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 y MA 144-M2{.que son glicdsidos.de éntraciclina e inhiben

el crecimiento de las bacterias Gram-positivas, v.g.

. [ )
“cinerrubina A.

1

) . . “ " H .
cas gqué los contienen. M&s especialmente, se refiere a nuevo

" micina y la adriamicina han sido ya aplicadas clfnicamente

a cdnceres humanos. En la continuacién del estudio de los

REF.: SUN-9, A
-2 - ’

RESUMEN DE ‘LA INVENCION

'\ Nuevos agentes antitumorales denominados MA 144-M,

Staphylocbdéus aureus, Bacillus subtilis y Sarcina lutea e

1nh1ben el crecimiento de los tumores anlmales como leucemia
L 1210 P 388 y sarcoma 180, son produc1dos por fermentacidn
de cepas de Streptomyces productoras de MA 144 y por conver-

e -

516n quimica o enzimitica de la aclacinomicina A o de la
- ‘I - . -

ampo de la Invenc1o

N

|
1
L_] Esta invencidn se reflere a nuevos antibibticos

‘ ] ANTECEDENTES DE LA INVENCION
e
L=

‘antitumorales que son glicdsidos de la antraciclina, a pro-
. L .

s 1o : 20 s . .
cedimientos para su preparacidn y a composiciones farmacéuti

Ui

antibiééicos antitumorales denominadqs'MA 144-M, y MA 144-M,}
a.procedimiéhtos para su preparacién por'fermentacién de ce-
pas productoras de MA 144 pertenec1entes al género Strepto-
myces ¥y por. conver316n guimica o enzimidtica de aclacinomici-

na A o,c1nerrub1na A; a métodos para su recuperacidn y purifj-
.

cacibn y a su aplicacidn como agentes quimioterapéuticos pa-

rﬁﬂ}a.inhibicién de. los tumores malignos y para el tratamieni

to de las enfermedades infecciosas causadas por bacterias

Gram-positivas.

2. Descripcidn de la técnica anterior

- En el caldo cultivado de Streptomyces se han encentra

do varios glicésidos de antraciclina. Entre ellos, la dauno-~
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a
aﬁtibhéticos antitumorales, especialmente de los glicésidos

de antrac1cllna producidos por Streptomyces galilaeus MA

144—M£, los 1nventores descubrieron nuevos compuestos Yy des-
puéSfde purificar y caracterizar baséndose en sus propieda-
desrfisico-quimicas, confirmaron que los antibibticos ahora
denominados MA 144—M1'y MA l44--iVI2 eran compuestos nuevos con
intensaﬁactividadrantitumoral y baja toxicidad en animales

Yy establecieron procedimientos y métodos para su preparacion

y purlflca016n.

La aclacinomicina A estd descrita en la patente esta

dounﬁdense 3.988,315 y por Oki y colaboradores en J. Antibio
tics 28; 830 (1975). - '

- La cinerrubina A y la cinerrubina B estén descritas
en la pétente briténica 846.130, patente estadounidense
3.864.480, Keller- Schierlein y éolaboradores, "Antimicro-
bﬂal Agents and Chemotherapy", pdg. 68 (1970), Chemical
astracts 54: 1466 i (1960) y J. Antibiotics 28: 830 (1975).

Otros antibidticos de antrac1cllna con radicales
agllc0na aklavinona o e~b1rrom1c1nonaL estén descritos en
la bibliografia siguiente:

(a) Pirromicina: Chem. Ber. 92: 1904-1209 (1959)
Sb) Rutilantinas: Biéchem.J. 81: }01—104 (19615
(6). Galirrubina A y B: Naturwiss. 52: 539-540 (1965)
‘ L Chemical Rbstracts §4: 3896 g (1966)
éhemical.Abétracts QZ: 90573 z (1967)
(d) Aklavina: J. Bacteriol. 72: 90 (1956) |
(e) Requinomicina: J. Antibiotics 25: 393 (1972) .

Pueden encontrarse déscripciones ilustrativas y com

pendiadas de los antibidticos de antraciclina en el Index

of Antibiotics from Actinomycetes, Hamao Umezawa, Editor je-

o et s i e
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Action, editada por David Gottlieb y Paul.D. Shaw, Spinger-

al género Streptomyces o por conversidén quimica o enzimdti-

" ca de aclacinomicina A o de cinerrubina A o de materiales

fe, University Park Press, State College, Pensylvania, Esta-

dos Uhidos (1967) como sigue:

.~

Antibidtico . P&gina, nlmero -
.;Aklaving : ' ©111
E Cinerrubina A 220
. ‘ Ciner%uﬁina B - L 221
1 Pirfomicina 542

Fn la obra Antibiotics volumen 1, Mechanisms of

Verlég New York, Inc., N.Y., N.Y. (1967), en las p&gs. 190-

210, contiene una revisién por A. DiMarco titulada Daunomyci

153

and\Re%ated Antibiotics.

i

El boletin de informacidn n°® 10 del International

Center of Information of Antibiotics, en colaboracifn con
i :

WHO,!Diciembre 1972, Bélgica, revisa las antraciclinas y
i
sus derivados.

Esta memoria, en la plg. 25, se refiere a las des-

cripciones de la amicetina: véase J.Am.Chem.Soc. 86: 3592.

(1964) . oo

Para una descripcifén de Streptomyces galilaeus,” -

véase Arch, fir Mikrobiol. g&i 356 (1958) e International

Journal of Syétematic Bacteriology 22: 298 (1972).

‘-

. . COMPENDIO DE LA INVENCION

N

Esta invencidn proporciona los antibibticos antitu-

Y

morales de glicbsidos de antraciclina denominados MA 144-M

- l:
v MA 144—M2. Estos antibidticos pueden ser producidos por

fermentacidn de cepas productoras de MA 144 pertenecientes

que las contengan, estando incluidos todos estos procedimien
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tos er esta invencién. La conversifn enzimética puede lle-

varse a cabo utilizando diversos tipos de enzimas activos

i

y la conversifn quimica puede llevarse a cabo en presencia
de di&ersos agentes reductores. Loé,chpuestcsMA 144'--Ml Y
MA 144-M2 asi producidog pueden ser aislados y purificados
por métodos convencionales empleados para aislar y purifi-

car antibibticos insolubles en agua, comprendiendo dichos

métodos por lo menos un procedimiento seleccionado entre el

~grupo formado por extraccién con disolvente, precipitacibn

con disolvente, concentracibdn, filtracién por gel, distribu-
cibn en contracorriente, quelatacién con iones met&licos y
adsorcién seguida de elucién de una resina cambiadora de

ion, un material silfceo adsorbente o un adsorbente sinté-

'tico.
, Esta invencidén también coﬁprende los compuestos MA
14?—Ml y MA 144—M2 como sblidos crudos, como sbdlidos purifi-
cados, como sus éales y como complejos DNA y los procedimien
tos de preparacibén de los mismos, donde la solucidn que con-
tiene MA 144 es liofilizada éespués de la adicién de por lo
menos una sustancia seleccionada entre el grupo formado por
4cido desoxirribonucleico, glicerol, azfcares, amino&cidos Yy

épidps orginicos o inorgénicos.

\,

y Esta invencibén, por lo tanto, proporciona los anti-
bibticos antitumorales MA 144-M; y MA 144-M, que:
(a) presentaﬁ actividad antimicrobiana contra las

bacterias Gram-positivas,

(b) son eficaces en la inhibicidn del crecimiento

de las formas sbélidas y asciticas de los tumores.malignos

en mamiferos y

{c) presentan una elevada citotoxicidad y por lo tan
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. MA 144-M,

+0 inhiben el crecimiento de las células tumorales de los

mamiferos en culitivos.

Las propiedades fisico-quimicas de los antibifticos

Ma 144-Mi y MA 144-M, son las siguientes:

MA 144-M,

Polvo amarillo que funde a 149-150°b

Férmula empirica: C,,Hgz0;gN |

M&ximos de absorcidn ultravioleta y visible a: 229
(775), 258 (335), 290 (128),-432 (155) nm en metanol, 229
(815), 259 (345), 590 i130), 432 (160) nm en metanol-HCl
0,01N y 237 (575), 250 s (405), 290 (125), 323 s (80), 526

(135) nm en metanol-NaOH .0,01N.-

s

Cristales aciculares rojos que funden a 151-152°C.
Férmulé empirica: C42H55016N .
_ﬂéximos de absorcidn ultravioleta y visible a: 235
(600), 259 (310), 269’(170), 2917(105), 492 (165) nm en me-
tanol, 235 (615), 259 (325)'i269 (185}, 291 (115), 492 (170)
nm en metanol-HCL 0,0lﬁ y 237 (5055, 269 (145); 292 (95),
330 (55), 554 (175), 5§7 (145) nm en metanol-NaOH Q,OlN.
Los antibiéticos MA 144—Ml y.hg i44—M2'son soiubles
en agua acidulada, dimetiisulféxido, metilcellosolve, meta-
-noiz,etanol;,acetato de etilo, écetona, cloroformo, bénceno

v tolueno;.ligeramente solubles-en agua, &ter dietilico y

n-hexano; dan reaccifn negativa con la ninhidrina y no redu-

‘cen la sélucién de Fehling.

