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Este Invenoidn se refiere a wna nueva sustancia fi
sioldglcanente activa, 1o estex;aatina. qus es activa para in
hibir 1a setividad ensimitice de 1a esterase.Bote invencida
ge rafiere tonbidn & un procese para la producefon de estorag
tina vy més particnlarmente & un proceso pars Is produccidn de
esterasting por eultive da un microorganismo, una especie del
género Strurtomyves en un nmedic de euliive para producir ¥y=-
seumular 1a esterastina y recuperar deemés la estorastina
cultivo. Esta invencién se rofiere sdemés a ma droga inmung
supresors gne eem};ren&e eéﬁcr,astine como ingrediente motivo.

Nosotroe, los preaexite inventores, descubrimon re=
elentenente que tna sustencla eetiva contra 1n esterasn estd
presents an el cnlﬁvohbtenidu- 'oultiwrando an nicroerganismo

 que €S aisledc de une muestra @e tlerra recogida en el campo

de Elselbutsn Kagalx Kenkyu-she en Shinagawa-iu, Toklo, Ja—
pn ¥ que fué desigmada Streptomyces MD4-Cl. Conseguimos ais
lar esta sustancio g paz'kir de dicho cultivo. Como resultadd
de 1a investigocidn, esta sustancia results aer una sustancia
nueva llenads ahora esterasting. Efectuanos una investigacidn
intensiva pera ?e'i' sf 1a esterastina es dtil como mediding -
para algin fin. B consecuencia, hemos descublerto mhora que
la ectorasting es evtiva para reducir el nimerc de lus e¢élu~
183 que forman ¢l entiomerpo humoral y tambien pars suprimir

. 1a inpunidad eelularsComo la esterastina es una sustancia de

25.

30

muy baje toxleldad, esté sustencia es un compuedd fisioldgli-
canente activb gque puede userse con segurided como drogs pera
tratar muchas do las enformedades mortales ocasionadéqpor -
las maceiohaa inmanes, por ojemplo, la dermatibis, a.ﬁérgica
s conteolo, Inpus nisﬁémi;:a erdtematoss anomin hamolibic aﬁg
:tmma; poeriarteritis nudosa, miastenia gravis, artritis,ren
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matismo y esclerosis miltiple y que puede ngarse como droga
inmuno-supresiva en las operaciones quirfrgioss de trasplante
de un Srgano interno tal como el corazdn, rifién y misoulo. -
Se espera itambién que la esterastina resulte dtil como agen-
S« te enti-inflamatoric, porque inhibe la sstiwmoién del siste-
ma apcesorio debido a la actividad inhibidora de 1 esterasa
que presanta la esteradtina.
Reglizamos una investizeoidn sistemdtics pars dus-
ear una sustancia fisioléglcamente activa que sea inhibidora
10, de la doscomposioidn del acetato de penitrofenilo por ia an-
terasn, y durante ests investigacidn dsscubrimes 1a esteras-—
ting en el calde de formentacidn del miorcorganismo sntes -
mencionndo como se ha indlcado mis arriba.
1a posterior iavestigacién de ln estorastinag reve-
15. 1a que sats sustancis tiene 1a eatruiztnra quinies mosirads -
mds adelante.
Do mouerdo con este invenoldn se proporcions, por
consigulente, un nueve compuesto, la esterastina de la ffrmy

la siguiente:
20, CHy( cﬂz);,ca-mcﬂzca-quzfacszc‘m - cﬁ(cnejscsz
P9
o
SHNHCOCH
CH,CORH,

25,

La estorastina es una mtancﬁ".a :’lmlora 7 pulvery
lenta quo so de naturalesa neutra y mma acﬁvidad pars =
inhibir la aceidn de la esterasa y que presents las simien~
tes propiedades fisico-quimicas amhﬂsﬂms

30, (a) tener un punto de fusién de 90-9500 ¥ une soti-
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vidad Sptica especifica [ocjga 4 119 (e 1, cloroformo),

{b) ser soluble en pirtdina, dimetilsulffxido, meta
nol, etanol, acetons, acetato de etilo, aceteto de butilos -
elaroformo y bencond pere escasamente soluble en agua, &ter
de petrfles y heoxano,

{o} dar un peso molecular de 506 medido por CEPEGe—
trometria de masa,

(a4} dar un anfilisis elemontal: C 67,04%, H 9,21 %,
R 5,56 % ¥ 0 17,90 %,

(e} mootrar un pieo de ebsorcidn AL pax 2 230m -

(515 22,5) an sepsotzo de ebsorctén wltra-viclets (en 95 %

de metanol), .

{2} mostrar bandas de absorcidn coracterfsticas o =
3470, 3350, 2050, 1840, 1730, 7545? 1610, 1545, 1415, 1375,
1325, 1260, 1225, 1185, 1115, 1040, 1020, 975, 920, 900, 880,
840, B10, y 650 mi“ en espeotro de absorciln infrarojo nodw
Iizada en bromuro de potesio, ¥

(g) mostrar 6@ espectro de absorcifn de resonancia
nagnética nuolear mostrado en 1a figura 3 de los dibujos gue
se acompafin,

De souerde con esta invencidn, se proporcions tamee
bién un procesc pare la produceifn de esterastins, que consip
te en cultivar una cepa productora de esterastina del ghnere -
Streptomyoss bajo condiclones sercbies en un medio de oultivo
apropiade para la misma que contiene fuentes de carbono y ni
trégone animilakles, durante un perfodo de tiempo suficiente
rere producir y scumilar la esterastina on ol medio do oultie
0, ¥ roocuporer la esterasting del cultivos

Ia cepa de Sirepfomyces productora de esterasting -
puede ser, por ejemplo, J.a Streptomyoes ¥D4-Cl como se ha men
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ciongdo anteriormente. Esta cepe MD4.UL fuf dopositada el 25
de septierbre de 1976 en un depdsite Jjaponés mutorizafo del
"Fermentation keeearch Inatitnte, Agenay of Industrisl Soien
os and Technology*, Inage, Chiba=City, Jupln, bajo el nfmerc
de deplsito FERW.P 3723, Hota oopa MD4-OL fué depositads tap
bién el 20 de sepiienmbre de 1977 en ia Uolenolfln Amerioans -
do Cultivo de Tipos, Kaxyllnd, EEJOU, s Daja el nimere AXCC
31336, :

Jas carauterfstioas cultursles y taxondmioss de la
copa MD4-Cl son desoriiss a continunscién,
1o~ Borfologfe plorosofplon.

La cepa MD4~OL (lens micelios de sustratos remifica
dos & partir de los cuales ss desarrollan hifas aéreas en for
ma de ecpirales sbieriza. Mo se chaerve ramificacifn sn verw
ticilo. DLas cadenas de espoves maduras llevan wsuaimente més
de 10 esporas olnioag, las esporas tﬁm usualmente un tams
o de aproximadements 0,6.0,8 pox 0.6»1.2 sioras y tienen una
supsrficle lisa.

Som ticas del oreo yon_vardoe m ] -

La designaoidn de colores entre corchetes /= 7 mep
clonada a oontinuacidn sigue el patrdn de colores dudo en ol
*Color Harmony Manual" publicado por Jontainsr Corporetion «
of Amerioe.

