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"IN PROCESO PARA L4 PRODUCCICH DS NBOTRAMICINA A Y RECTRAMICTL
¥4 BY, '

Esta invenclén se reflere a dos nuevos antibibticos que
muestfan cada uno una alta actlvided inhibidora del crecimien

Se o ée. las células de lsucemia ¥y son,ﬁt;lee ¢omo agmfgs anti-
tumax:éles pero presentan baja actividad anti-bacteriana. Hés
::arﬁietilarmente, gata invenciln se refiere = los nueves ankie
bibitcog llamados shora neotramicina 4 ¥y neotramicing By rese
pectivamente, y también a un proceso para la produeciln de eg

10, %os nuevos antibiﬁti&os por cultive de una cepe de Streptomyees
Eeta invencibn ge refiere también a la recupéra,cién ¥ purifi-
cacibn de estas muievas sustancias sutibibticas especificas y
a su ugo pe;::a fines farmacéﬁtiges.

'En 16 que sigue, por el término neotramicina sec enilen

15, de ngetramj:cina A& o neotramicina B ¢ sus mezclas a menos gue
8¢ especifique lo conirario.

Algunos antibibticos que gon ftiles como agentes anti-
tumorales para el tratamiento terapéutico de la leucemla =~
son por ejemple, la daunomicing, sdriamicina, ebc. Con vis=e

a0, tas a obtener otros nusvos sgentes anti-tumorales del tipc -
antibibtico, recogimos varias muestras de tlerva, alslamos -
los micro~organismos de tales muestras de tierra e investigp
mos los productos metabblicos producidos por el cultivo aerg
bio de log micro-organismos aislados. Alslamoz un nuevo mie

25, cro=-crganismo de una muestra de tierre recogida en log cane
pos de Biseibutsu Kagaku Kenkyu=-sho en Shinagawa-ku, Tokio,Jag
pbn,y hemos designado este micro-orgenigme reclentemente alslg
4o como cepa MC916-C4.Se ha confirmado que esta cepa MC916-C4
pertenece al gfnero Sireptomyces. Hemos descubiertc shora que

30. Se produce y scumuls dos nuevos antibibticos que tlenen una
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Lo
baja actividad antibacteriana pero alta acbividad inhibidora
ddlcrecimiento de las células de leucemia L1210 en los rato-
nes y dél crecimiento de cierta clase de célulss tumorales en
el caldo de cultivo de la ceva MCS16~C4. Hemos conseguido aig
lar shors estos nuevos antibidticos del caldo de cultivo y =
1los mismos han 9ido designados por neotramicina 4 y neotrami-
cing 3 reépectivamente.

"Un objeto de esta invencidn es proporcionar nuevas
sustenciss que sean Ubiles como agentes anti-fumorales. Otro.
objeto de esta invencidn es proporcionar le neotramicina A ¥
neotramicina B, bien sea solas o bien mezcladas como nuevos ¥
utlleo agentes anti-tumorales. Otro obaeto de esta invencidn
es proporcionar wn proceso para la P“Oquauldﬂ de la necotrami

clna Ay neobramlclna B por-culbivo de la cepa ¥C916-C4. Otros

~objetos de esta anenCWén resultaran evidentes con las des—-

cripciones que siguen.

De acuerdo con un aspvecto de esta invencidn se pro-

‘porciona como nueva sustancia la neotram"clna de la férmulas

et =3,

HO _-//\ A=
I

CHz0 — . N ﬂl (1)

en la que R y R' son cada uno hidrégenc o hidroxilo, con tal
gte un par de Ry R' forme un par de hidroxilio e hidrdgeno o
un par de hidrdgeno e hidroxilo, y una sal farmaceubicamente
aceptable'de la misma,

Ta necotramicina de la férmula gue precede incluyes

(i) Ta neotramicina A de la férmula:
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¥y una sal farmacedticamente acepbtable de la misma, asi como -

(ii) la neotramicina B de la férmula:

~ , (1b)
e

v una sal farmacedticamente aceptable de la misma.

Un ejemplo apropiado de 1ss sales farmacediicamens—-

. te aceptables de neotramicina incluye 1las sales metdlicas no

téxicas tales como de sodio, potasio, calcio y aluminio, la
gal amdnica y los sales amdnicas sustituidas, por gjemplo las
sales de aminas 1o téxicas tales como las trialguilaminas ine-
cluyendo la frietilamina, procaina, dibencilamina, N-benecil-
beta~fenetilamina, 1-efenanina, N,H'~dibenciletilendiamina,
deshidroabietilamina, N,N'~bis—deshidroabietileﬁdiamina, - -
N~-(inferior)-alquil~piperidina, por ejeﬁplo N-etilpiperidina,
y. otras aminas -que hen sido usadas para formar sales con ben-~
cilpenicilina.

Fsta invencidn abarca las sustancias llamadas neo-
tramicina A v neotramicina B, bien sea solas o bien mezcladas,

que pueden egtar presentes bajo forma de un producto sélide -~
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purificado, en forma de doido libre y en forma de umna sal del
mismo gon un motal o amina orgénica. Se ha obbenido la neotrg
micina A bajo forma de polvo incoloro que no tiene punte de -
fusién definido, funde graduslmente alrededor de log 105¢C ¥
se descompone a 132-1472C con espumaciln y que muesira una ag
tividad Sptica cspecifica [o4 J%ew +272¢ (C 0,52, dioxano).
w1 an&linis elemental de la neotramicina A es como sigues
Hallados O 57,46, I 5,76, N 9,04, 0 26,945
Calculado para Cyqlly 43204.1/2 Hy08 © 57,56, B 5,57, N 10,33,
0 26,54%

La ngotramicina A presenta un peso molecular comprendido entre
950 y 300 medido por el método Barger-Akiya. Por los regulta~
dos del anflisis elemental y la determinacifn del peso molecy
lar, es probeble que la neotramicina A tenge la férmula empl-
rica 01381 41‘!204..1/2 Hy0. Esta férmula ha sido confirmada por
espectrometria de masa do alta resolucibn(ialladosm/e 262,0934,
Pego molocular caleculado para 013111.41?204 - 262,0952) 4 El gBw==
peato de absoreifn ultraviclota de la neotramicina A en una -
solucifn alcalina muestra una desviacifén hecla la longitud de
onda nés large como ge muestra en la figura 3. Segln gg ha ==
mostradc en la Tabla I, €8 espectro KMR de la neotranicina A
muestra la presencia de 14 protones.

1a neotramicina B es muy similar en sus propiedades
a la nootramicina A y ha sido obtenida en forma de polvo ine
coloro que no tiene punto de fusibn definldo, comiensza a den=
componerse a 1449C con pspumacibn y se funde completamente a
15190 y que presenta una actividad Sptica especifica [«Jgsn
+3142 (c 0,48, dioxano). Ll enflisis elementsl de la neotrant,
cing B es como glgues _
Hallado: € 57,00, B 5,58, N 9,75, 0 27,674
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Oalculade para CyqHe 4:ﬁ‘2{34.1/2 Hy0 ¢ G 57,564 H 55Ty N 10,33,
0 26,544
Por el resultado del anflisis elemental y la determinacibn del
peso molecular, ead probabls que la neotramicina B tenga simi-
larmente la férmuls empfrica Cy3ty 41%'204.-1/ 2 Hy0. Zsta Térmila
empirica ha sido confirmeds por capectrometris de mass do zle
ta resolucibn (Hallado: m/e 262,0939, Peso molecular calcwla-
do pare Gy3l4,0,0,, 262,0952) . El espectro de abgoreifn ultrg
violeta de la neotramicing B en una solucidn alcaling presene
ta una desviacifbn hoela la longitud de onds més largs, gegfn
ge muegtra en la figura 4. 3egln se nuestre en la Tabla I, ==
¢l espectro MR de¢ la neotramicina B muestra la presencla de
14 protonss, de manera similar a la neotramicins A« Las neotrg
micings A ¥ B son estables durante un perido de zproxzirndoe-
nente un mes o mfg cuando .son almacenadas en forma de polvo
sllidc en un desecador de crintal marebn a 59C.

Pero, las neotranmicinas A y B son inestebles en eta
nol acuczo el 50% de un pH de 2,5 ¥y sus actividades se reducen
a2l 25 y 22% recpectivamente, a temperatura amblente duranie -
16 horas. En etanocl ascucgo al 5C% con un pi de 6,5 0 de 8,0 &
tomperatura ambiente durante 16 horas, se conmerva el 80«90%
de actividad en lz neotramicina A y el 7(5-.-80,5 de aetividad en
1a neotramicina B, pero se muestra una conversilén de equili--
brie de neotramicing 4 en B o de B en & por andlisis cromato-
gréfico de capa delgada.

La neotramicing A y la neotromicina B son similares
entre sf porque tienen una actividad inhibidora de crecimicn-
40 de 1ss cdlulas de leucemia L1210 en los rstones y uwna dbe
bil actividad anti-bacteriana; porque tienen ung funclbén deci-

dz en su moléculaj porgue son solubles en metanol, etanol, pro
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panol, oloroformo y dioxano y ligeramente sclubles en agua pg
ro rargmente solubles o sustancialmente insolubles en &ter --
etflico y n-hexano; porque son positivas a la reaccién Rydon=-
Smith y a la reaccidn de tetrazolio rojo, débilmente pogitiw-
vas a la reaccitn de ninhidrina pero negativas a la reaccién
Ehrrlich ¥y a la reaccibén Sakaguchi; porque dan esenclalmente -
ablo carbono, hidrbgeno, nitrbdgeno y oxfgeno por anflisis elg
mental de las mismas; y porque mussiran una movilidad relati-
va de dicha sustancia a la alanina (1,0) siendo de 0,17 por -
electroforesis de papel filtro de alto volizje (3.500 woltioa,
35 minutos) usando &cido f6rmice-ficido acéiico-agua (253753900
en volumen) como solucibn de electrolito.

