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MERCE & CO., INC.

"METODO PARA A PROCUCED DE UM DERIVADD OF EQUINDCSMDINA B, OTIL

COMO ANTIEIGTICO®

MEMORIA DESCRITIVA

Resumn

U presents invento diz respsito a um matodo para a

produszZo de um agente antibistico, através da cultura de Zalerion

arboricola.

tideo ciclico gue tem &

ho!

Tste antibistico & um 1ipopes

farmula (I):
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e apresenta uma intensa actividade contra os agentes patogénicos
1

humanos 2 com uma muito baika tovicidades em re acdo & mamiferos.



Nosspr

O pressnte invento diz respeito a um composto produzido

por fermentacic ou cultura do micreoorganisme Zalerion arboriceola

2 a matodos para uma produgXo aumentada do composto = sua utili-
zacdc como um agente anti-fungico e como um agente anti-pneume—
cystis.

DESCRICEO DO _INVENTO

8 presente reguerimento & dirigido & uma substEncia
préviamente ndc reconhecida que se verificou ser Gtil como  um
agente anti-fungico 2 como um agente anti-pneumocystis @ que &

produzida através de cultura de Zalerion arboricaola em condigoes

aersbicas. O requerimento & também dirigido a procescsos aperfei-
cosdos para a obteng¥o do composto 2 a um processo para a obten-—
#o do composto como o produto principal. O novo produto pode ser

representado pela farmula

NH“CH
ZC 2

(I
HO oH ©

0

compostn pode ssr denominado:



=
1-t4,53~dihidroxgi-N"-{18,1Z-dimetil~1-0x
Z-hidroviglutaminal)—56—(3

i-04,5-d hidroei-No (1,

12-dimetil-1-ox
—g—-i{Z-hidrosi~-L-glutamina)—-&—[3~
0 presente invento

uz; Eo

u

para pirod de composigdes
1)

farmula |

tetradeciliornitin

tambdm inclui métodos

enrigquecidas no

-hidroxi prolinalequinoccandina B.

que o esterecisdmero preferido sejas

~tetradecili-L-crnitinali-

—hidroxi-l-prolinasquinocandina B.

ap2rfeicoados

compasto com  a

+ para melhorar a taxa de produc3o do compasto e ainda

para produzir o composto como o praduto principal.

A estrutura do compos
d 2

s

t
caracteristicas espectrais.

determinada pela

analicse

jz dados do sspecitro de massa por impacto de electr3es
(Bl foram obtidos num espectrémetro de masea Finnigan—MAT 212 a
Fe =2Y. A an&lise por Cromatografiz Sasosa-— Mazsa

li
dos derivadoas do TMS (trimetilsi

spnctrograma de
ilo

Y dos hidrolisad

S

o
zzpectros de

dridos totais foi realizada no mesaso instrumento. Ds
massa por bombardeamento  atémico rapido  (FAB) foram registados
oum instruanento VYEIDU-253.

0 compusto IA tem o pesa molecular 1064 por  FEE-MS
fcbeervou (M+LidT a m/z 1871). GBC-MS do hidrolisado 4cido total
ApirEEentouw um egquivalente de cada um de entre treonina, 4-hidro-

“iprolina, Acido S—hidroxiqqunmsro.

zatuiradn.

Z-hidreoxiprelina,

e um dacido



DADOS DO ESFECTRO DE RMN

Composto 1

1

Ezpectro "H RMNY em CDLOD a 468 MHz & tal como indicado na Figursa

[
an
i1l

1'5 FM obtida em uD DD a 75 MHz em ppm  em

.

vios Quimicos de
relagc%o a TM5 a ppm  zero usandao um pico ﬂe zolvente a 49,6 ppm
c

-

Mo padrio internc: 11,6, 19,7, 20,2, 20,7, 7.8, 28,1, Ze,3e,

Ie,34, I@,b, 30,8, 31,19, 1,24, 32,9, 34,5, 34,8, I46,7., 38,1,
18,5, 39,4, 45,9, 47,0, 51,4, 55,4, 56,3, 57,1, SB,3, 62,5, 68,2,
69,8, 78,353, 72,588, 71,3, 73,9, 74,3, 75.8, 76,9, 116,2(2%),
129,624y, 1Z33,2, 158,35, 169,11, 172,55, 172,7. 172,9, 173,4,
174,5, 175,8, 177.Z2 ppm.

Baseadcs nestes e noutros dados, pensa-se que o Compos-—

ta I poszui, com considerdvel certerza, a sstrutura indicada.

0 compesto & um  =Alido branco soldvel em  solventec
organicos tais oma metanol, etanol, dimetilformamida, dimetil

c
sulférido, acetatc de etileo, etc.

0 compos=to deste invento possui propriedades ant-fdngi-
cas contra tanto fungos filamentcoses come leveduras. ¢ particu-
larmente Atil contra  organizmos que  Ccausam infecgdes micdticas
patogenicas tais como Candida aglbicans, Candids rugosa, Candida
parapsilosis etc, =m relagdo aos quais n3o apenas & apressntada

I

1 N
zlevada actividade mas tambdm actividade co sistentemente =levada

.

am raélagfo a um exiensa painel de =sti

Ll

4]

n
rpEs de organismos.

Alem disso, diferentemente de um certo numere  de
4..

te
~fungicos, tais como a anfotericina B, S quUals



.

zrtos outros fungos

c
patogé@nicos, s3e limitados na sua wtilidade devide a efeitos

secunddirios inconvenientes &  psrigoscs, o8 agentes do precsente
invente sHo nZEo apernas  agentes anti-fungicos muito eficaces mas
= aiment - almente livres

& lise dos glébulas vErmelinos sanguinegs, uma  reaccdo
spcunddria potencialmente atal acompanha muitose compostos em

Zes proximas da dose terapgutica e esta proprisdade tem
limitado a aplicacdc destes compostos como medicamentos. Fensa-—-se
gue a conposto com a foérmula (1) reguere uma concentracqo muito
superior 4 da wutilizacdc terapféutica antes de ccorrer a lise dos

glébulos vermelhos sanguinecs.

0 compeostoe & também anti-fdngicamente eficaz contra
fungos filamentosos incluindo a espécie Sspsrgillius, & espécie
Fenicillium, espécie Fusarium, & espdcie Alternaria, a espécie

Haurosp:

Alem disso, o composto & também Gtil  como um  agente

para o tratamento de Poesupocysiis carinii, o agente causador de

uma pneuncnia de particular gravidade ara os doentes com defi-
CILEnCia imunitaria tais como os gque  adguiriram o sindroma  de

imuno deficigncia, (SIDA).

3 compostc do presente invento & convenientemente

produzido fazendo crescer uma cultwra de Zalericon arboricola,
identificada como MF 5171 na colecgdo de cultwras da Merck, que

@ encontra depositada de acordo com o Tratado de Budapest

i}
pu
!;Ln

Colecgdo de Culturas da American Type Culture Collection em 123¢1

Farklawn Drive, Rockville, MD ZOBZZ e que tem o numerc de acesso
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Embora a produgio dos novos compostos seja discutida
anul a s2gulir principalments: no que se  refere a2 uma ecstirpe

sspecitica, &TCE 20848, todas as estirpes do

g
arboricela 2 mutantes 8o contemplados no &mbite deste invento.

Comntudo, um mutants particular identificado na Colescgdo
de Culturas Merck como MF-5404 e acescsivel a partirc da American

Type Cultuwre Collection como Z. arboricola ATCC 20957 & particu-

larmente dtil na producde de Composto 1. A utilizacdo deste
mutante na produgdo do Composto I & também Jdescrita agui a

sequir.,

A gdescrigdo das coldénias 2 da morfologia de ATCC 28BS

2 de ATCC 209537 & indicada a seguir:

g (Difco) a 26°C

1]

Colanias en agar de batata-dewtro

-~y

cendo lentamente, atingindo um didmetro de £-12 mm  numa

n
5
n

zemana. Colénias maduras (3-4 semanas) em  esfregaco de agar de
batata-dextrose, com hifas submersas e adreas, superficie peluda,
lamosa, ouw furnicoless, baga & moderadamente brilhante, formando

colaonias elevadas, densamente compactas., com uma textura substro-

matica devida a densa formeg3s de conidiazm. C3r das colénias
castanho-azeitona claro, aseitona, castanho acseitona = finalmente

t
preto azsitona, Isabella Color, Sayal Brown, Tawny-olive, Saccar-—
do s Umbzr, Sepia, Brownish Olive, Raw Umber, Dark Olive, Oliva-

cepus Hlack (nomes de cor

l"l

== obtidae a partir de F. Ridoway. 1212.

Lolor Standards and  Momenclatwre, Washington, D.C.). As mesmas

cores no reverso das  colénias. Gdores, exsudados e piamentos
zoltvelis ausentes.

Hifas {em 3% KOH) castanho amarelado clarc a castanho
azeitona, septadas, ramificadas, freguentemente com lohaos  late-—

raiz ou terminais, com 1-7 um de largura, com paredes delgadas =&
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s a ligeiraments incrus-

{1
il
il

i

&
o wErrugozas. As hifas agreas aderem fraguesntemente sntre
f d

=1 formando fesciculos. Cerdas 2 hifopo

Celulas conidicgénicas menobléasticas, espalhadas &
densas, integradas, terminais e intercalares, originando-se
dirsctamsnte dJe hifas n&o diferenciadas, em angulos rectos a
ligeiramente agudos. As conidiss gque s originam como  cadeias,
filamentos cw cordas  irregulares, desenvolvem—sz2  posteriormente
soly a8 forma de massas irregulares com  &-25 celulas. As células
conidixis individuails, com didmetro de Z-4& um, globosas, subglo-

bosas, ou ligeilramente irregulares & lobuladas, macias a finamen-

te wverrugosas, de cor castanho amarelado a castanho azeitona.