(1) Con sucross-sgar de nitrato (inoubado a 272 O)y
Crecimiento Inooloro, lleve hifas sfreas de coler rojo grisf
ceo /76 ge, Roze Ovey 7 & coler gris rodizc /™5 ge, Rosewood?
No se obmerve plgmento solubley: ;

{2) Oon glucces.sgar de asparregeina (inoubado &
27% C)s Creoimiento incoloro, lleva hifas alress 3o COloY Mo
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rrén rojizo clave /75 ee, Dupty Peack 7 a color gris pardus-
eo brillante /3 fe, Silver Gray 7. No ac observa pigmonto
soluble, '

{3) Con flicerinn.sgar de aaparreguina (meglc ISP
nf 5, incubade a 272 O)x
EL erecimiento de incoloro s mmarillo claro 1leve hifas alress
Ga ocolor blanck & coler blanco rosado. daépuéa de aproximaio.
mente 14 dfas de inoubaelén. Fo se observa pigmento solublo,

{4) Com mimiebn.agar de sales inorginicas (medio -

ISP n¥ 4, incubado & 27% 0)x '
1L erecipiento incoloro lleva hifes afress ds color gris par
dusgo brillante /73 o, Silver Gray 7 z color g-r:{s rosado. No
g0 oboerva. plamenio soluble.
{5) Con sgar de¢ tirooins (medio ISP ne '?, incubado &
27% E}t‘: ’
I crecimiento amarille clayc lleva hifas sfress de color -
blanco rosado a color gris rojize /5 ge, Rosewood 7. No 56 ~
chgerva pigmento. soluble,

{6} Con ager nutriente (incubado & 27¢ O)s
Crecimtento amsrillo olsro. No se forman hifas ni se ohserva
pizmento solubley

{7) Can extracto ds levadurseagar de extractc de mal
o {nedio ISP ne 2, incubady a 272 C)s
& ecrecimiento de color marrén mwarillento claro a merrdn amg
rillento lleve hifap afroop de color gris perdusco brillante
2 eolor gris rosedo [‘? 1z, Rose Taupe 7+ Mo se observe pig--
renio soluble.

{8) Con agar de barina de avena (medio ISP nf 3, in-
cubade a 27¢ O)¢
EL erecimients incoloro & smarillo clare o awarille 0Scurs -
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lleva hifes afress de color rojo grisfoes /6 ge, Rose Gray./
& calor gris rojizo /5 ge, Rosewood & 5 ig, Rose Taups 7, -
Io e observa pigmento soluble,

(9) Con glicorinae.agar do nitrato (fncubade & 27%0):
E erecimiento de amarillo claro a marrda amarillento alayp
L3 1e, Camal a 4 1s, Oork Tay 7 1leva hifss alreas de color
blanco & blanco parduscd. '

{10) Con agar de almidén (fncubado & 272 O)s
El orecimiento incoloro lleva hifss adress de color blanco -
psxrdunco & odlor gris pardusco olare /75 de, Pussywillow
Gray./« Ko se observa pigmento solutde.

(11} Con Calolo-agar de malato {incubado a 278 C)s
Il orecimients incoloro lleva hifas abrees de color Llanco &
color marrdn rojizo pilido /5 ec, Iusty Peach 7 a color gris
rojizo /75 ge, Rosewood 7. Ko se oboexws pigmento soluble.

{12) Con ocelulosa (incubado a 272 ()x
K erecimiento es incoloro. 10 e formun hifas adyeas ni gse -
ebsexrva pigmento soluble.

{13) Con pajuelas de gelstinas
Con medio do gelatina comn (inocubado a 20% 0), &l crecimiane
to es incolors con desarrollo de hifes aress de color Llando
¥y oon produceifn de pigmento soluble de oolor marrdi. Con M.
dio de glucomawpeptonswgalatine {inoubedo a 27% C) ne obtiens
un erecimiento de oolor mmarilis clerv a marrSn amarillento -
claro con ligero desarrollo de hifas afireas de oolor blanso y
con produscidn de pigmento soluble de color marydn Oscuro.

(14) Con leche desnmtads (incubads a 37% O)x
Il eracimionto de incolore & amarille olars lleva hifas lige-
remente afreas de color blancay El pdgmente soluble estd muy
debilmente tefiido de marrdn s partir del 19¢ afs de ls incuba
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(1) Temperatura para el crecimiento.

Se examind el crecimiente con slmidéne-agar do leva
dura (comprendiendo 1 ¢ de almidén soluble, 0,2 % de extrae
%o do levadura y 3,0 ¥ de agar, pH 7,0.7,2) a 208 C, 242 O,
270 €, 308 O, 372 Oy 508 O. Ia copa MD4=CL orecid & todas
las temperaturas ensayadas, excepto a 508 C. Ia temperatura
éptina pava un buen crecimiento repulté estar comprendida -
alrededor de los 27=37¢ O,

{2) tiouefacoidn de 1a geletine.

EX medio de gelatina comfn (154) no se lioud cuzne
do fué incubade & 202 O. La gelatina (15%4) en medio de glum
cosa-poptons-gelating oomensé & licnarse & partir de aproxi
modamente ol 5° dfa de incubacién ocuando se incubs a 272 0,
¥ el grado de Xicuefacoidn fuf entonces de medic a2 debil,

{3) Hiaxélisis del elniddn,

B almiddn del medio de ssles inorgénicas-slmidén-
ager v d&l medic de almiddneagar fué hidrolizade a partir -
de eproximadomente ol 52 dfa de inoubacidn cuando s6 ineubd
2 279 0, y ol gredo ds hiarflisis fue medio.

{4} Comgulsoién y peptonizacién de 13 leche desnoe
tada,

o comens$ la ceagulacidn de la leche desnatada, -
pero la peptenizaé‘i&n s¢ inioié a8 partir de aproximadamente
el 122 dfa de inoubacién cumndo se incubb a 37¢ ¢, El grado
de paptnn:.zaaién- fub entonces modio.

{5) FPormmoién de pizmentos melancides.

Se obaervé formaoiln de pigmentos melanoides on el
csldo de tripténeextracto de levadura (medio ISP ne 1) y -
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oon peptons-extiracto de lovadura-sger de hierro (medio ISP
n2 6y cuando se incubd a 272 O, No se observd pigmentacifn -
con el eger de tirosina (medic ISP n2 T)s |

(6) Utilizeoidn de fuentes de 0arbond PAra el OG-
oimienta. '

La uiilizacién de los hidratos 4o carbond menoionse
dos nés abajo ful ecnsayads an ol medio de ager Pridhom-Got-
41ieb (medio ISF n¢ 9) cuando se incubd & 272 O,

Se utilizd gluooss pere ol oreoimisnto, perc no se
utilizaron L-ayrebinosa, Dexiloea, Dfructosa, sucrosa, inosi
t0ls Leramnoss, refinoss y Demanitol,

{7) Licuefacoidn del malato ofloico.

E malato ofloico del medis de mslate clofcowsgar
se 1icud alrededor del orscimiento @ partir de eproximadamen
te ol 102 afa de incubacidn cuando se incubd @ 272 . K gra
do de liouefaocciln fub de medio & fuexrte.

(8) Reduooidn del nitrato. .

No se observs reduceiln de nitrato en le zoluoidn -
de peptona mouosn conteniendo 1,0 % de nitrato poidsice (mo-
dio ISP n® B), cuando se inoubd a 218 G4 :

Resumiondo las propiedsdes antes mencionsdas de la
cepa MD4-(1, s6 obasrva que este ceps Yertencce &l gnero -~
Streptomyces y que las hifss adress forman espirales pers no
desarrollan verticilo, La superficie de laa esporus es liss
mediante cbservecidn microsecfpior, Con varios medios, el org
oimiunto tiene un color de 1n001070 & SDRTIIIO ClGYO O Bwme
rrén amarillento cléro, con desarrallo de hifas adreas de oo
lor gris rojizo a ocolor gris rosado & oolor gris pardusoe
brillante pero oin producir pigmento solublee La formsoidn -
de pigmentos melanoides en poaitiva en el caldo a8 tripténe
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extracto de levadura y en el medio de peptongesxiracto de le
vadurs-agar de hierre pero os.negativa on el medio de agar -
de tirosina. Ie proisolisis y la hldrélisis del almidén son
de grado medic. '

Debido a las propiedades antes mencionades, la cepa
¥D4~CL se oompersda con lag especies anflogas conocides 4o =~
Stroptomyces con referencis a les deseripeiones 4l “Interna
tional Strsptomyces Project® (ISP). Se comprneba que la cepa
HD4~01 se perece mecho = la Sireptomyces lavendulas (véase -
¢l "Jeurnal of Syshbemstio Bacteriology” vol. 1B, pag. 138
(1968}, reforenciado en lo que sigue por Literstura n® 15 y
la obra de Wakemen titulada "The Actinomycetes™ vol. 2, pag.
234, referenciada en lo que aigue por Iiteratura n® 2) y =
Streptomyces gvidinid (véase el “Journal of Systematic Pacte
riology® vol. 22, pasa 276 (1972}, referenciado por Iiteratu
ra 09 3j y "Antinfcrob; Ag. Chemother.” pdg. 20 (1963) refe-
renciadc por Literatura n® 4 en lo qne sigue). Estas dos espe
¢ies conocldas fusron obtenidss realmente y comparadas direg
tamente con la cepa ¥MD4e(l. Un resumen de los resultades de
la comparaciln sparece on la tebla gue signro.

