ESPANA

PATENTE DE

HUMERO @ Al
469.821

FECHA DE PRESENTACION

12-5-78

IMVERCION

‘30’ PRIORIDADES:
@NUMERO

78641/77
158959/77
14674/78

@ reem
30-6-77
29-12-77
10-2-78

@ PAIS
JAPON

JATOR

JAPON

@FECHA DE PUBLICIDAD

@ CJASIFICACION INTERNACIONAL

PATENTE DE LA QUE ES DIVISIONARIA

| e A2D; hGAK

@TITULO OF LA INVENCION

NO.

UN PROCEDIMIENTO PARA

IA!PREPARACION DE UN DERIVADO DE SESQUITERPE-

@ BOLICITANTE (3)

OTSUKA PHARMACEUTICAL CO., LID.

DOMICILIO DEL SCLICITANYE

No. 2-9, Kandatsukasa-cho, Chiyoda-ku, Tokyo -~ JAPON

japonesa.

INVENTOR (ES) .
G%’lasanao Shinohara; Hirotsugu Kaise; ;
Izawa; Yasuo Oshivo y Wasei Miyazaki. todos ellos de nacionalidad

Yoshimasa Nakano;

Taketoshi

@ TITULAR (£S)

@ REPRESENTANTE

DON BERNARDO UNGRIA GOIBURU

UNE A4 MOD. 2106 °

UTILICESE COMO PRIMERA PAGINA DE LA MEMORIA



10

15,

20

25

RESUMEN DE LA INVENCION

Un derivado de sesquiterpeno representado por la

férmula general (I):

(1)

donde R1 representa un &tomo de hidrdgeno, un grupo alqui-

lo inferior o un grupo alcanocilo inferior: R2 y R3, que

pueden ser iguales o diferentes, representan cada uno de
ellos un grupo formilo, un grupo hidroximetilo, un grupo
hidroxilo, un grupo carboxilo, un grupo alcanoil (inferior)
oximetilo o un grupo de férmula -CH=CR7R8, donde R7 y R8

’

‘que pu?den ser iguales o diferentes, representan cada uno

de ellos un &tomo de hidrdgeno, un grupo ciano, un grupo

. s . - . . 2
alcoxi (inferior)carbonilo o un grupo carboxilo o bien R

y R3 pueden estar unidos para formar un anillo de lactona
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o
i : .
de férmula —?H—O—G-, donde R’ representa un &tomo de hidrd
i
i 5 o6
geno o un grupo hidroxilo; R™ y R, que pueden ser iguales
\ -
) di%erentes, representan cada uno de ellos un grupo hidro

xilo o un grupo alcamoiloxi inferior; R° representa un gru-

po hidroxilo; R4 ¥y R5 pueden estar unidos para formar un -

grupo oxo (=0) y 34 Yy RO pueden combinarse para forma? un -

grupo alquilidendioxi inferior; sus sales farmacéuticamente

acepbables; procedimientos para la produccidén de los éompqu
tos de férmula general (I) y de sus sales; composiciones far
macéuticas que contienen los compuestos de férmula general(I)

y sus sales y métodos de uso de los compueétos de formula ge

.neral (I) y sus sales.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

1. Campo de la invencidn

Esta invencién se refiere a derivados de sesquiterpeno,
¥ e sus sales farmacéuticemente aceptables, que presentan ac-
tividad inhibidora contra el sistema complemento de animales °
(actividad anticomplementaria:y antitumoral) y son Gtiles co-
mo ingfeaientes activos en composiciones terapéuticas efica-
ces contra las enfermedades autoinmunes,nefritis, reumatismo,
enfermedades del coldgeno, enfermedades alérgicas, céncer, ete,
0 66mo intermediarios para la produccién de dichos ingredientes
activos.,

2. Descripcidn de la técnica anterior

El término "complemento" se refiere a un grupo couple-~
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jo de proteinas de los humores corpoﬁalés que, actuando Junto
con los anticuerpos u otros factores, desempefian un importan-
e papel como mediadores de las reacciones inmunolégicas,alér
gicas, inmunoquimicas y/o inmunopatolégicas. Las r§a?¢iones
en las que participa un complemento tienen lugar én-el suero
sanguineo o en otros humores corporales y por lo ﬁantq se con
sideran reacciones humorales, g

Se ha descubierto que el sistema de complemento esté
asociado con inflamacidn, coagulaclon, fibrlnollslé reaccio-
nes de anticuerpo-antigenes y'otros Procesos metabollcos (us -

Pat.4,021.544, Bull World Health Org. 39, 935-958 (;958),

_ Scientific American, 929(NO5) 54-6(1973);Medical World News,

11 Octubre, 53-58, 64-66 (1974), Harvey Lectures, 66,75-104 |
(1972), The New England Journal of Medicine 287, 489-495, 545~
549, 592-596, G42-G46 (1972). The Johns Hopkins Med. J, 128,
57-74(1971), y Federation Procedings, 32, 134-137(1973)

Se conocen diversos compuestos con actividad anticomble
mentaria tales como el Acido etllendlamlnotetraacetlco (EDTA),
Saldox, florizina (descrita en Borsos. J.Immunol.94 (4), 629
(1964)), derivados de hidroxibenceno (como los descritos en.
Shir-Mayer: Biochemistry N.Y. 7, 3003 (1968), guanidinas y fe-
noxiacetamidas (como las descritas en B.R. Baker:J.Med.Chem.
12, 408 (1968), ésteres fésfénibos.,(como los descritos en E.L.
Becker: B.B.A. 147, 289 k1967), clorofilina, glicirricina, ete.

Sin embargo, estos compuestos no son satisfactorios para fines
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précticos porque son muy téxicos o presentan pequefia actividad
anticomplementaria. Por lo que se sabe hasta shora, no existe

en el mercado ningin compuesto o agente anticomplementario.
COMPENDIO DE LA INVENCION | .--

"Por lo tanto, un objeto de esta invencidn eg'ﬁioporcio—
nar nuevos derivados de sesquiterpeno asl como sus,nales, que
preeentan.una gran actividad anticomplementaria y escasa toxi
cidad.

Otro objeto de esta invencidén es propor01onéf.ﬁh nétodo
de preparacién de derivados de sesquiterpeno y sus s&lps, con
una gran actividad anticomplementaria y escasa toxiéi&éd.

