inorgénicos como acido acético, acido

de extraccidn con disolvente y estos métodos.

- gin separar el micelio.

- 23—

disolvente adecuado ya gea del caldo de.cultivo completo,
sin filtrar la masa de micelio o del micelio y el 1iquido
de cultivo previamente sepéfados por filtfaciéﬁ; La mayor
parte de los antibidticos se encuentran en la torta de fil-

tracidn constituida por el micelio mezclado con la tierra de

los antibidticos. Los disolventes adecuados son los alcoho-
les como metanol, etanol o butanol; cetonas como acetona
y metil-etil~cetona, hidrocarburos halogenados como cloro-

formo, cloruro de metileno, benceno O soluciones acuosas de

clorhidrico y 4cido sulfirico. Son preferidos la acetona,
el acetato de etilo, mezclas de disolventes oréénicps como
los alcohcles y cetonas no miscibles con agua.y 1as!s§lu—
ciones acuosas de 4cidos orgénicos o inorginicos. 7

" Para extraer los antibiéticos del filtrado, es ven—
$ajoso afiadir al filtrado débilmente &cido o neutro un volu-
men doble de un disolvente ofgénico 110 miscible_con agua
como butanol, cloroformo, acetato de etilo, acetato de -
£ilo o benceno., Entre los métodos de separacién de la acla-
cinomicina, los més eficaces pueden ser efectuados por cro-
matografia de distribucidn en contracorriente, utilizando
4cido silicico, allmina, Sephadex LH20 (Pharmacia Fine
Ghemicals AB, Uppsala, Suecia) o adsorbentes sintéticos,

adsorcidn sobre carbbn activo y similares y la combinacidn

Los antibidticos pueden ser directemente extraidos

del caldo del cultivo por los métodos antes mencionados,
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por ejemplo hidrocarburos saturados como n-hexano, ciclohe~

‘aclacinomicinas A y B puras, puede efectuarse una purifica-

"metanol y después se-eluye la aclacinomicina A con la mezcla

— 24—

Después de concentrar a vacié, los extractos se lle~
van a pH 5-7 y se vuelven a extraer con un disolvente no nis
cible con agua, por ejemplo n-butanol, alcohol amflico, ace~
tato de etilo, cloroformo, benceno, cloruro. de metileno,
metil-propil-cetona y similares. La sustancia cruda activa
se obtiene de la solucidn orginica no miscible con agua en '
forma de polvo amarillo por concentracidn a vacio hasta volul

men reducido y precipitacidn con disolventes poco polares,

xano y &ter de petrdleo o teres como éter dietilico y éter
dipropilico.’
Para separar otras sustancias pigmentadas como ¢ine~

rubina A y B de la sustancia cruda activa y obtener las

cibn posterior por cromatografia de columna utilizarde di-
versos adsorbentes como &cido silicico, al@mina, Sephadex
IH20, resinas cambiadoras de idén como resinas débilmente
fcidas y resinas de matriz reticulada de poliestireco-
divinilbenceno como Amberlite XAD, quelatacidn con diversos
metales como iones clprico, ferroso, férrico, cdlecico y
magnésiéo y combinaciones de por lo menos uno o més procedi-
mientos seleccionados entre los métodos de quelatacién con
iones metalicos, precipitacién con disolventes, extraccidn
con disolventes, distribuciéh en contracorriente, etc.

Por ejemplo, cuando las aclacinomicinas A y B crudas
se disuelven en una pequefia cantidad de cloroformo, se some-
ten & una columna de &cido silicico y después se eluyen con
una mezcla de cloroformo-metanol, primero se eluye la frac-

cibn de aclacinomicina B con una mezcla 5021 de cloroformo-~

3
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anterior en la proporcidn de 30:1 a 20:1. Los eluatos de
aclacinomicinas A y B son concentrados a vaciq independien—
temente y se.separan de nuevo por.completo de la cinerubina
A ¥ B y una pequefla cantidad de sustancias pigmentadas im—
puras mediénte cromatografia en columna de édsorbente sin-
tético, es decir, Column Lite (A1,0.1g0.2510,.4H,0, Fuji
Chemical Co,), Floridil (silicato magnésico activado,
Floridin Co.), hidroxilapatita o mediante la adicidn de
1x103 a1 %1072 i de CuS0,, PeCly, PeS0, o HgSO,, pava
formar el complejo quelatado de cinerubina A y B, séguido
de cromatografia en columnz de Sephadex LH20, Las soluciones
resultantes de aclécinomicina A y B pura pueden sér'concen-
tradas a vacio hasta sequedad ¥y también pueden ser liofili-

zadas solas o con una sustancia por lo menos seleccionada

entre albdmina de suero, globulina, gelatina, glicerol, azl-

cares, aminodcidos, Acidos orginicos o inorginicos,. echc.

