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MEMORIA DESCRITIVA

Resumo

Este invento diz respeito a novos an-
tibidticos desacil-A 40926 que resultam da desacilagdo mi-
crobiana do complexo antibidtico A 40926 ou dum seu factor.
Os antibidticos desacil-A 40926 e os seus sais de adicgdo
s8o especialmente activos contra as bactérias gram-positi-

vas.

Estes antibidticos apresentam a fdér-
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NHCH,

em que A representa um grupo acido 2-amino-2-desoxi-beta-D-
-glucopiranosidurdnico e B representa hidrogénio, alfa-D-

-manopiranosilo ou 6-acetil-alfa-D-manopiranosilo.

O processo de preparacdo consiste em
se tratar um andlogo de (I) em que A representa um grupo
dcido 2-desoxi—2—(Cll-C12)aci1amino—beta—D—glucopiranosidu—
rdénico e B representa hidrogénio, alfa-D-manosilo ou 6-ace-
til-alfa-D-manosilo com uma cultura de crescimento de uma

estirpe do género Actinoplanes.
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O antibidtico A 40926 & um antibid-
tico glicopeptidico que foi isolado duma cultura de Actino-

madura, designada por Actinomadura sp. ATCC 39727. E um

complexo cujo factores foram designados por factor A, fac-
tor B, factor Bo, Factor PA e factor PB. Foi descrito na
PE-A-177882.

O antibidtico A 40926 pode ser trans-
formado nos derivados N-acilaminoglucuronil-aglicona por
hidrdélise dcida sob condigles controladas, como descrito na

PE 86117452,

O complexo antibidtico A 40926, os
seus factores, o complexo N-acilaminoglucuronil-aglicona
correspondente e os seus factores, sdo principalmente acti-

vos contra bactérias gram positivas e Neisseriae.

0 presente invento refere-se a novos
derivados desacilamino dos compostos atrds mencionados que
apresentam a caracteristica comum de possuirem um grupo de
N-acilaminoglucuronilo ligado a uma porgdo peptidica atra-
vés duma ligacdo O-glicosidica. S80 designados por antibid-
ticos desacil-A 40926, antibidtico desacil-A 40926 P e ami-
noglucuronil-aglicona do antibidtico A 40926, e podem ser
representados pela seguinte férmula (I) (a numeracdo é and-
loga & sugerida por Williams J. et al. em J. Am. Chem. Soc.,
106

dicos):

4895-4908 (1984) para outros antibidticos glicopepti-
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na qual
A representa um grupo acido 2-amino-2-desoxi-beta-D-
-glucopiranosidurénico e
B representa hidrogénio, alfa-D-manopiranosilo ou 6-

-acetil-alfa-D-manopiranosilo,

e os seus sais de adicgdo.

Estes derivados de-acilados serdo de-
signados colectivamente por nantibidticos desacil-A 40926"
e genéricamente cada um deles serd designado como um "anti-

bidtico desacil-A 40926",

Os materiais de partida atrds referi-
dos, i.e. o complexo antibidtico A 40926 e os seus factores,
o complexo correspondente N-acilaminoglucoronil-aglicona e
os seus factores, podem ser representados pela férmula (I)
anterior, na qual A representa um grupo 2—desoxi—2—(Cll—C12)—

—acilémino-beta-D—glucuronilo e B representa hidrogénio, um
grupo alfa-D-manosilo ou 6-acetil-alfa-D-manosilo, ou um seu
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sal de adicgédo.

Mais particularmente, o factor A do
antibidtico A 40926 & o composto com a férmula anterior em
que A representa 2-desoxi-2-undecanoilamino-beta-D-glucopi-
ranosiduronilo e B representa manosilo, o factor Bo do an-
tibidtico A 40926 & o composto da férmula anterior, na qual
A representa 2-desoxi-2-isododecanoilamino-beta-D-glucuroni-
lo e B representa alfa-D-manosilo, o factor Bl do antibidti-
co A 40926 & o composto com a férmula anterior, na qual A
representa 2-desoxi-2-dodecanoilamino-beta-D-glucuronilo e

B representa alfa-D-manosilo.

Os factores do antibidtico A 40926
das séries "P", tais como os factores PZ e PBo, diferem dos
factores correspondentes (factor A e B, respectivamente),
pelo facto da unidade de manose ser substituida por uma uni-

dade de 6-acetil-manose.

As N-aéilaminoglucuronil—agliconas do
antibidtico A 40926 s3o0 representadas pela férmula anterior,
em que A é como definido anteriormente e B representa hi-
drogénio. A sua cadeia acilo do grupo aminoglicuronilo cor-

responde 3s dos factores individuais do antibidtico A 40926.

Com base nos dados disponiveis e com
referéncia a substéncias conhecidas, pode-se atribuir ao an-
tibidtico desacil-A 40926 a fdrmula anterior na qual A re-
presenta 2-amino-2-desoxi-beta-D-glucuronilo e B representa
alfa-D-manosilo, ao antibidtico desacil-A 40926 P a fdérmu-
la anterior na qual A representa 2-amino-2-desoxi-beta-D-
~glucuronilo e B representa 6-acetil-alfa-D-manosilo e a
aminoglucuronil-aglicona do antibidtico A 40926 a fdérmula
anterior na qual A representa 2-amino-2-desoxi-~beta-D-glucu-

ronilo e B representa hidrogénio.

Os factores PA e PB do antibidtico




A 40926, pelo menos sob certas condigdes de fermentag¢do, sdo
os produtos antibidticos principais do microorganismo produ-

tor de A 40926.

Os factores A e B do antibidtico A 40926
s8o pirncipalmente produtos de transformagdo dos factores PA
e PB do antibidtico A 40926, respectivamente, e estdo fre-

quentemente, ja& presentes no caldo de fermentacdo.

Descobriu-se que o factor PA do anti-
bidtico A 40926 pode ser transformado no factor A do anti-
bidtico A 40926 e que o factor PB do antibidtico A 40926 po-
de ser transformado no factor B do antibidtico A 40926,sob
condicBes bdsicas, que conduzem a remogdo do grupo acetilo
da unidade de manose, sem deslocar o grupo acilo da unidade

de aminoglucuronilo.

Como consequéncia, quando o caldo de
fermentac8o, ou um seu entracto ou concentrado contendo o
antibidtico A 40926, é deixado permanecer durante um determi-
nado periodo de tempo sob condigdes basicas (p.e. solugdo
aquosa duma base nucleofilica, a um pH > 9 durante a noite),
obtem-se um complexo do antibidtico A 40926 que estd enri-
quecido com os factores A e B do antibidtico A 40926 (veja-

-se PE-A-177882).
Pode-se utilizar o mesmo tipo de trans-
formac30 bdsica para se converter o antibidtico desacil-

-A 40926 P no antibidtico desacil-~A 40926 de de-acilo.

O antibidtico desacil-A 40926 tem as

seguintes caracteristicas fisico-quimicas:

A) espectro de absorcio de ultravioletas, que é mostrado na
Figura 1 dos desenhos anexos, com os seguintes mdximos de

absorcdo:




a)
b)
c)
d)

B)

C)

D)
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A

/= max" (nm)
HC1 0,1 M 282
tamp8o fosfato pH 6,0 281
tampdo fosfato pH 7,4 282, 300 (bossa)
KOH 0,1 M 300

espectro de absorgdo de infravermelhos que é mostrado
na Figura 2 dos desenhos anexos, com os seguintes ma -~
ximos de absorcdo em pasta Nujol (v cm—l):
3700-3100; 3000-2800 (nujol); 1650; 1590; 1505; 1460
(nujol); 1375 (nujol); 1300; 1230, 1210, 1150, 1060,

1030, 970, 810, 720 (nujol)

espectro de lH—RMN gque é mostrado na Figura 3 dos desen-
hos anexos, com os seguintes grupos de sinais (em ppm) a
270MHZ registados em DMSO dg (hexadeuterodimetilsulfdxi-
do) /7 ( 5’, ppm; m; (atribuicdes) 7

2,30, s (N—CH3); 2,49, s (DMSOdS); 2,7-3,8, m (agucar CH's)
2,79 m (Z2): 4,08 m (X6); 4,33 s (X1); 4,37 4 (X5); 4,37 d
(X7); 4,86 m (X2); 5,08 s (4f); 5,08 s (26); 5,27 s (pro-
t30 anomérico de manose): 5,35 d (prot3o anomérico de dci-
do aminoglucurdnico); 5,61 d (X4); 5,86 s (4b); 6,05, 4
(X3): 7,73 s (6b); 6,45-8,49 (protdes aromdticos e NH's
peptidicos)

s = singeleto:; d= dobleto; m = multipleto

Tempo de retencdo (Tr) de 0,34 relativamente a Vancomicina
(Eli Lilly)
Coluna: silica gel silanada Ultrasphere ODS (5 um)
4,6 mmx25cm Altesx (Beckman)
Eluic8o isocrdtica com tamp8o de fosfato de sédio 18 mM/
/CH,CN 92/8 (v/v)
Caudal: 1,8 ml/min
Detecgdo: UV 254 nm

Padr3o interno: Vancomicina (Eli Lilly) Tr 8,4 min




E) Peso molecular de 1548, conforme determinado por espec-

troscopia BAR-EM.

Por comparacdo com os dados fisico-
-quimicos dos materiais de partida, com referéncia particu-
lar para o espectro de RMN, verifica-se que os picos cor-
respondentes aos protdes alifdticos dentro do intervalo de

0,8-2,0 ppm ja ndo estdo presentes na nova molécula.

Também no caso do antibidtico desacil-
-A 40926 P e da aminoglucuronil-aglicona do antibidtico
A 40926, a principal diferenca entre os espectros de RMN
destes compostos e os dos compostos correspondentes "acila-
dos" & a auséncia de sinais de protdes alifdticos no inter-

valo 0,8-2,0 ppm.