QGQ/‘Q'OI-
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Como se verd por la tedla que precede, le cops MDie

CL es muy siniler & la Streptomyoes lavendulas ISP 5069 y ~
Streptomyoes avidiniy ISP 5526. Eatre las copas produciorss
de antibltioo KSD-235, la Sirepiomyoes syidinli ea distinta

~de la Streptomyoes layendulas porque le primera produce hifas

afreas que ticnen un tinte de gris. En lo gue respocta a loe
resultados de las ocomparaclones que yreceden y las descripelg
nes de lag Literaturas n2 1 y ant 3, la diferenciz en el color
de 1as hifas adreas no es ten pignificativa que pormita dlsw-
‘tinguir 18 Streptomyoes sviginiy de 1s Sireptomyoes Jsveniu—
dap. S6lo se encusnira diferenciss mfs notables entre esias
dos especies en 1o que respecta & la formsoién o no formsoidn
de pigmentos melanoide y & lu cougulacién de la lechs, No obp
tante, sutas dos especies se consideran muy estrachanents 1o~
-lacionadas entre sf, ya que las diferencias antes mencionndas
no constituyen un factor decisivo pars distinguir una espeoie
de otre del género Streptonyces.

La cepa MD4~Cl demosird producir un antibibtico conp
cido, esireptotricina, y la cepa ED4-UL es my ooincidantes -
-con la Sireptomyoes lavendulsg excepio que se difsrencian una
de otra en la formaoién de pigmento malanaido‘ For otre parte
ls ospa MD4~Ol es coincidente con ls Stroptom 13
todos los aspectos con la exoepoiln de que ls primera no efeg
t6a la congulaciln de 1s lechs,

En vista de lo que preceds, as Jazga que 1s aa;:a -
¥D4-C1 pertencoe & un grupo de dulae, ¥y 1a
ospe ¥D4-CL es designada ahora m_mwmm
¥D4wCl e

“L’l“'ﬂ iL ":“-'-

Ia matacifn de antinomicetos ocurre mgmtmaxxu -
en condiolones ys nea artificisles o bien esponténeas, Por
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consigniente, la Streptomyoes lavendulos MDA-CL usade d0 -
apuerdo con esta iwéncién incluye también todas sus mutantes.
Igugimente, ests invenciln cubrs el uso de todas las CEpAS =
del génoro Streptomytes que producen estorastinm.

La csferastine puede ser producids por cultivo aerg
bio de esporas ¢ micelics de una cepa productora de esterac
tinn del glnero Stroptomyces tal como la cepa Sirepiomyges
MM—CI (1dentificada por FERM-P 3723 o ATOC. No 31336). AL -
1levar a cabo ol procese do cota invencidn, so inscula una -
cantidad de esporas ¢ micelios de una cepa productors de es-
terastine en un .meemz de cultivo apropiado parz la mizsma que
comprende fuentes deé earbono y nitrigeno asimiledles y luego
8o lnouba bajo condiciones aerobias, preferidlemente dajo -
condicionaes mercbias sumergidas, con el fin de que la esitew
ragting se produzoa y acumale en ¢l caldo de ocultivo, General
mante, pucde naarse los comstituyentes mutrientes de los me-
dlos de cultive normalmonte empleados para el cultive de aoti
nomicetos ordinaries con el proceso de esta invenoién, For -
aJenmplos son diiles como fuanéas de carbono los sigulentes -
productos disponibles comereislmentes glicerina, glucosa, -
lactosay sucrose, almidbn, waltoss, melazas y otros hidratos
de oarbono asi como zress y acoite. Como fuente de nitrégenc
puede ussrse los giguiex;:ﬂs productos disponihles comercisi-
menter pespiona, extraoto de carne, harina de semilla de algo
dén (por ejemplo FharmawMedla), harina de cacahuete, harina -
de '.suja,. extracto de levadura, NeZ amina, ocsseins, Leasparra
guina, nitrato sdico, nitrato emdnico, sulfato emdnico y si
milares. Ademis, puede emplearsc oloruro sédico, fosfatos, -
mbonato cdloico,. sulfato de magnesio y otrae seles inorgi-
nicas para el aaitﬁc de sal en el medio de cultivoy Se puede
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afiadir también otrss sales metdlicas y diversas sales metf
1iocas pocadas en cantidades de' trazes, ol se desea, siempre
que sean utilizadas por la cepa productors de esterapting y
no resulisn perjudicisles pare la produceisn de ewsterastina.
Pueds smplearse on el proceso de ssta invenolln cualquiera
de los materinles nuirientes que son conocidon pars el oule
tivo de asotinomiceios, slempre que sean asimilables por la
cepa productora ds esterastina pars la pvducoldn de spterss
tina,

Partioularmente, se¢ prefiere la glicerina como fuen
te de ocarbono y la harina de semilla de algoddn, DLe3sparvew
guina y simileres son preferides comd fuexito de nitrégenc, =
Se preficre utilizar un medio de ouliivo que comprenda 1,5%
de glicerins, 1;5% de harina de gpemilla de algoddn, 0,2% de
L-apparreguing y 0,3% de cloruro sédico. ’

Para la produccién de cstersstina en gran escals, -
ge prefiers el cultivo 1fquido. Puede emplosrse para el cule
tivo cualquier temperaturs & la que Ir cepa productbra de ea
torastina sea capaz de cracer y produclr esterastina, perd
una femperatura de inocubaocldn particularmente preferids es -
del orden de 25 2 35¢ U, S¢ continda ¢l cultivo durante un -
periodo de tiempo suficiente para producir y scumular wag -
cantidad suficiente de esteramtina on el medio ¢ onldo d8 -~
oultivo. For ejemplo, la produccifn y scumlacién de esterag
tine doanszd un valor méximo &l finsl de 1a inonbacidn por s
pacio de 2 & 4 dfas cuando se prepaxrd y eskerilizd un medis
de cultivo gue comprendis 1,5¢ de glicerine, 1,5% de harina
de semilla de algoddn, 0,28 de Leasparraguing y 0,3% de olo-
rure sfdico (pH 7;4). goguido de la inooudlacifn non eapores:
¥ micelios recogidos de un cultivo en declive de la veps -
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ED4CL y por cultivo con egitacién a 272 C bajo condiciones
aeroblos, |

Pyede realizarse el ensayo de la ooterastina deter
minando 1s activided de le estersstina psra inhibir la este )
rask de aouerdo con una modificmeidn del método de Yasunori
Eobayashi desexito en una literatura Japonesa titulada "Sei
kageku® Vole 36, pég. 335 (1964). Asf pués, se disuelve un
properado d¢ lipasa cruda, comercialmente disponihle, obte-
nldo 8 partir do péncreas del cerdo, & una conceniracién =
de} 0,54 {an_ peac) en una solueidn temponsda con foefato
0405 ¥ (pH T,0) contantendo 0,2¢ de "Tritom X-100" {un nom=
bre comercisl de un emulsionante cousistente on un alquilfe
niléter de polietilenglicol, un preducto de Rohm & Hasa Oos
EE;UUL ) Se mogela entre sf 0,03 ml de esta golucién de 1i-
vosa, 2,92 ml de sokuodfn tamponada con fosfato 0,05 M (pE
Ts0) ¥ 0,025 ml de una solumoién que ocontiene una muestra &e
esteragtina & onsoyax, y la megola resultante (2,9?5 nl) es
celentads a 202 ¢ durante 3 minutos y 1uego 56 16 BZrogen -
0,025 nl de una solucién gue contiene 10 mg/nl de mcetato -
de penitrofenilo en metanol pars inicisr la reaccién del =
Boeteto. de penitrofenilo con la lipesa, Despubs de efectuar
12 reacoifn a 2090 durante 30 minutos, se mide la sbeorben-
oia {a) 2 400 om de 1a soluoién de reeccisn resultante. Por
otra perde, gse mide 4ol mismo modo que antes la abaorbancia
(b) & 400 mm de una solucién de resceidn de control obtenida
a partir de un ensays tesiigo usando una solucidn tempopada
con fosfato 0,05 ¥ que no consenfa esterastina.-Se caloula
el grade (%) de inhibiocidn para la esterasa de acuerdo con -
la siguiente ecuacifni

cco/qnq.
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, {o-a)
' Inhibicifn (£) » weeswewe x 100
b
De agouerdo oon este método de enauyo, el polvo inm.

