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"Processo de procducio de  derivados
cda eritromicina & de microorganis—~

mos geneticaments modificados

para ous

ABROTT LABORATORIES, prebtendes o

tar privilégio de invenedo em Por-

tugal .

con

g an procssso de produgio de no-

0 pressnte invanto refsire

&

wos derivados da d-dasoxiscitromicina, os guais sdo reprasentacos

pela formula eastrutural

e gual By @ seleccionado de entire DH & H, & R, & Ry séo selso-

cionsdos, independentemsnts um oo outro, de enhre H o2 CHy e
como dos @steres o sais Farmacsuticamsnts aceitdavedls dos compos—

tos antarioras.,

0 procssso oonpresnds 2 interrupcio da hidroxdlagdo, num mi-
croordanisng produtor de eritromicina. do é-desoxisritronolido B

na posicio C-6 durants a biossintese da eritromicina.

O dnvento refere-ss ainda ap processo de produgdo de micro-
organismnos genesticamante modificados, o guails produzem oS oom-

postos antarlioras.
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0 opresents dnvento refere-ss o uma nova classe de derivados
da eritromisina.  Em particoular. o presesnte invento refere-ss a
compostos de é-desoxi-eritromicina, & utilizacio destes conpostos

coms antibidticos & & um processo para a sua preparacio.

ELEDEMTES DO TMYENITD

B eritromicinasz, = =2m particular a sritromicina &, =80 an—

tibioticos macralidos de lardo espeotiro, clinicamente Uteis, pro-

duzidos pela baoteéria gram-positiva Saocharopolvepora eevbhrass

fantzriormente Strephbomvoss ervbhreust. Oontudo, uma grande dese

wantagem das eritromicinas £ a zua fraca esstabilidade am meios
acidos. @ qual pode ocasionar absorcio oral irregulsar e dimi-
nuiada.

Sintetizaram-se guimicaments numerosos derivados da eritro-
micing numa tentativae de produzir compostos com estabilidade em

meios acidos melhorada sem perds da actividads antibacteriana.

Opsoreveu-se a  (98)~9~di~hidro-eritromicina @ (a aual possui um

gittipn $hidroxi em wvezx do drupo S-cetol

(19551,  Também Toram descritas a eri-

tromicilaming & a oxima de eritromicina nas ouais o grupo 9-oelfo
& zaubstituido, respectivaments, por um grupo aming ou um  grupo

oeima (BB 1 100 5B0d:;  HMassey o colab., Tetrabedron Letikers, 23

LEF-Le0 (1970) ), assim como varios éteres de oxima de eritromici-
na [U.S. 3 881 326, LS. 3 85% 445 & U.5. 4 083 014). @& &~D-me-
til-eritromicina (claritromnicina) & a &, Llli-di-U-netil~aritromici~

na & oestdo descoritas na U.S. o 7435 B9s,

Embora os derivados anteriorss apresenten sstabllidade em

meios doidos melhorada, os processos sintéticos pelos quails  eles

sdo produzidos 280 dispendiosos @ podem produzir rendimentos bai-

*0s.  Alam Jdisso, & instabilidade am meios acidos do material de

partida (isto &, a eritronicinal dificultou os esforcos para sin-
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Ewiste, conssqguentemsents, uma neosssidade de derivados da
gritromicing com sstabilidade am meios acidos melhorada e, alam
dizso, de derivados ous sejam produzidos por microorganismnos g
gug,  opess modo, radeiam e ineficacia dos processos sintébicoos
anteriorments mencionados ou gque, pelo menos, proporcionsm um ma-
terial de partids mais favordawel para a preparagio de derivados

sintatioos.,

SUMARIN DO IHYEMTO

Dz compostos @ misturas do presante dinvento incluem S-deso-

wi=gritromicinas & e-dasoxi-Li-noreritromicinas, as guais sdo re-

pirgsentadas pela Fdrmula estrutural 1z

.

na gual Ry e seleccionado de entire OH & H, & R, e Ry
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cionados, indepsndentemsnte um do outro. de oentire M

~
]

CHy.  Tam-

b se sneontram incluidos sntre os compostos do invento o inter-

madidrio  biossintétioog Seg-micarosil-s-desoxi-eritronolidoe B,
asaim oomo os ésterss o os sals Farmacsuticamente acelbdawvelis dos

comnpostos de Formula 1.

0 processo do presente invento incluil a modificagio gend
dee um microorgarnisme produtor de eritromicinag., de modo gue o mi-
croonrganisms & transformads numa estirps produtora dos compose
tos oo dnvento. O genoma do microorganiszmo & modificado gensti-

camsnts numa reglio ogus & essencial parsa @ hidroxilagio sm C-& de
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um intsemnsdidrio na via bilossintétics da sritromicina.  Huma oo

cretizacdo particular do invento, o A0H do misroorganismo a

meocdificado sncontra~se na reglido genomica responsavel pela hideo

ilagdo do e-desoxi-~eritronolido B oem sritronolide B pelo

cdoociboorong PAS0 mono-oxigenass de S, ervbhrasa.

O acordo com um aspacto do proocessso odo invento, s transfore

facdc oe um microorganisms produtor de eritromicing numa esbirpe

Pprocdutore de Sedesoxi-aritromicing @ aloangada por dnbtegracido,
por melo de recombinagio homolode, deoum plasmides mutagénico
nums poreio do S do wmicroorganismo ous @ responsavel psla hi-
crosilacio am C-d., Eate plasmiden de integracdo & construics
pars ser capaz de ser nantideo de forme estavel no micoroorganismg.

ser passado de umna cglula transtormada para a sua pro-

ieto &, ol

Muma conoraeli;

gEnia btranstormada de semslhant

A
Liocular oo invento, o plasmideo ds integracdo & oconstruido utili-

zando  um fragmento e Al gus & homddogo a uma porcio do AN

sesencial para a operacio do sistema do oltoorame PABQ mono-om-

chEnass am S, ervihrasa.

P sooirdo oom um aspacts adicional do procssso do Dnventn,

um transtormante de $. ervibhrasze produtor de S-desoxi-eritromi-

cing € cruzado genebticamsnts com uma segunda estirps de

a wual Tol dessnvolvida sslsotivamente pars prmduxir i

aie elevados de eritromicineg m.  De enbre a orogeéenia dests oprg-

selponionados mimrmarg&nigmmg recomiinantes gque  eone
sarvam @ capacidade de produzic Sedesoxi-eritromicina, mas  ous

aloangamn rendinsntos mails slavados oo gue agueles possivels com a
estirps btransformants original.

Um microorganismo 2ibe Inventd £ uma

fova eebirps de cultura num

af

maic aguoss contendo Tontes assimilaweis de azobo 2 Jde carbono.

um composto selsocoionado de sntre d-desoxi-eritromicinas ., B, ©

@ D, o8 S-desoxi-lS-noreritromicinas &, 8. C e 0. Mails pre

o 3

dmente, o microorganisme de

e invento & adguele gus Fol oruzedo

5

com um produtor de eritromicing de elewvado randiments o gque  de-

monstra uma capacidachk aunsntada para produzir os ocompostos  do
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0 presents invento sara mals prontaments sntsndido amo oo

nexdo com o dessnhos em ansxo, nos guale:s

8 Filaura 1 & uma »is matabolica proposta para a biossinbsoees

da mritromicina & em . arvbhrasa:

a Figura 2 & um fluxograma rasprassentando a construgdo oo

plasmidesn pMUSe~MES o partir oo plasmides pblzdg
a Figura 3 & a sequéncia de sl do geng aryl rasponsavel

piala hidroxilagdo em C-$ na S, ervibhrasas

u

~

a Flaura « & o sogud

o

aneeia ode aW de o um Fragments de 505 ph

vl Lizads como seguéneila ode reconhscimento num plasmiden de inta-

T

girasdan oo dnventog

a Figura 5 & um mapa de restrigico do plasmideo pRkbs-H25:

P
o

Figura o uma repressntacio esguemdtica da transtormagio

e S, wrybbhrasa UWLL0 pela inbaegrag

Ao plasmides pMASe-H2s

contando una sequéncia de @D homdlogs

a Figura 7 & um mapa oromossomios da regido gendmica de

contencdn o cacho de genss da aritiromin:

s Filguras & =2 9 sio os espechros de RMM de 4y a 500 MHz das

Gedenes i~ LS noraritromicinas & & O, respectilvansents.