Mais particularmente, o espectro de
lH-RMN do antibidtico desacil-A 40926 P de de-acilo tem os
seguintes grupos de sinais (ppm) a 270 MHz , registados em

DMSO d [75 ppm, m, (atribuigdo) 7:

7 2,0, s (CH3CO); 2,3, s (NCH3); 2,5, s
(DMSO dg); 2,7-3,8, m CH's (do acucar); 2,8, m (22); 4,1, m
(X6); 4,1, m (CHZO, acucar); 4,4 s (X1); 4,4 d (X5); 4,4 d
(X7): 4,9 m (Xx2); 5,1, s (4f); 5,1, s, (26); 5,3, s (protdo
anomérico de manose): 5,4, d (protdo anomérico de &cido
aminoglucurdnico); 5,6, d (X4); 5,8, s (4b); 6,1 d (X3); 7,7

s (6b): 6,5-8,6 (NH's aromdticos e peptidicos).

O'espectro de lH-RMN da aminoglucuro-
nil-aglicona do antibidtico A 40926 tem o seguinte grupo de
sinais (ppm) a 270 MHz, registado em DMSO dg /~S ppm, m,

(atribuigdo) 7:

2,3, s (NCH3); 2,5, s (DMSO dg); 2,7-
-3,8 m CH's (do acucar); 2,8, m (Z2); 4,1, m (X6); 4,4, s
(X1): 4,4, d (X5): 4,4 4 (X7); 4,9, m, (X2); 5,1, s (4£f);




5,1, s (26); 5,4 d (prot8o anomérico de dcido aminoglucurd-
nico): 5,5 d (X4): 5,7, s (4b): 6,1, d (X3); 7,7, s (6b);

6,2-8,5 (NH's aromdticos e peptidicos).

A actividade antibacteriana dos com-~
postos do invento pode ser demonstrada in vitro através de
ensaios padr8es de diluic8o em diferentes culturas de mi-

croorganismos.

Os meios de cultura e as condig¢des de
crescimento para determinac¢8o de CIM (Concentragdo inibido-
ra minima) foram as seguintes: caldo do Isosensitest (Oxoid),

24 h, para staphilococci, Strp. faecalis e bactérias Gram-

-negativas (Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae); caldo

Todd-Hewitt (Difco), 24 h para as outras espécies de strep—
tococus: caldo de base GC (Difco) + Isovitalex (BBL) a 1%,

48 h, atmosfera enriquecida em CO, para Neisseria gonorrhoear;
caldo de Cérebro Coraclo (Difco) + Supplement C a 1% (Difco),
48 h para Haemophilus influenzae; caldo AC (Difco), 24 h,

atmosfera anaerdbica para Clostridium perfringens; caldo PPLO

com suplementos, como em R.T. Evans e D. Taylor-Robinson
(J. Antimicrob. Chemother. 4, 57), 24 h para U. urealyticum.
A incubacdo deu-se a 37°c. 0s indculos foram os seguintes:

cerca de lO4 de unidades de mudanca de cor/ml para U. urea-
5

lyticum; cerca de 104-10 unidades de formacldo de coldnia/ml

para outras CIMs de diluigdo de caldo.

As concentragdes inibidoras minimas
(CIM, microg/ml) para alguns microorganismos sdo referidos

no Quadro I.




—

~10-~

8¢CT ¢«
8CT <
82T«
82T <
8CT<
82T
79
€T'0
s‘o

sz‘o

sz'o
4
Z
4
4
T

Zv 171 eetuownaud BTTOISAS TN

(ODTUTITO OPRTOST) LY WNDIIATeSan eusefdesan

SYTOTDDLY 71 Bsouibnise seuowopnssd

HmmUUB< H6TX 6.7 STIebina sno3oadg

OPTZT &aMS L¥T TTOD BIUDTISDYDSH

8TV6T DODILVY d odTl QL6 "1 2ezZuonlFuTl sniiydowsey
9ZT/89WSI L6671 2€20yIlaouob eTaassSTIeN

€VS0E SSI 06271 susbutaziad wnipIAISOTD
(OOTUTTO OpPeTOST) 96,71 STatTw -~dsias

080L DDIV 6F¥TI1 STEIeodeI °*dsias

IyoNn ¥§1 orTuownsud *doxlsg

£0ZD 6¥1 souoboAd °*dsiaag

(ODTUITD OpeTOoST) z091 sndorTrATowsey -ydeis

(eatiebou oseTnbeod) 8zZZT OJLV L¥TT Stptwisptde °ydeis

(%0 ®© ouTAO(q Sp 0J0s) snaane - udeig
(Tu/nzo mOHV snaane °*ydeag
G911 sn=aine °*ydels

OTTOe—2p 2P 9¢60¥% VY ODTIQTCTIUY
(Tw/boaotw) “KW°I°D

adatasH

I oddvnd




-11-

L——-";
g—

A aminoglucuronil-aglicona do anti-
bidtico A 40926 e o antibidtico A 40926 P mostram pratica-
mente o mesmo nivel de actividade antimicrobiana que o in-

dicado anteriormente para o antibidtico desacil-A 40926,

A actividade antimicrobiana dos com-
postos do invento é confirmada também por septicemia expe-

rimental em ratos.

Os grupos de controlo e de tratamen-
to compreendem dez ratos CD-1 (Charles River) pesando 18-
-22 g. Eles s3o injectados intraperitonealmente com 0,5 ml
de suspensido bacteriana preparada por diluigéo duma cultu-
ra do dia anterior de S. pyogenes C203 (L 49) com salina
peptonizada esterilizada. Os indculos sdo ajustados de modo
que os animais nfo tratados morram de septicemia ao fim de
48 horas. Os éompostos a serem encaiados sdo administrados
subcutineamente imediatamente apés a injecgdo. No sétimo dia,

o] DESO
Kirber (D.J. Finney "Métodos Estatisticos em Ensaios Biolé-

em mg/kg é calculado pelo método de Spearman e

gicos", Griffin, pdgina 524, 1952), a partir da percentagem

de animais sobreviventes para cada dose.

Por exemplo, sob estas condigles, o

’

DE.. do antibidtico desacil-A 40926 é de 2,33 mg/kg, s.c..

50

Os antibidticos desacil-A 40926 pos-
suem funcBdes dcidas e bdsicas e podem formar sais com ides
orgdnicos e inorgénicos contrdrios, de acordo com proces-

sos convencionais.

Sais de adigﬁo de 4cido representati-
vos e adequados dos compostos do invento incluem aqueles
sais formados por reacg¢do padrdo com icidos orgdnicos e inor-
ginicos tais como, por exemplo, cloridrico, bromidrico, sul-

fdrico, fosfdrico, acético, trifluoroacético, tricloroacé-




tico, succinico, citrico, ascérbico, ldactico, maleico, fu-
mdrico, palmitico, cdélico, pamdico, mdcicb, glutimico, can-
férico, glutdrico, glicdlico, ftdlico, tartdrico, ldurico,
estedrico, salicflico, metanossulfdnico, benzenossulfdnico,

sdérbico, picrico, benzdico, cindmico, etc.

Exemplos representativos destas bases
s80: hidrdxido de metal alcalino ou de metal alcalino-ter-
roso tais como hidrdxido de sédio, potdssio, cdlcio, magné-
sio, bdrio; amdnia e aminas orgdnicas alifdticas, alicicli-
cas ou aromaticas tais como metilamina, dimetilamina, tri-

metilamina e picolina.

A transformacdo dos compostos "ndo-sal"
do invento nos sais de adicgdo correspondentes, e o inverso,
i.e. a transformac8o dos sais de adigdo dum composto do in-
vento na forma n3o-salina, estdo dentro da técnica corrente

e s8o abrangidos pelo presente invento.

Por exemplo, o antibidtico desacil-
-A 40926, a aminoglucuronilo-aglicona de A 40926 ou o anti-
bidtico desacil-A 40926 P podem ser transformados no sal de
adicl3o de dcidos ou de bases correspondente por dissolugdo
da forma n8o-salina num solvente aquoso e adic8o dum ligeiro
excesso molar do dcido ou base escolhidos. A suspensdo ou
solucdo resultante é ent8o liofilizada para se recolher o

sal desejado.

No caso do sal final ser insoldvel num
solvente onde a forma ndo-salina seja soldvel, ele é reco-
lhido por filtrac8o da solucdo orgdnica da forma ndo-salina,
apdés a adicfo da quantidade estequiométrica ou dum ligeiro

excesso molar do dcido ou base escolhidos.

A forma ndo-salina pode ser preparada

a partir dum sal dcido ou de base correspondente dissolvido
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num solvente aquoso que é entdo neutralizado para libertar

a forma ndo-salina.

Quando a seguir a esta etapa, é neces-
’, . . s ’ .
sdrio eliminar-se um excesso de &cido ou base, pode-se em-

pregar um processo de dessalificagdo comum.

Por exemplo, pode-se utilizar conve-
nientemente cromatografia de coluna sobre silica gel sila-
nizada, poliestireno n8o-funcionalizado, resinas de polidex-
trano de poros controlados ou acrilicos (tais como (Sephadex
LH 20) ou carvio activado. Apds eluigdo dos sais indeseja-
dos com uma solucdo aquosa, o produto desejado é eluido com
um gradiente linear ou um gradiente de degraus duma mistura
de dgua com um solvente orgdnico polar ou apolar, tal -como

acetonitrilo/dgua, desde 50:50 até 100% de acetonitrilo.

Como é sabido nesta especialidade, a
formacio de sal ou com dcidos (ou bases) farmacéuticamente
aceitdveis ou com dcidos (ou bases) n8o-farmacéuticamente
aceitdveis pode ser utilizada como uma técnica de purifica-
c3o conveniente. Apds a formagdo e isolamento, a forma sa-
lina dum antibidtico A 40926 pode ser transformada na forma
nio-salina correspondente, ou numa forma salina farmacéuti-

camente aceitdvel.

Em alguns casos, um sal de adigdo de
base dum antibidtico desacil-A 40926 é mais solivel em dgua

e em solventes hidrofilicos.

