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REF: SY-114%

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Esta invencién se refiere a un nuevo complejo antibid
tico de antraciclina y a su produccién y recuperacidn.

COMPENDIO DE LA INVENCION

Mediante esta invencidén se proporciona un nueve com-—
plejo antibidtico de antraciclina denominado aqui complejo
de Acido figaroico, que se prepara cultivando una nueva ce—

pa de Strepfosporangium denominada cepa C-31.751, ATCC ni-

mero 31.129 de Streptosporangium sp;, en un medioe nutrienfe

acuoso que contiene fuentes asimilables de nitrdgeno y car-
bono, en condiciones aerobias sumergidas, hasta que dicho
organismo produce una cantidad sustancial de complejo de 4ei
do figaroico en dicho medio de cultivo y opcionalmente rescu
perar el complejo de dcido figaroico del medio de cultivo.
La invencidn abarca la mezcla no resuelita de antibiéticos
de antraciclina denominada complejo de 4cido figaroico en
solucién dilufda asi{ como los concentrados crudos o la forma
s6lida.

Ia Fig. 1 muestra el espectro de agbsorcidn infrarro-
jo del complejo de 4cido figaroico (rdstilla de KBr).

La Fig. 2 muestra el espectro de absorcidn ultra-
violeta del complejo de 4cido figaroico en HCL 0,1 N en
metanol (lfnea continua) y en NaOH 0,1 N en metanol (linea

de puntos).
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La nueva cepa de Streptosporangium denominada cepa

0-31.751 de Streptosporangium sp. se obtuvo de una mues—

tra de tierra tomada en Seelyville, Indiana, Egtados Uni-
dos. Un cultivo del organismo ha sido depositado en la
American Type Culture Collection, Washington, D.C. y afia-
dida a su coleccidn permanente de microorganismos como
ATCC 31.129,

El complejo de &cido figaroico inhibe el crecimien—
to de diversas bacterias Gram—-positivas, por ejemplo

Staphylococcus aureus y Mycobacterium tuberculosis y di-

versos protozoos y levaduras, por ejemplo Candida albicans,

Histoplasma capsulatum, Trichomonas vaginalis y ZTrichomonas

faetus. La sustancia presenta propiedades inductoras de
fagbs e inhibe el crecimiento de diversos sistemas tumora-
les sélidos y linfdticos. en roedores, entre los que se
encuentran el Sarcoma 180, leucemia linfdtica I~1210, car-
cinogsarcoma de Walker 256, leucemia linfdtica P-~388 y mela-
noma B-16. El complejo de Acido figaroico puede ser utili-
zado s6lo o en combinacidén con otros égentes antibacteria;
nos para evitar el crecimientc o reducir el nimero de las
bacterigs Gram-positivas, levaduras y protozoos sensibles
antes mencionados, Es Util en soluciones de lavado para
fines de esterilizacidn, v.g. para lavar las manos y de-
ginfectar diversos equipos de laboratorio, dentales y mé-

dicos u otres materiales contaminados y como enjuagado
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bacteriostdtico de las ropas lavadas. Tambidn es Gtil en el
tratamiento de los sistemas tumorales antes mencionados en
ratas y ratones.

La cepa C-31,751 presenta las siguientes caracteristi-
cas morfolégicas: Se forma <un micelid a . ér e o
escaso-. Durante la fase temprana de crecimiento, aparece
en la punta del esporoforo una cadena de esporas que es cor
ta, compacta e irregularmente arrollada. La cadena de espo-
ras arrollada se desarrolla en un esporangio real gque es de
forma esférica y tiene un didmetro de 4-12 micras. La ma-
yor parte de los esporangioforos miden 5-10 micras de lon-
gitud. Con los esporangios se producen ocasionalmente cade
nas de esporas rizadas o flexuosas cortas. El micelio de
substrato es ramificado, con frecuencia curvado y probable
mente no septado. El esporangiosporo no es mSVil, es de for
ma entre esférica y oval & tiene un tamafio de 0,7-0,9 mi-
cras. La estructura superficial de las esporas todavia no
ha sido determinada.

La Tabla I contiene las propiédades de cultivo obte-
nidas en diferentes medios, habiéndose realizado las obser—
vaciones al cabo de 1 a 2 meses de cultivo a 28°C, ElL or-
ganismo forma lentamente un micelio adreo sobre agar saca-
rosa-nitrato, agar sales inorgianicas-almidén, agar extracto
de levadura-extracto de malta y agar harina de avena. EL

color de la masa del micelio aéreo es de rosa blanquecino

-4 -
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a rosa. El micelio adreo no se forma sobre agar de aspara-
gina, agar tirosina, agar nutriente y agar peptona~extracto
de levadura-~hierro.