5, ocoloro de esterastina (el producto del ejemplo 7 mostredo -
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mis adelante) tenis una aoctividad tal que su IDsg, es declr
la domis que da una inhibleibn del 50 £ & la estersse ne ele
vs a 0,0002 mog/al..

Ia estorastina puede ser producide perfectamente
por un mbtodo de cultivo en tanque ssf como por un método -
de oultivo con agitacibn., Por ejemplo, se dispuso en un ten
que de fermentacidn de 570 1. de capacidad 250w300 1. de wn
nedio de cultivo liquido que ocomprendfa 1,5% de Fharsa.media

1%5% Qe glicerina, 0,3 % de clorurc s8dico y 0,2 $ de L-ss-
parraguina y lusgo se esterilizaron, y postoriormento se ing
ould el medic aon un cultivo en deolive de la copa Eid-Cl 8
un tansfio de infeulo del 10f mieatras se hacia pasar aire -
estéril a uno cadencia de 250300 1/minuto dentre del medic
que fue sgitedo por un agitedor gue giraba & 200 r.p.m. La
temperatura de incubaoiln fub de 2792 C. En oste sxperimento,
la produccidn de ecterastins sloansd un valor méximo al fi-
nal de lus 45«72 horas de incubacifn,.

La esterastina producids estd presente en el valdo
de fermentaoilén y en los micelios de la cepa NMD4.(l, Para la
recuperacifn de lo estersetina & partir del qultive de l& =
oepa ¥D4=0l, se pusde filtrar el ocaldo de fermentuoiln y la
torta de f£ilire comprendiendo los wmicaelios que contienen e
terasting puede ser extrafds con un disolvente orginico mig
cidble con el agua tal coﬁo metanol, otanol ¥y mctomg.;?ara
recupsrar la esterastina de los mioelions, le torta dé mice~
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llos puede ser extrafda dos veces con un volfmen 5-10 veces
ayor de metanel de .ma.néra que pueda transferirse lz2 et
restina de 1os micelios a la fase de metanol, El extracto =
metanblico resultante pueds ser concentrado hesta la seque-
dad bajo presién reducidz y el residuo puede sor extrafdo
con un disolvente orgdnico gue sea altamente oapsz de disol
ver la esteras¥tina, ror ojemplo cloroformo, acetona, bencew
no, scetato de butilo y acetato de etilo. Cuzando se trata un
gran volmen de la torta de micelios, es conveniente extracr
1z torta de micelios con metanol, concentrar el extractc me
tanflico hagta la sequedad bajo presidn reducida, extracr -
el reéiduo resul tante con clofoformo u otro disolvente orgé
nico, concentrar el extracto resultante hasta la sequedad -
bajo presifn redusida y tratar el polvo crudo resaltanto do
estarastina con acetato de bhutilo y agua de acuexrds con un
método conccido de distribucibn del disolvente de manera que
pueda extraerse la esterastina en la fase de acetato de buti
1o con una pureza elevada,

| Para recuperar la eaterastina del calde de fermen-

'tacién, €l caldo de fermentacidn que contiene los micelios

como tales es concentrado hasta le saquedad bajo presién re
dueida, y luego se extrae el rosiduo eélido con un disolven
te orgfinico gque es altamente capas de diselver la esterasti
na, por ejemplo metanol, etanol, dimetilsulféxido, acetona,
acetato de butilo y cloroformo, de manera que se extraiga la
esterastine on eate dlsolvento orgédnico. Cuando hay que re-
cuperar la ssterastinn de un gran volfimen de £iltrado del -
coldo de fermentacilu, es conveniente exiraor el £114redo =
del ecgldo con un disolvento orginico no miscible oon el agua
que sen sltamente capaz de dlsolver la esterastina, por ejem
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plo, acetato de butilo y disolver de este modo la epterasti-
na en 1o fase del disolvente orgdnico (por elemplo acetato -
de butilo). Cuando se extrae dos veges el caldo de fermentise
eibn con sproximadsmente medio volémen de ecstato de buiilo,
os usual quo una cantidad sustanoialmente completa de estit-w
rastina presente en el filtrado del culde de fermentacién -
pueda ser transferids y disuelte en la fase do acetato de by
tilo. Puede realisarse también la extracciln y purificacién
de le esterastina de acuerdo con un método conocido de ddp~w
tribucidn en contracorriente wsando Gos disolventes que Gl
suelvan la esterastina pero que no sean miscibles entre si,
Cusnde ge concentira el extracto de esterastina en acetato de
butilo asf{ obtenido hasta la sequedad bajo rresldén reduside,
se obtiense un polvo crudo que comprends onterastina.

También os posible recuperar la esterastina con un
rendimiento favorable o partir de une solumeldn gue contiene
esterastina disuelta en la misma, por tratamiento de dicha -
polucién con un sbsorbente para realizar la sdsoroién de la
egterasting y tratando después sl adesorbente de un modc aprg
plado para desorber la esterastina del mismo, Como adsorben-
te apropiado pers tal fin se pusde usar un edsorbente orgini
o0 tal como Amberlite XAD (una resina altamente poross, no -
i6nioan, un producto de Rohm & Haas Coey EE,UU,) 7 un 8dsore-
bente inorgénico tal como carbén activo, alémina, sflice y -
silicato de magnesio (Frorigil). Por ejemplo, la esterastina
puede ser adsorbida por la gel de sflice y eluida de la mis-
ma usande cloroformo-metenol (80 & 1 en volfmen), Cuando se
pomete un polvo crudo de esterrasﬂha, que fué obtenido por -
la extrascidn de los micelios de la oapa MD4-C1l con metanol,
concentracidn del extracto metanélico hasta la saguedad, oXw
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traceidn del residuo con acetato de butile y concentracidn -
del extracts de acetato de butilo hasta la sequedad, & la -
orematografin sobre gel de s{lice, seguida por la elucifn -
con ¢loroformo-metanol {8031), puede obtenerse esteoragting -
con un rendimiente del 90 % o més.

] Para la purificseiln de la csterastina, resulta efi
caz someter un polve crude de esterasiina & la cromatografis
sobre gcl de sflice. For ejemplo, pusde obitenerce esterasti-
na sustancielmente pura por tretamiento de un polve crudo de
teterasting de acuerdo con una cromatografia sobre gel de sf
lice pecn elufda con mcetato de etilo como disolvents de ro-
velado. La esteresting sustaneiaimente pura asf obtenids pue
de ser purificade adictonslmente por reprecipitacién a par—
+ir de un dicolvente apropisdo o disolventes mezolados tales
como cloroforpo-8ter de petrdlec, de tal modo gus se pueda -
alsler ls estersstina pura en forma de polve inoolore. Para
1a purificacién de la estermstins, s ioubidn efiens reoi—e
rrir a la cromatograffa con Sephadex LH-20 (un agente de £il
tracibn de gel, un producto de Pharmacia Co., Suecia),

ige propiedades fisico-quimicas y bi6léglcas ds la
suteragtine de egts invenoiln serédn desoritas shora con més
detalle on lo gue sigue.

