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Descricdo

A presente invenc¢do refere-se a
um nove antibidtico designado por camunocina € a um pro-

cesso para a sua preparagdo a partir de Streptomyces spe-

rMilroorganismen em 23,.,12.1987 sob o W2, D3SM 4329) ou dos
seus variantes ou mutantes bem como a utilizag3o de camuno

cina como medicancento.

A estirpe str. sp. Y-84, 3621C
foi isolada a partir de uma amostra de solo recolhida em
Pune, aharashtra, Ifndia. E possivel obter variantes e
mutantes da cultura ne. HIL Y-84, 36210 de modo conhecido
por utilizag¢do de um agente mutagénico como por exemplo a
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L-metil-ii'-nitrosoguanidina ou a luz ultreavioleta. G
microorganismo 3tr,., sp. Y-84, 3621C pertence a ordem dos

Actinomycetales, familia dos Streptomycetaceaze e género

dos Streptomyces.

A estirpe Str. sp. Y-24, 36210
€ considerada uma nova estirpe, uma vez que se Ciferencia
por algumas das suas propriedades morfoldgicas, de cultu-
ra e fisicldgicas das estirpes ccnhecidas, conforme se po
de verificar através da presente memdria descritiva. Uma
outra raziZo para considerar esta uma nova estirpe basela-
-se em gue esta estirpe produz um novo complexo antibidti
co. Zm seguida caracterizado na presente mendris descri-
tiva e gue é designado por camunocina, nro gue constitui o

objectivo da presente invencgdo.

Contorme resulta eviacente da des-
crigdc em pormenor cda presente invencgdo apresentada em se-
guida, a camunccina é um antibidtico pectidico, diferente
no eftanto de todos os antibidticos pepticdicos conhecidos
como a actinomicina, a viridogriseina, a valinomicina, a
quinomicina, a ciclosporina, a polimixina ou & anfomici
na. 2o contrario dos outros antikidticos pentidicos, ou
contendo pepticeos conhecidos, a camunocina necessita de
uma concentragio de ides cdalcio de pelo menos 10 mi4 a fim
de exercer uma acg¢ao antibacteriana. Neste aspecto aife
rencia-se nitidamente de outros antipidticos conhecidos
como anfomicina, g¢glumamicina, zaomicina € do complexo A
21878 C, o qgual, com 1,0 mM, apresenta uma necessicade de
ides cé&lcio mais reduzida para apresentar a sua acg¢ao an-
tibidtica. A anfomicina, & glumamicina e & zsomicina
pertencem & classe dos antibidticos lipopeptidicos cicli-
ccs, que s30 apresentados no "CRC - hanalook of antibitic
compounds”", Volume IV, Parte 1, pag. 213-327, Janos Berdy
(editor), CRC Press, Boca Raton, Florida (1981). BEm J.
Antibiotics 4C, 761-777 (1987) descreve-se um complexo
C 21976 aque € igualmente um antibidtico lipopeptidico ci

clico.
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0 objectivo da presente invengdo &
um processo para a preparac¢ao ¢o novo complexo antibidti-
co camunocina, sendo este processo caracterizado por se
cultivaer a espécie Str. sp. Y-c¢4, 30210 ou um seu vari-
ante ou mutante sob condig¢des aerdpicas a uma tenperatura
de preferéncia entre cerca de 1l& e 37OC num meic nutrien-
te agquoso que contém fontes de carbono e de azoto e subs-
tdncias minerais a um pH de preferéncia entre cercs de 6
e cerca de 9 e por se separar o complexo antibidtico ao

caldo de cultura.

O novo antiopidtico da presente in-
vengdo & activo in vitro contra um espectro ce microor
ganismos Gram-pocsitivos mas apenas na presencge de ides
calcio. £ igualmente activo como substé&ncia imunomocdula
dora e pode por consequéncia ser utilizado em medicina

humana.

E igualmente um objectivo da pre-
senf%uinJEEgéo um processo para o isolamento da espécie
Str. sp. Y-84, 30210 a partir do solo utilizando de mo-
do conhecido uma solu¢do nutriente ae preieréncia com um

pH entre cerca de b,5> e cerca de B8, 5.

A solug¢do nutriente utilizada para
0o isolemento dos microorganismos a partir do solo é cons-
tituica por fontes de carbono e de azoto, sals nutrientes
inorgénicos e agentes de solidificac¢do. As fontes de
carbono utilizadas podem ser de preferéncia por exemplo
glucose, amido, dextrina, glicerina, sacarcse ou melagos.
S3o fontes de azoto preferidas peptona, extracto de leve
dura, extracto de carne de bcvino, extracto de malte, ca
seina ou &cicos aminados, como por exemplo arginina ou
asparagina. 0 agente de soliditicag¢do utilizado poce sex
por exemplo agar. Os sais nutrientes inorganicos po-
dem ser sais de sddio, de potdssio, de magnésio ou de cél
cio de é4cido fosfdrico ou sulifdrico.