. Esta invencién también proporciona composiciones far

‘macé&uticas pafa el tratamiento de las infecciones debidas

a microorganismos Gram-positivos. Ademés, esta invencidn’
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de MA 144-M, en bromurd potisico.

Lo
| !
' \ .

' ’ .
proporciona composiciones farmac8uticas para la inhibicidn
de los tumores malignos de los mamiferos.

! DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

La Figura 1 muestra los espectros de absorcibn
ultravioleta y visible del MA 144—M1 en metanol.

! La Figura 2 muestra el espectro de absorcibn infra-
rrojo dél MA 144-M; en bromuro potésico.
, La Figura 3 muestra el espectro de RMN de MA 144-M,
en iCDCl3 (100 MHz) .
La Figura 4 muestra los espectros derabsorciéﬁ ultrary
violeta y visible del MA 144-M, en metanol. -
La_Figura 5 es él espectro de absorcibn infrarrojo

La Figura 6 muestra el espectro de RMN del MA 144-M,

en'CDCl3 (100 MHz).

La Figura 7 es el espécfro de absorcibn infrarrojo

del disacirido metilado.

La Figura 8 muestra el éspectro de RMN del disaciri-

do. metilado. ‘

La Figura 9 muestra la curva de pH de la reaccidn
enzimitica para la formacién de MA 144-M; y MA 144-M,.

DESCRIPCION DETALLADA

N
\

N Esta invencién proporciona dos nuevos antibidticos
de a;traciclina, MA 1441M1 y MA 144-M,, que han resultaao
poseer actividad antimic;obiana-y éntitumoral. M&s especial-
mente, 105 compuestos de esta invencidn presenﬁan actividad
éontra las bacterias Gram-positivas, iphiben el crecimiento
de diversos tumores de los ﬁamiferps tales como leucemia

L 1210 y P 388 en ratones y presentan poca toxicidad. Por

consiguiente, los compuestos son (tiles como agentes antibac
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"o enzimitica de ciertas antraciclinas conocidas de partida.

ma 1mpufa, v.g. en forma de materiales que contienen los sub;

terianos y éomo agentes antitumoréles..
' En el sentido utilizado aqui, el.término MA 144 se
refiere al antibidtico que ihcluye éor 16 menos un antibid-
tico selecc10nado entre MA 14A-Ml vy MA 144—M2. |

1 Los compuestos de esta 1nvenc16n pueden ser produ-

cidos por un proceso de. fermentacidén o por reduccibén quimica

De acuerdo con un método de.preparacifn, la aclacinor
micina A,_la cinerrubina A o una mezcla de las mismas, se
annde;ten enzimiticamente en MA 144-M;, MA 144-M, o.una mez-
cla\de los mismos. Las antrac1c11nas de partida pueden ser

utlllzaaas en forma purlflcada, en forma de cales o en for-

tratos de antraciclina tales como caldos de fermentacidn o
extractos crudos de dichos caldos.
i

La conversidn enzimdtica puede ser fdcilmente obser-

vada en el siguiente esquema de reaccibn:

"R 0 coocH, . R 0O COOCH; |
- CH,CHy CHCH; -
OH O .CH O OH
e enzimé
——ee
coenzima

oy

Ei
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cas de mamiferos comoc diversos &rganos, tejidos, homegena - .}

-9 -

k
\
R\—_= H

H (MA 144-M1)

(aclacinomicina A) R

it

R = OH (cinerrubina A) ~ 'R =0H (MA 144—M2).

.! El sistema enzim8tico utilizado para reducir el gru-
po'ceto del radical sacdrido ciperulosa A puede obtenerse
‘de ciertos microorganismos pertenecientes al género
Strepéomyces y de diversos tejidos de mamiferos, v.g. te-

jidos de monos, perros, conejos, hamsters, ratas o ratones.

En el caso del enzima obtenido a-partir de microorganismos,

las cepas pertenecientes al género Streptomyces que son capa
ces~§e producir MA 144—M1 y MA 144—M2 y que son descritas
con mis detalle mis adelante, también pueden ser empleadas
en forma de caldo cultivado, suspensibén celular, cé&lulas
secas, células homogeneizadas,'so;&cién sobrenédante, enzima
parcialmente purificadé y enzima ;nmovilizado 6btenidcs a
partir de los mismos.

|

En el caso Jd el enzima obtenido a partir de mamife-

ros, también pueden utilizarse diversas fuentes enziméti-

dos de tejidos, sus preparadas secos y s61uciones enzimiti-
cas parcialmente purificadas obtenidas por desplazamiento sat
lino,'prexfipitaciéq'con disolvente orginico, filtracibn por
gel y cromatografia. Los enzimas .inmovilizados obtenidos de
eslas fuentes de mamiferoé también son adecuadas en este pro
cediﬁiento. La fuente de‘mamifero pés preferida del sistema
enzimdtico convertidor es el homogenadb ‘d ¢ higado, v.g.
homogenado . d é.: higado rde rata,

La reaccién de conversién de aclacinomicina A en
MA 144—Mi 6 de cinerrubina A en MA 144-M, es realizada por

el sistema enzimdtico que se obtiene de las fuentes de enzi-~

mas antes mencionadas.
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reaccidn, coenzima, etc, dependen del estado d.el enzima,

~ guiente tabla:

|
L
! Las condiciones de la reaccibn enzimitica tales como
PH, t?mperatura, cdncentracién del substrato, pericdo de
ot .

del mgterial de_partida utilizade, etc. Ep términos gen?ra-
les, és preferible seleccionar las condiciones que aceleran
la reéccién enzimdtica y que no inactivan al sistema enzi-
m&tico.”En'general, son preferibleé temperaturas de 20 a
42°C, pH de 5,5 a 10,5, una concentracidén de substrato infe-
rior a: ? % f un periodo de reaccibn de 20 a 120 minutoé.

: La actividad enzimitica de diversas fuentes utili-

zadas en esta invencidn y las necesidades de coenzimas para

la actividad enzimdtica en ratas estén indicadas en la si-

7

TABLA I

Comparacidn de la actividad enzim&tica en el homogenado de
L ‘ :

higado de diversos mamiferos

MA 144-M. formad

7

, : (micromoies/g de
Mamiferos . L 7 . tejido)
Cobaya S S 7 0,08
Hémster ' B . 0,24
Mono - _. - ~0,38
Ratbn : . o - 0,38
6o;éjo ) _ ' ri 0,26
Rata o \.7 . . 0,37
Composicibén de la mezcla de reaccibn énzim&tiea
Homogenado de ‘higado .(enzima) 0,8 ml
Solucibn NADP iZ ué/ml) - ,. 0,1 ml

Suﬁstrato: aclacinomicina A (80 ug/ml) 0,1 ml
donde NADP es nicotinamida-ademina dinucleétido fosfato y

la reaccidén se llevd a cabo durante una hora a 37°C. La de-

CARNTAITS B bt bt
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. NADH es la foima'reducida de NAD, NADP es el mismo que en

v

! -11 -

terminacién se realizd utilizando qromatoexploracién de onda
doble Shimazu después de extraer el producto con el disol-
vente.(cloroformo/metanol 1:1).

TABLA Il

Coenzimas requeridos para la reaccibn enzimética (higado de

rata)

MA 144-M, formado

{(micromoles/g de
Coenzima | tejido)
Ninguno 0’
NAD 0
NADH . . : . 0
NADP , _ 0,35
NADPH SR 0,37

La reaccién enzimética se realizd por el método da-

do en la Tabla I. NAD es nicotinamida adenina dinuclebtido,

la Tabla I y NADPH es la forma reducida de NADP.

Lé Figuré 9 muestra el pH 6ptimo en la formacidn
enzimética de MA 144-M; por el homogénado de higado de rata
dénde la linea vertical indica pg/tubo de MA 144-M; formados

y la solucidn tampén.utilizada para ajustar el pH es veronal

M/10-acetato sbdico en la linea continua 1 y glicina M/10-clg-

ruforsédico-hidréxido sédico en la linea de puntos 2.
. :

Los compuestos de esta invencibén también pueden ser

preparados por reduccién quimica de la aclacinomicina A y/o

cinerrubina A con diversos agentes reductores capaces de re-

ducir selectivamente el radical sacirido cinerulosa A al ra-
dical sacdrido amicetosa del MA 144—M1 y del MA 144—M2. Los
agentes reductores preferidos son los hidruros met8licos co-

mo bqrohidruro sbdico, hidruros de litib {v.g. LiH, LiAlH4)

g e Tmem———————
.

ob,

, .

B i T e ST
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. peratura,'concentrac1on del substrato, periocdo de reaccidn,

- etc, dependen del sistema disolvente, del material de par-
 diciones_que produéen el rendimiento mas alto y la mayor
~ velocidad de reaccidn.

