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PATENTE Di  INVHCION
por 20 afios

"Un procedimiento para la preparacidn del deido mu-lactona
6—(5,10—dihidroxiundecilo)-beta-resoiciclioo y log éteres 2,4

delmigmo"“"‘“"‘“‘"""-——"‘ —————— -

a favor de: COMMWSRCIAL SOLVENTS CORPURATIUN, de nacionalidad norte-
americana, domiciliada en: 260, Madimon Avenue, New York, New York,

(Wetados Unidos de América del Norte).
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MaMORIA  DEISCRIPTIVA

La pregente invencidn se refiere a log compuestos que pre-
gentan actividad estrdgena o ayudan a incrementar el grado de
de desarrollo de los animales productores de carne, por ¢jemplo
ganado, cordero y cerdo y tiene por objeto la obtenciln de unos

compuestos de egte tipo ouya f£érmula convencional es

B | I§3
O -(CI{2)3

 Re CH2)5
en la cual R eg hidrdgeno o alquilo substitufdo o insubgtituldo

HOH

por ejemplo un alguilo inferior tal como metilo, eviloy hexilo,

entre otros, pero se prefiere hidrdgeno. Dos compuestos que tienen
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la indicade f£érmula en la cuzl R esg un arilo substitufdo o in-
substituido,'por ejemplo fenilo y bromofenilo; acilo, por ejem-
plo acetllo y valerilo; y aralquilo, por ejemplo bencilo, son
tanbidn estudiados por la presente invencién. Hay dos diastercoi-
gomerds de los compuestos de la presente invencién y cuando 'R es
hidrbgeno, uno es tres o onatro veces mds activo que el otro.

Los diagtereoisomeros pueden ser distinguidos por el punto de
fusibn y puesto que el de punto de fusidn mfs elevado es monos
goluble en, por ejemplo, mezclas de agua con aleohol igopropfli-
co, log diastereoisomeros son separables.

Los compuestos pueden ser administrados a los animales por
cualquier método inclufdo el oral y parenteral. Por ejemplo,
el compuesgto puede ser mezclado con el usual alimento. contenien~—
do valores nutritivos en una cantidad suficiente para producir
el grado deseado de desarrollo y puede de este modo ger directa-
mente alimentado @& los animales, o el compuesto puede ser suspen—
dido en un conveniente medio de suspensibn inyectable Tal como
aceite de cacahuete e inyectado parenteralmente. la cantidad de
compuesto alimentado & un animal, por supuesto, varie dependien=
do del mismo animal, el grado deseado de desarrollo, entre otram
cosage.

Cuando los nuevos productos son para eer administrados con
los alimentos; una composicidn de alimento pars animales puede
ger preparada conteniendo las cantidades eguilibradoras nutri-
cionalumente de carbohidratos, proteinas, vitaminas y minerales,
junto con los compuestos de la presente invencidn. Algunos de
egtog usuales elementos dietdticos son grancs, tal como grano
molido y productos de granos; substancias proteina animal tales

como aquellas fundades en harina de pescado y pedazos de carne;
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protveinag vegetales como harina y aceite de haba o harina y
aceite de cacahuete; materiales vitamfnicos, por ejemplo mez-
clag de vitaminag A y D, suplementos de rivoflavina y otros ele-
mentos complejos de vitamina B; harina de huego y piedra de cal
para suministrar minerales. Un tipo de material alimenticio
convencional para emplear con el ganado comprende forraje de
alfalfa y magorcas de grano de maiz junto con substencias vi-
tamfnicas si se desgea.

Los compusstos de la presente invencidn pueden obtenerse

partiendo del compuesto

L
O-C~(Cltp)
1=l (CHp ) 3 =0

roferido a continuacidn, como la gsubstancia egtrdgena de fermen—
tacibn (F.8.5.) por reduccibn dek enlace oleffnico y el grupo
cetona en presencia de hidrdgeno para adicioner cuatro £tomos
de hidrdégeno empleando procedimientos dé reduccidn conveneciona~
les, por ejemplo, en presencia de un datalizador de nfquel Raney,
La nomenclatura usada aqui estd basada en el compuesto F.l.S.
Por ejemplo, el compuesto producido por la reduccidén del enlace
olefinico y grupo cetona es referido como tetrahidro P.E.S. Los
compuegtos de esta invencidén en los cuales ambas R's son alquilo
ostdn referidog como dialquilo-, y en los que una de lasg R's
es alquilo como monoalquilo-, tetrahidro F.B.9.

