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DESCRIPCION

Obtencién de pirazolo-isoquinolinas con actividad biolégica aisladas de cepas de Streptoverticillium
Sp.

En la bisqueda de compuestos de estructura quimica similar a los que se describen en la patente de
invencién, se han utilizado bases de datos estructurales (EURECAS) y bibliograficas (CAS, PHARM,
WPI, WPIL y CIBEPAT). En la bibliografia consultada no se han encontrado descripciones relativas a
pirazolo-isoquinolinas de férmula idéntica a los compuestos objeto de esta invencién.

Se han encontrado algunos documentos que hacen referencia a pirazolo-isoquinolinas con condensacién

en a (ES442864, ES416971, J52151320, BE801668, DE3804421, EP215445), en ¢ (US4113731, FR2595096,
EP5745) y en g (EP375210). No se ha encontrado ninguna referencia relativa a pirazolo-isoquinolinas con
condensacién en b. Es de destacar que todos los compuestos a que hacen referencia las patentes citadas,
han sido obtenidos por sintesis quimica y no se ha descrito en ninguno de ellos actividad antitumoral.

De los compuestos descritos producidos por Streptoverticillium, aunque algunos presentan actividad
antitumoral, ninguno de ellos responde a la estructura pirazolo-isoquinolina de la presente invencién.

La presente invencién se refiere a compuestos organicos producidos por una cepa de Streptovertici-
llium (NCIMB 40447) cuyo cultivo se realiza por procedimientos convencionales.

Los compuestos, que en lo sucesivo se denominaran APHE-1 y APHE-2, se pueden obtener tanto a
partir del medio de cultivo, como del micelio, purificindose posteriormente.

APHE-1 y APHE-2 son producidos por una cepa de Streptoverticillium aislada de una muestra de
tierra de Perales de Tajufia (Madrid). El microorganismo productor presenta las siguientes caracteristicas
taxondmicas:

a) Caracteristicas morfoldgicas

El microorganismo crece bien y forma un abundante micelio en los medios de cultivo siguientes: Agar-
triptona-extracto de levadura (ISP-1), Agar-extracto de malta-extracto de levadura (ISP-2), Agar-avena
(ISP-3) y Agar-tirosina (ISP-7).

En observaciones realizadas mediante microscopia 6ptica de contraste de fases y electrénica de ba-
rrido, no se apreciaron septos en el micelio vegetativo. Las cadenas de esporas son de tipo biverticiladas

y presentan mas de 10 esporas por cadena.

Las esporas son de forma cilindrica, superficie lisa y tienen unas dimensiones de 1.5 x 1.9 nm. No se
observan granulos escleréticos, ni esporangios, ni esporas flageladas.

b) Caracteristicas culturales
Se resumen en la tabla I

¢) Caracteristicas fisioldgicas
Se resumen en la tabla II

d) Utilizacién de carbohidratos
Se resumen en la tabla III

d) Temperatura de crecimiento

El microorganismo crece bien entre 20° y 35°C, y el crecimiento 6ptimo se obtiene a 28 °C.
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Hidrdlisis del almidén

Débilmente positiva

Tabla I
Medio de cultivo | Crecimiento Color del Color del micelio
micelio aéreo sustrato
ISP-1 Bueno Blanco Amarillo pélido
ISP-2 Bueno Rosa Marrén amarillento
ISP-3 Bueno Rosa Marrén amarillento
ISP-4 Pobre Blanco Amarillo pélido
ISP-5 Moderado Rosado Amarillo pélido
ISP-6 Pobre Gris Marrén
ISP-7 Bueno Blanco Marrén
CcC Moderado Beige Marrén
CN Pobre Beige -
PA Bueno Rosa Marrén
EA Moderado Blanco Marrén
BA Bueno Blanco Marrén
NA Pobre Blanco Marrén
NB Moderado - Amarillo pélido
CB Pobre - Beige
Tabla II
Formacién de melanina Negativo
Produccion de SHy Negativo
Licuefaccién de gelatina | Débilmente positiva
Peptonizacién de la leche Positiva
Coagulacién de la leche Negativa

Reduccién de nitratos Negativa
Crecimiento en medio Positivo
hipersalino 5%
Tabla III
Carbohidrato | Crecimiento
D-glucosa ++
D-xilosa +/-
L-arabinosa -
L-ramnosa -
D-fructosa +
D-galactosa +/-
Rafinosa -
D-manitol -
i-inositol ++
Sacarosa +

++ = utilizacién fuertemente positiva
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+ = utilizacién positiva

+/- = utilizacién dudosa

- = no utilizacién

e) Composicidn de la pared celular.