FRICED DETALMADA DO THYERMTO

0 presants Invento proporoions nowvos dercivados da eritromi-
cing & saus ésteraes e sals farmaceuticamsnts acelitavelis, bem oomo
cleat

a uwbili;

compostos  ocom anbibidticos 2 um pro

50

Pard 8 sua preparagio. G compostos do dnwvento tém Tormula
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trutural T

o oual By e selecoionado de entra OH & M, @ Py ®2 B sfo selog-
cionados. independentemente um do outro,. de entre H e CHz . s
compostos de Farmula T tambemn acgui 280 designados coms S—deacmi-
=gritromicinas @ a 0 g Sedesoxi-~LE-noreritromicinas & a D, oomo

G SEgUB

eDasoxi-eritromicina @ Ik Gk CH

&wﬁ@$mxiwﬁrihrmmiaina 5 H L CH

i~gritromicina © LM H DH
deDmsnwi~aritromicing O H H M«

G-Dgsool~li-noreritromicing A 0H H H

o

~Desoxi~li-noreritromicing B H Doty M

<

Gelmsoxl - L noreritronicing © {1 H H

G-Deaoi-ls-noreritromicins

bl
=z
s
x

Fotes ocompostos 230 obbidcdos por orescoimento de um omic

ENIATRES
ganismn  produtor de eritromicina modificado geneticamente, am
cultura,. @, om asguida, axbraccdo dos mesmos do omeio de cultura.
Mums  concretizasdio do Invento aquil descrito, o mloroorgan ismo

Utilizeds & a bactéria Saccharopolvspora ervthrasas.

seitbe  invents  tambam proporciona um procssso parsa a

produsdo dos compostos anteriorss, compresndendo a transformacio

eoum microorganismg produtor de eritromicina do tipo selvagem ou

matural. numa wariants produtors dos oomposbos o D% MHLma,

coneretizacio do invento, o transformants resultante ¢ deficlents
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o sistema do citrooroms P450 mone-oxigenass, o dqual no microor-

sganismo Saccharopolyvaspora oo tipo sslvagem @ responsdavel pela

nidiroxilagio do S-desoxi-sritronolido B na posigio U-é durants a

biossintese da eritromicina. Uado que o restantes passoz da via

»

iei
Biossintética da eritromicing continuam a funcionar, sdo produsi-

s o conpostos do presente iowvento an vez das eritromicinas & oa
.

0 dinwento tambEem proporoiona,  come um exemplo, Ul prooes

pairticular para interrupsio da hidroxilacio sm C-&, conprasndendo

& d Ao por melo de reoombinas homaloga, de um pla

TeTatcts

EE

P gieroema o mioronraan Lsmno . O oplasmides de dnbegracio o cons-
tiruido compreendencs uma segquanoisa de nuoladtidos a ogual & homno-
Toga com uma porgdo do o genamna do mioroorganisms . Numa oonoraeti-
ragio oo dnvento, a homologia @ ocom o una subssris do ogens a qual,
e microorganizme do tipo selwagem, & responsavel pels hidromi-
lagdo na posigio C-6. f dntegracdo do plasmides ng local e
homologia separa o gene 2m Jduas saouéncias incompletas., nenhums
das quails & suficiente pars a hidroxilagdo em C-s. A hidroxila-

cio @, conssguantemsnt interronpdds desds gue o plasmideo de

intesgragio seja mantido de forma sstavel dentro do genoma do mi-

eroorgan Lemg .

Dado gue ndo @ provavel gque um mioroorganisme do tipo sslva~
gem produza rendinentos @levados de eritromicina, @ improvaval.,
iz omodo zemelhante gueg oz transformantes do referide organismo

produzam guanticdades comsroilalmentse Otels de swdegsoxi-gritromici-

na.  assim, o prasontes Invento ainda proporoiona a utilizagio de
sstirpes de elevada produgdo para avmentar os rendimentos obtidos

por Fermentacdo das estirpes produtoras <de é-desoxi-sritromicing.

e referidas variantes de elevada produsio, as quais estio dispo-
nivels comerocialments ou podesm ser obbidas por oriagio selsotiva

de microorganismos do tipo selvadgemn, podem, por exemplo, ser oro-

com transformantes produtorss de S-desowi-aribromicing ou,

alternativamente, serem slas praprias transtormadas em produtorss

e aeclesoscl~arltiromicing de niwvel slawado.

Huma concratisa ap- i ool Ao proossss oo dnsento,  um

transformants  ode  um microordanisme  Saccharopolyspora do tipo
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selvagem & cruzedo gensticamsnte com um produtor de nivel elevado

de eritromicinag. & progenis recombinants odeste cruzamsnto @ sse

leooionads gquanto & retencido da capacidade de produziv s-desowxi-

e como ouanto & capacidads para produzic niveis

slevados dos compostos deseados .

O transtormante do Cipo selvagem 2 & progenia recombinante

e

sdo represantativos dos microorganismes oo pressnte inwvento, os

g

guals Incluem gquaisquer produtoras de sritromicina gus foram mo-
dificados geneticamsnts para produzic s-desoxi-eritromicina.  Uma
concrebizacdo preferida dos mioroorganismos oo inwvento, preparas

cos de acordo com o8 Exenplos abalixe, @ Saccharopolysbora iy

ALk Esta estirps cruzeda., o gual produz guanticades si-

snificativamente mais elevadas de d-desoxi-eritromicina do gue o
seu pirogenitor  transformante, Tol depositada sob oz termos o
tratade de Budapsste ne agricoultural Research Culture Collection,
Morthern Regional Ressarch Center, U8, Department of dgriculturs
185 Morth Uniwversity Street. Peoria. [1linois &lse0d, United
States. = foi~lhe conferido o numero de acesso NREL 18645,

O processos oo presente invento sdo anplamsnte aplicdveis a
tochss 0s microorganismos produtoress de eritromicina, <dos  guais

uma Lista ndo exaustiva inoluil_Saccharopolvspora spooiss, Strep-

tomveses driseoplanus, Moosrdia sp.. Misrononospora sp..  arthoos

bacter sp, @ Straptonvess antikbiotious. Destes, o mais preferido

& Sagcharopolyspora ervbhrasa. scradite-ss gue na biossintoss da

sritronicing por S, ervthrasa,. o composto 2 produzido de acoprdo

com & wia apressntada na Figura L, na gual os passos (1) e (30
sdo a constirugio da maorolactona de 14 menbros, sS-desoxi-eriteo-

malido i@oa partic dos tiodste e propionilo & de Zemetilmalo-

nido, seoguida pela sua hidroxilagdo am eritronolido B os passos

{237 & [4) sdo a Formacio dos desoxi-aodcares micaross & desosami-
a s partic da glucoss 2 a sus adigio ao sritronolido B para
3

para produzie

Tormar o @ritromicina D & os passos [5) - Fow (5% & (&

ado a hidroxilagdo em 012 2 a

o aeritromicina @.

>

0ointarmedidric mals precocs identificado na biossintes
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gritromicinae por . ervthrasa & o é-desoxi-eritronolide B, o qual

tica. ata

& hidroxilado como o passo seguinbts na via biossint
hidroxilagio ¢ catalisada por um sistema do cltocromo 2450 mono-

o Tgen s

cue necessita de duas Flavoprobsinas o de uma proteina
o Farro e enxofre (eritrodeoxinal, a gual actua sm oconjunto oom

a S-hidroxilass (Shafies o oolk., J. Baghariol. 1F0:l5a8-i553

A interrupgido deste passo de hidroxilagio am C-6 durants a
Rlossintess da eritromicina origing a formacio de S-desoxi-epri-
tromicing @, bem como de outros intermedidrios S—desoxi da wvia
biossintética. UWma forma de interrupgdo da hidroxilacio & atra-
vis <da rutura Jde o oum o gens celular necessario para a operacido  do
sistamna do citocroms P450 mono-oxigenass. Isto pode ser alcanga-
do por dnseredo no referido gens de um plasmides de integragido, o
gqual @ mantido no mioroorganiams de Forma sstawvel, tranasformando
deste modo, o microorganismo num mutante produtor de s-desosi-
=gritromicina. Bode aer utilizado oualauer plasmiden gue possa
s intsgrado no genomo, do microorganisme 2 ogque origine a intar-
Pupeio da hidroxilagio do d-desoxi-eritronolido.  Contudo, o pro-
cessy do invento ndo estd de Torma alguma Limitado 3 ubilizagdo

ca ruptura oo gene para produzic mutantse deficlientess na hideosi-

lagdo do &~desosxi-eritronolido. Tambam podem ssre otilizados ou-

LroS Drosessos gque rompan o sistema da hidrosxilase, btais como a

substituleiio do gens [gus envolve a remoedo de ssquéneias aspeaol-~
Fiocas do gens) ou a nutagenesss locduzida pela luz ou guimicamente,
para produzic o microorganismg gensticamants modificado desejado.

