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Resumo

MEMORIA DESCRITIVA

O presente invento diz respeito
a processo para a produgdo de agliconas de avermectina na-
turais e ndo-naturais dteis como parasiticidas, utilizando

mutantes de Streptomyces avermitilis sem capacidade para

produzirem avermectinas glicosiladas e nfo possuindo activi-

dade de desidrogenase de 2-oxo-idcido de cadeia ramificada.
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0 processo consiste em se pro=-
ceder a fermentaglio aerdbica de uma estirpe de Streptomyces

avermetilis num meio nutriente aquoso que compreende uma

fonte assimildvel de azoto, carbono e sais inorganicos e
um composto capaz de ser utilizado na biossintese de agli~

conas de avermectina.
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Este inventorrefere-se a mutantes

de Streptomyces avermitilis que ndo possuem a capacidade de’

produzir avermectinas glicosiladas, nem a actividade de de-
sidrogenase de acido 2-oxo de cadeia ramificada, a processos
para a preparagic das referidas §. avermitilis e a sua uti=
lizagdo para a produgao de agliconas de avermectina naturais

e nao=-naturais.

As Patentes Norte Americanas
4,310,519 e 4,429,042 descrevem as avermectinas, um comple=-
x0 de agentes afins que possuem uma forte actividade anti-
~parasitica, & a sua produg¢io por fermentagfo aerdbica de
estirpes de Streptomyces avermitilis; nomeadamente S,
avermitilis ATCC Nos. 31267, 31271 e 31272, As duas tltimas

estirpes citadas representam uma frasco congelado e um tu-

bo liofilizado, respectivamente de uma cultura obtida por
radiagdo de ultravioletas de §. avermitilis ATCC 31267.

A PE 214,731, publicada em 18 de
Margo de 1987, o Pedido correspondente da Patente Norte
Americana com o No, de Série 886,867, depositado em 16
de Julho de 1986, divulga uma série de compostos (designado%
aqui como avermectinas nfo-naturais) afins de avermectinas
naturais ou cornhecidas, mas que possuem um novo grupo subs-
tituinte na posigfo-25, e um processo para a sua preparagdo
por fermentagfo de um organismo de produgfio de avermectina
na presenga de determinados acidos carboxilicos especificos
ou seus derivados ou precursores. Sio também divulgadas as
agliconas das referidas avermectinas e a sua preparacio por
hidrélise dcida suave das avermectinas n3o-naturais. Os or-
ganismos S. avermitilis utilizados para produzir as referi-
das novas avermectinas substituidas em C-25 sfo S. avermi-
tilis ATCC 31267, 31271, 31272 e NCIB 12121. 0 dltimo orga-
rismo derivado de §. avermitilis ATCC 31271, proporciona

produgdes aumentadas das novas avermectinas substituidas em

C-25, quando é cultivado pum meio semi-definido., Cada uma
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de ATCC 31267, 31271, 31272 e NCIB 12121 pode também pro-
duzir, para além dos novos derivados substituidos em C-25,
variadas quantidades de avermectinas conhecidas ou naturais
em que o substituinte -25 & isopropilo ou (8)-sec-but11
(1-metilpropil).

A estrutura deos carbonos das
avermectinas (definida na férmula (r) apresentada a seguir )
é derivada de acetatos e propiohaﬁos e do substituinte em
C-25 de avermectinas naturais de L-isoleucina (R = (S)-sec-
~butilo) ou L-valina (R = isopropilo) / Fischer e Mrozik,
"Antibidticos Macrélidos", Academic Press (1984) Ch. 14_7.

Por avermectinas "conhecidas" ou
"naturais" preitende~se significar aquelas avermectinas pro-
dugzidas por §. avermitilis ATCC 31267, ATCC 31271 e ATCC
31272 em que o substituinte da ppsigdo-25 & isopropile ou
(s)-sec-butil-(1l-metilpropilo)., As avermectinas em que o
substituinte da posigfo-25 é diferente de isopropilo oun
sec-butilo (forma-S) s3o aqui designadas por avermectlnas

novas ou nijo-naturais.

As estirpes de S.avermltllls ci=~
tadas nas patentes atras mencionadas produzem uma classe
de substancias descritas genericamente ai como C-076. A
classe compreende oito compostos dlstlntos mas muito afins
descritos como C-076 Ala, Alb, A2a, A2b, Bla, Blb, B2a e
B2b. As séries de compostos "a" referem~se as avermectinas
naturais em que o substituinte-25 & (S)-sec-butilo e as
séries "b" Aqueles em que o substituinte-25 & isopropilo.
As designagbGes "A" e "BH feferem-se as avermectinas em que
o substituinte-5 € metoxi on hidroxi, respectivamente.
Finalmente, o ndmero "1" refere-se a avermectinas em que a
ligagdo dupla estd localizada na posigdo 22-23; e o numero

"2" refere-se a avermectinas possuindo um hidrogénio na




posicao=-22 e hidroxi na posigio-23.

Neste pedido, os identificadores
nat @ "p" nio foram considerados. Os identificadores Al,
A2, Bl e B2 foram mantidos para referir as avermectinas nao-
~naturais possuindo as caracteristicas estruturais corres-
pondentes as das avermectinas naturais, conformé indicado

at I'a',s .

A produgdo de mutantes desprovi-
dos de actividade de desidrogenase de jcido 2-oxo de cadeia
ramificada foi referida para Bacillus §g§g§ili§, Willecke
e Pardee, J, Biol. Chem, 246, 5264-72 (1971) e Pseudomonas

utida, Martin et al., J. Bacteriology, 115 198-20% (1973)
mas ndo para Streplomyces.

A Patente Norte Americana 4.206.
205 descreve os derivados de monoésacrideo e de aglicona
de C-076; i.e., derivados deVC—076 em que uma ou ambas as
metades de carbohidrato da 4-(alfa-L-oleandrosil)-alfa-L-
~oleandrose da fungfo dissacarideo 1igada a C-13 do énel
macrélido foi removida por hidrélise num solvente organico
nao~-nucleofilico aquoso na presénga de um acido, preferiveld

mente acido sulfurico.

A 8. avermitilis Agli-1, uma es-

tirpe que produz virtualmente apenas agliconas de avermec-
tina Ala e A2a, é referida por Schulmen et al,, J. Antibiot|
38 (11), 1494-1498 (1985), ¥ tambdin referida a fermentacio
de 8. avermitilis Agli-1l na presenga de sinefungina que
causa o aumento da produgdo de componentes dé aglicona de
avermectina B. Da mesma forma, a 8., avermitilis 08, uma
estirpe de elevada produgao de avermectinas, quando fermen=-
tada na presenga de sinefungina como inibidor de transfe-~
rases de O-metilo, resultou na produgio de avermectinas sem

grupos O-metilicos na aglicona em C-5 e na metade de dissa-
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carido de oleandrose.

A Patente Norte Americana 4,378,
353 descreve compostos afins de C-078 e a sua pfeparagéo Pox
cultura de MA-5218, uma estirpe mutante de 8, avermitilis
ATCC 31272, obtida a partir dela por radiagfo ultravioleta.
0 mutante é identificado como ATCC 31780. Os compostos afing
de C-076 produzidos pelo referido mutante apresentam maiored
diferencgas estrutﬁrais relativamente aos compostos Cc=-076,
Nenhum dos produtos possui o anel furano de C-076. Além dis-
so, em alguns dos compostos reféridos, uma ou mais,das'meta-
des de agucar de oleandrose foi clivada, enquanto qué nou—r

tros o grupo da posig¢#o~5 foi oxidado num grupo ceto.

Trés classes de mutantes de O-me-
tiltransferase de S. avermitilis que produzem avermectiﬁas
sem grupos O-metilo foram referidas por Ruby et g;qée Sim-
pésio Internacional sobre IBiologia de Actinomicetes®, De-
brecen, Hungria, 26-30 de Agosto de 1985 e por Schulman et
al., Agentes Antimicrobianos e Quimioterapia 31, 7h4-7
(1987). A primeira classe produz em primeiro lugar avermec-
tinas B devido a sua incapacidade em metilar o hidroxilo
C-5 do anel de lactina, macrociclico. A segunda classe pro-
duz 3'-0, 3"-O-bis-demetilavermectinas (avermectinas que
nio possuem o substituinte O-metilo na posigdo 3 de ambos
os residuos monossacarideos de oleandrose), que sio designa
das por demetilavermectinas. A terceira classe & incapaz

de metilar em qualquer posigdo.