Todavia otro objeto de esta invencidn es prop;)r‘cionar com o
posicioﬁes farmacéuticas que contienen dichos derivados de ses-
quiterpeno o sus sales.

| Todavia ntro objeto de esta invencidén es proporcionar un
nétodo de tmbemiento de la nefritis, utilizando estos derivados
de sesquiterpeno o sus sales.

- Esta invencidn proporciona nuevos derivados de sesquiter-

penos representados por la siguiente férmula general (I):

(T)
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g\
donde R representa un &btomo de hidrdgeno, un grupo alquilo
lnferlor 0 Un Erupo alcan01lo 1n£erlor R ¥ RB, gue pueden
ser iguales 0 dlferentes, representan cada uno de ellds un
grupol formilo, un grupo hidroximetilo, un grupo hidroxilo,
un grupo carboxilo, un grupo alcamoil(inferior)oximetilo o
un grupo de férmula —dH=CR7RB, donde R’ y R8, gue ng%§n ser
iguales o dii‘erentes_, representan ;:ada uno de ellos un &bomo
de hidrbgeno, un grli,po ciano, un grupo alcoxi(infer%g;_)carbg_
nilo o un grupo carboxilo o bien R? Yy R? pueden estar-unidos

entre si para formar un anillo de lactona de férmula -_g’)l'EI—O-C-;

o

donde RY representa un atomo de hidi'égeno o un grupé"hidroxi-

lo; r* Yy R6, que pﬁéden éer iguales o diferentes, representan

cada uno de ellos un grupo hidroxilo o un grupo alcanoiloxi

“inferior; R? representa un &tomo de hidrdégeno; r* Yy R” unidos

pueden formar un grupo ao- (=0) ¥y R4 Y R6 pﬁeden combinarse pa- |
ra formar un grupo alquilidendioxi inferior.

Esta invencién tembién,proporciona las sales de los de- -
rivados de sequiterpeno de férmula general (I) eanterior, que
sé obtienen por reaccidén de estos der_ivados con compuestos bé-,
sicos. 7 |

Esta invenci6n también proporciona procedimientos para
la pi'oduccién de los derivados de sesqui’cerpeno de férmula
general (I) anterior, como se describe con detalle més

adelante, utilizando como materlal de pertida un compuesto
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de férmula general (Ia) descrito mds adelante.
Esta invencidén también proporciona composiciones

farmac&uticas que contienen ﬁna cantidad terapéuticémente
efectiva de los derivados de sesquiterpeno de féémgfa ge~
neral (I), éara consequir acéividad anticomplementaria en
los animales y un método de uéo, especialmente dé’tiatamieg
to de los trastornos nefriticos en los animales, que consis-
te en.édminiéfrar la composicidn farmacéutica al paciente
que sufre dicho trastorno. L

BRE bESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

‘5,,

" Yas Figuras 1 y 2 son microfotograffas de Stachybotrys

\

-complementi nov, esp. K-76 que.es capaz.de producir el- com

B S

" ;p“uestode férmle . (Ia) de esta invencidn;

La Figura 3 es una microfotograffa de Stachybotrys

complementi nov, esp. T-789;

La Figura 4 es una microfotograffa de Stachybotrys

‘gechinata var. T—79i;

Lé Figura 5 es un espectro de resonancia magnética
nuclear del compuesto de férmula (Ia) obtenido en el Ejem-
plo 1 de esta invencién;

Las Figuras 6 a 8 son espectros de resonancia magné-

“tica nuclear del compuesto (Ib) de esta invencién obteni=-

do en el Ejemplo 5, medido en tres disolventes diferentes y
La Figura 9 es un espectro de resonancia magnética

nuclear del compuesto de esta invencién obtenido en el
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Ejemplo 9.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

I. COMPUESTOS .

F39 0w

Los derivados deseﬁyuiterpeno de férmula general (I)

de esta invencidn son descritos mds especificamente a con-
tinuacién. E1 grupo alquilé inferior representadqugr r!
S
incluye grupos alquilo lineales o ramificados dé‘l ; 4
dtomos de carbono, como metllo, etilo, n—propllo, 1soprop1-

lo, n—butllo vy t—butllo. .

El grypo alcanofilo infe?ior representado pgé'Rl in-
cluye grupo alcanoilo llneales o ramificados, de 2 a 4
étomos de cFrbono, como acetllo, propionilo, butlrllo e
isobutirilo. .

El grupo aicanoil(inferio:)ox;metilo representado
por R2 y'R3 incluyé un_gfuéo oximetilo sustituido con gru-
pos alcanoilo inférior deécritos anteriormente, como ace—'
tiloximetilo, prbpioniloximefilo, butiriloximetilo e isobu-
tiriloximetilo. Los grupos, alcoxicarbonilo inferior repre-
senta@os'por R7 Yy R8 incluyen los grupos alcoxicarbonilo
lineales o ramificados de z a Srétomos.de carbono en to-

tal, como metoxicarbonilc, etoxicarbonilo, n—propoxicar—

. bonilo, n-butoxicarbonilo y t-butoxicarbonilo.

A

El grupo alcanoiloxi inferior representado por R4
y R6 incluye grupos alcanoiloxi'lineales o ramificados de

2 a 4 dtomos de carbono, como acetiloxi, propioniloxi,

~
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butiriloxi e isobutiriloxi.
El grupo.alquilidendioxi inferior representado

por R4 Y R6 incluye los grupos alquilideno linealeg o ra-

Ao

mificados de 1 a 4 &tomos de carbono, sustitufdos_ con 2

dtomos de oxigeno, como metilidendioxi, etilidendioxi,

~

isopropilidendioxi y butilidendioxi. R
Son ejemplos especificos de los derivados de sesqui-

terpéno de esta invencidn los citados a continuagién. Sin

embargo, est% invéncién no se considera limitada h{gstos

ejemplos especificos:

(1) 6,7-dihidroxi-2,5,5,8a-tetrametil-1,2,3,4,4a,5,-
6,7,8,8a—décahidronaftalen—l—espiro—z'—(6'/Wkdiﬂnmdl4'-hi—
droxi-2',3'-dihidrobenzofurano)

(2) 6,7-dihidroxi—2,§,5,8a-tetrametil—l,2,3,4,4a,5,-
6,f,8,8a-decahidronaftalen—l—espiro~2'—(4',6',7’—trihidroxi-
2',3'=dihidrobenzofurano)

(3) 6,7-dihidroxi-2,5,5,8a~tetrametil~1,2,3,4,4a,5,-

26,7,8,8a-decahidronaftalen—l—es?iro—2'-(6',7'-di~(2,2—di—

cianovinil-4'-hidroxi-2',3'-dihidrobenzofurano)