En la pared celular se detecté la presencia de acido L -diaminopimélico.

En base a las propiedades anteriormente descritas el microorganismo se identificé como perteneciente
al género Streptoverticillium [E.B. Shirling y D. Gottlieb. International Journal of Systematic Bacterio-
logy (1966) 16: 313-340; R. Locci, E. Baldacci y B. Petrolini-Baldan. Microbiologia (1969) 17: 1-60; R.
Locci, G.M. Schofield. En: Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology, Vol. 4, pp. 2492-2509. Edita
S.T. Williams, M.E. Sharpe and J.G. Holt. Williams and Williams, 1989].

Con objeto de clasificar la cepa de Streptoverticillium aislada, se aplicé taxonomia numérica, com-
parandose los resultados obtenidos para esta cepa con los descritos para distintos grupos de especies de
Streptoverticillium. En base a estos datos, la cepa presenta gran similitud con los “Clusters”:

-Streptoverticillium griseocarneum

-Streptoverticillium cinnamoneum

-Streptoverticillium mobaraense

El microorganismo se comparé con las especies citadas y se identificé como Streptoverticillium gri-

seocarneum. La cepa productora de APHE-1 y APHE-2, denominada Streptoverticillium griseocarneum
AL7791, se diferencia con respecto a la cepa tipo en las caracteristicas que se muestran en la tabla IV.

Tabla IV
Streptoverticillium | Streptoverticillium
Utilizacién de: griseocarneum griseocarneum
C.E.C.T 3250 ALT791
D-ribosa + -
Aesculina - +
Citrato +
Tween 20 - +

La cepa se ha depositado en The National Collections of Industrial and Marine Bacteria Limited, 23
St Machar Drive, Aberdeen AB2 1RY, Scotland, U.K., con el nimero de registro NCIMB 40447.

f) Obtencidn de los antibidticos

El proceso de obtencién de APHE-1 y APHE-2 se debe llevar a cabo segiin un procedimiento tradi-
cional de obtencién de antibidticos. El cultivo del microorganismo productor de APHE-1 y APHE-2 se
puede realizar en las condiciones empleadas convencionalmente para el cultivo de las especies de actino-
micetos, preferiblemente en cultivo liquido, y deseablemente con sacudidas 6 agitacion y aireacién. El
medio de cultivo utilizado es completamente convencional y contiene constituyentes tales como los que se
utilizan comtinmente en el cultivo de actinomicetos. Generalmente, el medio contiene fuentes de carbono,
de nitrégeno y sales inorganicas. Opcionalmente, se pueden anadir metales traza, precursores y factores
de crecimiento.

Ejemplos de fuentes de carbono asimilables son glucosa, galactosa, glicerol, almidén, aceite de soja y

sacarosa, que pueden anadirse solas 6 combinadas entre si. Ejemplos de fuentes de nitrégeno asimilables
son aminoacidos como: valina, arginina, leucina, isoleucina, prolina, treonina, cisteina y alanina, asi como

4
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extracto de levadura, extracto de carne, peptona y licor de maceracién de maiz, que pueden adicionarse
solos 6 combinados. Ejemplos de sales inorganicas que pueden adicionarse al medio son las sales de sodio,
potasio, calcio, amonio, sulfatos, fosfatos, cloruros y carbonatos. Ejemplos de metales traza asimilables
son el cobalto, manganeso, cobre, zinc y hierro. Cuando el cultivo se realiza en medio liquido, es preferible
adicionar al medio un agente antiespumante tal como un aceite vegetal 6 un tensioactivo adecuado.