Schulman et al.,Fed, Proc. 44,
931 (1985) divulga uma maior produgdo de avermectinas por

fermentagio de §. avermitilis na presenga de substancias

tals como a sinefungina, S-adenosiletionina e S-adenosil-
homocisteina que inibem a metilagfo do grupo hidroxi C=5
da metade de aglicona por meio do enzima de B-O-metiltrans-

ferase de avermectina. Os mutantes de Streptogzces avermitiliis




que carecem da actividade de O-metiltransferase e que produ-
zem maiores quantidades de componentes de avermectina B sao
também divulgados por Schulman et al., em Agentes Antimi-
crobianos e Quimioterapia 29, 620-624 (1986),

Descobriu~se agora que a mubagé-

nese de mutantes 8. avermitilis que n2io possuem a activida-

de de desidrogenase de dcido 2-oxo de cadeia ramificada pro-

duz mutantes que, quando cultivados num meio apropriado, pro

duzem agliconas de avermectinas. Os mutantes nfo possuem a
capacidade de produzir agliconas de avermectina naturais
na auséncia de compostos RCCOH adicionados, em que R & iso
propilo ou (S)-sec-butilo, ou na auséncia de um composto
convertivel em RCOOH durante o processo de fermentagio. Sur-
preendente e inesperadamente, contudo, os mutantes mostraram
produzir agliconas de avermectina, naturais e n3o-naturais,
quando fermentados na presenga de um composto R-COOH adi-
cionado, em que R é isopropilo ou (S)-sec-buti}o, ou outro
grupo aqui mencionado, ou de um precursor do referido com=
posto RCCOH, K ainda mais surpreendente que os mubtantes aqui
descritos, que sfo incapazes de degradar a L-isoleucina ou
L-valina, sfo capazes de assimilar uma grande variedade de
compostos para a via biosintética de avermectina com produ-
¢do de agliconas de avermectina nfo-naturais, livres da

presenga de agliconas de avermectina mturais.

Algumas das agliconas de avermec-
tina naturais, Ala e A2a, s#Ho produzidas por 8. avermitilis

Aglil-1, conforme foi indicado anteriormente. Contudo, elas
conjuntamente com as agliconas das avermectinas naturais
remanescentes, sdo normalmente preparadas por hidrdlise

’ . . .
acida da avermectina correspondente. BEste processo necessi-
ta do isolamento das avermectinas naturais dos seus caldos
de fermentagdo. Embora as avermectinas naturais tenham

sido isoladas numa forma substancialmente pura (veja-se Pa-




tente Norte Americana L4,429,042) a metodologia é, no melhor
laboriosa. A produgio completa de agliconas de avermectina
por este processo é, no entanto, ainda mais laboriosa, de-
vido & etapa suplementar de hidrdélise. A possibilidade de
escolher se se pretende produzir agliconas de avermectina
naturais ou nao~-naturais, de modo a minimizar o nimero e
compléxidade dos produtos, e dessa Torma a aumentar a pu-
reza de uma aglicona de avermectina escolhida, simplifican-
do desta maneira os processos de separagfo, é um objectivo
desejavel.

As estirpes de S, avermitilis

que nio possuem a actividade de desidrogenase do acido
2-oxo de cadeia ramificada e que s3o capazes de produzir
agliconas quando fermentadas num meio nutriente, s3o obbti-

dos por mutagdo de estripes S. avermitilis que n3o possuem

a actividade de desidrogenase de Acido 2~0x0 de cadeis ra-
mificada. Os miantes deste invento aqui descritos sfo in-
capazes de sintetizar as agliconas de avermectina naturais,
excepto quando o acido gordo, ou um seu precursor, que su-
porta o grupo isopropilo ou sec-butilo (forma-8) & adicio-
nado ao meio onde os mutantes sfo fermentados. Bles sio
capazes de produzir agliconas de avermectina naturais e
ndo~-naturais, quando fermentados sob condic¢8es aerdbicas
aquosas num meio nutriente que contém um acido primdrio
apropriado ou um composto convertivel no mesmo no processo
de fermentag3o. As estirpes deficientes de desidrogenase
de dcido 2-oxo de cadeia ramificada necessirias, por exem-
plo, 8. avermitilis, I-3 (ATCC 53567) sSo produzidas por

mutagado de estirpes produtoras de avermectina de S. avermi-

tilis e especialmente por mubagfo de S. avermitilis ATCC

31267, ATCC 31271, ATCC 31272 ou NCIB 12121.




Os mutantes, caracterizados pela

sua carencia de actividade de desidrogenase de acido 2-o0xo

de cadeia ramificada, sfio seleccionados entre coldnias sub

. x . 1k
metidas a mubtagfo com base num ensaio de

002, Neste pro-
cesso de ausencia de libertagéo de 1 002 causada por uma
coldnia permeabilizada num substracto de acido [-140-1_7-
-2-0xo0isocaproico ou acido [-1“C-l_7-2~oxo-3—meti1va1érico
ou acido Z-lhc—1_7—2-oxo-3-metilbutirico indica a auséncia
de actividade de desidrogenase de acido 2-oxo de cadeia ra-
mificada. Os mutantes assim produzidos sfo entfo submetidos
a uma segunda mutag8o, Eles sZo entfo cultivados num meio
apropriado na presenga de um acido primdrio apropriado e

os produtos de fermentagfo sio analisados por cromatografia
de camada fina (CCF) e/ou cromatografia liquida de alto
rendimento (CLAR) relativamente a afliconas. Alternativa-
mente, conforme os técnicos da especialidade reconhecerio
os mutantes duplamente bloqueados podem ser produzidos por
ordem inversa; i.e.; o bloco de desidrogenase de Acido 2-
-oxo de cadeia ramificada pode ser intrcduzido como segunda

etapa em vez de primeira,

Foi com surpresa que se consta-
tou que os mutantes aqui descritos com carencia de activi-
dade de desidrogenase de Acido 2-oxo de cadeia ramificada
apresentavam a capacidade de produzir agliconas de aver-
mectilia, especialmente agliconas de avermectina n3o-natu-
rais. A incapacidade dos mutantes deste invento em produ-
zir os derivados gordos e naturais de acilcoenzima A, guandd
desenvolvidos num meio convencional, poderia resultar numa
mutagdo letal se a integridade da membrana dependesse dos
referidos derivados, ou se a acumulagdo de jcido 2-oxo pelo
nutante conduzisse a citotoxicidade. Aldm do mais, nio era
de esperar que os mutantes sintetizassem o acetil-CoA e o
propionil-CoA a partir do metabolismo degrandante da L-iso-
leucina e da L-valina, na medida em que isso exigiria a pre-

senga da actividade enzimdtica de que os mutantes carecem.




0s requisitos para estes deriva-
dos de acil-CoA relativamente 3 biossintese de avermectina,
indicado anteriormente, levavam a esperar-se que os mutan-
tes pudessem ser severamente impedidos de produzir aglico-
nas de avermectina nao-naturais, o que, surpreendentemente

nao foi o caso.

A falta de actividade de desidro-
genase de acido 2~o0xo nos mutantes aqui descritos resulta
no impedimento da sintese de acil~ColA gordo de cadeia rami-
ficada degradar a L-isoleucina e a L-valina, e, portanto
a sintese das avermectinas naturais. Da mesma forma, espe-
ra-se que os mutantes de transaminase de aminodcidos de

cadeia ramificada de S. avermitilis reduzam e possivelmen=-

te evitem a capacidade de produzir as avermectinas naturais,
Estes mutantes de transaminase;hegatiVa nao seriam capazes
de sintetizar os acidos 2-o0xo de cadeia ramificada a partir
de isoleucina e valina, através da via normal de transami-
na¢io. A reduzida possibilidade de utilizagso destes acidos
2-0xo0, que sao substractos para o enzima de desidrogenase
de 4cido 2-oxo de cadeia ramificada, pode efectivamente
impedir a sintese de acil~CoA gordo de cadeia ramificada.
Deste modo, o presente invento também abrange a utilizagdo
destes mutantes de transaminase-negativa isoladamente, e

de mutantes em que ambas as mubtagdes, de transaminase nega-
tiva decadeia ramificada e de desidrogenase-negativa de

acido 2-oxo sio combinados.

0 presente invento também com-
preende qualquer organismo, independentemente da sua apa~
rencia ou comportamento fisioldgico, que possa ser desen-
volvido por meio de transformagio, transdugio, recombinagao
genética ou por meio de qualquer outro processo gendtico,
utilizando-se um dcido nucleico ou um material equivalente,
a partir das especies aqui descritas, desde que tenha ad-

quirido as caracteristicas dos mutantes atris descritos.
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Os termos "avermectina' ou
"avermectinas" conforme aqui utilizados, referem-se a com-
postos possuindo a férmula (I) seguinte, mas em que o subs~-
tituinte-25 (R) pode ser qualquer grupo assimildvel nessa

posigdo pela S. avermitilis deste invento. As agliconas

de avermectina referem-se a compostos de f£érmula (II) em
que a metade de éter de dissacarideo, 4-(alfa—L-01eandro—

sil)-alfa-L-oleandrosiloxi, em G-13, & substituida por OH,

Os mutantes aqui descritos sZo
muito importantes para a produgio de agliconas de avermectHi-
na nao-naturais pelos processos divulgados e exemplificados
aqui. Eles sdo especialmente impottantes para a produgdo de
agliconas de avermectina preferidas i.e., compostos de for-
mula (II) em que o substituinte & cicloalquenilo ou ciclo-
alquilo Ch-06, facultativamente substituido pelo grupo al-
quilo Cl’ch; l-metiltioetilo, ou um grupo heterociclico de
oxigénio ou enxofre de 5 ou 6 membros, especialmente 3-
-tienilo ou 3-furilo.