El esporangio gse forma sobre agar de sales inorgéni-
cag-almidén, agar extracto de levadura—extracto de malta y
agar harina de avena, Se han observado numerosos esporan-
gios en los dos Ultimos medios después de incubar durante
giete semanas a 2800; La masa de micelio substrato presen~
ta forma granulada por observacidn macrosclpica y micros—
cépica. ELl color prinecipal del micelio substrato es naran-
ja rojizo y pirpura rojizo sobre agar glucosa-asparagina y
agar extracto de levadura-extracto de malta, respectivamen—
te, En agar glucosa-asparagina y en agar extracto de leva-
dura—~extracto de malia se produce un pigmento difusibile
amarillento pdlido., En agar tirosina y en agar peptona-
extracto de levadura-~hierro se prpducen cantidades trazas

de pigmento melanoideo o no se produce nada en absoluto.
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Agar

Agar
15

sacarose-nitrato

glucosa~asparagina

glicercl-asparagina

sales incrginicas-almidén

tirosina

nutrier.e

Agar extracto de levadura-

extracto de malta

Agar

Agar peptona—extracto de le-

harina de wvena

vadura-hierro

20

% Observaciones al cabo de 1-2 meses de

TABLA

Caracterfsticas de cul

Crecimiento

Escaso, granular
fino
vioderado, granu

-

2T

Escaso, granu-
lar fino

lioderado, granu-
lar

Zscaso, granular
fino

Ifoderado, granu
lar

Bueno crenado

loderado, granu
lar

Moderado

~.1tivo

%% El pigmento es soluble en metanol y presenta p
pH 4cido y violeta a pH alcalino.

25




TABLA I

Caracterfsticas e cultivo de la cepa C-31.751

%

Crecimiento

. ul
Colcr del reverso

Micelio aéreo

Pigmento difusible

Escaso, granular
fino’
floderado, granu

lar

Escaso, granu-
lar fino

Moderado, granu—
lar

Escaso, granular
fino

Moderado, granu
lar

Buenc crenado

Moderado, granu
lar

Moderado

~

Rosa

Narania rojizo in.
tenso

Naranja intenso

Naragja amarille.t
to vivido

Pardc amarillento
pédlido

Pérpura rojizo apa-
gado a vino oscuro

Rosa oscuro a plr-
pura rojizo intenso

Rosa purpdireo a pir
pura brillante

Violeta oscuro

Muy esgaso,blan
20 rosaceo

Ninguno
Ninguno

Escaso, blangue
cino

Ningu:o
Ninguno

Escago, rosa
purpireo

Escaso, rosa

blanquecinc a
’ .

palido

Ninguno

Ninguno

Ninguno o amari-
1llo rojizo pédlido
Ninguno

Ninguno

Ninguano

Ninguno

Amarillo rojizo

palido
Rosa purpdreo

Oro

de 1-2 meses de ¢ ltivo a 28°¢,

s en nmetanol y presenta propiedades indicadoras del pH: naranja amarillento &
pH alcalino.
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Tas caracter{sticas fisioldgicas y la utilizacidn de
hidratos de carbono de la cepa C-31.751 se encuentran en
las Tablas II y III, respectivamente. El organismo reduce
los nitratos a nit;itos en un medio orgédnico natural pero
no en un medio inorgdnico. Como la mayoria de las especies

de Micromonospors es considerablemente sensible al cloruro

sédico. Es un organismo mesofflico, Ciertos hidratos de car
bono como la sacarosa, la rafinosa, el almidén soluble y
el D-manitol son utilizados despuéds de un largo periodo de

retraso.
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Ensayos

Reduceidn de nitratos en me-
dios inorgdnicos

Reduccidn de nitratos en me-
dios orgénicos

Licuefaccion de gelatina

Hidrélisis del almiddn
Agar leche descremada

Solucién de leche descremzda
al 10 %

Pormacidn de melanina

Efecto del NaCl en medios or
génicos

Temperatura de crecimiento

248

Jaracterfscicas fisi

Respuestas

Hegativa
fuertemente positiv

Completamente licue

Débilmente positive
Cgecimiento escaso,
débil

Intensa coagulacidr
peptonizacion

No se produce

Crecimiento moderac
de NaCl. Restringic
o se desarrolla a

Crecimiento méximo
miznto mediano a 2€
se desarrolla a 15¢

1) Leudemann, G.H.: Micromonospora purpureochromoger

Synonym: Micromonospora fusca Jensen 1932). Intl.
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TABLA IT

Caracteriscicas fisioldgicas del C-31.751

Respuestas

Negativa
Fuertemente positiva

Completamente licuada

Débilmente positiva

Crecimiento escaso, hidrélisis
daébil

Intensa coagulacién y lenta
peptonizacion

No se produce

1\

Crecimiento moderado a O
de NaCGl., Restringido a 1
No se desarrolla a 2,5%

Crecimiento méximo a 37°C. Creci

0,
1y

‘3.&}‘&

¥
J

U

mionto mediano a 289C y 43°C. No

se desarrolla a 159C y 48°C.

jora fusca Jensen 1932). Int

Materiales y métodos

Caldo de sacarosa-nitrato de Czapek

£l medio orginico recomendado por
Teudemann!

