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MBEHORTIA D ESCRIPITIVA

Este invencibn se refiere a un nuevo agente
hipotensor llamado oudenona y comprende los corres-
pondientes procesos pare la produccibén y preparacibn
del mismo. ihs particularmnente, se refiere a los oro

D= cesos para su produccidn por fermentacibdbn y a los pro
cesos para su recuperacidn y purificacibdn. Zeta ine
vencidn abarca este agente hipotensor y sus sales en
soluciones diluidas, asi como concentrados crudos,sd
lidos crudos, sdlidos purificados y en formas crista

10.- linas puras. Bsta sustancia es efectiva para inhivir el
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preciniento de la hidroxilasa de tirosina y para --—
disminuir la presibn sanguinea. Esta sustancia es -
{tbil para el tratamiento de enfermedades hipertensi
vas.

Se proporciona, seghn la presente inven--
cidn, un agente hipotensor y sus sales, efectivos -
para inhibir lo hidroxilasa de tirosina y reducir -
la presibn sanguinea, siendo dicha sustancia hipo--
tensora soluble en agua, metanol, etanol, propanocl,
butanol, acetona, metilisobutilquetonsz, acetato de
etilo, acetato de butilo, cloroformo, benceno e in-
soluble en &ter, hexano, éfer de petrbdleo, mostran-
do un méximo a 246 wp en la solucibn de taunpbn Ge -
fosfato (pH 7,0) y dos mhximos a 221 mp y 285 up en
su solueibn de 0,1 NHCI, dando reacciones positivas
a los reactivos 2,4-dinitrofenilhidracina y tetrazo
lium, pero reacciones negativas a los reactivos de
Fehling y Tollens, dando cristales que se funden a
T7 - 798C, siendo bpticamente activo ( (A} 30 =10,
6% en 0,5% etanol), mostrando alrededor de 4,1 de -
PK'por titulacibn de la solucibdn acuosa, teniendo ~
la féruula molecular de 012H1603' mostrando bandas
de absorcibn caracteristicas en la regibn inirarro~
ja del espectro cuando se prepara en pildoras con -
brouuro de potasio en los siguientes nlmeros de on-
de en om': 3400, 2900, 1710, 1660, 1560, 1455, 1420,
1380, 1300, 1270, 1255, 1195, 1170, 1130, 1100, 1050,
1015, 990, 980, 955, 935, 893, 885, 860, 840, 820,-
810, 780.

Lo oudenona que se cristaliza a partir -
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del hexano tiene la estructura siguiente:

//
\

La figuras 12 indica el espectro de absor-

cibn ultravioleta de la oudenona 5 meg/ml/ en tame-
pdn de fosfato de pH 7,0 y 0,1 HC1.

Lz figura 22 indica el espectro de absor-
¢cibn infrarroja de la ocudenona preparada en pildo-—
ras en bromuro de potasio.

Ia figura 32 indica el espectro infrarro
jo de la oudenons de potasio 012H1704K (KBr)formada
en pildoras en bromurc de potasioc.

Se proporciona ademhs, segOn la presente
invencidn, el proceso para produccibn de la oudeno-
ng que incluye el culbtivo de un microorganismo pro-
ductor de la oudenona en un medio acuoso contenien-
do fuentes de carbbn y fuentes de nitrdgeno en con-
diciones gerbbicas hasta la acumulacibn de una can-
tidad importante de oudenona en dicha solucibn. Ia
oudenona en el caldo de cultivo puede mostrarse por
la determinacibn espectrofotométrica o por la acti-
vidad pars inhibir la hidroxilasa de la tirosina,

La oudenona es un nuevo compuesto GeSCU--—
bierto por los presentes inventores. Bl organismo -
que produce la oudenona fué descubierto por priumera
vez por los inventores de la presente y se recogid

bajo los A&rboles de hojas de aguja en Kirizumiyana

en la prefectura de Guuma. Es un tipo de seta. Se -
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cultivd y se denomind cepa 10G en el instituto de -
los inventores (Instituto de Quimice Iiicroviana, —-
Shinagawa-Ku, Tokyc). Ha sido depositado en Kogyo ~
Gijubsuin (Hakko Kenkyujo en la prefectura de Chibe
v agrezado a su colecclbdn permanente como el nlumsro
503. Forma el cuerpo del fruto cuando se cultiva en
un medio de polvo de serrin (10 g. de serrin se mez
cld con 60 ce. de un medio conbeniendo 2,03 de glu~
cosa y 0,5% de levadura seca, situado en un frasco
de 500 cc. de medio, y esterilizado a 1209C durante
20 minﬁtos) a 2%90. El cuerpo del fruto asi formado
es el tipo Collyﬁia. El Pileus (sombrero) es de 4 -~
11 cm. de dibmetro. Al principio el pileus es con~--
vexo ¥y a continuacibn se abre y se hace plano y la
parte central del pileus se leventa ligeramente. --—
Cuando esth hlmedo, la superficie mucosa y marrbdn -
clara o merrbn clara grishcea. Se observan venas —-
(arruges) en forma radial o de red. La lamella (la-
minillas) es suelta, blanca o blanca amarillenta y
esth unida directamente al pie. La parte interior -
del pie es hueca y las esporas blancas. Comparéndo-
las con las setas conocidas, la familia 10I" tiene -~

ropiedades comunes con lz Qudemansiells y entre --
prof

las tres especies conocidas de OQudemansiella, se »a

rece mhs a la Oudemansiells radicata.

Les setas se clasifican por cu noriolo_la
del cuerpo del fruto, pero no es completauente cler
t0 de que el cuerpo del fruto que se forma en el ng
dio artificial sea totalmente idéntico al de la na-

furaleza. La cepa 10F, cuando se examind su precos
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ecrecimiento en el medio de serrin descrito arriba,

se asemejaba a la Pseudohiatuls ohshimae, Hongo y -

Matsuda. No obstante, cuando crecibd totalmente, cowo

se describe arriba, se clasificbd como Oudemansiella

radicata. Se ha sabido que el mismo compuesto se en
cuentra a menudo en meterial cultivado de diversos
hongos y diversas setas. Seghn la presente invencibn
se proporciona shora el método espectrofotométrico
de determinacibn de la oudenona, y es fhcil encon--
trar oudenona en materiales cultivos de microorga—-
nismos.