(4) 6,7-dihidroxi~2,5,5,8a~tetrametil-1,2,3,4,4a,5~-

6,7,8,8a—decahidronaftalen-l—espiro-2'-(6',7}-di-(2-ciano-
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2-etoxicarbonilvinil)-4'~hidroxi-2',3*-dihidrobenzofurano)
(5) 6,7-dihidroxi-2,5,5,8a-tetrametil-1,2,3,4,4a,5~
6,7,8,8a—decahidronaftalen—l—espiro—Z'—(6',7'—dgg37ciano—
'2—isopropoxicarbonilvini1)-4'-hidrqxi—2',3‘—di@idrpbenzo-

furano)

(6) 6,7~dihidroxi—2,5,5,8a~tetrametil—l,2¢§,4,4a,5,-

- -'..J

6,7,8,8a—decahidronaftalen—l—espiro-2‘-(é',7'-di-(2~ciano-
(7) 6,7-aihidroxi-2,5,5,8a-tetrametil-1,2,3,4,4a,5-
6,7,8,8a-decahidronaftalen-1-espiro=2'=(6",7'-di (2~carbo- -

xivinil)-4'-hidroxi-2',3'-dihidrobenzofurano) -,

(8) 6,7—dihidroxi-2,5,5,Sa-tetrametil—l,z;Qaﬁ;4a,5—
6,7,8,8a—decahidronaftalenél—espiro—z'—(7'fcarboxi—6'-
hidroximetil—4'—hidroxi-Z',3'-dihidr6benzofurano)

(9) 6,7—dihidroxi—2,5;5,8a—tetraﬁetil-l,2,3,4,4a,5,6,—p
7,8,8a—decahidronaftalen—l-espiro-2'-(6',7'—di;(2,2—dieto-
xicarbonilvinil)—4'—hidroxi—2',3'—d;hidfobenzofurano)

(10) 6,7-dihidroxi=2,5,5,8a-tetrametil-1,2,3,4,4a,-
5;6,7,8,8a—decahidronaftalen—l—espiro;2'—(6',7'—di-(2,2-
butoxicarbonilvinil)—4'—hidroxi-2‘,3'-dihidrobenzofurano) .

(11) 6,7-dihidroxi-2,5,5,8a-tetrametil-1,2,3,4,4a,

™ 5,6,7,8,8a—decahidronaftalen—l—espiro;z'f(6',7’-dihidroxi-

'métiln4'—hidroxi—2',3'—dihidrobenzofurano)
(12) 6,7-dihidroxi~2,5,5,8a~tetrametil-1,2,3,4,4a,~

5,6,7,8,8a—decahidronaftalen-l-espiro-Z'-(6',7'—dihidro—
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Xximetil-4'-metoxi-2',3'~dihidrobenzofurano)
l (13) 6,7-dihidroxi-2,5,5,8a-tetrametil~1,2,3,4,4a,-
i,G,?,8,8a-decahidronaftalen—1—espiro-2'-(7‘~carb0xi—6'-
fé)rmil'-4 '-hidroxi-2',3'-dihidrobenzofurano) -

| (14) 6,7-dihidroxi-2,5,5,8a-tetrametil-1,2,3,4,4a-
5,6,7,8,8a~decahidronaftalen-l-espiro-2'-(6'-cartoxi~7"'-
formil—4'—hidroxi—2';3'—dihidro$enzofurano)

(15) 6,7-d£hidroxi-2,5,5,8a-tetrametil—l,2,3!{,4a,-
5,6,7,8,8a-decahidronaftalen—l—espirofz'—(7'-carboxif6'-
formil~4'-metoxi~2"',3'~dihidrobenzofurano)

(16) 6,7-dihidroxi—2,5,5,Ba-tetrametil—l,2h3f4:4a,—
5,6,7,8,8a~decahidronaftalen-1-espiro=2'~(6',7'~di=(2,2-0i
cianovinil)-4'--etoxi~2',3'-dihidrobenzofurano)

(17) 6,7-dihidroxi-2,5,5,8a~tetrametil-1,2,3,4,4a,~
5,6,7,8,8a-decahidf0nafta1en—l—espiro—Z'-(6',7'—di—(2-
ciano-2-carboxivinil)-4'-propoxi-2',3'~dihidrobenzofurano)

(18) 6,7-dihidroxi-2,5,5,8a~tetrametil-1,2,3,4,4a,~
6,7,8,8a-decahidronaftalen~l-espiro-2'-(7'-carboxi-6'~-(2,2~-
dicianovinil)-4'-hidroxi-2"',3'~dihidrobenzofurano)

(19) 6,7-dihidroxi-2,5,5,8a~tetrametil-1,2,3,4,4a,-

5,6,7,8,8a-decahidronaftalen-l-espiro-2'~(7'-carboxi-6"'-

x*(2-ciano—2—carboxivinil)-4'-etoxia2',3'-dihidrobenzofurano)

(20) 6,7-dipropioniloxi-2,5,5,8a-tetrametil—l,2,3,4,—
4a,5,6,7,8,8a—decahidronaftalen-1—es§iro-2'-(6',7‘-difor—

mil-4'-ﬁropioniloxi-2',3'-dihidrobenzofurano)
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(21) 6,7—diacetiloxi-2,5,5,8a—tetrametil—l,2,3,4,4a,—
5,6,7,8,8a—decahidronaftalen~l-eépiro—2'-(6},7‘~(2,2-aicia1

3

novinil)-4'—acetiloxi~2"3'—dihidrobenzofurano) seae?