Las aclacinomicinas A y B obtenidas por una combina-
cidn de los métodoé antes mencionados y descritas em los
ejemplos dados a continuacibn, resultan ser puras'y_upifor—
mes por cromatografia de mancha mica o cromatografia de ca-
pa fina utilizando diversos sistemas disolventes, y mantie-

nen constantes las caracteristicas de punto de fusidn, rota-

. cidn. dextrdgira, andlisis elemental, picos caracteristicos

de los espectros de absorcidn ultravioleta, visible, infra-
rrojo y RMN y poseen las siguientes pfopiedades:

Aclacinomicina A:

Polvo o polvo microcristalino amarillo, débilmente
basico y lipofilico. El andlisis elemental da los siguientes

valores:
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Calculado para 042H54N015

Encontrado ¢ 62,37 % ¢ 62,05 %
H 6,67 % H 6,69 %
0 29,38 % i, 0 29,52 %

N 1;82 % ' | N

1,72 %

Peso molecular: 813,

El punto de fusibn y el &ngulo de giro dextrdgiro
([}3%4) de su solucidn al 1 % en cloroformo son 129 a 135°C

N (o] . s
¥ +29°, respectivamente. Su espectro de absorcidn en la gama
\

!
tes longitudes de onda:

ui&iavioieta y visible (Fig. 1) muestra bandas a las siguien

En metano: a 229,5 nm, El%cm = 540

258 nm " " = 301 .
290 nm " li = 128
434 wm M " =147

En HCl-metanol 0,1 N:

a 229,5 nn € }% = 578
258 mm " " =329
290 tm " " = 141
436 nm " " = 164
En NaOH-metanol 0,1 N: |
e 239,5 m E1% = 678
288 nm " " =232
34 wm " " =156
523 nm " " =170

Cuando se forma una pastilla con bromuro potésico,
presenta ban@as de absorcidn caracteristicas del espectro
infrarrojo (Fig. 2) a las siguientes longitudes de onda en
om~1: 3300, 3080, 2940, 2860, 2760, 1740, 1640, 1620; 1540,
1460, 1450, 1415, 1385, 1295, 1250, 1220, 1195, 1165, 1125,
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jiza en Acido sulfdrico concentrado. Con acetato magnésico
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1105, 1090, 1010, 960, 930, 890, 840, 815, 760, 730, 580 y
450, El espectro RMN protdnico se registrd en un espectro-
fotdmetro Varian Xi—100—15 que operaba en el modo dé trans—
formacibén Fourier a 100 MHz como indica la Fig; 3.

El antibidtico aclacinomicina A es soluble en meta—
nol, etanol, cloroformo, acetato de etiio, acetona, benceno,
dimetilsulfdxido (DMSO) y metilcellosolve, es ligeramente so-
luble en agua perc es insoluble en éter etilico, hexano,
ciclohexano y éter de petréleo.

Ia solucidn acuosa es amarilla y se vuelve pardo ro-

alcohblico esta solucibn muestra una coloracibn roja plrpura
que se convierte en plrpura rojizo por alcalinizacidn.

Aclacinomicina B:

Polvo o polvo microcristalino amarillo, débilmente

bésico, lipofilico. El andlisis elemental da los siguientes .

resultados:
Encontrado _ tCalculado para 042H52NO15
C 62,21 % - C 61,87 %
H 6,46 % H 6,29 %
0 29,60 % ' 0 29,80 %
N 1,73 % N 1,89 %

Peso molecular: 811. .

El punto de fusidn es 135-145°C v el 4ngulo de giro
dextrogiro ([a] %4 al 1 % en cloroformo) es +3°, El espectro
de absorcidn ultravioleta y visible (Fig. 4) presenta bandas |

a las siguientes longitudes de onda:

" 1% —_
En metanol: a 229,5 nm, 61 om = 452

257,5 nm, g:_}%cm = 261
290 nm, E"i%em = 120
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- 433 nm, E'}%Cm = 120

. En HCl-metanol 0,1 N:

-t
R3S
i

a 229,5 mm, €47, = 465

257,5 m, GiF = 26i
290 . mm, ei]%cm = 125
£33 mm, €17 =134
En NaOH-metanol 0,1 N
a 238 nm, E]%cm = 440.

 286-289 mm, E1F =142
35 mm, €%, = 97
525 wmmy €47, =135
Las bandas de absorcidn caracteristicas del espectro
infrarrojo (Fig. 5) se encuentran a las siguientes longitu-
des de onda en cm | (KBr): 3300, 3070, 2940, 2850, 2750,
1740, 1640, 1620, 1540, 1465, 1445, 1410, 1380, 1290, 1245,
1215, 1160, 1120, 1095, 1050, 1010, 960, 920, 880, 840, 820,
750, 725, 700, 600, 580 y 450. El espectro RMN de la aclaci-
nomicina B se encuentra en la Fig. 6.
EL antibibtico es soluble en metanol, etanol, cloro-
formo, acetato de etilo, acetona y agua acidulada; es li-
geramente soluble en agua pero es insoluble en hexaﬁo, cl-
clohexano y éteres. ILa solucidn acuosa es amarilla y se
yuelve pirpura rojizo intenso en 4cido sulfdrico concentra-—
do0. Esta solucidn presenta un color rojo purplreo en acetato
magnésico alcohdlico y se vuelve prpura rojizo por alcali-

nizacidn,

Tas aclacinomicinas A y B presentan los sigulentes
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 lice, utilizando diversos sistemas disolventes.