La fermentacién se lleva a cabo segtin métodos convencionales. En esta invencion, el cultivo se realiza
adecuadamente a un valor de pH comprendido entre 5.5 y 8.5 y a una temperatura entre 20 y 40 °C,
preferiblemente entre 27 y 33 °C. El tiempo de incubacién depende, de la escala a la que se realice el
cultivo, siendo idéneo un valor entre 48 y 106 horas. Sin embargo, este periodo puede variar, dependiendo
de las condiciones y técnicas de cultivo, y pueden ser apropiados periodos més cortos 6 mas largos, de-
pendiendo de las circunstancias. El tiempo de cultivo correcto se puede estimar facilmente para cada
caso por experimentacién de rutina, utilizando una técnica de monitorizacién adecuada, como la que se
describe a continuacién.

La produccién de APHE-1 y APHE-2 a medida que transcurre el cultivo, se puede monitorizar por
una variedad de técnicas de ensayo microbioldgicas convencionales para monitorizar la produccién de
antibidticos y que requieren poca elaboracién. Una técnica adecuada puede ser el ensayo de dilucién en
medio liquido, utilizando por ejemplo caldo nutritivo como medio de cultivo y Bacillus subtilis C.E.C.T.
35 6 Micrococcus luteus C.E.C.T. 241, por ejemplo, como microorganismos de ensayo.

APHE-1 y APHE-2 se liberan al medio de cultivo liquido, y de ahi se pueden obtener separando el
micelio, 1o que se puede hacer por filtracién é por centrifugacion. Después se puede recuperar de la parte
liquida, ya sin materia solida, por técnicas convencionales, pudiendo purificarla posteriormente.

APHE-1 y APHE-2 se pueden separar de otros productos que también estéan presentes en dicha parte
liquida por medio de un agente precipitante. Muchos agentes precipitantes pueden ser utiles, siendo
especialmente de interés el acido ténico, el sulfato amoénico y la acetona, y el precipitado que se obtiene
se puede eliminar de la parte liquida bien por centrifugacién 6 por filtracion.

APHE-1 y APHE-2 asi obtenidos se pueden purificar posteriormente por diversos procedimientos.
Entre estos métodos se pueden incluir las extracciones liquido-liquido, que permiten separar APHE-1
y APHE-2 de sus impurezas por sus diferentes distribuciones en ambos liquidos y las técnicas croma-
tograficas. Entre estas ultimas, se incluyen: cromatografia en columna de adsorcién utilizando silicagel
(Merck) 6 carbén activo (Merck), cromatografia en columna de particién con Sephadex LH-20 (Pharma-
cia) 6 cromatografia de filtracién en gel con silicagel (Merck). Estas técnicas de purificacién se pueden
utilizar solas 6 combinadas y, si es necesario, repetir una é mas veces.

Si se desea, APHE-1 y APHE-2 se pueden separar entre si por cromatografia liquida de alta resolucién,
por ejemplo con una columna de fase reversa, como la pBondapak Cig, y un eluyente adecuado.

APHE-1 y APHE-2 frecuentemente se localizan también en el micelio del microorganismo presente en
el medio de cultivo, y se pueden extraer de él por técnicas convencionales. Entre ellas, se pueden utilizar,
por ejemplo, las extracciones con un disolvente orgdnico miscible con agua en el que se disuelvan APHE-1
y APHE-2, como puede ser un alcohol de cadena corta é la acetona, del que se pueden extraer y purificar
por la forma previamente descrita para el sobrenadante de cultivo.

g) Propiedades fisico-quimicas de los productos obtenidos.

Las propiedades fisico-quimicas de los antibiéticos APHE-1 y APHE-2 de esta invencién son las si-
guientes:

Producto APHE-1:

(a) andlisis elemental:
calculado para: C13H12N20O.1/2H50
(%) C 70.59; H 5.88; N 12.67

encontrado (%) C 70.33; H 5.56; N 12.32
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peso molecular:

el peso molecular, medido por FAB-MS fue de 212 (M™)

punto de fusién:

157 - 159 °C

espectro de absorcién ultravioleta (Figura 1):

maz.(MeOH)nm 265, 280 y 296

espectro de absorcién infrarroja (Figura 2):

fimae. (KBr) em~! 3134, 3038, 2038, 1640, 1579, 1451, 1376, 1254, 1190, 1121, 1001, 798, 770, 143.