Lo neotramicina A se caracteriza ftambién por tener ~-
un espectro de absorcifn infrarroja modulizada én bromuro po=
tésico corrsspondiente sl mostrado en la figura 1 de los dibm
jos anexos y se caracterlza por tener picos de abgoreifn g ==
3450, 2950, 1630 (hombre), 1600, 1510, 1460, 1440, 1410, 1280,
1200, 1180, 1120, 1080, 1010, 870, 790, ¥ 760 em'; teniendo
espectros de absorcidn ultraviolsta correspondientes a los re-
presentados en la figura 3 de log dibujos anexos caracteriza«
dos por tener miximas de absoreifn a 223 nm (Eyé‘m 855)» 240 nm
{hombro), 265 nm (E}i‘m 290) y 318 am (E}’gm 156) en una Soluw=
cién de la misma en agua-metanol al 107, por miximas de sbaore
ci6n a 223 nm (515 885), 240 om (houbro) 265 mm (E]5, 290) ¥
320 nm (E}ﬁm 139) en una solucibn do la misma en N/10 HCl-metg
nol (1:9) y miximas de asbsorcibn a 228 mn (E&gm 635), 254 nm
(518, 566), 291 mm (517, 422) ¥ 324 nm ({5,
cifn de la misma en X/10 Na(H-metanol (129); y dando un walor
Ry de 0,57 sn cromatografia ds capa delgada sobre gel de ~--

sflice con cloroformo-metancl (10:1 en volumen) como disole--

412) en ma solue



vente de revelado,

Ia neotramicina B se caracteriza ademis por tener =-
un espectro de absorcibn infrarroja modulizada en bromurc po=-
t&sico correspondiente al mostrado en la figura 2 de log di--

5., bujos anexos y se caracteriza por tener picos de absorecifn a
3400,2960, 1630 (hombro), 1600, 1510, 1440, 1400, 1280, 1200,
1120, 1080, 1010, 990, 940, 870, 790 y 760 cu”'; teniendo es-
pectros de absorcién ultravioleta correspondientes a los mos-
trados en lg figura 4 de los dibujos anexos y se caracterize -

10. por tener méximas de absoreibn a 224 nm ('1% 935), 240 nm

tom
{hombro), 265 nm (hombro) y 318 nm (Ef:;m 167) en una solucibn

de la misma en egua-metancl al 10% (1:9), por méximas de sb==
sorcifn a 224 nm (Em 1000), 240 nm (Hombro), 265 nm (hombro)

1em
Y 320 am (E}i’m 156) en ung solucidn de la misma en N/10 H{l-mg

15. tanol (41:9) y por miximas de shsoreifn a 228 nm (E}ﬁm 800), ~
254 am (2% 725), 291 mm (8l%; 456) y 324 nm (5} 466) en -
msa solueibn de 1z misma en N/10 NaCHemetanol (129): y dando
un valor Rp de 0,50 en cromatograff{a de capa delgada scbre «-
gel de sflice con cloroformo-metanol (1031 en volumen) como -
20. disolvente de revelado,.

Ie neotramicinz A o B se convierte fécilmente en una
megela de metilneotramicing A [ﬁf 0,71 scbre cromatograma en
copa delgeda de gel de s{lice con cloroformo-metanol (10:1)
en volumen) 7 y metilneotramicina B (R, 0,61 scbre el mismo -

25, éxomatograma en capa delgada de gel de sflice)en metancl anhi
dro a temperatura arbiente durante 16 horas. Se cristalisa la
metilneotramicina A a partir de uma mezcla de acetona y bence
no dsndo mieroeristales inccloros con un punio de fusibn de -

26 -
137«1402C (descomposicibn); ['o'fJD"' 6408 (es 0,24, dioxam?),

uS, m/e 276,1089 (Peso molecular caleulado para C4,H,cN,04p =
340.
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276,1108). Se obtiene la metiineotramicinag B en forma de pol-~
vo incoloro, con un punto de fusidn de 61-692C (descomposi- -
cidn); 4357 + 7782 (¢, 0,22, dlozano), MS, m/e 276,1071. Los
eapectros UV de 1las metilneotramicinas son similares a los de
128 neotramicinas y las desviaciones quimicas FER aparecen cn
la Pabla T. Da hidrélisis suave de metilneotramicina 4 o B cn
0,01N Hel~dioxano (1 1 en volumen) a temperatura smbiente du-

rante una hora Seguida por la cromatogralfia de columna sobre
gel de silice da las neotramicinas A ¥ B con buen rendimientoa.
En congecuencia, la-metilneotranicine A puede ser -
G411l como material de partids para 1la preparacién de neotrani
éina A por hidrdlisis suave, mientras que la netilneotramici-—~
ng B puede ser &t1i1l como materizl de partida para la prepara-—
cidn de neotramicina B. La me stilneotbramicina A tiene la £ rmu,

laz
HO N2 -’:>

CHz0 ——- .
J \/ /\ - \\. |
I AN (11)

1a metilneobramicina B tiene la férnulas

Ho~—/\/N

i

B O
CH30 b / ~ @
YA

H  OCH

Segin estos datos, las neotramicinas A y B son isdémeros que -

gon convertibles entre s ¥ pertenecen al grupo antramnicina ~
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de antibidticos que poseen una estructura benzodlacepina. Se
dilstinguen de la antramicina, dexbtroerisina y sibiromicins por
gus espectros UV. Los espectros UV de la tomamicina y de las
neotramicinags son muy simllares perc gon diferentes en sus ~~

Porouias moleculares y otros espectros.

Continua Tabla 1 eee/ ..
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Fuede soreterse lags siguientes esiructuras para repre

sentar generalmente a la neotramicina A (R1 = QOH, R2 = H), neo

tramicing B (R1 = H, RC = OH), metilneotramicina A (R1 = OCH3,

R® = H) v metilneotramicina B (R1 = H, R® = OGH3)o

Con referencia a los dibujos anexos:

La figura 1 muestra una curva del espectro de absor-
eidn infrarroja ‘de una muestra auténticamente pura de neotrami
cina A nodulizada en bromuro polbasicoe.

La figura 2 muestra una curva del espectro de absor-
cidn infrsrroja de una muestra auténticamente pura de neotrami
¢cina B nodulizada en bromuro potdsico.

" Ta fipgura 3 muestra curvas del espectro de absorcidn
ultrevioleta de una muestra auténticamente pura de neotramici-
na A disuelta en sgua-netanol el 10%, en N/10 FaOH~metanol = -
(1:9) ¥y en §/10 HCl-metanol (1:9), respectivamente.

La figura 4 mucstra curvas del espectro de absoreidn
ultravioleta de una muestra aubénticamente pura de neotramici-
ne B disuelta en agua-metanol al 10%, en N/10 NaOH-metanol - ~
(1:9) ¥ en N/10 BCl-metanol (1:9), respectivamente.

Lo neotramicina A ¥y 1la neotramicina B de esta invenecidn

tienen baja actividad antibacteriana y fungicida como resultba-

_v4 evidente por 1los espectros anti-bacterisnos de estas suston

cias mostrados en la Tabla 2 que sigue. Las concentraciones in

hibidoras minimas (mcg./ml.) de la neotramicina A y B a varias
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baoterias ban sido determinadas scbre placas de agar nutrien
te que fuaron incubadas & uno temperature de 375C durente 17
hores. Las concentraciones inhibidoras minimas a varios hone
gos han sldo determinadas sobre placas de agar nutriente eon
teniendo 1 de glucoss despufs de la incubacién a 2790 durall

te 40 horas.
TABLA 2
giogxicmtraﬁéor:e;l ;!..nhibmoraa
Organiaomos del ensaye Neotramiel Neotramicl=
, ng A ng B

Staphylococcus aureus Ssmith 50 100
Staphylosoccus aureus 2099 >10 10
Klebeiella pnieumonise PCI 602 50 100
Bscherichia coll FIHJ 100 100
Escherichia coll K12 100 100
Psewdononas aeruginosa No.12 > 100 > 160
Baoillue subtilis PCI 219 100 > 1c0
Escherichia colld WBTT 50 100
Eschexichin coll JRE6/WETT 100 > 100
Aercmonas salmonecida ATCC 14174 25 50
Vibzio angudillerunm NOBH 6 50 100
Saccheromyces oerevisiase - 50 >100
Candida clbicans 3147 > 160 >100
Aspergillus niger 100 100
Piricularin oryzae 50 >100
Lanthomouas citrl >100 >100
Xanthomonas oryzae 50 100