A mutagdo de um membro produtor

de avermectina da espécie Streptomyces avermitilis & efectua

da de acordo com processos conhecidos utilizando-se qual-
quer um de uma série de agentes matantes, incluindo radia-
¢do ultravioleta, radiagfo por raios-X, N-metil-N'-nitro-
-N-nutrosoguanidina, sulfonato de etilmetano, acido nitro-
so e mustardas de azoto, por exemplo, N-metilbis(2-cloro-
etil)amina, ou tratamentos similares. A mutagénese pode ser
conduzida com esporos ou numa cultura vegetativa de S,
avermitilis capaz de produzir avermectinas naturais, por
exemplo, S. avermitilis ATCC 31272.
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Seguindo-se processos bem conhe-
cidos dos técnicos da especialidade, seleccionam-se coldniai
mutadas com base num método de ensaio bioquimico gque per-
mite o rastreio de grande nimero de coldnias bacterianas mu
tadas aleabtoriamente para a produgdo de 1h002 a partir de
acidos {-140-1_7—2-oxo (Tabor, et al., J, Bact. 128, L485-
-486, 1976),

A metodologia compreende o cres-
cimento das coldnias de mutante nas cavidades de uma lami-
na de microtitulagdo num meio nutriente adequado, a per=
meabilizagfio das células com tolueno seguida pela adigHo
do acido [-1 C-1_/-2-oxo (por exemplo, acido 2-oxoisoca-
préico) a cada cavidade e andlise da atmosfera sob fermen-
lllco "

tagdo relativamente a 20

Alternativamente, o acido Z-luc-
-1_7-2-oxo-3-metilvalérico, ou o cido [-1hc-1_7-2-0X0-3-
-metilbutirico, pode ser utilizado em vez do»écido ['lhc-
-1_7-2-oxo-isocaproico. A produgdo de 14CO2 é conveniente-
mente verificada por colocagdo de um papel de filtro himi-
do saturado com Ba(OH)2 debaixo das cavidades individuais

para detectar a libertagfo de qualquer quantidade de 1“00

14 »

e a existéncia de Ba 003, se existir, por autoradiografia.
Os mutantes que n3o apresentam actividade de desidrogenase
de acido 2-oxo de cadeia ramificada proporcionam autoradio-
gramas que se aproximam das dos controlos em branco; i.e.,

ndo é produzido nenhum BathO3 pelos mutantes,

Os mutantes assim obtidos s3o
submetidos a mutagénese adicional por utilizag3o de quais-

quer dos agentes mutantes atras mencionados. As coldnias

mutadas sdo escolhidas pela sua capacidade de produzir aglit

conas de avermectina, quando cultivadas num meio adequado.
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As caracteristicas morfoldgicas
e de cultura dos mutantes deste invento sfo geralmente con-
forme descrito na Patente Norte Americana 4,429,042, mas
com algumas excepgdes., As caracteristicas que distinguem
os mutantes deste invento s#o a ausencia de actividade de
desidrogenase de acido 2-oxo de cadeia ramificada e a sua
capacidade em produzir agliconas de avermectina quando cul=-

tivadas num meio adequado, como aqui descrito., Estas carac-

teristicas resultam na nao producgéo pelos mutantes das agli-

conas de avermectina naturais, quando desenvolvidos num
meio definido practicamente livre de Fcidos gordos RCOOH,
em que R é isopropilo ou (S)-sec-butilo, ou compostos con-
vertiveis no referido RCOOH durante a fernentagao. A dinves~
tigagao taxonomlca conduzida pela American Type Culture
Collection confirmou que as caracteristicas da 8. avermi-
tilis TI-3, a estirpe mie, ela prdépria um mutante (seleccio-
nada do ensaio de 14C02 anterior), s3o muito prdéximas da-
quelas da estirpe ATCC 31272 avd descrita na Patente Nor-
te Americana 4.429,042, Contudo, a estirpe mutante = I-3
(ATCC 53567) forma muito menos cadeias de esporos do gque

a ATCC 31272; por outro lado, contrariamente 3 descrigio
dada por Merck para ATCC 31272, na Patente Norte Americana
4,h29,042, nio fomos capazes de detectar crescimento dos

mutantes ou de ATCC 31272 com a sacarose, como unica fonte

de carbono.

0 mutante I-3 é deficiente apenas
na actividade de descarboxilase de dcido 2-oxo de cadeia
ramificada. O mutante S-2805 duplamente bloqueado, obtido
por mais uma mutagdo de I-3, e seleccionado pela sua capa-
cidade de produzir agliconas de avermectina suporta uma
relagdo taxondémica com a ATCC 31272 semelhante a da estirpe
mutante I-3.

A Streptomyces avermitilis I-3




/-

N

By

AN
W

'\ szﬁﬂﬁga%l
m@ﬂ$@f§332§ =

e S-2805 foram depositadas sob os termos do Tratado de Bu-
dapeste na American Type Culture Collection, Rockville,
Maryland, um depositério reconhecido que proporciona per-
manéncia aos depésitos e uma acessibilidade facial aos
mesmos pelo publico, desde que a patente tenha sido con-
cedida a este pedido, Foi-lhes dada a designagfo de
Streptomyces avermitilis ATCC 53556 e ATCC 53677, respectiva

mente., Os depdsitos est3o disponiveis durante o periodo

de prioridade deste pedido a qualquer entidade autorizada
para isso pelo Comissdrio do Gabinete de Marcas e Patentes
dos Estados Unidos sob 37CFR 1.1k e 35 USC 122, e de acor-
do com as leis da patente estrangeira em paises onde os
pedidos correspondentes a este, ou os seus resultantes,
estdo depositados. Todas as restrigdes de acesso pelo pi-
blico aos microorganismos depositados serio irrevogalvel-

mente levantadas apds a concessfo da patente.

Cada uma das S. avermitilis
ATCC 31267, ATCC 31271, ATCC 31272 e NCIB 12121 produz as
avermectinas naturais correspondentes aos compostos de
férmula (T)

(1)
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na qual a linha a tracejado na posigdo 22-23 representa
uma ligac¢do dupla facultativa;

1

R™ é hidroxi e estd presente apenas quando a ligagfo dupla

esta ausente;

R® § 4r-(alfa-L-oleandrosil)-alfa-L-oleandrosiloxi com a
féormula
CH3 CH3
HO \ 0 0
CHBO CHBO
RO & hidrogénio ou metilo; e

R é isopropilo ou (S)-sec-butilo. A Patente Norte America-
na 4,285,963 descreve uma avermectina de férmula (I) em que
a posig#o-25 € substituida por um grupo metilo e etilo, rt
& hidroxi e RO & metilo,

Nas avermectinas nao-naturais
aqui referidas, R ¢é um substituinte diferente de isepropilo

ou (S)-sec-butilo e é como definido a seguir.

Os mutantes deste invento produ-
zem agliconas de avermectina, £drmula (II); i.e. compostos
de férmula (I), mas em gue R2 ¢ hidroxi., O valor de R nas

aglicoras de avermectina, produzidas pelos mutantes deste
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invento podem corresponder ao grupo (isopropilo ou (S)-
-sec-butilo) presente nas avermectinas naturais, ou a um
grupo R em que R é um grupo, diferente deisopropilo ou
(s)-sec-butilo, assimildvel na posigio 25 pelos mutantes

aqui descritos.

Os compostos L-valina e L-isoleu~
cina essenciais para a biossintese de avermectinas naturais
¢ das agliconas respectivas / férmulas (I) e (II)_7 produ~
Zem-se na célula de §. avermitilis. Acredita-se que estes
compostos entram na biossintese das avermectinas através
da conversio em acido 2-oxo e da descarboxilagfo do acido
por desidrogenase de 4cido 2-oxo de cadeia ramificada, con-
comitante com a liga¢Zo do produto ao coenzima A, A sua pre~
senga contribui para a produgio simultinea de ambos o3 com-
postos isopropilo e (S)Ssec-butilo de férmulas (I) e (x1).
Isto, evidentemente, d4 origem a problemas na separag¢do do

isopropilo dos derivados de (8)-sec-butilo.

