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Memdria descritiva referente a

patente de invengdo de MICRO-
BIAL CHEMISTRY RESEARCH FOUNDA
TION, japonesa, industrial e
comercial, com sede em 1k4-23,
Kamiosaki 3 chome, Shinagawa-
-Ku, Tokio 141, Japdo (invento
res: Hamao Umezawa, Yoshiro
Okami, Shogo Kurasawa, Toshiu
ki Kameyama, Atsushi Takahashi
e Masaaki Ishizuka, residentes
no Japdo), para "PROCESSO PARA
A PREPARAQKO DE BISUCABERINA E
DE COMPOSIGOES FARMACRUTICAS
QUE A CONTEM",

MEMORTA DESCRITIVA

Esta invengdo diz respeito a um processo para
a preparacdo de bisucaberina (1,12-dihidroxi-1,6,12,17-tetra-

azaciclodocosano-2,5,13,16-tetraona) da seguinte fédrmula T
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S&o conhecidos numerosos antibidticos produzi
dos por microorganismos e muitos relatdrios t&m-se referido a

substdnecias que possuem actividade antitumoral.

Verificou~se agora que um microorganismo do
género Apnteromonas produz uma nova substincia que possui ac-

tividade antitumoral,

Consequentemente, esta invengdo fornece um mé

todo para a preparacdo da bisucaberina da seguinte férmula I

1 22 21 20 19 18 17
HO - N - CH, - CH, - CH, - CH, - CH, - NH

0=C C =0
I3 15]
H,C CH,
[, 141
Hz? ?Hé
0=2¢’ 13 = o
| |
HN - CH. - CH. - CH. - CH. - CH, - N - OH
6 72 82 92 102 1% 12

que compreende a cultura de um microorganismo pertencente ao
género Alteromonas e que possua a capacidade de produzir bi-
sucaberina, e em seguida a recuperagdo da bisucaberina do cal

do de cultura.

0 nome quifmico da bisucaberina é 1,12-dihidro
xi-l,6,12,17-tetraazaciclodocosano-z,5,13,16—tetraona. Esta
substéncia possui as seguintes propriedades fisico-quimicas:
(a) Aparéncia: Cristais incolores
(b) Ponto de fusdo: 190°C (decomposigHo)

(c) Espectro de absorgdo de ultravioleta:
)hax(é)= 215 nm (5740) em metanol, 215 nm (5700) em dcido
clorfdrico-metanol 0,1 N

(d) Peso molecular
m/Z = 401 (MH') por SIMS (espectrometria de massa do ifo
secunddrio)

m/Z = ko1 (MH+) por EIMS (espectrometria de massa do i&o




electrdénico

(e) Férmula molecular: C18Hq2N),0

(f) Andlise elementar: CY% H% N% 0%
Verificado: 53,69 7,97 13,20 (25,14)
Calculado : 54,00 8,00 14,00 (24,00)

(g) Espectro de absorgdo de infravermelho:
representado na Figura 1.

Espectro NMR de protdes:representado na Figura 2.
Espectro 13C-NMR: representado na Figura 3.

(j) Solubilidade:
Solével em dimetilsulfdxido, levemente soltivel em metanol
e moderadamente solidivel ou insoldvel em égua.

(x) ReacgSes cdoradas:
Positiva na reacgéao molibdénio-4cido sulfiérico, na reac-
g8o da tolidina e reacgdo do cloreto férrico e negativa
na reac¢ao da ninidrina

(1) Cromatografia em camada fina em s{lica gel (art 5715, Mer

ck): Rf = 0,52 para cloroférmio:metanol (90:10)
Rf = 0,38 para cloroférmio:metanol (92:8)
(m)Electroforese em papel de alta-voltagem (3000 VvV, 20 minu-
tos):

R = 0,0 para dcido fdrmico:dcido acético:dgua (1:3:36)
expresso em mobilidade relativa tomando a mobilidade da

alanina como 1,0.

Nenhuma das substdncias conhecidas té&m as ca-
racteristicas mencionadas. Consequentemente considerou-se a

bisucaberina um composto novo.