A . - B
Gloroformo:metanol

2001 0736 | 0'71

5:1 . 0'88 0'90

Acetons o 0'43 0172

~Acetonaihexano

11 015 0'49"°

Benceno:metanol ‘ .
121 ' 0'86 0'93

_ 29_

valores Rf en los cromatogramas de capa fina de gel de si~

Valores Bf de la aclacinomicina

Por hidrblisis parcial o metanolisis con 4cido clor-
bidrico diluido o con metancl conteniendo 5 % de acido clor-
hidrico, durante 1 a 2 horas a la temperatura amblepte, las
aclaolnomlclnas A y B forman disacéridos metllados y 1-deso-
x1p1rromLC1na. Las propiedades flSlCOqulmlCaS, como enpec—
tro de absorcidn infrarrojo, ultravioleta, visible ¥ RmN,
el punto de fusibn y el &ngulo de rotacioén destroglro del ~
disacdrido metllado obtenido a partir de la acla01nom1c1na H
001n01de totalmente con los del disacdrido metilado obtenldo
a partir de la cinerubins B por hidrdlisis 4cida parcial
(Helvetica Chimica Acta, 55,- 467-480, 1972) y la 1~-desoxi-
pirromicina tambidn es identificada con los datos de la
rodomicina (Chem. Ber. 38, 1762, 1955, Naturwiss, 48, 716
1961), cinerubina (Chem. Ber. 92, 1868, 1959) y pirromicina
(Chem. Ber. 92, 1904, 1959) sobre la'base del espectro RMN,
espectro de masas de la aglicona y la presencia de rodosa-

mina en el hidrolizado &cido.
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‘1 1isis con &cido sulfdrico 0,3 N, .durante 3 horas a 85°C. La

!
aglicona neutra y dos o tres azlcares reductores por hidrd-
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Tas aclacinomicinas A y B se descomponen en una

aglicona forma cristales de color amarlllo anaranaado que
funden a 171—174 C y contiencn oxigeno, carbono e hidrdgeno.
Pl anilisis elemental, los espectros infrarrojo, ultravio-—
leta y RMN, los picos de los iones fragmentados dei espec—
tro de masas y otras propiedades demuestran que 1a aglicona
de acla01nom1c1na Ay Besla aklav1nona (Tetrahedron
Le hers, 8 28, 1960, Naturwiss., 47, 135, 1960, Naturwiss.,
42, 154, 1955, Naturwiss., 50, 92, 1963). Ademas, segin el
anallsls comparativo de lLos azu01res de los hidrolizados eil
dos de las aclacinomicinas Ay B Y ‘las cinerubinas A y B pox
cromatografia en capa fina, la aclacinomicina A tiene la
misma rodosamina, 2-desoxifucosa ¥y cinerulosa A qué la cine-
rubina Ay la aclacinomicina B tiene las mismas rodosamina
y 2-desoxifucosa que la c¢inerubina B.

De los resultados antes mencionados, se deduce que
las estructuras de las aclacinomicinas A y B de esta inven-—
cibn son las siguientes:

Bstructura de las aclacinomicinas

A}

COOCH3

CHpCHsy

OH
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R= \ /_._0
' CH3

Aclacinomicina B

Las aclacinomicinas A y B (de acuerdo con sus pro-
piedades fisicoguimicas y las estructuras descritas y por
comparacidn con antibibticos conocidos registrados en las

publicaciones) pertenecen al grupo de -glicdsidos de antra-
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" pidticos que contienen aglicona de aklavinona, la requinomi~

lares & los antibidticos de esta invencidn. K, Eckaxdt ha

1la B era el glicbsido de aklavinona, la galirubinons C era

"dicadas. Se comprueba que los antibibticos de esta inven-

_32_

ciclina y son similares a las cinerubinas A y B, rutilanting
aklavina, requinomicina y galirub;nas.

La cinerubina y la rutilantina se diferencian de los
antibidticos de esta'invencién en su aglicona, & ~pirromici-

nona (Tetrahedron Letters, 16, 17, 1959). Entre los anti-~

cina (J. Antibiotics, 25, 393, 1972) y la aklavina (J,.

Bacteriol., 72, 90, 1956) no sén iguales a los antibidticos
de esta invencidn en 1a poreidn azﬁcar y en la férmula mole-
cular basada en el andlisis elemental. Las galirubinas que

son producidas por Streptomyces galilacus son las mds gimi-

indicado que se han aislado cuatro componentes de la galiru-
bina (galirubina D, C, B y A) del micelio de S. galilacus

y que la galirubina A era el gliclsido de & -pirromicinona,

E =pirromicinona y la galirubinona D era T-desoxiaklavinona.
En lo que se refiere a las propicdades fisocoquimicas de la
galirubina B que tiene como su aglicona la aklavinona, el
informe no ha presentado claramente su procedimiento de pu-
rificacidn detallado, su comportamiento cromatografico, su
punto de fusibn, su andlisis elemental, sus espectros de
absorcién infrarrojo, ultravioleta, visible y RMN ¥ solo ha
dilucidado que se detectan dos manchas de azlcar en el hi-
drolizado 4cido de la galifubina B sobre el cromatograma de
papel.. 7 ‘

| Por -lo tanto, las aclacinomicinas A y B, que contie~-
nen aglicona de aklavinona y tres azlcares, se diferencian

claramente de la galirubina B en las propiedades antes in-

y
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cibn son sustancias nue&as deécubiertas por estos invento-
res.