- 3 -
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Cs microorganismos da present2 1in-

vengd3o emitem prolongamentos de micélio aéreo incclcr a
partir do micdlio ramiticado que se desenvolve no substra
. 1

ace

0

to. Yo wicélioc aéreo formam-se ias Ge esporcs ae
forma esgpiral. As espirais sdo evidentewsnte espirais

breves, sendo as de esporos representetivas do sector <A

igualmente frequentes, Nao se oiserva a formagdo de tu
fos nem de ascdsporos, AS cadelas Ge esporos maduras
apresentam 30 a 50 espeoros por cadeila, ASs vropriecades

do microorganismo em cultura em diferentes meios de agar
descrevem-se como se segue (ver Cxoia-Fandpook, 1972, 22
edig¢do, puklicada por oxoid limitada, Londres, Inglater-

ra, ou Ditco ianual, 92 edig¢do, 1977, publicada por Diico

)

Laboratcries, Detroit, pMichigan, zZUA):

l. 2gar de extracto de levedura - extracto de malte
Crescimento : bom, aspecto enrugado, seco
iicélio aéreo : bom, pulvurolento, cinzento

azulado claro

¢ g——

Reverso

negro-plrpura

Pigmento soluvel castanhc-puUrpura

2. Agar de farinha de aveia

Crescimento abundante, aspecto liso,

seco

Micélio aéreo abundante, pulvurolento,

cinzento claro

Reverso : castanho escuro-plrpura
Pigmento soluvel : castanho-purpura
3, Agar de sals inorgdanicos - amico

Crescimento abuncante, elevado, seco

e

Micélio aéreo bom, pulvurolento, castanho

azulado claro

Reverso negro-violeta escuro

Pigmento soluvel cor de malva claro




Agar de glicerina
Crescimento

jiicélio aéreo

Agar ae peptona
Crescimento
i“icélio aéreo
rReverso

Pigmrento soluvel

~gar de tirosina
Crescimentc
aéreo

Micélio

rReverso

Pigmento soluvel

cl e h g —

Agar de sacarose

Crescimznto

Micdélio aédreo

Reverso

Figmento soluvel

hgar de peptona
(agar nutriente)
Crescimento

Micdélio aéreo

Reverso

Pigmento soluvel

- asparagina

: bom, elevado, seco

: bom, pulvurolento,

sa cinzernto

extracto de levadura -
: bom, elevacce, humido
¢ ausente

amarelo claro

.

castanho clero

abuncante,

Seco

abundante, pulvurolento,

zento acastanhado claro

negro-violeta escuro

castanho violetaclaro

X

nitrato
: abuncante, aspecto liso,
co

: bom, pulvurolento,
azulado claro

: amarelo claro

: violeta claro

extracto de carne de bovino

elevado, seco

.

macigo,

(X3

fraco, pulvuroclento,
to escuro

cor de rosa cinzento

.

——

o

COr ce ro-

fterro

aspecto enrugado,

castanho

cinzen-—

cin

se-~
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O pigmento solivel € um incdicador
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do valor do pH: tona-se vermelho rosado em meio acic

violeta azulado em meio alcelino. |

A gama de tenpereturas de crescimer
to dptimas para o microorganismo da presente invengao si-o
tua-se entre cerca de 25 e BSOC. 0 microorganismo fluj
difica a gelatina em meio de gelatina cde gluccse-peptone,
hidrolisa o amido em agar de sais inorgé&nicos-emico e
provoca a coagulagd3o de leite magro. A espécie str. spd
Y-4g4, 36210 cresce bem em solugao de agar de Czapck (ver

itanual Cxoild),

Apenas se nota a formagdo muito frg
ca de pigmento escuro em agar de tirosina, n3o ocorren-
do gualguer formagdo de pigmento em calco de peptona, ex
trato de levecdura, agar de ferro ou triptona-extracto de

levedura.

O esquema de assimilagdo das fontes
de carkbono deste microorganismo é o seguinte (em meio

Pridham-Gottlieb):

Positivo : D-glucose, L-arabinose, D-xilose, I-inositosse,
D-manitol, D-frutose, ramnose, galactose, mal
tose,
celobiose, glutamato de sdédio, manose e lac-
tose.
Duvicoso : sacarose e salicina

Negativo : rafinose, celulose, dulcite

A espécie Str. sp. Y-84, 30210 é
2o PP
inibida pela estreptomicina em concentragdes superiores a
1,6 lpg/ml, suporta concentrag¢des de NaCl de cerca de 7
a 1C % e tem uma gama de tolerd@ncia de pi de cerca de 5,5

a 9,0.
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daces de crescimento e para as progriedades fisioldgiceas
dos microorganismos conhecidos apresentam diferengas ni-
tidas em comparag&o com o microorganismo da presente in-

Vengao.

A espécie S5tr., sn. VY-384, 30210
dd origem por fermentagdo ao novo complexo antibidtico ca

munocina,

A partir das observagdes referidas
’

& possivel classificar o microorganismo da presente in-

vengdo como uma nova espécie de Streptomyces,

E evidente para o especialista na
matéria que a presente invenc¢do nfo se encontra limitada
a0 oryganismo particular anteriormente definido, incluindo
todos os mutantes e variantes derivadcs do microorganismo

referido por via espontdnea ou artiricialmente que possu-

e T e —

em a capacidade de produzir o novo complexo antipidtico

camunocing.

E ainaa um objectivo da presente
invengdo um processo para a preparacdo da camunocina ca-
racterizado por se cultivar a espécie Str. sp. Y~54,
36210 por fermentagdo de preferéncia a um valor de pH
entre cerca de 6,0 e 9,0 e de preferéncia a uma temperatu
ra entre cerca de 18 e 37°C sob condig¢8es aerdbicas num
meio nutriente que contém fontes de carbono e de azoto,
sais nutrientes inorgdnicos e elementos vestigiais e por
se isolar o composto do caldo de cultura de modo conheci-

do ccnforme descrito na presente mewdria descritiva.