“den ser producidos fermentatlvamente cultlvando las cepas

- cos de esta invencidn, pueden utilizarse cepas productoras

-g._gélilaeus ATCC 14969, S. cinereoruber ATCC 19740,

Shinagawa;ku, Tokyo, Japbn. Se ha depositado un cultivo de

tion, Rockville, Maryland, Estados Unidos y en el Fermenta-

e hidruros de alﬁminio (v.g. A1H3).

La-réaccién de reduccién quimica en esta invencifn

puede llevarse a cabo en un sistema disolvente individual
o en un 51stema dlsolvente letO, que disuelva los antlblé-

tlcos de’ la 1nvenc1on Las condlclones de reacc16n como tem
1.

tida y similares, seleccionéndose preferiblemente las con-

- Adem&s de los procesos quimico y enzim&tico mencio

nados anterlormente, los ant1b10t1cos MA 144 también pue-

<

productoras de MA 144 antes mencionadas, en condiciones ade-

cuadas. Para la producc1on fermentatlva de los antibibti-

de MA 144 pertenecientes al géqero Streptomyces, tales co-

o streptomyces galilaeus MA 144—Ml ATCC 31133 (FERM P-2455),

Streptogzpes sp. ME 505-HE1l ATCC 31237 (FERM P-3667),

S. niveoruber ATCC 14971, S. antibioticus ATCC 8663,

S. purpurascens ATCC 25489 y mutantes de los mismos. Entre
lés»cepas antes mencionadas, el St. galilaeus MA 144-M1
ATCC 31133 (FERM P-2455) ha sido aislado por estos invento-

res de una muestra de terreno récogida en Osaki,
St. galilaéus:;MA 144-Ml en la American Type Culture Collec-

tion Research Institute, Japdn y se ha incorporado a sus co-

lecciones permanentes de microorganismds como ATCC n°31133

v

———
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~ bien desérrolladas que parten del micelio de substrato ra-

e color del "Color Harmony Manual® publicado por Container
I -

.110); micelio‘aéreo gris claro (2 fe, gris Covert) a gris

y FERM n° 2455, respectivamente.
" 1a cepa n° MA 144-M, tiene las siguientes propie-
dades;

(1) Propiédades morfoldgicas:

i Bajo el microscopio, se observan espirales abiertas

mificado. No hay vértices y la cadena de esporas maduras es
moderadamente larga con més de 10 esporas. Las esporas son
e lfpticas y miden 0,4 a 0,8 micras x 0,8 a 1,6 micras y
su superfiéie es lisa.

(2) propiedades sobre diversos medios:

V l La descripcién.entre parén?esis responde al patrdn
R ' .
Corpgrétion of America, Estados Unidos.

! {(a) Sobre agar gluccsa-asparagina, incubado a 27°C:
crecimiento marrén amarillento claro (3_gc,.tostado claro);
sin ﬁicelio aéreﬁ; sin pigmento soluble.

(b) Sobre agar sacarosa-asparagina, ‘incubado a
27°C: crecimiento incoloro o:marrén amarillento claro (3 gc,
tostado claro); sin micelio adreoc; sin pigmento soluble.

{c) Sobre agar glicerol-asparagina (hedio ISP n°5), |
ipcubado a 27°C: nafania amarillen@o (4 ic, tostado solar)
aYharrén (51 9, marrén chocolate); micelio aéreo blanco a

N .
gris claro (2 fe, gris Covert); pigmento soluble marrdn.

(d) Sobre agar almidén-sales inorgénicas (medioc ISP

n® 4) incﬁbado a 27°C: crecimiento naranja pdlido (3 ea, amaj

rillo melén claro) a marrdn amarillento pdlido (3 ie, came-

(e, gris); pigmento soluble marrdn.

(e) Sobre agar tirosina (medio ISP n°® 7) incubado a
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ﬁ":

~(4 lg, tostado de parrilla), pigmento soluble negro.

'to,inCOloro a marrén grisdceo; sin micelio aéreo, pigmento

soluble marrén. -

Vf7fa (medio ISP n° 2) incubado a 27°C: crecimiento marrdn

‘claro (4 le, arce) a marrdén (4 ng, marrdn claro);. micelio

‘bado’'a 27°C: creciﬁientorincolorova marrén amarillento pé-
1lido (2 gc,'bambﬁ)f micelio adreo gris claro (3 fe, gris

“plata); pigmenﬁo soluble marrdn.

- marrdn amarillento p&lido (3 gc, tostado claro); micelio

miento marrén palido a marrdn amarillento pdlido; micelio

- 14—

27°C- micelio aéreo gris parduzco (3 1li, castor) a marrdn

\f) Sobre agar nutrltlvo *ncubado a 27°C: crecimien
T(gX”Sobfe agar extracto de malta-extracto de levadurt

aéreo grié claro (3 fe, gris plata) a gris (3 ih, gris

(h) Scbre agar harina de averna (medio ISP n°3) incut

Ve

(1) Sopfe agar glicerol-nitrato incubado a 27°C:
Vcreéiﬁiénfo incoloro a marrén amarillento p&lido (3 gc,
tostado claro) o gris oliva claro (2 db,Aparches); sin mice-
lioraéfeo; sin pigmento soluble.

(j) sobre agar almidén incubado a 27°C: crecimiento

aéreo gris (e, grisf; pigmento soluble marrdn claro.

N (k) Sobre agar malato cdlcico incubado a 27°C: cre-
cimlento 1ncoloro, mlcello aéreo blanco grlséceo (b, blanco
ostra) a gris parduzco claro (3 dc, natural) sin pigmento
soluble. - '

(1) Sobre placa de gelatina incubada a 20°C: creci- %

aéreo blaﬁéo; pigmento soluble marréﬁ.

\m) Sobre placa de glucosa—peptona—gelatlna, incuba-

da a 27°C. crecimiento marron pélldo a marrén, sin mlcello
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‘aéreo; pigmento soluble marrdn.

" - de levadura 0,4 %, agar 3,5 %, pH 6,0).a 20, 24, 27, 30,

“na a %7°C: en el primer medio, se observa débil licuefaccidn

- 15—

.

(n) sobre leche descremada incubada a 37°C: creci-
miento marrén pélido a marrdn; sin micelio agreo; pigmento
soluble marroén.

(3)'Propiedades'fisiolégicas:

(a)fSe'estudié la temperatura de crecimiento sobre

agar maltosa-extracto de levadura (maltosa 1,0 %, extracto

37 y 50°C. La temperatura Sptima para el crecimiento es de
27 a 37°C; no habiendo desarrollo a 50°C.
‘ " (b) Licuefaccién de la gelatina sobre placa al 15 %
| _
i

de’ gelatina a 20°C y sobre placa de glucosa-peptona-gelati-

de la gelatina con 14 dias de incubacidn pero'en el segundo

! E
se observa ura licuefaccidn entre débil y moderada al cabo

de 7 dias de incubacién.

(¢) Hidrélisis del almidén sobre &gar almiddn-sales

inorgédnicas a 27°C: al cabo de 5 dias de incubacidén se obsey

v6 una hidrdlisis débil.

(d) Peptonizacidn y coagulacidén de la leche descre-
mada a 37°C: al cabd de 5 dias de incubacifn comenzd una
geptdnizacién entré moderada .e intensa que termind al cabo
dé%pnos 17 dias. No se produce coagulacibn.

(e).Formadién de melanina sobre agar tirosina (me-
dio ISP n°7), caldo de tirosina?extracto de levadura (medio
ISP ne® li y agar peptona-extracto de levadura-ferroso (me-
dio ISP n° 6) a7275C: positiva en todos los médios{

(f) DLicuefaccidn del ﬁalato clcico sobre agar mala-
to cilcico a 27°C: fuertemente positiva.

(g) Reduccidn de nitratos o de agar peptona conte-
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'_glucosa, D fructosa, sacarosa, inositol, L-ramnosa y rafi-

" nosa; no se produce crec;mlento con D-manitol.

- del MA {44—Ml,'lazcepa pertenece al género Streptomyces y:

"

§p051t1va.

-le basal de Prlaham-Gottlleb (medio ISP ne 9}, 1ncubado a

diversos medios de agar. El micelio agreo forma espirales
abiertas pero no vdrtices. La superficie de las esporas es

" lisa. Se ha hallado que en general el crecimiento sobre

- {
- sobre agar tirosina, caldo de tirosina-extracto de levadu-
.. cepa n° MA 144—M1 es semejante al Streptomyces galllaeus.'

. \

tre esta depa y la cepa patrdn de S.

obtenida fué investigada mediante cultivos paralelos.

48
nlenTo l 0 de nltrato stdico (medio ISP n° 8) a 27°C:

’

i

(h) UtlllZaClon de. los hidratos de carbono del me-~

27°C crec1m1ento abundante con L-arablnosa, D—x1losa,

Resumiendo todas las caracteristicas anteriores

al-tipo chmogénico y produce pigmento soluble marrdn en

diversos medios es de marrdn amarillento p&lido a marrdn

pero verde oliva en algunos medios y el micelio aéreo es

gris claro. Los nitratos son reducidos a nitritos. La ac-

| : _
cién proteolitica es entre débil y moderada y la hidrbli-
sis del almiddn es relativamente débil. Se produce melanina

ra y'agar peptona-extracto de levadura-ferroso.