(22} 6,7-dibutiriloxi-2,5,5, 8a—tetramet11-;ﬂm,3 4,4a,-

5,6,7,8,8a—1-esp1ro-2'-(6',7'—d1—(2-c1ano-2—etox1carbonll—
vinil)-4'-butiriloxi-2',3'~dihidrobenzofurano) =+,

(23) 6,7—diacetiloxi—2,5,5,Ba—tetrametil—l(Z,3,4,4a—
5,6,7,8,8a—decahidronaftalen—l—espiro-2'—(6'L7'-di:(2-ciano-
2-carboxivinil)-4'-acetiloxi-2',3'- dlhldrobenzofurqno)

(24) 6,7~ dlacetllox1-2 5,5, 8a—tetramet11 1,2, 3 r4,4a,-
5 6 7.8, 8a—decah1dronaftalen-l—esplro 2'-(6',7'- d;—(z 2=

d1etox1carbonllv1n11) 4‘-acetllox1-2' 3'-d1h1drobenzo-

furano) »

(25) 6,7-diacetiloxi-2,5,5, 8a—tétrametil—l 2,3,4,4a,-
5,6,7,8, 8a—decah1dronaftalen—l—esplro 2'—(6’ 7‘-d1acet11-
ox1metll-4'-acetllox1-2' 3'-d1h1drobenzofurano)

(26) 7-acetiloxi- 6-h1drox1-2 5,5, 8a-tetrametll 1,2,3,~

_ 4 4a 5,6,7,8, 8a-decah1dronafta1en—l-esp1ro—2'~(6' 7'-diace-

. t110x1met11—4'-acetllox1—2‘,3'-d1h1drobenzofurano)

(27) 6,7—diacetiloxi—2,5,5,8a—tetrametil-l,2,3,4,4a,-

5,6,7,8,8a—decahidronaftalen—l—éspiro-z‘-{7'-carboxi-6'-

qurmil-4'-acetilo£i~2',3'—dihidrobenzofurano)

(28) 6 7-d1proplonllox1-2 5,5,8a-tetrametil-1,2,3,4,-

. 4a,5,6,7,8, 8a-decahldronaftalen-l—esplro-2'—(7'-carbox1-

6'-formil-4'-metoxi-2",3'~dihidrobenzofurano)
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(29) 6,7—diacetiloxi—2,5,5,8a-tetrametil~l,2,3,4,4a,—

5,6,7,8,8a~decahidronaftalen—l—espiro—Z'—(6',7'-di—(2,2~

dicianovinil)-4'—etoxi—2',3'-dihidrobenzofurano) vas
(30) 6,7-diisobutiriloxi-2,5,5, Ba-tetrametii 1 2,3, 4,

4a,5,6,7,8,8a—decahidronaftalen—l—espiro-2'—(6’,7[—d;—(2~

ciano—Z—carboxivinil)-4'—propoxi—2},3’—dihidrobené6fd;ano)
(31) 6,7—diacetiloxi—2,5,5,8a—tetrametil~l,2,3,4,4a,—

5,6,7,8,8a-deCahidronaftalen—l~espiro—2'~(7'-carboki%6‘-

'(2,2~dicianqv nil)—4'-acetiloxin2',3'-dihidrobenzofurano)

(32) 6,p~isopropilidendioxi-2,5,5, 8a~tetrametii-1,2,~
3,4,4&,5,6,7, ,8a—decahidronaftalen-1-espiro-2’—(6*,5'Fdi-
formil-4'-hidroxi-2',3'~-dihidrobenzofurano)

(33) 6,7—isopropilidendioxi—2,5,5,8a—te£rametil—1,2,—
3,4,4a,5,6,7,8,8a—decahidronaftalen—l-espiro~2'—(6',7‘—di—
(2,2-dicianovinil)=~4'~hidroxi-2',3'-dihidrobenzofurano)

(34) 6,7-etilidendioxi-2,5,5,8a~tetrametil-1,2,3,4,4a,-
5,6,7,8,8a-decahidronaftalen—1-espiro-2'-(6',7i-di-(2~ciano-
2-étoxicarbonilvinil)—4'—hid?oxi—Z',3'—dihidrobenzofurano)

(35) 6,7-isopropilidendioxi—2,5,5,8a-tetrametil-l,2,—
3,4,4a2,5,6,7,8,8a~decahidronaftalen-l-espiro-2'-(6',7'~
Qi-(Z-éiano—2—isopr0poxicarbonilvinil)-4'—acetiloxi—Z',3'—
dihidrobenzofurano) '

(36) 6,7—meti1endiox172,5,5,8a—tetrametil—l,2,3;4,4a,—
5,6,7,8,8a-decahidronaftalen-l-espiro-2'~-(6"',7'~di~ (2~cia-

no-2-carboxivinil) -4'-hidroxi-2',3'-dihidrobenzofurano)
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(37) 6,7-isopropilidendioxi-2,5,5,8a~tetrametil-

furano)

1,2,3,4,4a,5,6,7,8,8a4decahidronaftaleh-l—espiro—z'—(6',7'—

- di—(2,2—dicianovinil)—4'-acetildxi42',3'-dihidrobewza-

BRERS
23
4\19.5

(38) 6, 7-propllldend10x1 2, 5 5, 8a—tetrametll 1,2,3,-

4,4a,5,6,7,8, 8a—decah1dronaftalen—l—esP1ro—2'-(6'/74—ﬁl—

(2-carbox1v1n1;)—4'-hldrox1—2',3'-d1h1drobenzofurano)

(39) 6,7-is0prop11idendioxi—2,5;5,Sa—tétrametil-l 2,-

3:4,4a,5,6,7, ,8a—decahldronaftalen-l—esplro-2' (6"’7’-d1—

(2,2-dietoxic rbon11v1n11) 4'~h1drox1-2' 3'-d1h1dr0b§pzo—

furano)

)

(40) 6, T—lsopropllldendiox1-2 5, 5;8a~tebramedil=1, 32 g 5

E
Lov -
ey o

4,4a,5,6,7,8, 8a—decah1dronaftalen-luesplro—2'—(6',7'-d1h1-

drox1met11 -4'-hidroxi-2"' 3'«d1h1drobenzofurano)

(41) 6,7~ 1soprop111dendlox1—2 5¢5,84-tetrametil-1,2,3,~

(42) 6, 7-1soprop111dendlox1-2 5 5 8a-tetramet11—l 2,3,-

drox1met11-4'-metox1-2',3'-d1h1drobenzofurano)

(43) 6 7-1soprop111dend10x1—2 5,5,8a~-tetrametil-1,2,3,-

4,4a,5,6,7,8, 8a—decahldronafta1en—1fesplro—2'—(6',7'—diace—

tllox1metll—4'—acetllox1-2' 3'-dihidrobenzofurano)

4,4a,5,6,7,8, 8a—decah1dronaftalen—l—esplro-2'-(6' 7'—d1h1—r

4 4a 5,6,7,8, 8a—decah1dronaftalen—1—esp1ro =2'-(7'~carboxi~

6'-formll—4'-h1drox1—2',3'—dihidrobenzofurano)

(44) 6,7-propilidendioxi-2,5,5,8a-tetranetil-1,2,3,4,-

4a,5,6,7,8,8a-decahidronaftalen—l—espiro-z'-(7?