Medio basalt Extracto de levadura
¢,4 %, extracto de malta 1,0 %y glu
cosa 0,4 % -7

Agar almidbén de Hayward

liedio de Leudemann1

Agar tirosina y agar peptona-extracto
ée levadura-hierro

Medio basals Agar extracto de levadura-
2lmidén de Leudemann!

Agar extracto de levadura-extracto de
maltas medio ISP nt 2.

y Curiis 1916) comb. nov, (Subjetive
1., J. Syst. Bactericl. 21: 240-247, 1971,
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TABLA III

Utilizacidn de hidratos de carbono de la cepa 0—31.751ﬂ
o I I
D(~)~arabinosa + - D(~)-melibiosa ++A 4
L(+)=-arabinosa ++ ++ Trehalosa +4+ ++
D-xilosa ++A ++ Rafinosa +A -
D-ribosa ot o D melezitosa - -
L-ramnosa ++ 4 Almidén soluble + +
D~-glucosa ++ ++ Celulosa + +
D(+)-galactosa ++ N Glicerol o+t ++
D-fructosa + ++ Inositol ++A ++
D-manosa - ++ D-manitol +A +A
L(~)sorbosa + - D-sorbitol - -
Sacarosa +A +A Dulcitol - -
Lactosa + + Salicilina + -
Celobiosa ++ ++ Ningin azfcar - -

X Observaciones al cabc de 1-2 meses de cultivo a 2800.

w8 Medio basal

I: Medic de Pridham~Gottlieb mds 0,1 % de ex-

tracto de levadura Difco.

CaC0y ¥ 1,5 %

II: Medio orginico de Leudemam constitufdo por
0,5 % de extracto de levadura, 0,1 %
de agar en agua destilada.

A. Se forma un escaso micelio adreo. No se observa micelio aé~
reo en los otros medios de azdcares.
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La cepa C-31.751 contiene 4cido meso-diaminopimélico
(meso~DAP) como componente aminodcido caracterfstico en la
pared celular, No hay presete ningln hidrato de carbono de
diagnéstico.

Resumiendo ias caracteristicas anteriores, la cepa
C-31.751 forma un micelio adreo de color rosa blanguecino

(rosa de concha) y un esporangio esférico, El esporangios-

"poro no es mévil. El esporangioesporo es corto, habitualmen

te con una longitud inferior a 10 micras. Fl color de la -
masa del micelio substrato es de naranjaavicleta. No se
produce pigmegto difusible distinto (ni siquiera melanina),
Gasi todos los hidratos de carbono habituales son utiliza-
dos para el crecimiento., La pared celular de la cepa con;
tiene meso~DAP pero ningin componente de azfcar de diagnds-
tico.

Estas caracterfsticas principales indican que la cepa

0-31.751 es una especie del género Streptpsporangium. De

acuerdo con la clasificacidn taxonbmica de las especies de
Streptosporangium por H, Nonomura e ¥, Ohara (J., Ferment,

Pechnol. 47 (11): 701=709, 1969 y 52 (2): TI=T7 (1974), es—

" 44n descritas dieciseis especies. Entre ellas, ocho espe-

cies tienen un micelio aéreo roséceo y esporangioforo cor-

t0; son el Streptosporangium rubrum Potekhina 1965,

S. longisporum Schaffer 1969, S. roseum Couch 1955,

S. amethystogenes Nonomura y Ohara 1960, S. amethystogenes

- 10 =
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var. nonreducens Prauser y Eckerdt 1967, S. vulgare Nonomura

y Ohara 1960, S. pseudovulgare Nonomura y Ohara 1969 y

S. nondiastaticum Nonomwa y (hara 1969.Fosterianente fue agrega-

do al mismo grupo de especies el S. violaceochromogenes
ME-49 (patente japonesa 49-42,896 de 4 de Abril de 1974).

Ia cepa C=31.751 difiere de Strephosporangium

amethystogenes, S. roseum y S. vulgare en su crecimiento po

sitivo a 42°C; de S. longisporum en su espora globosa; de

S. nondiagtaticum en su utilizacidén positiva de la ramnosa,

el inositol y el almiddén y del S. pseudovulgare en su uti-

lizacidn positiva de la ramnosa y del inositol y en su micg

lio substrato naranja o pirpura rojizo. El S. violaceochromo-

genes se diferencia de la cepa C-31.751 en su micelio subs-
trato incoloro o dorado y su utilizacibn negativa o dudosa
de inositol y ramnosa. La cepa C0-31.751 comparte varias ca-

racteristicas en comin con el Streptosporangium rubrum des—

crito por L.L. Potekhina en Mikrobiologiya, 34, 292 (1965),
tales como el color de la masa aérea, el color del micelio
substrato, el pigmento soluble y la fo}ma de las esporas.
Sin embargo, las descripciones de S, rubrum actualmente exis
tentes no son suficientes para llegar a una conclusidn de—
finitiva sobre la identidad de los dog organismos y, por 1o
tantoy la cepa 0-31.751 serd considerada una especie inde-

terminada de Streptosporangium hasta que se disponga de

nuevos datos.