0 Composto 1 pode ser produzido por cultura de Zalerion
arboricola mun meic nuhtritivo  apropriado em condic3es descritas
agui a seguir e em seguida recuperando-o do meio de gprodugc3o por
extracgio do componente  activo a partir do meio de fermentacfo
com oum sclvente apropriado, concentrando a solucZo contendo o
componente desejado, 2 em  seguida submetendo o material concen-
trado a separagdo cromatografica a fim de separar o Composto I de

outros metabolitos também presentes.

0 Composto X que & o tema do requerimento  copendente

1

SeM. 352 547, registado 2m 7 de Junho, 1927 gue & uma continuago
de S.M. 10T 795 registado 2m 10 de Outubro, 1

87, agura abkandona-
do, & agui denominado como  10(4R,ER)-4,S-dihidroxi-N-(1@,12-di-
mEtil-l-oxo-tetradecil)~L-ornitinal-5—{treo-3-hidroxi~-L-glutami-

nareqguinocandina B também produzida pelo organiemo.
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HO OH (X

fAssim, a fim de favorecer a produgZo do Composto I, o
mei1o nutritive £ modificado ou utiliza-se um método de csinteze
directa ou mais especialmente utiliza-se o mutante ATCC 28957 tal

Zomo & agui a seéuir descrito.
FRODUGAD

A produco do composto do presente  invento pode  ser
realizada por qualquer um de entre vadriocs métodos. Um método &
dirigido & biossintzse, realizada substituindo no meio de fermen-

tag¥o, um amino &cido andlogn n%o normalmente presente nesse meio

rn
i

mo & fonte principal de azoto. Verificocu-se gue a incorporag®o
cle smino acidos ndEo naturais aqui a seguir referidos como "incor—
poragao de analogos" ou "sintese dirigida" aumenta a formacdo de
Composto I no mein de  fermentac3o e constitui um aspecta do
prezente invento. NMNessa sintese dirigida, o amino 4&cido n3o

natural turna-se na fonte principal de azoto. Um dos amino dcidos

mais =ficazses para a direcg®o da sintese @ I,4—dehidroprolina.
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Outros amino acidos dieils incluem L-prolina e &cido L-azstidina-

—-.--—C;H tll__ 1‘]'i$""l.

Duarndgo g2 utiliza a incorporag&o de andlogo, o mei

[
w}

pode s2r um meio de outro modo convencional. Assim, como fontes

S
zoto podem sxistir para além dos amino acidos nZEo naturais,
1

de =
fontes complexas gue Tornecem azoto sobh a forma de  hidrolisados
de levedura, auvtolisados de levedura, =2tc. Beralmsnte, as  fontes

de carbono incluem glicerol, agucares, amidos & outros hidratos
de carbono, ou derivados de hidrato de carbono tails como dextran,

lose, assim como agentes nutritivos complexos tais  como
farinha de aveia, Tarinha de milho, milho-middo., trigo, etc. A&
guantidade exacta de fonte de carbono que & utilizada no meio
dependerd, em parteg, dg owilrops ingra2dientes no meioc, mas  verifi-
ca-se habitualmente gue uma guantidade de hidrato de carbono
gentre 2,2 8 40 por cento =m pesoc  do meio & zatisfatdria. Estas
fontes de carbono podem ser  usadas individualmente ou podem ser

combinadas vé&rias fontes de carhono no mesmo meio

5 sals inorgdnicos de  agentes nutritivos, que
radocs nos meios de cultura snecontram—-se os  sais

d
de proporcionar sadio, potéssio, magnésio,
1
t

c&lcio, fosfato, sulfato, clorstoc, carbonato, B iZes atins. S3o
tambem incluidos metals vestigiasis tais come cobalto, mangangsic,

Qs gue S8 ceguems:



de Milho
Agqua de Unto

Glicima

THoFO
l.HEI_4
Agua Deestilada

pH=7 ., & Fr& Estaril
Meio I1

Cerslose

Farmamediak

B3 lLactato

HH?PD4

Elementos Vestigiais
Agua Destilada

pH 7,0

1.660

)

-
LS

-~
al oy of

2,0
15,0
10,0

106a,0
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Elementos Vestigiais

For litro de HC1 9,6N

Fes0,.7H.0 ' 1,0

a
F:1 =
Mrs, . 4H.-.0 1,e a
JClﬁ.EHﬁﬂ G,020 g
Caci 0,1 o
HLBO, G054 g
(MM, MO_D., -4H O @,01%9 g
In=0, 7H O B, a

¥ Fharmamedia & um meic nutritive co mercializado, cuio componente

prinzipal # proteina globular r¥o hidrolisada derivada das
semantes do algodic cobtida a partir de Traders Frotein, EBuckevye

Cellulose Corporation, Memphis, Tenn. I81aa.

0 composto 1 pode ser produzide pele método de  “incor-—
poracz®¥o andloga" de um modo mais ou menos como oo SEBQUE:T Wb
recipiente congelado de Zalericn arboriceola cultura ATCD T0BAS &
inocuwlado num meio de sementeira apropriado com pH variando entre

s e 8,1, sptimamente entre & 7.3, & feito crescer de T a 3o

e
de preferéncia de 2 a 5 di

R
'vl
]
i
gt
£

as, a tempsraturas variando entre
13%C e Z&°C, de prefer@ncia 25-26°C com ou  sem agitacdo. A

tazdo, guaendo utilizada, pode ir até 400 rpm. de prefergncia

200 2 ZZ0 rpm. Ouando o crescimento e torna abundante, a cultura

& usada para inocular o meio a s=er modificado por  incorporacio
analoga & a ser cultivado para a producio do sequndo metabolito.

0 analogo & adiciconado cimco dias aApés O crescimento se
ter

estabeliecido numa quantidade que proporcione uma concentracXo

final de 3-8 mg/ml.



A fermentacdo & realizada dwrante um minimo de 14 dias

,.' »,

a ZE-ZATD com agitacdeo a ZZ0 rpm.

im deste periodo, & extraida a totatlidade do caldo
com um volume igual de um solvente tal como cetona metil etilica.
OQuitros solventes apropriados incluem acetato de stilo e acetona.

=5
2 entic removido scb prescedo reduzida para e obter um

0 sclvente
residuc gus pode ser solubilizado com um volume aonntecido  de

metancl, seco e ensaiade por HRFLD, sendo o restante material

submetido a processos de isclamento

Ouando ndo se utiliz a sintese directa como um método

para z produsdo, podem ser utilizados materiais comnvencionais.

-
a
(a

Assim, C

]

Jyila ntes de azoto podem ser utilizados =ais

de amdnio, amino  acid

2 tais como glicina, arginina, trecnina,
ma2tionina, etc. assim como agesntes nutritives complexos tais como
hidrolisados de leveduwra, autoclisados de levedura, células de

levedura, pasta de tomate, farinha de soia, hidrclisados de

caszeina, sxtractos de  levedura, licores saturados de milho,
destiladores soluavelis, farinha de sementes de algodio extracto
de carne, etc. As varias fontes de azoto podem s=r usadas  isola-
damente ou em combinacdo em quantidades variando entre @,2 e 16

por cento =m pEE0 40 meio.

Como formtes de carbono, podem ser wtiliradeos materiais
pireviamente detalhados, esbora sejam  preferidas Composigses
centendo glicerol  ou manitol. 0 Meic 1, préviamente descrito,
ilustira um meio contendeo glicerol. Os wmeics que se Seguem ,
dezignados por REE e RBEIZ® sHo ilustrativos deos meins contendo
itols:

'1,

‘...
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MEID RG2 MEIOQO RG120

por por

litro litro
Manitel 44 q Manitaol 71 g
Licor Saturado Milho 4 g Licor Saturado Milho 4 g
Agua d= Unto 4 g Agua de Unto 4 q
Fectina ig g Pectina 16 g
EH2P64 2 g HHEF'G4 2 q
Fazta de Tomate 4 q Fasta de Tomate 4 g
Lezite Feptonizado 4 g Leite Peptonizado 4 g
Glicinas 2 g Glicins 2 q
Farinha d= Amendoim 4 g Farinha d= Amendoim 4 g
pH ajustado para 7,0 pH ajustado para 7,0

Alam diszo, foi descoberto gque pela utilizac%o de
certos m2ics contendo manitol, a producdHoc  do produte  desejadc
pode s=i- aumsntada. A produgXo aumentada pode-se manifestar no
aumento de producdc do Composto 1 em relac3eo ao Composto 4 ou

numa maiz rapida formac¥c de todos os meilabolitos.