La presente invencibdn proporciona tambien
los procesos para recuperacibn y purificacibn de la
oudenona. EL método espectrofotométrico de determi-
nacibn de la oudenona es tambien (til para estable-
cer el proceso eficiente para la extraccidn y puri-
ficacibn. Las palabras "cepa productors de oudenona"
empleadas en la presente invencibn, abarca la cepa
10F y todas las variantes y mutantes de la misma. -
Abarca todos los organismos que producen oudenona -
¥ que no pueden diferenciarse definitivamente de la
cepa 10F, sus variantes y mutantes

Seghn la presente invencidn, la oudenona
gse produce cultivando aerbdbicamente la cepa produc=
tora de oudenona. Bs posible el cultivo en un medio
sblido, pero para la produccibn de grandes cantida-
des se prefiere el cultivo en medio liquido. Por —-
ejemplo, se cultive la cepa 10F en un plano ineclina
do de agar formado por 2,0% de glucosa, 0,5% de le-

vedure seca, 1,5% de agar (esterilizado a 1202C —-
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durante 20 minutos, pH sin ajustar, y pH despuls de
esterilizacidn era de aproximadsmente 5,6) y el crg
cimiento micelial en el plano indicado de agar se -
inocula a un medio en el que se produge oudenona. -
Hay otro método eficiente de inoculacibn: la cepa -
productorz de oudenona se cultiva en un medio de sg
rrin como se ha deserito arriba a 27¢C durante 1C -
20 dias, el medio incluyendo el micelio se suspende
en un medio fresco (el formado por 2,0/ de glucosa

y 0,5% de levadurs seca), y la suspensibdn se inocu-
la a un medio en el gue se produce oudenona.

Bs fambien posible el inoculzr el caldo -~
de cultivo obtenido agitando el cultivo o la fermen
tacidn aireada profunda a un medio en el que se ro
aduce oudenona. la cepa productora de oudenons pusde
crecer a 20 ~ 3520, pero es preferible cultivar la
cepa productors de oudenona a 25 = 209C para produc
cibn de oudenona. Para cultivar la ceba productora
de oudenona, pueden emplearse materiales conocidos
como nutrientes pars microorgsnismos. Por sjemplo,
glucosa, maltosa, dextrina, almidbn, lactosa, sucrg
sa, glicerol o &cido acético, asl como la fuente de
carbbn. Agregando las sigulentes fuentes de carbdn
al medio basal consistente en 0,5% de peptona, G, 3
de levadura seca, 0,3 de KHaPO 4 0,15 MySO 4+ THR0,
0,1% 1FalI, se examind la produccibdn de oudenona en
nedios conteniendo diversas fuentes de carbbn por -
el cultivo de agitacibn a 279C para 14 dias. Ia co-
pa productora de oudenona cultivada en el medio de

serrin durante 14 dias a 27%C se suspendid en un ne
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dio formado por 2,0% de glucosa y 0,3% de levadura

geca y 10 cc. de la suspensidn se inoculb a cada me
dio de 120 cc situado en frasco de 500 cc. A conti-
nuacidn, la produccidn de oudenona (mcg/cc) en el -
lfuido cultivado y el crecimiento (crecimiento abun
dante 44+ , crecimiento medio 4~-, ligero crecimien
to 4) fueron los siguientes: glucosa: 59 meg/cc en

7 diss, 300 meg/cc yi--ren 10 dias. maltosa: 7 mez/
cec en 7 dias, menos de 5 meg/ce y44+ en 10 dias; —-
dextrina: 12, 5 meg/cc en 7 dias, menos de 5 meg/ce
¥y -+ en 10 dias; almiddén 5 meg/cc en 7 dias, menos

de 5 meg/cc y-+ en 10 dias; lactosa: 25 meg/cc en

7 dias, 100 meg/cc y - 10 dias; sucrosa: 14 meg/cc

en 7 dias, 215 meg/ce y -+ en 10 dias; glicerol: -
19 meg/ce en 7 dias, 215 meg/ce y J-p- en 10 dias; -
acetato de sodio: menos de 5 meg/ce en 7 y 10 dias,
18 meg/cc y-4 en 15 dias. Pueden utilizarse aceites
vegetales tales como aceite de soja, aceite de sésg
mo, etc., y grasas animales tales como aceite de 1o
cino, etc., para la produccibn de la fuente de car-
bbn y tambien como agente antiespuma. La oudenona -
esth formada por carbono, hidrbzeno y oxlgeno, y no
contiene nitrégeno. No obstante, pueden emplearse -
materiales nitrogenosos que se szbe que son fOtiles

para el crecimiento de microorganismos, pere culti-
var la cepa productora de oudenona. Por ejemplo, ==
peptona, extracto de carne, levadura, exiracto de -
levadura, harina de soja, harina de semille de algo

dbn, harina de cacahuete, licor de maiz, salbado de

arroz v materiales nitrogenosos e inorghnicos pueden
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emplearse para cultivar la cepa productors de oudeno
na. Por ejemplo, se produjo oudenona por cultivo en
azitacidn de la cepa productora de oudenonz en los
nedios siguientes: medio 4, formedo por dos POT =

ciento de glucosa, 0,5% de peptona, 0,35 KH,RO0,, ~

13 =

-

mado por 2,0% de glucosa, 1,0 de licor de mailsz

0,15 hig0, . TH,0 (no se ajustd el pH); medio B for
(pit
5,6); medio C formado por 2,0,: de glucoss, 1,05 de
herina de soja, 0,5% de levadura seca (pd 5,6). Ca-
da medio de 125 cc. se situb en un frasco de 50C ce.
de volumen y se inoculd la cepa productora de oude-
nona que crecid en el medio de serrin. 4 continug——

cibn la produccibdn de oudenona y el pid fueron los ~

sigulientes:
vias edio A lledio B Jedlio O
pH  meg/cc pH  meg/ec o wez/ce

5 4od 11 4.8 4ok 13

T 4o4 5 4.4 12 4.4 04

8 4od 11 4.8 29 4.4 88

11 4od 62 4,6 100 5.0 95

12 i4.8 158 5.0 215 4.8 223

15 5.2 180 5.2 235 3.6 475

Como muestran los ejemplos descritos siri
ba,la peptona,el licor de maiz,la harina de goja, la
levadura seca, son ejemplos de fuentes de nitrbdieno
aproviadas para la produccidén de oudenona.oe nLoring
de cacahuete,la harina de semilla de &lgoddn,la cazeina
v loe hidroxilatos de caseina se encontraron gue tag-
bien eran fuentes apropiadas de nitrdgenc pura la sro

duceibn de oudenonsa.Bs posible igualuente z_regar :talss



inorgbnicas, si eg necesario, se agrega una pegqueiia
cantidad de sales de metvales pesados.
Pgra la produccidn de oudenona por ferumen
tacidn, pueden emplearse los procesos de fermenta~-—
5 cibn utilizados para la produccibn de antibibticos.
Por ejemplo, se produce por cultivo de agitacidn o
por fermentacidn profunda aireada, y se agregan -—-
agentes antlespuma tales como aceites vegetales, --
grasas animeles o resina de silicona,