Como fontes de carbono para o
meio nutriente para a preparagdo dos novos antibidticos
usam-se de preferéncia por exemplo glucose, amido, dextri
na, glicerina, sacarose, melacos ou dleos. AS fontes de

-7 -
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azoto apropopriadas preferidas no mezio nutriente para a pre
paracd3o dos novos antibidticos s3o farinha de sementes de
soja, extracto de levedura, extracto de carne de pbovino,
extracto de malte, agua de wmacera¢g3o de milno, peptona ou
caseina. Fara a utilizagdo num weilioc nuftriente para a

ferir-se sais

a
]

preparagao dos novos antibidticos podcem
nutrisntes inorgénicos / sais minerais, de preferérncia clo
reto de sddio, sulfato de magnésio, sulfato de amdnio ou
carbonato de calcio,. Os elewentos vestigiais preferidos

sdo o ferro, manganés, cobre, zinco ou copalto.

Numa forma de concretizagdo prefe-

rida da presente inveng¢do cultiva-se a espécie 3tr. sp.
-34, 3621C a cerca de 26 a 28°C e a um prl de cerca de

6,4 a 6,6, Apds cerca de 4C a 45 horas de durac¢3o da
fermentagdo obtém-se o médximo rendimento no composto pre-

tendido, A fermentag¢do efectuada é de preferdncia uma
fermentagdo submersa, O decurso da fermentagao e a formng
¢do do novo complexo antibidtico podem ser seguidos por
determlnéggg-da actividade antibacteriana do meio de culty

ra e do micélio contra o Staphylococcus aureus 2490 p em

meio de agar contendo cloreto de célcio 30 mM.

Eventualmente & possivel adicionar
ao meio de cultura durante a fermentag¢do um anti-espuman-

(R)

te como por exemplo Desmophen (polidis da sociedade

Bayer AG, Leverkusen).

A camunocina pode ser obtida a par-
tir do caldo de cultura por exemplo por absorg¢do directa
num agente de adsorgdo apropriado ou por extracgZo por sol
ventes seguida de adsorgio. Os solventes pretericos sao,
por exewuplo, misturas de acetato de etilo ou de cloroidr
mio com n-propanol; é especialmente preiferida uma mistu-
ra de acetato de etilo/n-propanol (2:1). % por exempld
possivel tratar o filtrado da cultura ou o extracto em soll
vente do filtrado da cultura contendo o composto da presen
te inveng3o por adsorgdo em carvao active, em agentes de

-8 -




(R)

HP-2C (kii-
(R)

tsubishi Chemical Industries, Japdo) ou Amberlite XaAD

adors3do poliméricos como por exemplo Diaion

(agente de adsorc¢io polimérico constituido por uma matriz
de poliestireno, acrilato ou dxido de awmina com uma dimen
s3o de didmetro dos poros de 40 « 225 X lo-lC m, Rohm &
t{aas Co., ZUA). O extracto num solvente €& de preferén-
cia concentrado para eliminag¢do do solvente e em seguida
subretico a cromatografia numa substéncia adsorvente,

C composto da presente inveng3o pode ser eluido do adsor-
vente utilizando fases mdéveis adequadas, como por exempl
cloroidrmio, metanol ou acetona ou ainca por utilizagdo
de misturas destes solventes sequencialmente ou com &gua
e os elulidos podem em seguida ser evaporados & secura.

C eluente usado de preferéncia € o metanol.

A camunocina poce tamoém ser iso-
lada a partir do filtrado da cultura por cromatocgrafia de
permuta idnica. S3o0 resinas apropriedas, por exemplo,

resinas permutadoras de anides rfracamente bisicas do tipo
—~ e T ——
de poliestireno, poliamina ou de aminoalcoolpolicrilato

(R)

reticulado, como por exemplo Dower (Dow Chemical Compa

ny, EUR) ou Amberlite(R) IRA b8 (Ronm & Haas Co., ZUA).
C permutador idnico preferido é a amberlite (®) I2A 68
(tipo acrilico, funcionalidade de amina terciédria). Nes

te processo o filtrado da cultura é de preferéncia subme-
tido a uma cromatografia em coluna, utilizando-se para es
ta operagdo a resina permutadora de anides Amberlite(R)
IRA 68 (Cl ). O composto da presente invengdo é em pri
meiro lugar adsorvido pelo permutados idnico e em seguida
é eluido por meio de fases mdveis adeyuadas, COMO poOr eX-
emplo solucdes de cloreto de sddio ou de cloreto de potas
sio agquoso ou metandlicas ou solugdes diluidas de acido
cloridrico ou de hicrdéxido de sdédio, usando-se de prefe-
réncia uma solugdao de NaCl 2 M, Os eluicos activos
podem ser puriticados e os sais podem ser eliminaaos por
meio do processo de cromatografia de adsorg¢ao. Os elui-
dos activos e isentos de sais assim obtidos sdo seleccio-

- 9 -




nados e concentrados,

Os eluldos concentrados contendo
camunocina referidos anteriormente podem ser purificados
e diferentes modos. Por exemplo podem combinar-se para

urificac3o mais completa técnicas de readsorc¢3o e elui-

Oy

¢30 com carvao activo ou com adsorventes poliméricos, co-

mo por exemplo Amberleite(a) XaD-4 (constituicaa por uma

matriz de poliestireno com uma dimens3do de didmetro dos

l . 7 A
© m) e 7 (constituida por uma matriz

poros de 40 x 10
de acrilato com uma dimensdo de didmetro dos poros de 90
X lo—lo m, Rohm & Haas Co., EUA) ou Diaison(R) HF-20 (aii-
tsubishi Chemical Incdustries, Japdo), filtracgdo em gel