solubilidad:

soluble en metanol, etanol, acetona, acetato de etilo y cloroformo; poco soluble en benceno e inso-
luble en hexano, éter de petréleo y agua.

reaccion de color:

reacciéon con ninhidrina, negativa.

aspecto:

polvo amarillento

'H-NMR (300 MHz, en cloroformo deuterado y utilizando tetrametilsilano como patrén interno)
(Figura 3):

sppm (J=Hz) 1.42 (3H,t,J=7.6), 2.90 (2H,q,J=7.6), 7.17 (1H,s), 7.23 (1H,dd,J=1.5,7.1 Hz), 7.31
(1H,dd,J=1.5,7.1 H1.44 (1H,dd,J=1.5,67.7), 7.53 (1H,d,J=2.6), 7.83 (1H,dd,J=1.5,6.7), 8.53 (1H,s).

I3C-NMR (75 MHz, en cloroformo deuterado y utilizando tetrametilsilano como patrén interno)
(Figura 4):

Sppm 11.22(q), 21.61(f), 105.82(s), 111.46(d), 119.36(d), 119.87(d), 120.79(d), 121.53(d), 122.94(d),
124.00(s), 136.14(s), 147.21(s), 163.69(s).

cromatografia en capa delgada:

valor de Rf=0.63, utilizando cromatofolios de silicagel con indicador de fluorescencia Stratocrom
SIF como fase estacionaria, y una mezcla de cloroformo-metanol (97:3) como fase mévil.

Producto APHE-2:
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analisis elemental:
calculado para C14H14N20.1/2H,0
(%) C 71.49; H 6.38; N 11.91

encontrado (%) C 71.80; H 6.54; N 12.02

peso molecular:

el peso molecular medido por FAB-MS, fue de 226 (M™)

punto de fusién:

130 - 132 °C

espectro de absorcién ultravioleta (Figura 5):

maz.(MeOH)nm 265, 280 y 296 nm

espectro de absorcién infrarroja (Figura 6):
fimas. (KBr) cm~! 3167, 2930, 1635, 1575, 1452, 1382, 1252, 1121, 1005, 777, 738.

solubilidad:

soluble en metanol, etanol, acetona, acetato de etilo y cloroformo; poco soluble en benceno e inso-
luble en hexano, éter de petréleo y agua.

reaccion de color:

reacciéon con ninhidrina, negativa

aspecto:

polvo amarillento

'H-NMR (300 MHz, en cloroformo deuterado y utilizando tetrametilsilano como patrén interno)
(Figura 7):

sppm 1.05 (3H,t,J=7.4), 1.88 (2H,m), 2.83 (2H,t,J=7.5), 7.17 (1H,s), 7.23 (1H,dd,J=1.5,7.1),
7.31 (1H,dd,J=1.5,7.1), 7.44 (1H,dd,J=1.5,6.7), 7.53 (1H,d,J=2.6), 7.83 (1H,dd,J=1.5,6.7), 7.83
(1H,dd,J=1.5,6.7), 8.60 (1H,s).

I3C-NMR (75 MHz, en cloroformo deuterado y utilizando tetrametilsilano como patrén interno)
(Figura 8):

Sppm 13.70(q), 20.58(t), 30.06(t), 105.99(s), 11,44(d), 119.72(d), 119.92(d), 120.75(d), 121.46(d),
122.90(d), 124.06(s), 136.18(s), 147.00(s), 163.00(s).
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(k) cromatografia en capa delgada:

valor de Rf=0.66, utilizando cromatofolios de silicagel con marcador de fluorescencia Stratocrom
SIF y una mezcla de cloroformo-metanol (97:3) como fase mévil.

En base a las propiedades fisico-quimicas descritas, APHE-1 y APHE-2 tienen la estructura que se
muestra en la figura 9, donde R es un grupo etilo 6 propilo, APHE-1 es 3-etil-pirazol(2,3-b)isoquinolin-
9(1H)-ona y APHE-2 es 3-propil-pirazol(2,3-b)isoquinolin-9(1H)-ona.