102- La oudenona puede determinarse probando -
su actividad pere inhibir la hidroxilesa de tirosi-
na. Bl mbétodo se ha descrito en el Journal of Anti-
biotics 21, phgina 350 - 352, 1968. Ia presente in-
veneibdn ha inventado un wmétodo espectrofotométrico

15, = para determinacidn de la oudenona: una solucidn de
la oudenona que debe probarse se diluye con ‘tampbn
de fosfato 1/15 M de 7,0 de pH (el tiempo de dilu~——
cibn es n) y la densidad bptica (a) de la solucibn
diluida en una cubeta de un cm. se lee g 246 mu; la

20 = solueibn que debe probarse se diluye con O, 1N HCI -
(Los tiempos de dilucién es n) y la densidad bptica
(b) se lec en una cubeta de 1 cm. & 246 mp; la cen~
tidad de oudenona en la solucibn probada se calcula
como sigue:

25 .- (a -b)n X 1O4= meg/cc de oudenina en la solucibn

1000-60
Cuando la cepa productora de oudenons se
cultivd en un medio liquido, la oudenona existe van
t0 en la parte liquida como en la parte sblida del

30.- caldo de cultivo. Por ejemplo, cuando se cultivbd -
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con agitacibn la cepa productora de oudenona en un
medio consistente en 2,0% de glucosa ¥ 0,35 de peu-
tona (se coloecd 125 ce. del medio en un Ffrasco de -
500 ce¢. Ge volumen) y se determind la oudenons en —
Do la parte liquida y en la parte sblida, se encontra-
ron las siguientes cantidades de oudenona en 10 ce
del caldo de cultivo (la oudenons en la parte sbHli~
da se extrajo con metanol y se deteruino especirofo

tombtricanente) :

10e~ Dias meg de oudenona en la mez de oudenons en
parte liquida la parte £blids
bl 372 135
7 845 365
3 1300 410
15.- 11 2180 342

Cowo aclara la presente invencidn, la ou~
denona es soluble en agua, metano, etanol, bubanol,
acetato de etilo, acetato de butilo, cloroforiio 7 -
benceno, y se transficre de la solucibn acuosa a los

20.~ disolventes no mezclables en agua tales coad butanol
acetato de etilo, acetato de butilo, cloroforuc y -
benceno. Bl coeficiente de particidn determinado ful
el sizuiente: butanol-agua: 8 a pH 2,0, 7,5 & oH 3,
4 2 pH 4, 2,5 a pH 5, 2,5 a pH 6, 3 a pH 8, 0,8 a -

25 .- pH 9, 0,6 a pH 10; agua-acetato de etilo: 5 a pi 2,0,
4 apd 3, 1,5 a pH 4, 0,2 a pH >, wenos de 0,1 a vH
0, agua acetato de butilo: 3 a phd 2, 2,5 a ph 3, =--
1api4, 0,18 pH 5, menos de 0,1 a pH 65 agua-clo
roforuo: 19 a pl 4, 1a pH 5 ¥ 0, 1 a pl &. B1 cos~

30.-~ ficiente de particidn entre metilisobutilauwetona~ -



agua se examind probando la actividad pare inhibir
la hidroxilasa de tirosina y fueron los siguientes:
1apH2, 1apH 3, 0,3 a piH 4, 0,1 a pE 5, 0,1 a pH 6.
La oudenona se establece con pH 2,0, 7,0
3 ¥ 9,0: no ocurre ninguns reduccibn de la actividad
despubs de treinta minutos a 602C y después de 5 mi
nutos a 1002C. Ta oudenona en solucibn acuosa puede
extraersge a”un disolvente no mezclable en ggua en -
fcido. Im oudenona en la solucibn puede concentrar-
10.~ se por destilacidn para eliminar el disolvente. Ia
oudenona es un disolvente orghnico no mezclable en
ague pueds trensferirse a agua en reaccidn neutra -
o alcalina como se muestra por el coeficiente de --
particidn. Por ejemplo, puede extraerse la oudenona
15 o en el caldo fermentado con butanol, acetato de eti-
lo, acetato de butilo, cloroformo, etc. a pH 2 - 3.
Para esta extraccibn puede utilizarse un extractor
de fase mGltiple para proporcionar una extraccidn -
eficiente., Este proceso de la extraccibn puede apli
20 .= carse a todo el caldo incluyendo el micelio. La con
centracibn del disolvente conteniendo oudenona por
destilacibn o destilacibn bajo presibn reducida pro
porcions un jarabe o polve crudo seco a partir del
cual puede cristalizarse la oudenona. La cristaliza
25.~ cibn proporcions cristales blancos de oudenona. En
este proceso, sl es preciso, se filtra el caldo de
cultivo y la cudenona en el filtrado se recupera por
el proceso descerito arriba y la oudenona de la par-
te sblida se extrae con metancl, etanol, acetona, =

30.- acetato de etilo, acetato de butilo, cloroformo etc.
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Pera cristalizacibn de pequefias centidades de oudeno
na, el hexano o hexanobenceno son ejemplos de disol-
ventes apropiados pars la cristalizazcibdn. Ho obsian-
te, en caso de grandes cantidades, pueden emplecrse
la disolventes en los que la oudenona es més soluble
per ejemplo, agua, metano, etanol, butanol, acetato
de etllo, acetona, benceno y cloroformnc. Para la —-
eristalizacidn, hay tambien el método de agrezar un
disolvente en el éae la oudenona es insoluble a una
disolucibn de oudenona.

31 un meterial que tiene que cristalisarse
contiene impurezas que impiden la cristalizacibn, se
transfiere la oudenona de un disolvente no mezclable
an agué a la cape de agua en reaccidn neutra o alca~
lina y se extrae de la solucibn acuosa a un disolven
te no mezclable en agua en heido. Si es preciso, pug
de purificarse la oudenona por una cromabografis. --
Por ejemplo, la cromatografia de gel de silice utili
zando acetato de etilo-benceno (1:2) es un ejemplo -
de métodos apropiados.