- 11 =



1 Preparacién del complejo

El complejo de dcido figaroico se produce cultivando

una cepa productora de 4cido figaroico de Streptosporangium,

con las caracteris?icas del ATCC 31,129 o un mutante de la
5 misma, en condiciones aerobias sumergidas en un medio nu-
triente acuoszo. El organismo se cultiva en un medio nutrien.
te que contiene una fuente asimilable de carbono, por ejem-
plo un hidrato de carbono asimilable, Son ejemplos de fuen~
tes preferidas de carbono la lactosa, glicerol, sacarosa,

10 Almiddn de mafz, glucosa, manosa y fructosa. Cuando se uti-
liza el almidén como fuente de carbono en el medio nutriente,
puede agregarse amilasa al caldo antes de la cosecha para re
ducir cualquier problema de emulsidn que pudiera plantearse.
El medio nutriente también debe contener una fuente asimila-

15 ble de nitrbgeno como, por ejemplo, harina de pescado, pep—
tona, harina de soja, harina de cacahuet, harina de semilla
de algoddn y licor de infusién de mafz. También pueden in-
corporarse sales inorgdnicas nutrientes al medio y estas

sales pueden ser cualquiera de las salés habituales capaces

20 de proporcionar iones sodio, potasio, amonio, calcio, fos—
fato, sulfato, cloruro, bromuro, nitrato, carbonato o simi-
lares,

: La produccién del complejo de dcido figaroico puede
realizarse a cualquier temperatura que conduzca a un desa—

25

rrollo satisfactorio del organismo, es decir desde la tem-

- 12 -
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peratura ambiente hasta unos 43°C y convenientemente se 1lle
va a cabo a una temperatura delorden de 2700. Normalmente

se consigue una produccién dptima después de unos periodos

de incubacién de unas 170-210 horas. Normalmente el medio es
ligeramente alcalino pero el pH exacto puede variar de acuer~
do con el medio particular utilizado. La fermentacidn puede
llevarse a cabo en matraces Erlenmeyer y en fermentadores de
laboratorio o industriales de diversas capacidades. Cuando

ha de realizarse la fermentacibn en un tanque, es conveniente
producir un inoculum vegetativo en un caldo nutriente por
inoculacidn del caldo de cultivo con un cultivo inclinado o
de tierra o un cultivo liofilizado del organismo. Despuéds de
obtener un inoculum activo en esta forma, se transfiere asép-
ticamente gl medio del tanque de fermentacidn para la produc—
cidn a gran escala del complejo antibibtico. EL medio en el
que es producido el inoculum vegatativo puede ser el mismo o
diferente al utilizado en el tanque'para la produccidn del
nuevo complejo, siempre que se obtenga un buen crecimiento
del microorganismo. '

Cuando la fermentacién es completa, el complejo anti-
bidtico se extrae del caldo completo con un disolvente or—
génico adecuado, no miscible con agua, se concentra el ex—
tracto orginico y el complejo sélido se precipita por di-
lucidn del extracto concentrado con un antidisolvente ade—

cuado. La extraccibén puede llevarse a cabo con disolventes

-13-;
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orgdnicos no miscibles con agva cuya polaridad varia entre
la del cloruro de metileno y la del n-butanol y a un pH
comprendido aproximadamente entre 3,5 y 8,5. Se prefieren
los disolventes Qe polaridad intermedia como las cefonas

y los &steres ya que se ha encontrado que son més selecti-
vos que los alcoholes pero suficientemente polares para ob-
tener unas buenas caracteristicas de distribucibn. Son ejem
plos de disolveﬁtes de extraccidn especialmente preferidos
la metilisobutilcetona y el acetato de etilo., El disolven-
te mids preferido es la metilisobutilcetona. La extraccibn
se realiza convenientemente en condiciones débilmente fci-
das, es decir un pH de 4,0-5,0 por adicidn de un 4eido mi-
neral tal como HCl o H2804 o en condiciones de pH del caldo
débilmente alealino, es decir, pH de 8-8,5. Los rendimien-
tos mdximos se obtienen a un pH de 4,5-5,0 con metilisobu~
tilcetona. Es preferible agregar un auxiliar de filtracidn
a la megzcla de extraccidn y después filtrar la mezcla, Se
concentra la fase orgénica y despuds se diluye con un anti-
disolvente apropiado, v.g. éter, para precipitar el comple-
jo de 4cido figaroico. Si se recupera en condiciones alcali-
nas, el complejo pirpura de Acido figaroico puede ser con—
vertido en el dcido libre de color rojo anaranjado disol-—
viendo: el complejo en agua y acidulando la solucidn para
precipitar el complejo Acido que después puede ser recupe-

rado por filtracién o extrafdo en disolventes orginicos,
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Propiedades del complejo de dcido figaroico

El complejo antibiético denominado aqui complejo de
dcido figaroico es un sblido amorfo rojo anaranjado en el
estado de deido libre, Es insoluble en los disolventes re-
lativamente no poiares como éter, benceno e hidrocarburos
alifdticos, v.g. n~hexano, soluble en su mayor parte en al-
coholes inferiores (metanol, etanol, n-butanol y 2-propa-
nol), acetona, tetrahidrofuranc y dioxano y totalmente so-
luble solo en disolventes muy polares comc dimetilformamida
y dimetilacetamida. Por recuperacién en condiciones alcali~
nas, el complejo es de color plrpura intenso lo que indi-
ca la conversidn de la forma 4cide en un estado anidnico.