-carboxi-6"'-~
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formil-4'-~acetiloxi-2"',3'~dihidrobenzofurano)

} (45) 6,7-butilidendioxi~2,5,5,8a-tetrametil~1,2,3,4,-
4a,5,6,7,8,8a~decahidroﬁaftalen"l—espiro»Z'—(7'—caxboxi-6'—
formil-4'-metoxi-2"',3'-dihidrobenzofurano) o

(46) 6,7-isopropilidendioxi-2,5,5,8a-tetrametil-1,2,-
3,4,4a,5,6,7,8,8a—decahidronafta1en-1~espiro-2'—(6}}7}~di—
(2,2~dicianovinil)-4'-etoxi-2',3'~dihidrobenzofurano)

(47) 6,7risopr0pilidendioxi—2,5,5,8a—tetrametili1,2,3,~
4,4a,5,6;7,8,BL—decahidronaftalen—l—espiro—Z'—(6',7}%&1-
(2~ciano~2~-ca boxiviﬁil)-4{—acetiloxi—2',3’—dihidrobenzo—
furano) |

(48) 6, -isopropilidendioxi~2,5,5,8a-tetranetil-1,2,3,-

l
4,4a,5,6,7,8,8a~decahidronaftalen~-l-espiro-2'-(7"'~carboxi-
6'—(2;éiano-2-carboxivinil)-4'—hidroxi—2',3'—dihidroben~
zofurano)

(49) 7-acetiloxi-6-ox0-2,5,5,8a-tetrametil-1,2,3,4,-

4a,5,6,7,8,8a~decahidronaftalen-l-espiro~2'-(6',7'-diace~

: tiloximetil—4'»acetiloxi—Z',3'—dihidrobenzofurano)

(50) 7-acetiloxi-6-oxo-2,5,5,8a-tetrametil-1,2,3,4,-
4a,5,6,7,8,8a~decahidronaftalen-l-espiro-2*'~(6',7'~di~ (2,2~
dicianovinil)-4'-écetiloxi—2',3'-dihidrobenzofurano)

\ (51) 7-acetiloxi-6-oxo-2,5,5,8a-tetrametil-1,2,3,4,4a,-

5,6,7,8,8a~decahidronaftalen~l-espiro-2'-(6"',7'-di~(2-cia-

-no-2-etoxicarbonilvinil)-4'-acetiloxi=~2',3'~dihidrobenzo~

furano)
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(52) 7-acetiloxi-6-oxo-2,5,5,8a-tetrametil-1,2,3,~

4,4a,5,6,7,8,8a-decahidronaftalen-1-espiro-2'-(6',7'-di-

(2—ciano-2—isopropoxicarboni1vinil)—4'—metoxi—2',3*uaihidro~

ER R
LY

benzofurano) - . ' : Gies t

(53) 7-propioniloxi-6-oxo-2,5,5,8a-tetrametil-1,2,3,4,~

" 4a,5,6,7,8,8a-decahidronaftalen-l-espiro-2'-(6',77d{r (2,2~

.butoxicarbonilvinil)—4'—propioniloxi-Z‘,3'-dihidrobenzo~

furano) s
. (54) 7-acetiloxi-6-oxo-2,5,5,8a-tetrametil-1,3,3,4,-
4a,5,6,7,8,8a—decahidronaftalen—l-espiro—Z'—(6',7*~di;(2—
c1ano 2-carboxrivinil)-4'-propoxi-2', 3'-d1h1drobenzoFurano)
| (55) 4-hidroxi-8-oxo-2,3,6,8- tetrahldro—furo{3i4-g}
benzofuran-2-espiro-1'-~(6',7'~dihidroxi~2',5"',5',8"'a~te~-
trametil-1',2',3',4',4'a,5',6',7',8',8"a~decahidronafta-
leno) ) 7

(56) 4,6-dihidroxi-8-oxo—2,3,6,8—tetrahidro;furo{3,4—gj
benzofuran—z-espiro—l'—(6‘,7'5dihidroxi-2‘,5',5',8‘a—tetra—
metil-l',2',3',4',4'a,5',6':7',8',8'a-decahidronaftaleno)

(57) 6—hidroxi—4-isopropoxi—8—oxo—2,3,6,S-tetrahidro-
furo{3,4fg}bepzofuran-Z-espiro—l'-(6',7‘-dihidroxi—2',5',-
5',8'a-tetrametil-1',2',3',4",4'a,5',6',7',8',8'a-decahi~

dronaftaleno)

(58) 4-propioniloxi-8-oxo-2,3,6,8~-tetrahidro-furo{3,4-g}’

benzofuran—Z—espiro-l'-(6',7‘—dipropioniloxi—2‘,5',5',8'a—

tetrametil—l',Z',3',4‘,4'a,5',6',7‘,8',8'a—decahidronafta—
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leno)

(59) 4-acetiloxi-6-hidroxi-8-oxo-2,3,6,8-tetrahidro-
furo {3, 4-glbenzofuran-2-espiro-1'-(6',7'-diacetilogi-2',-
5',5',8'a—tetrametil—l*,2',3',4',4'a,5',6',7';8’,3ﬂ$;deca-
hidronaftaleno),

(60) 4-butiriloxi-6-hidroxi-8-oxo-2,3,6,8-tetranidro-

furo{3,4-glbenzofuran-2~espiro-1*-(7'-butiriloxi-6'-hidroxi-

2',5',5',8"a~tetrametil~1',2',3"',4',4'a,5',6',7',8"' .8'a-

s

~ WY

decahidronaftaleno)

(61) 6—hidroxi-4—pr0poxi—8—oxo-2,3,6,8~tetrahidko-
furo{3,4-g}b§nzofuran-2-espiro-l'-(6',7'-p£opionil?xl12',5',
5';8'a~tetrametil—l',2‘,3',4',4'a,5',6',7‘,8',8'a—d;é;hi—
dronaftaleno)

(62) 4-hidroxi-8-o0x0-2,3,6,8-tetrahidro-furo{3,4-g}
benzofuran-2-espiro-1'-(6',7'-isopropilidendioxi-2*,5',5"',~
8'a—tetrametil—1',2',3',4',4'a,5',6',7',8',8'a?decahidro—
naftaleno) |