Segfin ha quedado cxpuesto anterformente, las noo--
tramtoinas A ¥ B de esta invencidn tienen una alia actlivie-
dad inhibidors del crecimientc de las cflulas de levcemis ¥y
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se espera que sean fAtliles como agente para &1 tramiento fe=~
rapfutico de un animal vivo afectado de leucemiz. 108 efeCm=
tos guimioterapéutlcos de las neotragmicinas A y B contra la
louceming I-1210 en los ratones fueron investigados de la si-
gulente manera. Se inyectaron por vwi= intraperitoneal eSlulas
de lsucenmina L=-1210 (105 cBlulas/ratbn) s ratonss de raza CIOF
1 que pesaban 19«22 gramos. Pars ¢l tratamiento de la loucg=-
mia zal infectada, se comenzé inmediatamente la adminmistroee
eidn de neotramicinas A y B después de la inoculacibn del tu~
mor.los ratones leucdmicos fueron usados en grupns de cuatro
ratones cada uno para cada doslig. Guémdo fueron dogificados -
300, 150, 755 37,5 y 18,7 meg./ratbn/éfa de las neciranicinas
4 ¥ B por inyvecciln intraperitoneal wmwma vez al dfa durante 10
dfasy se observaron los efectos altamente favorables scbre la
relacibn de supervivencia (%) como resultars evidenta por los

rgsultados de lz Tabkla 3 que sigue,

IABLA LD
Medda de 1la relacibn de supervicencis (9)
Dogificacibn
(mop/ratén/als) Neotramicina A Neotramicina B
300 merte muerte
(dosis t6xica) (dosis t6xica)
150 200 192
(] 167 154
375 154 128
18,7 122 103

Se ezlcula lz relacifn de supervivencia (%) dividiendo el nfi-
mero de dfas de supervivencia de los animales tratados {por -
ejemplo 10) por el nfimero de dfas de supervivencia de los ani
males de control (por ejemplo 8) y mmltiplicando por 100, por
ejemplo 10/8 x 100 = 125. ILas relaociones superiores a 125 son



econsideradas generalmente conmo importantes.

Se observd tarbién une prolongacifn efectiva en la ~
rolaclén do supervivencia (%) de los ratones inoculados oon =
leusemia I=1210 por tratamiento con metllusotramicina A ¢ &g

5, +%ilneutramicing By negfin se muestra en la Tabla 4 gue sigue.

IADLA 4
Media do la proporeifn de supervivencia (%)
Dosificaciln letilneotranicina Hetilneotramicina

(mog/rattn/dfa) A B

200 Toxica Thxica
10. 100 128 154
50 103 147
25 - 15
12,5 m——— 103

1as neotramicines A y B de esta invencifn son de bas-~
15, Je toxicidad para los animales ¥ el hombre, segfin se pone de
manifiesto por el hecho de gue laa neotramicinas A y B mues--
tran velores IDg, de 20-30 me/kg ¥ 20+30 mg/kg, respectivamen
te, en loz ratones, cuando &¢ inyeota una solucibn de 04 25=0,5%
en peso de neobramicina A o B en dimetilsulfbxido~agua al 100
20, por via intraperitonesl a los ratones con ¢l fin de ovaluar -
la toxicidad aguda de estas sustancias.
Como resulta evidente de lo que precede, lag metilngo=
tramicinas A y B son también fitiles como agente antitumoral.-
De souerds con un segundo aspecto, mis amplic de esta 1nvgie-
25. cibn se proporeions, por consigulente un compuesto de la féy=
milas

/

//

I

30,
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en la que R es higrégeno, hidroxilo ¢ metoxilo, R® es hidr6-

geno, hidroxilo o metoxilo, con tal que un par de R1 y R2

for
me un par de hidroxilo e hidrdgenc, un par de hidrégeno e hi-
droxilo, un par de mebtoxilo e hidrégeno o un par -de hidrdgeno

metoxilo una sal farmacdéuiicamente aceptable de la misma.
. 5

EL compuesto de esta férmula /TIT/ incluye la neotramicina A,

neotramicina B, -metilneotramicina 4 y metilneotramicina B aol
como una sal Farmacéutbicamente aceptable de las mismas, La =-
sal Farmecéubticamente aceptable del compuesto de la férmula -
anterior /TII/ puede ser la misma que las mencionadas para las
neobramicinas A y B anteriormente.

De gcuerdo con un teréer aspecto de esta invencidn,
Se proporciona un proceso para la produccidn de neotramicina
A ¥ neotramicina B, que consiste en cultivar una ceﬁa produc—

tors de neotramicina del género Strevtomyces bajo condiciones

aserobias en un medio de cultivo apropiado para el mismo contbe
niendo fuentes de carbono y nitrégeno asimilables durante un

periodo de tiewmpo suficiente para producir ¥y geumtlar neotra-
micina A v neotramicina B cn el medio de cultivo, y recuperar
una mezcela de la neotramicina Ay neotramicina B a parbtir del
cvultivo, ¥y separar posteriormente, si-es necesario,rla mezcla
recuperada en la neotramicina A y neotramicina B bajo sus for
mas aisladas. PYara la pr&ducoién de neotramicina de aouerdor~
con el proceso de esta invencidén, puede usarse una c¢cepa del -

génerc Streptomyces con tal que esba cepa produzca neobrami-
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cina, Un ejemplo spropiade de la eepa gque puede ser empleada
pn eata inveneibn para la producclfn de neotramicina es la ~
cepa de Sireptomyces MO-16-04 mencionads anteriormente. Bata
capa MC=16-04 fue depositada el 2 de Pebrero de 1,974 en un
depbeitc japones autorizade "Fermentetion Research Ingtitute,
Agency of Industrial Seiance and Technology". Inage, Chiba=
gity, Japbn, bajo €l ntmero de depbsito FERM=-P 2452. Ista cg
pa H0916=04 fue depositada tamblén el 15 de Febrero de 1.975
en la Amepicen Type Culiure (ollection, Vashingbon, DsC. EE.UU.
bajo sl nfimero A.T.C.0. 31123.

Las caracterfsticas de culiive y taxonbmicas de la =
cops M0916«C4 mon deseritas a conbinuacidn.
14« Morfolomfa microsclpicy

Ia oepas MO916=04 tiene micelics de sustrato ramifica«
dos a pertir de los cuales se desarrollan hifas afreas so --
forma de ganche o espirgies ablertas. No se observa ranificae-
eiones en verticilo. Las cadem de esporas maduras llevan -

ususlmente mis Ge 10 esporas cbnicas. Las esporas midenm --
aproximodanente 0,6e0,8 por 1,0-1,2 mleras de tamafio ¥ tlenen
una superficie lisa. .
2s= Onracterfsbicas del ercoimbento gobre yarios medion do cul-
V0.

Lo designacifn de colores entre cbrchetes [ 7 men-
elonada a continuseisn sizus sl patrén de colores dado en el
sgolor Mermony Hamual® publicado por Container Gopporation of
Americae

(1) scbre mucrosa~agar de nitrato (incubedo a 2720)3
El crecimiento de color amerillo pAlido a amarillo rojizo - -
L3 pos &mbar ] 1leva hifas abreas delgadas de color gris pag
duzeo claro a gris clarc. El plgmento soluble astd débiimente
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tofildo de amarillo,
{2) sohre glucoss-agar de aspavragina {inewhado a2 -
27%C)y ¥l crecimiento de color neranja amarillo spagado /3 ns,
&ubar a 4 pe, Sxido de narvenjs / desarvrolla hifes afrsas de -
5¢  color gris claro a gris parduzco claro [ 2 ih, IX gris oscurdf
EL pigmento soluble estid débilmente telildo de amarillo,

' {3) sobre glicercl-agar de asparragina (medfo ISP ne3
incubado g 27°C): Bl crecimiento de color naranja amarills -
oscuro a rarrbn amarillento /3 pi, marrbn dorade / desarro=-

10« 1314 nifas abreas de coler gris pardumeo /3 ih, gris beige 7
a gris /5 4h, gris sombra /. Se produce pigmento soluble con
matiz de amarillonto a narrdn anarillento.

(4) Sohre sales inorginicasesger de almidén (medioc
ISP n? 44 incubado a 278C)s El crecimiento de color murein -

15«  omariliento pAlido a marrén amerillento L3 pi, varrdn dore~

do_7 desarrzolls hifas afreas de color gris parduzed olayo ==

L3 fe, gris plata /. K1 pigmento soluble ests tefildo de ma=

rrén. Lo carva inversa del crecimiento es de colar marrdn ama

rillento osCUrowe _

20 {5) Sobre agar de tirosina (medio ISP n2 7, incubgpe-
40 a 27¢C)s El creclmiento de color amarillo ospurn a marrin
emarillento [ 4 pg, color canela oseuro de equipajg/ lleva -
hifas adreas de coloy gris parduseo claro. Ll pigmento golus-
ble estd tefildo de amarillo oscurc g marrdn amarillento.

95 . (6) sobre agar nmutriente {incubado a 279C)s El ore-
cimiento es de color marrén amarillento pélidoe a marrfin pi=-
1ido sln desarrollar hifas afreas. El pigmento soluble estd
d&bilmonte tefildo de marrén..

(7) Sobre extracto de levadura-ngar de extracto ds

30. mglta {medio I3P no 2, incubado a 2700): Il erecimiento de -
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solor msrrbn amerillento /4 pg; color cancla oscuro de equipg
i8_7a naranja amarillo /4 pe, 6xtdo e naranjg/ desarrolla hi-
fas aéreas de color gris claro [Z fe, gris opourg/ a gris par=
duzeo clare [Z th, grin oseurg/s Se pmduce pigmonto noluble =
de color marrén alﬁarilleni:o a maerbt. Ia cara inversa del croe
gimiento os de color marrfn amarillente oscuro.