A taxa de produc3c pode ser aumentada varias vere

pela
utilizeg®o de manitol numa guantidade de peloc menos 4 por  cento
Zm pesc num melo com cuidadose controle do pH a cerca de 2,9 em
gue a fonte de aroto & casesina hidrolisada & basze de azoto  da
levedura. Fara a manutencdo do controle do pH critico, & impor-
presenga de um tampFo contenda fésforo, de  pre

fozfato de potdssic monbobdsico. Representativos de meios liqui-

oS apiropriados €30 os designados TG162 = TGies.
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MEID TE102 MEID TG193
por litro por litro
D-Manmitol 48 g D-Manitol 48 g
Bacto-Feptona 33 a MZ-fAmina(tipo ETX I3
Extracto de 1@ g Extracto de 16
Bacteo-Levedura Fidco-lLevedura
(NHq)QS 4 S (NH4)2504 S5 a
. o - .
LHEPL4 3 !..HEFD4 ? g
sem ajustamento pH zem ajustamento pH

¥ Hidrolisado de caseins,
Humko-Sheffield, Memphis,
Ternn.

Além disso, certos meios contendo manitol, favorecem a
produc®c do Composto I do presente invento em relacdc aoc Composto
X gue & normalmente o principal produto na cultura de Zalerion
arboricola. Fela wtilizacdo destes meics, verificou-s2 que o
rendimento do Composte I tinha aumentado significativamente.
Assim, um meia uz selia substancialmente neutro e que contenha
D-manitol como fonte de cerbono, um hidrolisado de proteina  do
leite (leite peptonizado) como uma fonte complexa de  asoto,
glicina como amino &cido e tampZo, um tamp3o contendo fisforo e
de preferéncisa contendo  também dcido léctico, elementos  vesti-

lenos wvegetais seleccionados. dleos apreopriados s3Ho
A 1

» As variacBes (teie sHo =

I



D-manitol
HHZPD4
glicina

Leite pentonizado
ladctico
emeritos vestigiais

previamente detalhados)

Fara melhor

MEIO S=2

—-Manitol

H_ PO
ko !Fi4

Glicina

tes da composig¥Eo anterior
a

44

—
L1 I O B O

3

3 W

rendimento do composto,

devem

i3

T

gramas/litro

2o 1 G0

@,

=
R e
i-
-
L

G20

todos os  componsn-—

{abzaivo) & um meio preferido.

estar presentes. Assim, o meio
MEIO S6

D-maritol 4449
KHEF'D4 2
Glicina 2 g
Leite peptonizado 15 g
Acido lactico 2 g
Elementocs vestigiais 19 ml
(detalhados préviamente)

dlec de soia 1 g



Fara além dos meics ligquidos, podem ser utilizados os

mEios =5lidos. SEo representativos os OuE =B seEguam:
- - =

MEID S&LIDO FZe4

por frasco Base liguida
2560-ml por litro
Milho-mitdo 15 g Ardaming FHI% I o)
Base liquida 15 ml Tartrato de Sadio L.6 ¢
FESD4-7HED G,55 3
Glutamato Monossisdio L,6 o
Hlen de Milho H,6 ml

gem ajustamento gH

k¥ {autalisado de levedura fornecido potr Yeast Froducts

Inc., Clifton, New Jarssy)

MEIOD S&4L1DO F4-SF

por frasco Base liguida
259 ml por litro
Milho sstalads 15 g Ardamine PH .2 g
Base liguida 12 ml HHﬁPﬂq #,1 g
M95047H¢D 9,1 g
Tartrato de Sadin a,1 g
FESD4'7HED 2,81 g

sem ajustamento do pH
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Os meios anteriores gpodem  ser utilizados em fermanta-

ll

@ realizadas usando um processo padrio em que em primeiro

#lio vegetativo congelado de Zalerion arboricola (ATCC

o

SBBLEY & descongelado = usado para inocular um meic de zementeira
o gual & entZo incubado durante um pericdo minimo de I dias a fim
que servem comc  sementes na producHo  do

inlig
Composto I. 0 meio de sementeira pode ter a composic3o gue  se
e

Meip de Sementeira (Meio EF)

Licor saturado de milho S.@ g
Fasta de tomate 4.3 3
Farinha de aveia 19,6 g
Glucose 18,8 g
Elementos vestigiaisk 19,8 ml
AQus loadd ml

pH=4,8
¥ praviamente detalhado
Neste processo, uma seccHo inclinada de  um cultura
ke 5—;rv#qd de  ATCC 20888 2 inoculade num meio de sementeira
nutritivo liguido com pH  variando entre S e 2.1, dptimaments
entre & & 7,5 B os frascos s¥0 incubados com agitaci3o a tempera-
turas variando entre cerca de 15°C » cerca de IO"C, de preferén-—
Cia =ntrz 207 s 28°C. A agitac3o pode ir até 4@% rpm, de prefe-
rFEncia, cerca de 200 a 220 Fpm. A incubag®o & realizeda  durante

#rinds variando entre 2 8 I& dias, de prefer®ncia entre 2 e

o]
14 diss. Buando o crecscimento & abundante, uvsualmente entre 7 e

-

mn

dias, o cCrescimento pode ser  usado para inopcular o meic de
produgfo para a producio de Composto I. Contudo, de nmreferéncia,
: realizado um ssgundo estadio de fermentagio, inoculando com une

porcio do  crescimento da  cultura e utilizando ent¥o condigaes



semelhantes mas geralmente com um periode de incubac¥o encurtado
Cca de 1 a I dias. O rcresciments o entFo utilizado para

nocular o meio de producEoa.

0 m=ic  de produc®c de fermentasdo inoculado com o

1,

crescimentn da cultura & incubado durante 3

-

& I@ dias, usualmente
7 a2 14 dias, com ou sem agitagdo. & fermentac¥s pode ser realiza-—

da asrdbicamente a temperaturas variando entre cerca de 290 e

N
)
]

terca de Fara resultados cptimos, & mais Cconveniente

In
T+
o
i

realizar ec fermentacSes a uma temperatura wvariando entre

cerca de Z24°C = cerca de IO°C. As temperaturas de cerca de
247-28%C <¥o as mais preferidas. 0 pH do meio nutritivo apropria-
do para a producin destes tompostos pode  variar sntre cerca  de
.0 2 2,5 com  uma variag¥o preferida entre cercoe de 5,0 2 7,5,

l),l

Contudo, para uma produg®o  r&pida, o pH  deve ser mantids muito
proximo de cerca de 5,5. Apds o periodo apropriado para a produ-—
cE%c do composto ou compostos desejados, sste(s) dltimo(s) & (s&o)
recuperado{(s) do meio de fermentac%o  tal como & agui a eguir

oescrito com maicr detalhe.

Além do que foi  anteriormente referido, wn método
1

aperfeicoado para & produc3o do Composto 1 utiliza wn mutante

especifico de Zalericn arboricola na fermentacZo. g mutante
pepecifico foi obtido z2m primeirs lugar submetendo Z. arboricola
Rt T Yo

<2358 a um agente mutagénico e isclando as colonias produzidas.

snia  de zntre cerca de oito coldnias revelou ser
-~

[
-
p—
m
%
|:_.
j}
[
ey

GEo do Composto I como o componente principal.

Fara a produsio do mutante, pode ser utilizado qualguer
um dos  agentes  habitualmente utiliz ados  para  a producdon de
muatant=zs. As=im, podem ser  utiliz ados  radiacio uwitravioleta,

mutagenicse quimicos, ou agente de intercalac3o. Mutsgiénios



o

guimicos apropriados incluem N-nitroso-N-metiluretano e N-metil-
“N -nitro-N-nitrosoguanidina.

0 mutantse Z. arboricola util no presente invento foi
2 I. arboriceola  ATCC
o {(TRIS) &,2 M pH=7

idr
com N—ﬂitFDSD*N”mEtilUFEtanD, revestindo a suspens3o tratada com
b

DR

r
obtido tratando uma suspensio de esporos  d
29248 =m tamp¥Eo trisihid m K

23ar deg dextroze de atata e incubandoc a Ffim de desenvolver
=12

colanias, isalando em guida as cwolénias, transferindo as
colsdnias separadas para plancs inclinadosz de agar de dextrose de
batata = incubando durante 10 a 14 dias a 25°C a fim de se obter

culturas de mutantes ds Z. arboricsla, uma das guais foi identi-

-+
-
N
11}
a
it}
]

sperimentalmente como 727-9 = subsequentemente mantida
como MF S444 2 depositada na coleccio de cultura permansnte  da
American type Culture Collection sendo-lhe atribuido o numero de
a

ces=o ATCC Ze957.

0 mutante pode ser utilizado substancialmente do mesmo

3
U
L
C
¥n]

ug o microsrganismo  afim. Assim, a fermentacXo utilizando
ezte mutante pode ser realizada utilizande as condigdes anterio-
res de temperatura e de PH nos meiocs nutritivos anteriormente
inditadoi, de prefer&ncia num dos meics identificados coma S&,
TG162 ou TG163 durante um periodo de tempo apropriado até  cerca
de 30 dias. Depois da cultura ficar completa, o= preodutos =3

recolhidos e o Compaosto I & isclado.

RECOLHA E ISOLAMENTO

Apds producdEo  por cul tura utilizando um dos métodos
antericrmente descritos, o Composto 1 2 recolhido e isnlado dao

msid.