El complejo de dcido figaroico forma fdcilmente sales
con las bases y las sales farmacéuticamente aceptables del
oomplejo; por ejemplo las sales alcalinas y alcalino-térreas
farmacéuticamente aceptables, estdn inclufdas dentro de es—
ta invencidn. .

El complejo contiene aproximadamente 2,5 % de nitré-
geno por andlisis. Es soluble en bicarbonato sédico acuoso
y en hidrdéxido bérico écuoso formando respectivamente solu-—
ciones de color violeta rojizo y azul. Forma una solucidn
de color rojo intenso con fluorescencia roja con acetato
magnésico alcohélico y una solucién negra (pardo anaranja-

da con fluorescencia violeta por dilueién) con cloruro fé-

rrico alcohblico. El complejo da ensayoc de Tollens positivo

- 15 =
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pero los ensayos con carbazol y ninhidrina son enmascara-
dos por el color del pigmento., No experimenta ningin cam—
bio de color con una mezcla de 4dcido y eine en polvo, con
bisulfito sddico Pi con perbxido de hidrdgeno. Se produce
una ligera reduccidn del color de violeta a rojo con una
solucibén alealina de cinc en polvo y un cambio ripido a
rojo con una solucibdn alcalina de bisulfito sédico. El pe—
réxido de hidrégeno alcalino noc ejerce ningfin efecto salvo
cuando se emplea en gran excesc, gue produce una disminu- -
cibn del color desde violeta a rosa.

Los espectros de absorcidn infrarrojo y ultravioleta
del complejo de dcido figaroico indican que el complejo
es una mezcla de componentes de antraciclina, El espectro
infrarrojo (pastilla de KBr) de la Fig. 1 presenta bandas
principales a 2,94 (ancha), 3,4, 6,04-6,13, 6,18, 6,3,
6,95 (ancha), 7,1 (ancha), 8,1, 9,3, 9,5 y 9,7 micras. El
espectro de absorcidn ultravicleta del complejo en condi-
ciones 4cidas y bdsicas se encuentra en la Fig. 2. La adsor-

tividad de la Fig. 2 viene definida pdr la ecuacidn

A
be

donde A es laz adsorbancia, b es la anchura de la célula
encmy c es la concentracién de la muestra en g/l. A una
concentracibdn de 50 ng/ml en HCL 0,1 N en metanol, el com-
plejo de dcido figaroico presenta picos de absorcidén (1{-

nea continua) a 233, 253, 257-288 (hombro), 467 (hombro),
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480 (nombro)}, 490, 511 (hombrc) y 524 (hombro) mu. En
NaOH 0,1 N en metanol, el complejo presenta picos de
absorcién (1linea de puntos) a 238, 266~268 (hombro) y
253 mu.

Datos de la actividad bioldgica

1

Las concentraciones minimas de iuhibieién in vitro
(CMI) del complejo de dcido figaroico fueron determina-
das para diversos microorganismos utilizando el procedi-
miento habitual de dilucidn en tubo. Los resultados indi-
cados en la Tabla IV indican gue diversos organismos Gram=—
positivos, levaduras y tres protozoos son sensibles al an-

tibibtico, Los organismos Gram-negativos son insensibles.

TABLA IV

Espectro antimicrobiano del complejo de dcido figaroico
Qrganismo de ensayo 7 CMI ml
Bacterias

Staphylococcus aureus ' A9537 1,6

Mycobacterium tuberculosis BCG A9579 25

Escherichia coli 415119 50

Pseudomonas aeruginosa 29843 > 50

Proteus mirabilis A9900 > 50

Szlmonella enteritidis 49531 > 50

- 17 -
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TABLA IV {continuacidn)

Organismo de ensayo CMI, ng/ml
Levaduras:
Candida albicans A9540 . o0
Trychophyton mentagrophytes 49870 - <50
Microsporum canis 49872 7 < 50
Protozoos:
Histoplasma capsulatum A15056 6,3
Irichomohas vaginalis 420074 1,25
Trichomonas faetus 220075 0,31

Se determina la capacidad del complejo de dcido figa-
roico para inducir la produccién de bacteriofagos en la

cepa lisogénica de Escherichia coli W 1709. Se observa una

induccidn significativa hasta 0,8 pg/ml, Los ensayos con
protefna por dilucién en tubo para determinar los efectos
citotéxicos sobre células He La en un cultivo tisular dan
un punto final al 50 % (DESO) de 0,004 png/ml (método des~
crito en Ja obra Antimicrobial Agents and Chemotherapy;
1966 613-618, 1967).