com material de filtragdo em gel hipdfilo, como por exem-

2 . , . .
(=) LH-2C e géis da série G (Pharmacia Fine

plo Sephadex
Chemicals AB, Suécia) e produtos semelhantes bem como il
tragdo em gel de permuta idnica com géis com funcionalida
de de diaminoetil-(DEAE), como por exewmplo géis de DEA.
Sephadex(g) (Pharmacia Fine Chemicals A3, Suécia) e cro-
ST ———
matografia de adsorcdo em éxido de aluminio e gel de sili
ca. Para o mesmo fim podem também utilizar-se técnicas
de cromatografia em camada fina, cromatografisa liquida de
média press3o e de alta press3do com adsorventes apropria-
dos, como por exemplo gel de silica e gel de dilica Cia
modificado (ovntenivel por exemplo por reacgdo de gel de
silica com octadediltriclorosilano) e agentes apropriados
Para além disso pode usar-se para O mesno opjactivo croma
togratfia em contra-corrente com um determinado sistema de

solucgdes,

A camunocina é um pd aworio e inco-
lor solidvel em agua, metanol, etanol, propilenoglicol e
dimetilsulfdxico. £ pouco sollvel ou insoluvel em aceto
na, diclorometano, acetato de etilo, cloroidrwmio, hexano
e éter de petrdleo (40 a bOO). Apresenta reacgao negati

va no ensaio de colora¢do com minidrina.

- 10 -




l0s sistemas Ge craneatocratlia em Ccg
mada fina ({CF) seguicamante dados a ca..unocina aogresenta
os s=guintes valores:
Al hinl ~ - o 4 -
Placas de CCr : Placas preparadas com gel de silica,
2rtigo ne9 5554 de E. :ierck, Darmstadt
RE EtCAc : MeOH : H2O Butanol : 2cOH : HZC
4 : 4 : 1 4 : 4 : 1
Camunocina 0,47 0,39

duicda de alta press3do

lizada como se seqgue:

Enchimento da coluna

Caudal
deteccgdo

solvente

posigdo.

munocina

1, Os méximos de absorg3o de UV em metanol situam-se a

cerca de 224,

méximos de aborgdo de UV da camunocina foram determi-
nados numa concentragdo de 0,2 g por litro,
tro de absor¢do foil obtido com um espectrdmetro Uvikon

810 na gama de 200 a 800 nm,

T T e T
o o o A S T TR v o,

v N
-~.--4*'-;n$' ARG N

>3 e T e T ke s e
mw?-«nfmmﬁmﬂwb‘ A - =1

———

A Figura 2 mostra a cromatografia 171

(HPLC) analitica, A HPLC foi rea-

o
Hypersil—ODS(“)

(1C pam, 4 x 120
mm) (meterial de HPLC com Grupos

octadeciltriclorosilano da socie

dade Shancon,

0,5 ml/minuto
a 234
MeOH:

nm

=UA)

sao determinados como se segue:

280 e 345 nm - ver Figura 3,

dcido acético aquoso a 1%

45)

(55 :
A camunocina funde a 27OOC com decod

Os dados espectroscdpicos para a ca-

Estes

O espec~

- 11 -
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2, ©C espectro de IV (pastilhas de Kbr) foi determinaco
com um espectrdmetro PFerkin lmer P.z. 521 ~ ver Figu

ra 4.

Os dados espectroscdpicos anterior-
mente refericdos e as andlises quimicas e espectroscédpicas
referidas no Exemplo VI mostram gue a camunocina é um com

plexo de antibidticos peptidicos aparentados.

Uma caracteristica Unica da camuno
cina reside em que sb exerce a sua ac¢Zo antibidtica con-
tra bactérias Gram-positivas na vresenca de ides célcio,
Outros i8es m=télicos, como por exemplo sddio, potédssio,
bdrio, rubidio e magnésio n3oc apresentam a mesma acg3o.
Em conseguéncia a camunocina fol experimentada num meio
de agar contendo pelo menos uma concentrag¢do 1C mlL de clo

reto de cédlcio.

No melo de agar referido enriqueci
do ¢bm c&TcTo a camunocina apresenta in vitro uma activi-
dade contra estirpes sensiveis e resistentes de Staephylo-

coccus aureus e de Streptomyces faecalis Dbem como con-

tra Bacillus subtilis, Sarcina lutea, Streptococcus pyo-

genes e Micrococcus lutens. A concentragdo iniritdria

minima (CIM) da camunocina contra diferentes microorganis
mos foi determinada. Os resultadcs sd3o apresentados no

{suadro 1 seguinte:
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LUADRCO 1
CiM da camunccina
Iieio de ensaio: agar de MULlL :r-Hirnton (ver ranual Cxcic)
ccm adigdo de diferentes conceuntragdes de Caz+.
Crganismo de ensaio: Concentra¢des de Caz*
O, OomM 2,5mM 1C, mi 30,0mli  ©C,QmM

S.aureus 209 P >100,0 25,0 6,3 1,6 0,1
s.aureus 2c464 Mak %) >100,0 1000 25,6 1,6 1,6
S.aureus 3066 Met(R) >100,0 50,0 6,3 6,3 c, &
5.aureus R 85, Em'") >100,0 10,0 >50,0 25,0 6,3
S.aureus R 85/M,Em(R)>lOO,O >10¢C, 0 >5C,C 2,5 1,6
S.aureus 712 Net(R) >1c0,0 1co,0 6,3 6,3 0,4
S.aureus 789 met (%) >100,0 1000 6,3 1,6 c,8
Str.faecalis UDSB6 >1Cco,0 1C0, 0 25,0 6,3 0,8
Str.faecalis Eder