(8) Sobre agar de harina de avens (medlo, ISP n2 3 =
incubado a 27°C)% Crecimionto coloreado de amarillo rojizo a
neranjs amarillo oscuro /Z pe, Sxido de maranja/ con hifas --
aéreas de color gris claro /5 fe, cenizag/ a gris pardusco [3
ih, gris beigg/. EL pigmento scluble es¥é tefildo de amarillo.

(9) Sobre glicerclesgar de ritrato {incubado a 2790)2
51 erscimiento de color amarillo p4lido a amarillo rojizo J3
pe, Ambag7 lleva hifas abreas ligersmente desarrolladas de -
color hlanco parduszco a gils pardugee claro. El pignento so-
Juble egtd débllmante tefido de smarillo.

(10) sobre sgar de elmidén {incubado a 275C): E1 cxe
almie,ntg: ea de color amarillo gpagado a marrdn amarillento -
[Z pl, marrbn nostasg/ sin desarroller hifas aéreas o rara~-
mente con desarrolle de hifss abreas blances. El pigmenio sg
luble ootf abilmente tefildo de marrbiie

(41) Scbre oaleio-ggar do malato (incubado a 278C):
Bl cpecimiento es de coler amarillo p&lide a sceltuna pAlido
sin desarrollar hifas abrens o con ligero desarrcllo de hifas
areas de color blanco. EL pigmente poluble estd debilmente
tefitdo da amarillo. |

{12) scbre velulosa (incubado s 279G)s Grecimiento -
incoloro sin hifas afremes No se produce pigmento goluble.

(13) Sobre medio de gulalina: Scbre medio de gelati-
na comfin {incubado a 2000). el crecinfento es de incolors a
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amarillo apagado sln desarrollar hifas séreaz, ¥ con produce
18s de plamento goluble de metiz é&bilmente amarillo. Schre
wedic de glucosa~peptona-gelatina (imcubade a 272Q}, 61 cre=
cimiento ss de color awarillo pé&lido & amerilio apegada, Ho
¢ deserrollen infclzlmente hifas aéreas perc se producen e
después hifes de color blanco grisfceo. Wo go oboerva produg
¢lén de plgmento soluble.

(14) Sobre leche desnatada (incubado = 37¢C)% Il czg
elmisnto es de color amarillo pslide a nmeranja pslido sin «-
desarroliar nifes abreas. EL pigmento seluble estd Lofldo we
myy débilmente de naranja. |

S~ Bropledades fisgiolf8cicas

(1) Temperaturs para ¢l creeimiento

Se examind el crecizientc stbys agar de glucosa ¥ =«
asparraging o 2000, 2400, 272C, 3020, 372C y 5008C. Iz coepa -
H0916=04 creclb a todas las temperaturas enseyadag, oxceplo
a 500C. La temperatura Spiima para un buen erecimlento esta-
ba compraendlda segln se observd en la proximidad de los 309C,

{2) Licuefaccibn de 1z gelatina

T medio de gelating coufin (15%) comenzh a lounrse -
desde el gquinto dfa de la incubacifin a 200C. F1 grado de lie
cuefgecién fue medio. DLa gelatina (15%) en el medio de glucg
ga~paptona=~gelating comenzd a licvarse desde el segundo dfm -
de incubacldn cuando se incubd a 2700 y el grado de licusfag
eibn fuc entonces de .:ﬂe&io a fuerte.

(3) HidrSlicis del almidbn

Se hidrolizd el almidln en el medic de sales inorgf
nlcas~gimiddn-agayr v en ¢l medio de olmidlnengar comenzando
gl 52 dia de incubaciln cusndo se incubé o 272C. Il grado de
hidr8ligic fue de medio a fuerte.
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" (4) Coagulacitn y peptonizacién de la leche desnata-
daa

Cuando se incubS a 379C,, la coagilecitn de la lom-
che deanatada comengd al 42 dfas de incubacilén y se observd la
peptonizapifn al 5¢ dfa de incubacién una vez completada la -
eaagnlé.cién. Los grados da coagulacldn y peptonizacién fueron
de medio a fuerte.

(5) Formacibn de pigmentos melanocides

No ge ocbservé plgmentacifn en el caldo de triptbn-
axtracto de levadurs (medio ISP n8 1), ni en el de peptona~ex
4racto de levadurs agsr de hierrs (medio ISP n? 5); ni en el
de agar de tirosing (medic ISP no ?}; cuando se incubaron a
2724,

(6) Utilizacldn de fuentes de carbono para el creck-

mientos

Se ensoy$ la utilizacibn de los siguientes hidratos
ds carbonoe en el medio de agar Pridham-Gottliedb (medio ISP
u® 9) incudbadc a 272C. _

Se ukiligaron glucosa ¥ Lersmosa para el crecimiens
%o, No me utilis6 Learebinosa, D-fructosa, sucrosa, inosilol
y D-mannitol. Ia utilizacifn de D-xilosa fue dudosas. A vaces
go utilizb Safinoss pero otras veces no fue utilizadss

{7) Licuefaceibn del melato cilelov.

El malato cdloico del medic de cultivo de malato o
ofleicowogar se lleud alrededor del cwliive comenzando en el
98 afa de incubscifn, cuando se incubd a 279C. ¥l grado da ~
Jiouefacelbn fue medio a fuerte.

{8) Reducolén ddlnitrato

ge cbservh reduccifSn del aiirato en moluelfn de pep=
tona acuosa conteniendo 1,0% de nitrato sddico (medio ISP ne
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8)y cuando se incubb a 272C.

Resumiendo las caracteristicas antes mencionadas de
la cepa H0916-C4, se observa que esba cepa pertenece al géng
ro Stoeptonyces ¥ que las hifas afreas forman espirales abler

S5«  tas pero no desarrollan verticilo. La superficiec de la espora
es lips en chservecidn microsclpica. Scbyre varlos medioss el
erecimlento tiene un color de neranja amarillc = marrén amard
llentn eon desarrollo de hifas aéréss de color gris parduseo
clare a gels parduzco. El pigmento soluble estéd tefildo de amg

10« rillo a marr6n con marrén amarillento. Ho se produce pigmento
melanoide. la protvedlisis e hidrélisis del 2lmidfn son de gra
do medlo o fuorte.

Sobre la base de lag propiedades mencionadas anberior
mente, la cepa HC916=C4 se compara con las espacles anflogas
conocidas de girephomyces con referancia a las deseripcice=
nes del International Streptomyces Project (ISP)e Se ¢ofim=
prusba que la cepa M0916-04 se parece a la Strepbomyeces paras
enzia (Véase el "Internmational Jowrmeal Of Systematic Racterip
Logy" Vol. 22, pégina 323 (1972). Ho cbstante, se observa que

200 1q cepa M0916-04 es diferente de la cepa étregtogzcaa narsgn.
gig ISP 5508 con respecto a su utilizecién de fuentes de care
bonos La 3. parsensis produce ciclohoximide, de manera simi--
lar a la cepa MC916.C4. Igualmente, entre lag cepas preducto-
ras de cicloheximidas se observa que las cepas del Grupo G ==

254 que son anflogaz a la Streptomyees griseclus segfin es indica-

do por T. Furumal y otros en un artfculo titulade "Scbre los mi

croorgenismes productores de cicloheximidar /Téase el "Journal

Of Antibiotics” Ser. B, Vols 17 n? 4, pégina 181 (1964)7 son

muy similares a la cepa M0916-04.

30. La cepa NGO16~-C4 coineide perfectamente con las 0gw=-
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pas anteriores del grupo C en muchos aspectoa, aungue la cepa
MC916-04 1o ha aido ensayada para comprobar si tiene las pro=-
pledades de hemolisis, licuefaccién del suero ¥ utilizaciba ~
de galactosa y lactosa que fueron mostradas por las cepas del
grupo C. No obstante, estas cepas del grupo C xo estén dispo=~
aibles en la actualidad, ya gue han muerto, In esta slituaclén
ae efectlia ahora la comparacifn de la cepa 1C916-04 con la ==
Streptomyces spJFO 3300 que es conocids por su produccibn de
formioidina, un antibibtico anflogo a la cicloheximida, y que
es resefindo en el articulo antes citado por T.furumal y otros
come perfectaments coincidente con dichas cepas del grupo C. '
Loa resultados de la comparacién aparacen en la Tabla 5 qus «
sigue, con refercnclis a las descripoiones del "Jjournal of AR
tibioties™, ‘
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Como se vera por la tabla que precede, la cepa M0916~
(4 6g coincidente con la eepa del grupo C descriia en lg li-
toratura mencionada anteriormente perc se diferencia de la -
cepa Streplomyces sp. IFO 3300 con respecto a la coagulacibn
y peptonizacibn de la lechs.