A bisucaberina, de acordo com esta invengdo,
estd presente no caldo de cultura do microorganismo produtor

de bisucaberina do género Alteronomas e pode ser recuperada a

partir dele. Um exemplo de microorganismo produtor de bisuca-

berina é a estirpe Alteronomas haloplanktis SB-1123. Esta es-
tirpe foi isolada por nds a partir duma amostra de solos que

foi colhida no fundo de uma regifo de mar profundo vizinho da

Prefeitura de Aomori, Japdo. Tem as seguintes caracteristicas
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microbioldgicas:

(2)

()

(c)

Caracter{sticas morfoldgicas

1) Forma e dimens8es das células: Bastonetes, 0,5-0,8 pm X
1,5-2,0 jm

2) Mobilidade: Mdvel

3) Esporos: Nenhuns

4) Coloragdo de Gram: Negativa

Caracteri{sticas das culturas em virios meios

1) Em meio de cultura para placa de caldo de agar: Nio
cresceu

2) Em meio de cultura para placa de meio Z de agar: Cres-
cimento moderado, circular, plano a convexo, inteiro,
macio, luminiscente hdmido, transldcido, amarelo claro
(meio Z: 4gua do mar a pH 7,2 contendo 0,5% de polipe-
ptona e 0,1% de extracto de levedura)

3) Em meio de cultura para cunha de caldo de agar : Ndo
cresceu

4) Em meio de cultura para cunha de meio Z de agar: Cres-
cimento moderado, algo disperso, luminiscente hdmido,
amarelo claro amanteigado

5) Em meio de cultura de caldo 1{quido: Ndo cresceu

6) Em meio de cultura 1fquido de caldo de dgua do mar:
Crescimento intermédio

7) Em meio de cultura para inoculagdo com agulha de caldo
de gelatina: Nio se modificou

8) Em meio de cultura para inoculagdo com agulha de caldo

de dgua do mar-gelatina: Liquefacgdo

Caracteristicas fisioldgicas

1) Redugfo de nitratos: Negativa

2) Reacgdo de denitrificagdo: Negativa

3) Ensaio MR: Negativo

4} Ensaio VP: Negativo

5) Produgdo de sulfureto de hidrogénio: Negativa

6) Hidrdlise do amido: Negativa

7) Produgdo de pigmentos: Ndo produz pigmentos soltiveis

[
em agua
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8) Oxidase: Positiva
9) Catalase: Positiva
10) Gamas de crescimento:
Temperatura Bom crescimento a 10 até 34°¢ (gama éptimas
14 a 30°C), ndo h4 crescimento a °c e 3%,
pH 6 a9
11) Comportamento em relagdo ao oxigénio: Aerdbico
12) Ensaio O-F pelo método de Hugh & Leifson: Né&o hd produ
¢élo de dcidos
13) Reacgdo de decarboxilase: Negativa para lisina e nega-
tiva para arginina
14) Necessidades de nutriente: Nao héd crescimento na ausén
cia de dgua do mar ou de uma solugdo de sais inorgéni-
cos com uma composiglo similar

15) Utilizag8o de compostos:

D-Glucose + 3 N-Acetil glucosamina + 3
D-Manose + 3 KLeido succinico + 3
D-Frutose + 3 Kcido fumdrico + 3
Sacarose + 3 Kcido citrico + 3
Maltose + 3 Acido acotfinico -
Celobiose - 3 Eritritol - 3
Melibiose - 3 Manitol - 3
Lactose - 3 Glicerol - 3
L-Treonina - ; fcido Y-aminobutirico -~ ;
L-Tirosina + 3 D-Sorbitol - 3
Putrescina - 3 Acido maleico - 3
Amido + 3 fcido &-cetoglutdrice -

fLcido glucénico -
16) Contefido de ADN por CG: k4k4,1%

As caracter{sticas microbioldgicas do microor

ganismo acima mencionadas sfo resumidas como a Segulr:

(1) 0 microorganismo é uma bactéria marinha.
(2) Cresce sdmente em condigSes aerdbicas.
(3) £ um bacilo Gram-negativo

(4) £ mével com flagelos polares.

(5) Decomp8e sacar{deos por oxidagdo e utiliza sacarideos.
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(6) Tem um contelido de ADN-CG de 4l4,1%,

Pesquisa feita no manual de Bergey de Bacte-
riologla Sistemdtica, Vol, 1 (1984) & luz das caracter{sticas
citadas mostrou que o citado microorganismo se relaciona inti
mamente com o género Alteronomas. Por isso o microorganismo

foi identificado como uma bactéria do género Alteronomas.