A S

El efecto del complejo de dcido figaroico sobre varios
sistemas tumorales en roedores tambidn ha sido estudiado.
Los detalles de los métodos utilizados han sido deseritos
en Cancter Research 22: 167-173, 1962 y Cancer Chemoth.
Reports 3: 1-87 (Parte 3), 1972, El tratamiento de ratones

con un Sarcoma 180 implantado subcutdnecamente como tumor

- 18 -
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s6lido con el caldo de fermentacién del complejo de Acido
figaroico produjo una inhibieidn del 37 % del aumento del
didmetro del tumor (una inhibicién estimada del 75 % del
aumento del peso del tumor). EL tratamiento con el mismo
ealdo también aumentd la vida de ratones con leucemia
1-1210 en un 29 % sobre la de los animales de control, Se
ha encontrado que el caldo de complejo de dcido figaroico
es activo contra el carcinosarcoma de Walker 256 (intra-
muscular) la leucemia linfdtica P-388 y el melanoma B~16
en roedores. Tambidn se analizé el complejo de dcido figa—
roico gélido y se encontré que era activo sobre diversos
gsistemas tumorales. lios resultados sobre la leucemia L-1210

v el melanoma B-16 en ratones se encuentran en la Tabla V.

- 19 -
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TABLA V

Efecto del complejo de & .ido figaroico sobr:
Leucemia L-1210

Diferencia ce T/C Supervivi-
Dosis pesos promedios porcentaje tes &
ng/kg/dia - (7=C, &) TSI 5¢ dia
128 -5,2 X 1/6
64
32 -2,8 150 6/6
16 i
8 -2,6 129 6/6
4
2 -0,7 114 6/6
1

mratamientof Una vez al dfa durante 3 dfas, intraper
Evaluacidén: T/C porcentaje TSM = tiempo de. supervive

Criterics: T/C> 125 se ccnsidera una inhipicidn sig
vencia del hufsped).

(1) 2/6 supervivientes al cabo de 60 dias.
(2) 4/6 supervivientes al cabo de 60 dfas.

- 20 -



TABLA V

lejo de 4n1ido figaroico sobre tumores transidantados en ratén

Leucemia L-1210 Melanoma B-1€
de T/C Supervivien Diferencia de T/C Supervivien

ios porcentaje tes a2l pesos promedios  porcentaje tes al
TSH. 52 dia (1-C, g) TSH 59 dfa

TOX 1/6 . -3,4 Tox 6/6

0 Tox 6/6

150 6/6 3,4 254{1) 6/6

‘ -3,7 > >4oo(2) 6/6

129 6/6 : -049 206 6/6

7 +3,6 160 £/6

114 6/6 +0,9 126 6/6

~1,7 129 6/6

d{a durante 9 dfas, intraperitonealmente.
je TSM = tiempo de.supervivencia medic en dias: TSM tratados/TS¥ control x 100,

ccnsidfra wna inhibieidn significativa del tumor (prolongacién de la supervi-
wésped).

1 cabo de 60 dfas.
11 cabo de 60 diase.
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Los siguientes ejemplos sirven para ilustrar la inven
cidn sin limitarla, E1 Skellysolve B es una fraccidn de éter
de petréleo que hierve a 60—6800, constitufda esencialmente
por n-hexano, MIB& e¢s metiliscbutilcetona.

BJ giPLO 1

Permentacidn en matraz sacudido

El organismo Streptosporangium sp. cepa C-31.751 se

cultiva en un medio inclinado de agar constitufdo por 2 g
de D~glucosa, 20 g de harina de avena, 2 g de peptona de so-
ja y 20 g de agar 1llevado a 1 litro con agua destilada. Des~
puds de un minimo de 6 dfas de crecimiento a 27°C, las espo-
ras se transfieren a un Erlenemeyer de 500 ml que contie-

ne 100 ml de unmedio estéril constitufdo por 50 g de almi-
aén de mafz, 10 g de harina de soja, 10 g de harina de ca-
cahuet y 3 g de CaCO3 llevados a 1 litro con agua destila-
da. Este cultivo vegetativo se incuba g 27°C en un sacudi-
dor rotatorio (sacudidor Gyrotory tier, modelo G53, New
Brunswick Scientifie Co., Inc.) colocado a 210 revolucio-
nes/minuto, que describe un circulo de' 5,1 cm de didmetro.
Al cabo de 48 horas se transfieren 4 ml de cultivo a un
Erlenmeyer de 500 ml que contiene 100 ml de medio de pro-
duceidn estéril constitufdo por 50 g de sacarosa, 20 g de
harina .de soja, 20 g de harina de cacazhuet y 3 g de GaCO3
1levados a 1 litro con agua destilada. El cultivo se incuba

a 27°C en un sacudidor colocado a 230 rpm durante 170 ho-
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ras. En este momento se encuentra actividad antibidtica
constitufda por el complejo de 4ecido figaroico en el fil-
trado de cultivo y en el micelio.