Igualmente, la cepa MCO16=04 ez dlferente de la ce=-~
pa étnegtomnes griseolus [ vlase el "International Journsl of
Systematic Bactereriology' Vol. 18, pigina 122 (1968)7 que ha
mencionado parecerss a dicha cepa IFO 3300, porgque la cepa S.
griseolus no forma espirsles abiertas en sus hifas aéreas y -
es algo diferente de la cepa MCO16-C4 con respecto a la ubtili
zacifn de fuenbes de carbono., Se llevaron a cabo comparseiones
adicionsles de la cepa lCY16-C4 con Streptomyees spe IFO 33C0,
Streptomyees griseclus ISP 5067 y Stveptomyces naraensis ISP
5508, Se ha comprobado que la cepa EC916-C4 esti relaclonsda
con is Streptomyces sp. IFD 3300 y Streptonmyces narasensis ISP
5508 y mis con la primera cepa. La cepa IFO 3300 es algo difg
rente de la cepa MC916-C4 teniendo un tinte naranjs en el co-
lor de crecimientos La cepa ¥C916-C4 se diatingue claramente
de dicha cepa ISP 5508 con respecto a la reduceidn del nitra-
Yo y de la citads cepa ISP 5067 con respecto a la formaelifn -
de espirales, la utilizacibén de fuentes de carbono y la redug
cibn del nitrato.

Ia mutacifén dehctinomicatos tiene lugar frecuentew«
mente en condiciones bien artificizles blen espontfneas. En -
congecuencia, esta invencién incluye el uso de la eepa LCI16-
¢4 asf como sus mubtentes. Dicho en otras palabras, esta inven
eifn incluye el uso de todas las cepas del género Streplomyees
que producen neotramicina.

Puede obtenerse neotramicina por cultivo aerohio de =
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eaporas o micelios de una ccpa productora de neotramicina del
género Streptomyces tal como la cepa Jtreptomyces sp. NC916-C4
(1dentificada por A.T.C.C. 31123). Al 1llevar a cabo el proceso
del segundo aspecto de esta invencifn, se inocula una cantidad
de esporms o micelios de una cepa productora de neotramicina
en un medio de cultivo apropiade para los mismos comprendlen-
do fuentes nutrientes y luego se incuba bajo condiciones aerg
bias y preferentemente condiclones aercbias sumergidas, con el
fin de obtoner un ealdo dé cultivo que contiene neotramicina.
Generslmente, los constituyentes de los medios de culilvo eapleg
dos comfinmente poro el cultive de actinomicetos ordinarvios --
pueden ger usados para los fines de esta invenciln. Por ejem-
plo, los productos disponibles comercialmente tales como la =
haring de soja, polvo de cacahuebe, polvo de semilla de algo=
d6én, levadura secada, peptona, extracto de carne, caseina, 11
cor del enbridn del mafz, N=Z amina, nitrato ambénico, sulfato
ambnico y simllares pueden ser Gtiles como fuentoes de nitrige
n0. Los hidrates de carbono digponibles comerclalmente tales
gomo 1a glucosa, ol almidbn, glicerol, maltoga, dextrina, sa-
carosa, lactosa, melazas y simllores agl como lam grasas ¥ ==
aceites son fitiles como fuente de carbono. Adeufs, el cloruro
sbdico, carbonato cfleico, sulfato de megnesio, cloraro de man
ganeso, fosfato abdico y otras sales inorginicas pueden per -
empleados como aditivo de sel on el medio de cultivo.Si es ne-
cesario, puede sfindirce también varlas sales metilicas pesa--
dan en cantidades de trazes. En el proceso de esta invencifn
puede emplearse cuglguier material nutriente gue sea conoclde
para €l cultivo de actinomicebos, con tal que sea asimilable

por la cepa produckora de neotramiecina para la produccibdn de

neobramiclna.
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Para la producecibén de neotramicina en gran escalay
se preflere el cultivo liquido. Puede emplesrge para- el culti
vo cualquier tempsratura a la gue la cepa productors de neo=

tramlcina sea capaz de crecer y produelr ncotramicing, peroc -

5y, g temperabura de cultivo preferida estd comprendida entre -
25 y 3520, Se continfia €l cultivo Qurante un parfodo de tieme
po suficiente parz produciyr y scumular una centidad suficilen-
te de las neotramicinas Ay B en el medio de cultivo.Por ejem
plo, se prepard y esterilizb a un pH de 6,8 wn medioc de cul--
10,

tivo comprendiendo 2% de glucosa, 2% de glicerol, 1,25 do haw
ring de sojas 1,0% de harins de semilla de algedln, 0,329 de
carbonato céleleo, 0,5% de cloruro sbdico y 0,0005% de tetra~
higrato de c‘.?_..orv.ra de mangasnego. Bste medio fue incewlado cne
tonces con esporas o micellos recogldes de un cultive en de--
15. clive de la cepe MC916~C4. Cuando fue cultivado ti'en agitacibn
aerGbicamente a 28eC, la produccifn y acumulscién de neotrami
cina en el medio de culfivo slcanzd un méximo al finsl de la
incubageibn dvranie 3 a 5 dfas.
Puede ensayarse la neotramicina usande Siaphylococ-
20+ gus gureus o Esehéziehia cold cecmo organismo de ensayo de acuer
do con un método normal de copa=plato que ha sido empleado «-
usualmente para el ensayo de los antibibdticos conoeldos. Una
neotramieina A awténticamente pura que fue cbtenida en el ejem
plo 4,descrito posterlormente, de esta invenciln puede ser ==
25+  usada como mueskra patrén que presenta una actividad de 1000
unidgdes por mg. En cago de que sean producidas simultineamen
te otras sustencias antibibticas tales como ciclbheximiaa en
el caldo de cultivo de la cepa MC916-C4 ademfs de la neotrami
cina, el caldc de cultivo puede ser lavado con acefzto de eti

30« 16 u otro dlmolvente orgénico apropiado para retirar tales e
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sustancins antiblbticas por extracciln, lLa fase acuosa restan
te puede ser empleada entonces para ol ensayo del contenido =
de 1s neotramicina A y B de acuerdo con el método normal de -
copa~plato antes eltado.

Para la recuperacifn de la neoitramicina del medio
de cultive, ¢l caldo de cultive de la cepn productora de neo=
tramicing puede ser tratado eon un disolvente orgénico apro=-
plado tal como n-butanol para dar un extracto de la neotrami-
eina en dlcho disolvente o blen puede mer tratado con un ade
sorbente sproplado tal como carbdn aetlve para hacer gue sea
adsorbida la neotramlcina por el adsorbente. Se oxamind la ~-
distribuclién de la neotramicina A o neotramicina B entre n~bl
tanol y agua, y so comprobl gue el cceficlente de repartlcifn
de la neotramicina en n-bubtanol/sgua es superior a 5 a un va~-
lor pH de 2 a 7. En consecuencla, la nectramiclna puede ser -
extraida con n-butanol a partir del ealdo de cultivo acuoso -
que ha sido ajustado aun valop pi de 2a 7y preferiblenente
de 6 aproximadamente. La nectramicing es pricticamente no ex-
trafble por acetatc de etilo o cloroformo a partir de la poxs
oién 1fquida del caldo de cultive, Si se precisa, por congl--
gulente, es posible tratar el caldo de culiivo con acetato «=-
de etilo o clopoformo para la extraccién con el fin de reti--
rar las impurezas golubles del caldo de cultivo. Para separar
1s neotramicina del ealdo de ocultivo es preferible tratar ol
caldo de cultivo con carbdn activo como adsorbente. La meotrz
micina gque ha sido adsorbida por el carbdn active puede ser -
eluida del mismo por medio de una mezcla de mefancl ¥ agua, -
una nezela de propanol y agua O una meacla_ de acelona ¥y agusy
etc, Puede mejorarse la eficacia de la elucibn cuando se rea

1iza la misoa bajo condiclonse débilmonte alecalinag. Puede =~-
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efectuarse la purificacidn de la neotramiclna usande el mébg
do de eéxtraccibn y &l método de adsoreiin elucidm mencionados
anteriormente en. una combinacién aproplada de los mismes o de
tuna mpners repetida. Puede lograrse una purificacifn mis ine-
tensa por uus cromabografia de columna usual de Sephadex IH-20
(un producto comerciasl vendido por Pharmacia (0., Suecla) o --
gel de sflice. EL antibibtico conoeldo llamado eicloheximida
que pueds estar frecuentements coexistiendoc en el caldo de eul
tivo de la cepa 1091604 puede ser separado fécilmente de la
neotranicinag de esta invencién por extraccifm con acetato de
etllo o por cromatograffa scbre Sephadex LH~20.

Pars alslar la ncotremieina A de Ja neotramieins B,
ge puede someter.mmg mezcla de la neotramicina A y neotramief
na B a una cromatografia de columna sobre gel de sflice con -
ecloroformo ¥ etanol (3021 en volumen) como disolvente de deag
rrollo. La neotramicinag A aislada 0 la neotramicing B alslada
pueden ser purificadas por cronmatograffs de columma sobre el
de silice usando una mezclas aproplada de disolventes orgini-
cos como disolvente de desarrollo.