Como aclara la presente invencibdn, la oude
nona ‘tilene propiedades &cida y por consiguiente, pue
de emplearse un proceso de resina de intercambio de
aniones pare extracecidn o aislamiento de oudenona. -
Por ejemplo, cuando se pasa 130 cc. de caldo fermen-
tado conteniendo 310 mcg/cc de oudenona a sravés de
una columna llenada con 20 cc de resina Dowex 1 £ 2

(comercializada por Jow Chemical, U.3.4A.) en forma -

0I7, vy después de lavar la columna con agua destila-

da, se eluyd la oudenona en la columna con 0,2i HCI.
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A continuacibn, aparecieron 16 mg. dé oudenona en —-
fracciones ne 2-9 (después de pasar 0,2W HCI, el elui
do se cortd en 20 g cada uno). Una resina Ge inter--
cambio de aniones 1RA-400 (comercializada por Rhom ¥y
Hags, U.S.A.) es {anbien un ejemplo de resinas fti—-
les para extraccibdn de la oudenona.

Utilizando un proceso de resing de inter--
cambio de aniones vwuede obtenerse la oudenona a par-
tir del caldo fermentado con una produccidn de mhs -
del 75%. Puede precipitarse la oudenons de su soLlu-—-—
cidn segln sus propiedades Acidas. Por ejemplo, puede
precipitarse la oudenona de su solucibn acuosa agre-
gando ién clprico, El tratamiento del precipitado con
bcido y la extraceibn con un disolvente orghnico se-
guido por la evaporacibn nroporciona oudenona en es-
tado crudo o purificado.

Como se ha descrito arriba, sezln la pre-—-
sente invencibn, puede recuperarse la oudenona por -
procesos de extraccibdn con disolvente, proceso de ab
sorcibn y elucibn, procesos de precipitacidbn y proce
sos de destilacibdn.

La oudenona que se obtiene por la presente
invencidn tiene las siguientes propiedades y las si-
gulentes actividades biolbgicas:

Los cristales de oudenons (placas blancas)
obtenidas por recristalizacidn de hexano o benceno-
hexano funden a 77 - 792C, tienen la férmula de ~-

n

012H1603 (analisis eleméntal: calculado: € 69. 21, -

H 7.74, 0 23.05; se encuentra: C 69.5, H 7.86, 0 23.01;

012}11603 por la espectroscopis de masa de gran reso-
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lucibn), es soluble en agua, metanol, etanol, propa-

nol, butanol, acetona, metil-isobutilquetona, aceta-
to de etilo, acetato de butilo, benceno, cloroformo
e insoluble en éter, petrbleo y hexano, es Spiicamen
5, - te activa ((X) ?O= -10.6°%, 0,5% etanol). Su solucibn
de taupbn de Loafato (1/1511) (10 meg/ce) con un pH -
7,0 muestra vn mixino a 246 mp (B CC = 1000) y su so
lucibdn (10 mgg/cc) en 0. 1§ HCI muestra dos méximos
a 221 op (E%bmn: 623) y a 285 mp (Eﬁ; = 963). iives-
10 ¢~ tra las sigulentes banaas en el espectro infrarrojo
cuando se prepara en pildoras con bromuro de votasio:
3400, 2900, 1710, 1660, 1560, 1455, 1420, 1380, 130C,
1270, 1255, 1195, 1170, 1130, 1100, 1050, 1015, 990,
980, 955, 935, 895, 885, 860, 840, 820, 810, 780 cu .
15 0= Piene la propiedad acidica y se transfiere a un di--
solvente y no mezeclable en agua en &cido y desde el
disolvente a agua con un pH mayor de 5 - 6. Bs absor
bida por resing de intercaunbio de aniones y la titu-
lacibn muestre pK’alrededor de 4,1. Va reacciones no
20.- gitivas a 2,4-dinitrofenilhidracina, cloruro Acido-
férrico hidroxbnico, tetrazolio, pero reacciones ne-
zativas a Fehling y Tollens., Absorbe dos moles de hi-
drbdgeno con carbono de paladio, proporcionando 012520 3"
Bn crometografia de capa fina en gel de silice utili
25 zando butanol-beido acético agua (4 ¢ 1 : 1) R es -
alrededor de 0,7 y utilizando benceno-acetato de etl
lo (2:1) Rf es alrededor de 0,1.
Ia oudenona a 100 mecz/cc no muestra inhibi
cibn contra el crecimiento de las siguientes baclte--—

3G~ rigs que crecen en un agar nutritivo: S, aursus, =
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E, coli (X12), S. typhosa, S. dysenteriae, K. pneuv

nonise, B, entharacis, B. subtilis, ilycobacterium—

607, y ninguna inhibicidn contra Pyricularia oryzae,

Candida Albicans, Saccharomyces cervisiase, Penicil-

lium chrysozenum creciendo en un agar nutriente de

glucosa. Huestra inhibicibdn contra Pyricularia oryzas
a 12,5 meg/ce, cuando este hongo crece en un medio
de jugo de planta de arroz de pH 5,0.

Bl qompuesto que tiene la formula C1EH16O3
y se funde a T5 -~ 802C no era conocido y la oudeno-
na es un compuesto ndevo. Tambien se nuestra por su
estructura. Tiene baja toxieidad a los animales, =~—
Cuando se diguelve la oudenona en agua destilada (el
pH era de 2,3) y se administra a ratones, Lﬂ5o fué
de 138 mg/kg por inyeccibn intravenosa, 163 mg/kg -
por inyeccidn intraperitoneal, 1000 mg/kg por inyec
cibn subcuténea y 1000 mg/kg por administracibn —-
oral. Cuando se disolvid oudenons en agua destilada
y neutralizada, LDSO fue de 1270 mg/kg por inyeccibn
intravenosa, 1310 mg/kg por inyececibn intraperito—-
neal, 1400 mg/kg por inyeccibn subcuthnea y 2200 --
mg/kg por administracidn oral. Cuando se administrd
oudenona oral o intraperitonealmente 160 mg/kg, 40
ng/kg 6 10 wg/kg diariamente durante 30 dias, excep-
to la disminucibn de la presibn sanguinea, no apare-
¢id ningln signo tb6xico.