Quando fermentado num meio nutri-
ente que contém o composto de partida apropriado, os mutan-
tes deste invento produzem um composto de férmula (IT) ou,
conforme for o caso mais corrente, uma mistura de dois ou
mais compostos de férmula (II) em que R corresponde ao com-
posto de partida utilizado. Podem ser produzidos até quatro
produtos, conveniente e trivialmente designados por Al agli-
cona, R-avermectina, A2 aglicona, Bl aglicona e B2 aglico-
na. 0 grupo "-R" evidentemente, refere-se ao substituyinte
em C-25, Por exemplo, quando R & ciclopentilo, as quatro

agliconas de avermectina possiveis s3o:
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S R
Nome Trivial BE gi
Al Aglicona de ligagao dupla CH3
avermectina de
ciclopentilo
A2 aglicona de hidroxi CH3
avermectina de
ciclopentilo
Bl aglicona de ligagao dupla H
avermectina de
ciclopentilo
B2 aglicona de hidroxi H

avermectina de

ciclopentilo

Na aglicona de avermectina nZo-
-natural, o substituinte "R" em C-25 é diferente de isopro-

pilo ou de (S)-sec-butilo.

0s compostos de férmula (IL) onde
a dupla ligagfo esta presente e OH esta ausente podem ser
preparados alternativamente a partir do composto correspon-
dente de fdérmula (II) em que R & ome a lizacgfo dupla estd
ausente, por meio de uma reacgdo de desidratagfo. A reacgao
é levada a cabo em primeiro lugar por protecgdo selectiva
dos grupos hidroxi nas posigdes 5 e 13, por exemplo o de~
rivado de acetilo de t-butildimetilsililoxi, depois por
reacg¢do com um haleto de tiocarbonilo substituido, tal como
cloreto de (4-metilfenoxi)tiocarbonilo, seguida por aqueci-

mento num solvente, de ponto de ebuligdo elevado, por exem-
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plo triclorobenzeno, para efectuar a desidratagdo de acor-
do com os processos descritos na Patente dos Estados Unidos
No. %4.328.335. O produto é finalmente desprotegido para

produzir um composto insaturado.

O0s compostos de férmula (II) em
que R3 é H podem também ser preparados a partir dos compos-
tos correspondentes onde r3 ¢ CHB’ por desmetilac¢fio. Esta
reacgdo é alcangada por tratamento do composto 5-metoxi,
ou de um seu derivado adequadamente protegido, com acetato
mercirico, e hidrolizag¢fo do éter endlico de 3-acetoxi
resultante com acido diluido para produzir o composto 5-
-ceto, Este é entlo reduzido utilizando, por exemplo, bo-
roidreto de sédio para produzir o derivado 5-hidroxi. Os
reagentes e as condig¢des de reacgao apropriadas para estas
etapas sfdo descritos na Patente Norte Americana No.
k423,209,

O0s compostos de férmula (II), em
que RléHea ligagdo dupla estd ausente, podem ser prepa-
rados a partir do composto correspondente, no qual a liga-
¢8o dupla estd presente e R estd ausente, por hidrogenagio
catalitica, selecti¥a, utilizando-se um catalizador apro-
priado. Por exemplo, a redugao pode ser obtida utilizando-
-se clireto de tris(trifenilfosfina)rddio (I), conforme
esta descrito na Publicagfo do Pedido de Patente Europeia
No., 0001689,

As agliconas, fdérmula (II), po-
dem ser também preparadas a partir dos compostos de for-
mula (I) correspondentes (Rz é h1-(alfa-L-oleandrosil)~
~alfa-L-oleandrosiloxi) por remog#o do grupo 4'-(alfa-L-
-L-oleandrosil)-alfa-L~oleandrose por hidrdlise suave com
um dcido num solvente organico aquoso para produzif a agli-

cona que possui um grupo hidroxi na posigao 13.




Os compostos capazes de ser ubi-
lizados pela S. avermitilis deste invento para a biossin-
tese de avermectinas, naturais ou nfo-naturais, sZo com=
postos de férmula (III—A)

R-COOH (IIT-4)

incluindo os compostos convertiveis nos (III-A) durante o
processo de fermentagdo. Estes compostos sfo designados
aqui por "compostos primarios", Na férmula (III-A), R &

um grupo alfa de cadeia ramificada, em que o atomo de car-
bono ao qual esta ligado o grupo ~COOH esti também ligado

a pelo menos dois outros Abtomos ou grupos diferentes de
hidrogénio, Dsta definigfo abrange, evidentemente, os gru-
pos aciclicos e ciclicos saturados e insaturados, incluindo
aqueles que suportam facultativamente um heterodtomo de
enxofre ou de oxigénio como um membro da cadeia aciclica

ou do anel ciclico.

Mais especificamente, R, que se
torna o substituinte em C-25, pode ser um grupo alfa al-~
quilo 03-08 ramificado, alquenilo, alquinilo, alcoxialqui-
5%
em que o grupo alquilo € um grupo alfa alquilo 02-65 Tra=-

mificado; um grupo cicloalquilo 63-08 ou cicloalguenilo

lo ou alquiltioalquilo; um grupo cicloalquilalquilo G

05-08, em que qualquer um deles pode ser Tacultativamente
substituido por metileno, ou por um ou mais grupos alquilo
C,-Cy, ou por dtomos halo (fldor, cloro, iodo ou bromo);

ou um anel heterosiclico contendo oxigénio ou enxofre de

3 a 6 membros, o qual pode ser saturado, ou total ou par=-
cialmente insaturado e pode ser faculiativamente substitui-

do por um ou mais grupos alquilo C,-Cy, ou atomos halo,

Os compostos convertiveis em
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RCOOH (ITI-A); i.e,, precursores, no processo de fermenta-
¢do, sao compostos de férmulas (IIT-B), onde R & como

definido anteriormente:

R—(CHz)n-Z (ITI~B)
néo, 2, 4 ou 6; e Z é ~CH,OH, -CHO, -CHO, -CH,NH,, ,
~COOR® ou -comms, em que 15{g € H ou alquilo (01_6); g0 é
hidrogdénio, alquilo—(cl_h), ou o residuo de um amino acido
especialmente de dcido aspartico, acido glutamico e metio-
nina, por exemplo, -cn(coox—:)czxzcooxi, -cn(coon)(caz)zcow
e -CH(COOH) (CHz)zsCHﬁ, respectivamente,

Também incluidos neste invento,
estdo as formas isoméricas dos compostos de fémrula (III-
-A) e (ITI-B) e de compostos convertiveis nos mesmos duran-
te o processo de fermentagio, resultando as agliconas de
avermectina isoméricas em C-25 da sua utilizag3o no pro-
cesso aqui descrito.

0 processo deste invento ¢é rea-
lizado por fermentagdo aerdbica com uma estirpe de S.

avermitilis que nfo tem a capacidade de produzir avermecti-

nas glicosiladas nem a actividade de desidrogenase de 4ci-
do 2-oxo de cadeia ramificada, num meio nutriente aquoso
compreendendo uma fonte assimildvel de azoto, carbono, sais
inorganicos e um composto de fdrmula RCOOH, ou um composto
convertivel no referido composto (i.e., um precursor) du-
rante a fermentagfo, O acido, ou o composto convertivel

no mesmo, € adicionado & fermentag3o, ou na altura da ino-
culagio, ou em intervalos durante a fermentagdo, A produ-
¢do dos produtos de aglicona de avermectina pode ser contro
lada por remogio de amosiras da fermentagdo, por extracg¢io
com um solvente organico e por detecgio do aparecimento do

produto por cromatografia, por exemplo utilizando~-se croma-
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tografia liquida de alto rendimento. A incubagdo é conti~
nuada até a produgfio de produto ter sido maximizada, geral-

mente durante um periodo de &4 a 15 dias.

Um nivel preferido para cada adi-
gio dos compostos primdrios (dcido carboxilico ou um com-
posto convertivel no mesmo) varia entre 0,05 e 3,0 gramas
por litro., O composto primario pode ser adicionado ou con-
tinuamente, ou intermitentemente, ou todo de uma vez a
fermentagdo. O dcido (RCOOH) & adicionado como tal ou na
forma de um sal, tal como o sal de sddio, de litio ou de
aménio, ou como um composto convertivel no acido, conforme
definido anteriormente., O acido, se sdlido é preferivelmen-
te dissolvido num solvente adequado tal como agua ou al-

coois (cl-h)'

Os meios utilizados para a fer-
mentagdo podem, ser especialmente quando o substituinte em
C-25 é isopropilo ou (S)-sec-butilo, meios convencionais
contendo fontes assimildveis de acrbono, azoto e elementos
vestigiais. Quando o substituinte em C-25 & um grupo n3jo-
-natural (i.e, n3o & isopropilo ou (s)-sec~butilo), o meio
de fermentagfio sera um em que os ingredientes escolhidos
nio possuem, ou contém apenas quantidades minimas de compos
tos primdrios, onde a metade R é isopropilo ou (S)-sec-
~butilo,

Apds fermentaglo durante um pe-
riodo de varios dias a uma temperatura preferivelmente
entre 24 e 3392C, o caldo de fermentagio & centrifugado ou
filtrado e o bolo micelial é extraido com, preferivelmente
acetona ou metanol. O extracto de solvente é concentrado e
o produto desejado é entfo exbtraido num solvente organico
imiscivel em asua, tal como cloreto de metileno, acetato
de etilo, cloroformio, butanol ou cetona de isobutilo de

metilo, O extracto de solvente é concentrado e o produto
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em bruto é purificado adicionalmente, se necessario, por
cromatografia por exemplo cromatografia liquida de alto

rendimento, de fase inversa, preparativa,

0 produto é geralmente obtido
como uma mistura dos compostos de fdérmula (II), na gual

1

R™ é OH e a ligagio dupla est3 ausente, ou Rl estd au-

3

sente e a ligagfo dupla esta presente e em que R° § H ou
CHB; contudo, as proporg¢des podem variar dependendo do
mutante particular e do composto de partida empregues e

das condigbes utilizadas.