S’

Os pas

"
]

.(:]' -

i
1)

e

n
It
+
4]

podem variar atd um certo ponto
1

-
m
t

dependendn da rmeEn

70
t
n
it}

e

€ realizada num meic <=

"l

r

liguido, do solvente utilizado e do adsarvente ou combinacio de

adsorventes utilizadols),

Duando a fermentacio ¢ realizada num meio solido, o
primeiro passo pode ser realizado adicionando um solvente alcodé-
lico ao meia de ermentacdo, mistwrando completamsnte, = am
seguida filtrando, recupsrandoc e concentrando o filtrado de
alcool aguoso. O filtrado concertrado pode ser em primeiro lugar
extraido de nove cu lavadeo com um solvente hidrocarboneto alifa-
tico inferior tal como hexano ou outro alcano a fim de remover as
impurezas soldveis no alcanc. O filtrade lavado com alcano pode
=2 extraido ou dividido com um solvents Orgé&nico oxigenado n3Eo
miscivel com a dqua = a sclucEo resultante & concentrada, sendo

2ntdo colocada sobre uma coluna cromatografica durante pelo menos

um, geralmente vdrios passos de separacdo. Coclunas  apropriadas
sH%o gel de silica, gel de =silica g2 fase reversa 2 abszaorvente

i

dextranc “"Sephadex" LH-Z0 (Fharmacia).
Duando a fermentacZo & realizada num meio liguido, num
metodo, os =é4lidos miceliais =3 filtrados e recuperados do meio

de fermentagdo. Adiciona-ze alcool & massa micelial, e o s&lido
1

™
D]
[l
10

misturade completamente com o alcool, filtradeo, e o

(W
u}
1T+

& recolhido e concentrado. Num método alternativo, todo
do de fermentacidc pode ser extraido pela adicXoc de um velume
canol, de preferfncia metanol, e filtrado a fim de remover
A4S impurezas sdlidas. 0O extracte de alcancl € ent3o adsorvido

#sina "Diaion" HP-26 (copolimero estireno—divinilbenzenc,

il
u]
oo
3
in
-

a

subishi Chemical Industries, Ltd) e eluido com 1@0Y de alca-
l. FPodem tamb#m ser utilizados "Diaion SF-207 {(brominade) au
cutre copolimero estirenc—divinilbenzeno comercialmente dieponi-

vl ., Utiliza—-se Lm segundo pASs0O de diluiggofadsargao



HP-2@/2luigdo a fim de concentrar a amostra para separocées
cromatograficas. For vezes, pode ser desejivel um terceiro passo

de diluigdo/adsorg®o HP-26/eluigHo para reducl3o do volume.

0 solvente 1alcodlice a ser uwtilizade na extraccdo
inicial do agente activo a partir do meio nutritivo sslido ou a
partir da camada micelial pode ser qualquer um dos alceoois
inferiores tais como metanol, etanol, isopropanol, 2tc. & prefe-

trido o metancl.

S@ o agente activo for dividido entre a solugdo de
alcanaol ou metanol, ent3qo os solventes apropriados s¥o dsteres,
tais como acetato de stilo, acetato de isopropileo, acetato de

butilo, ou cetonas, tais como cetona metil etilica.

A separagio cromatogriéfica pode ser realizada utilirzan-
do cromatografia de coluna convencional com resina n@o—iénica ou
por cromatogratia  liguida de elevada performance utilizando
resina de fase reversa. As fraccBes contendo o Compasto I anti-
bidtico podem =ser detectadas pelo ensaio anti-fungico uwsando

Candida glbicans. Beralmente, s%o utilirados mais de um passn  de

separagdo cromatogriafica. Mum  processo  mais preferido, s3o
realizadas uma ou mais separac8es utilizando cromatograftia de
colura & uma separagdo final & realizada utilizando cromatograftia
liguida de elevade performance (HFLC) com resina de fase teversa
C

18"

Duando se utiliza cromatografia de coluna convencional
para separagdes cromatograficas, o gel de silica & o adsorvente
preferido. Usualmente utiliza-se mais de uma separacdo  cromato-
grafica. 0 gel de silica pode ser usado em todas as separacaes
embora se utilizem diferentes agentes de eluig%o. Contudo,

pode-se combinar vantajosamente com a utilirac¥o de um adsorvente
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diferente tal como o adsorvente dextranc vendido com o nome
comercial de "Sephadex" LH-2¢. Fodem também ssr utilirados outros
adsorventes tais como alumina, copolimeros estireno-divinilbenze-
no disponivelis comercialmente como “"Diaion" HF-20, HF-Io, HFE—-34&,
SF-207 e "Amberlite" XADL-2, XAD-4, XAD-1& (Rohm and Haas Co.).

Mo fraccicnamento e recuperagcZo do componente activo
por cromatografia sobre gel de silica, misturas éster/alcool  com
concentragdes progrsssivamente mais elevadas de alcool proporcio-
nam boas separacgoes. Verificou-se ser especialmente Gtil uma
mistura de acetatc de stilo e metancl. Estes podem ser utilizados
em sistemas isocrdticos de gradiente passo a passo ou de gradien-—
te continuo. Quando se2 utiliza um  adsorvente dextrano tal como
"Sephadex" LH-20¢0, pode-se utilizar um sistema solvente clorchi-
drocarboneto/hidrocarboneto/alcoocl. Verificou-se ser especialman-—

te atil uma mistura de cloreto de metilenashexano/metanol.

Ao realizar a separag®o por HFLC, =a solugao alcodslica
contendo material recuperadeo a partic de cromatografia convencio-
nal & concentrada 2 o residuo & dissolvido eam metanol/dgua na
mesma relacXo que foi encontrada na fase mével e colocado numa
coluﬁa envolvida com resina de fase reversa comercial ou  numa
coluna preenchida com gel de silica/resina de fase reversa C18
preparada tal como tem sido amplamente referido na bibliografia.
Alternativamente, a solugf%o alcosdlica pode ser diluida até 52 por
cento com 4gua e bombeada para a coluna. A coluna & operada
usando metanol/&gua (1:1 ou facultativamente outras relag3es) a

doe-2.000 psi o gue produz uma tava de fluxo de cerca de 20

ml/min. A separac3o & monitorizada a 219 nm.

As fracgZes s¥o ensaiadas quanto & sua actividade com

Candida albicans & HPLC; 0 produto & recuperado a partir de
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gualguer um dos processos cromatograficos combinando as  fraccles

activas de Landida albicans e concentrando sob pressd3n reduzida.

Guando a fermentagdo ¢ realizada usando o mutante, ATCC
20957, o processc de isolamentc & bdsicamente o mesme. Contudo,
com & eliminagdo de um certo numero de produtos mencs importantes
no processo usando o mutante, ¢ processc de isolamento que
utiliza processos cromatogridficos & grandemente simplificado & o
numerc de separacdes cromatogriaficas necessarias & arandemente

redusido.

Ac propriedades superiores do Composte 1 come um agente
terap&utico nao tratamento de infecc8Ses micdoticas podem ser
ilustradas com os resultados da concentracio fungicida minima

(MFC) am testes contra Candida albicans, Candida tropicalis e

Candida parapsileosis.

A actividade pode ser observada num ensaio de diluigcao
de microcaldo de cultura utilirzando como meio uma Rase de  Azoto
da Levedura (Difco) com 1% de deuxtrose (YMED). A0 realizar o
ensaio, o Composto I foi solubilizado em 10 por cento de dimetil
sulféxido (DM=0) e diluido até 2.548 pg/ml. 0= compostos foram
posteriormente diluidos até 256 pg/ml em YNBD. Forneceu-se ent3o
2,15 ml da suspensZs & primeira fila de uma placa com 924 reci-
pientes (contendo cada recipiente ©,15 ml de YNED) resultando
numa concentrag®o da droga de 128 pg/ml. Foram entX%o feitas
diluigces duas vezes a fim de se obter as concentragses finais da

droga variando entre 128 e 9,0& ug/ml.

fAs culturas de levedura, mantidas em agar de dextrose
Sabouraud foram tramsferidas para caldo de cultura YM {(Difco) e
incubadas durante a noite a 35°C com agitac¥o (250 rpm). Apds

incubagdo, cada rcultura foi diluida em agua estéril para
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proporcionar uma concentrago final de 1-5 » 167 unidades forma-—
doraz de coldnias {(CFUY/ml.

Microplacas com 96 recipientes foram inoculadas  usando
11C-2uea (Dynotech) gue fornece 1,5 pl por recipiente _prepor=
cionando um insdculo final por recipiente de 1,5-7,9 x 1@‘ célu-
1 1a

cas foram incubadas a I5°C durante 24 horas. a

10

n

A%. AS microap
concentracdes inibidoras minimas (MICs) foram registadas como  as
concentracdes mals baixas de droga que n3o apresentaram qualquer

crescimeEnto vizivel.

Apds registo da MIC, as placas foram agitadas a fim de
tornar a levar as células a suspens3o. Em seguida, amastras de
1,5 pl & partir dos recipientes na microplaca com 9é& recipientes
faoram transferidas para um Gnico tabuleiro de rec ipiente contendo
agar de dextrose Sabouwraud. O tabuleiros inoculadeos foram
incubados 24 horas a 28%C zendo ent¥%o avaliados. A MFC & defipida
coemo & concentracidc mais baixa da droga ndc apresentando qualquer

crescimento ouw mencs de 4 coldnias por mancha.

Concentrag8o Fungicida Minima

Estirpe de (pg/ml)
Fungo No. Composto 1

Candida albicans

MY 132E5 8,5

MY 1263 SE

MY 16%E 1,@

MY 175a 8,25
MY 1783 &,
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Candida tropicalis

MY ia1Z 2,8
Candida parapsilosis

MY 1eoe9 DL

MY 161G 8|,.9

-
i

re

n

vltados antericrzs servem de exemplo das proprie—
dades antimicdticas superiores e consistentes reveladas pelo

Composto I.