1a reduccién de F,E.S. es de preferencia efectuada con el
F.E.S. en suspensién o disuelto en un disolvente apropiado, por
ejemplo un aleohol de preferencia un alcanol inferior tal como

metanol, etanol, entre ofrogs. Hn general, la reduccién puede ger



10

15

20

25

322804

realizada a temperatura embiente y a presién ambiente. De pre-—

ferencia lag temperaturas estdn comprendidas entre 15 y 40 gra-
dos centigrados y las presiones de preferencia lo egtdn entre
1 a 100 atmosferas. £n general, entre 0,1 a 5 gramos de catali-
zador se emplean por gramo de P.E.S,

En la obtencibn de compuestos de la presente invencibn en
los que R es alquilo, puede empleaﬁse un procedimiento de alqui-
lacidn convencional parg substitulr el dtomo de H de uno o ambosg
grupos OH en el anillo benceno de F.E.S. con un grupo alquilo.
Los compuestos tetrahidroalcohilados F.BE.S. pueden obtenersge,
por ejemplo, por alquilacidn del F.E.S. primero y luego reducien~
do como se ha explicado antes. la alquilacidén puede ser por reac-
cibn con loa correspondientes sulfatos dialquilo, por ejemplo
gulfato de dimetilo, sulfato de dietilo, entre otros, para pro-
ducir el dialquilo I,E.S. 0 un monoalquilo F.E.S. con el grupo
alquilo substituyendo el hidrdégeno del grupo hidroxilo en el
anillo benceno orto del grupo ester. Ademds, un compuesto mono-
metilo F.1.8. con el grupo metilo substituyendo el hidrbgeno del
grupo hidroxilo para por el grupo ester puede ser producido selec-
tivamente empleando diazometanoc.

Ia pubstancia estrdgena de fermentacibn (F.E.S.) es de eg-

ta manera denominada porque un método conveniente para producir-
la eg por cultivo, en un medio nuiritivo adecuado, el organismo

Gibberella zese (Gordon), depositada bajo el ne NRRL 2830 en el

Northern Utilization Research and Development Divisidén del De-
partamento de Agricultura de los Estaedos Unidos de América.

Log ejemplos siguientes se dan para ilustrar esia invencién
pero no tieneg cardeter alguno limitativo de la misma respecto

a log materialeg en ellos especificados y cantidades. Bl primer
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ejemplo ilustra la preparacifn de una conveniente inoculacién

que contiene el organismo Gibberella gese (Gordon) NRHL-2830.

BJBMpLOo 1

Un cultivo de arena de esporgs conteniendo Gibberella zeae

(Goxdon) NRRL~2830 fué acépticamente colocado en un tubo estéril
conteniendo 15 mililitros de solucién de Czapek's-Dox y una ;e-
quefia cantidad de agar. Ugte medio fué luego incubado durante cer-
ca 168 horas a 25 grados centfgrados. Al final del periodo de in-
cubacidn, el medio fué lavado con 5 mililitros de agus desioniza-
da estéril y transferido a un tubo estéril conteniendo 45 milili~
trog de solucidén de Czapek's~Dox. El contenido del tubo fud en—
tonces incubado durante cerca 96 horas a cerca 25 grados centi-
grados, despuds de lo cual el material eatuvo disponible para
ngarse en la inoculacidn de un medio de fermentacibn.
El giguiente ejemplo ilustra la fermentacién del organismo
Gibberella geame (Gordon) NRRL-2830 para producir F.E.S.
BJEMPLO IT

En un frageco de 2 litros se colocaron 300 gramos de mais
finamente dividido. El frasco y su contenido fueron luego egteri-
lizados y después de la esterilizacién le fueron adicionados 150
mililitros de agua desionizadas estéril. A la mezcla del frasco
le fueron entonces adicionados 45 mililitros del inoculador pre—
parado por el procedimiento del Ejemplo I y el material fud mez-
clado a fondo. El material mezclado fud entonces incubado durante
cerca 20 dids a 25 grados centigrados en una cfmara oscura en una
atmésfera saturada de agua,

El ejemplo sigulente ilugtra la recuperacién del ¥.#.S. del

medio de fermentacién.
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EUEMPLO IIT