A fonte do grupo R; i.e., quer
venha directamenite de R-~COOH quer seja produzida a partir
de um dos precursorez anteriores, quer a partir de qualquer
precursor, & irrelevante para a produgio das aszliconas de
avermectina. O requisito critico do processo deste invento

~ 7’ .
Para a sua produgdo e a de o grupo R desejado ser propor-

cionado as estirpes S. avermitilis deste invento no pro-

cesso de fermentagio,

Os compostos adequados incluem
os seguintes:

acido 2,3-dimetilbutirico

acido 2-metilhexandico

acido 2-metilpent-4-endico

acido 2-ciclopropil prepidnico

sal de litio de acido k,k-difluorociclohexano carboxilico
acido 4-metilenociclohexano carboxilico

acido 3-metilciclohexano carboxilico (cis/trans)
acido l-ciclopenterno carboxilico

acido l-ciclohexeno carboxilico

acido tetraidropiran-4-carboxilico

acido tiofeno-2-carboxilico

dcido 3-furdico




dcido 2-clorotiofeno-l-carboxilico

acido ciclobutano carboxilico

4dcido ciclopentano carboxilico

acido ciclohexano carboxilico

acido cicloheptano carboxilico

acido 2-metilciclopropano carboxilico

acido 3~-ciclohexeno-l-carboxilico

dcido 2-metiltiopropidnico

acido 2-metil-l-meboxibutirico

acido tiofeno-3-carboxilico

hidroximetileciclopentano

3-tiofeno carboxaldefdo

acido 3~ciclohexilpropidnico

acido 3-ciclopentilpropidnico
hidroximetilciclobutano

acido tetraidrotiofenc-3-carboxilico
3-ciclopentil-l-propanol

sal de litio de &cido 3-metilciclobutano carboxilico
acido 3-fluorociclobutano carboxilico

sal de litio de acido 3-metilenociclobutano carboxilico
acido 2-metil-l-metiltiobutirico

acido tetraidrotiopiran-k-carboxilico
ciclobutilmetilamina

ciclobutanocarboxilato de etilo
h-hidroximetilciclopenteno

éster etilico de dcido 2-(3~tiofenocarbonil)propidnico
acido S-2-metilpentandico

acido R-2-metilpentandico.

Os mutantes de O-metiltransfera-
se podem ser obtidos a partir dos mutantes produbtores de
aglicona negativa de desidrogenase de dcido 2-oxo de cadeia
ramificada aqui descritos. As mutagdes da actividade de

desidrogenase de dcido 2-oxo activo de cadeia ramificada,
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combinadas com uma mutag8o de O-metil-transferase, produ-
zem estirpes de S, avermitilis que, quando alimentadas a
compostos RCOOH, ou a compostos convertiveis em RCOOH du-
rante o processo de fermentagdo, produzirio principalmente
avermectinas B, Estes mutantes s83o0 obtidos por mutagénese
dos mutantes aqui descritos com auséncia de actividade de
desidrogenase de 4cido 2-oxo de cadeia ramificada por meio
de luz ultravioleta e/ou mutagdneos quimicos tais como
N-metil-N-nitrosouretano, nitrosoguanidina ou outros agen-~
tes tais como aqueles enumerados anteriormente. Alternati-
vamente, os mutantes positivos de desidrogenase de acido
2=0x0 de cadeia ramificada que n3o possuem a O-metilirans-
ferase podem ser transformados por mutagao por meio de
tratamento com luz ultravioleta, ou com um agente mutan-
te para produzir os mutantes produtores de aglicona negativjy

de desidrogenase de 4cido 2-oxo de cadeia ramificada,

Para além da producio dos alelos
desejados de uma determinada estirpe de um microorganismo
por mutagénese, a fusdo de protoplastos permite a introdu-
¢80 de alelos desejaveis produzidos/identificados numa es-
tirpe no cromossoma de uma outra estirpe. Por exemplo, uma
estirpe de §, avermitilis com uma actividade de desidroge-

nase de agcido 2-oxo de cadeia ramificada deficiente e tam-

bém com uma capacidade deficiente de glicosilar abermecti~
nas pode, por fusdo de protoplastos com uma estirpe de

S. avermitilis deficiente em 5-O-metiltransferase produzir

uma estirpe de S, avermitilis Ccapaz de sintetizar apenas

agliconas de avermectinas B,

As agliconas de agvermectinas n3o-
-naturais produzidas por tais mutantes sdo caracterizadas
pela presenga de grupos hidroxi na posicao C=5 da metade
de aglicona.
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Os mutantes atris descritos s3o
identificadas de acordo com a metodologia descrita por
Schulman et al., Agentes Antimicrobianos e Quimioterapia
29, 620~62k (1986). Eles tém utilidade para os mesmos fins
e da mesma forma que o tém as agliconas de avermectinas
conhecidas,

Alternativamente, as maiores
quantidades das avermectinas B s3o produzidas por fermenta-
¢édo dos mutantes deste invento, que n3o possuem desidrogena-
se de acido 2-oxo de cadeia ramificada, na presencga de uma
substancia tal como sinefungina, S~adenosiletionina ou S-
-adesilhomocisteina que apresente actividade de O-metil trang|
ferase,

Os compostos do invento sfo agen-
tes antiparasiticas fortemente activos que possuem utilidade
particular como antelminticos, ectoparasiticidas, insectici-

das e acaricidas.

Deste modo, os compostos s3o
eficazes no controlo, i.e,, prevencio e tratamento, de uma
variedade de doengas causadas por endoparasitas, incluindo
em particular, helmintiase que é mais frequentemente causada
por um grupo de vermes parasitas descritos como nematodes e
que podem causar graves perdas econdmicas em suinos, carnei-
ros, cavalos e gado, bem como afectar animais e aves domés-
ticas. Os compostos s3o também eficazes contra outros nema~
todes que afectm virias espécies de mamiferos (humanos e

animais ) incluindo, por exemplo, Dirofilaria em cfes e vérios

Parasitas que podem infectar seres humenos incluindo parasi-

tas gastro-intestinais tais como Ancylostoma, Necator, As-

caris, Strongyloides, Trinchinella, Capillaria, Trichuris,
Enterobius e parasitas gque podem ser encontrados no S angue
ou noutros tecidos ou orgidos, tais como vermes filiariais e

os estados do extracto intestinal de Strongvloides e Tri-




chinella,

Os compostos s3o também impor=-
tantes para o tratamento de infeccdes ectoparasitirias in-
cluindo em particular ectoparasitas artrdpodes de animais
e passaros tais como carrapatos, acaros, piolhos, pulgas,
moscas~varejeiras, insectos mordedores e larvas migradoras

dipeteras que podem afectar o gado e os cavalos.

Os compostos s3o também insecti-
cidas activos contra pragas domésticas tais como baratas,
tragas da roupa, escaravelhos de carpetes e moscas assim
como s3o uteis contra as pPragas de insectos de grios arma-
zenados e de plantas agrdcolas tais como dcaros aranha, afi-

deos, lagartas, ortdpteros migratdrios tais como gafanhotos.