(63) 4,6-dihidroxi-8-oxo-2,3,6,8-tetrahidro-furo{3,4-g}

. benzofuran-2-espiro~1*~(6',7'-isopropilidendioxi-2',5',5',-

8'a-tetrametil-1',2',3',4',4'a,5',6',7',8',8'a~decahidro-

naftaleno)

' (64) 6-hidroki—4—isopropoxi—8~oxo—2,3,6,8—tetrahidro—
furo{3, 4-g}benzofuran-2-espiro-1'-(6',7'-propilidendioxi~-
2‘,5',5',8'a—tetrametil—l',2',3',4',4'a,5';6',7',9',8'a—

decahidronaftaleno)



10

15

20

25

- 18 -

(65) 6-hidroxi-4-acetiloxi-8-0x0~2,3,6,8-tetrahidro~
furo - {3,q~g} benzofuran~2-espiro-1’'-(6", 7'~ isopropiliden
dioxi-2”, 5%, 5", 8’a-tebtrametil-1l] 27, 3, 47, 4’g,. 57, 67,

PR

77, 8",~8"a~decahidronaftalenc) . S

(66) 4-hidroxi-8-ox0-2,3,6,8-betrahidro-furo | 3,4-g]
benzofuran-2~espiro-1-(7’~acetiloxi~G-ox0-2", 5',:5'{;8'&—
tetrametil-1", 2°, 37,47, 4a, 5%, 6, 7’,8", 8"a~decahidro
naftaleno). ’ .

(67) 6,7Jdihid;oxi—2,5,5,8artetrametil—l,é,E;QEQa? 5,
6,7,8, 8a-decahidronaftalen-l-espiro-2°=(7’-carboxilato—6’—
formil-4‘-oxido 2'-3'-ﬁiﬁidrobenzofurano), e

La nomenclatura de los compuestos anteriores se basa
|

en los nUmeros de posicién indicados en la férmula general (I)

anterior. Los compuestos de férmula general (I) donde R®

y B
forman un anillo de lactona junto con los dos &bomos d2 carbono
a los que estén eniazadoé,-se nombran de acuerdo con los nfme-
ros de posicidén indicados en la siguiente»férmula estructural

(x7):
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B II. PROCEDIMITHTOS

Los procedimientos para la preparacidén de los deriva-

doé de sesquiterpéno de esta invencidn de fOrmula general

y Do ¥

]
(I} son descritos con detalle a continuacidn. oy

I IR )

(a) Preparacién de compuestos de f6rmula general (Ia)

Los derivados de sesquiterpeno de ffrmula geseral

Y

‘-

(I} de esta invencién pueden preéararse por diversos méto-

dos que dependen de los tipos de sustituyentes que ?éntie—

nen. Por ejemplo, un compuesto de férmula general fI7Jdonde

ambos grupos R1 Y R5 son &tomos de hidrégeno, ambgstgrupos
3 4 6

R2 Y R” son grupos formilo y ambos grupos R° y R sqﬁjgru—

pos hidroxilo, indicados por la f6rmula general (Ia):

(Ta)
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puede ser preparado utilizando los siguientes microorganis-

mos conocidos pertenecientes al género Stachybotrys o micro

organismos del género Stachybobtrys aislados como resultado
de esta invencidn.

Stachybotrjrs alternans IFO 9355

S%achybotrys c}ié:ctarum IFO 5369

VStachybotrys chartarum IFQ 7222 R

Stachybotrys cylindrospora 8858

Stachybot’rys_ echinata 7525 ¥y

Stachybo’érys reniformis 7006, |

Tos micrporganismos recientemente aislados son nuevas

cepas pertenelcientes al género Stachybotrys descrito més ade

lante y han sido denominados Stachybotrys complementi nov,

esp. K-76, Stachybotrys complementi nov. esp. T-789 y

Stachybotrys - echinata var esp. 791.

(4). Iugar de Aparicién.

(1). Stachybotrys esp. K-76.

Esta cepa fué aislada de una tierra de la ciudad de

Ishigaki, Okinawa, Japdn.

(2) Stachybotrys esp. T-789

Esta cepa fué aislada de la tierra en la ciudad de Narubo
Tokushima, Japén.

(3) Stachybotrys esp., T-791.

Esta cepa fué aislada de la tierra en la ciudad de

Tokushima, Tokushima, Japdn.
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(B) Caracteristicas sobre diversos medios de cultivo

(1) Stachybotrys esp. K-76

Las caractéristicas de cultivo de esta cepa en diversos
medios de cullivo, basades en observaciones visuales y microg
cbpicas (Figuras 1 y 2) son las siguientes:

(2) Observacidn visual

Se observa muy buen creciniento sobre di#ersbsfmedios
de cultivo habitualmente empleados en el cultivo de hongos
¢
y mohos, pero/la adhesidén de las fialoesporas no- &g necesa-
riamente buenp excepto en el medio agar-harina qé avena, Las
condiciones de crecimiento en medios tibicos estén indicadas
a éontinuaciqn.
|

(i>~Medio de agar-extracto de malta

El crecimiento es relativamente lento y mediante culti
vo a 27°C durante 30 dias se forma una gran colonia de un ta
manio de 30 a 35 mm., La colonia crece en forma circular y su
perimebtro presenta grandes entrantes. La superficie de la
colonia es lisa y las hifas aéreas se extienden espesamente
como una alfombra circular en el centro de la colomia y cre
cen densamente, Gradualmente la colonia cambia de color blan*

co en la primera fase de cultivo a merfil pélido (marfil pé-

iido, 2 ca). Dos semanas después de iniciar el cultivo, co-

mienzan a formarse ligeramente fialoesporas pero apenas son
perceptibles & simple vista,.No se forma esclerocio ni otros

brganos espordgenos sexuales.
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B Cc{ior c‘e la superficie posterior de la colonia oscila entre

incoloro y tostado cobrizo (tostado cobrizo, 5 ie). Se pro-
‘ - .

ducé un pigmento soluble de color tostado cobrizo (tostado

cobzizo, 5 ie). o

Z (ii) Medio de egar-pataba-glucosa

° 1

" El crecimiento es bueno y cultlvando a 27 C durante

30 dlas, la colonlﬁ alcanza un tamafio de 45 a 47 mm.‘El cre-

~cimiento de la colonia es convexo en el centro y la perife-

ria tiene entranfes. La colonia presenta un pliegué'b.circu—
1o concéntrico a partir'de su centro. Desde la etépé.inicial
de cultivo, la colonia se cubre espesamente de hifus entre

blanco v rosa perlado (rosa perlado, 4 ca). 4 medida que PTO

gresa el cultlvo, el color de la colonia se vuelve gris ne-

 gruzco (gris, i). Se forma un gran nimero de masas de espo-

" ras con. esterigma. Se observen grandes cantidades de gotitas

llquldas. EL color del reverso oscila entre tostado orin (tos-
tado orin 5 ie) a marrén rosiceo pdlido (marrdén roshceo Dét‘
lido, 6 1/2 1g). El pigmento ‘soluble producido presenta un
tono amarillo anaranjado oscuro (amarillo anaranjado, 3 ne)
pero es daévil, '

(111) Medio de agar dox Czapeck

.