Una porcién de 300 gramos de material fermentado producido
por el método del Hjemplo II Ffué colocada en 500 mililitros de
agua desionizada y pastada. Ia pasta fud luego calentada durante
cerca 15 minutos a 75 grados centigrados, 300 gramos de adyuvante
de filtracidn fueron luego adicionados y el material fué filtra-
do. El material filtrado s6lido conteniendo la substancia anabé-
lica fué luego secado al aire, y 333 gramos de la torta seeada
fueron entonces extraidos con 500 mililitros de etanol. Este pro-
ceder fué repetido tres o mds veces. El extracto etanol fué eva-
porado por sequedad bajo vaclo para dar 6.84 gramog de material
g6lido. Bgte material sélido fué luego disuelto en 20 mililitrog
de cloroformo y extrafdo con 30 mililitros de una golucién acuo-
ga conteniendo 5 por clento en peso de carbonato sbdico teniendo
un pH ajustado a cerca 1l.2, El proceso de extraccibn fud repeti~
do siete o mfds veces. Kl pHdl extracto carbonato sédico fud
entonces ajustado a 6.2 con deido clorhidrico, para producir un
precipitado conteniendo substancia anab6lica, Bl precipitado y el
extracto acuoso carbonato sfdico fueron entonces cada uno en turno
extraidos con 75 mililitros de éter etf{lico. Bgte proceder fud
repetido tres o mfs veces para producir una solucidn etérea amari-
1la clara la cual fud entonces evaporada para producir 116 mili-
gramos de substancia anabélica sélida. Este material fué entonces
gometido a una distribucidn contracorriente de transferencia milti-
ple empleando 100 fubos y un sistema disolvente cbnsistiendo de
dos parfes de cloroformo y dos partes de tetracloruro de carbono
como la fase»inferior y cuatro partes de metanol y una parte
de agua como la fase superior, todas las partes por volumen. El ma-

torial gblido obtenido de la distribucidn contracorriente de trans—

forencia miltiple fué F.E,.S.
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Log siguisntes ejemplog, Ejemplos IV a VI ilustran la re-

duccibn de F.E.S. parg producir tetrahidro F.E.S.

BJBMPLO IV

El tetrahidro F.E.S.fud producido por disolucién de 0.5
gramos de F.E.S. en 200 mililitrog de etanol. El F.B.S. fué re-
ducido por contactacién de la solucién con hidrégeno durante 3
horag a 30 grados centigrados y 70 kilogramos por centimetro
cuadrado, empleando 2 gramog de niquel Raney como catalizador.
Degpués de filtrade y concentrada la mezcla de reaccién el pro-
ducto fud lavado con 2 o 3 mililitros de 2-nitropropano y crista-
lizado, Se ha comprobado tener un punto de fusién desds 143 a

160 grados centigrados.

BJEMPLO V
la reduccidn del F.E.S. fud conducida con metanol a 30
grados centfgrados y una presidén del hidrdgeno de 70 kilogramos
por centfimetro cuadrado durante 5 horas empleando un catalizador
de niquel Raney para suministrar un producto de fueidn, despuds
de variag cristalizaciones con 2-nitropropano y nitrometano, &

141-143 grados Gontigrados y analizando:

Calculado (018H2605) Encontrado
% 0 67.1 672
% H 8.14 8.28
BJEMPLO VI

la reduccidén de 1 gramo de F.E.S. fud conducida en 150 cenw
tidmoetros cdbicos de etanol = temperatura ambiente y a 3.51 kilo-
gramos por centimetro ougdrado de presién de hidrdgeno durante 4
horas en presencia de una pequefia cantidad de nfquel Raney (cer-

ca de 1 centfmetro cdbico de una suspensidn densa en agua). Bl
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producto fué concentrado, tratado con 5 mililitros de aleohol
isopropflico, enfriado y filtrado. Bl filtrado fud mezolado
con 5 mililitros de sgua, dejado quieto a un lado durante la
noche, enfriado y filtrado para suministrar V.65 gramos de pro-
ducto teniendo un punto de fusibn de 147-157 grados dentigrados.
Esgte producto fud récristalizado desde mezclas de agua y alco~
hol isopropflico dos veces para suministrar 0.18 gramos de un
producto teniendo un punto de fusibn de 178-180 grados centigra~
dog. Se recuperd tambidn del filtrado un producto que tenfa un
punto de fusidn de 146~148 grados centigrados, y que pesaba
0,22 gramos, despuds de la primera recristalizacidn del produc—
to gque pesaba 0,65 gramos, Ia reduccidn del grupo cetona intro-
duce un 4tomo de carbono asimétrico y hace posible log-diaste-
reoisomeros. lag actividades Spticas de los dos producios fue-
ron (1) para el producto con punto de fusibn de 178-180 grados
centigrados [ g2 = corca $46 gredos, por ejemplo, $46.50
grados y (2) para el producto con punto de fusidn de 146-148
grados centigrados EoCJD25 = corca +39 grados, por ejemplo
38.75 grados, donde [o{] = 2200 , o = 1% de metanol y 1 = 2
decimetros. o

Bl siguiente ejemplo ilugtra la produccibn de monometilo
y dimetilo tetrahidro F.5.S. EL monometilo tetrahidro F.B.S.
teniendo un grupo metilo el cual sustituye el hidrdgeno del
grupo hidréxilo en el anillo benceno orto por el grupo ester.