Se probd el efecto de la oudenona en hidro-
xilasa de tirosina por el método siguiénte: la mezcla
de reaccidén contenia 0,1 pmol de L-tirosina-1%¢ —-

(1,1 X 10% opm), 1 pmol de 2-amino-4- hidroxi-6,7-di
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metiltetrahidropteridina, 0,1 ce. de hidroxilasd de
tirosina en solueidn (1 mg como vroteina/cc), 200 -
urol de tampdn de acetato de 6,0 de pH, 100 umol de
mercaptoetanocl, 100 meg, 30 meg, 25 mez, 12,5 weg &
0 meg de oudenona de 1,0 cc; después de 15 minuios
a 309C, se separd 3,4-dihidroxifenilalanina -140 —
por cromatografis de allmina y se determind por la
radioactividad., En esta prueba, se observd la si--—
guiente inhibicidn en % a las siguientes concentra-
ciones de oudenona: T4,1% a 100 meg/ce, 57,69 a 30
meg/cc, 39,0% a 25 meg/ce, 30,6% a 12,5 meg/cc. Bs-
ta inhibicidn no cambid agrezando retta 1 x 1073,

Cuando se trazaron los resultauos seglin -
la ecuacibn lineweavor-Burk, la oudenona mostrd una
relacidn no competitiva con la tirosina y relacidn
competitiva con 2-amino-4-hidroxi-5,7-dimetilietra—
hidropteridina,

Se determind la estructura de la oudenona
cristalizada a pertir del hexano (I, que se muestra
abajo). Como muestra la £oéraula de le estructura, -
la oudenona no tiene grupo carboxilo, pero tiene --
propicdades &cildas como se ha descrito ya. Como se
describe abajo, las sales de metal de la oudenona -
tienen la foérmula de (212H17O4)nm (i1 forna ot idn),
Bs anors cierto que la oudenona puede tener las si-

guientes estructuras (I, II, III, IV).
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Esta invencidn abarca todas las formas de

Qudenona que se han descrito esrribs. Dursnte 1o —-
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biosintesis de la oudenona, en el liguido de culti-
vo existe la oudenona especlalmente como II, IIL y
IV, y existe principalmente como I cuando se exirae
en disolvente inorgénico no mezclable en agua. ia -
presente invencidn abarca no solamente los procesos
para la vreparacibn de I a partir de II, IIIL y IV,
sino tanbien los procesos para preparacibn de IV a
partir de I, II, y III y los procesos pars prepara-
cidn de IT y III de I y IV. Seglu la presente inven
cibn, se proporcionan ahora sales de oudenona con -
bases y los procesos para la preparacidn de las mig
mas. Seghn la presente invencibdn, z partir de los -
compusestos, I, II, IIL, que se muestran arribs, pue
den prepararse sales metdlicas de oudenona.

Segln la presente invencibn, se agrezan -
coupuestos metélicos orghnicos o inorginicos a una
gsolucidn de oudenona, si es preciso se agrega agea,
¥y se preparan las sales de oudenona (IV), quitando
los disolventes o por cristalizacibn. Por ejemplo,
g6 agrega oudenona disuvelta en acetato de etilo -~
2~stilhexoato de sodio y se cristaliza la oudenona
de sodio que se precipita; a la oudenona que se con
vierte ¢ IT y III en agua, se agrega KH003 hasta -
wn pH de 6,0, y la oudenona de potasio se cristali-
za por evaporacidn de la solucidn con n-butanol --
agregado para aplicar la eveporacibdn; a la oudenona
que se convierte a IT y III en agua se agreza hi--

dréxido de bario hasta un pH de 6,0, y la svapora-

cibn con n-~butanol agrezado proporcions oudenons --—
.

cristalina de bario. Como muestran los mbximos en -
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la absoreibn ultravioleta de la oudenona en agua, -
el tahpbn de fosfato 1/15M de pH 7,0 descrito arri-
ba y como muestra la fbérmula moleculsr de las sales
descritas abajo, la oudenona reacciona con el ggua
¥y forma el compuesto II y III. Asimismo, el compues
to IT y IIT y sus formas racémicas pueden preparar-
se con sintesis quimica. La presente invencibn abar
ca log procesos para preparar sales metllicas de -
oudenona y sus formas racémicas a partir de II 6 III
obtenidos por sintesis quimica.

lTias sales de oudenona tienen las siguien-~
tes propiedades:
Oudenona de godio: Polvo cristalino blanco, m.p. —
145 - 1482°C; andlisis caleulado para 012H17O4Na: C
58.05, H 6,90, 0 25.77, Na 9,26; encontrado: C 57.
79, He 7.32, 0 24.96, Wa 8.77.
Qudenona de potasio: cristales blancos, m.p. 116 -
12H17O4K: C 54.51,
H 6.48, 0 24,20, X 14.78; encontrado: C 55.73, ==
H 6.77, 0 23.6, X 13, 37.

Oudenona de calcio: cristales blancos, m.p. 167 -

1172C; anblisis calculado, para C

169¢C; anhlisis calculado. para (012H17O4)20a: ¢ -
58,76, H 6.98, 0 26.09, Ca 8.15; encontrado: C 58.
40, H 7.15, Ca 8,19. Oudenona de magnesio: crista-
les blancos, m.p. 252 - 2559C; calculado para —-
(GoH170,4) g © 60.70, H 7.21, Mg 5.01; encontre-
do: C 60.53, H 7.62, lg 5.15.

Oudenona de‘bario: cristales blancos, m.p.

135 - 1389C; calculado para (C Ba: C 49.03,

. 12817%)2
H 5.82, 021,77, Ba 23.36; encontrado: C 49.24, ~-
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H 6.01, 0 20.00, Bz 22.91. La oudenona de aluminio
se obtiene como polvo blanco. Ie oudenona de sodio,
potasio, caleio, o magnesio que da un pH de alrede-~
dor de 6 = 7 en sgua puede ubtilizarse para adminis-
tracibn oral ¢ inyeccibn.