Subsequente pesquisa sobre as espécies mos-
trou que o microorganismo se assemelha a Alteromonas haloplan

ktis baseada nas seguintes caracter{sticas importantes: ndo

cresce a hOC; pode utilizar compostos tais como D-manose, Ssa-
carose, maltose, N-acetil-glucosamina, 4cido succinico, decido
fumdrico e dcido cf{trico como fontes de carbono; ndo pode uti
lizar compostos tais como eritritol, glicerol, sorbitol, dei-
do maleico e dcido u-cetoglutérico como fontes de carbono; e
ndo produz pigmentos soliveis. Apesar da Sua incapacidade pa-
ra utilizar dcido acot{nico como fonte de carbono ndo estar

de acordo com a descrigdo na literatura, néo é uma diferenga

significativa no que diz respeito a distinguir o microorga-

nismo da espécie Alteromonas haloplanktis. Consequentemente o
microorganismo foi identificado como sendo Alteromonas halo~-__

planktis (ZoBell and Upham 1944) Reichelt and Baumann 1973.

0 microorganismo foi depositado como Alteromo-
nas haloplanktis SB-1123 no Fermentation Research Institute,
Agency of Industrial Science and Technology, Ministry of In-
ternational Trade and Industry do JYapdo, onde foi designado
por FERM P-8803. Além deste microorganismo, esta invengdo po-
de usar qualquer das variantes obtidas por sua mutagfo artifi
cial ou exponténea, na condig@o de terem a capacidade de pro-

duzir bisucaberina.

A cultura do microorganismo que produz bisuca
berina & realizada usando um meio de cultura preparado dissol
vendo fontes de carbono, fontes de azoto, iles inorgénicos e,

. ) ’ .
se se desejar, vitaminas e aminoacidos em agua do mar (1nclu—
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indo 4gua do mar artificial). As fontes de carbono podem ser
as de uso habitual para a cultura de microorganismos. Exemplos
preferidos sfio hidratos de carbono tais como glucose, sucrose,
amido e dextrina., As fontes de azoto podem ser as que sdo de
uso habitual para a cultura de microorganismos. Exemplos in-
cluem peptona, extracto de levedura, extracto de carne, licor
de maceragdo de milho, caldo de soja, casefna e iSes aménia.

Para a produgfo eficiente de bisucaberina, o método recomenda
do & usar um meio de cultura de uma forma tratada, como Seja

numa forma mofda, de choco seco e/ou sardinha seca, preferen-

temente a de Eugraulis Jjaponica, em agua do mar artificial.

A cultura pode ser de preferéncia uma cultura
1f{quida sob agitag8o e arejamento., A temperatura da cultura é
usualmente 10 a 35°C, de prefersncia 24 a 30°C. A cultura de-
ve prosseguir até que uma quantidade suficiente de bisucaberi
na se acumule no caldo de cultura., Normalmente, isto é atingi

do em 16 horas a 5 dias.

A recuperagio da bisucaberina do caldo de cul
tura pode ser feita por um método conhecido. Um exemplo de tal
método compreende centrifugar o caldo de cultura para obter
um sobrenadante, passd-lo através de uma camada de resina ab-
sorvente sintética para dar fracgdes e em seguida concentri-

-las para precipitar cristais, e purificd-los.

A bisucaberina obtida de acordo com o proces-
so da presente invengdo tem actividade antitumoral. Por exem-
plo, estimula a actividade citolftica de macrdéfagos contra cé

lulas de cancro e inibe a proliferacgfio de células de cancro,

. 4 N
Esta inveng8o sera descrita com mais pormenor

no que diz respeito aos Exemplos mas ndo fica a eles limitada.

Exemplo 1

A estirpe Alteromonas haloplanktis SB-1123
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(FERM P-8803) foi inoculada em 10 litros de um meio de cultu-
ra (pH 7,2) contendo 2% de choco e 1% de sardinha seca (Bugra-
lis Jgpgnica), ambos sob forma mofda, em égua do mar artifi-

cial (Jamarin S, um produto de Jamarin Laboratory Inc.) dilui

da a metade da concentragdo. O indculo foi cultivado sob agi-

tagfo durante 3 dias a 27°C.