O antibidtico desacil-A 40926, o anti-
bidtico desacil-A 40926 P e a aminoglucuronil-aglicona do
antibidtico A 40926 s80 preparados a partir do complexo an-
tibidtico A 40926, ou dum seu factor, do factor PA ou do
factor PB, ou duma sua mistur; do antibidtico A 40926, e do

complexo N-acilaminoglucuronil-aglicona do antibidticoA 40926,
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ou dum seu factor, respectivamente, por meio duma transfor-
mac8o microbioldgica com estirpes adequadas de Actinoplanes

tais como Actinoplanes teichomyceticus ATCC 31121, Actino-

planes missouriensis ATCC 23342, Actinoplanes missouriensis
NRRL 15647 ou NRRL 15646, e Actinoplanes NRRL 3884. Actino-

’

planes teichomyceticus ATCC 31121 é descrita na patente

Norte Americana 4.239.751, Actinoplanes missouriensis ATCC

23342 é descrita na patente Norte Americana 3.952.095,

Actinoplanes missouriensis NRRL 15647 e NRRL 15646 s3o des-

critas na patente Norte Americana 4.587.218, enquanto que

Actinoplanes NRRL 3884 & descrita. na patente Norte America-

na 3.780.174. Todas estas estirpes s8o possiveis de obter

junto das respectivas colecgles de cultura.

Mais particularmente, o material de
partida eséolhido, quer na forma pura quer na forma de quais-
quer suas preparacdes em bruto, incluindo caldo de fermenta-
gdo colhido de Actinoplanes sp. ATCC 39727 ou um mutante

produtor, ou uma variante do mesmo, é posto em contacto com
uma cultura duma estirpe de Actinoplanes tal como Actinopla--

nes teichomyceticus ATCC 31121, Actinoplanes missouriensis

ATCC 23342, Actinoplanes missouriensis NRRL 15646, Actino-

planes missouriensis NRRL 15647 ou Actinoplanes NRRL 3884,

preferivelmente durante a fermentacdo.

Uma estirpe de Actinoplanes, tal como

preferivelmente Actinoplanes teichomyceticus ATCC 31121,

Actinoplanes missouriensis ATCC 23342, Actinoplanes missou-

riensis NRRL 15646, Actinoplaﬁes missouriensis NRRL 15647 ou

’,

Actinoplanes NRRL 3884, é cultivada sob condi¢des aerdbicas

submersas correntes num meio contendo fontes assimildveis de
carbono, azoto e sais inorgdnicos. Exemplos de tais meios
sfo aqueles referidos nas patentes Norte Americanas atrds

citadas e aqueles genéricamente conhecidos na especialidade.

Geralmente, o material de partida men-

cionado anteriormente pode ser adicionado a uma cultura duma
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estirpe de Actinoplanes, por exemplo Actinoplanes teichomy-
ceticus ATCC 31121, Actinoplanes missouriensis ATCC 23342,

Actinoplanes missourienis NRRL 15646, Actinoplanes missou-
riensis NRRL 15647 ou Actinoplanes NRRL 3884, ao fim dum pe-

riodo de tempo que varia desde o tempo zero até a altura em

que a cultura atingiu o seu crescimento midximo. A adic8o ao
fim de 36-72 h de crescimento é, pelo menos em alguns casos,

preferida.

A temperatura de reaccdo situa-se ge-
ralmente entre 20°C e 40° e preferivelmente entre 24°C e
' P

359°C, e mais preferivelmente entre 25% e 32°%.

0 tempo de reacgdo, i.e. o tempo de
exposicd3o do material de partida do meio de cultura micro-
biano antes da recolha do produto final, pode variar entre
100 e 300 h, dependendo das condigdes especificas empregues.
De qualquer modo, uma vez que a reacg¢do pode ser monitoriza-
da de forma conhecida na especialidade, por exemplo por
acompanhamento da diminuic8o do material de partida e/ou
aumento do produto final por CLAP, o técnico da especialida-
de é capaz de determinar rdpidamente a altura em que a reac-
cdo pode ser considerada como completa e em que O pProcesso

de recolha pode ser iniciado.

Em vez de se utilizar uma cultura de
crescimento duma estirpe de Actinopianes, tal como Actino-
planes teichomyceticus ATCC 31121, Actinoplanes missouriensis
ATCC 23342, Actinoplanes missouriensis NRRL 15646, Actinopla-

nes missouriensis NRRL 15647 ou Actinoplanes NRRL 3884, pode-se

empregar uma cultura de qualqguer mutante ou variante da mes-

ma, que seja ainda capaz de desacilar o material de partida

14
atrds mencionado para produzir os compostos desacilados do
invento. Qualquer processo de acordo com o presente invento
que empregue qualquer um destes mutantes ou variantes, é con-

siderado estar abrangido pelo &mbito do presente invento. Ac-




tualmente, as Actinoplanes missouriensis NRRL 15646 e NRRL

15647 s8o obtidas por mutagenese da Actinoplanes missouri-

ensis ATCC 31683 que é por sua vez um produto de mutacgdo da

Actinoplanes missouriensis ATCC 23342. A actinoplanes mis-

souriensis ATCC 31683 & descrita nas patentes Norte America-
nas 4.322.406 e 4.375.513 com as Actinoplanes missouriensis
ATCC 31682 e ATCC 32680 e pode ser obtida junto da colecgdo

de cultura, bem como as outras estirpes de Actinoplanes men-

cionadas.

Uma estirpe mutante de Actinoplanes

teichomyceticus ATCC 31121 foi depositada em 21 de Julho de

1987 com ATCC, onde recebeu o nimero de entrada 53649. Esta

estirpe foi depositada ao abrigo das clausulas do Tratado

de Budapeste.

Em vez de se utilizarem culturas puras
individuais dos microorganismos de desacilagdo anteriores,

pode-se empregar uma sua mistura em qualquer proporcgdo.

Os compostos do presente invento po-
dem ser preparados de acordo com o processo do invento tam-
bém por utilizac8o do micélio lavado de uma das culturas de
microorganismos de desacilac8o atrds identificados, conve-
nientemente ressuspenso num meio fisioldgicamente aceitdvel,
uma preparagdo livre de células obtida por ruptura das cé-
lulas, p.e. por ultra-sons e recolha dos restos por centri-
fugag8o, ou um extrato ou concentrado soldvel em agua livre
de células, obtido por preparacdo de células rebentadas. O
tempo e temperatura de reacges podem necessitar duma certa
adaptac3o neste caso, mas serdo prdticamente semelhantes aos
indicados anteriormente para toda a cultura microbiana, mes-
mo que a temperatura seja aﬁmentada, pelo menos em alguns

casos, até 500—600C, e preferivelmente até entre 25°¢ e 50°C.

A recolha das substlncias antibidti-

cas de meio de reaccdo é entd3o conduzida de acordo com téc-
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nicas conhecidas per se, as quais incluem extraccdo com sol-
ventes, precipitacdo por adigdo de ndo-solventes ou mudan-
ca do pH da soluclo, cromatografia de repartigdo, cromato-
grafia de repartic8o de fase inversa, cromatografia de per-

muta de i8es, cromatografia de afinidade, etc.

Um processo preferido inclui cromato-
grafia de afinidade em D-Alanil-D-Alanina imobilizada, se-

guida por separacgdo a um pH diferente.

Matrizes de D-Alanil-D-Alanina imobi-
lizada adequadas para o presente processo de recolha sdo
divulgadas na Publicag8o do Pedido de Patente Europeia No.
122969. A matriz preferida neste processo de recolha é D-
-Alanil-D-Alanina ligada a um polidextrano de ligagdo cruza-

da de poros controlados, a qual é também aqui descrita.

O meio de reacc8o pode logo ser sujei-
to a cromatogtafia de afinidade apds filtrac3o ou apds uma
etapa de purificac8o preliminar. Esta dltima etapa compreen-
de tornar bdsico todo o meio, preferivelmenﬁe‘entre pH 8,5 e
10,5 e depois filtrd-lo na presenga dum auxiliar de filtra-
¢80, se conveniente. Se o meio de reacgdo for mantido du-
rante um determinado periodo de tempo com um pH bdsico, o
antibidtico A 40926 P de de-acilo & transformado no antibid-
tico A 40926 de de-acilo, andlogamente a transformagdo, sob
as mesmas condicBes, dos respectivos materiais de partida.
(Esta transformac8o pode ser monitorizada por CLAP, como &

normal).

O pH do filtrado transparente é ent8o
ajustado para um valor entre 7 e 8 e depois submetido a uma
cromatografia de afinidade em D-Alanil-D-Alanina imobiliza-

da, ou em coluna ou em parcelas descontinuas de elementos.

4

Apesar da ligac8o da substdncia a ma-




triz de afinidade ser efectuada preferivelmente a um pH de
cerca de 7,0-8,0,a sua elui¢8o é levada a cabo com valores
de pH mais bdsicos (preferivélmente entre 9,0 e 10,5), por
meio duma base aquosa. Esta base aquosa pode ser amdnia,
uma amina voldtil, um alcali ou um hidrdxido de metal alca-
lino, ou uma solugdo tamponada bdsica facultativamente na
presenca dum solvente orgdnico polar, tal como um solvente

miscivel em dgua polar.

Exemplos representativos de solventes
misciveis em dgua polares sB8o: dlcoois soldveis em dgua
(tais como metanol, etanol, iso-propanol, n-butanol), aceto-
na, acetonitrilo, alcanoatos de alquilo inferior (tais como
acetato de etilo), tetrahidrofurano, dioxano e dimetilforma-
mida, e suas misturas; em que o solvente miscivel em dgua

polar preferido é acetonitrilo.

Apds remoc¢80 das impurezas por lavagem
da coluna com tampdo aquoso pH 4-9, facultativamente conten-
do sais, ureia e/ou solventes misciveis em dgua, a substin-
cia antibidtica A 40926 de de-acilo é eluida com a mistura

de eluicdo anterior.

Este eluido é ajustado para pH 2,5-4,0
com um 3cido orgdnico ou mineral para remover os materiais

que sfo insoldveis a este pH.