Embara sejam conheocidos ng arte oflwer

205 procesaos para in-

saradn do abd estranho num plasmnides para formar um plasmidso in-

erido de acordo com este inwvento snoop-

tegrativo, o processo

tira~se representado  esquematicamsnts na Figura 2 e demonstrado

nos Bxemplos abaixo. Muma concretizacdo preferida <o

irevento, 2 construido uma plasmnidso de abN seleccionavel, o gual

compresnds [a) um Fragnsnts do plasmides pld¥02 contendo ama e

termninants para a replicagico & um Tragmanto de A0M conferindo e

icia ao antibiatioco tiosstreptors (terl, cada um <dos guais &

funcional am Streptomvoss: (B uma origen de replicacio funcional
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g um Fragmanto de A0N conferindg resisténcia ao antibkidtico ampi-~

cilima famp), ocada um dos guais & funcional em B, colis = (o) um

Tragmento de oM da regiio eemiE de S, ervihrasa. contendo  uma

porgdo o oum gene responsavel pela operacio do sistema do cito-

eiomn PE50 moneo-oxigenase 8 capar Jde acltuar oomo uma sedquénocia ds

nhecimento para 8 integragdo do plasmides.  Uma cultura de £

s contém um plasmicdes concrebizando o invento, designado

pot pWSS-H2E, ol depositeda como anteriormsnte na agricultural

Ressarch Culture Collsction & Fol~lhe conferido o ndmero de aces-

2 MRREL Be-lEe2i,

De o ogenss da resistdnora a antibidsticos particularss e as

de replicacfio funcionais sdo apenas necessarios visto que

8 seleogiio e replicagdo dos plasmideos recombinantes

% Dt MNa pratica <do inwvento podem ser utilizados outros

maircadores & origens de replicacdo, zenpre ous exeouivel. D

mzsma maneira, podse ser ubilizada gualguer sequéncia de reconbse

ey
ciments ous permita gus o plasmides recombinants seja integracdo
numa poredo do gernoma <o mioroorganisng neoessdrila para a hideo-

1

silacio em C-6 2 gue resulbte na interrupsdo da hiderosd lagdo., (R

sirganismo preferido S, ervihirasa, a ssguéncia de reconhscinento

i

sar um Fragments comprssndends uma subsaris da segudnoia de

stidos reprasentada na Flgura 3. & agual se acradita repra-

o ogens eryF gue codifica a C-9 hidroxilase e 83 saquién-

sias flanguedoras adjiacantes.

Uma  sadquéncia e reconheciments operativa, wtilizada nos

fra

e los abaixo, @3td repressntada na Figura <. cimr Lo
Haunde~Sauds  de L5035 pho & obbtide a partic oo Tragmento Mind 101~

~EonRl ow 10 Kb odo o oosmiden pJioodeg aoordo oom O procsaso oos

Podemss Identificar outras ssoguéncias as gquals estido loga-

Lizadaz noutros lugarss no genoms e 5. sevbhrasa; também sstas

o

sén consideradas como sstando dentro do dnbito do presente inwvsn-

dizso, nagualss casos am gue Tol ssquenciada uma porodo

o ogenomns do microorganismng responsdvyel pelae hidroxilagio am O,




4802 . PGLOL G —

] L N '
& é ;”'
digerido gendmico parcial como no sxenplo antarior.  Em wez dis-

S,

uma segquencia de oreconheciments pods ser sintetizada de novo

2 ligada aos Tragmentos de origem e de resisténeia necessarios

para Formar um plasmides de integracdo.

Us plasmidecs de integragio do presente invento podem ssr

utilizados em conjungdo com 3. ervihrasa ou oubtras sstirpes hos-

padeliras.  Us plasmidecss sdo Obsels poraus sdo pegquenos, wvaersdbteis

il

¢ podem ser introduzidos numa cdiversidade de estirpes hospedsi-

ras, incluindo S, ervihrasa = B, ooli.

Wma conoretizacio dos plasmidess <de integracdo destes Invento

reprassntada oo mapa dg restrisdo de Filgura 5. Designacdo
acul ocomo pHWSs&-M2E, o plasmides contém o fragmento  Saudf-Sauda
da Figura 4, inserido num novo plasmideo formado pela combinacgio
dos plasmideos pUGCLE & pld¥02. & seqguéncia  Sau3d & inserida num

local BalIl unico representado na Filgura 5 no Tundo do plasmidso.

£

f integracio dum plasmides reprassntativo do presente inwven-—
o num microorganismo  hospedeirs produtor de eritromicina estd
ilustrada essquematicanents na Figura &. @ sequdncia de  reconhe-
cimesnto (sombreadal) & homdloga com uma subseris do gens hospedei-
o para o enzima Ced-hidroxilase. & reconbinacio por sntrecruza-s
manto [Torossing-over” ) entirs as sequéncias homslogas oridging a
integragio sstavel odo plasmides 2 & acompanhada pela perda da e

~hidroxilacgio durante a biossintese da sritromicina.

O presents dnwento & suficiasntemsnts versatil para oue qual-

gquair ssqgquénceia de nuoladtidos gus seja capaz de ser inbegrada no

genoma de $. erythrasa por nelo de recombinagdo homdloga, de modo
a produzir um transformante guse seje deficisnte no sistema <o
cltocroms P450 mono-oxigenase possa ser substituida pela sequén-

cla de nuoledtidos exenplificads acima. Dievsra  conprsender-sa

bty

quir 3 saquaéncia de Al lnserida como uma seguéncia de reconheci-
manto no local de restricds sslecoionado do plasmides de inbs—
gragio pode  incluir nuclsotidos que ndo Fagam parte dos genss
gstruturais efsctivos para o sistema do citocromo P50 mono-oml -

ganase ou pode apshas dncluir um fFragmento desses genss estrutu-
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rais,. Buaisquer genss reguladorss gus controlem a biossintese da

eritromicina podem, do mesmo modo, ser interrompidos atraves da
genica, sam haver afastamsnto do Gmbito do inwvanto.

D presente invento proporciona ainds conposiedes farmacéuti-
cas  compraendendo uma guantidads  terapeuticemsnte eficaz de oum
composto do dnvento s ocombinagdo com oum transportador farmacsu-
tioo.,  Por administragio de uma guantidade terapsuticamente efi-
Sasr olag composiedes do Invento, e@las podem zer utilizadas para o
tratamento & pravengio de infesogdes bacterianas ou outiras sm by

manos 2 a2m outros dosntes mamiteros.

Do compostos <do presents invento Inolusn ésterss o sais far-
maceuticanante acsitaveis dos oconpostos de Foarmula 1, o8 gquais

pockem ser preparados atilizando t2onicas preparativas convencio-

nais. Os sais do dnvento Incluem aguelss formados pela reacodo
com acidos orgdnicos, tais como um  acids carboxilics organiosn
(oame o dcidos tartarico, eitrico, estearicoe ou succinicol aocido
metanoessulfonico, Aacido  amino-ebtanossulifonico, um aninodacido
feoms o acido aspartico ou o acido glutdmico), ou similarss.

BEutes sals podem obtidos por tratamsnto de um composto  de

Farmulas T ooom o acido correspotcente. Qo comnpostos antarioras
sdo Utals para o tratamento @ pravencio da infeogdo patogénica om
coentes humanos & animais, da mezma nansiva oomo as sritromicinas

foram anteriormants enpreguss,

Oa compostos oo dnvento bambeén inolusm o intermediario bios-

Powy E-ge-nucarosil-s-desoxi-eritronoelide B oo gual, tal como

aguales Jdescritos anteriorments, pode servir comg um reegents na

sintese ods mals nacrdalidos com interasss.,

fe composicdes do presente Inwvento sdo preparadas por Fformas
Lagio o uma quantidade terapsuticamasnts eflcaz de um conposto oo
inesnto sn conjunto com um transoortador Farmacsuticaments eficaz
para injeogdo parsntdrica, administracdo oral na forma sslida ou
Tiguida, administracio rectal, & similares. "Ouantidade terapsud-

ticamsnte ficaz” significa uma guantidade do composto suficiente
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para btratar ou prevenir uma infem@éw bacteriana ou por oubro mi-
CroSrdanisng com uma razdo soodbeneficio razodvel. f1a  doses
didrias totais administradas a um dosnts an doses Onicas ou divi-
ciidas podem ser am quantidades,. por exemplo, de L oa 100 mafka e,
mais geralmente, de 5 a 50 mgfkg. A ﬂﬂmp&%i;ﬁm cdi cosagsem uni-
taria pode conter submialtiplos de mezma para oomplatar a dose

diaria desajada.