Os compostos de férmula (II) sio
administrados como uma formulagdo apropriada para a utiliza-
Gdo especifica em questfo, para a especie particular do ani-
mal hospedeiro a tratar e para o parasita ou insecto envol-
vido. Para utilizacio como um antelmintico, os compostos
podem ser administrados oralmente na forma de uma cépsula,
pilula grande, comprimido ou uma pog¢io liquida, ou alterna-
tivamente, eles podem ser administrados por injecgio ou como
um implante, Estas formula¢des sio preparadas de uma maneira
convencional de acordo com a pratica veterindria corrente,
Deste modo, as cdpsulas, as pilulas grandes ou os compri-
midos podem ser preparados por mistura do ingrediente acti-
vo com um diluente ou veiculo finamente dividido adequado
que contem adicionalmente um agente desintegrante e/ou li-
gante tal como amido, lactose, talco, estearato de magnésio,
etc. Uma formulagfo para pogdo pode ser preparada por dis~-
persdo do ingrediente activo numa solucfo aquosa, conjunta-
mente com agentes dispersantes ou humidificantes, etc., e as
formulagdes injectaveis podem ser preparadas na forma de

uma soluglo esterilizada gque pode conter outras substéncias,
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por exemplo, sais ou glucose em quantidade suficiente para
tornar a solugdo isotdénica com o sangue. Estas formulagles
variam de acordo com o peso do composto activo, dependendo
das espécies do animal hospedeiro a ser tratado, com a gra-
vidade e tipo da infecgdo e com o peso corporal do hospe-
deiro. Geralmente, para administra¢fo oral, & satisfatdria
uma dose de cerca de 0,02 a 10 mg por kg de peso corporal
do animal, dada como uma dose individual em doses divididas,
durante um periodo desde cerca de 1 a 5 dias, mas, eviden-
temente, podem haver casos onde sao indicadas gamas de dosa-
gem superiores ou inferiores, e estas estlo dentro do ambitbo

deste invento.

Como uma alternativa, os compos-
tos podem ser administrados com a ragdo do animal e para
este fim pode-se preparar um alitivo ou uma pré-mistura ali-
mentar concentrada para mistura com a alimentacgio normal do

animal.

Para utilizagdo como um insectigida
e para o iratamento de pragas agricolas, os compostos s2o
. . o~ 7 ~
aplicados como pulverizagdes, pos, emulsdes, etc., de acor-

do com a prdatica agricola corrente,
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Produgiio de S, avermitilis I-3 (ATCC 53567):

Etapa 1 S. avermitilis ATCC 31272 foi desenvolvida como

uma relva confluente sobre New Patch Agar Medium durante

12 dias a 302C. 0 meio compreendia:

Sumo V-8%
CaCo
Agar
HZO até
Caldo de nutriente
Acetato de sédio.3ﬂ20

Acido isovalérico

3

Lcido isobutirico

£cido 2-metilbutirico

Isoleucina

Leucina

Valina

Solugao de elementos
vestigiais>F *

*

200 ml
3 gramas
15 gramas
1000 ml
1,0 gramas/L
1,4 gramas/L
50 mg/L
50 mg/L
50 mg/L
250 mg/L
250 mg/L
250 mg/L

1 ml/L

Uma mistura de 8 sumos vegetais (tomate, cenoura, aipo,

beterraba, salsa, alface, agrifio e espinafre) mais sal,

acidos ascdérbico e citrico e aromas naturais. Adquirivel

na Campbell Soup Company, Camden, NJ,.

* ¥

Composigdo de solugio de elementos vestigiais:




Buny&%o 297 &
MnS0, . H,0 L,2
CuS0,,+ 51,0 0,5
CaC 12 11,0
H4B0 4 0,60
CoCl,. 6,0 0,24
ZnC1, 0,68
NaZMOOh 0,24

Dissolver o anterior em 1 1

laminas e foram suspensos e

-maleico em 0,05M, pH 9,0.

Ltapa 2: 10 ml da suspensa
a um frasco contendo 10 ng

guanidina (NTG)., O frasco f
durante 60 minutos e os esp

fundamente com uma solugfo

itre de HC1 0, 1IN,

Os esporos foram recolhidos de 3

m 20 ml de tamp3o de Acido tris-

o0 de esporos foram adicionados
de N-metil-N'-nitro-N-nitroso-
oi incubado e agitado a 28°C
oros foram entdo lavados pro-
de NaCl a 1,
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Etapa 3: Os esporos lavados foram suspensos em NaCl a 1
e misturados com um volume igual de etileno glicol a 80%,
Esta suspensao foi conservada a -202C e utilizada como uma
fonte de células para serem separadas dos mubantes, Obtive-

ram-se aproximadamente 10 coldnias/ml quando germinadas.,

Esta coldnia de esporos foi es-
palhada sobre laminas YPD para produzir aproximadamente
100 coldénias por placa (o meio YPD compreende 10 g/l de ca-
da um de extracto de levedura, Bacto peptonaﬁ, e dextrose;
e 15 g/1 de Bacto agar', ajustado para pH 6,9 antes de ser
submetido a autoclave). Os ingredientes assinalados com
um asterisco podem ser adguiridos nos Laboratdrios Difco,
Detroite, Michigan 48238,

Ztapa U: Recolheram-se coldnias individuais das laminas ao
fim de 2-3 semanas de desenvolvimento a 28°2C e estas foram
colocadas em cavidades individuais de uma lamina de micro-
titulagdo normal de 96 cavidades. Igualmente, uma pequena
quantidade da coldnia foi colocada sobre um meio de agar
fresco para servir como fonte de células viaveis, quando

os mutantes s3o identificados.




Etapa 5: A cada cavidade adicionaram—se-éproximadamente
75 microlitros de um meio de sais M9 liquido contendo 1% de
glucose, 0,1% de casamino-icidos e 0,01% de cada um dos
acidos isovalérico, isobutirico e 2-metilbutirico. Apds
varios dias de incubag@o a 28°C, as células foram analisa-
das para determinagdo da presenga de desidrogenase de acido
2-o0xo0 de cadeia ramificada. (Cada litro de meio de sais

M9 compreende 6 g de Na POy, 3 g de KH,P0;, 0,5 g de NaCl
e 1 g de NI;Cl. O meio é submetido a autoclave e depois
adiciona-se assepbticamente 1 ml de cada um de Mgsoh I e
CaCl, 0,1 M esterilizado).

Etapa 6: Preparou-se uma microssuspensio de 5% de tolueno
num meio de sais M9 por sonicag¢io breve da mistura imisci-
vel, A 25 ml desta suspensfo adicionaram-se 1,2 ml de uma

14

solugdo contendo dcido /~ C-1_/-2-oxo-isocaproico, 2,5
microcurie/ml e 10,0 microcurie/micromole. Adicionaram-se
50 microlitros desta mistura total a cada uma das cavida-
des das laminas de microtitulag8o que contém as coldnias

a serem ensaiadas.

!
Etapa 7: O 1‘002 produzido a partir de cada lamina foi

recolhido e visualizado pelo processo descrito por Tabor
et al., J. Bacteriol., 128 485-486 (1976) designado por
"Método Cdmodo para Detecgio de i CO, em Amostras Mdltiplas:

Aplicagfo ao rastreio rdpido de Mutantes". Os mutantes que

n3o possuem desidrogenase activa de acido 2-oxo de cadeia

1k

ramificada ndo produzem qualquer quantidade de Ba 003 para

além da observada nos controlos.,




Um método mais refinado que me-
lhora o contraste entre um ensaio positivo relabtivamente a
14002, indicado pela mancha negra no autoradiograma como
resultado da formagao de Balucoj, e um ensaio negativo indi-
cado por ausencia de mancha ou uma mancha muito suave, com-

preende o seguinte processo de separagio modificado.

Recolheram~-se colonias individuail
(ver Etapa U4 anterior) do meio de agar depois de 7-14 dias
de crescimento (em vez de 2-3 semanas e ensaiadas directa-

mente pelas etapas 6 e 7 anteriores). A etapa 5 do processo
anterior foi omitida.

Un método de ensaio ainda mais
refinado que é quantitativo em natureza relativamente 2
libertacao de 1 002 compreende o crescimento dos mubtantes
detectados pelos processos de separac¢ao anteriores num meio
adequado que compreende um meio de sais M9 com glucose h%
e "Syncasa-bcaa", 0,1% (uma mistura sintética de L-amino
acidos com a composigfo aproximada dos casamino-acidos
comerciais, mas sem a presenga de L-valina, L-isoleucina e

L-leucina, ver atrds).

]
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Composigao de "Syncasa-bcaa", Concentrado 100 vezes

gramas/litro

L-alanina
L=arginina

£cido L-aspdrtico

B o =W

L-cistina
£cido L-glutamico 20
glicina
L-histidina
L=lisina

L-metionina

AW N

L-fenilalanina
L-prolina 1

O

Le-serina
L-treonina

L-tirosina

R -

L-triptofano

A mistura é ajustada para pH 7
e o filtro é esterilizmado. Adiciona-se um volume de concen=-
trado a 99 volumes de meio para se obterem concentracdes

de utilizagfo correntes,

Depois de se terem desenvolvido
até uma densidade celular elevada, as células foram lavadas
num meio de sais MO e ressuspensas num meio frio de sais M9
contendo 1% de tolueno que Foi sonicado para produzir uma
dispersio branca leitosa de tolueno. A suspensio cdlula/
/tampdo/tolueno foi incubada durante 40 minutos a 3020
a fim de permeabilizar as células. As células permeabiliza-
das foram entdo lavadas num ¢eio de sais MO e finalmente
ressuspensas em um quinto de volume primitivo de tampdo de

meio HM9. Utilizaram-se 180 microlitros desta suspensio poxr
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ensaio.