O precipitado é removido por filtra-
c80 ou centrifugaclo e o sobrenadante contendo o antibidti-

co A 40926 & entdo convenientemente dessalificado.

Um prdcesso de dessalificacdo conve-
niente compreende a aplicac8o da solugdo aquosa contendo o
antibidtico a uma coluna de silica gel silanizada, a lava-
gem com dgua destilada e a eluig8o com uma mistura dum sol-
vente miscivel em dgua polar, como definido anteriormente, e

dgua.
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Alternativamente, a dessalificacdo
pode ser efectuada por aplicac8o da solugdo contendo o an-
tibidtico 3 coluna de afinidade descrita anteriormente, la-
vagem com dgua destilada e eluic8o com uma base aguosa VvO-
13til, como descrita anteriormente, para eluicdo da croma-

tografia de afinidade.

0 produto obtido, nomeadamente o an-
tibidtico desacil-A 40926, aminoglucuronil-aglicona do an-
tibidtico A 40926 ou o antibidtico A 40926 P, é obtido prac-
ticamente puro por concentracdo das fracgdes eluidas conten-
do o mesmo (andlise de CLAP), segui&a por precipitagdo pela

adic8o dum ndo solvente ou liofilizacgdo.

Exemplos de nfo-solventes sdo cetonas
misciveis em dgua tais como acetona ou metiletil cetona, ou
’ . . - « ’ . )
41lcoois misciveis em dgua tais como metanol, etanol, propa-
nol, etc, bem como suas misturas com solventes orgénicos
misciveis em dgua tais como éter de petrdleo, éteres de al-
quilo inferior, tais como éter etilico, éter propilico e

éter butilico.

O antibidtico desacil-A 40926, o an-
tibidtico desacil-A 40926 P e a aminoglucuronil-agliéona do
antibidtico A 40926 sdo activos contra bactérias gram-posi-
tivas que sdao responsaveis por muitas das injecgﬁes larga-
mente difundidas. Dado o aumento de resisténcia destes pa-
togenos aos tratamentos terapéuticos correntes, a necessi-

dade de novas substincias antibidticas continua a ser grande!

Em geral para tratamento anti-bacte-
riano, o antibidtico desacil-A 40926, o antibidtico desacil-
—-A 40926 P e a aminoglucuronil-aglicona do antibidtico
A 40926, bem como os seus sais farmac@uticamente aceitaveis
nio-tdxicos, os suas misturas, podem ser administrados por
diferentes vias, tais como topicamente ou parentéricamente.

A administrac8o parentérica é, em geral, a via preferida de
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administracdo.

As composicdes para injecgdo podem
tomar as formas de suspensdes, solucBes, ou emulsdes em vei-
culos oleosos ou aquosos, e podem conter adjuvantes tais
como agentes de suspensdo, de.estabilizagéo e/ou de disper-

sdo.

Alternativamente, o ingrediente acti-
vo pode estar na forma dum pb para reconstituigdo na altura
de administrac8o, quando se lhe adiciona um veiculo adequado,

tal como dgua esterilizada.

Dependendo da via de administragado,
estes compostos podem ser formulados em vdrias formas de do-

sagem.

Em alguns casos, pode ser possivel
formular os compostos do invento em formas de dosagem ente-
rico-revestidas para administrag8o oral, as quais podem ser
preparadas de forma conhecida na técnica (veja-se por exem-
plo "Remington's Pharmaceutical Sciences", décima quinta
edic80, Mack Publishing Company, Easton, Pensilvénia, EUA,

pdgina 1614).

Este pode ser especialmente o caso
quando a absorgdo da substédncia antimicrobiana no tracto enté=
rico é particularmente desejada, ao mesmo tempo que passa

inalterada através do tracto gastrico.

A quantidade de principio activo a ser
administrada depende de variados factores, tais como o ta-
manho e o estado do individuo a tratar, a via e a frequéncia

de administrac8o,e o agente causativo em questdo.

As substincias antibidticas do presen-
te invento, nomeadamente o antibidtico desacil-A 40926 ,o
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antibidtico desacil-A 40926 P de de-acilo e a aminoglucuro-
nil-aglicona do antibidtico A 40926 e os seus sais fisiold-
gicamente aceitdveis, s8o geralmente eficazes com uma dose
didria que varia entre cerca de 0,5 e 50 mg de ingrediente
activo por quilograma de peso corporal do doente, faculta-

tivamente dividida por 1 a 4 administragdes didrias.

Composicles particularmente desejaveis
s30 aquelas preparadas em unidades de dosagem contendo desde

cerca de 100 até cerca de 5.000 mg por unidade.

Formulac8es de acgdo continuada po-
dem ser preparadas baseadas em diferentes mecanismos e mé-

todos, como é do conhecimento na especialidade.

Um método preferido para a preparagao
duma emulsfo de acgdo continuada contém o antibidtico desa-
cil~A 40926, o antibidtico desacil-A 40926 P de de-acilo ou
a aminoglucuronil-aglicona do antibidtico A 40926, compfe-
ende a utilizac8o duma forma insoldvel em dgua do antibidti-

co suspenso num meio agquoso ou oleoso.

~ De preferéncia, as preparag¢des farma-
céuticas do invento, destinam-se a terapia (incluindo pre-
vencdo, tratamento, cura, etc.) de seres humanos, apesar dos
primatas e mamiferos em geral, bem como oS animais de esti-
mac8o, poderem ser tratados com os compostos e preparagdes

do invento.
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Preparacdo de composicdes farmacéuticas:

Prepara-se uma forma de dosagem uni-
tdria para injecc¢do intramuscular com 5 ml de suspensdo es-
terilizada USP contendo propileno glicol a 8% e com 500 mg
dum sal de adic8o de base fisioldgicamente aceitévél do an-

tibidtico desacil-A 40926 de de-acilo.

Preparé-se uma forma de dosagem uni-
tdria para injeccgdo intramuscular com 5 ml duma suspensao
esterilizada USP contendo propileno glicol a 8% e com 500
mg dum sal de adigdo de base fisiolégicaﬁente aceitdvel de

aminoglucuronil-aglicona do antibidtico A 40926.

Prepara-se uma forma de dosagem uni-
tdria para injeccg8o intramuscular com 5 ml duma suspensao
esterilizada USP contendo propileno glicol a 8% e com 250 mg
dum sal de adicgdo de base fisioldégicamente aceitdvel de '

aglicon de aminoglucuronilo do antibidtico A 40926.

Prepara-se uma forma de dosagem uni-
tdria para injeccg8o intramuscular com 1.000 mg de aminoglu-
curonil-aglicona do antibidtico A 40926, em forma insoluvel

em dgua, suspenso em 5 ml de dgua esterilizada para injecgdo.

Por outro lado, as substéncias anti-
bidticas do invento podem ser dteis para suprimir o cresci-

mento de Clostridium difficile, que causa a colite pseudomem-

branosa no intestino. Estes antibidticos podem ser utiliza-
dos no tratamento da colite pseudomembranosa, por adminis-
tracd8o oral duma dose eficaz dos antibidticos, ou dum seu
sal farmac@uticamente aceitdvel, preparados segundo uma for-
ma de dosagem farmacéuticamente aceitdvel. Para tal, utili-
zac30, os antibidticos podem ser administrados em cdpsulas

de gelatina ou numa suspensdo liquida.
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Para além da sua actividade como medi-
camento, o antibidtico desacil-A 40926, o antibidtico desa-
cil-A 40926 P e a aminoglucuronil-aglicona do antibidtico
A 40926, e os seus sais farmacéuticamente aceitdveis, podem

ser utilizados como promotores de crescimento animal.

0 termo "animal" neste contexto & en-
tendido como compreendendo qualquer animal de sangue quente
ndo humano, em particular aqueles criados fundamentalmente
como uma fonte de material para consumo humano, e animais de

estimacgédo.

Pate este fim, administra-se oralmen-
te o composto do invento numa comida adequada. A concentra-
c30 exacta empregue é aquela que é necessdria para propor-
cionar a quantidade eficaz de promocdo de crescimento do
agente activo, quando se consomem quantidades normais de

comida.

A adicdo do composto activo do inven-
to 5 comida do animal é preferivelmente levada a cabo por
preparag8o duma pré-mistura alimentar apropriada contendo o
composto activo numa quantidade eficaz e incorporando a pré-

-mistura na racdo completa.

Alternativamente, um concentrado inter-
medidrio ou um suplemento alimentar contendo o ingrediente

activo pode ser misturado na comida.

A via pela qual tais pré-misturas ali-
mentares e racles completas podem ser preparadas e adminis-
tradas s3o descritas nos livros de referéncia (tais como
"Applied Animal Nutrition", N.H. Fréedman e Co., S. Francis-
co, EUA, 1969 ou "Livestock Feeds and Feeding" livros O e B,
Corvalis, Oregon, EUA, 1977), os quais s8o aqui incluidos

por referéncia.
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A preparacdo do complexo antibidtico
A 40926, e dos seus factores individuais, a partir de Acti-
nomadura sp. ATCC 39727, ou dum seu mutante ou variante de

producdo, é descrita na PE-A-177882.

Preparac8o de N-acilaminoglucuronil-agliconas do antibid-
tico A 40926:

O composto AB de N-acilaminiglucuro-
nil-aglicona do antibidtico A 40926, o factor A da N-acilami-
noglucuronil-aglicona, o factor B da N-acilaminoglucuronil-
-aglicona, o factor B da N-acilaminoglucuronil-aglicona do
antibidtico A 40926, o factor B; da N-acilaminoglucuronil-
-aglicona do antibidtico A 40926 e a aglicona do antibidti-
co A 40926 s8o preparados a partir do complexo do antibidti-
co A 40926, ou dum factor individual, ou duma mistura dos
referidos factores em qualquer proporg¢do, i.e. o factor A
de A 40926, o factor B de A 40926, o factor PA de A 40926, o
factor PB de A 40926, o factor Bo de A 40926 e o factor B,

de A 40926, por hidrélise dcida controlada.