O meio de cultura recolhido foi centrifugado
para obter um sobrenadante. Passaram-se 7 litros do sobrena-
dante através de uma coluna de Diaion HP-20 (500 ml), que foi
lavada com 5 litros de dgua. Depois eluiu-se a coluna com uma
mistura de acetona e dgua 50:50, e recolheram-se 2 litros de
fracg8es activas. As fracgSes activas reunidas foram concen-
tradas sob pressfo reduzida para precipitar cristais do produ
to bruto. Lavaram-se os cristais com acetona e depois com ace
tato de etilo para dar cristais de bisucaberina numa quantida

de de 2 g.

Se os cristais ficaram castanhos devido a in-
corporagdo de impurezas neles, podem facilmente converter-se
em cristais puros de bisucaberina, incolores, em lidminas da
seguinte maneira: S&0 submetidos a uma cromatografia em colu-
na de sflica gel usando cloroférmio-metanol (96:4) como siste
ma de eluigdo. As fracgdes activas sfo reunidas e concentra-

das para obter bisucaberina pura.

Exemplo 2

Investigou-se o efeito da bisucaberina na acti

vidade citol{tica de macrdfagos contra células de cancro.

Obtiveram-se macrdéfagos a partir de células
de exsudado peritoneal induzido pela injecglio intraperitoneal
de proteose-peptona (Difco) a 10% em fémeas de rato C3H/HeN
de 8 semanas de idade, seguida de remogdo das células ndo ade
rentes a pldsticos. As células de cancro escolhidas foram cé-

lulas de fibrosarcoma L-1023 induzidas nos ratos C3H/HeN com
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metil-colantreno, sendo as ditas células marcadas preéviamente
com timidina tritiada. A cultura das células foi levada a efel
to num meio de cultura RPMI 1640 a 37OC na presenga de 5% de

carbono.

Uma microplaca de 96 alvéolos foi preparada
com 2 x 10° células/alvéolo de macrdfagos e 1 x 10 células/
alvéolo das células de cancro escolhidas e incubada durante 2
dias na presenga de uma quantidade predeterminada de bisucabge
rina., Depois mediu-se a quantidade de tritio cedida pelas cé-
lulas de cancro lisadas no sobrenadante do caldo cultivado.Os
resultados sfo apresentados no Quadro 1. A actividade citolf-
tica fol representada pela % de citdlise calculada a partir

da seguinte equagdo:

citélise (%) = / (quantidade libertada na experilncia) - (quen
tidade libertada expontaneamente)_7///{quantida
de de libertagfo mdxima)- (quantidade liberta-

da expontaneamente)7

em que (quantidade libertada expontaneamente) representa o va
lor quando ndo se adicionou qualquer amostra a cultura e @uag
tidade de libertagfo mixima) representa o valor quando 0,5%

de SDS foi adicionado em vez dos macrdfagos.

Quadro 1
Quantidade de citdlise (%)
bisucaberina + Macrdfagos (%) - Macrdfagos (%)
adicionada (pg/ml,
concentragdo final)
67 38,6 k1,5 15,3
33 64,8 71,8 12,0
11 k5,7 k7,1 6,5
3,6 13,3 14,8 0,3
1,2 2,8 - -
0 0 - 0




Exemplo 3

A actividade da bisucaberina para inibir o
crescimento de células de leucémia L-1210 e de células de car
cinoma IMC de rato foi investigada. As condigOes experimentais

foram as seguintes:

(1) céiulas de tumor
a) L-1210: Cultivadas em passagem num meio de cultura NEM
contendo soro de vitela a 10%.
b) carcinoma: Cultivado em passagem num meio de cultura
RPMI 1640 contendo soro fetal de bovino.

4 .
As celulas de tumor na fase exponencial foram
usadas nas experiéncias, tendo cada cultura sido iniciada um

dia antes das experiéncias.

(2) Amostra

A bisucaberina foi dissolvida em dimetil-sul-
féxido num volume que era 10% da solugdo final. A solugfo adi
cionaram-se 5 }d,de Tween 80, e a mistura foi ajustada a uma
concentragfo de 2 mg/ml com um meio de cultura.MEM. Esta solu
gdo de reserva foi diluida seriadamente em seis degraus com o
mesmo meio de cultura, de cada vez com uma razdo de diluigéfo
de L,

(3) Método

a) Uma microplaca de 96 alvéolos foi preparada com 1o‘p1/
alvéolo da solugdo amostra, tendo cada solugfo amostra
preenchido 3 alvéolos para cada uma das espécies ensaia
das.