Mak ‘®) >100,0  100,0 25,0 6,3 1,6
S.aureus MLS 11 >21C0,0 >100,0 12,5 3,2 1,6
S.aureus” pizS-14 2100,0 50,0 25,0 12,5 1,6
s.aursus MLS 16 >100,0 100,0 25,0 25,0 1,06
S.aureus (0l1lUCS >100,0 1co, ¢ 70,0 1lz,5 1,6
S.aureus 011GR5 >100,0 100,0 >5C,0 >50,b NT
Str.faecalis 02 >100,0 100,0 25,0 6,3 1,6
Micrococcus luteus >100,0 3,2 o, 8 0,2 <0,1
Sarcina lutea >1Cco0,0 25,0 6,3 1,6 c,8
Bacillus subtilis >100,0 100,0 6,3 3,2 0,8
E. coli 9632 >1lco,0 >1co,0 >l1lcc,c  >1co,o0 >100,0
BE. coli 2231 >100,0 »100,0 >10C,CG >»100,0 >1CO0,C
Cancida albicans >1lco,0 >»1l¢0,0 >»100,0 >100,0 >1CO,O0
Aspergillus niger 7>1l00,0 >»lcc,0 >100,0 >1CO,0 >100,0
Mak (R) = resistente a antibidticos macrolidos
Met(R) resistente a meticilina
EM(R) resistente a eritromicina
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Activicade de imunomoculacado

A actividade de imuncmodulag@o da camunocina foi verifi-

cada como se segue:

Enszaio na placa de hembélise (PFC):

Sensibilezaram-se ratos suigos fé-
meas com um peso de 16 a 18 g (6 por grupo) por injecc¢do
intraperitoneal de eritrécitos de carneiro (5 x 108 célu-
las). 2pds 5 dias mtam-se os ratos por fractura do pes-
cogo, .etira-se o bago e conservam-se em solugdo de Dulbe
cco gelada. Cs esplendcitos sdo obtidos por desagrega-
¢do cuidacdosa do bago efectuada através de uma rede de a-
rame de malha fina. Determinou~-se a viabilidade e ajus-
tou~se a concentragdo a cerca de 6 X 106 células/ml. Em
seguida fizeram-se reagir os esplendcitos com eritrécitos
de carneiro na presenga de complemento numa clmara de
Cunrigham a 37Oc numa atmosfera com CO2 a 5 %. As pla-

cas fornadas foram contadas apds 2 horas.

A canunocina fci injectada por via
intraperitoneal ou subcutdnea a partir do dia da sensibi-
lizag3do diariamente em dosagens de 5, 10 e 2C mg/Kg ou 10
mg/Kg. A Ultima dose de composto foi administrada no 5¢
dia uma hora antes da morte dos animeis, Os resultados

~

sao apresentados no {fuadro 2.

¥

/

(JUADRO 2
Dose Via de Inibigdo percentual
mg/Kg, x 5 aplicacdo das PFC

5,0 i.p. 31,20

10,0 i.p. 40,66 ~ 4,67

+
20,0 i.pe. 41,4 - 4,89
10,0 s.C. 38,4




Os resultados mostram gue a camwunoci
na tem uma actividade imunossupressora & por conseguinte
pode ser utilizada como agente imunossupressor, por exen-

plo em transplantac¢des.

As propriedades farmacoldgicas cueli
ficam os compostos da presente invengdo para a sua utiliza
¢do terapdutica. Por conseguinte, constitui tamwbém um
objectivo da presente inveng¢d@o um prccesso rara a prevara
¢do de uma composi¢do farmacéutica dotada de actividade
antibidtica e/ /ou imunossupressora segundo a Gual se incor
pora como principio activo camunocina em conjunto com ad-

juvantes e/ou substéncias veiculares conhecidas,

Seguidamente a presente invencgio &
elucicada mais completamente por meio de alguns exemplos
gque correspondem a formas de concretizagdo preferidas, ndo
devenco no entanto ser considerado que os exemplos apresen

tados constituem gualqguer limita¢3o ao &miito da invencZo.

-  g———

Exemplo 1

Isolamento de Streptomyces sp. ¥Y-84, 36210 a partir de um

solo

(a) Preparacdo do meio de cultura para isclamento

Meio 1 : Glucose 1,0 g
Glicerina 1,0 g
L-arginina c,3 g
KzHPO4 C,3 g
¥gs0, . 7H204 C.,2 g
NaCl C,3 ¢
ESxtrato de levedura C,2 g
Fe, (S0,), 10,0 g
CuSO4 . SHZO 1 mg
ZnSO4 . 7H20 1 mg
MnSO, . 7H,0 1 nmg
Agar 15,C g

- 15 -
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fgua destilada 1 L
pH 015

Meio 2 : Glucose 2,0 g
L-asparagina 1,C g
K, HPO 0,5 g
Mgs50, . 7H,O C,5 g
Extrato de terra 200 ml
Agar 15,0 g
Agua destilada 800 ml
pH 8,C

reio 3 : Amico 1¢c,0 g
Caseina 0,3 g
KiiC, 2,0 g
NaCl 2,0 g
K,HPO, 2,C g
A ! \,5’1
I,gSO4 . 7H20 0,cC
CaCO3 C,02g

= T Feso, 0,01g
Agar 12,0 g
Agua destilada 1 1
pH 7,2 a 7,5
Os meios foram esterilizados a 121C
C durante 30 minutos, Para cada um dos meios, deixou-

o - ~ . . .
-se arrefecer a 45 C apds esterilizac¢3o, distribuiram-se

por cépsulas de Petri e deixaram-se solidificar.

(b) ©Preparacdo da suspensdo de terra

Aqueceu-se a llOOC 1l g de terra
quente durante 1 hora numa estufa de ar. Apés arrefeci-
mento suspendeu-se a terra em agua destilada e agitou-se
bem. Deixou-se sedimentar a terra e utilizou-se O sobre
nadante para a inoculag¢do de cada um dos meios de isola-
mento anteriormente referidos.