Las sales no tdxicas terapéuticamente Gtiles v los
complejos con Acido desoxiribonucléico (DNA) de los anti-
bibticos aclacinomicinas A y B pueden ser obtenidos a par-
tir de Acidos organicos e inorgénicos, por ejemplo 4cido
clorhidrico, 4cido foéférico; fcido sulflrico, dcido acéti-
co, 4cido propiémico, 4cido oléico, Acido palmitico, &cido
citrico, Acido succinico, &cido glutdmico, dcido pantoténi-
co vy DNA obtenido del timo de ternera, células Hela, célu-
las humanas embrionarias, E. coli y otros aniﬁales v micro-
organismos., '

Las actividades biolbgicas de las aclacinomiciras A
¥y B gson las siguientes:

(1) El espectro antimicrobianc de las aclacinomicinas
A y B fue detierminado pof el método de dilucidn de caldo
como sigue:

Espectro antimicrobiano de las aclacinomicinas

Ay B ;
Concentracibn minima de inhi-
bicidén (mcg/ml)

Organismo de ensayo . ' A - B
Bacillus subtilis ATCC 6633  <0,2 £0,2
B. cereus ATCC 9634 - <o,2 <0,2
B, megaterium ‘ <fO,63 <f0,2
Staph. aureus FDA 2092 <0,63 0,2
Staphe aureus Smith <:p,2 <:b,2
Sar, lutea ATCC 9341 Lo,2 <0,2
Mic. flavus ‘ <0,2 . <0,2

Cory. bovis 1810 Lo,2 Lo0,2
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Organismo de ensayo A ' B
Mycohach smegmatis ATCC 607 2,5 _ 5
Strept. faecalis 25 2,5
~ St. pyogenes NY 5 1,25 1,25
Diplo, pneumoniae Tipb 1 0;63 0,63
Diplo, pneumoniae Tipo 3 0,63 0,63
E. coli K12 : >100 >100
Kl. pneumoniae ATCC 10031 >100 >100
Ps. aeruginosa A20229 >100 >100
Can. albicans IAM 4905 - 10 10
Can, tropicalis IAM 4924 20 20

aclacinomicina A y B presentan marcados efectos inhibitorios

—34 -

_Concentracgén minima de inhi-
bicidn (meg/ml)

(2) Efectos antitumorales: Ademds, los antibibticos

de los tumores animalés experimentales asciticos y los tumo-
res sblidos. Esta accidn antitumoral'puede ser puesta de ma-
nifiesto muy significativamente en la leucémia de los rato-
nes y en los hepatomas de las{ratas. Por ejemplo, cuands se
inoculan unos ratones BDF1, con un peso de 18 a 22 g, con

1 % 105 células P388 o 5 x 10° células L1210 por via imtra-
peritoneal y se administra una vez al dia, durante 10 dias
consecutivos, por via intraperitoneal, 24 horas después de
la inoculacibn, aclacinomicina Ay By complejo aclacinomi-
cina A-DNA, el tiempo de supervivencia de los ratones es
prolongado considerablemente, en una proporcidn superior al
150 %, a unas dosis de 0,5 a 5 mg/kg de peso corporal ¥y dfa,
en comparacidén con los ratones de control que no reciben an-

$ibibdtico, como se indica en la siguiente tabla.
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Tiempo mg' Supervi-

T A B P

Antibidtico (mg/kg/dia) cia(dias) (%) 30 dias
Aclacinomicina A " 4,0 21,5 215 1/4
2,0 30,0 ' 300 4/4
1,0 28,0 280  3/4
0,5 23,0 230  2/4
Aclacinomicina B 4,0 8,5 85 0/4
' 2,0 17,5 175 0/4
1,0 19,0 190  1/4
0,5 14,7 147  0/4
Complejo de aclacinomi _
cina A-DNA = 4,0 19,0 190 i/4
2,0 30,0 300 4/4
1,0 30,0 T 300 4/4
0,5 2743 273 3/4
Gontrol - 10,0 - 0/

Cuando se inoculan unos ratones CH3/He, con un peso

de 20 a 23 g, con 1 x 10/ células de linfoma 6C3HED/CE in-

traperitonealmente 0 con 5 x 10

6

células de linfoma

6C3HED/0G subcuténeamente y se administra intraperitoneal-

mente aclacinomicina A una vez al dfa durante 10 dias, empe-
zando 3 horas después de la inoculacibn, la aclacinomicina A
presenta una marcada inhibicidén del crecimiento del ftumor

ascitico o sélido 6C3HED/0G, como indica la siguiente tabla.