U composto apresenta um  valor potencial como uma

substituigdo para um agente anti-fungico conhecido o gual embora
eficaz como agente anti-flungico apresenta uma utilidade limitada

i
pelo facto de ter uwum efeito litics sobre os gléabulos vermslhos

fanguinecs com niveis de dosagem baixzos.

0 composzto & tambdm um agente anti-fungico de amplo
zepectro eficas contra muitas espécies de fungos, tantc fungos

filamentosos como leveduras.

0 composto & Gtil para a inibicH¥o ou para o alivic das

pelo Pneumocyetis carinii. Nessa utilizagdo, o Camposto

I & administradoc numa quantidade terapduticaments eficaz ou

C

inibidora a individuocs infectados ou a individuos com CoOMEIromlisso
t

aric susceptiveiz de serem infectados com Frneumocvstis

n
TS
il
P .
]
L

i o Composto I  para fins terapd®
anti-infeccionsocs pode ser demonstrada em estudos com ta

P

ratos com supressfo imunitaria.
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Hum sstudo representativo dez ratinbhos machos CIHAHe]
pesando Z2-Z4 g ceda, foram submetidos a supressHo imunitdria
pela adigfo de dexametasona & Agua para beber (8,8 mg/L) durante
ceis semanas a fim de induzir o desenvolvimento de infeccdes por
P. carinii. Fara favorecer a infecc3a os ratinhos foram  também
mantidcos com wuma dieta com baixe tear proteico. No inmicico  da
sétima semana os ratinhos foram divididos em dois Qrupos. Ambos
ce grupos continuaram a receber dexametacsona na Agua de bebsr e
dieta de haivo teor proteico duraents g restante tempo de estudo.
0= ratinhos do Grupe 1 feoram injectados idtraperitanealmente duas
vezes por dia com 9,5 ml de uma soluc¥o a 26% de DMSO  como

ntroleo do veiculeo., O ratinhos  do Grupo 11 foram injectados
intraparitonsalmente duas vezes por dia com 8,5 ml de Agua
esteéril contendo 90,0125 mg de Composto 1 (dissclvido em DMSO
sendo a concentragdo final de DMSD de 1%, dose real, &,5 mg/kg).

0 pericodo de tratamentoc durou duas semanas.

No fim do pericdo de htratamento (uma supressdo imunita-
riz num  tetal de oito semanas) os animais  foram sacrificados
sendo removido o tecido pulmonar. O tecido foi snt3o tratado a
fim de determinar o nimerc de quisteos 2] cada animal. 0 Compos—
to I reduziu o ndmero de quistos em  81% em comparacdo com 0=

animai de controlo.

l.ﬂ

As notavels propriedadess s%c utilizasdas  com mais

]

eficidcia quando o© compostoe & farmulado em novaes composiciées
Tarmac¥uticas com um  veiculo farmaceuticamente acertdvel de
acordo com técnicas de composic®o farmaciuticas convencionais.

5 rme —

RS NDVas composicfes contEm pelo menos uma guantidade

terapfutica anti-fdngica ou anti- prneumocystis em peso do composto
activo. Seralmentes, as composic3es contdm pelo menos i por cento

em pesc do Composto I. ComposicEes concentradas apropriada para
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diluig@es antes da utilizacdo podem conter 15 par cento
com algunas compeosic3es 99 por cento ocu mais em peso.
z o Com misturade intimam

posto I &
o

S usuais.

As composigies podem ser preparadas em  f

administracdo oral, parentérica, tdépica ou pulmonar (ina
administragio ora pode ser feita com preparagSes ling
salidas. Fara as preparacfss liguidas, o agente

formulado com veiculos ligquidos  tais como &dgua, glicois

Fara preparag3as sdlidas tais como  c&

agente terapfutica ¢ formulado com

amidos, aguc caolinp, celulose
fosfato de

wn agente de lubrificacio

c
2 de  s&adio, cadlcio,

Zo, lactose, geralmente

1
stearato de ca Juntamente com agentes de ligac3o,

2tc. Devido & zua facilidade d2  admin

-
os comprimidos e céapsulas representam a forma de dosa

ou mals e

Ao preparar

nte com gualguer

ormas de
3.-(\‘;?* al. A

uida it

teragfutico &

olepos,
psulas e
veiculos
etilica,
caelina,
tal como

agentes
istragXo,

gem

0 composto 1 pode  ser formulado em composigies  farma-—

c¥Futicas para injeccXo. Além dis €3, pode s=2r apresentado sob a
tforma de unidade de dosagem, em ampolas o em recipientes com
dos=ss miltiplas, & s necessario com a adic%o de um preservativo.
A% composicdes  inlectdvels podem apresentar  formas tais como
5 &5 emulzdes em veiculos oleozos ou AGUOSOS

de cloretc de sddic ou 5 por

ou podem ser alcool/

de f

solubilirzadas em

glicel e podem conter agentes

tais como  a suspensdo, estabilizag¥o e/ou d
Fodem ser adicionados agentes tamp3do assim como cutros
Altermativamente, os gredientes activos podem apresent

cento de
praopilens
ormul acHc
ispersio.
aditiveos,

ar—se sob
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forma de po para reconstituic8o com um veiculo apropriado antes

:1
da adminiztracic.

Az composicZss  podem ssr formuladas sob & forma  de
unidade de dosagem. A expressZo "forma de unidade de dossa agem" tal
como & usxda & apresentzc¥o detalhsda B onas reivindicacies
refere-se a unidades fisicamente descontinuas, contendo cada
unidade wmax guantidade prédeterminada  ce ingrediente activo
calculade para produzir o efeito terapfutico desejado em associa-—
cdo com o veiculo farmac®utico. Exemplos dessas formas de unidade
de dosagem s#o comprimidos, céapsulas, pilulas, pacotes de pa,
hastias, unidades medidas em ampolas ou em recipientes de doses
maltiplas, etc. Uma unidade de dasagem do presente invento pode
conter, dependendo da utilizacl3o de 35 a 2600 miligramaz ou mais

do componente droga.

Se a aplicagio for tépica, a droga deverid ser formulada

em cremes 2 unguentos convencionais tais como petrolatum, lanoli-
na anidra, alcool cetilico, creme cosmetico de limpeza, monps-—
tezarato de glicerilo, Adgua de rosas, etc. Usualmente prepara-se

umix =o0lucZo de creme & 1 ou 2 por cento que 2 aplicada & regifo a

s tratada.

Fara utilizagdo anti-prnewnocystiz, a administracifo por
inalagdo pode ser  particularmente dtil. Fara administrac®o por
lagdo, o Composto I pode ser  administrado sob a forms g uma
pulverizac®o de aeroscl a partir de embalagens ou nebulizadores
preszsurizados. Us compostos podem também zer admimistrados sch &
forma de pds gque podem ser  formulados e a compusic®o do pd  pode
sEr inalada com o auxilio de um dispositivo de inalago de pé por
nsuflagdo. 0 sistema de administracXo preferido para inalsac3o e
constituido por un  aerosol para inalag&n de dose medida {MDI),
=

que pode ser formulado como uma suspeEnsdo ou como uma solucdo do



Composto I em propulsores apropriados, tais como fluorocarbonetos

ou hidrocarbonetos.

Devido & dificil sclubilidade do composto em  veicules
liguidos farmaceuticamente aceitiveis e devido ao facto de ser
deseiavel tratar o pulmidc e os bronguics directamente, & adminis-—
2 asrosol constitul um método de administracH3oc preferido.

t em um método desejivel, especialmente quando a

323 possa ter espalhado para os ouvidos ou outras cavida-—

Fara aplicag%oc n¥o médica, o produto do presente
invento pode ser utilizado em camposic8es num veiculo inerte o
gus inclul diluentes sdlidos ou liguidos secos finamente dividi-
dos, agentes de sxtensHo, agentes de enchimento, condicionadores
g excipientes, incluindo vérias argilas, terra diatomicesa, talco,
etc., ou  dgua e varics liguidos orgdnicos tais como alcanois

inferigres, por exemple stanol = isopreopanol, ou qguercsene,

benzeno, teluenc 2 outras fraccles da destilagdo do petrdlen ou
suas misturas.

Ma pratica do invento, uma quantidade anti-fdngica das
composicdes pode ser aplicada directamente s  zonas  onde o

deseis obter o controle dos fungos.

mpplos que se seguem ilustram o irnvento mas  nAEo

=
=50 elaborados de modoe limitativ
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Exemplo 1

Fol utilizada na fermentag®o uma cultura congelada de

l’_u
ot

“iom arboricola MP-5171, ATCC Na. 20888, msntida na coleccXo

de zulturas da Merc-h.

Todo o plano inclinado de uma cultura congelada com 2,8
ml toi descongelado e transferido assépticamente para um frasco
com trés divisédrias de 250 mililitros contendo 46 mililitros de

Meio I (composigdo préviamente detalhada).