El creclmlentO'es bueno y cultivando a 27°G durante

AS

30 dias la colonia alcanza un tamafio de 40 a 45 mm. La colo-

"~ nia presenﬁa un pliegue ‘concéntrico y una ondulaclon en el

centro. La periferia es ondulada. E1 color del reverso de la
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colonia es tostado de cuero (tostado de cuero, 4 ne)., En
la superficie de la colonia, unas hifas de incoloras a
blancas se adhieren formando una capa fina de forma con-
céntrica a pertir de la parte central que no estél?@%iqg
ta de hifas aéreas con un color de pan tostado (p;n;%os-
tado, 4 1g). No se observa ninguna-gota de liguido pero
la parte central de la colonia estéd muy higroscépiéé: ARQ
nas se forman fialoesporas. El pigmento soluble es débil

¥ presenta un color dorado (dorado, 2 le). SERE

(iv) Medio de agar harina de avena

E1l crecimiento es muy répido y cultivando a 27°C
durante 30 dias, la colonia alcanza un tamafic dé 50 a 70 mm.

La colonia es delgada y plana y desde la fase. inicial de cul

‘tivo, se forman sobre toda la superficie hifas de incoloras

& blencas. Se forman hifas erectas de 3 a 4 mm de tamafio so
lamente en la porcidén central de la colonia, pero no son den

sas, Dos semanas’ . después de iniciado el culbivo, la adhe=

8idn de fialoesporas se extiende sobre toda la superficie de

la colonia'y el color de la misma se vuelve pardo oliva pé%
lido (pardo oliva p&lido, 1 1i), El color de la superficie:
posterior de la colonia es marrén beige (marrén beige, 3 ig)
é“#ostado (tostado 3 ie). EL pigmento soluble producido es
de un débil color amarillo colonial (amarilio colonial,

2 ca).
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(2) Stachybotrys esp. T-789

TLas caracteristicas de cultivo de la cepa T-789,

- que es un hongo-imperfecto, sobre diversos medios de culti

vo fueron observadas visual y microscdpicamente (lcbm»b nues
tra la Figura 3) y los resultados esté.ﬁ descr‘itos a conti-
nuacifn. Ias caracteristicas worfoldgicas de la cepa T-789
por observacién microscdpica concuerdan bien con 19-: de

Stachybotrys esp. K-76. Sin embargo, existen diferencias

- , < °
én las propiedades en los medios de cultivo. La &ifsrencia

de caracteristicas es mixima en los dos medios de’pultivo

~

(i) Medio de agar extracto de malta

El crecimiento es muy lento y culbtivando a 27°C
durante 30 dias la colonia alcanza un tamafio de 17 a 20 mm.
La periferia de la colonia tiene aspecto ondulado y es res
trictiva, La colonia presenta una forma cndulada en el cen-
'bx;o ¥ un pliegue radial en su periferia. Hifas aéreas se ad
hieren esparcidamente a toda la superficie de la colonia. En
la fase de cultivo inicial, las hifas son blancas y se for-

man conidias gz:adualmente. La parte central de la colonia ad

. qiiere un color topo (topo, 1) y las conidias crecen lenta-

mente. Hacia la periferia de la colonia la formacibn de conidi -
es anular. EL color del reverso es tostado corcho (tostado

corcho, 4 ie). ELl pigmento soluble es abundante y de color
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3

\

\

1
o

\
ambarino (ambar, 3 le).

(ii) Medio de agar dox Czapek

‘ .
X El crecimiento es bueno y cultivande a 2700 durante

30 dfas el teomafio de la colonia llega a 45 . Eliaéﬁtro de

la colonia es convexo ¥y la colonia forma un pliegue'fédial.

La periferia de la colonia presenfa un crecimiento qﬁﬂulado;
HNifas aéreas blancas se adhieren esparcidamente ehdfé;ma concér
trica circular hacia afuera desde la parte convexa central de
la colonia. Se forman conidias concéntricamente 96Igmente en
la periferia de la colonia, Las hifas estén en estadb disuel~
‘o en la porcidén convexa y muy higroscépicas, El;éolor del re~
verso de la colonia es marrén mostaza (marrén. mostééa, 2 pi).

No se forman pigmento soluble,

(3) Stachybotrys esp. T-791

Ias caracteristicas de cultivo de la cepa T-791, que -
es hongo imperfecto, sobfe diversos medios de cultivo, ba-
siéndose en observaciones visuales y micrbscépicas (mostradas
en la Figura 4) son las siguientes:

(a) Observacién visual

(i) Medio_de sgar extracto de malta

El creéimiento es répido e irregular. E1l color del
réverso de la colonia es tostado (tostado, 3 ie) a marrén
oseuro (marrén oscuro, 2 pn). Ia colonia es plana y la forma
cién de conidias es buena. E1l color de las hifas es bizco-~

cho (bizcocho, 2 ec) a tostado (tostado, 3 ie) y se observan
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gotitas de liguido que exudan. No se produce pigmento .sg=

luble..

(ii) Medic de patata-glucosa

El crecimiento es muy rdpido y cultivando a'ITEC.
durante 30 dfas, la colonia alcanza un tamafio der;d~ém.
La'periferié de la colonia se extiende dendriticamente Yy
se obsérvan hifas blancas diluidas adheridas. Laéngdﬁitas
de liguido son”notablés. Apenas se_observa formacién de

esporas. El color del reverso de la colonia es ambar.pili-

do (ambar p&lido, 3 ie). No se forma pigmento solﬁhié;‘

(iii) Medio de agar Czapek Tl .
El crec¢imiento es malo. : )0

_(iv) Médio de agar moco sintético

El crecimiento es malo.