Entre 1a5'especies conocidas de Streptomyces la

Referenc1a 1: Archlv fur Mikrobiologie 31: 356 (1958). Re-

fe;enCLa 2: Internatlonal Journal of Systematic Bacterio-
logy, 22: 298 (1972). Erestando‘especial atencidn a la difet
renciaciSn basada en la morfologia, el color del micelio
aéreo ytotras propiedades fisiolégica;, la diferencia en-

galilaeus ISP 5481

Los resultados indican que esta cepa concuerda °
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-gia y.color del crecimiento y del micelio sobre diversos

fué aisla&a también de una muestra de tierra recogida en
. Osaki; Shinagawa-ku, Tokyo, Japén y fué depositada en el

.Fermentation Research Institute, Japén y en la American

mencionadas, también pueden utilizarse en esta invencidn

muy estrechamente con el S. galilaeus ISP 5481 en morfolo-

medios y en_propiedades-fisiolégicas. Adem8s, hay simili-
‘tud entre ambas éepasreﬁ los productos de fermentacidn; es
decir, la cineﬁrﬁbina que puede ser producida por S. galilaev
es'unb ée los sprroductoé de la cepa de esta invencibn.
Por lo tanté, la cepa MA 144-M,.puede ser identificada como

Streptomyces galilaeus.

La cepa Streptomyces sp. ME 505-HE1 FERM P~-3667

Type Culture Collection y agrégada a sus colecciones perma-
nentes de microorganismos como FERM P-3667 ¥ ATCC 31273,
respectivamente. A continuacibn inclufmcs una breve des-—
cripcién de sus propiedades morfolbgicas y.fisiolégicas.

Las caracteristicas del StreptomYces sp. ME 505-HEL

estén bajo investigacidn detallada. La cepa n® ME 505-HEl
: i
tiene las siguientes caracteristicas en la actualidad: ba-

jo el microscopilo, el micelio adreo no presenta ramas ver-
ticiladas - y estructura espiral. El crecimiento sobre los

diversos medios es incoloro, marrdn rojizo'pélido a plrpu-

N

ra* parduzco oscuro y no se forma micelio aéreo o se forma
ligeramente con un color blanco a blanco rosado. Se forma

un ligero pigmento soluble rojo mate. La formacién de mela-

nina es positiVa. por lo tanto, la cepa n° 505~HEL pertene~-
. .

ce al género Streptomyces.

,Ademés de las cepés aisladas recientemente antes

otros Streptomyces conocidos como S. galilaeus ATCC 14969,

T 2B T

]
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S
ﬁs.zantlblotlcus ATCC 8663 S. purpurasvens ATCC 25489 y

;'144—M
 ,la cepa tipica antes descrita y todas las variantes y mu-
ltantes naturales y artificiales de la misma.
,'pretendg éspecialmenfe incluir los mutantes productores de
'MA.}44 obtenidos a partir de laé cepas antes mencionadas

* por métodos conocidos.

,y'MA 144—M2, es especialmente adecuado un cultivo aerobio
Lo . .
" clases conocidas de fuentes nutritivas de los actinomicetes

de otros actinomicetes son apllcables al cultivo de esta

'1nven016n. Preferiblemente el medio contiene productos co—

trégeno{ sales inorgdnicas como cloruro sddico, cloruro po-.

-

§;'cinereorﬁber A&CC 19740, S.'niveoruber ATCC 14971,

-

|
mutantes de los mlsmos..

v Como lqs Streptomyces son féc

ilmente mutables por
métodos naturales“o artificiales, el S. galilaeus n° MA

y otros mlcroorganlsmos de essta invencidn incluyen

Se desea y

En cuanto a la produccidn fermentativa de MA 144-Ml

sumergido para la produccidn de cantidades.gréhdes de los

antibibticos.:

:

Pueden utilizarse medios constituidos por

yllos procedimientos generales utilizados para el cultivo

merciales como glicerol, glucosa, almiddén, dextrina, malto-
sé, melazas, aceites, grasas, lipidos y similares comc fuen-
tes de carbono, en_éstédo_crudo o purificado, productos co-
ﬁéréiales como harina de sofa, extracto de malta, peptona,
N

extracto de 1evadura, solubles de destileria, harina de pes-
cado, har;na de gluten, licor de 1nfu516n de maiz, harina
de algddéh, casefna, sustancias prbteicas‘hidrolizadas, ni-

tratos, sales amdnicas, urea y similares como fuentes de ni-

tésico, fosfato potédsico, sulfato magnésico, carbonato cil-

cico y cantidades traza de sales met&licas pesadas como co-

{
P
!
)
.
i
!
|
'
1 .
i
|
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. sumergido aireado, se utiliza un antiespumante como para-

‘plearse cualquler Lemperatura de fermentacién dentro del

' yeaccibn o del caldo cultivado, se da como ejemplo el si-

.guiente procedimiento:

‘(marca registrada, Pharmacia Flne Chemlcals AB) etc y la

bre, cinc, manganeso, hierro y gimilares. En el cultivo
fina liquida, aceite de-soja, grasa o silicona. Puede em~

intervalo de 20 a 35°C, a la que pueda crecer el organismo
prodﬁctbr de MA 144, -aunque el intervalo preferido de tem-
peratura es de 25 a730°C. El pH del medio de cultivo.osci-
la entre 5 y 8,0. El periodo necesario para la produccidn

es habipualmenfe de 48 a 72 horas.

Para aislar MA 144—M1 o MA 144—M2 de la mezcla de

Una vez completada 15 reaccidn enzimstica, el MA
144-M1 o el MA 144-M, de la mezcla de reaccidn se extrae
con dlsolventes orgénicos no mlsc1bles con agua, como ace-
tato de etilo, acetato de butilo, cloroformo, benceno, n-
butanol, metllpropllcetona, cloruro de metileno, tolueno,
etc, en medio neutro o débilmente fcido. En lugar de la
extraccién con disolvente dé la mezcla de reaccidn o en
‘combinacién con esta técnica, la cromatografia empleando

carbén activo, alﬁmina, gel de silice, Sephadex LH-20

dleﬂbUClon en contracorrlente utlllzando un sistema disol-+
vente adecuado constituyen un procedlmlento mis convenien-
te para la recuperacidn y pur1f1cac16n de MA 144—Ml o

MA 144—M2. Los extractos con disolvente que contlenen di-
cho compuesto se extraen de nuevo. d1rectamen+e o después de
concentrarlos a presibn reducida, con disolventes orgéni-
cos no miscibles con agua y la capa de disolvente que con-

tiene MA 144-MI O MA 144-M, se mezcla con agua acidulada a
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'con d%solventes orgénlcos-adecuados. La sustancia activa

'"c16n orgénlca. Repltlendo estos procesos, pueden obtenerse

'rlos compuestos en forma purificada.

. &cido sulfﬁrico,'écido acético,_écido propidnico, &cido

" oleico, &cido palmitico, &cido citrico, &cido succinico y

Haas Co., Inc.) y carbdn activo, filtracidn por. gel, quelata

Ve

un' pH 1nfer10r a3, 0y despues el MA 144—M1 o el MA 144—M2

i
,\l.l
|

transferldo a una capa acuosa acida se vuelve a extraer

se obtlene en, forma de polvo plgmentado crudo por concentra

cidén a presidn reduc1da hasta sequedad a partlr de la solu-

Después de agregar agua a la mezcla de reacc16n
quimica,‘le compuestos MA 144—M1_0AMA 144-M, se extraen,pu-
rifigan N4 bbtienén en forma de éolvo crudo, de acuerdo con
ios procedimientos antes meﬁcionados. La solucidn que con-
tiene. el MA 144~Mi o el MA_144—M2 también puede .ser liofili-
zada séla o por lo menos con una sustancia seleccionada en-

tre suero, ,seroalbﬁmina,»gibbulina, gelatina,fglicerol,

v

az@icares, aminodcidos, &cido desoxirribonucleico y &cidos org

H

b .
nicos o inorgénicos como &cido c¢lorhidrico, &cido fosfbrico,

dcido pantoténico. E1 MA 144—I‘Ml o el MA 144-M, contenidos en|
el caldorde ferméntacién se obtiene por los procedimientos
de purificacibn antes menciocnados para la mezcla de reaccidn
enzimética. 7 ‘ 7 '

Sit Con objeto de obtener MA lgﬁ—Ml o MA' 144-M, en forma
pura; puede feéliz&rse una nueva pﬁrificacién por cromatogra

fia en columna, empleando diversos adsorbentes como -icido

silicico,'aibﬁmina, Sephadex LH-20 (marca registrada, Pharmad;

cia Fine Chemicals AB), cambiadores de ion como resinas débil

mente dcidds y Amberlite XAD (marca registrada, Rohm and

cidn con diversos metales y una combinacidn con por lo menos
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" co, de forma convencional que serd. mencionada con detalle

'anélisis elemental da los siguientes valocres:

21

uno o més procesos seleccionadcs entre los métodos de que-
latacibn con iones metdlicos, precipitacidn con disolventes;

extraccién con disolventes, distribucidn en contracorriente,

cromatografia, concentracién, adsorcibn en el adsorbente y
adsorcibn- seguida de elucién de una resina cambiadora de

ion, una tierra silfcea adsorbente o un adsorbente sintéti-

en los ejemplos.