25

30
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MTipo sdlido: peso del tumor (mg)

_peso del tumor (d)
peso corporal /

Inhibicidn (%)
Supervivientes a los 21 afas
Tipo ascitico: TSM (dias)ﬁ
E/C (#)™

Supervivientes a los 62 dfas

1 Tiempo de supervivencia medio

Ac

5023
19,5
28,7

0/3

20,1
98

/3

A Relacibn de supervivencia: ensayado/control

|
|
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Aclacinomicina A, Dosis:

mg/ke/dia,

4 2

1

0,5

Control

5023 4633

19,5 15,1

- 28,7 34,2

0/3 33
20,1 . 31,8
98 155

0/3 0/3

ensayado/control

2501

9,5

64,5
3/3
37,5
183
/3

3695
12,4

47,6
3/3

15,0

73
0/3

7045

29,6

1/9
20,5

0/3

e Vi

g G0 Ly A R, A Ao e e
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Los ratones son inoculados intraperitonealmente con
una suspensidn de eélulas de leucemia L1210 ¥y tratados con
soluciones de diferentes concentraciones de aclacinomicina A
v 1, 5y 9 alas después de la implentacidn del tumor. La si-
guiente tabla, donde se resumen los resultados obtenidos, in-
dica que la aclacinomicina A, administrada a dosis de 6 ¥
3 mg/kg/dia, ha aumentado considerablemente el tiempo medio

de supervivencia de los ratones tratados.

Dosis Tiempo de superviven Supervivientes
. cia'medio a 193 S
(mg/ke/dia) - (aias) 30 dias
12 16,1 o/5
6 21,7 , - 2/5
3 23,3 2/5 '
1,5 © 12,6 0/
control 10,4 0/10

Unas ratas Donryu, injertadas con un hepatoma asci—
tico AH44, fueron tratadas intraperitonealmente durante 10
dias conseoutivoé con 2 mg/kgydia de aclacinomicina A, iien~
tras que las ratas de control presentaron un tiempo de su-
pervivencia medio de 14,5 d{as después de la implantacibn
del tumor, todas las ratas tratadas estaban vivas al cabo
de 30 dfas después del exnerlmento.

(3) Toxicidad aguda Los valores de la DL50 para una
sqla inyeccibn de aclacinomicina A ¥ B se encuentran en la

siguiente tabla:
DLBO (ng/kg)

Especie

animal Via A B
ratén  intravenosa 33,7 1644
ratbn  intraperitoneal 22,6 13,7
rata intravenosa 3245 15,0

rata intraperitoneal 25-50 10-15



10

15

20

25

30

- 38~

Una simple administracidn iﬂfravenosa de 25 mg/kg de
aclacinomicina A y B no ihdujo alteraciones capdiacas ggudas
en los electrocardiogramas de 1oé hamsters.

(4) Los antibiéticos inhiben completamente el creci-
mlento de las celulas tumorales de los mam{feros cultivadas,

el virus de la vacuna en las celulas Hela y espe01f1camente

1a sintesis del RNA 2 una concentracidén extraordinariamente

baja. Cuando se inoculan células L1210 en el medio,Boseweli
Memorial Park Instituté 1640, que contiene 10 % de suero de
ternera y se afiaden diversas concentraciones de aclacinomi~
cina A y B y, COMO precursor, 144 _timidina, -leucina o
—uridina y después se incuba a 37°C durante 60 minutos en el
experimento de incorporacidn de 14a y 3 dfas en el experimen
to de crecimiento, la biosintesis de acido nucléico y el cre
cimiento de las células son inhibidos en més del 50 %o por
debajo de 1 meg/ml de aclacinomicina en el medio, como indi-
ca la siguiente -tabla:

DIg, (mcg/ml)

Complejo de

Aclacinomici- aclacinomi-~  Aclacinomi
na A cina A-DNA cina B
¢élulas L1210: ‘ 7
Creoimiento 0,12 0,08 ' 0i24
Sintesis de DNA 1,1 - 4
Sintesis de RNA 0,1 012 02
Sintesis de
proteinas 6,3 R 12
Virus de la vacuna <10 ' - <10

¥ g usilizd DNA, del timo de termera, tipo V (Sigma Co.)

1
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En vista de las propiedades anteriores de las sustan—

ias aclacinomicina A y aclacinomicina B, se ha confirmado

'01an de cualqulerd de los antibidticos conocidos. De acuer-
{do con un tercer aspecto de esta invencidn, se proporciona
un método de tratamiento terapéutico de un animal vivo, in-
clufdo el hombre, afectado por la leucemia, que consiste en
administrar la sustancia aclacinomicina A y/o la sustancia
aclaclnom1c1na B a dicho animal, a una dosis suficiente pa-
ra\Yedu01r la afeccibén de la leucemia, De acuerdo con wil cual
to aspecto de esta invencidn, se proporciona ademas ana Com-
osicidn farmacéubica que comprende la sustancia aclacinomi-
cina A y/o la sustancia aclacinomicina B, en cantidad sufi~-
ciente para reducir la afeceién por leucemia in vivo, cstan-
do la sustancia aclacinomicina A y/o la sustancia aclanino-
micina B en combinacidn con un vehiculo farmacéuticamente
accptable. Se observard que las cantidades actualmente nre—
feridas de la sustancia aclacinomicina utilizadas veriaran
de.acuerdo con el compuesto particular empleado, la composi-
cidn particular formulada, 1a forma de aplicacidén y el pun-
to particular del organismo que se encuentra en tratamiento.
El experto en la técnica tendrd en cuenta muchos factores
que modifican la accidn de la droga, por ejemplo edad, peso
corporal, sexo, dieta, tlempo de administracién, via de ad-
ministracién, veloeidad de excrecibn, combinaciones de dro-
gas, sensibilidades de reaccidn y gravedad de la enfermedad.
Las dosis 6ptimas para una serie dada de condiciones pueden
ger determinadas por el experto en la téenica-utilizando los
ensayos convencionales de determinacidn de la dosis a la