Um volume de reacc¢ao de 300 mi-
crolitros continha as células toluenizadas, pirofosfato de
tiamina (PPT), 0,4 ml; coenzima A (CoA), 0,11 mH; dinucleo-
tido de adenina de nivotinamida (WAD), 0,68 mi, ditiotrei=-
tol (DTT), 2,6 mM; MgCl,, 4,1 mif; Tris-HC1, 60 mM; Tris-
~HC1, 60 mii, pH 7,5; e ['1 C-1_7/-alfa-cetoisocaproato,
6.000 cpm, microcurie por micromole, A eficidncia de conba-
gem foi de 73%. A reacgBo foi efectuada em 15 ml de frascos
de cintilagdo contendo quadrados de papel Whatman Hk de

2 x 2 cm comprimido na cdpsula J roscada do frasco.

0 papel contem 30 microlitros
de Hidroxido de Hiamina (solugio 1 de hidrdxido de mebil-
benzetonio em metanol; adquirivel na Sigma Chemical Co.,
St. Louis, MO 63178), que capta o 1“002 libertado. Apds
incubag¢io durante 2 horas, es papeis sio imersos em 10 ml
de Beckman Aquasol IT (Universal LSC (contador de cintila-
gdo liquido) adquirivel na New EIngland Nuclear Research
Products, Boston, MA 02118) e a radioactividade & medida
num contador de cintilag8o liguido apds equilibrio neste
solvente durante 4 horas ou mais. Uma reaccfo de controlo

em branco (i.e. - sem células) proporciona cerca de 50-300
cpm.

Os mutantes I-3 e outros do mes-
mo tipo proporcionaram contagens inferiores ou iguais as
da reacgido de controlo em branco, ao passo que a estirpe

mie proporcionou contagens varias vezes superiores ao valor
de controlo em “ranco.
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TIsolamento de S. avermitilis §-2805 (ATCC 53677)

Etapa 1: Aproximadamente 100 mg de 8. avermitilis I-3
(ATCC 53567), desenvolvidos sobre uma lamina de agar SAMA

fresco durante quatro dias, foram inoculados dentro de um
frasco de 300 ml contendo 50 ml de meio SCM (pH 7,2). O
frasco foi entfo agitado a 200 rpm e a 30°C durante vinte

e quatro horas (pH final = 8,2).

Etapa 2: 0 frasco foi retirado do agitador e centrifugaram-
-se 10 ml de todo o caldo num tubo esterilizado durante
cinco minutos a 2000 rpm. As células foram entlo ressuspen-~
sas em 50 ml de meio SCli em frascos Erlenmeyer de 300 ml
esterilizados e os frascos foram agitados num agitador ro-

tativo durante 2 horas a 30°C.

Ttapa 3: Os 10 ml da suspensio foram colocados num tubo
esterilizados,

Ztapa 4: Adicionou-se sulfonato de etilmetano ao tubo (numa
cobertura bem ventilada), os conteudos s3o completamente
misturados, depois deitados num frasco de 300 ml esteriliza=-
dos e este é agitado num agitador rotativo durante trés ho-
ras a 30°C,
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Etapa 5: Adicionou-se meio SCH esterilizado fresco (40 ml)
ao frasco e a agitagdo continuou durante um total de 70
horas a 30¢C,

Etapa 6: O frasco foi removido, os contefidos foram agita-
dos a 8000 rpm durante 10 minutos a 20°C, As células Fforam
lavadas por re-suspensio numreio 8CM, agibadas novamente

e re~suspensas em 10 ml de meio SCM,

METO SCM

Autolisato de levedura 10 g/1
Extracto de carne 5 g/1
Hidrolisato enzimatico de

caseina 10 g/1
MgS0), 1M 3 /1
K,HP0) 1M; piH 7,0 (HC1) 100 g/1

Ztapa 7: A populagio mutada € diluida e espalhada por co-
lénias individuais sobre agar SAMM.
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Agar SAIM

z/L
Na,HPO), 6,0
KH,PO), 3,0
NaCl 0,5
NH)C1 1,0
1M MgSO), 1,0
CaCl, 0,1¥ 1,0
Dextrose 8,0
Casamino fcidos 20,0
Agar 20,0

Etapa 8: As coldnias da populagfo mutada (sulfonato de etild
metano a 3%) da estirpe I-3 Streptomyces avermitilis (ATCC

53567) s#o recolhidas e espalhadas como emplastros sobre

um meio de agar preparado como se segue (gramas por 1itro):
amido diluido, 80; KZHPOA, 1; MgSOh.7H20,1; ardamina PH,

5; CaCO,4, 5; P-2000, 1 ml; FeS0,.7H,0, 0,01; MnC1,.%H,0,
0,001; ZnSOh.7H20, 0,001; agar Bacto, 17; HZO destilado
para perfazer 980 ml. O pH é ajustado para 7,0 com NaOH
antes de ser submetido a autoclave a 121°2C durante 20 mi-
nutos, Apés terem sido submetidos a autoclave, adicionam-
-se 20 ml de uma solugio armazenada a 5% esterilizada de
dcido (¥)-2-metilbutirico, pH 7,0.

As culturas de agar s8o incuba-
das durante 8 a 12 dias a 289C. As células (micdlios) sdo
retiradas da superficie do agar e colocadas em 250 microli-
tros de acetona., Vinte e cinco (25) microlitros dos extracta

de acetona sdo entdo aplicados sobre laminas de cromatografi
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de camada fina pre-revestidas com Silica Gel GF Analtech,
0 cromatograma foi efectuado durante 30 a 40 minutos com
acetato de etilo como solvente, depois seco e pulverizado
com 3% de vanilina em etanol. As laminas s3o colocadas num
forno a 100%C durante 1 a 3 minutos, depois pulverizadas com
dcido sulfurico a 33 em etanol e novamente colocadas num forx
no a 1002C durante 10 a 15 minutos. As culbturas produtoras
de aglicona sdo identificadas pelo aparecimento de uma nova
mancha (Rf ca. 0,63). Bsta migra para ficar coincidente

com a aglicona A2 preparada por hidrdlise gcida de A2a

(u S0y, a 1¢%, em metanol, 25°C, 18 horas).

EXEMPLOS 1-5

Um frasco congelado da cultura
S. avermitilis S~2805 (ATCC) foi inemlado em 100 ml de

meio AS-7 num frasco de 500 ml triplamente tamponado. 0
frasco fol incubado num agitador rotativo com agitagfo a
200 rpm, a 28-30°C. Apds 2k horas de incubagi@io, inoculou~
-se 1 ml de caldo total em frascos de 300 ml contendo 40
ml de meio AP-5.

Efectuaram~se fermentagSes de Lo
ml de em duplicado a 28-3092C na presenga de 440 ppm de cada
um dos compostos primarios listados a seguir. A altura de
adigdo dos compostos primarios (RCO0H) & fermentagiio ests
indicada na coluna da direita.
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Composto Primario Altura de Adiclo
acido carboxilico de

ciclohexano 2L horas
acido carboxilico de

ciclopentano 96 horas
acido carboxilico de

3-tiofeno 96 horas
acido 2-metiltiopropidnico 2l horas
acido 2-metilbutirico 96 horas

Apés 264 horas, as amostras de
todo o caldo foram diluidas com dgua (10 mls) e extraidas
com cloreto de metileno (2 x 20 mls). O extracto organico
foi seco (Mgsoa) e evaporado até a secura., Os residuos re-~
sultantes foram dissolvidos em metanol (1 ml) e 30 pl de
solugdo foram injectados a uma coluna ODS de Ultrasphere
Beckman (3,9 250 mm). A coluna foi eluida com uma, mistura
de metanol e com acetato de aménio O,1M (85:15) a uma taxa
de escoamento de 1 ml por minuto. O efluente da coluna foi
passado directamente para um espectrdmetro de massa de tor-
mopulverizagao VG 12 -250,
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METO AS~7

Amido diluido® 20
b
Ardamina PH 5
Pharmamedia 15
CO 2
Ca 3
a

Preparado por hidrdélise de amido por alfa-amilase a par-
tir de Bacillus licheniformis (adquirivel na Novo Enzyme
Wilton, CT e vendido sob a marca comercial "Termamyl")

até um equivalente de dextrose de 40¢ + 5%

4 partir de Yeast Products, Inc., Clifton, NJ 07012,

A partir de Traders Protein, Memphis, TN 38108.

Ajustar o pH para 7,2 com NaOH a 25%.