f ouantidade de ingradisnte aotivo gua pode ser combinads
com o mateirials transportadorss para produzic uma forma de dosa-
gen unitdria dnica wariara. dependencs oo dosnte tratado o do
meds de administracdo particular. Slam oisso, deverd comporssne

>

clep-se oue a gquantidadse eficaz de um oconposto dests dnvento wa-

~lard com o organismo partioular a ssr tratado ou prewsenidos  com
a gravidade da infeogdo; oom a duragio do tratamsnto; oom o com-

posto sspecifico, dabter ou sal, a sor enpraguss com o idads g oo

[ do dosnte; = ooom Tactorses ssmelhantes bem conhecidos na s

e mécioa.

fs composicodes para administragdo parentirica podem incluir
solughse spensoes ou ey lsdes estéreis, aguosas ou ndo agquo-
sas. Tarmacsuticamsnte sosibdwveis. Exemplos de transportadores,
diluesntes, solwentas ou waloculos ndo adguosos adeguados Tnolusm

propilsnoglicol, polistilsnoglicol, oleos weagetails, oomd azeile,

geterss orgdnicos injeotiaveisz., como oleato de etilo. 6z refe-

&
&
{
{

Pidas compoeicdes tambedm podam conter adiuvantes tals oomo agen-
tes conssvantes, molhantes, emulsionantess e dispersantes. Podem
zadas, por exemplo, por filtragdo atraves cum Filheo

de bactérias, ou por incorporacio de agentes esteri-

nas &mmmm@ig&%$“ Também podem sa2r produzidos saob a

forme oe composicies adlidan estérs) as ouais podem zer dissol-~
widas em dgua estéril, ou 2m qualguer outro meio injectavel
estéril, imediatamente antes da utilizacio.

+

- Tormas de dosagem sdlidas para administracio oral fnolusm

capsulas, comprimidos, pillulas, pds, 2 grianulos. MNaz referidas
formas oo dosagem 250idas, o composts activo pode ser misturado

codm pelo menoe um Al luente inerte, tal cong sacaross, lachosse ou
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amide. Az referidas Formass de dosagem também podem incluir. tal
coms & pratica habltual, substdncias adjuvantes Tarmac8uticas.,
tais como agentss lubrificantes de sstearato. Mo caso das capsu-
las, comprimidos = pilulas, as formas de dosagem  tambeaém  podem
incluir agentes tamponantes. &3 preparagdses orails solidas tambam
podam saer preparadas com revestimentos enbéricos ou outros., os

guails modulam a Libertecdo dos ingredientss activos.

B formas de dosagem liguidas para administracio oral inclu-

&

ain anulsdes, solugdes, suspensdes, =aropes ¢ elixires farmaceuti-

&

camsnts aselitdvels conbends dilusntss inertes pdo toxicos habi-
slments utilizados na arts, tais como agua = aloool. as referi-
cas composicdes tambem podem incluir adjuvantes, tails comg agen-
tas molhantes, snulsionantes, de suspansdo, edulcorantes, sabori-

zantaes & perfumantss,

O termno "sistema oo cltooroms 2450 mono-oxigsnase” . tal como
acuil utilizado, refare-me a um grupo de probteinas [duas flavopro-
teinas, uma proteina com ferro & enxofre (eritrodoxina) & o
anzima C-s-hidroxilase), ag guais actuam 2m oonjunto para produ-

zir 8 hidroxilacido do é-desoxi-eritronolido B am %, ervihrasa.

0otermo Tplasmides”, tal come agqui ubtilizado, refere-se a
umg paguena forma ciroular de albid gus transporta certos genss ou
poredss de genes 2 ogus @ capaz de ose replicar independentemente

num microorganisme hospedeirao.

0o otermo Cocacho doogens biossintético da eritromicina’, tal
como aguil ubilizado, refere-se a genes shvolvidos na biossintase
da eritromicina 4 localizados na vwizinhanga do genes gque confers a
rasist@ncia 4 eritromicina.

O termo Uentrecruzamsnto”  Dorossing-owver”l, tal oomo agquil
utilizade, refere-se a um macanisms para & pernuta de genes entrs
um cronossons do microorganismg & abi homologo contido num plas-
micao, através dum processo envolvenodo a guzbra ¢ reuniio de sege

o e @AM
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0oteeno Urecombinagdo homdloga., tal como agui utilizaco,

rafera-se a emparelhamsnto de bases complementares erhracriuza-

i

manto antre cadelas de G0N contends saoudncias idénticas ou guase

idEnticas.

0otermo Torigem de replicagdo de

tal ocomn aguil
utilizado, refare-se a uma segudnois s A0 gus controla & permi-
e oa replicacdo 2 manutasngdo de um plasmicdes ou de outiro veotor

mim B, ool

"

0 terms Corigem de replicasio de Streptomvees”. tal como

agqul utilizado, refere-se a uma sequéncia de AW gue controla e
parmite & replicacio o manutancio de um plasmiden ou autiroe vactor

am Itraptomnyoes.,

0oterme “fragments de restricio”, tal como sgqui ubilizado,

EEt1
it

st @ gualaguer alid linear produzido pela o dee oum ou

-

.F.

mais enzimas de restricgdo.

H

O terme Ttransformagdo” tal como agqui utilizado refere-se a
intirodugdo oe ADM mum microorganisme receptor gue altera o geno-

tipo &. oonssquantsments, origine uma alteracio no microorganismo.

Fatirpes bacterianas. weobores plasmidicos g melos de orssgimento

Dz microorganismos produtorss  ds sritromicina ubilizados

para pdr oem pravica os exenplos seguintes do inwvento eram derivas

dos de 5, epvihrasa de tipo selwagsm, anberiormente Shrepbomy oss

L MRPL REES DUW22, Mebere s ooolbk.,  J. Bacteriol. lod:d42b-

>

QEETYT. 8 estirps hospedelira na cqual foil levada a cabo a

transformagio integrativa fol S, sevbhrasa UWLILO (met-d lau-~18

P

Fif-aE1. @ estirps hospedeiva na aual oo derivados de plJ7o2 fo-

ram replicados era 3treptonvess Lividansg TH2ZL, a gual Tol obitida

ch Joshin Inres Institube, Horwioh, W, & estirps hospedeira para

mento dos plasmideos derivados de Escharichia ooli foi £,

DHE-w de Bethesds Researoh Laboratories (BRLY, Gaithersburdg,

tarw land.
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O plasmides pld¥oz [(Katz 2 oolb., J. Microbiol. 129: 270%-

= FFLG TL9EE1Y Foi obtido de Jobhn Innes Institute. 0 plasmides
pUGCLE Tol obtido o BRL. O cosmides pJi, o gual incluil o aDN Jde

i§
S, arvthrasa de tipo sslvagem contando o gane ermi, Foil  forneci-

doopor L. Katz, J. Tuan & M. Stawver de abbott Laboratoriss. 0
plasmideo pMW27, um vector multifuncional progenitor para a

transformagdo integrativa em 3. srybhrasa. fol construido a par-

tir ode pldVO02 e pUCLE reunidos nos sads locals Kenl dricos na
oirientasio oom o local BooRl de pUCls mais proxime oo local Balll
ol plJT0R.

o

S.oervihrasa Tol oulbivada 2m cultura liguida em %0 ml de

Tryptic Sov Broth

5B, Sigma, St Louis, MO supdemantado com
o glicina, sm baldes de agitagdo dg 500 ml a 3270, Foram utili-~
radas placas de dgar RET2 (Weber & colab,, 1888 para regensracdo
de micdlios a partir de protoplastos oo oomo um meio geral  de

aoporulacio. O3 transformantes de 3. ervbhrass foran sslecocionas

dog utilizando tioestraptona a % pgfml {oultura liguida) ou a

L0opgdml Toultura salidal.

Egacgsnbss g Processos EBerals

Utilizaram-sz reagentss dispo comercialments para pire

parar o comnpostos, plasmideos e wariantes geneticas do presents

irvento,  dncluinds ampiocilina, eadonuo L e rastiriclo,  Ta-

~Odde-1igase @ Tosfatase aloalina intestinal oe witelo. Os senzi-
mas oz restricidno o a Tda-DMea~ligasse foram utilizados de acordo oom
as instrugdes do fornecsdor no gue oiz respesibo ds condiqdes de
reaccio. & tilosstraptona fol obtide de B, #. Squibbk and Sons,
Prinoceton, New Jersey.

Durants a preparagio do plasmides de integrasdo, foram uti-

lizados processos padri8o para o crescimsnto 2 transformagio do

hospedeiro Intermediario B, ooli (Maniati=z = colab., "HMolecular
Clening, & Llaboratory Manual", Cold Spring Harbor, M.y, (198230,

& transformagdo final de . srythrasa fol sfesctuads por uma wa~

riacio do processo de Weber e oolab., (Gene SBLF3-180 (1988171,

tal ooms detalhado abaixo.
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0 pracedents pode ssr o melhor ocomprasendido por refaréneia aps

gxemnplos seguintss, 98 gquals sdo Tornecidos como ilustracdes ndo

Timitativas da prdtica do invento.