EJEMPLO 2

)

Permentacibén en tangue

Un tanque fermentador con 37,8 litros de medio de
produccidn estéril (como el del Ejemplo 1) se inocula con
1,89 litros de cultivo vegetativo preparado de acuerdo con
el Ejemplo 1, se agita a una velocidad de 375 rpm, Se aireé
a un caudal de 76,5 litros/minuto y se incuba a 27°C, Al
cabo de 190 horas se aisla el complejo antibidtico.

EJEMPLO 3

Fermentacidn en tanque

Un tanque fermentador con 3030 litros de medio de pro
duceibn (como el del Ejemplo 1), se inocula con 152 litros
de cultivo vegetativo (preparado como en el Ejemplo 1), se
agita a una velocidad de 155 rpm, se airea a un caudal de
1420 litros/minuto y se incuba a 2700. El complejo de dci-
do figaroico se aisla al cabo de 210 h;ras.

ETBIPLO 4

Extraccidn de caldo y micelio a un pH del caldo ligeramen-

te alcalino con n-butanol

Filtrando un caldo de una fermentacidn en matraz sa-
cudido, empleando un total de 5 litros de medio de partida,

se obtienen 2,5 litros de filtrado a pH 8,5. De ellos, se

-2 -



\n

1¢

15

20

25

extraen dos veces 1,5 litros con lotes de 1 litro de n-bu
tanol, se separan las fases y se concentran las fases or-
génicas combinadas. Por dilucidén del concentrado con éter
se obtienen 1,4 g de un s6lido pdrpura amorfo, activo
frente a la leucemia L-1210 en ratones a 2 mg/kg/dia. La
torta micelial de la filtracién del caldo se agita durante
30 minutos con metanol suficiente para obtener una suspen-
gin flufda y después se filtra. El filtrado se concentra
hagta que se ha separado la mayor parte del alcohol y el
residuo acuoso se extrae como antes para dar 6,35 g de com~
plejo de 4cido figaroico. Se encuentra que el producto,
que es un sélido plrpura amorfo, es activo frente a la leu-
cemia I=-1210 en ratones a una concentracién de 8 mg/kg/dia.
BJEMPLO 5

Extraccién de caldo completo a un pH alcalino con n-butanol

Se agitan 1,5 litros de caldo completo a pH 8,6 con
un volumen aproximadamente igual de n-butanol. La masa espe-
sa se filtra a través de una torta de Celite (marca regis-
trada de la tierra de diatomezs produéida por Johns-Mauville
Products Co.), se separan las fases y la fase orgdnica ge
concentra hasta pequefio volumen. Este se diluye con un ex-
ceso de éter para precipitar 621 mg de complejo de dcido
figaroico. Se encuentra que el sélido phrpura amorfo es
activo contra la leucemia I~1210 en ratones a una dosis de

0,2 mg/kg/dfa. EL s6lido no funde sino que se descompone
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por encima de 200°¢C,
BJEWMPLO 6

Extraccidn de caldo completo a un pH deido con n-butanol

Se repite gl procedimiento generél del Ejemplo 5 a
excepcibn de que el pH del caldo completo se.ajusta a 4,0
con HC1l y se mantiene en ese valor durante la extraccidn.
Cuatro litros de caldo completo dan 1,7 g de complejo de
deido rigaroico en forma de 4cido libre como sélido rojo
anaranjado. El s6lido es t6xico para los ratones a una
concentracibn de 0,25 mg/kg/dia y presenta propiedades de
induc¢ién de fagos hasta una dilucién de 1,5 pg/ml.

EJEMPLO 7

Extraccidn de caldo completo (ligeramente alcalino) con

n-butanol a gran escals

Se agitan 2788 litros de caldo completo a pH 8,6
con 1357 litros de n-butdhol. Se separa la fase orghnica
para dar 783 litros de extracto rico que se concentra has—
ta 13 litros. Por adicién de 80 litros de Skellysolve.B
se obtienen 728 g del complejo de decido figaroico crudo
de color pirpura.
EJEMPLO 8

Extraccidn dcida de caldo completo con metll~isobutilcetona

MIBK)
Se descongelan 10 litros de caldo completo que se

han mantenido congelados y se agitan con 10 litros de MIBK
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durante 20 minutos después de ajustar el pH a 4,5. Se agi-
ta con la mezela un auxiliar de filtracidn y aquélla se
filtra después sobre una capa de auxiliar de filtracién,
Se separan las fases del filtrado y la fase orginica se
concentra hasta kequeﬁo volumen, Por dilucidén con un ex-
ceso de Skellysolve B se obtienen 4 g del complejo de éc;
do figaroico de coler rojo anarénjado, en forma de dcido
libre, con actividad inductora de fagos a una dilucién de
6,2 mg/ml.