EJEMPLO VII
Sulfato de dimetilo (5 mililitros) fud adicionado a una

golucibn de 2.24 gramos de P.E.S, en 80 mililitros de una g0~
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lucidn de hidrdxido sédico al 10 por cien y 20 mililitros de
agua. La mezcla fué agitada durante media hora a 18-20 grados
centi{grados (bafio de enfriamiento) y se le afiedidé 5 mililitros
adicionales de sulfato de dimetilo. Despuds de una agitacién
adlcional de 70 minutos a 20-26 grados centigrados, el precipi-
tado s6lido, S6lido A,. fud recogido por filtracibn, lavado
con agﬁa y secado. El filtrado de Sélido A fué acidificado con
25 mililitros de 12 W H,804 para producir un segundo precipita-
do, 861ido B, el cual fud recogido, lavado con agua, y secado.
El 861ido A (0.79 gramos teniendo un punto de fusibn de
114-118 grados centfzrados) fué recristalizado con une mezcla
de 10 mililitros de agua y 15 mililitros de etenol para produciz
0,66 gramos de dimetilo P.H,S. teniendo un punto de fusién de
108+110 grados centigrados. '

Ql S6lido B (1.39 gramos teniendo un punto de fusifn de
152-162 grados centigrados) fué recristalizado dos veces con
una mezela de agus y alcohol para producir Q.80 gramos de mono-
metilo F.3.8. teniendo un punto de fusidn de 169-174 grados
cantigrados. El andlisis del S6lido B mostrd:

Calculado (019H2405) Bncontrado
% @ 68.65 67.97
% H 7.28 7.16
5:UMe 9.34 9,28

51 enlace olefinico y grupo cetona del Qimetilo F.ii.S. ¥
monometilo F.E.S. son reducicos segdn el prodeder del Ejem-

plo VI.
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wJEMpLy  VIIT
Bl monometilo F.E.S. con el grupo metilo sustituyendo el
hidrégeno del grupo hidroxilo en el anillo benceno para por el
grupo egter fué preparado por el sigulente procedimiento, y el
enlage olefinico y srupo cetona fueron reducidos por el pro-
cedimiento del Bjemplo VI,

Nitrogo-metilurea en una cantidad de 1.2 gramos fué len-

~ tapmente adicionado a una mezcla rria ae 3,6 mililitros de 50

por cien de hidréxido potdsico y 17 mililitros de &ter. Des-
puds de algunos minutos #a capa amarilla de §ter de la mezcla
fué decantsda, secada en hidrdxido potddico, y luego adiciona-
da a una soluoibn de 0,30 gramos de F.E.S. con 17 mililitros

de éter. la mezcla amarilla resultante fud dejada durante la no-
che en un amplio frasco tapedo y luego el Ster y diazometano fue-
ron evaporados enteramente empleando un bafio de vapor. ELl resi-
duo restante gomoso fué cristalizado por adicidén de 3 milili-
tros de agua, calentando a 60 grados cent{grados, y adicionando
etanol casi para solucién. Por enfriamiento se formaron crista-
les produciendo 0.137 gramos de un producto gue tiene un punto
de fugidn de 111-116 grados centigrados, el cual fud recristali-
zado de la misms forma para producir 0.0082 gramos de monometilo
F.E.S. teniendo un punto de fuesidn de 120-122 gredos centigra-

dos y el siguiente andligis:

Caleulado (01§Eé405) Encontrado
5 C 6847 68.3
GoH 7.28 7.38
‘}300H3 ' 9034 9017

Bl giguiente ejemplo demuestra la activided de los nuevos

compuestos en la prueba uterino de ratén. Bajo la prueba uterino
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de ratdny una solucidn de la gubstancia probada es colocada en

una parte tipo ratdn pulverizada v ol disolvente es geparado por
evaporacifn para suministrar una racibén seca conteniendo un co-
nocido peso de la subgtancia por gramo de ratén. Ssta racibn es
entonces alimentada para avarioctomizar raetones pesando cerca

20 gramos a un nivel de 3 gramos por ratdén por dfa durante un
periodo de 5 dfas después de lo cual log ratones son pesadog

y los dteros separados ypesados. Un incremento en el peso de

los dteros respecto al peso de log Yteros de un enimal de con-
trol demuestra la presencia de actividad estrogénica de la subs—
tancla de prueba. La magnitud del aumento es proporeional al pew
g0 del estrdgeno consumido. E1 método puede ser empleado como

un ensayo cuantitativo por comparacidn con respuegtas obtenidas
con una forma pura del estrdgeno bajo exdmen.