Geralmente, esta hidrdlise é conduzi-
da na presenca dum dcido forte, num solvente orginico ade-
quado. A temperatura de reacgdo pode variar consideravelmen-
te; preferivelmente estd entre 4°c e 100°C e mais preferi-

velmente entre 25°C e 80°C.

O tempo de reacgdo varia dependendo

das condic8es de reacclo especificas.

Geralmente, o tempo de reacgdo estd

entre 30 min e 120 horas.

Contudo, uma vez que O CUrso da reac-
c30 pode ser monitorizado por CCF ou CLAP, o técnico espe-




_25-

.
—

cialista é capaz de decidir gquando é que a hidrdlise dos ma-
teriais de partida pode ser considerada completa e guando

é gque o processo de recolha pode ser iniciado.

Exemplos representativos de dcidos
fortes s80 4cidos fortes minerais ou orgdnicos tais como ha-
letos de hidrogénio, p.e. cloreto, brometo e iodeto de hi-
drogénio, dcidos fosfdéricos, dcido sulfdrico, dcidos halo-
acéticos, p.e. dcido tricloroacético, &cido trifluoroacéti-

co, &4cido clorodifluoroacético, etc.

Solventes orgénicos adequados sdo
tais que:
a) possam pelo menos solubilizar parcialmente os materiais
de partida;

b) os produtos, uma vez obtidos, ou estd@o separados ou po-

dem ser separados deles de acordo com técnicas correntes;e

c) em qualquer caso, eles nao interferem desfavordvelmente

com o curso da reaccdo.

Exemplos dos referidos solventes or-
gnicos sdo solventes préticos ou apréticos tais como sul-
féxidos de alquilo (C;-C,), p.e. dimetilsulfdéxido e dietil-
sulfdéxido, formamidas de alquilo (Cl—C4), p.e. dimetilforma-
mida, dietilformamida, dioxano, tetraidrofurano e solventes
similares, que sejam evidentemente compativeis com o dcido
escolhido. Geralmente, a hidrdlise é conduzida na presenga
duma quantidade limitada de 3gua, p.e. de 0,1 a 10% (p/p) da
mistura de reacc3o. Esta quantidade de dgua pode obviamente
j& estar presente ou nos materiais de partida, solventes

e/ou reagentes, ou pode ser adicionada ad hoc, se necessda-

rio.

Um modelo de realizac8o preferido des-

te processo é representado pela utilizaclo duma mistura de
dimetilsulfdxido/dcido cloridrico concentrado a uma tempera-
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tura entre 40°C e 80°c. T{picamente, a relagdo da mistura
dimetilsulfdéxido/4cido cloridrico concentrado varia entre
8:2 e 9,5:0,5. O 4cido cloridrico preferido é &cido clori-

drico a 37% (p/p).

Geralmente, o produto de reaccdo é

uma mistura dos aglicons de N-acilaminoglucuronilo e do agli-
con. Por controlo da temperatura e, em alguns casos, também
da concentraclo e forca do dcido, é possivel dirigir o pro-
cesso, pelo menos até uma determinada extensdo, para a pro-
duc8o de um ou dois produtos principais, i.e. N-acilaminoglucu-
ronil-aglicona do antibidtico A 40926 ou a aglicona do anti-
bidtico A 40926. Mais particularmente, por manutengdo duma
temperatura relativamente baixa, possivelmente por reducdo
da forca da mistura de &cido e por controlo adequado do tem-
po de reac¢do, as produgdes das N-acilaminoglucuronil-agli-
conas aumentadas, enquanto qué temperaturas relativamente

altas e tempos superiores produzem o alicon isoladamente.

Também neste caso, o curso da reacgdo
é monitorizado por CCF ou preferivelmente por CLAP, e a reac-
cdo pode ser interrompida quando se atinge a producdo Spti-
ma da substdncia desejada, a fim de maximizar as produgdes

do subsequente processo de recolha.

Quando um produto obtido é uma mistu-
ra de N-acilaminoglucuronil-aglicona do antibidtico A 40926
e do aglicon do antibidtico A 40926, ela pode ser separada
por cromatografia, por exemplo cromatografia liquido/liquido,
cromatografia "flash", cromatografia liquida de alta pres-

s80 e cromatografia de afinidade.

Quando se utiliza cromatografia de
afinidade, um adsorvente preferido é uma D-Alanil-D-Alanina
imobilizada, como descrito na PE-A-122969. Particularmente

preferida é agarose-epsilon-aminocaproil-D-Alanil-D-Alanina.
A mistura de eluicd3o & uma mistura dum tampdo aquoso com uma




soluc8o salina. Por ajuste do pH e da concentragdo salina,
as N-acilaminoglucuronil-agliconas do antibidtico A 40926

s8o0 separadas da aglicona do antibidtico A 40926.

Um processo preferido para preparar
prevalecentemente o complexo AB, ou um seu factor, de N~
-acilaminoglucuronil-aglicona do antibidtico A 40926 é um
processo que compreende a sujeigdo do complexo antibidtico
A 40926, ou dum seu factor individual, do complexo AB do
antibidtico A 40926, do factor A do antibidtico A 40926, do
factor B do antibidtico A 40926, do factor Bo do antibidti-
co A 40926, do factor By do antibidtico A 40926, do factor
PA do antibidtico A 40926 e do factor PB do antibidtico
A 40926 a hidrdlise &cida controlada com uma mistura dum sol-
vente aprdtico polar e dum mineral forte ou dcido orgédnico,
na presenca duma quantidade limitada (0,1-10%, p/p) de dgua,
a uma temperatura entre a temperatura ambiente e lOOOC, e
preferivelmente entre 40°c e 65°C, durante um perfodo desde

3 horas até 120 horas.

Mais preferivelmente, a mistura hi-
drolizante & uma mistura de dimetilsulfdéxido e 4cido clori-
drico a 37% desde 9:1 até 9,5:0,5, a temperatura é 65°C e o

tempo de reacc8o é de 5 horas.

' Quando o material de partida para a
preparacdo da N-acilaminoglucuronil-aglicona e o composto
antibidtico A 40926, obtém-se um produto final que é ainda
uma mistura de factores substéncialmente coirespondentes aos
do complexo original, enquanto gue, quando se utiliza um
factor individual,'tal como o factor A ou o factor B do an-
tibidtico A 40926, obtém-se um factor individual de N-acil-
aminoglucuronil-aglicona, que é respectivamenté o factor A
da N-acilaminoglucuronil-aglicona do antibidtico A 40926 e
o factor B da N-acilaminoglucuronil-aglicona do antibidtico

A 40926 (que pode por sua vez ser separado no factor Bo e Bl).
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Quando se obtém um complexo AB da N-
-acilaminoglucuronil-aglicona do antibidtico A 40926, ele
pode ser separado nos seus factores individuais por técni-
cas conhecidas per se, tais como cromatografia 1fquido/1i-

quido e preferivelmente CLAP preparativa.

Um processo preferido compreende cro-
matogfafia liquida de fase invertida, preferivelmente em
colunas de aco inoxiddvel sob press8o moderada (5-50 bar),
ou a pressfo elevada (100-200 bar). A fase sélida pode ser
uma sflica gel silanizada com uma fase de hidrocarbonetos
nos dtomos de carbono (2-18) (mais preferivelmente Cl8) ou
um grupo fenilo e o eluente é uma mistura dum solvente mis-
civel em &gua polar, como definido anteriormente, e um tam-
p3o aquoso com um pH compativel com a resina (preferivelmen-

te pH 4-8).

Mais preferida é uma mistura de elui-
c30 de gradiente linear dum solvente aprético polar solivel
em dgua escolhido entre acetonitrilo e uma solugdo aquosa
tamp8o com um pH entre 4 e 8 e preferivélmente cerca de 6,
por exemplo um gradiente linear desde 5% a 45% duma mistura
de acetonitrilo/tampdo fosfato, pH6, 70:30 e uma mistura de

acetonitrilo/tampio fosfato, pH 6, 10:90.

O complexo AB da N-acilaminoglucuronil-
-~aglicona do antibidtico A 40926 (na forma de ndo-sal de

adic830) tem as seguintes caracteristicas:

A) espectro de absorcdo de ultravioletas com os seguintes
mdximos de absorcdo:
4max (nm)
a) HC1 0,1 N : 282
b) tampdo fosfato pH 7,4 ' 282
310 (bossa)

c) KOH 0,1 302




B)

C)

D)

espectro de absorcgdo de infravermelhos com os seguintes
mdximos de absorcio (em™t):

3700-3100: 3000-2800 (nujol); 1650; 1620 -1550; 1500
1460 (nujol); 1375 (nujol); 1300; 1250-1180; 1150; 1060;
1010: 970 930; 840, 820

espectro de lH—RMN com os seguintes grupos de sinais (em
ppm) a 270 MHz registados em DMSO d6 (hexadeuterodime-
tilsulfdxido) mais CF3COOH, utilizando-se TMS como padrao
interno (0,00 ppm), ( § = ppm):

0,84, d e t ['CH3 ,
m [—(CHz)n_7; 1,44 m [f—CHz—C—CO e CH isopropilico 7;
2,00, t ["-CHZ—(CO)_7; 2,5 s (DMSOdg); 2,5 s (N-CHj3);
2,93, m /7CcH, (22)_7; 3,33, m /7CH, (2'2)_7; 3,20-3,80,

m /Tagidcar CH's_/; 5,34, d /“protdo anomérico de dcico
acilaminoglucurdnico_7; 4,10 m (X6); 4,33 4, (X5); 4,43

d (X7); 4,9 m (X2); 5,1 (4f e 26); 5,4 s (X1); 5,58 4
(X4); 5,7 s (4b); 6,06 4 (X3); 7,73 s (6b); 6,26-8,42 s e

's isopropilico e CH, terminal 7; 1,14,

m /"CH's aromdticos e NH's peptidicos 7; 8,70-10,5, br s
/ OH's fendlico e NH2+_7

br = largo

d = dupleto

m = multipleto
s = singeleto
t = tripleto

Tempo de retencdo (Tr) de 1,20 e 1,30 relativamente ao
componente 2 de Teicoplanina A, (Tr = 20,3 min), gquando
analisados por Clap de fase invertida, sob as condigles

seguintes:

coluna: Ultrasphere ODS (5 Fm) Altex (Beckman) 4,6 mm
(d.i.)x250 mm
pré-coluna: Laboratdrios Brownlee RP 18 (5 Pm)

eluente A: CH,CN _ 10% } ajustado para
(2,5 g/1) NaH,PO,.H,0 90% ) pH 6,0
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eluente B: CH3CN 70% ajustado para

(2,5 g/1) NaH,PO,.H,0 30% pH 6,0

eluic80: gradiente linear desde 5% a 60% de eluente B

no eluente A, em 40 min
caudal: 1,8 ml/min
detector de U.V.: 254 nm

padr3o interno: componente 2 de Teicoplanina A2

(Gruppo Lepetit S.p.A.)