BEJEMPLO 9

Extraccidn dcida de caldo completo con metilisobutilceto-

na a gran escala (MIBK)

Se ajustan 3085 litros de caldo completo-desde pH
8,35 hasta pH 3,35 a 10°C por adicidn de 49 litros de
H;50, al 30 %, con agitacibén y enfriamiento. Se agitan
dos volimenes (6412 litros) de MIBK con el caldo, seguido
de la adicidn de un exceso de aufiliar de filtracidn (tie
rra de diatomeas). La mezcla se filtra a través de un fil-
tro de vacfo previamente recubierto,‘empleando 2554 li-
tros adiecionales de MIBK como lavado. Se separan 7555 li-
tros de extracto rico en MIBK y se concentra hasta 10 1li-
tros. Durante la conrcentracién precipitan 1,285 kg de sé-
lido himedo que se recoge. Por adicibén de 100 litros de
Skellysolve B al concentrado se obtienen 365 g adiciona-

les de un materizl oleoso crudo. La primera cosecha de sé-
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Ko s seca hasta 858 g y se divide en tres lotes. Cada uno
de ellos se agita con 4 litros de acetona y se filtra la
materia insoluble. Esta Ultima es el auxiliar de filtra-
cién que, cuando se combina y seca, pesa 367 g. La solu-
cidn aceténica se concentra ¥y diluye con un exceso de éter
para dar 294,5 g de complejo crudo de 4cido figaroico.
Por evaporacidén del éter se obtienen 19,2 g de material
inactivo. El precipitado oleoso de Skellysolve B se trata
también con &ter pero resulta inactivo,

ETENPLO 10

Conversidn de la sal de complejo de dcido figaroico en la

forma de decido libre

‘Se agitan 25 g del sélido plrpura crudo obtenido por
extraceidn alcalina en n-butanol como se ha descrito en
el Ejemplo ; con 1 litro de agua a 25° nagta que se disuel
ve. El pH de la solucién pirpura se ajusta desde 8,3 has~
ta 1,1 mediante la adicidn gota a gota de HCL concentrado
con agitacibn. Se forma el Acido libre del complejo de
dcido figaroico como precipitado rojo ladrillo fino como
un lodo, que se recoge por centrifugacidn. Despuds de se-
carlo, pesa 13,6 g y es activo contra el sistema tumural
L-1210 en ratones hasta 0,2 mg/kg/dfa. El lfquido que so-
brenada se liofiliza para dar 10,0 g de un s6lido amorfo

totalmente inactivo que contiens 7,8 % de cenizas por

combustidn., Los resultados del andlisis de combustidn in-
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dican que el material catidmico combinado al complejo de
fcido figaroico anidénico plrpura es en gran parte organi
co.

Habiendo descrito la invenciédn, se considera como
ung novedsd y,'bor lo tanto, reclamsmos como de nuestra
propiedad lo contenido en las siguientes:

REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento para la produccién del comple
jo antibidtico denominado complejo de acido figaroico -

que consiste en cultivar una cepa de Streptosporangium -

productors de écido figaroico, con las caracteristicas de
la cepa ATCC 31.129, en un medio nutriente acuoso que cozn
tiene fuentes asimilables de nitrégeno y carbono, en con-
diciones aerobias sumergidas, hasta que dicho organismo -
produce una cantidad sustancisl del complejo de dcido fi-
garoico en el citado medio de cultivo.

2. Un procedimiento segﬁﬁ la reivindicacidén 1, donde
la cepa es AICC 31.129 o un mutgnte de la misma.

3. Un procedimiento segin la reivindicacidén 1, que -
comprende la operacién adicional de recuperar el complejo
de acido figaroico del medio de cultivo.

4, Un procedimiento segin la reivindicacién 3, don-
de el caldo de cultivo completo se extrae con un disclven
te 6¥génico no miscible con agua, se concentra la fase or

génica y se precipita el complejo de fcido figaroico sdli
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do por diluecidn del extracto organico concentrado con un
eantidisolvente.

5. Un procedimiento segiin la reivindicacidén 4, don
de el caldo completo se extrae con n-butanol y el comple
jo sbélido se precipita del extracto orgénico concentrado
con un éter.

6. Un procedimiento segin la reivindicacidén 3, don
de el caldo completo se ajusta con un &cido a un pH de -
4,5-5,0 aproximadamente, se extrae el caldo con un disol
vente orgédnico no miscible con agua, se concentra la fa-
se orgénica y el complejo de Acido figaroico sblido se -
precipita por dilucidn del extracto orginico concentrado
con un antidisolvente.

7. Un procedimiento segin la reivindicacién 6, don
de el caldo acidulado se extrae con metil-isobubtil~cetona
y el complejo sdlido se precipita del extracto organico -
concéntrado con un éter.

8. Se reivindica por (ltimo como objeto sobre el -
que ha de recaer la patente de invencidn que se solicita:
UN PROCEDIMIENTO PARA LA PRCDUCCION, DEL COMPLEJQ ANTIBIO-
TICO DENOMINADO COMPLEJQO DE ACIDO FIGAROQICO.

- 28 -
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Todo conforme queda descrito ¥y reivindicado en la
presente memoria descriptiva que consta de veintinueve

péginas mecanografiadas.

Madrid, 23 Junio 1.976
" ' BERNARDO UNGRIA
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