Figura 1: Espectro de absorcién ultravioleta de APHE-1

Figura 2: Espectro de absorcién infrarroja de APHE-1

Figura 3: 'H-NMR de APHE-1

Figura 4: 3C-NMR de APHE-1

Figura 5: Espectro de absorcién ultravioleta de APHE-2

Figura 6: Espectro de absorcién infrarroja de APHE-2

Figura 7: 'H-NMR de APHE-2

Figura 8: 3C-NMR de APHE-2

Figura 9: Férmula estructural propuesta para los productos correspondientes a la presente invencién.
Ejemplos

A continuacidn, se exponen ejemplos aplicables a la produccién y obtencién de los compuestos de esta
invencién, APHE-1 y APHE-2.

Ejemplo 1
Fermentacion de Streptoverticillium griseocarneum AL7791.

Se inocularon esporas de Streptoverticillium griseocarneum ALT7T791, depositado en la coleccién
NCIMB, en un matraz Erlenmeyer de 500 ml que contiene 100 ml de medio A (dextrosa 2.5 g/l; fosfato
monopotasico 2.5 g/1; cloruro sédico 5 g/1; peptona de soja 3 g/1; peptona de caseina 17 g/1y 1000 ml de
agua destilada; el pH se ajusta a 7.0 antes de la esterilizacién), El medio ya inoculado se incuba durante
48 horas en un agitador orbital a 200 rpm y 28 °C. Se inoculan 10 ml del cultivo resultante en cada uno
de los diez matraces Erlenmeyer de 1 litro de capacidad, que contienen 400 ml de medio B (glucosa 3 g/1;
peptona de soja 20 g/l; extracto de levadura 0.5 g/1; fosfato monopotésico 3 g/1; cloruro sédico 6 g/I;
peptona de casefna 17 g/1 y 1000 ml de agua destilada; el pH se ajusta a 7.0 antes de la esterilizacién).
Este medio, una vez inoculado, se somete a agitacién a 250 rpm y a una temperatura de 28 °C durante
3 a 6 dias.

Ejemplo 2

Los 4 litros del medio de cultivo obtenidos segin el ejemplo 1, se hicieron pasar a través de papel
Whatman N° 1 al objeto de retirar la masa miceliar del medio de cultivo. El filtrado resultante se mezclé6
con 4cido tdnico al 1%, que posteriormente se retiré junto con el precipitado resultante por centrifugacién.
El liquido obtenido se concentra a baja presiéon hasta 400 ml y posteriormente se somete a extracciones
sucesivas con cloroformo para eliminar impurezas. Los extractos se concentran hasta dar un residuo
marrén de 700 mg. A continuacién, estos 700 mg de residuo crudo se adsorbieron a una columna de
300 g de carbdn activo, eluyendo las fracciones activas con acetona, que se elimind a baja presién. Se
obtuvieron 300 mg de residuo marrén amarillento que contiene el ingrediente activo, y se disolvieron en
un pequeno volumen de metanol, aplicindolo’ a una columna de 400 ml de Sephadex LH-20 empaquetada
en metanol. Las fracciones eluidas que mostraron actividad se juntaron y se llevaron a sequedad en vacio.
El residuo resultante (200 mg) se volvié a disolver en una pequefia cantidad de metanol y se pasé a través
de una columna de 200 ml de Silicagel, eluyendo con cloruro de metileno-metanol (90:5). Se recogié una
fraccién activa, que tras concentrar a sequedad, resulté contener 60 mg de residuo amarillo. Finalmente,
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este residuo se separé en APHE1 y APHE-2 mediante cromatografia liquida de alta eficacia utilizando
una columna de fase reversa pBondapak Cig y una fase mévil de acetonitrilo-agua (2:1) con un flujo de
4 ml/minuto. Para detectar los compuestos activos se empleé un detector ultravioleta a 254 nm. Las
fracciones eluidas se desecaron a vacio para dar 2.4 mg y 4.8 mg de polvo amarillento de APHE-1 y
APHE-2, respectivamente.

Actividad antibidtica

APHE-1 y APHE-2 muestran actividad frente a bacterias grampositivas, hongos filamentosos y leva-
duras.

Para determinar la actividad, las bacterias gram-positivas se inocularon en 1 ml de medio de caldo
nutritivo, y las levaduras y los hongos filamentosos en 1 ml de un medio liquido de Sabouraud, deter-
mindndose la concentracién minima inhibitoria (CMI, ug/ml) de APHE-1 y APHE-2 por el método de
las diluciones sucesivas. La temperatura de incubacién fue de 37 °C para las bacterias y de 28 °C para
las levaduras y los hongos filamentosos. En la tabla V se muestran los resultados obtenidos.