Como la invencibn presente expone las pro
piedades acidicas y esiructuras de la oudenona en -
soluciones y los principios de procesos para la ore
paracidn de las gales de oudenona con bases, pueden
hecerse fhcilmente muchas modificaciones de los pro
cesos descritos. Ia presente invencidn abarea aque-—
llas sales que pueden hacerse con procesos modificg
dos de los descritos aqui y los procesos de los mig
mos.,

Lz hidroxilaecibn de la tirosina es el pa-
g0 limitedor de velocidad de la biosintesis de la -
norepinefrina., Por congiguiente, la inhibicibn de -
la hidroxilasa de la tirosine da como resultzdo la
inhibleibn de la sintesis de la norepinefrina in vi
vo lo que produce una disminucidn de lz presidn san
guinea. Si se reduce la sintesis de norepinefrina -
en las células del cerebro, muectra un efecto sedan
te. La inyeccibn de una gran dosis de oudenona a rg
tones o ratas no provocd adormecimiento y no se re-
conocid el efecto sedante.Por consiguiente, se su--
siere que la barrera sangulnea del cerebvro inhibe -
la penetracibn de la oudenons en las células cere--
brales. Como se ha descrito ya, la inyeccibn diaris
o la administracibn oral diariz de oudenona a ratas

bajbé la presidn sangulnea. Bl efecto hipotensor pug
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de verse mhs marcadamente, cuando se administra la
oudenona a ratas genéticamente hipertensivas experi
mento desarrollado por el profesor Okamoto, Escuela
de IMedicina, Universidad de Kyoto. Cuando se inyec-
t6 6,25 mg/kg intraperitonealmente e una rata con -
183 mm de presibn sanghinea y a otras ratas de 193
mm., disminuyd la presibdn sanguinea a 115 - 145 mn
¥y 150 ~ 170 mm respectivamente durante 1 - 22 horas
después de la inyeccidn. Cuando se inyectd 3,13 —-
nz/kg & una rata de 173 mm, entonces se redujo la -
presibén sansuinea hasta 140 - 148 mm. durante 1 - 22
horas después de la inyeccidn. Cuando se administrd
intraperitonealmente 25 mg/ks a una rata de 190 ma.
la presidn se redujo a 140 - 163 mm. durante 1 - 22
horas después de la in&eccibn. La administracidn —-
oral de oudenona diariamente (3. 1 mg/ke, 6,25 mg/kg
12,5 mg/kg, 25 mng/kg) durante tres dias mostrd una
reduccibn marcada de presibn sanguinea. Provocd un
20 - 30% de reduccibdn que continud durante unos cin
co dias después dé la fltima administracibdn oral.

La oudenona inhibe la hidroxilasa de la i
rosina y reduce la vresidn sanguinea. Por comnsiguien
te, la combinacibn con otros agentes hipotensores -
causa un efecto mhs fuerte. Zspecialmente, la combi
nacidn con la reserpina provoca el efecto mhs fuerte.

A continuacidn se describen ejemplos de -
procesos pars la produccibn y wreparacidn de la ou-
denona y sue sales. Seghn la presente invencibn, se
exponen las propiedades de la oudenona y un método

de determinacibn espectrofotométrica y los procesos
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vara la produccibn y el prevarazdo objeto todo ello
del invento., Por eonsiguien%e, es fheil encontrar -
un proceso por modificacibn de los métodos descri--
tos en este invento. L presente invencidn abarcs -
todos los procesos hechos con modificaciones del pre
sente invento.
Ejemnlo 1

Se inoculd la cepa 10F que habia sido --
cultivada en un medio de plano inclinado de agar —-
formado por 2,0% de glucosa, 0,5% de levadura seca
¥y 1,5% de agar a un medio de serrin en 4 frascos. -
Se prepard el medio de serrin de la forma sigulente

10 g de serrin (de Magnolis hyooleuca,) se agresa——

ron a 60 cc del medio formado por 2,0% de glucosa ¥
0,5% de levadura seca, se situd en un frasco de 300
ce de volumen y se esterilizd a 1202C durante 20 ui
nutos. Se incubd durante 14 dias a é?QC. Se azresd

doscientos cincuenta cc. del medio fofmaﬁo por 2,05
de glucosa y 0,5% de levadura seca & cada frasco y

se agitd, y la suspensibn asi preparada en los cua~—
tro frascos se inoculd a 150 litros del medio forug
do por 2,0% de glucosa, 0,5% de peptona, 0,3% de le

vadurs seca, 0,3% de KHZPO 0,1% de 11580, 75,0,

4'
situéndose en un fermentador de acero inoxidable ue
400 litros de volumen y que habia sido esterilizaco
a 1209C durante 20 minutos. Im fermentacidn conti~-
nubd con agitacibn de 200 r.p.m. y aireacidn de 150
litros de aire estéril por minuto a 272C., E1 pH -~

fué de 5,68 a O horas, 5,1 a las 45 horas, 4,6 a -

las 55 horas, 4,35 a las 65 horas, 4,3 a las 83 ho-
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ras, 4,7 a las 96 horas. Se disminuyd el azficar re-
ductor gradualmente y fue de 0,53% a las 96 horas.
Is cantidad de oudenoha en el filtrado de cultivo -
fud la siguiente: 19,5 meg/cc a las 40 horas, 91 --
meg/ce a las 65 horas, 94 meg/cc a las 71 horas, —-
605 meg/cc 2 las 80 horas. La fermentacibn ae derivd
a las 97 horas y se llevbd el caldo de cultivo & un
pH de 3,0 con Acido hidroclérico y se filtrd, obte~
niéndose 110 litros del filtrado. Contenia 607 meg/
cc de oudenona, La pasta micelial hlmeda era de 4,1
Kg y contenia 2,0 g de oudenona. Se agregaron 100 -
litros de n~butanol al filtrado de cultivo, mezclén
dose y separfndose, y a continuacibn se agregaron -
50 litros de n-butanol. Los extractos de butanol se
combinaron (el volumen final fué de 166 litros), —-—
conteniendo 49,8 g de oudenona. El extracto de buba
nol combinado se concentrd hasta alcanzar forma de
jarabe por destilacibn bajo presibém reducida. El ja
rabe se disolvibd en 800 cc de mezcla de benceno-ace
tato de etilo (2: 1 en volumen) y se pasbd la solu-—-
cibn a través de columa de gel de sfilice (1,75 kg.
de silice se suspendib en el benceno-acetato de eti
lo). El difmetro de la columna fué de 4 cm. Bl ben-
ceno-acetato de etilo (2:1) (6 litros) se pasbd pos-
teriormente y se pasaron seis litroe de bencenoc-ace

tato de etilo (1:1). A continuacibn, se pasaron 30

‘litros de benceno-acetato de etilo (1:2). Entonces,

se obtuvo el eluido conteniendo 28,6 g (1100 meg/cc)

de oudenona. Ia concentracibn del eluido por desti-

lacibn bajo presibébn reducida dibd un jarabe pesando
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40 g. Al jarabe se agregaron tres litros de hexano

caliente y el enfriamiento proporeciond 17 g. de —-
crigteles de oudenona. Ia cristalizacibn de oudeno-
na s partir del liguido madre produjo otros 8 z. de
oudenona.