E) funcles dcidas capazes de formar sais

F) funcdes amino capazes de formar sais

G) nenhuma unidade de manose ligada a metade do nicleo.

0 factor A da N-acilaminoglucuronil-
-aglicona do antibidtico A 40926 (na forma de ndo-sal de

adic8o) tem as seguintes caracteristicas:

A) espectro de absorcgdo de ultravioletas com os seguintes

maximos de absorgdo:

L max (nm)
a) HC1 0,1 N 282
b) tampdo fosfato pH 7,4 282
310 (bossa)
c) KOH 0,1 N 302

B) espectro de absorc8o de infravermelhos com os seguintes
maximos de absorgdo (cm—l): _
3700-3000: 3000-2800; 1650; 1585; 1505; 1460 (nujol);
1375 (nujol): 1295: 1230; 1210; 1150; 1070; 1060; 1010;
845; 820; 720 (nujol)




C)

D)

E)
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#

espectro de.lH—RMN com os seguintes grupos de sinais (em
ppm) a 270 MHz registados em DMSO d6 (hexadeuterodimetil-

sulféxido), utilizando-se TMS como padrdo interno (0,00

ppm), (5 = ppm):
0,85 t (CH, terminal); 1,0 + 1,3 (CH's alifdticos); 1,42 m

3
(OC—C)CHZ); 2,00 t ((CO)CH,); 2,35 s (NHC;); 2,49 m

(DMSOdSZ; 2,82 m (z2); 2,8 + 3,8 (protdes de agucar e Z'2);
4,12 m (X6); 4,56 s (X1); 4,34 4 (X5); 4,41 4 (X7); 4,96

m (X2): 5,08 - 5,12 (4f e %Z6); 5,40 d (protdo anomérico

de 3cido acilaminoglucurdnico); 5,58 d (X4); 5,74 s (4b);
6,05 d (X3); 7,75 s (6b); 6,25-8,40 s, d e m (CH's aromd-

ticos e NH's peptidicos)

Tempo de retencgdo (Tr) relativamente ao componente 2 de
Teicoplanina B, (Tr = 20,3 min), quando analisado por

CLAP de fase invertida, sob as seguintes condigdes:

coluna: Ultrasphere ODS. (5 um) Altex (Beckman)
4,6 mm (d.i.)x250 mm)

pré-coluna: Brownlee Labs RP 18 (5 um)

eluente A: CH3CN 10% } ajustado para
(2,5 g/1) NaH,PO, .H,0 90% ¢ pH 6,0

eluente B: CH,CN 70% ) ajustado para
(2,5 g/1) NaH,P0,.H,0  30% Y pr 6,0

eluic8o: gradiente linear desde 5% a 60% de eluente B em

eluente A, em 40 min
caudal: 1,8 ml/min
detector de U.V.: 254nm

padrdo interno: componente 2 de Teicoplanina A2

(Gruppo Lepetit S.p.A.)

Peso molecular de cerca de 1554, conforme determinado
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por EM-FAB
F) funcdes dcidas capazes de formar sais
G) funclo amino capaz de formar sais
H) nenhuma unidade de manose ligada a metaderdo nicleo.

O factor Bo da N-acilaminoglucuronil-
-aglicona do antibidtico A 40926 (na forma de nd8o-sal de

adic80) tem as seguintes caracteristicas:

A) espectro de absorgdo de ultfavioletas com o0s seguintes

médximos de absorcgdo:

Jmax (nm)
a) HCL 0,1 N 282
b) tampdo fosfato pH 7,4 282
310 (bossa)
c) KOH 0,1 N 302

B) espectro de absorcdo de infravermelhos com os seguintes
mdximos de absorg¢do (cm_l): ,
3700-3100: 3000-2800 (nujol); 1650; 1585; 1505; 1460 (nu-
jol): 1375 (nujol); 1295; 1230; 1210; 1150; 1060; 1010;
980: 840; 820; 720 (nujol)

C) espectro de lH—RMN com os seguintes grupos de sinais (em
ppm) a 270 MHz registados em DMSO d6 (hexadeuterodime~
tilsulfdxido) utilizando-se TMS como padr8o interno (0,00
ppm), ( 5'= ppm):

0,84, d (CHj's isopropilicos); 1,0 + 1,3 (CH,'s alifdti-
cos); 1,3 + 1,6 ((OC-C)-—CH2
((0C)CH,); 2,32 s (NCH3); 2,49 e (DMSOd;); 2,82 m (z22);
2,9 + 3,8 (protdes de acgdcar); 4,12 m (X6); 4,44 s (X1);
4,33 4 (X5): 4,37 4 (X7); 4,95 m (X2); 5,06 + 5,10 (4f e

%z6): 5,38 d (protdo anomérico de dcido acilaminoglucurd-

e isopropilico-CH); 2,00 t
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7,74 s

4

nico): 5,59 d (X4): 5,72 s (4b): 6,05 & (X3);
6b): 6,27 + 8,5 (NH's aromdticos e peptidicos)

D) Tempo de retencgdo (Tr) de 1,30 relativamente ao compo-
nente 2 da Teicoplanina Az (Tr = 20,3 min), quando ana-

lizado por CLAP de fase inversa sob as seguintes condi-

¢cles:

coluna: Ultrasphere ODS (5 um) Altex (Beckman)
4,6 mm (d.i.)x250 mm

pre-coluna: Laboratdrios Brownlee RP 18 (5 um)

eluente A: CH,CN 10% f ajustado para
(2,5 g/1) NaH,PO,.H,0 90% ) pH 6,0
eluente B: CH,CN 70% .fajustado
(2,5 g/1) NaH,PO, .H,0 30% ) para pH 6,0

eluic8o: gradiente linear desde 5% a 60% de eluente B

B em eluente A, ao fim de 40 min
caudal: 1,8 ml/min
detector U.V.: 254 nm

padrdo interno: componente 2 de Teicoplamina A2

(Gruppo Lepetit S.p.A.)

E) Peso molecular de cerca de 1598 conforme determinado

por EM-FAB
F) funcdes &dcidas capazes de formar sais
G) funcdes amino capazes de formar sais

H) nenhuma unidade de manose ligada & metade do nicleo.




O factor B, da N-acilaminoglucuronil-

1
-aglicona do antibidtico A 40926 (na forma de ndo-sal de adi-

c30) tem as seguintes caracteristicas:

tem um peso molecular de cerca de 1568, confor-
me determinado por EM-FAB e tem praticamente as
mesmas caracteristicas fisico-quimicas referidas
anteriormente para o factor Bo da N-acilaminoglu-
curonil-aglicona do antibidtico A 40926, excepto
que tem um tripleto em 0,84 S ppm atribuivel ao
grupo metilo duma fung8o n-propilo no sistema de
RMN referido anteriormente e um tempo de retengdo
relativamente ao componente 2 da Teicoplaniné A2

de 1,32 no sistema referido anteriormente.

As seguintes "preparag¢des" sdo um exem-
plo das vias pelas quais o complexo da N-acilaminoglucuro-
nil-aglicona do antibidtico A 40926 e os seus factores po-

dem ser preparados:

Preparacgdo 1: B
Preparacdo do complexo AB da N-acilaminoglucuronil-

-aglicona do antibidtico A 40926

a) o complexo AB do antibidtico A 40926 (preparado essén-
cialmente pelo processo do Exemplo 3 da PE-A-177882)
(750 mg) & dissolvido em 150 ml duma mistura de dimetil-
sulfdxido (DMSO)/dcido cloridrico (HCl) a 37% (p/p),
9:1 (v/v) e a mistura reaccional é aquecida até cerca de
65°C.
0 curso da reacgdo é monitorizado por CLAP e, apds os ma-
teriais de partida terem reagido completamente (ao fim de
cerca de 5 horas), a reacclo é temperada com &agua fria
(600 ml) e o pH da mistura resultante é ajustado para

cerca de 7,5.




b)
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Esta mistura contem uma mistura dos compostos do titu-
lo que é separada nos seus dois maiores componentes por
cromatografia de afinidade, de acordo com o seguinte

procedimento:

A mistura aquosa obtida anteriormente (750 ml) é apli-
cada a uma coluna de cromatografia de Sepharose-D-Ala-
nil-D-Alanina, preparada como descrito na PE-A-177882

e na PE-A-122969, Exemplo 1-A) (100 ml de resina incha-
da em tamp8o de pH 7,5 de 10 mM TRIS.HCl; altura de ca-
mada de 10 cm).

NH,OH.HC1 0,05 M pH 7,5, contendo NaCl 2 M (200 ml)
(tamp3o B), é passado através da coluna; depois o agli-
con de A 40926 & removido selectivamente da coluna por
eluicdo com NH ,OH.HC1 0,05 M pH 9,5 contendo NaCl 2 M
(1500 ml) (tampdo C).