W
oy

Construcio do Plasmideo pMW2T

U plasmides pHWz¥ fol construido utilizando processos padrio
da tecnologia de b recombinantse de acords oom o e@shogg  @sgua-

matico representadn na Figura 2. 0 plasmidso pUsis ds

EX:103-119 {19351 foil complasta-

Cfaniseh-Parron & oolab. .,

mante digerido mom a shdonuclsases de restricdo Kpnl. 0 fragmento

sultante Tol ligado so plasmideo plJd¥o2, gue tambsan tinha
1w

sido clivado com Kpnl {(Katz = colab., J. Gen. dicrokiol,

P23

kS
&

PROB-ETIA (L9831, Oz produtos da ligagio foram utilizados para

transtormar E. ool DMB-q (Bethesda Ressarch Labs., Galtherasberg,

PO, a gual Fol cultiveda sm presenca de ampicilina a Fim dg s~
ITecoionar as c@lulas hospsdeiras portadoras de um plasmices ra-
comiinants. O &0N plasmidicoo foi isolado a particr dJde transfop-
mantes individuais 2 caracterizado =m orelacio a locais de rase
tiricdo marcadoras, confirmands a formagio do plasmides recombi-

nante pMW2Y de .5 kb,

Tesolanasnto o Fragmento de redgldo seml de %5, srvihrasas

Uma poredo oo genoma de S, sewvbhrasa responsdvel pela opes

racio o sistema doo oltooroms PEBD mono-oxigenase ol isolada

utilizando sexploragio da ruptura s gene a gual & modelads ssgune

s

dooa clonagio mutacional descrita por Chater 2 colab..
EEcET-FE O LL9REY. Esta teonica fol utilizadae para sondar a regilio

coprbendo @rml <o oromosaoma de 5. ervibhrasa.

de outros organiamos produtorss de anti-

Tal oomo & o

da eritromi-

idticos., pensou-se que oS genes para a biossinte

cina se encontravam agrupados sm cachos em torno do gene da

resisténcia 4 eritromicina, ermE. Para confirmar sho opinido o

bt
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para isolar as saguénoias <de nuoclszdtidos responsavels pela hidro-

»ilagdo am C-&, fragmentos de aDH clonados do cromossoma de 5,

gue cobram a regiio com interszse foram Jdigeridos pare-
clialmente utilizando as endonucleases de rastricdo EcoRI =

Mindiii. Qs fragmentos s A0 resultantss Foran separados por

zobroforass em gel, puritficados a partic do gel de agarosse por

oo com o

(oo an (Rio 1ol, La Jolla, Ca) 2 paroialmente oig

aricima Saudma. Foram produzidos fragmantos de 40M na gama de ta-

marhos de O a L.0 kb o2 fForam novamzintes separados por aleotrofos

gel, purificados com Geneclsan & ligados ao priW2d, o gqual
tinha sido digerido com Bglil., & ligacdo fol facilitada por prea-
“tratamento do digerido de peWE? com fosfatase aloalina intesti-

nal de witelo.

Os plasmidess recombinantes Ligados foram entdo ubilizados

para transformar as oslulas OHB-w de soli. as ouais Foram e

cultivadas am dgar LB suplemantado oom anpicilina (100 pgdmll
¢ Hegal U7 -bromo-a -oloro-3" -indolil-B-D-galactosidol para  se-

Teooionar o transformnantss oortadores de plasmideoss ocom  insspe

Fates transtformantes foram idaentificados por hibridacio de

manche de ocoldnia (Maniatis & oolabk., 1% utilizando, ooms sor-

5]

dag, fragmentos radiomarcados da seguéncia de aDH EocoRl-Hindlil
aoridginal. O plasmideos com inseredes foram, om seqguida, trans-

formados irntegrativamgnts em protoplsstos de 2. srybhioasa UWLOD.

Ds btranstormantes primdrios de S, sryvthrase foram selsocionados

cain 10 mgfml de tioestreptona em placas H2TZ 2 oz ssporos foram

recolhidos ¢ combinados am glicerol. Oz transformantss inbegra-

cdos Foram isolados guer (a) ocolocacdo am placa de uma por

gaporns conbinados de transformantes primdrios am BR2T2, recolha
Ao canpos de esporos e reoolocacio em placas das colonias sinples
@m R2T2  com tiosstreptona; ouer  por () passagemn <dos  esporos
combxinados e transformantses primarios abtraves de duas a trés

puriticapdes de coldnis simples em R2ETZ com tiosstreptona.

Para determinar a localizagdo da insergdo do plasmideo, foi
praparads QDN oromossamico a pairtic de sstivpss transfornadas in-

arativamente = progenitora. 08 ADM foram oomparacos
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g oregido na gual as dnserodes tinbam aido feites. @ int@graqém
po recombinacdo homdloga Tol identificada pele desaparecimento
die uma banda no AlN progenditor g o aparecimento de duas novas

bandss ode Jungdo no &0 transformants.

B bibklioteca resulbtants oconsistia em aproximadamsnte 350

clodies, gue se mostrou, através das anteriores analiszes de mancha

ol Southern 2 e restrigdo, contersm Fragmsntos com tamanho  de

O, a 1.0 kb, Werificou-se que os Tragmantos eram homdlogos com

uma  regid i 10 kb odo oromossoma de .

reprasentada
N mapa oromossdmios da Figura ¥ o situando- snhre o8 genas
arvnl @ eryllI.  ¥erificoou-se Jgus 0 gens responsavel pela hidro-
wilagdo em C~&, posteriorments designade eryl, ss posicionava sn-

Tire s ogenes eryH B eryi.

J

Construcio oo Plasmiceo piiWSe R

U plasmides <de integracdo concretizands o invents fol prea-
parado a partic do plasmidss pRW2Y de acords com o ssbogo  ssguies
matioco da Flgura 2. O coosmidseo pJil, o gual continha a regido do

gane armE de 8§, eryvbhrass & aproxinadamsnte 30 kb ode 40H Flanque-

dor, fol digerido completamente com os enzimas de restricio
Mindlll & EooRI. Do produtos de digestdo, fol isolado um frag-
mento ode Al de 10 kb, o qual fol identificads oomo compresndsndo

a reglio desde o local MindilI de ermE e seguéncias a jusants de

o, até ag primsgiro local BooRl para além do gens eryl (Weber =
colab. . 19827 fwer Fig. 5.  Ubtilizands coondigdes padrio (Mania-

tie v oolab.. 19821, o Fragmsnto de @&l de 00 kb fol submetido s

digestio parcial com Sauds. O fragmentos de G0N de 0,4 a 1,0 kb

7

Foram separados utilizando um gel de agarose praparative & isola-
dos ocom Geneclsan (Biolol, Ladolla, Oag. e fragmentos de Al
foram ligados ao pH2¥, o gual tinha sido olivado com o snzima e
restricio BglIl & tratado oom fostataze alcalina {de intestinog ode

'.Jt ]‘J, "

Foi sslecocionado um plasmideo, designado phWbe-H23, para

andlise adicional bassads na sua oepacidade de originar transfor
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mantas produzindo um oomposto oom intersesse tal oome identificado
por cromatograftia de camada fina (TLC). Verificou-se gue o
plasmiden pRWSS-H2E continba um Fragmento de ali de 205 pb oom

origen na regiio eryF do cromossoma de 5. srybhrass e representa~

Ao e Filgura 4 dos dessnbos smn ansxo. A analize adicional do
plasmides pMWSE-HZS pernitiv & construcio do local de restricido =
do mapa funcional do plasmiden phlbSs-HES, o gqual sstd representas

dooona Figura 5.

ara aryvbhross UNLLO: spEWSaE-~H25

Wi eemp Lo <o migroorganism peodutor ods Gedesoxleosritromi-
ina do presents invento fol preparado por transtormagio de celu-

Tas de 2. srythrasa com o plasmideo recombinante do Exemplo ante-

riar. A transtormasdo ol erebalizada ubilizandos protoplastos ds

acoradn Com O RrooSsso saguinte. ok condigies
petersis @ um wolume de cultura de 50 mi, foram culbtivadas trés

Saccharopolvspora ervbhrass UWLLC (Waber e ocolab., J.