La oudenona en el pastel de micelio sec ex
trajo con 8 litros de metanol, y se concentrd el ex
tracto hasta 1,5 litros por destilacibn vajo pre--
sidbn reducida. Se ajustd a un pH de 3,0 con un Lei-
do hidroclbdrico y se extrajo con 1,5 litros y 0,75
litros de n-butanol. Los extractos de butanol se —-
combinaron y se conceniraron hasta alcanzar formg -
de jarave y se disolvid el jerabe en 100 cc de ben-—
ceno-acetato de etilo (2:1) y se tratd por medio ue
la cromatografia de gel de silice utilizando 120 z.
de gel de silice en una columna. Esto produjo 1,0 zZ
de oudenona por un procedimiento semejante al degw-
erito arriba.

Bjemplo 2

La suspensibdn de micelio de la cepa pro--
ductora de oudenona se prepard por el proceso des--
crito en el ejemplo 1, es decir, el cultlvo de la -
cepa 10F en el medio de serrin. Se inocularon diew
cc de la suspensidn a 125 cc del medio que se colo-
¢b en un frasco de 500 cc de volumen y foruedo por
2,0% de glucosa, 0,5% de peptona, 0,3% de levadura
seca, 0,3% de KH PO

2774
$ivd con agitacibn durante 11 dias a 279C. Asi se -

0,15 de Mg304.7H20 ¥y s¢ cul--

obtuvieron 1000 ce del caldo de cultivo (310 meg/ce.)

Se pasd todo a una columna de IRA-400 (comercializg



da por Rhom y Hass, U.5.4.). Se pusieron 50 cc. de
la resina en CI” en una columna de 2 cm de difmetro.
Se pasd el agua destilada (100 cec) y a continuacidn
350 ce de 0, 1N HCI. El eluido contenia 350 cc de ou
5 = denona. Al eluido se azregaron sucesivanente 350 cc
y 100 cc de n~butanol y la concentracibn de los ex~
tractos de butanol por destilacibn bejo presibn re-
ducida produjo el jarabe. El jarabe se disolvid en
benceno, y se agregd hexano para precipitar la oude
10.~ nona. Asi se obtuvieron 150 mg. de cristales de ou~
denona.
Ejemplo 3
Se cultivd la cepa 10F por el medio des—-
erito en el ejemplo 1. La fermentacibn se detuvo g
= las 96 horas. E1l filtrado de cultivo contenia 500 -
meg/cc de oudenona, y la pesta de micelio en 1,0 cec
del caldo de cultivo contenia 80 mecg de oudenona. -
Se 1llegh a 100 litros de este caldo de cultivo a un
pH de 2,5 con HCI y se extrajo con 100 litros y 350
20 o= litros de n-butanol sucesivamente. Los extractos de
butanol se combinaron (contenian 52 g. de oudenona)
¥y se concentraron hasta conseguir un jarabe por des
tilacibn vajo presibn reducida. Se extrajo la oude-
nona en el jarabe agregandoc 4 litros y 1 litro de -
25— acetato de etilo sucesivamente. Los extractos de —-
acetato de etilo se combinaron y se agregaron a 1,5
litros de agua. Bajo megcla, se llevbd a un pH de ~-
%,O con 10K NaOH y se separd la capa de agua. La ca
pa de agua se 1llevd a un pH de 3,0 con HCI y se ex-

30.~ trajo la oudenona con 3 litros y 1 litro de acetato
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de etilo sucesivamente. Estas capas de acetato de -
etilo se combinaron y se evaporaron hasﬁa el jarave,
El jarabe se disolvid en 3 litros de hexano calien-—
te y se enfribd. Produjo 18 g. de crisiales de oude-~
nona y otros 11 g. de cristales de oudenona se obiu
vieron por concentracidn del licor madre.
Bjemplo 4

Se agregd 0,02 U CuSO4 a 5,0 cc de 0,02:
de solucibn de oudenona (4,17 mg/ce) zota a zota (la
temperatura era de 179C). A continuscibn se precipi
+6 la sal clprica szul de oudenona. Bl precipitado
fué mbximo cvando se agregd 2,45 - 3,0 ce de 0,02 -~
1 CuS04. El supernatante contenia 2,08 mg/cc de ou-
denona. Bste precipitedo se separd por filtracibn -
y se secbd, produciendo 9,5 mg. de sal chprica de ou
aenona.
Biempnlo 5

Se disolvieron cristsles de oudenona (m.p.
77,5 - 78,520) de 650 mg en acetato de etilo de 20
ce. Se agregaron cuatro cc de solucidn de 2~-etilnexoa
to de sodio en metilisobutilquetona (45,24 v/v). Se
azitd durante 65 minutos a la temperatura del ambien
te. Se separd por filtracibdn la oudenona de sodio -
que se precipitd y se lavd con 5 ce de acetato de -
etilo sechndose a continuacidn, produciendo 670 az.
de oudenona de sodio, punto de fusidn 145 - 143eC,
Su solucldn ascucsa mostrd un pH de 6,0 que era solu
ble en agua, metenol, etanol, pero insoluble en acg

tato de etilo, benceno y acetona.

Ejemplo 6
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Se disolvieron eristales crudos de oudeno

na (1,18 g, punto de fusibn T4 - 7690) en 25 ce de
aceuato de etilo y se agregbd 025 cc de agua destila
da. A esta solucibn, se agregbd 2,65 cc de solucibn
de 2~ectilhexoato de sodio en metilisobutilquetona -
(45,2% v/v). Se agité durante dos horas a la tempe-~
ratura del ambiente, y se agitd después a 102C duran
te una hora. Lia oudenona de sodio que se precipitb
se separd y se lavd con 5 cc de acetato de etilo, -
secéndose, produciendo 1,3% g de cristales de oude-

14

nona de sodio. E1 on a 246 mp en la solucidn neutra

fue de 853 y el 1%  en 1a solucibn acidica a 285

1 cm
mp fue de T65.