O complexo AB de agiicon de N-acilaminoglucuronilo é
ent80 eluido com amdnia aquosa 0,1 M (tampdo D). As
fraccB8es eluidas sdo entdo agrupadas segundo o seu con-
teddo antibidtico, o pH é ajustado para 7,5 e cada solu-
¢80 contendo antibidtico é cromatografada numa coluna de
Sefarose-D-Alanil-D-Alanina (100 ml de resina inchada

em tampdo de Tris.HCL 10 mM pH 7,5; altura de camada de
10 cm). Passa-se dgua destilada através da coluna até

se terem extraido por lavagem os sais inorgénicos. Os
antibidticos s30 entfo eluidos com amdéniaco aquoso 0,1N.
Estas fraccdes elufdas, agrupadas segundo o seu conteddo
antibidtico, sdo concentradas-para um volume pequeno sob
press3o reduzida por destilacB3o azeotrdpica com n-buta-
nol e liofilizadas, produzindo respectivamente 201 mg

de complexo AB da N-acilaminoglucuronil-aglicona e 236

mg da aglicona de A 40926.

Por repetic8o da mesma experiéncia descrita anteriormen-
te, mas utilizando uma mistura de DMSO/HCl a 37% 95:5, a

cerca de 4OOC, durante cerca de 5 dias, a produgdo do

7

complexo AB de aglicon de N-acilaminoglucuronilo aumen-




ta em cerca de 15%, enquanto que a producdo da aglico-

na de A 40926 é reduzida na mesma medida.

Por repeticdo destas experiéncias a partir do complexo
antibidtico A 40926, factor A do antibidtico A 40926,
factor B do antibidtico A 40926, factor Bo do antibid-
tico A 40926, factor B; do antibidtico A 40926, factor
PA do antibidtico A 40926 e factor PB do antibidtico
A 40926, obtém-se prdticamente os mesmos resultados
(i.e. os rendimentos variam dentro dum intervalo de
+ 5%). Em particular, se se partir do factor A ou fac-
tor PA do antibidtico A 40926, o produto que é obtido
& o factor A da N-acilaminoglucuronil-aglicona do anti-
bidtico A 40926, se se partir do factor PBo' ou do fac-
tor B_, do antibidtico A 40926 o produto obtido é o
factor BO da N-acilaminoglucuronil-aglicona do antibid-
tico A 40926, se se partir do factor B ou PB do antibidtico
A 40926 o produto obtido é o factor B da N-acilamino-
glucuronil-aglicona do antibidtico A 40926, o qual pode
ser por sua vez separado no factor BO e Bl' e se se
partir do factor B; do antibidtico A 40926 obtém-se o
factor Bl de N-acilaminoglucuronil-aglicona do antibid-
tico A 40926.

Preparacdo 2
Separacdo dos factores A, BO e By da N-acilaminoglu-

curonil-aglicona do antibidtico A 40926

20 mg do complexo AB da N-acilaminoglu-
curonil-aglicona do antibidtico A 40926 sdo dissolvidos em
1 ml de tampdo fosfato de sédio 18 mM pH 6,0 contendo 10%
de acetonitrilo. A solucdo foi injectada numa coluna prepa-
rativa de CLAP (7 mm dix250 mm), silica gel silaniada
Lichrosorb RP 18 (Merck Co.) com uma dimens8o de particula

de 7 micrdmetros.




A coluna é eluida com um caudal de
5 ml/min de fase A e B com um gradiente linear desde 10%

até 55% de fase A em 55 min.

Fase A: fosfato de sédio 18 mM/CH3/CN 30/70 tra-
zido para pH 6,0 com NaOH.

Fase B: fosfato de sdédio 18 mM/CH3/CN 90/10 tra-
zido para pH 6,0 como NaOH.

A absorcio de UV dos .eluatos da colu-
na a 254 nm &€ registada e as fracg¢des de eluigdo com conted-
do homogéneo sdo recolhidaé, separando-se trés grupos de
eluidos contendo respectivamente os factores A, B_ e Bi da

N-acilaminoglucuronil-aglicona do antibidtico A 40926.

Os eluidos contendo os factores puri-
ficados da N-acilaminoglucuronil-aglicona do antibidtico
A 40926 das 11 subsequentes operacgles cromatogrdficas sdo
reunidas e dessalificadas de forma normal por carregamento
com os mesmos duma coluna de 5 ml de sefarose-D-Ala-D-Ala
inchada (ver anteriormente). Apds remocgdo dos sais com 10 ml
de HC1 1 mM seguida por 5x10 ml de &gua destilada, o antibié-
tico é eluido com 5x10 ml de amoniaco aquoso a 1% p/v. Os
eluidos de amonfaco s8o entdo recolhidos separadamente e se-
cos por congelamento, produzindo-se 15 mg do factor A da N-
-acilaminoglucuronil-aglicona do antibiético A 40926, 51 mg
do factor Bé da N-acilaminoglucuronil-aglicona do antibid-
tico A 40926 e 3 mg do factor Bl da N-acilaminoglucuronil-
-aglicona do antibidtico A 40926, cujos dados fisico-quimi-

cos e formula quimica s8o apresentados atrds na descricdo.

Os exemplos seguintes ilustram adicio-
nalmente o invento e, como tal, nd3o devem ser entendidos co-

mo limitadores do seu 8mbito.
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Exemplo 1:
Fermentac8o de Actinoplanes teichomyceticus

Uma amostra duma cultura de reserva

’

congelada de Actinoplanes teichomyceticus ATCC 31121 € uti-

tilizada para inocular 100 ml de meio vegetativo com a se-

guinte composicgdo:

Glucose 10 ¢
Peptona . 49
Extracto de levedura 4 g
MgSO,, 0,5g
KH,PO,, 2 g
KZHPO4 4 g
Kgua desionizada 1000 g

100 ml do meio inoculado sdoincubados
durante 48 horas num frasco Erlenmeyer de 500 ml a 28°¢
num agitador rotativo; Utilizando-se 200 ml desta cultura
para inocular 4 1 do meio de fermentagdo com a seguinte com-

posicédo:

Peptona g
Extracto de levedura g
Farinha de soja 10 g
Extracto de malte 4 g
Glucose 5gqg
NacCl 2,5 g
CaCo3 5¢g
Agua desionizada 1000 g

O meio inoculado é fermentado a cerca
de 28°C sob 0,5 v/v/min dum fluxo de ar esterilizado a

cerca de 900 rpm durante cerca de 48 horas.

A Actinoplanes teichomyceticus ATCC

53649 pode ser utilizada em vez de Actinoplanes teichomyce-




ticus ATCC 31121.

Exemplo 2:
Fermentacdo de Actinoplanes missouriensis ATCC 23342

Um tubo liofilizado contendo a estir-

’

pe Actinoplanes missouriensis ATCC 23342 ¢ aberto e trans-

ferido assepticamente para um plano inclinado de agar de
farinha de aveia. Apds um periodo de incubagdo de 12 dias a
28°C, a cultura é suspensa em dgua destilada e inoculada em
10 frascos Erlenmeyer, contendo cada um 100 ml de meio com

a seguinte composigdo:

Extracto de levedura 2 g
Farinha de soja 8 g
Dextrose 20 g
NaCl 1g
CaCO3 4 g
HZO 1000 g

0 meio inoculado € incubado durante 48 horas a 30°C num agi-

tador rotativo a 200 rpm.

Pode-se utilizar Actinoplanes mis-
souriensis NRRL 15646, NRRL 15647, ATCC 31683, ATCC 31682,

ATCC 32680, ou uma sua misfura, em vez de Actinoplanes mis-

souriensis ATCC 23342, em qualquer proporcdo.

Exemplo 3:
Fermentac8o de Actinoplanes NRRL 3884

Um tubo liofilizado contendo a estir-

’

pe Actinoplanes NRRL 3884 é aberto e transferido asseptica-

mente para um plano inclinado de agar de farinha de aveia.
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Apds 12 dias de incubacgdo a 280C, a cultura é suspensa em
dgua destilada e inoculada em 10 frascos Erlenmeyer, conten-

do cada um 100 ml de meio com a seguinte composigdo

Extracto de levedura g
Farinha de soja 8 g
Dextrose ] 20 g
NaCl . lg
CaCO3 4 g
H,0 1000 g

0 meio inoculado é incubado em 48 ho-

ras a 30°C num agitador rotativo a 200 rpm.

Exemplo 4

Preparacdo do antibidtico A 40926 de de-acilo

a) Biotransformacdo do complexo AB do

antibidtico A 40926

O complexo AB do antibidtico A 40926
(preparado essé@ncialmente como descrito na PE-A-177882) é
adicionado assepticamente & cultura de fermentagdo prepara-
da substéncialmente como descrito no Exemplo 1, 2 ou 3, 48
horas apdés o indculo. O processo de biotransformagdo é mo-
nitorizado por andlise de CLAP do caldo. Os antibidticos de
glicopeptideo s8o purificados em Sefarose-D-Alanil-D-alanina
(ver PE-A-122969) e s3o analisados de acordo com o seguinte
método de CLAP:
Coluna: Ultraesfera ODS (5 um) 4,6 mmx25 cm Altex (Beckman)

Pré-coluna: laboratdério Brownlee RP 18 (5 um)

Fase A: tampfo fosfato de sdédio 18 mM/CH3CN 98/2 (v/v)
levado para pH 6,0 com NaOH

Fase B: tampfo fosfato de sddio 187mM/CH3CN 30/70 (v/v)
levado para pH 6,0 com NaOH

Eluic8o: gradiente linear desde 5% a 65% de fase B enm 43 minutos
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Caudal: 1,8 ml/min
Detecclo: UV 254 nm

O tempo de retenc8o do antibidtico

A 40926 de de<acilo varia entre 8,3 e 9.