b) As células de tumor foram suspensas no respectivo meio
por cultura de passagem a uma velocidade de 1 x 105 cé
lulas por ml, e as suspensdes foram adicionadas & mi-
croplaca numa quantidade de 0,2 ml/alvéolo. ;

c) Depois de 48 horas de cultura a 37°C num incubador de

didxido de carbono, tomaram-se O,1 ml da suspensfo de
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células e diluiram-se 100 vezes com ISOTON II com uma
solugio salina fisioldgica. O ndmero de células na di-
luig8o resultante foi contado usando um Coulter Counter.
d) A inibig8o percentual do crescimento de células foi
calculado para cada diluigfdo da solugfo amostra em com
paragdo com o guia. Os resultados foram postos num gré
fico para preparar uma curva de concentragdo de bisuca
berina relacionada com a % de inibigdo. A partir desta

curva, IC o’ 2 concentragdo de bisucaberina correspon-

5
dente a 50% de inibigio foi determinada. Os valores de
% de inibigdo e de ICx, s8o apresentados nos Quadros 2

e 3, respectivamente.
Quadro_ 2

células Concentracdo Contagem de % de inibidor

[ 4
de tumor de amostra celulas

(meg/ml)

L-1210 2888 * 106 -
Bisucaberina 100,0 k29 * 47 85
25,0 by £ 3 85
6,25 908 t 11 69
1,56 2428 * 100 16
0,39 2727 % 151 6
IMC 3910 ¥ 96 -
carci- Bisucaberina 100,0 557 + 26 86
noma 25,0 547 * 16 86
6,25 1712t 24 56
1,56 3374 T Lk 14
0,39 3602t 2 8
Quadro_3
Células
L-lilo de tumor 1g53 fg?gmlz
Carcinoma IMC 5,1
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Breve descrig¢fo dos Desenhos (Figs. 1, 2 e 3)

A Fig. 1 é o espectro de absorgdo de infraver

melho da bisucaberina.

A Fig. 2 é o espectro de NMR de protdo de bi-
sucaberina medido em solugdo de d6-DMSO com TMS como material

de referéncia.

A Fig. 3 é o espectro 13c_NMR de bisucaberina
medido em solucdo de d6-DMSO com DMSO como material de refe-

réncia,

REIVINDICACOES

Processo para a preparacgido do novo composto

bisucaberina da férmula I

1 22 21 20 19 18 17
HO - N - CH, - CH, - CH2 - CH2 - CH, - NH

2 2 2
0= 02 160 =0
3 15
H,C CH,
L 1k
H,C CH,
0=c’ 3¢ 2 o

2 2 2 2 2

BHN - CH, - CH, - CH, - CH, - CH, - N - OH
6 7 8 9 10 11 12

caracterizado por se cultivar um microorganismo do género Al-
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teromonas produtor de bisucaberina e se recuperar a bisucabe-

rina do caldo de cultura.

Processo de acordo com a reivindicagdo 1, ca-

racterizado por o microorganismo do género Alteromonas produ-

tor de bisucaberina ser a estirpe Alteromonas haloplanktis

SB-1123 (FERM P-8803).

Processo para a preparagfdo duma composigdo
farmac8utica dtil como medicamento dotado de actividade anti-
tumoral caracterizado por se incorporar como ingrediente acti
vo o composto da fdrmula I quando preparado pelo processo de
acordo com qualquer das reivindicagdes 1 ou 2 em associacgdo

. . . f 4
com uma substdncia veicular farmaceuticamente aceitavel.

A requerente declara que o primeiro pedido
desta patente foi apresentado no Japdo em 22 de Julho de 1986,
sob o n? Sho 61-170856.

Lisboa, 21 de Julho de 1987

= S——
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RESUMDO

" PROCESSO PARA A PREPARACAO DE BISUCABERINA
E DE COMPOSIGOES FARMACRUTICAS QUE A CONTEM"

A invengdo refere-se a um processo para a pre

paragédo do mnovo composto bisucaberina da férmula I

1 22 21 20 19 18 17
HO - N - CH2 - CH2 - CH2 - CH2 - CH2 - NH

O=02 16C=O
3 15
HZC CH2
b 14
Hac CHZ
0 = 05 130 = 0

HN - CH, - CH, - CH, - CH2 - CH2 - N~ OH

6 72 82 9% 100 11° 12

que compreende cultivar-se um microorganismo do género Altero-
monas produtor de bisucaberina e Se recuperar a bisucaberina

do calco de cultura,
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