vista de las indicaciones anberiores.
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A continuacidn describimos algunos ejemplos de ro-
duccibn y purificacién de aclacinomicinas A y B. Los siguien
tes ejemplos son simplemente ilustrativos y no debe consi-

derarse que la invencibn se limita a estos ejemplos.,

DESCRIPCION DE LAS REALIZACIONES PREFERIDAS
| EJEWPLO 1
Se prepara un medio acuoso de la siguiente composi~
cidn:

P

Almidbén de patata 1
Gluéosé 1
"Prorich! , - - 1,5
KH,P0, .o ' 0,1
KyHPO, ' ' © 0,1
HgS0, - THyO | 0,1
NaCl 0,3
Mineré.lesR ' 7 0,125
Silicona (KM75) ' 0,05
. PH : : 7,0

% inerales: CuSO4.5H20 2,8 g; F650,.TH)0 0,4 &
MnCly 4H,0 3:2 g; ZnSO4.7H20 0,8 g en .
500 ml de agua. .
Se esterilizan 100 ml de este medio a 120%¢, durante
15 minatos, en un matraz sacudidor Sakaguchi de 500 ml, que

se inocula con un cultivo inclinado de agar de Streptomyces

galilaeus MA144-M1 mediante un aro de platino., La incuba-
cidn transcurre durante 48 horas a 28°C en un sacudidor re-
ciproco. Diez litros del medio p;eviamente esterilizado en

un fermentador de acero inoxidable de 20 litros se inoculan
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asépticamente con 200 ml de los cultivos de siembra ante—

riores. La fermentacidn se realiza a 28°¢ durante 32 horas
con agitacién (240 rpm) y aireacién (5 litros/minuto). El
caldo de cultivo obténido se ajusta a pH 4,5, se mezcla con
un material adsorbente de tierra gilicea y se filtra para
separarlo del micelio. El filtrado y la torta obtenidos se
extraen separadamente. La torta se suspende en acetona (3 1i
tros por kg de torta himeda), se agita durante 2 horas y se
filtra y de nuevo e extrae la torta con acetona una vez mis
Los extractos asi obtenidos se evaporan hasta la décima par-
te de su volumen a vacio. El filtrado de cultivo se ajusta
a pH 6,8 y se extrae dos veces-con un tercio de su volumen
de acetato de etilo y los extractos en acetato de efiio se
concentran hasta un déeimo de su volumen a vacio.

Se mezélan 20'g de las sustancias oleosas resuliun—
tes con 20 g de fcido silicico (Malllnckrodh Chem. Co.), se
aplican a una columna de 40 cm de longltud y 4,5 cm de diéd-

metro llena de Acido silicico. y se eluye con una mezcla de

penceno-acetona~metanol, E1l eluato inicial que eluye con una

mezela 1:1:0 ge desprecia y las fracciones activas eluidas
con las mezclas 1¢3:0 y 1:3:0,3 se recogen y concentran a
sequedad a vacio. Después se disuelven 11,5 g de esta sus—
tancia cruda en una peguefia cantidad de acetato de etilo ¥y
se aplican a la misma columna de &cido silicico que.en el
caso anterior. Después de desechar los eluatos iniciales por
1as mezclag 1:1 y 2:1 de benceno-acetona, lag fracciones de
aclacinomicina B son eluidas en primer lugar con las mezclas
anteriores en la relacidn 1:3 y 155 ¥ después son eluidas

1las fracciones de aclacinomicina A con-mezclas 135:0,5 ¥

1¢5:1 de benceno-acetona~-metanol, Los eluatos se secan So-
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;bre sulfato sddico anhidro y se concentran a sequedad a vé—
/cio. Se obtienen 4,8 g de aclacinomicina A cruda y 3,5 g de
I aclacinémicina B en forma de polvo amarillo. ' '

% ée mezclaﬁ 2,0 g de la aclacinomicina B cruda obteni-
da en el Ejemplo 1 con 3 g de Acido silicico, se somete a
ung columna de 15 cm de longitud y 2 cm de didmetro llenada
con 25 g de 4cido silicico y la fraccidn de aclacinomicina B
5{ eluye con cloroformo conteniendo 1 % de metanol y se con-
éeﬁ@ra hasta volumen reducido a vacio. Mediante adicidn de
;lgs de n-hexano a la solucidn concentrada se obtienen 40 mg
ée aclacinomicina B en forma de polvo amarillo,

, ‘EJENPLO 3

Se disuelven 2,0 g de la aclacinomicina A cruda obte-
nida en el Ejemplo 1 en una pequeila cantidad de clorciovmo.y
se aplica a una columna de 20 cm de longitud y 20.cm de did-
metro rellena de 30 g de Acido silfcico. Después de eluir los
pigmentos que contienen aglicona y aclacinomicina B y otras
impurezas con cloroformo y cloroformo conteniendo 1,5 % de
metanol, se eluyen las fracciones_de aclacinomicina A con
una mezcla de cloroformo y 2 % de metanol y se concentra a
sequedad a vacio. Se obtienen 53 mg de un polvo amarillo de
aclacinomicina 4.