L6drarh-438% (19851, com agitagdo, am Teyptic Sov
Broch (TSB: Sigma, St Louis, PO ocom 2% de glicina, a 3270, ou-

s

rante 3, 4 9 5 dias, respectiwamsnts, 2. 2m seguida, lavadas se-

paradamants: em 25 ml de sacarose s LO,3% Mo odlulas lavadas

foram sntio suspensas an 25 ml de bampdo PT contendos 2-% mg/ml e

Pisozima, apds o gug asz suspansdes foram combinadas & noubadas a

BOOT curants 30-60 minutos até que a maioris dos fragosntos mios-
Idides tivessem sido convertidos sem protoplastos ssféricos.
{tampdo BT opor 1 Litrao e solugdo aguosan 100 g ode sacaross,
.08 g de MgClz,éHQO, 0,25 g de KoB0,, 2 ml de elementos
veastigiais {(Hopwood & colab., Methods Manual, 1985%), e agua
destilada até 875 ml, com a adigdo, apds esterilizagio & na
altura da ubilizagdo, de 25 ml de Call,. 2.0 1M e 100 ml de TES

G REM (pH F,2).0

O protoplastos foram lavados uma wer o suspsnsos amn L0 ml

ol Tamg

o PT. 0 De protoplastos de Loml e suspsnedo Toram rego-
Thidog sob centrifugagdo suavs (1 200 » g ouranks L5 mingtos) =2

ressuspensos  suavemsnts ao Liguidn restants apds decantagdo <o
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sobrenadants de BT, & branstormacds fol realizeda por adigfo de

“

caEroe de 5 ul (5 gl do plasmideo pMWSe~HZ2E & 0,5 ml de PEG 2E%
CEros de 105wl oo plasmider prWbhe-~HZE » 0,5 ml de PEG 8 2

49

Cpolistilenoglicel, PM 3350, gma,  St. Louis, MO} 4 suspsnsio

ang  mrotoplastos., te protoplastos Foram lavados @ ressuspensos
@ O, 50,0 ml de tampdo PT.  Yolumss Jds 200 pl  dos  protoplastos
transformados foram ocolocados am placas zobre 2% ml de agar de

regeneranio F2T2 (Waeber 2 oolab., 19891, &3 placas foram incuba-

LS

das durante toda a nolte a 3270, de ssguida foram rewsesbidaz  oom
2.5 ml de dgar nutriente mole (bacto-dgar @ 2,3%, caldo nutrients

cle difoo a 0,8%) contando 100 pg/ml de tiosstraptona ¢ ra-inouba-
das oa 3270 até os transformantes aparsceramn @ ssporularem. & Fim
de isolar uma sstirps transTtormantse intsgrads pura, foram reco-
LThidos os esporos odos transformantes primdarios, o foram cultiwva-
dos oem ocultura e2m linha {Vstreaked” ) duas wezes para pssquisa de
coldniaz simples em agar R2TZ contesndo L0 pgSml de tiosstreptona.
fe coldnias resultantss Toram cultivadas da Torma convencional e
constituiam os transformantes de S, sevibheass UWLILO: soMW5Se~H2E

e

s acdos .

Construcio de Saccharopolyapora ervbhrasa G910

W sxcemplo praferids do microorganiamo produtor de s-desoxi-
~gritromicinag <o presents invento Fol preparado por condugio de

um cruzamento gengtico entrea o transformants anterior des

WAL sphWEs~H2E & outra sstirpe conhecida por produzir

alevados de eritromicina 4. 0 oruzaments Ffol sxecubado

COMmo  ¢8 segue: suspensdes de esporos de cada uma das duas
gantirpes progenitoras {lﬂg gsporos/ml am  glicerol a 20%) foram
misturadas em proporodss dguais, 2 porodss de 0,1 ml da mistura
Toram oolocadas am placas sobrs meio de dgar E208. Tmeio E2060
par Lo litero de solugdo aguosar % g de bacto-sovtona, 5 g de amido

sollwel, 5 g de Cally, 2.1 g de MOPS, & 20 ¢ de agar). &8 placas

foram incubadas a 3I2°C até que a esporulacgdo ocorrssse (5-F
dlasl. Os esporos resulbtantss Foram recolhidos, suspansos s
glicerol a 20% a 10% esporos/ml, e colocados em placas para

>

isae oe recombinantses sobrs melo AYMM contendo 10 pgfml de

tiosstreptona (meio AVHMHM por 1 1itro de solugdo aquosa: 1 g ds
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hEH&Dﬂn L og e ﬁHEPmaﬁ 2,1 g o Mgﬁman 10 mg de #&$m4“ 2 5og ol
asparaginag, aos zuals foram adi-cionados, apds esterilizagdn, 20
ml e glucoss a 50%, 0.5 mg. de cads um, de tiamina, riboflavina,
Acide pantoténico,., acido picobtinico & piridoxina, © O,05% mg, de
cada um, de dcido Ffalico, bico- tina & witamina B-121.

inas Fol s

& progenia produzinds sSedesosd-gritromis 2iooras

da gracas A sua capacidade de orescer am neio AYMM s2m pra

senga de

tiosstraptona.  Isolou-se um osrbo pumers de recomnbdnantes exami-

param~ss, pot TLD, guante a nivels elavados de produsgdo de g
~depgsoxi~eritromicinas. Wariticou-ss ous um isolado, designacdo
A1F, produzia os compostos do invaento am nivels significativamsn-

e mals slavados do gue aguelaes obbidos a partic do bransformanbs

n
&

progaen itor.

g

Fermentacio de Saccharopolyvspora ervihrasa 419

v %, grvibhrasa d4iR

soonbinants produzida no Exemplo antae

Fior. Fol cultivada am maiorss guantidades ubtilizando o proces

W]

de Fermentagio seguinte. Esporos de §,. srybhrass 410 foram reti-

rados das placas do omelo de dgar E20& do organdano e adicionados

a B0 owml ode meio E29F num baldo de Erlennsyer com agitagdo de 500

ml (meio E29F por L litro de solucdo aguosa: 22 g9 ode farinha de

aoja. 15 o de amide de milho, 3 g o Calle, 0.5 o die Mgdl, . FHa0,
ot < i

L5 g e FeBil, . THaD & 50 ml de Sleo de sodal. & oultura de pei-
4 2

malro estadio fol entio incubada, agitagio, durants 48 horas

a ERTC. 0 apds a inoubag

Fforam utilizadas porgdes de 1 oml s
cultursa de primeice estidio para incocular 50 baldes de  Termenta-

N

de segundo estddio, contendo bambedm medo

L Estas culturas

foram aentio incubadas, sob agitagio, durants 5 dias a B2°0.

fo cuinto dia, as culturas foram combinadas & as células

paradas do caldo de oulturs por centrifuogeedo. 0 caldo de oultu-
ra foil ajustado atd pH 10 com uma solugio de NaOH 4N & tratado

o v wolume fgual de acetato de stilo para sxbtralr oz compos

o presente inwvento.
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solamsnto dos Composios

Da diversos compostos oo pressnte invento foram  dsolados
utilizando o processo seguinte. O exbracto de acetato de stilo
e LAEC ml do oalodo de Permentagdo completo, preparradso tal  oome
cdesorito no Exemplo anterior, fol ajustado ate pM 9 2 concentrado
atd um Sleo. O concentrado fol submetido a partigio sntrs 150 ml
e wada um < heptano 2 mebanol, @ 38 camada inferior de metanol
fol concentrada atée 1,74 g de residuc. 0 residuc fol submetido a

cromatogratia numa coluna Sephadsy LH~20 (3,2 om = 75 om), a qgual

fol prévintumescida com uma mistura o oloroformio, heptans =2
atanol (A0:1l0zL, w /v vl, @ carregads @ 2luida com o masmng solwvan-
. Fraoedes ode dez mililiveos Foram recolbidas & analisadas por

%

TLE am placas dy silica-gel (Merok

s Lol ﬁﬁﬁzgqj 2 v ladd
com um sistemna solvente de ater isopropilico, metanol 2 hidroxido
e amndnis concentrade (IB0:TFozd, wie vi. D pontos foram visua-
Tizados nas placss Secas popr agueciments da placa apds pulwveri-
zagio com anisaldeido a 52 am ebtanol: acido sulfarioo (19l
P e D pe sy 2 . B TN o S VR AR, " oo gy e R T
Wb e fracedes namsros S0-32 apressnbavam um ponto magenta

possuindn um R semelhants a0 da aritromicina &, oujo B varia ds

apirosimadamants 0,25 a aproximadamsnbs O,4.  Eatas fraog

combxlnadas @ congentradas ate um rasitdus, dagui oam Jdiants desig-
]

naco por residuo G (38 mgl. me Traoodess subssguentss  numsros

3«38 foram concentradas ateée um residuo, dagui em diants

Laniado por residuo BOUFELES mg) .