Meio AP-5

8/r
Amido diluido 2 80
Ardamina pH 5
K,HPO), 1
MgSOh.7H20 1
NaCl 1
CaCo, 7
TeS0), . 7H,0 0,01
MnC1,.7H,0 0,001
ZnS0y, . 7TH,0 0,001
P-2000 (antiespumante) 1 ml/1

Ajustar o pH para 6,9 com NaOH a 25%.




EXEMPLO 6
Aglicona de 25-ciclopentilavermectina A2
Um indculo congelado (2 ml) de

uma cultura de um organismo ATCC 53677 de mutante Strepto-

myces avermitilis foi inoculado em 50 ml de um meio que con-

tinha amido (1 g), Pharmamedia (Marca Registada) (0,75 g)
ardamina. pH (0,25 g), e carbonato de cdleio (0,1 g) num fras
co de 300 ml e foi incubado a 28°C durante 2 dims. Este ind-
culo (50 ml) foi transferido para um segundo frasco de
inéculo (600 ml) que continha amido (12 g), Pharmamedia
(8 g), ardamina pH (3 g) e carbonato de cdlcio (1,2 g) e
foi incubado a 282C durante mais 2 dias, Este indculo foi
utilizado para inocular 15 litros de um meio que continha
amido (1,5 ke), sulfato de magnésio (15 g), Pharmamedia
(75 g), hidrogenofosfato de dipotdssio (15 g), sulfato fer-
roso (0,12 g), carbonato de cdlcio (105 g), dcido glutamico
(9 g), sulfato de zinco (0,015 g) e sulfato manganoso
(0,015 g) contido num frasco fermentador de 15 litros. A
fermentacgao foi incubada a 282C, com agitaczo a 350 rpm e
arejamento de 15 litros por minuto. Adicionou-se acido
carboxilico (6 z) apds 96 horas e novamente apds 216 horas
(6 £). ApSs 2L0 horas, o mic€lio foi removido por filtra-
gHo e extraido com acetona ( 5 L + 0,75 L de lavagem). O
extracto de acetona foi concentrado para aproximadamente
1,5 L e foi extraido com acetato de etilc (3 L) em duas
porcB8es, As camadas de acetato de etilo resultantes foram

combinadas e evaporadas para produzirem um éleo castanho
(1’2 3)'

0 6leo anterior Toi dissolvido
e éter dietilico e adicionado a uma coluna de silica gel

(40 g). A coluna foi eluida com éter dietilico e recolheranm

-se 15 ml de fracgdes. As fracgdes 4-6 foram combinadas e
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depois evaporadas para produzirem um material parcialmente
purificado (135 mg). O produto foi dissolvido em metanol
(0,5 ml) e foi cromatografado numa coluna (21 mm x 25 cm)
C18 Zorbax ODS (Marca registada, Dupont), tendo-se eluido
com uma mistura de metanol e agua (75:25) a um caudal de

9 ml por minuto. As fracgles importantes foram combinadas

e o solvente foi evaporado para produzir o composto de fdr-
mula (I) na qual rt ¢ OH, a dupla ligagfio estd ausente, r?

é ciclopentilo, R2 & ol e R & om sob a forma de um pd bran-
co (9 mg) p.f. 131-133°C,

A estrutura do produto foi con-

firmada por espectrometria de massa da maneira que se segue:

A espectrometria de massa de bom-
bardeamento atdmico de alta velocidade foi levada a cabo
num espectrémetro de massa VG Modelo 7070E, utilizando-se
uma matriz de amostra de trietileno glicol com cloreto de
sédio sélido. (M + Na)¥ observado a m/e 651 (tedrico 651).

A espectrometria de massa de
impacto de electrSes foi levada a cabo, utilizando-se um
espectrdometro de massa VG Modelo 7070F. Os valores para os
fragmentos principais foram: 628 (M%), 610, 468, 335, 317,
275, 251, 233, 223, 179.




REIVINDICACOSRS:

12, - Processo para a preparagio
de agliconas de avermectina caracterizado por compreender

a fermentagio aerdbica de uma estlrpe de Streptomyces aver-

mitilis num meio nubtriente aquoso que compreende uma fonte
assimildvel de azoto, carbono e sais 1norgan1cos € um com-

posto capaz de ser utlllzado ha blOSSlnuese de agllconas
de avermectina.

28, =~ Processo de acordo com a

reivindicagdo 1 caracterizado por a 8. avermltills ter as
caracteristicas 1dent1flcadoras de ATCC 53677.

32, - Processo de acordo com a
reivindicagdo 2, caracterizado por a §; avermitilis ser
S. avermitilis ATCC 53677.

2, - Processo de acordo com a

reivindicagao 1 caracterizado por o composto ter a fdérmula

R~-COO0H

em que R é um grupo de cadeia ramificado na posigdo alfa,
e em que o atomo de carbono ao qual esta ligado o grupo
-COOH esta também ligado a pelo menos dois outros Ztomos
ou grupos dlferentes de hldroggnio; ou ser um composto

convertivel no referido composto durante o processo de fer-
mentagdo,

52, - Processo de acordo com a
veivindicagfio 4 caracterizado por R ser um grupo 63'08 al-

quilo, alquenllo, alqulnllo, alcoxlalqu1lo ou alqullﬁloal-

quilo ramificado na posigio alfa; um grupo clcloalqulloal-

quilo 05-08 em que o grupo alquilo é um grupo alquilo C,-c

>
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ramificade na posigdo alfa; um grupo ciclbalquiloACB-GS ou
cicloalquenilo 05-08, 0s quais podem ser facultativamente
substituidos por metileno ou por um ou mais grupos alqullo
c —Ch ou atomos halo; ou um anel heteroclcﬁoo conbendo oxi~
génio ou enxofre de 3 a 6 membros, o qual pode ser satura~
do, ou total ou parcialmente insaturado e qﬁerpqde faculﬁa-
tivamente ser substituido por um ou mais grﬁpdé alquilo

Cc 'Ch ou atomos halo, ou um composto convertlvel no refer1~
do composto durante o processo de fermsntagao¢

6%. - Processo de acordo com a
reivindicagao 4, caracterizado por o composto convertlvel
no substracto RCOOH ser R-(CHz) ~Z, em que R é como previa-
2OI-I, ~CHO ,
-000R5 -CH,NH, ou —conaaé, em que R’ & H ou alquilo (c 6),
R0 ¢ hldrogenlo, alquilo (C ~64), -CH(CO00H)CH ,COOH,

-on(coon)(cnz) COOH ou -GH(COOH)(CH ) 2SCH,.

mente definido; n é 0, 2, 4 ou 6; e Z & -CH

79. - Processo de acordo com g
reivindicag8o 5 caracterizado por R ser

ciclobutilo
ciclopentilo
ciclo-hexilo
ciclo-heptilo
2-metilciclopropilo
3=ciclo~hexenilo
l-ciclopenienilg
l-ciclo~hexenilo
3-metilciclo-héxilo (cis/trans)
Lk-metilenociclo-hexilo
3-metilciclobutilo
3-metilenociclobutilo
3-¢iclopentenilo
l~ciclopropiletilo
3-fluorocic lobutilo




4 k-difluorociclo-hexilo
isopropilo

sec~butilo

2~-pentilo
2,3~dimetilpropilo
2~hexilo

2-pent-l-enilo
2-metiltioetilo
S-2~pentilo

R-~2-pentilo

2-tienilo

3~tienilo
h-tetra~hidropiranilo
3-furilo |
2-clorotienilo
3-tetra~hidrotienilo
4-mebiltio-2-bubilo
4-tetra-hidrotiopiranilo
h-metoxi-2-butile ou
h-metiltio-2-butilo

82, - Processo de acordo com a
reivindicagdo 7, caracterizado por R ser derivado de um
acido carboxilico de fdrmula

R-COOH

92, - Processo de acordo com a
reivindicagdio 8, caracterizadp por R ser ciclopentilo, ciclg
~hexilo oun tienilo.

102, - Processo de acordo com a
reivindicagao 5, caracberlzado por R ser derivado de um
composto convertivel em R-uOOH durante a fermentagido em que
o referido composto tem a férmula u o 7




R—(CHz)n-Z

na qual R é como previamente definido; n é 0, 2, 4 ou 6;

Z é -CH,OH, -CH0,6-000R5, ~CH,NH, ou -CONHR6, em que RO &
alquilo (01_6); R~ é hidrogénio, alquilo (Cl-h)’
—CH(COOH)CH2000H, -CH(COOH)(CH2)2COOH ou -CH(COOH) (CH2)2

SCH3 .

ll2, - Processo de acordo com a
reivindicagdo 5 caracterizado por R nfo ser isopropilo ou
(8)-sec-butilo gquando & um grupo alquilo C3-Cg vamificado
na posigao alfa,

122, - Processo de acerdo com a
reivindicagdo 5, caracterizado por a estirpe de S. avermi-
tilis ser S. avermitilis ATCC 53677,

Lisboa, 21 de Outubro de 1988
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