Ia recuperacién de la neotramicina A y neotramicina
B pusde ser llevada a cabo tipicamenie del sigulente modo: --
Primeramente se filtra o centrifugs el caldo de culiivo gque -
contiene la neobramicina para retirar las materiass s6lidas Jun
to con los micellos. Se trata entoneces el filtrado del caldo
con carbfn activoe para adsorber del migmo la neotramicina. E1
carbén activo que lleva la neotramicina adsorbida es eluido -
con acetona~agua al 507 (una mezcle de acetona ¥ agua en uns
proporeibn de 131 en volumen) a un pH de 8,0. El eluado es rg
coglido en fracciones y las fracciones activas son corbinadas

entre sf y concentradas hasta la sequedad bajo presién reduci
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da 2 uwna temperatura de hasta 40°C o de otro modo sccadas por
congzelacifn para dar un polve crudo gue contiene neotramicina.
Zste polvo crudo es extrafdo con etanol acuoso con el fin de
separar en cl extracto resultante una mayor parte de los come
ponentes activos. Este extracto es concentrade hasta la segug
dad bajo presibn reducida a una temperatura de hasia 402C o
gecado de otro modo por congelascibn para dar un segundc polvo
erudo. Se pasa una solueidn de este polvo crudo en metancl a
través de una columa de Sephadex LH=-20 (un productce de Fhap
macia 0., Susela) que es desarrollads posteriormente con me=
tanol. Durante este procego cromgtogréfico, la clclcheximida
poaiblemento coexigtente es elulda en las fracclones que se =~
desarrollan en la primers fase del procesn, nlentras que la -
mazela de neotramicinag Ay B és eluida en las fracelones gue
tienen luger en la fliima fase del proceso.

Las fraceiones activas que conbisnen la neotramicina
A ¥y B oon combinadas entre sf y posteriornente concentradas -
hesta la sequedad bajo presifn reducida a una terperstura de
hasta 40°C para dar un polvo crude. Bste polvo es echado en -
un pequefio volumen de metanol y la golucibn metanbilca os meg
clads uniformements con una cantidad de gel de sflice neutra.
La mezcla fue secada por evaporacién y despuds fue colocada -
sobre la parte superior de una columna de otra cantlded de 4f
cha gel de sflice neutra gque ha sido impregnada con una meg--
cla de cloroformo ¥ etancl (3081 en volumen).la columma de gel
de sfiice es desarrollada posteriormente con glcraformmetandl
(30:1 en volumen), Durante este procesc cromatogréfico, la neg
tramieina A es eluida en lag fraceiones activas gue se desgrzo
1lan en la primera fase del proceso, mientras que la neotrami-

eina B ez cluida en las fracciones activas que tienen lugar ==
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en la fase posterior del proceso. Las fracclones activas que
gonkicnen la neoframicina A y las fracclones activas que con
%ienen la neotramicine B son concentradas hasta la sequedad
bajo presién reducida a una temperatura de hasta 408C para -

5 darmn polvo erudo que contiene la neotramicina A y un polvo
erudc que contiene la neolramicing B respectivamente.

El polvo crudo que contiene la reotramicina A asf
obtenido es echado en una canitidad aproplada de cloroformo ¥y
1a solueién es pasada a través de una columna de gel de sfli

10+ ¢e neutra que ha gido impregnada con cloroformo, Esta columna
dg gel de eflice es lavada con cloroforme y posteriormente dg
garrollada o 520 ¢on cloroformo-gtancl (60:t en volumen). Bl
eluado ¢s recogldo ea fracciones, y las fracciones activas dg
seadas que contienen solamente la neotramicina A son detecta~
19+ 325 mediante referenclia a los resultados de prusba del ensayo
biolégleo y por cromatografia en capa delgada de cada fraccibn.
TLas fraceiones activas deseadas asi eclegidas son combinadas en
tre s{ y concentrades hasta la sequedad bajo presibn reducida
a una temperatura de hesta 402C para dar un polvo inceloro que
20+ gontiene neotramicina A. Este polvo puede ser purificado postg
riormente para obtener un polve inecoloro que comprende nectra-
mieina 4 ¥ que tiene una temperatura de descomposicifn de 110~
1228G, repltiendo el proceso cromatogrifico de gel de silice
mencionado anteriormente o disolviende dicho polvo inecloro -
25+ en un pequefio volumen de éloroforme, afindiendo &ter de etilo
e la solucidn de cloroformo, separando por Liltracibén y se--
cando el precipitadc resultanie. Puede obtenerse un polve In
ecoloro que comprende neotramicina B y que tiene una temperatnu
ry da descomposicibn de 139-16396 a partir del preducto crudo

30 antes citado que contiene la neotramicina B por purifiecacibn
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del mipme modo que para las neotramlcina A.Ho obstante, se prg
fisre entonces que la cromatografiz de polumng sobre gel de ~-
gflice ses realizade usando una rezcla de ciorefernc y etancl
{(100:1 en volumen) como dlsclverte de desarrollo.

Bl polvo incoloro antcs mencionado que comprends -=-
neotramicina A y que tiene une temperatura de degeompogicién
de 110-1220C se disueclve en un pequeflo volumen de ebanol y ==
ea cromatografisdo nucvamente sobre una columna de gel de sfli
ce neutro, usande agua-acetato de etilo saturadc como dimolven
te de dosarrollo. 21 gluado es rocozido en fracclones, y las -
fracclonen que contienen neotramicina A son combinadas y cone-
centradas hasta la sequedad bajo presifn reducida a una tempe-
ratura de hasta 4000, dando un polvo incoloro, aubénticamente
puro de neotramicing & que presenfa una temperatura de descom
posieidn de 132-14720 ¥ una actividad Iptica espoeifica [oL7y
= +2722 (o 0,52, dioxano). Il polve incoloro antes citadoe que

comprends neotramicina By -tj.ene una temperatura do deascompow-
slelbn de 139«16390 se diguelve en un pequefio volumen de obaw
nol y se cromatografia nuevamente schre ung columna de gel de
afiice neutro, usande agua-scetato de etilo saturado como di-
golvente ds desarrollo. Zl eluado es recogldo en fracclones,
¥ las fracciones gue contienen neotramicina B son combinadan
v concentradas hagta la sequedad bajo presiln reduclds a una
tomperatura de hasta 4082¢, dando un polve inecoloro, auténti-
camente puro de neotramicina B que prosenta una temperatura
de descompusiclén de 144-1512C y una actividad Spiica egpeci~
fica [54_]}2,6# +3142 {c 0,48, dioxano).

A la vista de las propiadades antes cltadas de la -
neotramicing A y nectramieina B, ee ha confirmado que egbas -
sustancias son nuevos antibibticos que se diferencian de cual
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guiera de los antibisticos conocidos: De acuerdo con un cuar
to aspecto de esta imvenclén; se proporciona también una com
posicibn farmacéutica para el tratamiento terapéutico a? un
animal vivo, incluyendo el hombre, afectado de leusemis, qua
comprende como ingrediente active por lo menos uno de los an
tibibticos neotramicina A, neotramicina B, metilneotramicina
A yr metilneotramicina B y las sales farmacéutlcamente acepta-
bles de los mismos, en una cantidad suficiente para reducir -
1la gfeccibn por la leucemins in vivo, estando combingdo £l ==
compuesto del ingrediente active con un trangportador fa.;:ma.u
eeuticamente aceptable. o

7 Se comprenderd que las cantidades preferidas reales
de la neotramicing umada variarén de acusrdo con el compuesto
particular usado, la compozicibn paxt:!.dular formulada, €l mo=
dc de aplicacifn y el lugar particular y el organisme que ==
sean tratados. Muchos factores que modifican la accibn de la -
droga serin tenidos en cuentae por los expertos en la materia,
por ejemplo, la edad, el peso corporal, el sexc, la dieta, el
tiempo de administracifnm, la via de administracibn, la caden
eia de exereclbn, las combinaciones de las droges, las sensibi
lidades de reaccidn y la gravedad en la enfermedad. Las caden-
clags de aplicacifén Sptimas para un grupo determinado de condi-
ciones pueden ser determinadas por los expertos en la materia
usando ensayos convencionales de determinacibn de 1a dosig -~
a la vista de las pautas faclilitadas mls arriba.

Se estima que usando la descripeldn precedente y «-
sin mis elaboraecibn, el experto en la materia pucde utilizar
el concepto de esta invencién en su gentido mis amplic. Ias -
roalizacionses especiflcas preferidag que siguen deben ser con

slderadag, por lo tanto, como meramente ilustrativas y no li-
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mitativas en modo glguno del resto de la descripeibn.
Deseripeiln de las realizaciones proferidas
Etemplo 1

Se inoculé una cantidad determinada de Streptomy-
©88 Bp. MCY16-C4 (identificada por A.T.C.C. 31123) que habla
pido incubada en un medio de agar en declive, en un medio de
oultivo 1fquido estéiril (pH 7,0 125 ml.) comprendlendo 2,5%
de maltosa, 0,75% de peptona, 0,75% de extracie de carne, 0,37
de extracto de levadura, 0,3% de cloruro sSdleo y 0,1% de sul
fato de magnesio (7 Hza). El medio inoculado fue oultivado --
con agltacifn o 282C durante 48 horas para daxr un cultivo de
plembra primario. Zste cultivo de sieuwbra primarioc fue lnocu=~
lado a un tamafio de indculo de 0,48% en volumen a 50 l. de un
medio de cultivo 1fquido esterilizado (pH 7,0) conteniendo =-
345%¢ de jorabe de slmidbn, 0,75% de peptona, 0,75% de extrac-
to de carns, 0,3 de extracto de levadura, 0,3 de clox:u.éo 1]
dieo y 0,1% de sulfato de maguesio (7 H,0) en un fermentador
con deptelto de acero inoxidable de wna capacidad de 130 1. -
£l medio incoulade fue cultivado a 289C durante 24 horas bajo
aireavifn y agitaéién para darvn aliivo de slembra secundaws
rio. Bste cultivo de sicobra secundario fue incculado a un --
tamafio de inbeulo del 2% en wolumen (6 1.) en un medio de cul
tivo 1fquido (pH 6,8, 300 1.) comprendiendo 2% de glucosa, 2%
de glicercl, 1,2% de harina de soja, 1,07 de polvo de semilla
de algodbn, 0,32% de carbonato oflelco, 0,5% de cloruro sbdlce
¥ 0,0005% de clorurc de manganese (4 Hzﬂ) gue habfa sido este~
rilizado a 12020 durante 30 minutos. Se reallzf el cultive a
280G dupante 92 horas bajo alreaclfén y agitacitn (250 r.p.m.)
mientras que la cadencia de aireacifn fue de 150 l./minuto du
rante las primeras 24 horas ¥ luego fue incrementada a 300 1./
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minute durante el perfodo comprendido desde la hora 24 a la
92 del cultivo.