- 16 =~
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(c) 1Inoculac3o do meio de isolamento

Inocularam-se capsulas de Fetri con
tendo cada uma 50 mL de um dos melos ce isolamento ante-
riormente referidos com 1 mL e cada uma da suspensdo de

terra,

(d) 1Isolamento de Streptomyces sp. Y-84, 36210

Incubaram-se as placas de Petri ino
. . fo) . .
culacdas durante 10 dias a 37 C e isolou-se a partir dos
microorganismos gQue cresceram a estirpe Streptomyces sp.

Y-84, 36210.

Exemplo 2

Cultura de Streptomyces sp. Y-84, 36210 para a ovrevara-

cdo fermentativa de camunocina

Cultivou-~se Strptomyces sp. Y-84,

- * g—

3621 em agar de levedura-malte com a seguinte composi-

¢gdo:

IXtracto de malte 10,0 g

Extracto de levedura 4,0 g

Glucose 4,0 g

Agar 15,0 g

Agua destilada 1 L

pH 7,0
Distribuiu-se o meio por tubos de

ensaio e esterilizou-se durante 3C minutos a l2loc. Ar-

refeceram-se os frascos de reagente nos tubos inclinados

a fim de preparar cunhas de agar. As cunhas de agar fo-

ram inoculadas com a cultura e incubadas durante 10 a 15

dias a 280C, observando-se um bcm crescimento e a forma-

¢do de esporos. Utilizou-se uma suspensdo dos escoros

de uma cunha de agar em 4gua destilada para inocular 5 ba
- 17 -
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ldes de Zrlenmeyer de 500 ml de capacidade contendo cada

[ ]

CcCa
um 10C ml de meio de inoculacZ@o ou baldo de aspgiracgdo
1

de 5 L de capecicdade contendo L do mesmo meio de ino

culacgdo.

Composicdo do meio de inoculacdo

Glucose 15,0 g
Farinha de semente de soja 15,0 g
fgua de macerac3o de milho 5,0 g
CaCO3 2,0 g
NaCl 5,0 g
fgua destilacda 1 L
pH 6,5

O meio anteriormente descrito foi
distribuico por baldes de Erlenmeyer de 50C mL de capaci
dade em porgdes de 100 mL ou por frascos de aspiragdo de
5 L de”cﬁgfgidade em porgles de 1 L em cada um e foi es-
teri&izaéo durante 30 minutos a l2OOC. Arrefeceram-se
os baldes ou os frascos, inocularam-se com a suspensio
dos esporos e deixaram-se em agitagdo durante 72 horas a
27% (t loC) e a 240 r.p.m., num agitador orbital com
uma amplitude de 3,8 cm (1,5 polegadas). 0 produto des-
ta cultura foi utilizado para inocular dois fermentadores
de vidro de 15 L com 10 L de um meio de inoculagdo numa
porgdo de 8 a 1C vol.% para a realizagao da 22 fase da cul
tura de inoculacg3do. A fermentagdo foi levada a efeito a
27OC (f loC) com agitag¢3o entre 180 e 200 r.p.m., e com
um caudal de arejamento de 6 a 7 L/min. por um periodo de
24 horas. A cultura de inoculagdo da 22 fase bem cresci
da assim obtida foi utilizada para inocular o meio de

preparagdo.

Composicdo do meio de preparacdo.

Glucose 15,0 g
Amido soluvel 20,0 g




(&%)

Farinha de soja

[W9]
~

FPeptona

CaCO3

macl

[\

[\
w © O O O C
Ha o aon

[y}
~

fgua de macerag¢3dc de milho
(NH4)2504
Agua destilada

PH 0,5

Adicionou-se so conteldo cdo fermen-

tador 0,025 % de Desmophen como anti-espumaante.

Transferiram-se 28C L do meio an-
teriormente referido para um fermentador de 390 L. C
meio fol esterilizado por meio de vapor indirecto ou dire
cto durante 28 minutos a lZlOC. arrefeceu-se o fermen-

tador e inoculou-se com a 2@ fase da cultura de inocula-

¢do (7 % em volume). A fermentagdo foi levacda a efeito
a 27°% (= lOC) com agitagdo a uma velocicdade de 10C a
l2d‘r;p.m.. 0 caudal de arejamento foil de 17C L/minuto.

Quando a fermenta¢do foi feita parar apds 40 a 45 minu-
tos os diémetros das zonas de inibig3o contra os Staphy-

locucus aureus 209 P eram de 20 mm na anélise do filtra-

do de cultura de acordo com o método das capsulas de a-
gar ( 6 mm de didmetro ) com utilizag¢3o de ager suplemen
tado com cédlcio (30 mM) a um valor de pHE do meio de cultu

ra entre 6,5 e 6,9,

O volume celular sedimentado foi de

2C %.

O caldo de fermentacgio concentrado
contendo o complexo antibidtico fol centrifugado para se-
parac3o do micélio do liquido e foi processado conforme

descrito no Exemplo 4.

—vem



Zxemplo 3

Cultura de Streptomyces sp. Y-84, 30210 para a prepara-

c3o fermentativa de camunocina

Repetiu-se o processo descrito no

gxemplo 2 sob as condig¢Bes seguintes:

Cultivou-se Str, sp. Y-84, 30210

num meioc de agar com a seguinte composicgIo:

Amido (solidvel) 1¢,0 g
KZHPO4 1,0 g
MgSO, . 7H,0 1,0 g
NaCl 1,0 g
(NH,),S0, 2,0 g
CaCO3 2,0 g
Fes0, . 7H,0 0.1 g
MoCl, . 4H,O0 c,1l g
anso, . H0 0,19
Agar 15,0 g
Agua destilada 1 L
pH 7,2 g

A composigdo do meio de inoculac3o

era igual 3 descrita no Exemplo 2.