* EJEMPLO 4

Las aclacinomicinas A o B crudas obtenidas en los
Ejemplos 1 y 3 todavia contienen una pequefia cantidad de
cinerubina A o B que es producida en el caldo cultivado en
el Ejemplo 1 y la cinerubina A o B impura puede ser separada

por guelatacidén con diversos iones metdlicos.
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Se disuelven 250 mg del polvo crudo de aclacinomi-~

cina A obtenido en el Ejemplo 3 en 20 ml de cloroformo y se

afiaden 20 ml de una solucidn al 1 % de Cus0, . Después la

solucidn se sacude fuertemente y se mantiene en reposo du-

;rante 1 hora, a la fase cloroférmica separada de la fase

acuosa se afiade una solucidn 10731 de EDTA (4cido etilen-
diaminotetraacético) y la mezcla se gacude fuertemente duran
te 1 minuto y después se separa la fase clorofdrmica y se
igya con agua dos veces sacudiendo cada vez. EL extracto clo

:o%@rmico se seca sobre sulfato sbédico anhidro y se concen-

- tra's vaclo y por adicibn de algo de n-hexano precipitan

’20 mg de aclacinomicina A pura.
EJEMPLO 5 .
Se disuelven‘300 mg de aclacinomicina B cruda nbteni~
da en él Bjemplo 1 en 10 ml de metil-cellosolve y se ailade
1 ml de una solucibn de CuSO4 que contiene 100 mg/ml. Des-
pués de perménecer en reposo durante la noche, el pequefio
precipitado formade se separa por centrifugacidn y después
el 1fguido que sobrenada se concentra hasta la mitad de su
volumen & vacio y se cromatografia utilizando una columna
de 100 cm de longitud y 4 cm de didmetro, relleno con
Sephadex LH20 en metanol. Se desprecian las impureéas inicia
les y el complejo purpireo de cinerubina B-Cu y las fraccio-
nes amarillas siguientes'se recogen, se agregan sobre una
sélueién 10"3M de EDTA y se concentran hasta un tercio de su
volumen a vacio. La aclacinomicina B se extrae del concen-

trade con cloroformo y se concentra a sequedad a vacio. Se

obtienen 128 mg de aclacinomicina B pura.
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EJEMPLO 6

Se prepara un medio acuoso con la siguiente composi-

AMmidén de patata 2
Flucosa : 2
"Heat" 2,5
KE,P0, | 0,1
K,HPO, 0,1
MgSO4."7H20 0,1
NaCl | 0,3
¥nCl, . 45,0 _ : 0,0005
PeS0, . TH,0 \ | ,0,0005
Silicona T 0,05

pH 7,2

Se esterilizan 50 ml de este medio a 120°C durante
15 minutos, en un matraz Erlenmeyer de 500 ml que se inocu~

1a con 1 ml de caldo de cult;VO'congelado de Streptdmycés

galilaeus MA144-M1. Ia incubacidn se realiza durante 48 ho-
ras a 3Q°C en un sacudidor rotatorio. Diez litros del mismo
medio en un fermentador vibratorio de acero inoxidable de
90 1itros se inoculan asépticamente con 200 ml de Tlos culti-
vyos anteriores., Despuds de incubar a 30°¢ durante 18 horas
con agitacibn (300 rpm) & aireacién (5 litros/minuto), se
afisden 10 litros del caldo de cultivo a 600 litros del medio
esterilizado anterior en un tanque de acero inoxidable de
1000 litros ¥y se incubag a 3000 durante 48 horas con airea-

cién (200 litros/minuto) y agitacién (180 rpm). EL caldo de

cultivo (570 litros) obtenido se ajusta a pH 5,0 por adicibn
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de 250 ml de HyS0, al 30 % , se mezcla con un material adsor

obtenidos se suspenden en 70 litros de acetona, se agitan
durante 3 horas y se filtran. La torta se extrae de nuevo
con 85 litros de acetona una vez mis. Los extractos se eva-
poran hasta 40'litfos-a vacio y 8¢ agregan a 25 litros de
acetato de etilo. Se separa la fase de acetato de etilo y
gse concentra hasta 1 litro a vacio. La mezcla cruda de acla-
cinomicina que precipita por adicibén de 1 litro de n—hexano
al concentrado anterior se recoge y lava dos veces con una
mezcla 5031 de n-hexano y acetato de etilo y se obtienen
15,5‘g de un polvo amarillo anaranjado.