El caldo de cultivo resuliante (pH 7,3, 300 1oy av=
tivided 88 u./ol.) fue mezclade con 24 kg. de un producto fil
¢rante (tierra de infusorios disponible comercialmente ha;lo' el
nombre comerciel "Hyflo-Supercel"} y la mezcla fus filtrada -
por medio de un f£filtro de presila para dar 300 1« del filira-
do del coldo. ElL f£iltrado del caldo fue mezelado perfectamen=
%o con 3 Kg. de qarbln activo a temperatura gmblente durante -
wna hora hajo agltacidn, con sl fin de adgorber los antibibti~
cog gobre el carbénfr.-

ILa porcidn de carbén activo fue recoglds por centrie

’ ‘fugeclén y posteriormente lavada con 150 1. de agua. El care-

bén lavade fue mezelado com 70 1. de acebona-agua al 504 (pH
8,0) durante ung hora bajo agitacibn, con el fin de exiraer los
antibibticos en €l disolvente.Se condujo esta exfracelln por
dos veces ¥ los extractos asf{ cbtenidos fueron combinedos one-
i;r#,_. 2i a un volumen de 118 1. la solucifn delexf;_:acto fue cop
een“am&a bajo presidn redueida a una temperatura de hagta 402C
T la solucibn poncentrade (246 1.) fue gecada por gongelacifn
para dpr 565 g. de un polve de color marrén (actividad, « ==
35 u/mz.) que eontenfa las ncotramieinss A y B. Esbe polve de
color maredn fue extrafdo con 11,6 i. de etencl-agua a1l 807,
Las materias insolubles gue no tenlan actividad anti-bacterig
na fueron retiradas por filtracilng para dar 11,2 l. de W «=
extrecto gbtanSlico. Este extracto fue concentrado baje presiln
reducida a una bemperatura de hasta 409C a ua volumen dg ==
800 mle, ¥ la solucidn concentrada fue seceda yoﬁ congelacidn
pars dar 218,5 g« de un polvo crudo (actividad 53 w/mg.) este
polve erude fue dividido en 5 partes igualess y cada parte --



Se

10.

15.

204

30,

fue disuclts en 20 ml, de matanol. Ia solucidn metandlica fue
pasada a través de una colwma (90 mm, de difmetro) de 4 1. de
Sephadex IHe20, que fue desarrcllada posteriorzente con meta~-
nol, El sluado fue recogido en fracclonss de 200 ol. ¥ 8¢ com
prob8 que se oluyS ciclohextmlda en las fraceiones nfmero 3 a
11 mientras quo sn las fracciones n? 12 a 14 se eluyd una mez=
cla de las neotramicinas A ¥ B. Las fracclones n? 12-14 fae--
ron combinadas entre sf y concentradas hasta la sequedad bajo
presifu raducida a una temperatura de hasta 402C para dar 47
g de un polvo crudo {actividad, 160 u/mg.) comprendiendo las
neotranicinas A ¥y B mepcladas. Rendimiento 28% (basado en el
contenido de neotramicing del caldo de cultivok
Glemplo 2

Se eché el polva eruio (33 g.)s comprendlendo las =
nsotramicinas A y B mezcladas obbenidas en ¢l ejemplo 1, em -
un peguefio volumen de metanoly ¥y la soluclién fue mezclada ung
formementa con 50 g. de un gel de sflise neutro, seguido por
¢l seqado dajo presifn reducida. Ia masa secada asi obtenida
fue ooclocadn enciza de una columna (60 mu. de difmetro) de -
660 z. do dicho gel de sflice neutro que habla 3ido impregug
4o eon cloroformo~gtancl (30:1 en volumen), Esta columna de -
gel de sflioe fuf dasarrcllada a 590 pasando un £iujo de ¢lo=

" poformo-stanol (30:1 su voluman) a iravés de dicha columna. -

El eluado fue rapogide en fracclones de 130 ml., ¥ 8¢ cOmpro=
b6 qua la neotramjcina A fue elulda ex lss fracciones ns 23-31
mientras que la neotramicins B fue eluids en las £racciones ng
35-49, Ias fracciones activas combinades n® 23-31 fueron con~-
gentralen hasta la seguedad baje presifn reducida o una tempe~
vatura dc hasta 4095 para dar 1,47 g. de un palvo crudc ama=
rillento que contenia 1la neotramicma 4 {actividad,520 W/mEe) o
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Rendimiento 14%. Las fracclones cormblnadags n? 35«49 fueron -
eoncentradas hasta la sequedad del misme modo para dar 1503 ge
de uzn pelvo erudo amarillento que centenfa la neotramicing B
{actividad, 450 w/mg,.). Rendiniento 9.

S5e¢ Eiemple 3
%l polvo erndo amarillento conbeniendo la necbramdl
eina A {1 g.) obtenido en el ejemplo 2 fue disuelto sn 20 ml.
de cloroforme, ¥y la soluciln fus pasads a 590 z través de unz
- ecolvmns {13 mm. o difmetro) de 20 g« de un gel de sllice noy
10« 420 de e mieua calidad que &l empleado en el ejemplo 2 que -
habia sido Ampregnade con cloroformos La columna fue lavada -
con 400 ml, de ¢loroformo y posteriormente desarrollada con -
eloroformow-gtanol (6057 en volumen).El eluado fue recogidd en
fracciones de 8 ml.y; ¥ se obmervé que la neotramieina A fue -
'15-' gluida en las fracclones n? 13-27. Ias fracclenes combinadas
n? 13-27 fueron conceatradas hasta la segueded bajo presifn
rodueide e unam temperatura de hasta 4020, dando 320 mg. de un
polvo de color 4ébilmente amarillo. Zste polvo fue echado en un
volumen nfnimo de cloroformo ¥ a esta solucifn se afindlb &ter
2o de etilo hasta que dejd de depositarse el precipitado formado.
EL precipltedo fue retiredo por filiracién y secado, dando -
183 mg. de un polvo incolopc gqus comprendfa neotramicina A ¥y
que tenia vna teﬁpere.tura de descomposicifn de 110-1222C (a¢
tivided 1000 ve/mZ.). Rondimiento 35%. '
25« Eiemole 4 '
El polvo incolorc comprendlendc neotramicing 4 =
(153 mg.) obtenido em el ejemple 3 fue disucltc er un pequefic
volumen de danol ¥ recromsbografiado gobre mna columas de un
gel de silice neutro (4,07 g.) de la misma calidad que el enm-

30+ pieado em el ejemple 2 que fue desazrollade con agus-acelato
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de etllo saturado a 5¢C. El eluado fue recogido en fracclones
de 0,6 ml. Las ‘fracciones ne 55«95 contenlendo neotramicina A
fupron combinadas ¥y concentraéas haate la sequedad bajo prews
gi6n reducidn a una temperatura de hasta 400C, dando 53 ng. =
de un polvo incoloro de neotramicing A aubénticamente pura ==
que tenfa une tenperatura de descomposiclén de 132-1479C (ac=
$ividad 1000 Ue/0Ce) . @jian +2728 (¢ 0,52, diozanc) Rendlw-
piente 35%.
o

ElL producto crudo amarillento conteniendo la neotra
mieina B (810 mg.) obtenido on el ejemplo 2 fue echado en 16
ol. de ¢loroformo ¥ la solucifn fue pasada a 520 a través de
ung columna (13 mm. de didmotro) de 16 g. de gel de sflice =-
nentro de la mismg calidad que el grpleado en ¢l ojemplo 2 ==
que habfa sido impregnado con cloroformo, La columna fue lavy
da con 320 ml. de olepoformo y posteriormente desarrollada =
con ¢loroformoeetancl (10051 en volumen). El eluado fue reco~
gldo en fracciones de 6,4 ml., ¥ se comprobb que la apotrami-
cina B fus sluida en las fracciongs n¢ 34-70. Las fracclones
combinadas n¢ 34«70 fueron concentrades hasta la ssquedad bae
jo prosibu redueids o una tecperatura de hasbta 4020 para dar
160 ng. de un polvo de color débilmente amarillo. Iste polve
fue echado sn un volumen mfalmo de cloroformo, y a esta solu-
cifn se afladil #ter de etilo hasta que dejé de depositarss el
precipitado. EL precipitado fue retirado por £iltracidn y se-
oado, dando 85 mge. de un polvo lncolors que comprendfa neotrg
wmicine B y tenfa una temperatura de descomposicidn de 139«
1639C (actividaed, 820 e /Mge ) » Rendimiento 14,6%.
Elenple 6