iduo & fol submetido a cromatogratia, am duas poreies,

numa centirifuga Tto Coil Planst Centrifugs, num sistema solvents

T

conatitulde por tetracloreto de carbong, metanol & tampdo de fos-
fato de potdseis aguoso 0,0LM,. pM 7.0 (l:l:l), sob as condiodss

sagitlntes: fase superior mdvel: oauda ocomo  entrada; caudal oe

aproximadamente 3 ml min & 800 rpm: e retengdo de fase estacio-
naria e aproximadamsnts 0% L Foram recolhidas Traogdes de 10
Lz. s

fracedas foram analisadas guanto & bioactividade com um ensaio de

mi . D aparscimanto da fasse movel ooorreu na frao

i

s fusdo em disoo de dgar am place o ek & semeadas com Shaphwylo-

§
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CECOUS  AUTSLUS 2 por TLD comn anteiriorments. e Tracedos

samzlhantes Toram combinadas, conosntradas o submetidas a parbti-
o entre diclorometans o hidrdsedde de amdnio odiluido {pH 91, As

camadas de dicloromatant Foram oconcentradas até resicducs sélidos.,

5,

S Tracedes numsros 32 a 42 produziram um Tobtal de 9 mg de oum

soalido branco posteriormsnte identificado como sS-desoxi-eritro-

cinag G. fe Fraocedes 100 a 135 produziram um tobtal de 13,4 mg

=<

m

cde um solido branco, posteriormesnts ldentificads coms &-desosd-

~gritro~micina &.

0 residuo B ol submetido a oromatogratia, sob condiogdss
ic@nticas, numa centrifuga Ito Coil Planet Centrifugs. s Trao-
pdgs numsros 10-0% produzivam 0,8 mg de S-desoxi~li-norseitromni-

cinag O (possuindn o espectro de RMP representado na Figura <

giguanto gue  as fracpdes 32-40 produziram 4.2 mg de S-desowxi-

~giritiromicing C, 2 as fracgdes L(25-135 produziram 10,1 mg de o~

demcei~aritromicina &.

Isolansnto ds fdicionals

Hovas culturas ode 2, eevihrasa 41R foram cultivadas ds acor-

cdiv com as téonicas do Exemplo &, com a esxocepedo de ber sido s
prague uma Forma 1,25 vezes mais ooncentradse do meio E29F, utili-

Fandog G0 ml o oam owez de 50 oml por baldo., fpds o oresoimsnto, as

s

aculturas foram combinadas o sxbtractadas com acetato de etilo. 4

v,

-

fracgdo e acetato de shilo fol concentrada até um residun (35,

.
¢

gl, @ o residuo fol submetido o oromatogratia numa coluna

caew LH-20 (85 x 5 om), sarrsgada 2 eluida com n-heptano, oloro-
formio & ebtancol (I0:10x1, wiviwl. fe Fracedes foram analisadas
tal como descrito no Exemplo ¥, as fracgdes precoces Toram com-
inadas para originarem 220 mg de um residug witrao branoo, daguil
gam diante designado por residuo . s Tracedes  tardias foram
comnbinadas para originar um segunds residuo witreo branoo, dagui

em diante designado por raesiduo O

O oresicduo O fol submetido a oromatogratia numa canbrifuga

Tto Coil Planet Centrifuge num sistema solvente de tetraclorsto
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i carbono, metanol = tampido de FosTato de potdssio aquoso 0,060,
pH 7,0 [lslsl, ), utilizando as condigdss seguintes: fase
inferior movel: cauda como enbrada; caudal de aproximadamentese 5
miJmin & 820 rpmy; foram recolhidas fracedss de 10 ml. 0 desloca~

manbo da fase supsrior a partir de umse ooluns de aprosimadaments

H25 ml Tol de carca de 30 ml. Foram analisadas fracedes de apro-

simadamsnts 10 ml cada por TLS, & combinades adeguadamente. 4

fFraogdo M2 o fol concentrada e produziv S-desoxi-eritromicing B

a omed . A Tracgdes nimeros 8 2 9 Toram combinadas & conocen-

tiradas ate produzirem d-desoxi~AlS-noreritronicina B (21,4 mgl.

D oresiduo U fol submetido a cromatogratia numa ooluna Sepha-
ciper LH-20 am metanol. #s Fracedes foram recolhidas & analisadas
it TLZ . dg fracedss dnicials forsm conbinadas para produzirsm
um residun krilhante, o qgual Tol submetido o cromatogratia numa
caittirifuga Tto Coill Planset Centrifugs num sistema solwvente de tes
traclorgto de carbono, metancl 2 tampio de fosfato de potassio
aguoso D,05M, pH 6,0 [dslsd, Wil ocom oa fase inferior movel no
modo cauda para cabesa.  Foram recolhidas fraoedes de aproximada-
mante L0 ml. das fracedes Toram analizadas por TLO 2 oombinadas
adeguadamente. fAs fracedss G658 foram combinadss & concentradas

para produzir d-dessoxi-gritromicinag 0O (28,2 mgl.

Taolamernto de Comeosbos ddicionals

R

acetato de etilo para extirao

zando as bEonicas dos Exemplos precedentes. Fol usado

air aproximadamsnte 1200 nl ds caldo
dee farmentagio complsto duma ocultura de oum recombinants oruzacdo
produtor em niveis slevados do dnwvento. & Fracedo de acetatn de

sl lo Fol concantirada até um residug olasoso, o qual fol submetidao

a particio sntre 200 ml ods o-heptano 2 200 ml ode mebtanol. &1

¢

camada matandlica fol concentrada atsd um residus olsoso (3,98 9.
Uma poredo de 2,0 o dests residuo fol submetida a cromatogratia
puma coluna Sephadex LH-20, a qual fol préa~intumescida com uma
mistura oo cloroformico, heptano 2 ebtanol (1031051, wfivivl, &
carreggada 2 slulda ocom o masno solvents.  Foram reoolhidas 2 ana-

Tisadss fracedss {de aproximadamsnts 10 ml cadal. tal como no
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Bwamploa T As Fracodes To-ls0 produzivam 350 mg de um s061lido

a2
witreo branco, dagul em diante designado por residug B,

0 resicduo B fol submetido a ocromatografia numa centrifuga
ITto Coil Planet Cenbtrifugs num sistema solwente constituido por
tetraciorato de carbono, metanol 2 tampdo de Tosfato ds potdssio
souose 0,01M,. pH 7.0 (L:ind, w» v v), sob as condiedes seauintes:
faze superior mdvel; cauda como sntrada: &00 rpmy caudal de apro-
gimadamants 3 mlfming retencido gstaciondria de aproximadamsnte
B0% . Foram recolhidas fracodss de 10 ml. f#s Fracedes foram
analisadas por TLE conm descorito oo Exemplo 7, 2 combinadazs ade-
cuadamants. Az fracedszs comnbinadas foram ajustadas atée pH o9, oom
Midroxido de amdnio aguoso oconcentrado 2 axbractadas duas wvezes
com wolumss iguais de dicloromebane. Do extractos de dicloroms-
Tane Foram lavados uma wez com dgua e, on seguida, concentrados
para produzic oz produtos seguintas oomo aolidos witrsos limpi-

doss as fracedss 38-40 produzicam 5.2 mg de d-desoxi-eritromicins

GCroaz Tracedes «48-50 produziram 1.9 mg de d—~desoxi-1h~-noraritio-

v

micina #; as fracedes ¥8-80 produziram O,% mg o é-desoxi-1h5-no-

tromicina O o2 as fraocedss  95-121  produzicam 3.8 mg de &

~dgsoxi~aritromicina &.

.,

mEMELD LG

Caracterizacion das é&~Descoxi~aritromicinas &, B, C e O, 2 Jdas

S~Umaon -1 S-noreritromicinas B =

Na compostos isolsdos nos aexemplos precedentes foram  iden-

tificedos utili

ancly  sspectrometiria de massa de bomnbardsamsnto

atomiocon rdapido (Fast fbtom Bombardment) (FaR1 de alta resolugdo,

Fd ce protdo e IOp-mprtl. 08 resultados desses sstudos, incluinde
o dados dos desvios gquimicos de ressondnoia magn&tiaa cle LE& &
de protdo, foram sumariados para as d-desowi-sritromicinas &, B,
G e D e para as S-desoxi-l5-noreritromicinas B & D, & estdo

redistados nas Tabelas 2 e 3, respeobivamsnie. fa atribulgdes
para as ressondncias magnéticas <o carbono @ do protdo Foram

afactuadas com o auxilio de sxperidncias de Z0~BMM. 08 aspeotoos

5

e BMN do oprotdo para as Sedesoxdi-lSenorsritromicinas @ o2 C ndo
Toram ocolocados emn tabelas, mas estio representados nas Filguras 8

sotlvamen e,
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Tambam foram obbtidos oz sspectros de absorgdo de infra-ver-
melhos & as rotacdes dpticas destes compostos, o 2stdo reaumidos

DO e

»"}

SR
e Pﬂt&@é&g éptica& para as S-desoxi-sritromicinas &, 8, O @

0 sdo r' L l 2 WD‘” 54,8 li*f: 0 " 5 « ';H’::l&} 5 ~ ¥l ST R (zHr:l\:; J S YA l:l“

., EHU13J g Le (e 1.3, EHElgjﬁ raspaotivamsnte. &8 rotaed
Gpticas para as S-desoxi~iS-noreritromicinas B e 0 sdo [al®7),

~ged, 4 (o L,L, CHCLz), & -8

Lo 0,4, CHClg), respectivamente.