Las siguientes son las propiedades fisicoquimicas

de los compuestos MA 144-M; y MA 144—M2 puros:

MA i144-M,

" | Polvo @bilmente bdsico, lip6filo y amarillo. El

'
1

Encop#rado: C = 62,37 . Calculado: C = 61,98
H= 7,08 , H= 6,81
0 = 28,81 , | 0 = 29,49
N= 2,07 N= 1,72

Peso molecular = 814 para C42H55015N.

Los valores del punto de fusibn de la rotacidn espe-
cifica K{d}gq de su solucidn al 1 % en cloroformo) son 149-

150° y +40°, respeétivamente. Su espectro de absorcifn en la

regién ultravioleta y en la régién visible en metanol presen-

ta méiimos a las siguientes longitudes de onda (Figura 1).
1% )

' 7 1 cm

en metanol . 299 (775), 258 (335), 290 (128), 432

.A'r ,Xinax (E

(155)

en metanol-HCL 0,01N  229(815), 259 (345), 290 (130), 432
(160)

en metanol-NaQH 0,01N 237 (575), ZSOS (405); 290 (125),

e
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-espectros de absorcién ultravioleta .y en la luz visible en
metanol la linea de puntos corresponde al metanol-HC1l 0, 0LN

vy la linea X - X =X corresponde al metanol-NaOH 0,01N. La

: _'w magnéticg'nuclear (100 MHz, CDCl3).
10
: dimetilsulféxido, metilcellosolve, metanol, etanol, acetato

de etilo, acetona, cloroformo, benceno y tolueno y ligéramen
‘nol y clorofoimo pero l;geramente soluble en acetona y ace-
. ) =

do sulflrico concentrado. Con acetato magnésico alcohdlico,

jizo éor alcalinizacidén. E1 MA 144—Ml da reaccidn negativa

— 22—

| 323_ (80), 526 (135).
‘st hombro’

"~ En la Figura 1, la linea continua representa los

Figura 2 muesStra el espectro de absorcibén infrarrojo (pasti-

1la de XBr). La Figura 3 muestra el espectro de resonancia

Eivcompuesto MA.144-Ml es soluble en agua acidulada,

te soluble en agua, éter dietilico y n—hexano. Por su parte,

el hldrocloruro de este compuesto es soluble en agua, meta-

tato de etilo. La solucifn. metandSlica de MA 144-M; es ama-
rilla en HCL concentrado pero se vuelve pardo rojiza en &ci-

la solucibn presenta un color rojo que se vielve plrpura ro-

con la ninhidrina y no reduce el licor de Fehling.
MA 144-M,

~ . Cristales aciculares débilmente bdsicos, lipdfilos

y rojos. El andlisis elemental da los siguientes valores:

Encontrado: C = 60,43  calculado: C = 60,79
H= 6,74 _ - ’ .'H= 6,68

0 = 29,70 ' | . o= 3o,§;

N = 1,75 . N= 1,69

para C42H55016N

Peso-molecular = 830.

.-_\_...w.-’_:-._-»-., o ereeeTe = S Tl - R i
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El punto de fusidn es de 151-132°C y la rotacidn
espeéifica (&ﬂgo de su solucién al 1.% en cloroformo) es

de +127°. El espectro de absorcifn en la regidn ultraviole-

ta y en la reglén v151ble okegcn a méximes a las s:gulentes

longitudes de onda (Figura 4).

1

Amax(El cm)

en metanol - : 235 (600), 259 (310), 269 (170), 291
(105), 492 (165)

‘en metanol-HCL 0,0IN 235 (615), 259 (325), 269 (185), 291

‘ (115), 492 (170)
en metanol-NaOH 0,01N 237 kSOS), 269 (145), 292 {95), 330
| (55), 554 (175), 597 (L45).
Eﬁ,la Figura 4, la liﬁea-éﬁntinua se refiere a los
espectros de absorcidn ultravioleta y visible en me-
tanol, la linea de puntos se refiere al metanol-HCl 0,01N

yila'linea % - x - X se refiere al metanol-NaOH 0,01N.
i . .

La Figura 5 muestra.el espectro de absorcidn infra

‘ rrojo (pastilla de KBr) y la Figura 6 muestra el espectro

de resonancia magnética nuclgar (100 MHZz, CDC13).

-El compuesto MA 144—M2 es soluble en agua &cida,
dimetilsulféxido, metilcellosolve, clofoformo, acetato de
etllo, metanol, etanol, acetona Y benceno y ligeramente so-
luble en agua, n—hexano, 01clohexano, éter dletillco y
éter de petréleo. El hidrocloruro de este compuesto es so-
luble en agua, metanol, etanol y éloroformo pero ligeramen-
te solubie en acetona y acetato de etilo. E1l MA 144—M2 da

reaccidn negativa con ‘la ninhidrina y no reduce el licor

' de Fehling.

La solucién metandlica es roja en &cido clorhidri-

co concentrado y se vuelve violeta en &cido sulfdrico con-
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MA 144—M2 fué determlnada de la siguiente forma:

lécido clorhidrico diluido, las propledades flSlcoquimlcas
"obtenidas, como el espectro de absorcidn ultravioleta, vi-
. sible e,idfrarrojo, el espectro de masas y resonancia magné-
' ﬁicé nuclear, el punto de fusién, el andlisis elemental y

~los valores Rf sobre capa fina de &cido silicico de la par-

obtenlda a- partlr del material de partida, es deCLr, la agli

. Ademés, el disacérido metllado, gue se obtuvo a partir de

después se cristalizd en &ter en forma de placas cristali-

|
M
centrado. La soluc1on aparece de color pﬁrpura rojizo en

acetato magnésico alcohdlico y da un color azul purplreo
en qolu016n en NaOH.

i

La estructura’ quimica de los compuestos MA 144-Ml Yy

Por hldrollsls del MA 144- Ml o del MA 144~ M2 con

te de aglicona, coinciden totalmente con los de la agllccna

cona del MA 144-—Ml era la aklav1nona y la del MA 144~ M era
la e—plrrom1c1nona
Por otra parte, comparando los valores Rf sobre ca-
pa fina de &cido 51lic1co ‘de los radicales sacdridos obtenl—
dos por hldr01151s del materlal de partida (acla01nom1c1na
Ao c1nerrub1na A) con los de los compuestos de esta inven-
dfm, ée detectd rodosamina y 2-desoxifucosa en ambos, pero

el azflcar terminal, es decir, L—cinerulosa, era diferente.

MA 144—Ml y MA 144-M, por metanolisis parc1al en metanol
conteniendo &cido clorhidrico 0,1N a la temperatura ambiente
se extrajo con éter, se purificé por cromatografia en colum-

na de &cido silicico y Sephadex LH-20 (marca registrada) y

nas blancas.
" Las propiedades fisicoquimicas del disacédrido meti-

lado son las siguientes:
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: i
. Peso molecular = 276

punto de fusibn: 87 a 91°C (punto de sublimacidn)

- De los resultados analizados, se  deduce que la estructura

L
|

Anélisis.eleméntal, %

56,51

Encontrado: C = 57,09 Calculado: C =
" H= 8,61 . H= 8,75
0=

34,30 . 0= 34,74

:para C13H24O6

0 _ -161° (¢ =.1,0, cloroformo).

Rotacidn especifica:{a}g
';os espectros de absorcién en las regiones ultra-
violeta y'visible del disacdrido metilado presentan absor-

cién terminal y sus espectros de absorcidn infrarrojo y

de RMN estan indicados en las Figuras 7 y 8, respectivamente.

del metiliisacérido es:
. | o 9CH3
CHj

o 0 ¢

cHy \ OH,

Los metildisacdridos obtenidos a partir de MA 144-My
y:MA 144-M, presentan propiedades fisicogquimicas idénticas.
Bassndose en el anilisis elemental, espectros de absorcidn

en las regiones infrarroja, ultravioleta y visible, espec-

tro de RMN, punto de fusifén y valores Rf scbre capa fina de |-

dcido silfcico, se demuestra que la metanoliéis de MA 144-Mj

y MA 144§M2

pirromicina.

producen respectivamente l-desoxipirromicina y

De los resultados antes mencionados se deduce que la
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|

1

eétrﬁcturas de los éompuestos'MA 144—M1 y MA 144-M2 de esta

invencidn son las siguientes:

/l O\
i CH3x
e
' CH
CH N3
3 . CHj
. 00
HO
OH
CHy ,
f . oH o0 " COOCH,
B . CH,CH3
1 OH
0
CH,
0
- % CH
L " /cH N3
, S 3 CHy
- Oo
HO OH

Aunque son conocidos varios antibidticos glicésidos
de antraciclina con radicales aglicona aclavinona y e-pirro-

micinona, los compuestos MA 144-M, y MA 144-M, son claramen-

S -
1
1




Lo .