Este polvo crudo se disuelve en 206 ml de acetato de
etilo y se aplica a una columna de 35 cm de longitud y
7 cm de didmetro, rellena con 700 g de Column-Lite, y se
eluye con una mezcla 1:1 de acetato de etilo-metanol. Las
fracciones amarillas que contienen la aclacinomicina'Aase
evaporan a sequedad a vacio. Se disuelven 12,4 g de aclaci-
nomicina A cruda en-1OO ml de cloroformo y se afiaden a 50 ml
de una solucion 1073M de EDTA en solucién reguladora de fos-
fato 0,01 M (pH 6,8). Después de sacudir fuertemente para
separar los iones metdlicos residuales, la fase clorofbrmi-
ca sé lava dos veces sacudiendo con agua, Se seca gobre sul—
fato sédico anhidro y se evapora a sequedad a vacio. Se ob-
tienen 11,1 g de aclacinomicina A en forma de polvo amarillo

El "Sephadex LH~20" es un medio cromatografico cons-
titufdo por un tamiz molecular insoluble lipof{lico, prepa-
rado por reticulacibn de dextrano y comercializédo por -
Pharmacia, Uppsala, Suecia. El Sephadex LH~20 utilizado en

log ejemplos anteriores puede ser sustituido por otros agen

=
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':tes similares de filtracidn de gel, v.g. Sephadex G25 a

G200, Sepharose 4B y 6B (Pharmacia Fine Chemicals AB, Upp-
sala, Suecia) y bio-gel Al,5m (Bio Rad Co.). Tos agentes -

i de filtracidn de gel preferidos son los. geles de dextrano
| — . . )
‘reticulado carboximetilado descritos en las columnas 3 y 4
I

de la patente estadounidense 3%.819.836.
En resumen, la Patente de Invencidn que se soli—
cita deberd recaer sobre las siguientes:

\

\ ) REIVINDICACIONES

i \ 1. Un procedimiento de produccidn de los antibid-

’ R
ticos antitumorales aclacinomicinas A y B de férmula

C.OOVrI5

C’HECH3 ‘
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o una sal de adicidn de Acido no toéxico de los mismos o un
. 3 . - L) ’0

complejo de los mismos con Acido desoxiribonucleico, cuyo -

Proceso comprende las etapas de cultivar una cepa producto-

ra de aclacinomicina de Streptomyces galilaeus, cuyas carsc

terlstlcas de identificacidn son las del ATCC 31133, o un -
mutante del mlsmo, bajo cond1c1ones aerobias sumergldas, en
un medio nutriente Que contiene una fuente de carbono y un -
nutriente nitrogenado, hasta que dicho organismo produce umg
cantidad sustancial de aclacinomicina en el citado medio nu
triente, y recuperar la aclacinomicina Ay B o una géi'de -
la misma del medio de cultivo.
2. Un procedimiento seghn la Reivindicacidn 1, -

donde se cultiva Streptomyces galilaeus ATCC 31133 o un mu-

tante del mismo en un medio nutriente a una temperatura com
prendida entre 202C y 5590;
3. Un procedimiento segin la Reivindicacidén 1, en

el que se cultiva Streptomyces galilaeus ATCC 31133 o un mu

tante del mismo en un medio nutriente a una temperatura com
prendlda entre 252C y 30eC y un pH entre 5y 8.

4. Un procedimiento segin la Reivindicacibén 1, en
el que la aclacinomicina A y B producida en el caldo de cul

tivo es extralda y purificada por un procedimiento Que com-

formado por éxtraccién con disolventes, precipitacibén con -
disolventes, concentracidn, distribucibén en contracorrien—
te, quelatacidn con iones metédlicos, adsorcidn en un adsor-
bente y adsorcidn seguida de elucidén en una resina cambiado
ra de idn, una tierra silicea adsorbente o un adsorbente —
sintético.

5. Un procedimiento seglin la Reivindicacidn 1, en
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_en que la solucidn que contiene aclacinomicina es concentrg

|

da a sequedad o liofilizada.

6. Un procedimiento segln la Reivindicacién 1, -
en el que la solucidn que contiene aclacinomicina es con—
centrada a sequedad o liofilizada después de afladir por lo
menos una sustancia seleccionada entre el grupo formado por

suero, albimina de suero, globulina de suero, glicerol, ge

‘latina, azlQcares, aminocidos, &cido desoxiribonucléico y

écidos orgénicos e inorginicos como &cido clorhidrico, &ci

‘fosfbrico, a01do sulfurlco, 4cido acético, Acido propid

—

.‘ W
i
i

nlco, fcido oléico, Acido palmltlco, 4cido citrico, &cido
ISHCClDlCO y 4cido pantoténico.

7. Un procedimiento seéﬁn la reivindicacidn’'l, -
en el que la aclacinomicina A o una sal de la misma s pro
ducida sustancialmenté en el medio nutriente y recunsrada -
de dlChO medio. '

7 8. Un procedlmlento seglim la re1V1ndlca01on 1, -
‘en el que la aclacinomicina‘B o una sal de la misma es pro-
ducida sustancialmente en ei medio nutriente y recuperada -
de dicho medio.

9. Se reivindica por 0ltimo como objeto sobre el
que ha de recaer la Patente de Invencién que se solicita:

UN PROCEDIMIENTO DE PRODUCCION DE ANTIBIOTICOS ANTITUMORA-
LES ACLACINOMICINAS "A" y "B".
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Todo conforme queda descritc y reivindicado en la
presente memoria descriptiva que consta de cuarenta y nueve|

phginas mecanografiadas y dibujos adjuntos.

Madrid, 24 de Julio de 1975
BERNARDO UNGRIA

p-p-
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