Tabla V
Microorganismo CMI (ug/ml)
test
APHE-1 | APHE-2
Bacillus subtilis 125 50
Staphylococcus epidermidis (MLS) 125 50
Micrococcus luteus 62 37

Escherichia coli resistente al - -
acido nalidixico
Enterobacter aerogenes - -
Shigella flexnerii - -
Klebsiella pneumoniae - -
Penicillium oxalicum - -

Fusarium culmorum 37 37
Cunninghamella echinulata 25 25
Aspergillus niger - -

Candida utilis 37 37

Actividad Citostdtica

Los productos APHE-1 y APHE-2 han sido ensayados in vitro sobre una amplia variedad de lineas
celulares transformadas procedentes de distintos origenes, determindndose su caracter citostatico y ci-
tolitico.

A partir de los resultados experimentales, se han calculado los indices CT-ID50 y CL-ID50 los cuales
han sido definidos, respectivamente, como aquellas concentraciones de los productos capaces de inhibir
el 50% del crecimiento celular o de dafiar letalmente a la mitad de las células viables. En la tabla VI se
muestran los resultados obtenidos.
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Tabla VI
Origen APHE-1 APHE-2
Linea
celular CT-ID50 | CL-ID50 | CT-ID50 | CL-ID50
EL4 Ratén 6.5 20 14.0 34
LO-1 Ratoén 2.6 20 9.4 25
L1929 Ratoén 19.9 >50 14.5 >50
HL-60 Humano 30.1 >50 - >50
3LL Ratoén 25 >50 22.9 >50
P388D1 Ratoén 11.5 >50 19.0 >50
HeLA Humano 7.4 36 18.2 40
B16 Ratoén 19.0 >50 22.9 >50
1591-RE-S Ratoén 8.7 >50 10.5 >50

10

* Los valores de los indices CT-ID50 y CL-ID50 estan expresados en ug/ml.
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento de obtencién de antibidticos y citostaticos pirazoloisoquinolinicos, denominados
APHE-1 y APHE-2, correspondientes a la siguiente férmula estructural:

R

donde R es un radical etilo en APHE-1 y propilo en APHE-2, caracterizados porque son producidos
por un microorganismo del género Streptoverticillium cultivado en condiciones adecuadas.

2. Procedimiento de obtencién de antibidticos y citostaticos pirazoloisoquinolinicos, segun la rei-
vindicacion 1, caracterizado porque el microorganismo empleado es una cepa del Streptoverticillium
griseocarneum denominada AL7791 (NCIMB 40447), diferente de la registrada como CECT 3250 por su
diferencia en la utilizaciéon de fuentes hidrocarbonadas segiin se muestra en la Tabla IV.

3. Procedimiento de obtencién de antibidticos y citostaticos pirazoloisoquinolinicos, segun las reivin-
dicaciones 1 y 2, caracterizado porque el microorganismo empleado es una cepa del Streptoverticillium
griseocarneum (NCIMB 40447) o cualquier variedad esponténea del mismo.

4. Procedimiento de obtencién de antibiéticos y citostaticos pirazoloisoquinolinicos, segun las reivin-
dicaciones 1 a 3, caracterizado porque el medio de cultivo utilizado para la produccién de APHE-1 y
APHE-2 es un medio liquido, cuyo pH estd comprendido entre 5,5 y 8,5, en el que el microorganismo se
incuba para su cultivo a una temperatura comprendida entre 20 y 40°C.

5. Procedimiento de obtencion de antibiéticos y citostaticos pirazoloisoquinilinicos, segin las reivin-
dicaciones 1 a 4, caracterizado porque el medio de cultivo utilizado es completamente convencional y
contiene constituyentes tales como lo que se utilizan cominmente en el cultivo de actinomicetos. Ge-
neralmente, el medio contiene fuentes de carbono, de nitrégeno y sales inorganicas. Opcionalmente, se
pueden anadir metales traza, precursores y factores de crecimiento.

11
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