T1 polvoe incoloro comprendiendc nmeotramiclna B3 --
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{74 mze) cbitenido en ol cjemplo 5 fue zmecromabografiado sobre
wn gel de sflice nentro (2,53 g.) que fue desarrcllado oon ==
agua~acotato de etlle saturado del mismo modo que fus wmpleg~
do en ol ejemple 4. EL eluado fue recozgido en fracelones de -
5¢ 0,35 ml. Tas fraccionss (ug 75«157) gonteniendo ansgotramicing
B fueron combiﬁaﬁas ¥y concentradas hagta la sequedad bajo pre
gifin reducida a una bemperatura de hesta 402, dando 36 mg. -
ds tn polwvo ineoloroe de neotramicing B anténticamente pura --
‘que tenfa una temperatura de desedmposicifn de 144«15120 (go=
10 4ividad 835 u./mSe)e 55712,6 = +3142 (¢ 0,48, dioxanc). Rendi=
mhento 65%.
Biemplao
. Se inoould un cultivo de slecbra primacic (de 0,5
nl. ¢ada wno) de Streptomyces sp. 10S16-04, que fue obtenide
15¢ ge un mode similar al empleadc ex ¢l ejsmplo %y en gade 30
m?.. ds un medlo de cultivo 1fquido esterilizado (pE 6,8) con
toniendo 2% de glucosa, 25 de glicerol, 1,2¢ deharina de soja,
1,07 de polve de semilla de algodldn, 0,327 de carbonato cdloi
coy 0559 8o cloruro sédico y C,0005% de cloruro de mangarsgo
20. {4 Hzo) en cuatro matraces Erlenmeyer. El medio inoenlado fue
cultivado a 28¢C por espacio de 92 heras sobre un ggliador =
giratorlo (220 #.p.o.). EL celdo de cultivo resultante (pH 6.5,
90 ml., actividad 780 u./ml.) fue extraido com 90 ml. de buby
nol bajo enfriamiento con hielo. E1 butanoleextracto fus con-~
254 ecentrado hasta la segueded bajo presidn reducida a una tempe~
ratura de hasts 4000, dando 242 mg. de un jarsbe p_axﬁnéaa Son-
teniendo las ﬁeotramicinas Ay B {actividad 100 u./mg.) Rane
dimiento 447
3¢. Se disolvib en 20 ml. de metanol ux polvo srudo auz
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rillento (1,0 guy octividad 765 u./mg.) conteniendo lgs neo=-
tramicines A ¥ By qus fue obtenide de un mode similar al deg
erito en los ejemplos 1 ¥y 2. La sclucién de metancl fue mane
tenida a 2500 dursnte 16 horas ¥ concentrada hasta la seque=
dod Pajo prosifn reduecida, dando 1,0 g« de una mezele de las
motilnestramicinas A ¥ B+ La megcla fue eromatograficda sow-
bre ura columa de gel de g£11c8 (50 gy Wakowgel C«200, =
Tako Chemicgls, Osska) que fue desarrollada con una mezela =
de beroeno y metanol (2031 en volumen). El eluado fue dlvidi
do en fraceiones de 12,5 ml. Se chiuvieron la# frapgeiones ==
(ne 19«25) contentendo metilneotramicina A y las fracciones
(ne 26=-38) conteniendo una mezcla de metilneotranicinasl ¥ Be
Tas fracciones nt 2638 fueron concentradas hasta la sequedad
¥ ol residuo fus recrometografisdo sobre una columa de gel -
de sflice (18 g ) por &l mismo método deserito mia arribo. =
Las fracciones que contenfan metilneotramicine A y las frate-~
clones antes mencionadas que contenfan neotramicina A fueron
conbinadas y oonsentrgdas haota lg sequedad, dando un polvo
inooloro (299 mg). EL polvo fue cristalizado con una mezcla
de mcetona y bencenv para dar 240 mg. de orictales ineolorog
de metilnectramicinaA, Ias fracclones que contenfan nmetilneg
{ramtolins B fueren 'gambinadas ¥ concentradas hasta la sequs
dedy dando 175 mg. de un polve incolore de metilneotramicina
B pura.
Ele . O

Se dieclvif metilneotramicina A cristallina {225 mz.)
cbtentda en el ejemplo 8 en 45 ml. de 0,01 NHCI-dioxeno (121
su voluzen) ¥ la solueién fue mantenids a temperatura amblenw
te (2200) durante una hora. Ia solucifn fue ajustada a wn pH

30. de 6,0 con 1 ¥ NaOH y concentrade hasta la sequedad bajo pre~
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s16n reduvcida, dando 216 mg. de un polvo inccloro gue contoe
nfa las neotramlicinas A y B. £l p;alvo‘ fue oromatografiado gg
bre una columna de gel de sflice (20 g.) de un modo similar
2l empleado en el ejemplo 2. Se cbtuvo neotramicina A (87 mg.)
¥y neotramicina B (69 mg.) puras.

Lo hidr6iisis do la metilneotramicina B (100 mg.)
en 20 ml. de 0,01 JHCl~d)oxano {131 en volumen) a temperatura
ambiente dursnte unz hora por el miszmo método desorito mbg ==
arriba 416 95 mg. de un polvo incoloro que contenfa Jas neo=-
tremicinas A ¥ B _

El Sephadex LH-20 usado en los ejemplos precedentes
puede ser reemplazado por oirog agentes de £iltracibn de gel
aimilarés, por ejemplo Sephadex (25 a G200, SGpﬁa;:‘:ose Facdh g
65 {Fharmacia Fine Chemicals AB, Uppsala, Suscia) § Beo=05% «
AL.5m (Bic Road 0o.)e Los agéntea de filtracifn de zel brefe-
ridos incluyern los geles de dexbtrano degradados ¥ sustitufdos
econ carboximetile que se describen en las columnas 3y 4 de =

la patente estadounidense no 3.819.836.
L D S
Ia Patente do Invencibn que se solleita por veinte

afios, pars Dspafia, de acuerde con la vigente Legislacifn, de-
beré recaer sobye: "UN FPROCESO PARA LA PRODUCCION DE NEOTRAML
CINA A Y NEOTRAMICINA B®, con Prioridad de la solieitud de Pz
tente en Jepbn nt 123256/75, de fecha 15 de Oclubre de 1,975,

seghin las caracterfsticas esenciales de las slgulentes:
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13,~ Un procesc parz la prodnccifh de neotramicina

A y neotramieins B, que responden a la fLérmula genersl .{fa)
e (Ib). respectivamente, cuyo proceso consiste en culiliver -~
ung, cepa productora de neotranicina del género Zireptomyces
bejo eondiciones agrobias en um medio de cultivo gproplado ~
para el mismo que contiene Zuentes de carbone y nitrigeno ~
asimilables durante un perfode de tlempe suficiente para prg
duelr y ecumilar neotramicina A y neotramicina B en ¢l medio
de cultivo, y recuperar uva nezela de la nectrasdclon Ay =
nootramicing B del cultive y poatericrmente, sl ca necesarlo
peparar le mezela recuperada en la neotramicine A ¥ neobramd
¢ina B bajo sus forass alsladas.

28, Un proceso para la produccifn dc neotramiclng
A ¥ ueotramicing By de acuerdo con la relvindicacldn 1, en =
¢l que se cultiva una cepa de Streplogyces productora de ne;g
tyramicing, que tiene las caracterfsiicas de identifficaciln
AeTaCele 31123, bajo condicicones agrobiag sumorgidas en un -
nedid nutriente que contiene una fuente de carbone y un Nue=
triente nitrogensdo hasta que es producida una canbidad sus-
tanciol de neotramicing por dicho organismo en dicho medio -
autriente.

38.~ Un process para la produccifn de neolramiclina
A y neotranicina B, de acuerdo con la reivindicacibn 1, en -
el que se cultiva la cepa de Strgptomyces en un medio nubrd-
enkoe a una temperatura comprendida entre 24 y 35°C.

42 .~ Un proceso para la produccifén de neviramiclna
A ¥ neootramicina B, de zeuerde con la reivindicacifn 1, en ~
81 que se cultlva la cepa ds § Somyees en un medic nulrien

te o una temperatura comprendids entre 25 y 292¢ y con wm pH
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comprendido entre 6& 8. 7
58~ Un pmcesb para la:produecién de neotramicing
4 ¥ neotramicina B, de seuerdo conr la relvindicacifn 1, en -
el que la neotramicina producide en el ealdo cultivado es rg
cuperada por extraceila y purificeda por un p,éoceso éue incln
ye al iﬁencs un éxoceéo seleccionado del grupo comsistente en
extraceidn con sal, precipitacifa de diselian‘ae, axbiraccibn
con butanol, diflisis, ulira-filtracisn, precipitacién isco-
léotrica, filtraeifn de gel, eleotroforesis, clectroegomcone
tracibn y adsorcibn seguido por la elucifn a partir de una -
rosina de intercamblo ibnico.
68,~ U PRCCESO PARA LA PRODUCCION DE NECTRAWICINA
A Y REOIRAHICINA BY,.
Segfn queda sustancislmente aescz,jito @ la presoa-
te Hemoria gue consta de cuarentz y tres hojas, escrites a m§
quing por una sola cara y acompaiiada de dibujose
mearia, 2 2 01,1970
ZATDAN HOJIN BISEIBUTSU KAGAKU KENKYU KAT
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