Composicdo do meio de producgdo

Glucose 20,0 g

Farinha de sewente de soja 1¢,0 g

CaCoO, C,2 g

CoCl2 . 6H20 1,0 mg
fgua destilada 1 L

pH 7,0

Carregaram-se 100 L do meio anteri-
ormente descrito num fermentador de 15C L de capacidade.
Do . . " O
Esterilizou-se o meio durante 28 minutos a 121°C por vapo]

- 20 -
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indirecto e directo. Arrefeceu-se o fermentador e inocu
lou-se com a 22 fase da cultura de inoculacdo (9 vol. %).
A ferrentacgdo foi levada a efeito a 27Oc (t lOC) com a-
gitagcdo de 30 a 90 r.p.m. com um caudal de arejamento de
60 a /0 L/minuto. Fez-se parar a fermentacdo apds 4C a
45 minutos e determinou-se ¢ue O pH do caldo de cultura
era de 6,45 e o didmetro das zonras de inipig¢do contra

Staphylococcus aureus 209 P era de 22 mm na anélise do

filtrado da cultura de acordo com o método das cépsulas
de agar (o mm de didmetro) utilizando agar suplementado
com cdlcio (30 mM). 0O volume celular sedimentado era de
12 % em volume, C caldo de fermentagdo foi tratado con-

forme se descreve no Exemplo 5.

Exemplo 4

Fizeram-se passar 250 ml do filtra-
do da cultura obtido de acordo com o Exemplo 2 através de
uma qo}qna contendo 6 L de resina permutadora anidnica
/‘.\mb:‘;r'ii‘t‘e‘T’R.7 IRA 68 (Cl7) (resina permutadora com funcio-
nalidade de poliestireno-poliamina). Apds lavagem com
40 L de agua desmineralizada eluiu-se a coluna com solu-
¢3o de NaCl 2,0 M a pH 8,5 (ajustado com amdnia). Os
eluidos activos obtidos (30 L) foram extraidos 3 vezes
com uma mistura acetato de etilo: n-propanol 2:1 depois
de se ter ajustado o pH com HCl até ao valor 4,0. Os ex
tractos foram concentrados sob vacuo e o concentrado obti
do deste modo (6,1 g) foi feito passar através de uma co-
luna de gel de silica (dimens3o de particula 0,062 a 0,037
mm (230 a 400 malhas, 600 g) e foi eluido com um gradien
te de clorofdrmio até clorofdrmio: metanol (1l:1). AsS
frac¢Bes activas concentradas reunidas (3 g) foram extrai

das com solug¢do de NaHCO aquosa saturada e em seguida

3
o pH do extracto foi ajustado a 4,0 com HCl, efectuando

uma nova extrac¢gdo com a mistura acetato de etilo: n-pro-
panol 2:1. 0 extracto foi concentrado sob vacuo, dando
1,8 g do composto, e em seguida foi feito passar através

- 21 -
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de uma coluna de cromatografia de gel de silica (dimensdo
da particula ©,C62 a 0,037 mm (230 a 400 malhas), 360 g).
A eluic3o foi efectuada com um gradiente de acetato de
etilo até uma vropor¢d3o acetato de etilo: metanol (l:1),
obtenco-se 860 mg de material activo por concentragio.
Este material foi dividido em 6 porg¢des e fol separado

(R) LH.20 (materiel

numa coluna contendo 50 g de Sephadex
de filtra¢3o em gel hipofilico) em metanol; como agente
de eluicgZo utilizou-se metanol. Deste modo foram obti-

dos 360 mg de camunocina.

Exemplo 5

Os filtrados das culturas de duas
cargas de fermentagdo de acordo com o Zxemplo 3 foram reu
nidos, obtendo-se um volume de 185 L. Este volume foi
feito passar através de uma coluna contendo 4 L de Amber-
(R)

lite IRA-68 (Cl ); a coluna foi lavada com 20 L de

dgua desmineralizada e foi eluida com solucgl3o aguosa de
clofeto de sédio 2,0 M cujo pH tinha sido ajustado a
8,5 com amdnia. Os eluidos activos obtidos num volume
de 47 L foram feitos passar através de uma coluna com 3

(R)

L de Diaion HP-20 (material adsorvente polimérico, Soc
Mitsubishi Chemical Industries, Japao); a coluna foi lav%
da com 7 L de Agua desmineralizada e foi ellida com meta-
nol. O pH foi ajustado a 3,0 com HCl e a solug¢do foi
feita passar através de uma coluna contendo 2 L de Diaion
HP-20. A coluna foi lavada com &gua desmineralizada até
se verificar a auséncia de i8es cloreto na agua de lava-
gem. A camunocina foi eluida com metanol; os eluidos de
metanol foram concentrados sob vacuo e foram liofiliza-

dos. Obtiveram-se deste modo 21 g do complexo antibid-

tico bruto.

O complexo antibidtico bruto foi
dissolvido em &gua bidestilada, o pi foi ajustado a 1,7
com aménia, a solucdo foi dividida em duas partes de igu-
al volume e foi feita passar através de duas colunas de
- 22 -
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(R)

6,4 x 84 cm contendo Sephadex LH-20 em &gua bidestila-|
da. As colunas foram eluidas com dgua bidestilada com
um caudal de 0,5 ml por minuto e o eluico foi colhido em
fracgdes de 20 mg. As fracgdes activas do eluico num
volume total de 1,1 L foram licfilizadas, obtendo-se 8
g do complexo antibidtico. Este material foi ainda pu-
rificado por uma nova cromatografia através de uma coluna

(R)

contencdo Sephadex LH-20 de modo idéntico ao acima
descrito, obtendo-se 4,45 g de complexo antibidtico de

pureza intermédia.