O tempo de colheita é fixado em cerca
de 196 horas apés a adig¢3o do complexo AB do antibidtico

A 40926 ao meio para Actinoplanes NRRL 3884, em cerca de

168 horas para Actinoplanes missouriensis ATCC 23342, ATCC
31683, ATCC 31682, ATCC 32680, NRRL 15646 e NRRL 15647 e
cerca de 192 horas para Actinoplanes téichomyceticus ATCC

31121 e ATCC 53649. A eficiéncia de desacilagdo é prdatica-

mente igual para qualquer das culturas anteriores.
b) Recolha e purificagdo

0 caldo colhido obtido dos frascos
Erlenmeyer em conjunto é levado para pH 9,5 com NaOH eé fil-
trado com um auxiliar de filtracgdo Hyflo-FloMa. 0 bolo de
filtragem & descarregado, ao mesmo tempo que o pH do filtra-
do transparente é ajustado para pH 7,5 com HCl. 10 M1 de
Sefarose-D-Alanil-D-Alanina inchada (ver atrds) s3o adiciona-
dos e esta mistura é agitada durante a noite a temperatura
ambiente. A resina é ent8o recolhida por filtrag8o e lavada
sequéncialmente sobre o filtro com 4x40 ml de tampdo TRIS.HCL
40 mM (pH 6,5) Z_Z—amino—Z—hidroxi—metil—l,3—proponodioé7 e
6x40 ml de dgua destilada. Entdo, uma mistura é eluida da
resina com 3x40 ml de NH,OH aquoso a 1% (p/v). Esta solucgdo
& arrefecida até cerca de 4°C e levada para pH 3,5 comHZSO4.
O precipitado é removido por centrifugacdo, enquanto que o
sobrenadante que mantém o antibidtico A 40926 biotranforma-
do numa solucdo (150 ml) é levado para pH 7,0 com NaOH e &
carregado numa coluna (did@metro 1 cm) contendo 25 ml de Se-
farose-D-Alanil-D-Alanina inchada em dgua destilada. A colu-

na é eluida sequéncialmente com 50 ml de &gua destilada e
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200 ml de etanol/dgua 1/9 (v/v). A substlncia antibidtica
do titulo é entdo elufda com 35 ml de NH,OH aquoso a 1%
(p/v). Esta soluglo é concentrada sob vdcuo e depois é seca
por congelamento produzindé 41-45 mg do antibidtico A 40926
de de-acilo. As caracteristicas fisico-quimicas sdo referi-

das atrds na descricio.

Repetindo-se o mesmo processo, mas
partindo-se do factor A do antibidtico A 40926 ou do factor
B ou Bo do antibidtico A 40926, obtem-se o mesmo composto

com producdes similares.

Exemplo 5
Preparac8o de aglicon de aminoglucuronilo do antibidtico

A 40926

Se se repetir o processo do exemplo 4,
partindo-se do complexo AB.de aglicon de N-acilaminoglucuro-
nilo do antibidtico A 40926, do factor A, factor B, factor
BO ou Bl de aglicon de N-acilaminoglucuronilo do antibidti-
co A 40926 (preparados da forma descrita anteriormente),
obtem-gse o aglicon de aminoglucuronilo do antibidtico A 40926,

que tem as caracteristicas referidas anteriormente na descri-

cdo.

Exemplo 6
Preparacdo do antibidtico A 40926 de de-acilo

Repetindo~se o processo do exemplo 4,
mas partindo-se do factor PA ou PB do antibidtico A 40926, ou
duma sua mistura em qualquer proporg¢do, e reduzindo para um
mfnimo a permanéncia da massa da reacgl8o em valores de pH bd-
sico, obtem-se o antibidtico A 40926 P de de-acilo, cujas

caracteristicas s3o como definidas anteriormente.
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REIVINDICACOES

la, - Processo para a preparagdo do

antibidtico desacil-A 40926 de fdérmula:

Cl OA
0
:l‘z
HO f b o 22 0 I
Ha H H
o) N NHCHJ
H N N
ox4 H 0;‘2 H X'.;
Chbc ct
s (o]
HO
HO OH

na qual

A representa um grupo acido 2-amino-2-desoxi-beta-D-glucopi-
ranosidurdnico e B representa hidrdgenio, alfa-D-manopirano-
silo ou 6-~acetil-alfa-D-manopiranosilo, e dos seus sais de
adic80, caracterizado por compreender o tratamento dum com-

posto de fdérmula:
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(B

na qual A representa um grupo acido 2—desoxi—2—(Cll—C12)acil—
amino-beta-D-glucopiranosidurdnico e B representa hidrogé-
nio, alfa-D-manosilo ou 6-acetil-alfa-D-manosilo, dum seu sal
de adig8o e/ou duma sua mistura em qualquer propor¢do,com

uma cultura de crescimento duma estirpe do género Actinopla-

nes.

2a, - Processo de acordo com a reivin-
dicac8o 1 caracterizado por a estirpe do género Actinoplanes

ser seleccionada entre Actinoplanes teichomyceticus ATCC

31121, Actinoplanes teichomyceticus ATCC 53649, Actinoplanes
NRRL 3884, Actinoplanes missouriensis ATCC 23342, Actinoplanes

missouriensis NRRL 15646, Actinoplanes missouriensis NRRL

15647, Actinoplanes missouriensis ATCC 31683, Actinoplanes

missouriensis ATCC 31682, Actinoplanes missouriensis ATCC

32680 e um mutante ou variante da mesma que retém a caacida-

de de desacilac8o da estirpe mae.
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32, - Processo de acordo com as rei-
vindicac8es 1 ou 2 caracterizado por se utilizar um micélio
lavado, um extracto ou concentrado livre de células em vez

duma cultura de crescimento do microorganismo de desacilagdo.

4a, - Processo de acordo com as rei-
vindicagdes 1, 2 ou 3 caracterizado por a temperatura de

reacgdo se situar entre 20°c e 40°c.

5a, - Processo de acordo com a rei-
vindicac8o 3 caracterizado por a temperatura de reacgdo se

situar entre 25°C e SOOC.

62, - Processo de acordo com a rei-
vindicac80 1 caracterizado por se preparar o antibidtico
desacil-A 40926, ou um seu sal de adicdo, com as seguintes
caracteristicas, na forma do n8o sal de adigdo:

A) espectro de absorcdo de ultravioletas com os seguintes

méximos de absorg¢do:

A max (nm)
a) HCL 0,1 M 282
b) tamp8o fosfato pH 6,0 281
c) tampdo fosfato pH 7,4 282,300 (bossa)
d) KOH 0,1 M 300

B) espectro de absorcl8o de infravermelhos com os seguintes
maximos de absorgdo em pasta Nujol ( N, cm"l):

3700-3100: 3000-2800 (nujol); 1650; 1590; 1505; 1460 (nujol);
1375 (nujol); 1300; 1230; 1210; 1150; 1060, 1030, 970, 810,

720 (nujol)

C) espectro de lH-RMN com os seguintes grupos de sinais (em

ppm) a 270 MHz registados em DMSO dg (hexadeutero-dimetilsul-




£4kido) /75 , ppm; m; (atribuicgBes) 7/

2,30, s (N-CHj); 2,49, s (DMSOdg); 2,7-3,8, m

(CH's de acgdcar); 2,79 m (22): 4,08 m (X6); 4,33 s

(X1); 4,37 d (X5); 4,37 d (X7); 4,86 m (X2); 5,08 s

(4f): 5,08 s (Z6); 5,27 s (protd3o anomérico de manose);
5,35 d (prot3o anomérico de dcido aminoglucurdnico); 5,61 d
(x4): 5,86 s (4b); 6,05, d (X3):; 7,73 s (6b); 6,45-8,49

(prot8es aromdticos e NH's peptidicos)

D) tempo de retencdo (Rt) de 0,34 relativamente & Vancomici-
na (Eli Lilly) Coluna: silica gel silanizada Ultrasphere

ODS (5 mm) 4,6 mmx25 cm Altex (Beckman) Eluig¢do isocrdtica
com tamp8o de fosfato de sddio 18 mM/CH3CN 92/8 (v/v)
Caudal: 1,8 ml/min

Detecc8o: UV 254 nm

Padr8o interno: Vanocmicina (Eli Lilly)

Rt 8,4 min

E) peso molecular de 1548 conforme determinado por espectro-

scopia BAR-EM,

7a&. - Processo de acordo com a rei-
vindicagdo 1 caracterizado por se preparar o aminoglucuro-
nil-aglicona do antibidtico A 40926, em que A é como defi-
nido para o composto de férmula I e 8 representa hidrogénio,

ou um seu sal de adicgdo.

828, - Processo de acordo com a rei-
vindicac8o 1 caracterizado por se preparar o antibidtico de-
sacil-A 40926

14

em que A é como definido para a férmula I
e B representa 6-acetil-alfa-D-manosilo, ou um seu sal de

adicgdo.

92, - Processo de acordo com a rei-
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vindicac8o 1 caracterizado por se preparar O antibidtico
desacil-A 40926, em que A é como definido para a férmula I

e B representa alfa-D-manosilo, ou um seu sal de adicédo.

10a. - Processo de acordo com a rei-
vindicacdo 1 caracterizado por se preparar o antibidtico
desacil-A 40926 a partir do complexo antibidtico A 40926,

factor A, B ou BO.

l1la, - Processo de acordo com a rei-
vindicag8o 1 caracterizado por se preparar o aminoglucuro-
nil-aglicona do antibidtico A 40926 a partir do complexo
de N-acilaminoglucuronil-aglicona do antibidtico A 40926,

factor A, B ou Bo'

128, - Processo para a preparagdo du-
ma composic8o farmacéutica, caracterizado por se incluir
na referida composicdo um composto produzido de acordo com
as reivindicagdes 1 a 10, em mistura com um veiculo farma-

céuticamente aceitdvel.
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132, - Método para a utilizagdo em
medicina de um composto de fdérmula I, nomeadamente como an-
timicrobiano, caracterizado por se aplicar o referido com-
posto, obtido de acordo com qualquer das reivindicacdes 1 a
11, a um paciente, numa gama de dosagem de 0,5 a 50 mg por

quilograma de peso corporal por dia.

Lisboa, 8 de Outubro de 1987
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J. PEREIRA DA CRUZ

Agents Clicial d2 Praprieduds Industrial
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ESPECTRO DE U.V. DO ANTIBIOTICO A 40926 DE DE-ACILO

FIG. 1
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