La esterastina en forma de polvo incoloro presenta
an punto de fusiln de 90-95¢ C y una actividad Sptica especi
£1ca /Z720 4 112 (0 1, cloroformo), Andlisis elementals
C 67,04 4, H 9,21 %y N 5,56 % ¥ 0 17,90 %, El espectro de b
soreidn nitravioleta de la esternstina en une solucifn de -
O: mg/mi de ostorastine en metanol aparece en lg figura 1
¥ muestra un pico de ebsoreién a 230 mm (E}fm 22,5) s
El especiro de absorcién infrarrojo de la estersstine noduli
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zade en bromuro potésice estd representado en la figura 2 y
muestra las bandas de sbsoreiln carasteristicas a los siguien
tes nimeros de onde four~1/z 3470, 3350, 2950, 1840, 1730, -
1645, 1610, 1545, 1415, 1375, 1325, 1260, 1225, 1185, 1115,
1040, 1020, 975, 920, 900, 880, 840, 810 y 630,

£l espootro de rwcnaneie; magnétiica nuolear de 18 -
eaterastina en deutero-cloreformo medido & 100 ¥ Hz con refg
renciz al tetrametilsilanc oomo norms interns ostd represone
tado en la figura 30'

La gspectrometria de masa de la estersstina mucsira
un ypico iénico moleoular & m/e 506. Debido al pico idnlco o
leoular y & los valores del anflisis elemental, ¢s probable
gue la esterastina tenga la férmule empirioa OpgHygNoOg. Fo-
ta férmula ha sido confirmads por espectromstris de wasa de
alte resolucién (hallado: m/e 506, 3364, peso moleocular ool
oulado yara OpgHueNo0g & 506, 3354).

Con refersncia & los dibnjos gue so aaampaﬁa:

Ia figura 1 mmesirs el espectro de sbsoreidn ultra.

violeta do 1o esterastina en solucifn en matanol;

Le fizura 2 muestra el espectro de shsorcidn :.n:rra-v
rrojo de la esterasting nodulixade en bromurc potdsico.

Is figura 3 muestra 1 espectro de abeoreiln de re-
sonancia megnética nuoliar da 1a eaterastiina en dsuterow0low
roformo & 100 M Hz,

Se bidrollzd la esterastina en £cid0 clorhfdrico 6N
2 1002 ¢ durante 18 horas y el hidrclisado obtenido fué some
tido a un snflisis de amino-dcidos, cuando e detectd doido
aspértico. La estersstins es foilmente soluble en piridina,
dimetileul #6xido, metanol, ctanol, scetons, scstato de etilo,
acetato de butilo, cloroformo y henveno perd pr&étinamonte -
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insoluble en ¢l sgus, &ter de petrdleo y hexamno. La esterastl
naz o8 positiva 2 Ia reacciln de Bydon-Smith, a la resccidn de
Dragendorff vy a 1a ;‘eaceién ds vapor de yodo pero es negativa
@ la reacoiln de Ehwlich, a la remccibn de ninhidrine y a la
reacciln de Ssksguehi. _ :

En upa cromatograffa de gel de sflice en capa delga-
da sobre “Gel de Sflice G", la cstersatina da un valor RE de
0y6 cuando es revelada con cloroformo-motancl-sgus (10£150,05);
¥ un valor Bf de 0;2 enando es revelada con acetato de etilo.
Ia esterastina no se muevs en una electroforesis oon rapel ds
alto voltdje 3500 voltlios, 15 minutos) usando 4oido férmico-
&cido moético-azua (25¢75:1900).

Ia esterastina de esta invencidn presenta una toxief
dad muy bejs, segdin lo demuestra el hecho de que no se obser—
v8 toxicided slguna cuande se aplics uns dosis de 250 ng/kg -
{por inysceién intraperitonezl) a los ratones com el fin do -
deterniner la toxfeidad agudea. Como me ha deagrito anteriore-
wente, la esterastine a una concentracidn de 0,0002 mog/ml -
muestra une Inhibicién de 50 £ (IDgg) 2 la esterasa del phne-
cresa del ¢erdo. Como sustenciss conocidas que inhiben la es-

‘terass, puede mencionarse el paradoxon y el flu-orcfosfato de

di-igopropilo, ote., que son compuecstos altamente t6xicoB. -
Mientras tantoy la esterastina no op t6xico 6 inhibe fuerte
nente la actividad de la esterasa en un grado tal que la esta
restine a un bajo nivel de 4,7 x 10~'1' da una inkivicién ael
504 a :!.a esterasa cusndo es esiimada la misma usando acetato
de penitroferilo como sustratos & este respeoto, se confirms
tanbién que la esterastina es una sustancie nueva.

Mediante ensayos posteriores, se ha descubierto que
la ecotersstina ejerce aocisn sobre la respucsta inmune en 10s
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animales vivos.

Se investigh el ofeote de la eétemtina sobre 1a -
respuesta inmune oomo sigue. ' :

(1) Efecto sobre la formacidn de anticuerpo humoral

Se inmunizaron grupos de 44/Y ratones (5 hembras por
grupo, 6-8 semenas de sdad) ocon 10° o&lules ae sangre roja de
oveja como antigeno (baje la forme de una suspensisn en soly
oifn ealing fisiolézica) por inyecoifn intravenosa para desa
rroller la inmanidad. A mismo tiempo, oo inyeataron por via
intreperitoneal 1 mg, 250 mog, 62,5 mog o 15,6 mog de esterag
tine (bajo la form: de una suspensin en 1% mo-.mm) or
ratén, a los diferentes gru,poar de ratones reaspectivamente, A
los 4 dfap de la mizaown; 108 ratones tratedos fueron -
saorificados, el bazo fuf desgarrado y el nfimerc de las oélp
las formadoras de antiouerpos presentes en el bazo da cads
retdn fué enumorade de acuerdo con el mbtedo de Jerne {véase
NX. Jerns, A.A, Fordin y C, Henyryr *The agar plagus technie
que for recognising antibodyeproducing cells, Cellebound An-
tibodies"s ede Bs Amos y H. Xoprowski phginas 109+122, Wisew
ter Institute Fress. Filadelfia, 1963). Los resultados de -
los ensayos usi obtenidos se muestiran #n la tadla 2 gue si—

R0«

tq'_t/lnc
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TABLA 2
Efocte de la esterastina sobre la formacifn de an-
ticnerpos. '
_ Timero de eflulag
- ’ forma&om de an
‘ Dosin 4o esterastina cierpos bazn
- Ss  Antfpenn por ratén. (C 8a2E, ﬁ
100 smmo ® 0o 170,000 ¥ 10,400
"o 1 ng 45,300 & 3,300
x 250 mog 52,000 £ 2,300
s w . 62:5 mog 55,000 2 5,700
0, = @ . 15.6 mog 173,000 2 19,600

- ,
SRBC eignifica oflulas de sangre roja de oveja.

- HeE, significa error tiplca.

Por log resultados de la tabla anterior, as ve que

5. la administracién de 1 mg & 62,5 mog de estersstina a los ra
tones reduce considerablemente ol nfmero de les cflules for
radoras de antiauerpos,

(2} Efecto sobrs la inmunidad por medio de las oé-
inlas,.

20, Se ensayl ol efecto de 1z esterastine sobre 13 ine
munided celular de acuerdo oon una téoulca de hipersensibi.
14484 de tipo retardedo (D.T.H,) conocida (vlese P.H, Lagran
g6y .5, Mackaness y T,E. ¥iller "J. Exp, ¥ed.", _1_32, 1529~
1539 {1974}, usando ratones inmunizedos con cflulas d6 san~

25, gre roja de oveja comp antfzeno.