0 M=ic I, incculade com cultura, foi incubade a 26°C

durante cinco dias com agitac%o a 222 rpm a fim de z2 abter um

M

aldo maduro para sementeira,

Us caldos de cultuwra ssmeados foram  preparadosz de  um
mode semelhante a partir do Meic 11 da compeosic¥o tambeém prévia—
mente detalhados. As sementeiras do Meio [ e do Meio I foram
entda incculadas em 7,5 mililitros de Meio 1 e de Meico 1T,
raspectivaments, & um nivel de § por cento & incubadas a 26°C a
fim de estabelecer o crescimentoc. No fim decste pericdc, foram
adicionados os amino 4cidos que se =eguem aos tubos separados  de
cade meio: L-prolina, D-prolina, &cido L-azetidina-Z-carboxilico,
2 I,4-dihidro-L-prolina, e Composto ¥ como controlo. Os  tubos

-

foram incubados a Z6%C a 220 rpm durante 14 dias.

Mo fim deste pericdo o caldo em cada um dos tubos foi
diluido com um volume igual de metancl, sendo a mistura homegeni-—
zada & clarificada por filtracZo. & mistura de metanol foai
submetida a pressHo reduzida a fim de remover o metancl e recupe—
TRT UM resiouo o qual  foi entdo #traido duas vezes com 10

mililitros de ecetato de etilo. A solucHo de acetato de etilo foi

=2c& scbre sulfato de magrnésio.
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5 solugdes secas foram concen-

i'.l

Em ocperagdes ssparadas, ot
tradas aste & secwra e reconstituidas com ©,5 ml de metancl. Cada
z=olug3o resultante fol diluida 1:5, @ 1¢ pl da solugXo diluida
foram utilizedos num ensaic HFLC analitico sobre uma coluna de

orbax® ODS (DuFont) usando acetonitrilo/dgua 1:1 com Composto X
que tinha tempos de retencdc de B,38 wminutos (Meio 1) e 2,2%
minutos (Meio II) coms controlos. O tubo do Meio I ao gqual se
tinha adicionade L-prolina & 3,4-dehidro-L-prolina e o tuho  do
Mezio II z0 gual se tinha adicionado L-prolina, acido L-azetidine-
cartoxilico e 3.4-dehidro-L-prolina revelaram piceos de retengdoc
variando =ntre oz 7,39-7,48 minutos para além de um tempo de

retencdo de B,28-8,38 minuteas atribuivel ao Composta X.

0s ensaios de HRFLC bicautograficos foram também reali-
zados nas mesmas amostras de fermentaciZo de 10 pl que tinham sidco
usadas para HPFLC analitica. Foram usados 16 microlitros de
amostira por injecgdc farendo—-se  a eluicdo com acetonitrilo/dgua
(1:1) zom uma taxa de fluxo de 1 ml/min = 2060 microlitros/corte

com um  volume de vacuo de 1,5 mililitros. Qs fracgtes foram
recolhidas numa placa de microtitulac3o, com 96 recipientes. O
soclvente da HFLDC fol evaporado e adicioncu-se a cada recipiente
2,2 mililitros de caldoc de dextrose de batata que tinha sido

inoculado com Candida zlhicans MY-1087B e feito crescer durante Z4

horas. Actividade para além da  atribuivel ao Composto X foi
Fncontrada na amostra cbtida & particr do meio  ac qual se tinha
adicionado Z,4-dehidro~L-prolina na fraccdo, o que corresponde  a

um pice encontrado acs 7,57 minutos. Este pico corresponde  aos

7,39 & 7,48 minutos encontradaos na avaliacdo amalitica de HFLC.

Uma pequena quantidade do composto foi isclada a partir

da determinac¥o bicautogréfica por HFLC. O espectro de massa FAR
deste constituinte mence importante a partir da bicssintecse



‘-.-v"

RN}

revelou

ue o Composto

um iZo

Y

.

-
R

N\ -

molecular



—

—

Exemplo II

Fermentacdo

-

Os conteudos de um frasco congelado (aproximadamernite 2

mililitros) de cultura MF 5171 (Zalericon arboricola) foram

inoculados em 54 mililitros de meio de sementeira KF rum  frasco
de Erlenmeyer de 200 mililitres <sem divisdrias. A cultura foi
incubada a 23°C durante I dias a 220 rpm num agitador  reciproco.
Uma amostra da cultura (5 ml) foi incculada num frasco de Erlen-
meyerr sem divisdrias de 2 litros contendo 500 mililitros de meio
de sementeira KF e cultivada a Z5°C durante tr@s dias com agita-
cHo a 220 rpm.

No fim deste periodo de tris dias, & mililitrcs de
cultura foram inoculados em cada um dos cinco frascos de Erlen~
meyer sem divisdrias de Z litroz contendo S8 mililitros do  meic

-

de ssmenteira e cultivados a 25°C durante I dias a 276 rpm. Estes

frascos foram reunidos e inoculados num recipiente agitado de 75
litros contendo 5@ litros do meio de produc®o com a coamposicdEo
que S8 SegueE:s



Meio de ProducSo

Material

Licor daturado de milho

CoCl_ &H_O

éleehde ;igada de bacalhau
Fasta de tomate

Citrateo de Na

Glicerol

Folietilene glicol Zoon

w - TE, -
pache

Concentracdo (qg/L)

5,0
2,0
75,8

2,0 ol

pH = 7,8 antes da esterilizaci%o a 121°C durante 35 minutos.

A cultura foi

taxa de agitac¥o de Z66 rpm e um fluxo de ar de S

mantida durante

8 dias a 2Z5*C com  uma

=

litros/minuto.

Em seguida, o caldc de fermentacHe foi recolhido para isclamento.

Isclamento

0 caldo de cultura total

do lote de fermentacdc de

—

705

litros anterior fol filtrado = a masza mic@lial foi extraida  com

i litros de metancl. 0 extracte

diluido com 16 litros de &gua e

e eluidc com 186% de
mEtancl, com um  valor de 1.5048
120 mililitros.

O concentrado foi  diluids
metannl /&63% de dgua e adsorvido em

coluna foi lavada sucsssivamente com

de metanol foi filtrado

adsorvido para 1,2 litrocs de

metannl. 0 corte rico em

mililitros, foi concentrado ats

atd uma mistura de 4&% de
200 mililitros de HFE-20. A4

metancl/édgua (S0:56), RS,



onitrilo/agua (25:58), sendo ent3o os metabolitos eluidos
1

Setenta mililitros dos 406 mililitros do corte da
adeorcio em HF-Z0, rico em actividade biclégica, foi diluido até
Jes mililitros com  4Agua, filtrado e carregado com uma taxa de
fluxo de 18 ml/min para uma coluna de "Zorbax" 0ODS de BE milili-
tros qua tinha sido 2guilibrada com acetonitrilc/agua
(12,2/87,%7. A coluna fei eluida com uma  taxa de fluwo de 20
mililitros/minuto com  acetonitrilo/agua (4a/56), zeguindo-ze
acetonitrile/agua (50/5@). Os compostos foram eluidos com  aceto—
nitrilo/édgua S6/56. A coluna foi monitorizada par m2io de UV a

218 nm 2 os ensaics anti-fdngicos com Candida albicans MY—107 . ©

as avaliacBes por meio de HFLC analitica foram realizados nas

fracgtes. Tendo como hass  estas analises, certas fraccl8es foram

Uma ampstra das fraccl8es combinadas apds  concentracio
atéd A secuwra e avaliag3o por HFLC analitica revelou ser consti-

tuida gor uma mistura 1:1 de Composto X e de Composto 1.

A amostra anterior cujo teor ia até cerca de 7.3 mg de
Composte X e 7,5 mg de Composto 1 em Zy2 mililitros de metanol
foli diluida até 19 mililitros com agua e injectada numa coluna
"Dynamax"-&60 ABuM C1B 21,4 mn ID ¢ 5 cm (equipada com uma coluns
de vigia de & om {(Rainin Instrument Co.. Inc. Woburn, MAY) qQue
préviamente equilibrada com acetonitrilo/dgqua (L0740,
mistura foi entfo eluida com o mezmo elusnte acetonitrilo/agua
Ltraos/minuto & temperatura ambiente e foram reccolhidae
SHoEn Cada uma delas com 15 mililitros. Trinta minutos apas A

iniecgZo, fol iniciade um gradiente linear durante 49 minutos o

Faj
o
r.
Peomed.
I
[
3
it
3
IS
Ol
e

2 concentragdo de acetonitrilo de 46 por cento para

&3 por cento. As avaliacBes a 216 nm e a subsequente andlizs par
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Composto 1. A fraccio mediana cont ior parte do Composto

L

HFLC dos  certes  indicou gue existiam  triees fracgdes contendo
=

= a ma
I g a porgi¥o  mais pura foi concentrad

]
s
b}

a ate 3 secura e  foi
feita una determinac®o espectral da massa preliminar.

s espectros de massa por bombardeamento atémico ~&pido
litiado (FAR-MS) indicou um peso molecular de 1644, Oc espectros
de masca por cromatograma gasoso (GC-M5) do derivado trimetilei-
lilico (THME) do hidrolisado &cido total indicaram como comgponen—
tes principais a treonina, 4-hidroxiprolina, um produto de
oxidacdo do composto afim da ornitina, acido I~hidroxiglut@mico,
um Acida gordo C 2 I-hidroziprolina. Na base desta andlise, foi

14
proposta a estrutura do Composto I.