1 te‘diférentes de cualquiera de ellcs en caracteristicas como
féfmula mblecular, éroductos de degradacidn por hidrdlisis
§c1da,‘espectros de absor01on ultravioleta, visible, infra-
rrogo y RMN y 51m11ares, como ya se¢ ha indicado. Como se ha
5 | aicho antes, elrMA 144—Ml y el MA 144—M2 se diferencian ae

. sus ﬁaéerialeé de partida, aclacinomicina A y cinerrubina A,
en su azﬁcar terminal. (Referencias: 1! The Journal of
‘ Antibiotics gg,'n°10: 830-834 (1975). 2. Antimicrobial Agent%

and Chemoterapy: 68~77 (1970).

10 - La amicetosa, que es el azficar terminal de estos com

i

puestos, ha sido identificada solamente en el antibidtico

amicetina. (Referencia: J.Am.Chem.Soc. 86: 3502-3594 (1964))

Entre los antibibticos del tipo de-la rodomicina, hay un '
antibibtico con un radical azficar similar, la rodosamin-2-

15 deSoxifucosa—rodinosa, pero se diferencia claramente de los

compuestos MA 144-M1 y MA 144- -M, en su aglicona y su azfcar
Lermlnal. (Referencia: Pharmazie 27: 782-789 (1972)).

Por lo tanto, se comprueba que los compuestos MA
144-M) y MA 144-M, son sustanéias nuevas.
ZQ ' Para clarificar mejor las propiedades del MA 144--M1
y del MA 144-M,, se dan a continuacién los valores Rf sobre
capa fina de &cido silicico, utilizando diversos sistemas
diéolventes:

Valores Rf

25

e sa s e s

30

(1)
(2)
(3)
(4)

Sistema disolvente

MA 144—Ml

MA 144—M2

cloroformo/ﬁetanol 10:1
cloroformo/metanol éo:i
aceton&

acetato de etilo

Las actividades biolbgicas

0,45
0,11
0,38
0,024

del MA 144-M; y MA 144-M,

0,45
0,11
0,28
0,024
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son las siguientes:

(1) EL1 MAV144éMl-y el MA 144-M, presentan actividad
rantimic:obéana frente a diversos tipos de microcrganismos.
La cdﬂcentféciéh minima de inhibicidn ée estos compuestos,
determinada por,élimétodo de di;ucién del caldo, estd indica
.da en ié‘Taﬁia III.

7 TABLA III

:'Concentfacién minima de inhibicién (CMI, jg/ml) de MA 144-M,

oy MA 144-N
6;ganismo de ensayo MA'144—M1 MA 144-M2
 Staph. aureus FDA 209P 3,1 0,78
) Stéph. aureus Smith ) 0,2 0,1
Bac. subtilis ~ ATCC 6633 0,4 ’ 0,05
Bac. cereus ATCC 9634 0,78 0,05
A'-Bac.fmegagerium' NRRL B-938 5,1 ) 0,78
Sarcina lutea ATCC 341 0,05 0,05
Vgig. flavus 0,2 0,2
Cory. bovis \' 0,4 0,1
Ps. fluorescens . NIH JB-254 >100 >100
Proteus morganii " (Institute for Infec >100 >100
tious Diseases)
M§cpbac. smegmatis AfCC 607- 2,5 1,25
Strep.,pybgenés NY 5; 1,25 0,63.
Can. albicans fiAM 4905 100 50
Can. tropicalis_ IAM 4942 >100 100-

Como ya se ha dicho, los compuestos MA 144-Ml y
MA 144-—M2 presentan actividad antimicrobiana contra las bac-
terias Gram~positivas y por lo tanto son terapguticamente

dtiles en el tratamiento de la difteria, tuberculosis, pneumg
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! ,
nia, ﬁétanos, enfermedades infecciocsas causadas por

staphylococcus y Streptococcus, etc. -’
(2) Los compuestos MA 144-—Ml y MA 144—M2 también
preseﬁtan una marcada actividad antitumoral con baja'togi-

cidad y se ha demostrado que son eficaces para uso farmacéu-

| _tico como agentes anticancerigenos.

(a) Eficacia terapbutica sobre ratones portadores

de 11210,
- Prolongacién del tiempo de super-
_ vivencia (%)
?;sfi Jata) ma 144-m, MA 144-M,
10 - 90 -
5 - , 200 . 46
2,5 192 ' " g5
1,25 - | 137 200
7 0,625 123 ' 192
70,313 ' S 110 144
0,156 110 " 116

CDFl—L1210. La droga fué administrada intraperitonealmente
desde el dfa 0 hasta el dia 10.

(b) Eficacia terapefitica sobre ratones portadores de P388.

. ~ Prolongacién del tiempo de su-
"~ o _ © . pervivencia (%)

(ag/ﬁﬁiéia) ‘ MA 144-§l_ - MA 144-M,
5 : | 7 - 100 B ' 57
2,5 : ' 184 83
1,25 ‘ . 149 : 206
0,625- S o13s s
0,313 ) ' 110 . 125

CDFl—P388. La droga fué administrada por via intraperitoneal
desde el dfia 1 hasta el dia 9.
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Qng?ié}gia) S MR 144N MA 144-M, M 144-My MA 144-M,
5 . '0,38  tdxico 77,4 -
2,5 g.ly,- 0,65 0,28 61,3 83,3
‘1,257 0,81 0,39 51,9 76,8
0,6 0,78 0,90 53,7 46,5
0,3 1,25 1,41 ' 25,5 16
fCoﬂtxol -; ; :”f 1,68’ - 0 B

‘de el dfa 1 hasta el dfa 10.

Animal Via 7 WA 144 MA 144-M,

ratdn T i.p. ' 35 o 12,5
i, , R 30-35 12-20

rata i.p. - - 25-30 10-15

e amramreren
—

o

(c) Eficacia terap8utica sobre el tumor sblido Sarcoma 180

: % de inhibicifn del creci-
Peso del tumwr (g) : miento del tumor

6

Unos fatones'dd fueron inocidlados con 2 x 10 c@lulas de Sar-

coma 180 y la droga fué administrada intraperitonealmente des

(3) Toxicidad agquda . .

. En la siguiente tabla se dan los valores de la DLg, del

MA 144-M; y MA 144-1,.
| - :

! -
' .DL50 (mg/kg)

iov. 3 25-30 10-15.

"

?g(4) Citotoxicidad ) 7 . -

Los'compuésfos MA 144—M1 vy MA 144—M2 inhiben el crecimien
to de las células tumorales de los mamiferos en cultivo, es-

pecialmenté a baja concentracidn e inhiben por completo la

sintesis de RNA. En este experimento, se inocularon cé&lulas
de L1210 en medio RPMI 1640 (Nissui, Roswell Park Memorial

Institute 1640) conteniendo 10 % de suero de ternera y se cul

tivaron a 37°C durante 3 dias en un incubador de coz, agregan

[ U
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 concentraciones. En la siguiente tabla se epcuentran los

'y la sintesis del RNA a concentracidn baja. Estos resultados

. Efectos del MA 144-M1 y del MA 144-—M2 sobre el crecimiento y

' ' 1
do después MA 144-Ml, MA 144-M2 y precursor L C a diversas

efectos sobre la sintesis de proteinas, RNA y DNA, expresa-
dos como concentracidn de'inhibicién al 50 % (pg/ml). De los
resultaios - se deduce que el MA 144-M; y el MA 144-M, inhiben

marcadamente el crecimiento de las células L1210 cultivadas

ponen de manifiesto la eficacia terapéutica scbre tumores

experimentales en animales.

E sintesis macromolecular en células L1210 cultivadas

. {.r } ' _ DIz, (ug/ml)

MA 144-M MA 144-M,

células L1210 |
crecimiento 0,12 . 0,05
sintesis de DNA o 1,7 i,0
sintesis de RNA _7 0,7 0,5
sfntesis de proteinas - 10% .-

# % de inhibicidn a una concentracién de 10 ug/ml
Como se ha mencionado antes, los compuestos MA 144-M; y

MA 144-M., ejercen una marcada accidn inhibidora de los tumo-

2
rés malignos en mamiferos, especialmente sobre los tumores

asciticos y sdlidos y la leucemia. Por lo tanto, los compues-
tos MA 144—Ml o MA 144-Mé, éus sales o sus compiejoé, pueden
ser utilizédos como agentes terapéduticos frente a ios tumores
malignos de tipo sblido y ascitico.