Ast ;m&s, ge aplicaron 1 10% clules de gangre ro;[a
ie wé;ia suspendidng en 0,05 vl de soluciln salina £isicléw
gloa por inyecciln -auhcaﬁpea a un lado de la slmohadillag -
de Ia pata frgsera de log dd/i’ ratones {5 ratones por grupo,

3%, hembresy 6 semsnas d¢ edad) para establecer la hipersensibi
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1idad de tipo reterdado. Al mismo tiempo que se ofactud evis
inmanizacibn, se inysctaron por via intraperitoneal 1 mg/row
t6n, 250 mog/ratén, 62,5 meg/ratén & 15,6 mog/ratsén de este-
rastina. Cuatro dfas despubs, se inyectaron por via subouté.
nea 10a cllulas de sangre roja de ovels en el otro lade do -
cada slmohsdills de la pata trasera de los ratonss de onsayo
para educir la respuesta a la D,T.H. 24 horss despude de la

inyeccién de sduceidn, se midid el espesor (en mm) de la &l
mohadilla de la pate para eveluar el grads de hinchamiento -
obgervado en la almobadilla de la pats que recibi$ la inyeow
oién de educcidn de células de. sangre roja de ovejla. ElL gro-
do de hinohamiento de la almobadillza de la pats sirve de mow
dida pars estimar la inmunidad celular conseguida. Los resul
tados de enaayé obtenidos e muestran en la tabls 3 que Simw

. Sues

IABLA 3

Efecto e la estersating sobre ¢l sstsblecimients
de la I,7.H, & las SRBC en los ratones,

Incremento de

supesor de la

Inmnizecifn g:r almohadilla -

~ Dosis de este 1la Wmcun de la pata -

Zppundzaciln, rastine, . eduoo 20 mm)
10 smuo 0 10 sBO 8.0
{oontrol) : Lo
" » 't u » [ 3 3.8
" » 250 nog " " 3.@
LI 62,5 mog " " 6.2

Notas SRBC mignifioa oflulas de sangre roja de oveja,

Por los resultados de la isbla que precede, ze vo =
que la administracién de 1 mg & 250 mog de ecterasting a los
ratones suprime notablemente el deaamilo de 1a DyTH. ¥ por
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consiguiente gue la esterasting muestrs tembién o1 efecto su-
pregivo ~sobre la inmunidad celular.

Hedignte ensayos adiclonales, se ha descubierto tame
bidn que la esterasting a una concentracién de 10 meg/nl no
presonte toxiéided celular para las células cultivedas. Segin

‘ge. ha deserito anteriorments, wna dosis de 250 mpfks de este~

rasting no dz sfntoma alguno de toxicidad en el ensayo de as-
tinacidn de 1s toxieidad agudm en los ratones, Batos y los rg
sultados antes menolonados muestran que la esterasiina es dtfl
eomo droga inmunosupresive que puede ser utilizads con eleva-
4ds segurlded, por la eraszén de que la easterasting fﬁneiona de
un modo completamente difarente do las drogas inmunosupresivas
conoeidas anteriormente, por ejemplo, la Semercaptopurina, asp
tiopuring, ciclofosfamida y corticoesteroides cuya toxicidad
colular es elevada y contribuye a su efecto de supresién de o
inmunidad en los animales. For esdas razoneg, le estorastina
puede ger ugada como droga pare tratar muchss enfermedades —
mortales, tolen comn la dermatitis alérgics de contacto, lu=—
pusy ststémico erifematoso, anemia hemolftica autoinmune, po-
riarteritis mudosa, miastenia gravis, artritis, reumatisms y
eaclerosis afltiple y puede usarse como agente para suprimir
el sintoma de rochazojien lam oporacionss quirdrgicas de tras-
plante de érganos internos teles como el corazén y el rdfién.

‘De ponerde con este invencidn, se proporciona por -
eonsisniente una drogs inmmunosupresiva para reducir la reg—-
pucaia inmme en los animales, includdo ol hombrs, que come-
prende ung cantidad oficax de estorastina como ingrediente -
activo, en associacidn con uvn trm:sportaﬁor farmacbuticanente
noepiabla pare el ingrediente activo.

Ia droga inmunosupresive de ests invencién puede -
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gor formulada bajo formas convencionales adminiastrables = =
oralmente talea coms tablatas, edpsulas, polves, sslucionea
Y suspensiones, yaz sea mezolando una ¢untidad de esterastina
con un transportador sflide farmacéuticamente moeptabdle de ti
po convencional tal como el almiddn, suorosm, taleo y cabons-
to cdleico o bien disolviondo o suspendiendo uns eantidad de
esterastinag en un transportador liquide farmacéuticamente — -
acepipble tal come elanol y agua. lLa proporeién do soterasti-
na con relacidn ol transportador o8lide o liguide pueds ser -
elegida de forma apropiads depondiendo de 1a forms de ia for-—
nmulacién oralmente Mstrahla preparada y puele estar come
prendida usualnente en una relacidn de J1 1otz 100 en pesv.
Ia droga inmunosupresiva de esta invencidn puede ser
fornuleds tembién a1 soluciones o suspumiones inyectables por &
solucidn o suspensién de la eaterastina en uma mopxeibn aprg
piads del 0,1 &l 10% en peso en una solucidn salina fixloldeica
o otro wehfoulo Hquido convenolonal furmecéuticanents aceptadle
tal como la solucidn de Ringery cond wmin m&a de un agente de
dispersidn spropiado. La solucidn o suspensién inyoctable asf
preperafia puede ser aplicads, por ejemplo por inyeccidn intrg

venongy inveccidn intramumoular o inyefieidn intraperitonesl,

Se apreciari qus la dosificacién real preferida de ~
esterasting usads varierd de mouerdo con la compozicién parti
cular formulada pern su administracidn, el modo de ndministrg
cidn y la enfermodad partionlar a $ratar. Muchos factores que
nodifican la nocién de ia droga de esta invenoidn serdn tenie
dos en cuenta por el especialisia en la materim, por sjemplo
la edad, ol poso gorporal, &l sexo, la dista, €l tiempo de ed
minietracifn, la via de administracidn, la cadensis ds excro
oidn, las combinaciones de drogas, las senaibilidades de reag
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cibn y la gravedad de la enformedad. In general, pucde admi-
nistrarse aproximademente de 0_;5 ng/kg e 100 mg/kg de cate—
ragfina por afa a une percone adultci Las dosificaciones Sp-
tiras para un conjunto determinado de condicionos Ge un PG
cionte pucden ser detorminmdas por el especialisis en la o
teria usundo ensayos de doterminmeidn de dosificaeila de tie
Do convenoional a la vista de las pautas antes indicmdas y a
la vista de las expariencias pasadas obtenidas en la detormi
naoibn de dosifficacionos spropladas de 1as drogas 1nTUNOSUe-
presives snterformente conoeidss tales como Tmmyren (G-merog;
topurina),

Se cree que usanic la demscripeifn preeedaém:a y sin
rds elaboracifn, el exéarto en la pateris podrd utilizer el
conocepto de esta invencifn en su sentido mds amplio, las rea
lizaciones sopevificas preforidas que siguen han de ser cone
sidersdas, por consigulente, como meramente ilustrativas de
este invencifn. |

Se inoould una cantidad determinzda de nn oultivo =
en declive do 1z copa de Streptomyces MD4=CL (identificada -
come FERS-E 3723 o ATCC, n® 31336) como cepa productora de ~
eaterssting on 15 litm de un medio de cultive que comprandia

1,5 % de glicerina, 1,5 4 de harina de semilla de algodén, -
0,2 % de Imasparrsguina y 0,3 ¥ de cloruro s8dico que se ha-
biz oolocado en porciones de 100 tcy. on matraces glratorios
de 500 ¢c. de capéemad; Yy que habian' sido esterilizados por
ealentemients a 1202 ¢ durante _20 minntos. Se condujo 18 ine
oubaeidn durante 10 dfas consecntives a 272 O ¥ & una veloci
4ad de rotasiln de 180 r.p.my mientras que oran extrafdes -
muestrag del med%o incubado & un intervalo de tiempo y cada
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mestra fud enssyada para determinar la actividad de este~
rasting para observar cdmo avanzaba ls produccidn de spte~
rastina durente ol perfodo de Incubecibn, En el msegundo dfe
de inocubacidn, la produccidn de esterastina alomnsf un nie
vel mdximo, y el nivel de la sustancia inhibidora de le es-
terass en ol medio de incubacidn fué mentenids invarisbls
hasta el 5% dfa de incubacidn. Posterlormenta, ¢l nivel de
esterastina descondif lentamente, EL valor pH del medio in
cubado varil de 6,8 en el yrimer dfa, a 7,2 en el segundo
dfa, 8 7,3 en ol tercer dfa, & 7,5 en 6l cuarto dfa y a 6.4
on el quinto dfa de incubmciln y posteriormente fluctud en
la gems de 8,0.9,0 despuls del sexto dfa de incubmoidn.