0 coemponente desta fracg®o foi ainda purificado dissol-
1

-

vendo & fracgZo em 33 pl de metanol, 100 p de dgua = 16 pl  de
acido triflucroacztizo (TFA) & cromatografando a solugX resul-
tante puma coluna de Dynamax-60 A& CI8 1o mm ID 25 cm que tinha
sido esquilibrada com S5% de ©,1% de TFA em dgua/43% de acetoni-
trilo. A eluig¥o com © mesmo sistema solvente a 4 ml/min &
temperatura ambiente levouw trés fraccBSes a  terem un pico de

Xo 21 nm. Duas das fracges foram evaporadas até & csecura

teadas por 1H RP . 1H RMN preliminar apoiou a férmula do

. - = SO
Uma amocstra purificada composto I tem ©F dados

do
=za préviamente detalhados de “H RMN da Figura

~&im de ma



EXEMPLO I11

Cinguenta mililitros de meic de cementeira KF  num
frasco de Erlenmeyer sem divisdrias foram inoculados com  frasco
congelado de Z arboricola e agitados a 220 rpm e 25°C durante 77
horas. Dois mililitros desta sementeira foram usados para inccu-
tar 3@ mililitreos de meio KEF e foram feitcs crescer durante 72

horas. 0 segundo estadio foi usado para inocular o meic  de

Buarenta mililitros de meio préviamente detalhado como

meio S-6 em frascos de Erlenmeyer sem divisdrias de 25¢ milili-
ros foram inoculados com 2 mililitros de =ementeira e os frascos
ram agitados a 22¢ rpm = Z5°C durante 14 dias. Reuniu-se  um
total de 125 frascos a fim de s= obter S litros do caldo de

cultura final.

0 caldo de cultura total foi filtrado sob vacuno atraves

de uma camada com 1 polegada de "Super-Cel” (Manville). NZo foi
detectada gualquer actividade ro rcaldo de cultura filtrado. A
massa micelial  fol extraida com 1 litro de metanol durante a
noits com agitzg¥o. O extracto de metano! foi ensaiado gquanto &

presenca de componentes biocactives usando um ensaio de difueXo em

disco com €. albicans MY 1028 e ensaioc com HFLT {(acetonitrilo/fos-

fato de potassio ©,01 M S6/50, pH 7.2) B conparando os resultados
com uma amostra obtida préviamente do Composto X como padrio. 0
extracto de metancl foi diluido até uma concentracEn ftinal de

mata

1ol aguozo & S¥ por cento B oadsorvido  numa coluna HRE-28 0 Qe
280 mililitros com uma taxa de fluxo de 26 ml/min. A coluna foi

lavada com tr¥s  volumes da coluna de metancl aquoso a S8 por

cento. A actividade foi eluida com  seis volumes da coluna de
meEtancl aguosc a 7% por cento. Os componentes dessjados foram as
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fraccdes aproprizdas com Composto I e Composto X foram combinados
litros.

A amostra contendo componsntes bicactivos foi diluida
com 1,7 litros de Agua para cbhter uma composigio metanol/Agua

TS B oa composic¥o foi  filtrada a fim  de remover particulas

irnsuliveis. Esta preparacZo foi entZ%o  adsorvida numa  coluna
"Iorkax" 9,05 de 38 mililitros (gpré-equilibrada com m=tanol/agua

sl

JUS0) a 2@ ml/min. A coluna foi eluida com acetonitrile/4gua
5 a 20 ml/min; foram colhidas fracc®es de vinte mililitros
apes um volume de vdcuo de IO mililitros. A cromatografia foi
menitorizada por mein de WY 219 nm, por meio de HMLC analitica
lhicans MY 1028).

az8 principalmente

a
2 por meio de bicensaioc  anti-fuangico (C.

T |m

Cartas fraccBes foram combinadas, tendo como
1=

Composto I e Composto X gue ia

HFLC amalitica; uma mistura d
atg 22 miligramas revelou con

de
ter 19,8 miligramas de Composto 1.



EXEMPLO IV

b= conteddeos de um frasco de micélio vegetativa conge-

lado de Zalsrion arboricola, ATCC 208468, foram descongelados e

usados para inocular 5S4 mililitros de meic de sementeira KF o
I foi entdo incubado durante T dias a 25°C a 2026 rpmo onum
agitador rotative com um lancamento de S centimetros a fim de

produzir uma cultura de ssmenteira.

ForcBes de dois mililitros de cultura de sementeira
faram inoculadas num  frasco de Erlenmeyer de 250 mililitros

contendo 26 mililitros de meioc TG10T e incubadas durante o dias a

25°C com agitagdo.

Ne fim deste pericde, o caldo de fermentacdo foi

lhido. Ao ser recolhido, a cultura liquida foi centrifugada a
fim de separar as células da cultura flutuante. As celulas foram
misturadas com uma porgio de 29 ml de metanocl e a extraccioc  foi
deirada continuar durante a noite A temperatura ambiente. Qs
sslidos foram removidos por centrifugacdo, @ o extracto metandli-
co fol entHo injectade numa coluna "Ultrasphere" (Eeckman Engi-
ring) de 5 p (4,8 mm % 25 cm) gue foi eluida isocrédticamente
etonitrile/agqua 4B/52 com uma taxa de fluxo de 0,75 ml/min.

8 efluente foi monitorizadoc a 210 nm, & foram recolhidas fracgBes

de 4,25 ml em placas de microtitulacdc com 96 recipientes. O
s=olvente foi removido a partir das placas in vacuo, e as placas

'l

foram ensaiadas quanto & biocatividade colocande em cada reci-

pisnte um sxtracto de levedura, peptona, caldo de dextrose (YEFRD)
= da composicXo que se seque:



g/litrao

Extracto de levedura Bacto 16
Feptona Bacto el
20

1828 & incubando

Candida albicans MY

noite a Z7°C. 0Os resultades revelaram a produgcdc  do

. 0 Composto X & também produzido.
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EXEMPLO V

Foram preparadeos frascos de 258 molilitros contendo  S4
mililitiros de Meio de sementeira KF (préviamente indicado) e
incculados a partir de um planc inclinadeo de agar de MFS4a4 7,
arboricola ATCC 20957 &  incubados a 259 durante quatro dias a

—
el

rem. Fel  usada uma  amostra de 260 mililitros para  inocular

ada um de guatro frascos de 2 litros contendo S6® ml de meio KF.
s frascos foram incubados a 25°C durante tr&s dias a 270 rpm. Os

conteddos dos frascas foram entfo reunidos para utilizaclqo como
um inéculo  para um fermentador de sementeira de 300 litros
contendo 182 litros de meio KF e 2 ml/litro de polipropilene
glicol P-2000 (Dow Chemical Ce.) adicicnados para reduzir a
formagdo de espuma. 0 fermentador da sementeira foi oparado
durante trgs dias a uma temperatura de Z25*C, um fluxo de ar de 90
litros/min, uma pfessgo de calibre ©,7 kg/cm2 » € uma velocidade
agHo de L88 rpm. Foi usada uma amostra de 75 litros para
inccular um fermentador de produc¥c de E90 litros contendo 475
litros ds Meio TG163 da Zomposicdo préviamente indicada mas  aos

quais tinh:

G

m sido adicionados Z ml/litro de polipropilene glicol
F-2000 & esterilizados a 120°C durante 25 minutos. A fermentacio
feil realizada durante cinco dias  a uma temperatura de 25°C, com

um fluxo de ar de 256 litros/minuto, uma pressXo de calibre .7

kg/om®, 8 uma velocitade do agitador de 15& rpm. Dsixpu~-se D PH
descer para um valor inicial de b8 a 5,5, sendo entfo mantido a
o T 9.4 usando MalH e HvﬁD - Apds cinco dias o caldo dos  dois

b
otes foi recolhido para isclamento do produto.

Setecentos e cinguenta litros de metanol foram adicio-

738 litros de caldc total de fermentag%o & a mistura foi
agitada durante 8 horas. O extracto do caldo de fermentacfo total

ol centrifugado & fim de  remover os s3lidos de  fTermentagio
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insocldveis e para proporcionar 1434 litros de prroduto flutuante

clarificado, cuic pH foi ajustado para pH 7.

Uma camada de 77 litros de "Diaion" SP-287  (Mi
Chemical Industries) foi preparada  lavando com metancl e pré-—
—equilibrando com metanol &gua SO:58  (Me 40H/H-0). O produto
flutuante clarificado foi ent3c cariregadoc  para  SP-207  numa
direccdo do fluxo para cima com uma taxa da camada fluidificada
de 5,7 litrgs por minuto. Apdss carregamenta, a coluna foi lavada
com 367 litros de metancol dgua &65:3% e eluida cam 454 litros de
metanocl a 166%.

U=z cortes GO-207 M2OR/H0/H 0 65:35 e 106Y% MelOH da
coluna 5P-207 foram combinados e ajustados até wuma composigdo de
MeOH/H.D 56:58 pela adicdo de H-O para proporcionar um corte rico
d= P45 litros. Este corte rico foi carregado numa coluna "Diaion"
HF-25 de 168 litros {(lavada com metanol e pre-equilibrada  com
MeOH/H_ D S8:56) com uma taxa de fluxo de 2-4 litros por minuto. A
resina foi entXo lavada com 547 litros de MelOH/H,0 45:235 e eluida

com 454 litros de 160% de MeOH.