Este complexo antibidtico de pureza
intermédia foi dissolvido em 200 ml de &gua bidestilada
e foi feito passar através de uma coluna (6,2 x 26 cm)
contendo DEAE-Sephadex(R) A-25 (permutador idnico com
funcionalidade de dietilamimetil) em A&gua bidestilada.

A coluna foi enxaguada com agua e em seguida eluida com
uma solu¢do aquosa de NaCl, cuja molaridade era gradual-
mente aumentada por incrementos de 5 %. O complexo an-
tibfgfiég~ggi eluido em 6 L de uma soluc¢do de NaCl 1,5 M
e 5 L de uma solucdo de NaCl 2 M, Os eluicos combina-
dos, cujo pH foi ajustado a 2,0 com HCl, foram em seguida
feitos passar através de uma coluna contendo 2 L de Diai-

(R)

on HP-20; a coluna foi enxaguada com agua até gue a

dgua n3o apresentasse & saida iBes cloreto detectidveis e
em seguida foi eluida ¢om metanol. 0 metanol foi elimi-
nado por destilac3o sob vicuo e a sclugdo aguosa restante

foi liofilizada, obtendo-se 700 g de camunocina pura.

Bxemglo )

A analise por HFLC do com:slexo anti
bidtico da camunocina puro numa coluna contenco DDS-Hyper
sil(R) (1o pm) de dimens3do 4 x 120 mm usanco como elu-
ente uma mistura constituida por !eOH e &cido acético aqu
oso a 1 % (55:45) com um caudal de C,5 ml por minuto e de
teccdo a 234 nm mostra que a camunocina € uma mistura mi-

- 23 -
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cro-heterogénea, isto &, um complexo forrado por distintos

compostos antibidticos, conforme mostra a Figura 2.

A camunocina fol hiarolisada com

HCl b N e o produto da hidrdlise obtido deste moao foi a-
nalisado apds metilac8o e trifluoroacetilagdo por meio de
GC-nIl“S (cromatografia em fase gasosa - espgectrometria de
massa de chodue do electrdo) e de GC-CINMS (cromatoyrafia
em fase gasosa - espectroscopia de massa com ioniza¢do qui
mica) utilizando um cromatdgrafo de gas Perkin Elmer com
3 % de OV-1 numa coluna de Gaschromon (¢ com um espectrd-
metro de massa AEI MS-9C25 acoplado e um sistema de pro-

cessamsnto de dados "on-line" DS-50.

Por meio desta analise verificou-
+ ’ . .
-se a presenga dos seguintes acidos aminados:
Componentes principais: dcicdo o -aminoadipico
’ - , »
acido aspartico
glicina
4-hidroxifenilglicina

serina

Componentes secunddrios: dcido gluté&mico
acido 3-~nidroxiaspdrtico
leucina
N-metilfenilglicina
prolina

treonina

A partir dos dadcs anteriores che-
ga-se & conclus3o que a camunocina é um complexo antibidti

co peptidico.
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REIVINDICACOES

Processo para a preparagac de ca-
munocina caracterizado por se cultivar Streptomyces spe-
cles ¥-84, 3621C (DSM 4329) ou um seu variante ou mutante
sob condi¢des aerdbicas num meio nutriente ccntendo fon-
tes de carbono e de azoto e sais nutritivos bem como even
tualmente elementos vestigiais, por se isolar a camunoci-

na a partir do caldo de cultura e se purirficar.

Processo de acordo com a reivinci
cagd@o 1 caracterizado por a cultura ser levada a efeito
" o
a uma temparatura entre cerca de 18 e 37°C e a um p:= de

~

cerca de 6 a 9,

Processo de acordo com gualauer
das reivindicag¢des 1 ou 2 caracterizado por a cultura ser
. ~ ~0

levada a efeito a uma temperatura entre cerca de 26 e 28

C e a um pH de cerca de 6,4 a 6,6,

Processo de acordo com qualcduer
das reivindicag¢les 1 ou 3 caracterizado por a cultura ser

levada a efeito durante cerca de 4C a 45 horas.

Processo de accrdo com dualguer
das reivindicagdes 1 ou 3 caracterizado por se proceder

a uma cultura submersa.
- 25 =




Processo para a prevaracao de uma
conposic3o farmacdutica dotada de actividade antibidtica
e/ou imunosupressora caracterizado por se incorporar co-
mo principio activo camunocina gquando preparada de acordo
com uma ou varias das reivindicagdes anteriores juntamen-
te com adjuvantes e/ou substéncias veiculares haobituais

numa forma de apresentagdo apropriada.

A regquerente declara que © primeiro
pedido desta patente fol apresentado na Republica Federal

Alem3 em 5 de Fevereiro de 1988, sob o ne2 p 38 03 383.6,

T Lisboa, 3 de Fevereiro de 1939
® AGENTE OF:Cint ®A PROPRIZDADEL 18DUSTRIZ.
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SO PARA A PRIZARACAC L2 CAMUNOCINA

A invencgd3o referse-se a um pro-
cesso para a preparagao de camunocina gue compreence cul
tivar-se Streptomyces species Y-84, 36210 (DSM 4329) ou
um seu variante ou mutante sob condig¢les asrobicas num
meio nutriente contendo fontes de carbono e de azoto e
sais nutritivos bem como eventualmente elementos vestigi
ais, ©por se 1isolar a camunocina a partir do caldo de cul-

tura e se purificar.