Bn un ensayo empleando 10 ratones con ratones de control
teniendo unos Uteros con un peso por t8rmino medio de 11l.6 mili-
gramos, cuando el producto del Ejemplo VI que funde a 178-180
grados centigrados, fué adicionado a un nivel de 3.125 microgra-
mos, por gramo de alimento, @l peso de los Uteros fud 21.4 mi-
ligramos por término medio. Con 6.25 microgramos por gramo de
alimento, el t4rmino medio del peso de los Uteros fud 26.8 mili-
gramos. Cuando comparado con F.E.S. a un nivel de 6.25 microgra—
mos por gramo de alimento, éatos aumentan en 307.69 por ciento
de la respuesta para F.E.S. Por extrapolacién de un F.5.S. res-
puesta curva para un 3.125 microgramo por gramo de nivel de
alimento, la regpuesta para el compuesto es 445.5 por ciento de
la respuesta caleulada para F.E.S.

En un ensayo separado empleando 10 ratones con ratones de

control teniendo unos Yteros de peso por término medio de 11.6
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miligramos cuando el producto del Bjemplo VI, gue funde a 146~
148 grados centigrados, fud adicionado a up nivel de 3.125 mi-
crogramog por gramo de alimento, el pego de los dteros fué 15,0
miligranos en término medio. Cuando comparado gon F.E.S. a un
nivel de 6.25 microgramos por gramo de alimento, éetos aumentan
en 123.9 por ciento de la reSpuEEta pera F.E.S. Por extrapolia-
cibn de un F.E.S. regpuesta curva para un 3.125 wicrogramo por
gramo de nivel de alimento, la respuegsta para el compuesto es

154.5 por ciento de la respuesta calculada para F.E.S.

EJEMPLO IX
Seis cabezas de ganado son alimentadas con una racibn
diaria que comprende una mezcla de paja de alfalfa y mazirecas
de grano de mailz conteniendo de 1 a 20 onzag de tetréhidro FoilsS,
por clen libras de racibn para incrementar la proporcién de desa-

rrollo del ganado.
¥ OTA

Por la patente de invencidn a gque s refiere la presente
memoria descriptiva se REIVINDICA la propiedad y la explota-
cifn exclusiva de:

le~ Un procedimiento para la preparacidn del dcido muplée_
tona 6-(6,10~dihidroxiundecilo)-beta~resoreiclico y los Steres

2,4 del mismo, teniendo la férmula

440~ G- CH, ) S ~gon

3-——(,01{2)5
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°n la cual R eg elegida de um ETupo que congigte de hidré-
88no y un alguilo inferior 4l cual comprende el gometimiento

de un compuesto A que tiene la Fhrmula

9 .
- —-j-O-IH-(GHa) T~

HO—Y ““"OH::GfI:(CHa) s

a2 hidrogenacidn bajo suficientes condiciones de reduccidén que
solamente reduzcan el enlace olefinico y el grupo cetona por
adicién de cuatro dtomos de hidrfgeno; compuesios en loa cualeg
el dtomo de hidrfgeno de a lo menos uno de log grupos hidroxi-
lo del anillo de benoceno es reemplazado por un grupo alquilo
producido con un agente de alquilacidén bajo suficiontes condi-
cionesg de alquilaciédn,

2.- Un método, tal como el egpecificado en 1, en el que
dichos compuestos el £tomo de hidrdgeno del grupo hidroxilo del
anillo de benceno orto para el grupo dster és reemplazado por
un grupo alquilo empleando como agente de alguilacidn sulfato
dialquilo; comprendiendo lag condiciones de reduccidn la pre-
gencia de un catalizador nfquel Haney; y estando producidog di
chos compuestos por conduccidn de la alquilacibn antes de di-
cha reduceibne

3e= "Un pfocedimiento para la preparacidn del 4oido mu-lac—
tona 6-(6,10-dihidroxiundecilo )-bet@-regorciclico y log éteres

2,4 del migmo".

Gongta
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Congta la presente memoria descriptiva de catorce hojas
foliadas, escritas por una sola cara.

I Barcelona, 1 de Febrero de 1966.

"
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