0 corte de HF-Z@& rico em Compocsto I foi concentrado até
um volume de & litros, por meioc de uma primeira diluic%o com H.0
2 am seguida par adsorg¥o e eluicHo a partir de uma coluna HP-26
mals pequena (16 litros) de um modo semelhante a0 utilizado na

coluna HF-28 maior.

Dois litros (de um total de & litros) deo corte rico de
HF-2@ concentrado foram diluidos com 2 litras de agua e carrega-
dos num sicstema HFLC Freparative 5664 {(Tecneleogia de Separacdes)
equipado com uma coluna C18 de F.? litros (Amicon) pré—-lavada cam
Mellh & pré-equilibrada  com MEGHKHED S0:EG. A carga foi seguida
po S0 mililitros  de MeDH/HED @138 e eluida com uma taxa de

fluxe de Z12 ml/min com um gradiente linear a partir de MeOH/H,0
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cento de MeOH num periodo de tempo de &0 minutos.

analisadas por de HFLEC,

combinadas e

ate A sacura para proporcionarem aproximadamente 20

)

omposte 1 com 88 por cento de pureza.

Nawr'



Exemplo VI

A partir do concentrado de & litros do corte de HF-29
rico em Composto I wbtido tal como foi descrite no Exemplo Vi

foram retirados 9@ mililitros para purificaco.

A 900 mililitros adicionou-se um  volume igual de
matanol 2 adicionaram—se & solucio resultante 50 mililitros  de

agua, 500 mililitros de hexano e 900 mililitros de acetato de

[
\n

agitandoc—-se vigorosamente. Resultou uma eml=s3o0

Cpropi
=

1o
2pardvel , adicionando-se entZo 450 mililitros de metanol para

r..l
3
T

== ghter duas camadas. A camada inferior com 2,59 litros foi
adicionada a 0@ mililitros de hexano, 900 mililitras de acetato
de izopropilo & 499 mililitros de metancl & de novoe agitacio
vigarosa recuperando-se uma camada inferior de 3 litros. O passo
de separac®o fol realizado uma terceira vezr na camada inferior =

fim de gerar uma outra camada inferior de I litros.

Ao camada inferior final & partir das experiencias de
separagdo fol concentrada até & secura. 0 residuc (4 geramas) foi
adicionado & @ mililitros de uma mistura de CHEEIE/CHIOH/SZCHﬁ-
CO0OH (72,5/27,5/19) e em seguida foi dissolvido na camada infe-—
ricr. Esta solucdc foli cromatografada scbre 2 litros de gel de
silica (malha 238-4€8) a 56 ml/min usando O MmEsMO DHTCIT/CHonf~
SECHWCDBH (72,5/27,5/71@) (72,5/27,5/718) como a fasa movel pa;a s
chter Composto I de elevada pureza sgparado de componentes menos

importantess.,



-

Exemplo VII

& 36

.22 comprimidos prensados contendo cada um miligramas

~

de Composto I s@8o preparados a parti

Composta 1
Amido
Fosfato de cdlcio dibésico hidrico

Cstearato de c&lcio

Os ingredientes reduzidos a pd fino s
2 granulados com 19 por cento de pasta de amid

seCa e prencada em comprimidos.

da formulagdo que se segue:

Gramas

SG0
7o
PR IsTE]

-~ o
poarpe]

Zo bem misturados

0. A granulagio 2
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xemplo VIII

l.aoe capsulas de gelatina dura, contendo cada uma 219

miligramas de Composto IA s¥o  preparadas a partir da foarmulagEo

Composto Gramas
Composto 1 Ses
Amido 259
Lactose Toa
Talco 250
Estearato de c&lcio 16
g preparada uma mistura uniforme dos ingredientes por
mistura gue & usada para introduzir em capsulas de gelatina dura

xemplo IX

Um unguento apropriado para aplicacXo tapica pode ser
preparado dispersando intimamente 13 miligramas de Composto 1 em
1 grama de gel polietileno/hidrocarboneto comercialmente disponi-—

VvEL .
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Exemplo X

Uma suspensdo injectavel (IMY  pode ser preparada

Composto I

Celulose metilica
Twesn 30

Alconl benzilico
Cloreto de benzalcdnio

Agua

Composto I

Concentrade liquido de
Lecitina WNF
Triclorofluorometano

Diclorodifluorometano

mg/ml
16,6
oty 5]
9,5
.0
,@
até 1 ml
Exemplo XI
For Lata
24 mg
1.2 mg
4,025 g
12,15 g

como
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REIVINDICACHEES
12. - Métocdo para a producdo de um composto tendao a
farmula

NH ;f :H
fy—_ L on

0 (I
HO O©OH

caracterizado por compreender a cultura de Zalerion arboricols

Aaum meio nubritivo em gque esteja presente um amincacido nHEo

natural como fonte principal de azoto.

22. - Meéetodo para a producHo do composto da Reivindica-
¢do 1, caracterizadeo por compreender a cultura de Zalerion
arboricola ATCC 28848 num meio nutritivo snriguecido em manitaol

comn 2 principal fonte de carbone.

Z2. - Metodo para a produc3do do composto da Reivindi-

g

cagdo 1 com um rendimernto aumentado, caracterizade por  compreen—

der a cultura de Zalerion arboricola  num meio nutritivo aauoso

que contem:

(1) uma fonte de carbono compreendendo manitol,
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(2) uma fonte de aroto compresendendo um hidrolisado de proteina

do leite, e
(Z) um tampdc compreendendo glicina ou um fosfato inorgdnico.

42. - Método de acordo com a Reivindicac¥o 3, caracte-
rizado por o meio nutritivo utilizado conter também elemsntos

vestigiais e acido lactico.

S2. — Meétodo de acordo com a Reivindicag¥o 4, caracte-
rizado por o meio nutritivo utilizado conter, adicionalmente, um
&leo vegetal seleccionado de entre éleos de soja, amendoim ou

girassol.

632. - Método de acordo com gualguer uma das reivindica-

cées 1 a I, caracterizado por o composto preparadeo ser denominado
]

por 1-04,5-di-hidroxi-N"—(1¢,12-dimetil-l-cxotetradecil)~orniti—-

=

nal-S-{I-hidroxi-glutamina)-6~[Z~hidroxi-prolinalequinocandina E.

72. - Frocesso para a preparagZo de uma composicXo,
caracterizado por =& incluir na referida composico o composto
preparado de acordo com  qualquer uma das ReivindicacSes 1 a 4,

misturado com um veiculo farmaceuticamente arsitiavel.

82. - Frocesso de acordo com a Reivindicac¥o 7, carac—
terizado por s preparar uma composic¥o gue @ util para a  inibi-
t

&0 do crescimento dos fungos.

72. - Frocesso de acordo com a ReivindicacXo 8, carac-
terizado por se preparar uma composico que & util para o trata-

mento de Pnzumocystis carinii.
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192, - Método para a inibig¥o do crescimento dos
fungos, caracterizado por compreender a aplicagd3c & superficie
onde o seuw crescimento deva ser controlado de uma maneira eficaszs
contra os fungos do composto preparado de acordo com qualguer uma
das Reivindicag8es 1 a &, sendo a gama de dosagem eficaz de 5 a

16 mg por quilograma duas ve:res ac dia durante 4 dias.

113. - Método para o tratamento de ocu para a prevencdo
de infecgBes pelo Fneumocystis carinii em mamiferos, caracteriza—
do por compreender a administrac®o a mamiferos de uma quantidade
anti-infecciosa do composto preparado de acordo com qualguer uma
das ReivindicagBes 1 a &6, sendo a gama de dosagem eficaz de 1 a

19 mg por quilograma quatro veres ao dia.

128, - Frocesso para a preparagdo de um meioc nutritivo
til para a producHo de rendimentos aumentadeos do composto
preparado de acordo com gqualquer uma das Reivindicacdes 1 a 4,
caracterizado por se incluir no referido meio nutritive, em
gramas por litro de meio aquoso: D-manitol, 20-160; KH2P04’
33

@,3-3; glicina, 1-4; leite peptonizado, 2-20; Acido lactico, o~

zcluc¥o de elementeos vestigiais, ©-1% ml; e &leo vegetal, o-20.

138. - Meétodo para aumentar a taxa de producdo do
composto de formula (1), referida na reivindicag¢de 1, caracteri-

zado por compreender a cultura de Zalerion arboricola em meio

nutritive que contem manitol numa quantidade de pelc mencs 4 por

cento em peso & mantendo o pH a cerca de S,S.

142. - Processo para a preparacde de um meic nutritivo
til para aumentar a taxa de produgdo do composto com a férmula
I, referida na Reivindicagdc 1, caracterizado por se incluir, no

referido meio nutritivo, carbono assimilavel, azoto assimilavel e
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sal orgé&nico que contenha pelo menos 4 por cento em peso de

manitel e um tampo para manter o pH a cerca de 5,5.

158. - Método para produzivr um composto com a formula
(1) referida na Reivindicagc¥e 1, come o produte principal,
caracterizado por compreender a cultura de MF 5404 Zalerion
arboricola ATCT 20957 num meio nutritive contende fontes assimi-
laveis de carbona, azoto e sais inorginicos em condig8es aerdbi-
cas ate ser produzida uma gquantidade suficiente do composto com &

farmula (I) separando em seguida o produto do meio.

Lisbpna, 29 de Junho de 1999

O ADJUNTO

. PEREIRA DA CRUZ

Agente Oficial da Propriedade Industrial
RUA VICTOR CORDON, 10-A 3°
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