En el tercer dfa de incubaoidn, se £iltrd la mawe
yor parte del medio incubado con ayuds de un producto da =
£iltracin (tierra de infusorios, comeroislments disponible
bajo el nombre comercial *Hyflo-Supercel®™} y se obtuve un
filtrado de caldo transperente (12600 »l). Este filtrado de
culdo fud ensayado y se descubdrid que contenifa la sustmncia
inhibidora de la esterasa en tal grado que 0,0017 zl de di-
cho filtrado de caldo por ml mostraron um 50 % de inhibie
oibén (ID50) de 1a esterasm. Este filurado do caldo fud mez
¢lado oon 500 ml de avetato de butilo pura exiraer la suse-
tancis inkibidora de esterssa del mismo. La fass aouoss reg
tante fud extrafda nulveamente con 250 al de acetato de butl
lo. Ios extractos combinados en acetato de butilo fueron =
conoentrados hasta la sequedad bajo presidn reducids para -
dar 200 mg de un polvo color merrvdn., Ia IDgg de este polve
fué do 0,03 mog/nl uns vos detercinada por el m8todo de wn.
sayo indicado anteriormentes La eficacis de sxtraceibn de -
la sustancie sotiva del filtrado del caldo por medio de ace
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tato de butile fué aproximndemente del 80 f#.
HEBEIOZ
Se incubd 1z copa de Streptonyces MD4-Cl durante 3
d%as usande el medic 4e cultivo y las mismas condicloncs de
cultive que on ol ejemplo 1« El caldo de fermentacifn resule
tante fué filirado pera retirar la torta de micellcs. La tor
18 de wioolics {280 gx) fub extrafdn dos veees con metanol,

‘es deoir con 1500 nk de metanci ¥ luego con 500 ml de umets-

nol. Los extracics metandlicos combinades fueron concentraw
dos hasts )a seguedad bajo rresifn reducidm, El residuo sli
do obtenidp fuf disueito en 500 rl de sgua y la solucidn scmd
52 fud extrafda con 500 ml y 20C ml de coetato ds butilo su

cesivamente por este orden, de tal modo gue aproximadamente

90% o mie do Xa esterestina originzimente presente en el re-
siduo sflige fué transferida en solucidn en la fase de aceta
to de butilo. Ime extractos de ascetato de butilo fueron come-
binados entre sf y concentrados hasta la sequedad bRJO LIGwe
sifn reducida parz der 3 gr de un polvo mercén. Este polvo -
+tenfa unc activided +ol que su IDg, para ls esterasa fue de
0407 mog/mls
ETEVFLO 3

Se enltdvé la cepa de Streptomycss MD4«Cl durante 3
dfes usando el medio de ocultivo y las mismas condiciones de
inoubacidn que en ¢l ejemplo 1, y el £iltrado del caldo 46 ~
fernentacin (10 X3 esl obtenido faé rasedo a través de uns
colomma de ¥ 1. & ;A:iahorlite XAD.} (una resina adsorbente, -
un producte de Rohm & Hzas Cos, EEUU.) para adsorber la ¢s-
teraptine por Ia resina, EL afluente' que salfa de la columna
de resins no tenfa actividsd pare inhibir lo esteresa. lLa e3
terastina adsorbida fu recuperada de la resina por elucidn
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con 2 1. de metanol. El eluado metandlico ful recogido en -
fracclonee de 20 gr., y las fracolones aotivas fueron combiw
nadas entre sf{ y concentradas hasta la seguedad bajo presidn
reducids pars dar 160 mg de un polvoe crudo de estermsting .
(IDgg = 0,03 mog/ul.). Rendimiento: wéa del 90 %.

Un oultivo de siombra que fue cbtenido incubando la
cepa de Streptomyces ¥D4«Cl durante 3 dfas en el mismo medio
de cultivo y bajo las mismes condiciones de inocubacién que -
en ¢l ejemplo 1 fué inoculado en parciones de 400 ml en dos
formentadores de agitacién de 30 1, de oapacidad cada uno de
los cuales contenfa 15 l. de un medic de cultivo que compren
dfa 1,5 £ de giicerins, 1,5 ¢ de harina de semilla do &lgo—w
a6n, 0,2 ¥ de I-asparrsguing y 0,3 % de olorure s6dico gue -~
habis sido esterilizado. Se condujo entonces el cultivo con
agitaoién durante 3 dfas a 27¢ ¢ & une cadencis de aireacidn
de 15 1/minuto y & una velocided del agitador de 250 repale.
De onte medo, me obtuvo &l caldo de cultive de una sotividad
tal que 6 gy para la esterass fué de 0,0017 sl/ml, Tos -
dos fermentadores de aglitacién dieron en total 30 1. de ¢l
do de oultivo. La filtracifn de este caldo de oultivo did T80
gr de la torta de micelio que fue entonces extrafda dos ve--
cea con ung poreidn de 4 1. de metanol cada una. Lo exirac
tos metanélicos combinados (B 1. en total) fueron ooncentra-
dos hasta la sequedsd bajo presidén reduvids pera dar 17,5 gr
de un polvo orndo de saterastina. Este polvo orudo fué some-
tido a dos operaciones del método de distribucidn de ligquide
usando un 1itro de dgus y ua litro de socetato de butllo para
oada operacién. Log extraotos de acetato de butilo resultan
tes fueron combinados entre sf (2 1. en total) y concentrfie
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dos hasta la sequedad bajo presién reducida para dar 6,5 gr -
de un polve crude de estorastine (IDgy = 0;1 meg/ml) .
' EJEMFLO %

EL polvo erndo (6,5 gr, IDgg = 0.;1 meg/ml) obtenido
en ol e¢jemplo 4 fub extrafde oon 200 ml y luego con 100 ml de
cloroformo. Los extractos en cloroformo fueron combinados ene
tre si y concentrados o un volémen de 100 pl bajo presién re-
duoide. La solucifn concentrada fub mezclada con 10 gr de gel
de sflice (disponible comercislmente bajo ¢l nombre comereial
do "wakowgel C=100%, un producto de Wako Chemiczls Co., Jupén)
¥ la pezcla fué concentrede hasta la sequedad bajo presifn re
dnelda, de t:?;l modo que la esterastina fue edsorbids por la -
gel de pfliece. la gel de sflice que contenis la esterastina -~
adsorbids fuf eclocada en ls parte superior de una columng -

'eromtosxéﬁca de 300 rl de gel de silice gue habfa sido lava

de con cloroformp. Despuls de lavar toda la columna con 3 li-
troe de cloroformo, se realizd 1a elueifn usando un disolven—
te mezclado consistente en cloroformo-metanol (80 ¢ 1 en volf
men) . El elumdo fué recogido en fracciones de 20 gr, ¥ los pi
cos de 1z actividad inhibidora de la esterasa aparecieron en
la proximidad de les fracciones nine. 60 a 160. stas fraccio
nes activas fueron concentradas hasta la sequedad bajo presién
reduoida pare day 150 mg de un polvo de color ligeramente TO-
jo. Este polve mostrd una actividad tal que su IDgg para 18 -
esterasa fué de 0,0024 mog/ml,