Los compue§tos de esta invehcién forman sales de adicidn

de &cidos no téxicos con diversos reactivos orgénicos e inor-

génicos formadores de sales y complejos no tdéxicos con los
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Tgeneralmente_empleados en la formacidn de sales de.los anti-
»biéticos.-Por ejemplo, el antibidtico seleccionado y el
-écidq-deseédo se disuélven independientemente en un disolven-
,éé apropiado,ren el que las.sales sean poco solubles, v.g.
gter etilico y acetona o su mezcla y despﬁés se_combiﬁan. La

solucifén se concentra si es necesarioc y se enfria, dando los

| .
,teé antibibticos y son preferiblemente utilizadas en aplica-

|

dos nuclelcos. Asi, las sales de adicibén de &cido forma-

| S A

aci
das con écidos org&nicos o inorgénicos farmac@uticamente

aceptables como sulftrico, fosférico, clorhidrico, acético,
proplonlco, olelco, palmitlco, cit ice, succinico, tartérlno,
glutémlco, pantotenlco, etc, pueden,emplearse de la misma

forma que los compuestos. MA 144 propiamente dichos. Estas saq

les se forman; aislan, purifican y formulan por 1os métodos

cristales de la sal de adicifn de &cido que se iecoggp vy
secdan para obtener un polvo cristalino. Las sales resultan-

H

! - .
teﬁ presentan mayor solubilidad en agua que los correspondien

ciones terapéuticas. Al'aplicar los antibidticos de esta
invenciéﬁ, también es Gtil teéapéuticamente un complejo no
téxico coﬁo elrcomplejo.DNA. En este caso, puede utilizarse
el DNA extraido de amimales y microorganismos como el timo
de la ternera, célulﬁs ﬁela, célu}as embrionarias humanas
y;;nimales, levaduras, etc. Lé preparacién de los complejos.
DNA—MA'144 pﬁedérrealizarse por métodos descritos en la bi-

bliografia para la preparacidn de complejos de DNA de otros

antibidticos de antraciclina, tales como adriamicina, dauno- |

rrﬁbicina, etc {véase, por ejemplo, Nature, New Biol. 239:
. a ,

110 (1973) y Europ..J. Cancer 10: 399 (1974)}. Para los fines

de esta invencidn, los compuestos en forma de base libre son

equivalentes a sus sales de adicibn de &cidos no tbéxicos v

¢ :
ot S e s e sam a6 4w L

gt o ¢ et =
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‘ciona una.composicid

-te para reducir la afeccién de leucemia in vivo, siendo com-

' compuesto particular empleado, con la comp

-33 -

complejos.
De acuerdo con otro aspecto de esta invencibn, se propor-

ciona un método para tratar terapéuticamente a un mamifero,

incluidos los seres humanos y los demds animales, afectados

de 1eucem1a, cuyo metodo consiste en admlnlstrar al hombre

o a los animales una dosis inhibidora de la leucemia de MA

144-M,, MA 144-M, o una mezcla de ambos.
De acuerdo con.otro aspecto de esta invencidn, se propor-

6n farmacéutica que contiene MA 144-M; ©

MA 144-M, o una mezcla de los mismos, en cantidad suficien-

binados el MA 144-M;, el MA 144-M, o ambas sustancias a la

vez con un vehiculo o diluyente inerte y farmacéuticamente
aceptable. Se observaré gque las cantidades reales preferidas
de la sustancia MA 144 utlllzada varlara de acuerdo ccn el

osicién particular

formulada, con la forma de'apliqacién y con el lugar y orga-

nismo particulares en tratamiento. Los expertos en la técni-

ca tendrén en cuenta muchos féé;ores gue modifican la accidn
de la droga, por ejemplo edad, peso corporal, sexo, dieta,
tiempo de administradién, via de administracién, velocidad
de excrec16n, comblnaciones de drogés[ sensibilidades reacti-
vas D¢ gravedad de la enfermedad. Las dosis de aplicacién &p-

timas para una serie dada de condiciones pueden ser determl—

nadas por los expertos en este campo, utilizando los ensayos

convencmonales de determ1nac16n de la dosis a la v1sta de lasg:

guias anteriores.
Cuando ‘se inyectan por via parenteral, el MA 144—Ml o el
MA.144—M2, sus sales o sus complejos, se disuelven en agua

destilada para inyeccibén o en solucidn salina fisiolOgica y

g TR B et et
R
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se 1nyectan por via intraperitoneal, intravenosa, subcuténea

-0 local en el animal hu&sped. La d051s vy la via de inyeccidn

i
experlmentales, la edad el peso corporal, el sexo, la sensi

;bilidad, el programa de inyeccidn, el perlodo de inyeccidn

llevarse a cabo de forma continua o perlédlca, denLro de la
_dosis tolerada mixima. Los compuestos MA 144-M, o MA 144-M,,
- sus sales o sus complejos de acuerdo con esta invencidén tam-

blén pueden ser admlnlstrados por via oral en forma de ta-

‘nes y §1mllares.

_solamente y no se pretende que llmlten el alcance de la in-

'(300_g, 35 y 10 vol@menes de tampdn Tris iomM (pH 7,8) con-

una hora en un sacudldor glratorlo.,Se 1nterrumpe la reac-

.¢idn por adicién de dos volfmenes de una mezcla fria de clo-

deben tener en cuenta los resultados de los experimentos

con ahimales,rel estado de los pacientes y de los animales

y la comblnaClén con otras drogas. La admlnlstra016n puede

bletas, pildoras, cépsulas, polvos y grénulos o suspensio-
l

% Los 51gu1ehtes ejemplos se dan con flnes ilustrativos

ﬁendién.
" EJEMPLO 1
Una .mezcla de los higados aislados de 10 ratas Wistar
\

feniendo 10 milimoles de cloruro magnésico y 0,25 moles
de sacarosa se homogeneiza en un homogeneizador de Teflon
y se céntrifdga a lb.OOO rpm duranterzo minutos. El liquido
-q@agdbrenada pbténido (400 ml) se mezcla coﬁ 50 ml de cine-
rrubina A a‘una concentracidn de 5 mg/ml y 50 ml de NADP
a una concentracién de 6 mg/ml,‘se distribuyen fracciones

de 50 ml en matraces de 500 ml v se incuba a 40°C durante

roformo~metanol 1:1. Esta solucidn se mezcla bien y se se-

para de la capa de cloroformo y la fraccibén activa residual
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"la banda correspondiente al MA 144—M2 y el MA 144—M2 se ex-

—35 —

PN UITS SV,

que queda en la capa acuosa se extrae de nuevo con un volumen

igual de clordformo.

~

Se combinan las dos capas de cloroformo, se concentran
a presiln reduc1da, se dpllcan scbre placas de capa fina de
4cido silfcico y se desarrollan con cloroformo-metanol (10:1

para la preparacibn. Después de la cromatografia, se rasca

rae con metanol, se concentra a presitn reducida y se cris-
tallza en_una mezcla de cloroformo/n-hexano. Se obtlenen
51,3 mg de crlstales ac1culares rojos de MA 144—M2.

\ : 7 . EJEMPLO 2

‘,(UFilizando homogehados de higado de ratdn como fuente
de enzi?as, se tratan 100 mg de aclécinomicina A siguiendo
el procedlmlento descrito en el Ejemplo 1 (el coenz1ma uti-
llzado es NADP) y se obtlenen 48, 5 mg de MA 144- Ml en forma
de polvo amarillo.

. - EJEMPLO 3

Utilizando rebanadas de higado fresco de conejo como
fuente de en21mas, se incuban 200 mg del substrato mixto
gue contiene 35,5 mg de cinerrubina A y 112,5 mg de aclaci-
nomicina A con rebanadas de higado y coenzima NADP en 1000 ml
de_solucién de magneéio-sacafosa-?ris {pH 7,8) como.se des-
cribe en el Ejemplo 1.

- La mezdla'de feaccién se extrae con cloroformo y a la
capa clorofbérmica (100 ml) se afiader 20 ml de CuS04.3H,0 al
1s. DeSpués la solucibn se sacude fuertemente, se anaden
una soluc;én. 10—3M de EDTA a la capa de clorofbrmo separada
de la capa acuosa y se sacude fuertemente y despuds la capa

de cloroformo se lava sacudiéndola dos veces con una pequeia

cantidad de agua. Se concentra el extracto clorofdérmico obte-
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: adlcuﬁlde n—hexano. Se centrifuga la capa acuosa inicial que

10 ml{de HC1l 0,1N Q se extrae con un volumen igual de aceta-

to de etilo. El extracto se lava dos veces con agua saturada

" reducida. Por adicién de n-hexano al concentrado, se obtie-

-nen 10,5 mé de MA 144—M2 en forma de polvo rojo.