Ejemplo T

Se obtuvieron 30 gramos de un jarabe por
extraceidn de cerveza fermentada de una cepa produc
tora de oudenona con n-butanol y la destilacibn ba-
jo presibn reducida y gque contenia 12 g del compues
to activo como oudenona, se disolvid en 400 cc de -
acetato de etilo y se agregb a esta solucibn 70 cc
de solucibdn de 2-utilhexocato de sodio en metilisobu
tilquetona (45.2% v/v). Despubs de agitar durante -
60 minutos a la teuperatura del ambiente, se mantu-
vo durante toda la noche en chmarg fria. La oudeno-
na de sodio que se cristalizbd se lavbd con 40 cc de

acetato de etilo y se sech, produciendo 10,7 g de -
1%
1 cm
acuosa neutral fué de 842 y el E

lucién beoido fué de 760,
Esta oudenona de sodio (IV, it g Nat) -

oudenona de sodio, El E e 246 mp en la solucibn

1%

a 285 mp en sg
cm
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de agua destilada y se extrajo con 40 cc de acetato
de butilo. Se agitd durante 10 minutos 2 un pH de -
2,0 con 3 HCI, y se separd la capa de acetbato de -
butilo; Se repitld el mismo procedimiento y se con-
binaron los extractos de acetato de butilo y se deg
hidrataron con sulfado de sodio. Se concentrd hasta
el jarabe bajo presidn reducida. Del jarabe se crig
talizbd oudenona de 100 ce de ciclohexano. 3e ovtuvo
un gramo de cristales de oudenona (punto de fusidn
76 - 782 C).

Se disolvieron cristales de oudenonz de -
2,08 g en 50 ¢c de agus destilada, y se agrezgd 1,0
g de KHCOB. A continuacidn se hizo el pH de 6,0. A

esta solucidn, se agregaron 150 cc de n-butanol y -

[0

e destild la mezcla bajo presibn reducida. A conti
nuacibn, aparecieron cristales y se azreszaron otros
100 cc de n~butanol y se continua la destilacibdn. -
Se recoglieron los cristales blancos que aparecieron
por filtracibn y se lavaron con n~butanol y se scog
ron, produciendo 2,39 g de cristales de oudenona ue
potasio, punto de fusibn 116-1172¢, EL pid de la so0=
15

lucidn de 10 mg/ce fue de 6,95, Bl E1 en el 99
(]

de metabol a 246 mp fue de 592, el Elﬁ 2 246 mp -
em :
15

en la solucibn acuosa neutra fue de 788 y el E1 om

en la solucibn acldica a 285 mp fub de 672,
Ejemplo 9

Por un procedimienio semejante al descri-
to en el ejemplo 8, pero utilizando 185 mg. de hi--

dréxido de calcio en vez de bicarbonato de potasio
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se obtuvo 0,89 g de oudenona de calcio a partir de

1,04 g de oudenona.
Ejemplo 10

Por un procedimiento semejente al descri-
to en el ejemplo 8, perc utilizando 787 mg de Ba --
(OH)2.8J20 en vez del bicerbonato de potasio, se —-
prepard 1,28 g de oudenona de bario a partir de 1,04

g de oudenona.

Bjemplo 11

Por un procedimiento semejante al descri-
to en el ejemplo 8, pero utilizando 145 mg. de hidro
xido de magnesio en vez de bicerbonato de potasio -
se prepard 0,64 g de oudenona de magnesio a partir
de 1,04 g de oudenonsa.

Ejemplo 12

Por un procediniento semejanbte al descri-
to en el ejemplo 8, pero utilizando 420 mz de bicar
bonato de potasio en vez de bicarbonato de potasio,
se prepard 1,2 g de oudenona de sodio a partir de -
1,04 g. de oudenona.

Iz presente solicitud, que corresponde g
las depositadas en Japon, con fecha 3 de febrero de
1.970 y 12 de Hayo de 1.970, bajo los nlmeros 8984/79
y 39772/70, respectivamente, se acoge a los benefi-
cios del articulo 51 del vigente Estatuto sobre Pro
pledad Industrial.

HOTA

Se declera como de Novedad y Propiedad —-

para todo el territorio espafiol, el contenido de —-

las siguientes:



Sem

100”

15~‘

20("‘"

25-"

300"'

REIVINDICACIONDIES

8,- Procediniento para la produccidn y preperacidn
de un nuevo agente hipotengor, que incluye la culiiva-
¢cidn de una cepa de una ssta en una solucidn acuose de -
hidimio de carbono conteniendo un nutrigiente nitrogeno-
80 en condiciones serdbicas sumergidas hasta que se acu-
mula una importante cantidad de oudenona en dicha solu-
cibn y a contimmacibn la recuperacidn de la oudenona de
le citada solucidn.

28.- El procedimiento de la reivindicacidn 12 en el
que el organismo es uno que tiene propiedades comunes con
le Oudemansilla.

38,~ 11 firocedimiento de la reilvindicacidn 12 en el
que el compuesto hipotensor la oudenons, se recupera de
une solucidn acuosa del uisio por la ewiraccidn con un
disolvente no mezcluble en asua en reaccidn Acida.

48,~ Bl procudimiento de la reivindicacidn 12 en el
que el compuestho hipotensor, la oudenons, se recupera de
un disolvente no mezclable en agus por extraceidn con una
solucidn souosa en reaccidn neutra o alealina.

8.~ Bl procedimiento de la reivindicacibn 12 en la
que se ubiliza una resina de intercaumbio de aniones pura
la absorcidn de la oudenona.

68.- Bl prodedimiento de la reivindicacidn 18 en la
que el compuesto hipotensor, la oudenona se recupera del
g6lido crudo o del jarabe disolviendo disolventes orgéii-

cos en los que la oudenona es soluble.
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78,- 21 procedimiento pars preparacion de sales metali

cas de oudenona a partir de los compuestos I, II, III que se
muestran a continuacion agregando compuestos metalicos orgé~

nicos o inorgémicos que facilmente producen iones metélicos

54 y aislamiento y cristelizacion de las sales metdlices de la
oudenona.
CH
CIH3 (?H3 i 3
CH,
GH, P2 |
10.- |
CH?_ CHZ (.JHZ
/0\ AN /\ OH
| 2
~~7 4
“ OH
,0 HO 0
=ONOY Y Y
I II III

82,~ "PROCEDIMIENTO PARA LA FRODUCCICN Y PREPARACIONDE

UN NUEVO AGENTE HIPOTENSOR"

20,
Todo ello conforme se describe y reivindica en la pre-
sente memoria que consta de TREINTA Y UNA hojas escritas a
. maquina por una sola de sus caras y dibujos que la ilustran,

Madrid, 12 de Noviembre de 1.970
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