EJRPLO €
ElL polve de color 1igsramante rojo de esterasting -
{150 mg) obtenldo en el ejemplo 5 fué disuelto en 2 ml de me-
tenol y posteriormente ororatografiado en una columna de 400

nl de Sephadex LHE=20 que habia sido hinchada con metanols.Se
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efectué la eluocibn usando metanol como eluyente, y el eluado
Tué recggido en fracciones de 5 gre Los pleos de la actividad
inhibidora de la estorasa aparecieron en la proximidad de las
fracciones nfime. 54 a 66. Estas fracoiones activas fueron con
centrades hasta la sequedad bajo presifn reducida para dar 30
mg de un polve de ocolor amarillo. Este polvo mostrd une actie
vidad tal que su IDgy pere 1a esteresa fué de 0,0007 mog/nl.
" EJERYLO 7

El polvo amarille (30 mg) obtenido on ol ojemplo &
fué disuelto en 1 ml de scetato de etilo, y la soluoidn 1esul
tante fué mezclade con 500 mg de gesl de sfiice (Wakowgel -
C-200). La mezola ful concentradn hasta la sequedsd b0 Preé-
216n reduoida, con el fin de adsorber la ssterastina por 1a -
nose de gel de sflice. Fste mase de gel de sflice fud coloco
8 en la parte superior de una columna orosatogr&fion (1,2 om
de didmotro y 20 om de altura) de gol de sflice seca, y so -
realizé 1a elucién con acetato de etilo como eluyente. El elug
do fué recogido en fracciones de 10 gr, y 1la esterastina .ape-'-
recié solamente en la proximided de las fracciones nims., 10 &
17+ Estas fracoiones actives niims. 10-17 fueron concentradss
hasta la aequedad bajo presidn reducids para dar 7 mg de un -
polvo inoolorc de esterasting, punto de fusidn 90-35¢, Este -
polvo mostré una sotividad tal que mu IDgg pars la esterasa -
fué de 0,0002 mog/md,.

| RIEMPLO -8

Se cargé un medio de omltivo (300 ml), comprendiando
1,5 % de glicerina, 1,5 % de barina de semilla de slgodfn, -
0,3 % de cloxuro sdico, 0,2 $ de¢ Leasparreguins y 0,005 % de
agonte antiespunante (palmxmaaﬂsh@ comervislpente disponi
ble bajo ol nombre comercial de *Adeoanol®, un producto de =
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Asahi Donka Couy Japén), en un tanque de acerc inoxidable de

570 1. de capseidad y luego se esteriliz8 por calentamionto -
& 1202 C durante 20 minufos. Con este medio de cultivo ssteri
lizado se inccularon 30 1 de un oultive de slembra gque fub -
obtenido por incubaeién f’ie la cepa Streptomyoces D40l (FERN.

- P 3723) durante Z dfas a 272 C bajo aireacibn y azitacién, EL

medio de eultive inooulndo fué incubado @ 27 £ duvante 48 ho
Tae 2 una cadencla de aireacidn de 300 1/minuto y a une velow
oldad del szitador de 200 r.p.m. El caldo de fermentacifn asi
obtenide fué filtrado pare dar 34,2 kg de la torts de’ £iltro
gue contenfs los micelios. Este torta de filtre fuf extrafda
dos veces con 100 1. de ctenol cada una, y los exiractos sta~
n8licos combimados fueron soncentrados a un volémen de 6§ le -
bajo presibn reducids. La soluciln concentrada fuf extrafda -
dos veces con 6 1. de acetato de butilo cada wna. Los oxtrec-
tes en aceteto de Siﬁla fueron combinsdos entre si y concen~
trados 'baje presiln reducida pare dar 128,2 gr de un polvo «
crude’ de esterastina que tenis una actividad correspondiente
a un'valor Iﬂ;g de 0,08 mog/ml.
EREO 9

Zl polvo crudo de esterastina obtenidio en el ¢jemplo
8 fud purificade on el groceaimiento siguiente. Este polve -
orudo (128,2 gr) tub diauelto en 500 ml de cloroformo y la so
luoidn resultente fué pasada a través de una columna de 1,5
kg de gel de sflice (Vako-gel C-100) pera la adsorcidn de la
esteraatina, La columsa do gel de sflice fué lavada con 10 1,
de cloroformo y luego con 10 1. Ge cloroformo-metancl (100 ¢ ¥
on volimen), seguida por la eluoibn con cloroformoemetznol -
(80 & 1 en volimen)y Les fracciones activas (2500 ml) del elua
do fueron ceabimda; entro s{ y concentradas haste la 8610w
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dad bejo presifn reducide para dar 4,83 gr de un polvo erado
de color marrén que tenfa una actividad correepondiente a un
velor IDgg de 0,002 mcg/nl., Este polvo orudo fud recogido en
20 ml de metanol y la solgzoﬁn oﬁtﬁnic}a fué pasada 8 través
de una columne de 2 1. de Sepbadex LH-20 que hebia 5140 hine
chade con metanol., Esta columna fué elufds entonees con 41,
de metanol, Las freccionss actives del elusde fueron combing
das entre of y concentredas hasta la sequedad bajo presidén ~
reducids para dar 656 mg de u'n> polvo de egolor ligeramente w-
ararilio (IDgg = 0,0004 mog/wl) « Este polve fué recogide en
5 ml de moetato de stile y la molucién ohtenids fué pasads a
través de uns columna de 250 gr de gel de pilice (¥Wako-gel
C.300) para la adsorcifn de la sstsrastins, Eata columns q,e
gol de silice fud revelada entonoes con scetatc de etile, y
las fracoiones aotivas del cluedo fueron combinmdas entre sl
(1000 m1) y concentradas hasta la aaqaiaad bajo presidn redu
eida, dando 351 mg de un polvo incolore de enterastina que -
tonfn uns @etividad correspondiente & un valor IDgg (2 1a o
teroga) de 0,0002 mog/ml)e.
xoza

ILa Fatente de Invencidn que ge solioita por weinte

afios, para Espafla, de acuerde con la vigents Ifag:lslaaién, de

berd recasr BObYes”y..n.THIENTO PARA TA PRODUCCION DE ESTE-
RASTINA", con Prioridad de la solicitud de Patente en Japén n®
12119/77 de facha 8 de Pebrero de 1977, segin las carsvterfs-
tican esencianles de las siguientes: ' o
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BERIVINDIBACIONES
1a= Procedimiento para la produceifn de esterasti-
nz que responde a la Pérmuia genoral:
() O it
T %

co

C;EIHHGOOI%

CHEGOHHZ :
cuye procedimients comprende el cultivo de una @epa; produc~
tora de esterastina del género Mg bajo condiciones
iae robias en un medio de cultive apropindo para la mtsma que

contiene fuentem de carbono y nitrégeno ssimilcbles durante

un perfodo de tiempo suficiente para producir ¥y acumlar la

asltarastina en ol meeiio de cultivo, y recuporar la esteras-
ting del cultivo.

24~ Procedimiento pars la produccidn de esterasti-
na de acuexdo con la reivindicacién 1, on el que la cepa pro
duetora de esterastine es la cepta Streptomyces HD4-CL iden~.
tificadn como PERN-P 3723 § ATCC. 31336.

3o~ Procedinmiento para la produccidén de esterasti-
na de scusrdo oon la reivindieacidn 2, on el que se cultivg
1a cepta de Streptomyces MD4~Cl e wna femperatura de 2T -
372 C y preferitlementes de 25 350 ¢ bajo condicionss asro-
blase '

4+~ Procedimionto para la produccidn do esterasti-
nay de acuerdo con la reivindicacidén 2, en el que se culti-
va la ceph de Streptomyces NIM-Cl a una temperatura de 25 a
35% C durante un perfodo de 2 a 4 dfas bajo condiciones aero
bias.

5= "PROCEDIMIENTO PARA LA PROTUCCION DE ESTERAS=
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Segin queda sustoncimimente desorito én la preson.
to Homoria que consta de treints y seis hojas asoritas a mé-
quina por una sola onra y acompafiade de dibujos
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