: _tato deietllo, se mezcla con 40 ml de agué conteniendo 100 mg

‘de boropldruro s6dico y. se sacude fuertemente durante 20 mi-

La mezcla de reaccidn se deja en reposo, se separa de la
‘capa de acetato de etilo y el extracto se lava con solucidbn
- saturada de NaCl que contiene 10

ces con agua y después se concentra y se deshidrata con sul-

' contienen MA 144—M1, se concentran y se agregan éobrern—he—

nléndose 51 mg de MA l44—Ml en forma de polvo amarillo por

contiene el complejo precipitado de MA 144—M2 quelatado con

e i : , .
cu’" y el precipitado se lava con acetona, se disuelve en
de NaCl, se lava de nuevo con agua y se concentra a presién

EJEMPLO 4

Se disuelve 1 g de aclacinomicina A en 40 ml de ace-

nutos,a la temperatura ambiente, en un embudo de separacidn.
l

~Sy de EDTA, se lava dos ve-

fato sédico anhidro. Después de cromatografiar en una colum~
na de &cido silfcico (3 x 20 cm) utilizando una mezcla de

tolueno-metanol 100:3, se reunen las fracciones activas que

xaﬁof'El precipitadpramarillo,resultante de MA 144-Ml pesa
450 mg. T
EJEMPLO.S
Se disuelven 2 g de cinerrubina A en 80 ml de una mez-
cla de acetato de etllo—cloroformo-metanol 10: 1 1, se mezcla
con 80 ml de agua que contienen 200 mg de borohldruro sddico
y se sacude fuertemente durante 20 minutos a la temperatura

ambiente, en un embudo de separacifn. Se continfa purificandd




PR SNOUUNRURRIIN .

10

15

20

25

30
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|.l
Lo -
sigui#ndo el método del Ejemplo 1, obteniéndose 760 mg de

! 7 .
MA 144-M, de acetato de etilo-n-hexand en forma de cristales
aciculares rojos.

EJEMPLO 6
Se prepafa un medio nutritivo de la siguienté compo-

Almiddn de patata 2 % en peso/volumen
Glucosa ' . 2'

"Meat" (marca registrada de

- Soybean Powder) 2,5
K:.HZPOII 0,1
.KZHPO!} : . 0,1
MgS0,.7H,0 0,1
NaCl: - 0,3
MnC12.4Hzo ' ’ 0,0005
; 'FeSO4.7H20 0,0005
! " Silicona ) 0,005 (pH 7,2).

Se esterilizan 50 ml de eéte medio a 120°C durante 15

minutos, en un matraz de 500 ml, que se inocula con 1 ml de

cultivo congelado de St;eptomyces galilaeus MA 144—Ml (FERM
P-2455) y se incubg.q 30°C durante 48 horas en un sacudidor
rotatorio. Se inoculan asépticamente 10 li%ros del medio pre-
viémente ésterilizadb en uﬁ fermentador vibratorio de acero

inoxidable, de 20 litros, coﬁ 200 ml del cultivo de siembra
anterior. Lé fermentacifn se realiza a 30°C durante718 horas
con agitacién (300 rpm) y aireacidén (5 litros/minuto). Des-
pués se transfieren 10 litros de este cultivo a 500 litros

del medio- previamente esferilizado en un tanque de acero ino-

xidable de 1000 litros como segunda siembra y se cultiva a

30°C durante 48 horas, con agitacidn (180 rpm) y aireacidn
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'(200 lltros/mlnuto)
pH 5,0 con Scido sulffrico y se filtra con tierra de diato-

7 litros de aéetonﬁ y se filtra después de agitar durante
ﬂ3-horas;'E1 fésiduo se extrae de nuevo con 85 litros de ace-

“tona. Ambos extractos se concentraa 40 litros a presidn

..s€e agitdn.-Despﬁés de separar la capa de acetato de etilo y
f'concentrar:ﬁasté 1 litro bajo presidn reducida, la mezcla-
: druda,dé aclaéinomicina A se precipita por adicifn de n-he-
Vxén01él concentrado y después se obtienen 16 g de un polvo

~amarillo anaranjado una vez que se ha lavado dos veces con

',etilq, se aplica sobre una columna rellena con 700 g de Co-

- lumn-Lite (nombré comercial de Euji Chemical Co. para el &cid

~38 -~

El caldo cultivado obtenido {570 litros) se ajusta a

meas. La torta filtrada resultante (54 kg) se suspende en

reducida, se agregan sobre 25 litros de.acetato de. etilo y

Ve

una mezcla de n-hexano/acetato de etilo 50:1.

. Bste pova'crudo se disuelve en 200 ml de acetato de

do silicico) y se eluye con una mezcla de acetato de etilo/
metanol l l El eluato amarlllo se concentra a sequedad a
pre51on reducida. El polvo de aclacinomicina cruda obtenldo
(12 g) se disuelve éﬁ 100 ml de cloroformo, se sacude con
50 ml de tampdn de EDTA 10 3M - fosfato 0, OlM (pH 6,8) para
separar los icnes metéllcos residuales y la capa de clorofor
mo se lava dos veces con- agua, se seca con sulfato sbddico
anhidro y.después se concentra a.sequedad bajo presidn redu-
cida. Se obtienen 11 g dé un polvo amérilio que contiene
aclacinoﬁiéina A,

Este bolvotse disuelve en una pequeiia cantidad de to-

lueno, se aplica a una columna de &cido silicico (4 x 40 cm)

y se eluye. La aclacinomicina A, B y otras impurezas se eluye
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‘pués la fraccidn de MA 144-M, se eluye con tolueno que con-

mezcla de mebanol al 30 % que contiene EDTA 107°M y el eluad

ta deberéd recaer sobre las siguientes:

|
| ,
! ~ 39 -

con tolueno que contiene 2 % en volumen de metanol y des-

tiene % % de metanol y se concentra a sequédad para dar
10,5 ng de MA 144;Ml en forma dé polvo amarillo.

. -La columna de Column-Lite antes mencionada, des-
pués de eluir las fracciones amarillas, se trata con una

to rojo resultante se evapora a sequedad para dar 5,0 g de
un polvo rojo que contiene cinerrubina A. Este polvo rojo
se trata con EDTA y se crométqgrafia en ﬁna columna de &ci-
do §ilicico como se ha descrito para el MA 144-11,. Se obtie-
nen16(2 mg de MA 144-M2 en forma de polvo rojo.

Fn resumen, la Patente de Invencidn gue se solici-

4

§

K REIVINDICACTONES

1. Un procedimiento para la produccidn de los an-
tibibticos antitumorales MA 144-M; o MA 144-M, de férmula

general
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donde R representa un Atomo de hidrdgeno en el caso de Mhi
144"Ml'° un grupo hidroxilo en el caso de MA 144—M2 0 una
sal de adicidn acida, no tdéxica de los mi;mos, Cuyo proce-—
dimiento comprende

i : a) redu01r quimicamente aclacinomicina A en el
caso de MA 144-M o cinerrubina A en el caso de MA 144-M2,
con un agente reductor seleccionado entre el grupo formado
por borohidruro de sodio, hidruros de litio e hidruros de
aluminio en un sistema disolvente Gnico o en un sisbema di-
solvente mixto, ¥y _

b)'opcibnalmente, recuperar el MA-144—M1 o el MA
144—¥ _de la mezcla de reaccidn con o sin sallflca01on.

HN .

: =-l 2. Un procedimientg segln la reivindicacidn 1,
donde el caldo de cultivo de.un trepbomyces productor de
alcaéinomicina Ao cinerrubiha A, se usa domo fuente de
aclacinomiciné A o cinerrubina A. .

3. Un procedimiento segin la reivindicacidén 1,
donde el MA 144—Ml o el MA 144~ 5 producido en la mezcla de
reaccidén se extrae y'purificé por un procedimiento que com-
prende por lo menos un proceso seleccionado entre el grupo
formado por extraccidén con disolventes, precipitacién con
dlaolventes, concentrac1on, dlstrlbu01on en contracorrien-

quelauac1on con iones metallco adsorcidn- en un adsor-
bente y adsorcidn segulda de elucidn de una resina cambia-
dora de ion, una tierra s1llcea adsorbente o un adsorbente
sintético.

4, TUn procedimiento segin la reivindicacidn 1,
donde la solucidn gue contiene MA 144-1, o MA 144-1L, se
coﬁcentra a sequedad o se liofiliza.

5. Un procedimiento segin la reivindicacidén 1,
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30

cidén de por lo menos una sustancia selececionada entre el gri-

ANTITUMORAIES MA 144—M1 0 MA'144—M2.

- 41~ g
|
donde’la solucién que contiene el MA 144-M; o el MA 144-M, |
se concentra a sequedad o se liofiliza después de la adi- |

i

f

po formado por suero, seroalbimina, seroglobulina, glice-

rol, gelatina, azlcares, aminodcidos, Acido desoxirribonu-

cleico y 4cidos orglnicos e inorgénicos.
6. BSe reivindica por dltimo como objeto sobre
el que ha de recaer la Patente de Invencidn que se solicitat

UN PROCEDIMIENTO PARA/LA PRODUCCION DE LOS ANTIBIOTICOS

Todo conforme queda descrito y reivindicado en
la presente memoria descriptiva que consta de cuarenta y
una pigina mecanografiadas y dibujos que se acompafian.

Madrid, |5 mayo 1.978
"BER DO GRIA
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