D oados de sespectroscopia de infra-wermelhos (1Y) para a
Secaegoxi-aritramicing & indicam os walorss ssguintes {mm”lj &
solucio o COCLagx & ¥

QC, A BRO, E 450 ombia largo, 1 ¥28 forte, 1L

a:

&35 ombiro, 1800 fraoo; sSedesoxi-sritromicinas & s O a2m

SE0 fraco 3 540 largo, 1 ¥RE, L TO02 forte; dasox i ari-

G
Doooem DI Len B VOO0, 3 520 Torts, largo, 1L 0T28  Forts,

LOF0s, L &85% ombro, 4 &0 fraco; S-degsoxi-seitronicina O oem osolu-

s,

odo e COCLme & 580, 3 5¥0 forte largo, 1L ¥F2&, 1L F00 Torte: e

Beporeritromicing O am ChElyr 3 630, & 510 Tforte, lar-

g, L FR5, 1 70z forte, largo.

(segue tabela)
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Gdanoxl~aritronicinag &
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z
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H

Gwclpasoxi-~aritromicina B
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[
z
o
EEs

it

S-ddesoxi-gritromicinag ©
M. 4 w é~desoxi-aritromicing D
Mo, 5 o edesoxi~lSnoreritronicing B
Mo, & % G-desoxi-li-noreritromicina .

o medicio de balxa resolugio



GEig LG L oL

Lobos dos

desvios

guimicos

e

A%

Erdesoi-

e M

micinas

Pl

D Lt W B ﬂUl@lLtfHMLllﬂnw Bos D

S0M

”*EH%w

Aot ' 35
L20H e

17

a7 e
1
wn MK
o
i
P ]
3
PR

21
176, 8

4{"
7H, 4
44,2
8%, 4
35 WA
c:]'.

p e
gt

L0, L
35,9
&9, 5
7E,0
7¥ ,.i‘:‘:
21,1
13,0
15,0

2.5
1&,.7F
17,4
11,0
15,1

104, 1
T, v
&5, 8
28,5
6,2
21,5
40 3
b

oy

pd

35,0
TG
FE 0
&5,V
18,2
2L.5
49, <

St BAT NP A e SR WP O P AR NS AR WA Y IR ALY A DAY AP AN AR M5 AR W A s A R AN N 4 AP N B NI WA D NP W WA N A 358

&-Deg

S-Daond

>

S Do -

ap
O

&

~

x
P

45
B0,
43
36,
54,
45,
41
e
A0,
T,
25

10,

15,

e

4

et

32

5!’5:7

\z

L-m

o
o
oo

Py

LR
= -
i

G e
"
o

e
-
S

B

~af
PR
3
& B3

O by
] ir
3 w Z
o O O

T -
=
SR

4
& M
= 2 3
=owmd Oy T B2

5
18,1
21,4

49,3

axi-ariteromicina
S-Desoxi-aritromicina
a-esoxi-eritromicinag
~gritromicina
“asori-Li-noraritronicing B
LE-noreritromicing O

_
G0 0 D B
FAT B A
R4 = i3 B3 “ = 3
BRI R OB PP

R 2
[EC

B

"

=AY
=

3

3
53

Lk
~af

e

[ AT & S RN
53 W e
[ I N A £

bas
&
-

ey

z

ot
R R e
o R e o
5ol e a0

~

&
£
P d e D

s

FELES B VA N
[« ST SRS T
= 3 = Z -
STo4w L1 £ 3

18,0
25,5

&
&

o
I

gh 0

1770
44,

ey
2

45,4
B, 0
-JWJ P e
S48
45,2
1P, 4
ﬂiﬁl
LA
Gl %
T,
L&, L
g2
25
18,5
L, F
7.

& oy ‘f}
lU&,&
T, 6

ah, 3
2LFLE
Gl d
T 5
Ao, 0
O, 6
1,3
14,5
G F
1w, &
L&, 8
FIS
S
o5, 0
FO,4
&5, T
EEL B
52 e}
2L
40, 7
99,5
40, &
SR,
e, 4
G, B
L&,
256

o o 3o e A A A0 S Bt A e A 3



<t u( (xw o P': o

13
1da
Lt
L5
2CH
G %
SCH-
B
L0CH
1fGH

sy BN
A )
L
4 L

$E S

ol

A

).
I
-2 'z
e £,
o
&

£

=
S
)

e

-
o,

x  u .
Foat 3
i md

= i
e
[rx

S SV S

o
7
z
5%

G e b

3

H

2
o
o

P
u
Pk
77
.
=
3
i
s
i_\
=
i
£z

L.5&

o

P

LR
-
3 =z
B

SR

= O
* -n
H P
R

P
"
£
bx
Pofng
M
bR
4_}

o,
2
AT
-
EEEy
£l
Fe ARt
43
=
Pag

f
i3
o

I S PR I

.3 .

B
£
2
.
§
21
,
¢

w*U$ Lw1~#ritr smicing &
seUesoxi-aritromicins ©
SeDesoxi-eritromicina O
aelesoxi~1l5%noraritromicing
Getgsgx -5 noreritromicing

§.~. ;;:;; P i3
. \ .
A S T 3

p 3

P3O

:HH
ESR

i L

.

[ER Sl

-

L. 32
2,61
Euﬁﬂ

e

H.23E

. -
L *]
A A

1.2k
Lo




Lada como um controlo. Os resultados, indicados comn  as

GEBOE PGl

Fatabilidade em melios acidos o bromising £

f1oestabilidade relativa am meios acidos de oum dos oconpositos
oy presente inwvento fol comparads com 2 ods eritromicing &, Sus-—

pendsran-as L1,8 mg de dedesoxi-eritromicinag @ puma solugdo de

4]

acido citrioo ipH 2,2) & deixou-sse repousar o 3¥°0 durante 8

horas.  Foram removides aliguotas aos 2, 5, 10 & 20 minutos e as

P o . LS v

Lo 2. &, 4, 5, & 8 @ horas. & Jdegradacio fol extinta por ajuste
che oada aliquota a pH 2.8 oom HHqUH F.h M, asdauida por exbraocia

com diclovomstans.

Der Forms idéntica, suspenderam-ss2 10,5 mg de eribromicing &

nums solusiio de dcido oitrico [pH 2,00, o deixou-se repous

v

V0 odurante 10 minutos.  Foram remoeelcdas S Z, hoe LD

minutos., 6 degradagio fol sxtinta por aju cada  aliguota a

e 9,6 com MH4UH VLB M, seguida pela sxtracdio com diclorometans.

s ewtractos de dicloromstans o Sed

ienritromicing & 2

aritromicing A foram snalisados por TLE, tal oomo o

rlbo N
Frwempdo V. Os resultacdos da TLO Indicam gus permansoiam menos do

s L% oda o eritramicing &, apds 2 minutos a pH 2.2, enquanto ous

persistian mais do gue 20% da si~gritromioing & apos 4

horas e ewposicio a pH 2,2, rHesno depois de & horas, wveeificou-

gus aproxinadaments 40% da e-desoxi-eritromicina & parmansacia

intacts, mestrands um melhoramsnto substancial da solubkd lidade em

aos cdos compost

meios Al cdo presante ireesnbo om orele

&

pria eritromicing &

Gotisvicdade Anti-bacteriana

i Sedenoxi-aritromicinas @, B o 0 g a a-desoxi-lbh-norari-
tiromicing B Toram bestadas quantao 8 sotividads anti-bacteriana,
sl izando um processo oode dilulcedo de placae de dgar padrido om

caldo de infusio de coragio-cgreben. A eritromicina @ foi utili-~

{ﬁ

tiraedes inibkitdrias minimas (MIC), sstio representados nas

las 4 2 5, abailxo.
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Walor <da MIC do Fascectro Snti-bacteriano imeadmil
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