(v) Medio de agar harina de avena

El crecimiento. es muy bueno de manera que en dos se-

manas la placa Petri estd cubierta. La colonia es delgada

Vy plana. Lé formacidn de hifas es abundante desde la fase

~inicial de cultivo y la formacién de conidias también: es

rdpida. El color de la colonia cambia de blanco a marrdn
oscuro (marrdén oscuro, 3 ph) a medida que progresa el cul-
“tivo. Aparecen grandes cantidades de gotitas liquidas en

las hifas. No se forma pigmento ggluble. -

(C) Propiedades fisioldgicas

Los microorganismos Stachybotrys K-76, T-789 y T-791
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son todos ellos cepas aerobias y presentan las siguientes
Y

propiedade s fisioldgicas.

Fl
PR

(i) Stachybotrys esp. K-76.

! _pH gggggggturé
Condiciones de crecimiento: 3,5-11,5 15;35;c
Condiciones de crecimiento : :

Sptimo 6,0~9,5 20~;z;c
(2) Stachybotrys esp. T-789 -
pH Temgeratura
Condiciones de crecimiéﬁto' 3,5-11,5 S=338°C
Condiciones de crecimiento ‘
Sptimo 4,5-10,5  20-32°C
(3) Stachybotrys esp. T-791 | J
) pH Temperatura
Condiciones de crecimiento 3,5-11,5 : 15-38°C
Condiciones de crecimiento
Sptimo 4,5»9,5 20-30°C

(D) Propiedades morfol&gicas

(1) stachybotrys ‘esp. K-76 °
' Lo siguiente ée obéerQa claramente en las Figuras
1 y 2. No se observa esclerotio ni otros Grganos reproduc-—
tores sexuales en diversos medios de cultivo pero se obser-
\ya la formacidén de esporas . asexuales del tiéo de fialo-:
esporas, -

Se formen hifas sobre diversos medios de cultivo,

ramificadas complicadamente y extendidas longitudinal y
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-las hifas (no hay ramificacidén de un esterigma a otro) y

- 28 ~

transversalmente con una anchura de las hifas de 2 a 4 mi
i
eras,

\ Los esterigmas simplemente se ramifican a partir de

-
PR

contienen de 3 a 4 septos a partir del pie de las sélulas

en la parte de la base, Después los esterigmas se extienden

erectos o suavemente curvados. La anchura de las Lifas del
, ’ .

-esterigma es de 4,3!a 4,7 micras en la base y de¢ 3,6 a 4,5

nmicras en la parte central., Las puntas del esterigma son 1i
geramente convadas y desde los extremos del fialofcro se for

man de 55 7 fialuros erectos de forma entre eliptica.y ova~’

.lada, con un temafic de 7,9-9,3 x 3,6-4,7 micras. Log fialuros

- son lisos y con un color que oscila entre incoloro y marrén

amarillento palido. Se forman fialoesporas conectadas basi-

pétalemente a partir de los extremos del fialuro., E1 fialofo
ro no forma cadenas rectas sino que se convierte en pequeiias
masas semicirculares viscosas, cuyo nimero es de 7 a 26. Los

fialoforos son de forma subglobosa a oval con un tamafio de

74,9—8,0 X 3,3-4,7 nicras y las superficies del fialoforos son

entre &speras y verrugosas y su color es hiedra oscuro(hicdra
ocuro 24 po) a negro griséceo, No se observa ninguna membrana
defida a materia mucosa sobre las masas de fialoesporas.

. "E1 estado taxondmico de esta cepa con las propiedades
microbidlégicas citadas ha sido investigado en la obra

The Genera of Hyphomycetes From Soil, The Williams & Wilkins
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A
Comgany, Baltimore, (1968); G.L. Barron y J.0. Gilman, A
Manual of Soil Fungi, The Iowa State Univeréity Press, Ames,
Iowa% (1971) ¥ J.A.'Von Arx, The Genera of Fungl spor?lating
in Pure Culture, Verag Von J. Cremer, %301 Lechre (ié%b).

De acuerdo con el sistema taxondmico de Saccardo, éSéé cepa
pertencce a la clase Hyphomicetes ﬁamilia Dematiaceae?-género
Stachybotrys. En otras palabras, las propicdades deAéﬁfa cepa,

I
caracterizada por la ausencia de ascocarpos y otros drganos

reproductores sexuales, la formacidén de fialoesporas de color
narrén oscuro a partir de fialuros y la reunidn de lag fialo-

esporas resultantes en una forma semicircular en los exbremos

. superiores del esterigmata, concuerdan bien con lag propieda-

des del género Stachybotrys.

Las diversas caracteristicas de esta cepa han sido iden-
tificadas con referencia a los menuales antes descritos y refe
rencias bibliogréficas como G.R. Bisby'Eit, Trans.Brit.Mycol.
Soc., 26: 133-143 (1943), R.K.Zuck,Ect, Mycologia, 38: 69-76
<l946), G.L. Baron, Can, J. Bot., 22:'155-1957 (1961) y en com
paracién con las cepas tipo preservadas en el Institubo para
la Fermentacién (IFO0).

Como resultado de todas esbas investigaciones, se ha con
siéerado que la cepa K-76 presenta todas las semejanzas con

Stachybotrys lobulata IFO 5369, porque las fialoesporas de es

ta cepa K-76 presentan una protuberancia &spera verrugosa y son

de forma entre oval y elipsoidal. Sin embargo, aparecen dife-
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rencias ya que el Stachibotrys lobulatae presenta un esterig

na qﬁe puede alcanzar vn tamaiio de 1 mm y mientras que la -

\

cepa | K—-‘76 presenta I'amlflcacmn sencllla, la cepa St‘lcnvbo trys

lobulata. tiene la propiedad de que desde un fl&lOfOL‘O se rami
fica y extiende otro fialoforc. En cuanto al creclm;euto en
d:v.versos med:.os de cultivo, J.a cepa E-76 produce una gran can

tidad de pigmento so'luble ¥ la formacidn de conidiéé“e‘s nuy es
/

casa en medios de agar salvo medio de agar patata-glucosa y me

dio de agar harina de avena. Por otra parte, el Stachybotrys

lobulata se desarrolla muy répidamente en diversos tedios de
~cultivo y se forma una colonia plansa exenta de pliégu‘es. La

- formacidn de conidias es buena en casi todos los medivs excep

to en el medio de agar Czapek en cuanto a tipificar el color
de la colmia. No se produce ningdn pigmento soluble o solo se
produce escasamente.

De las diferencias énteriores, se deduce que la cepa

E-76 es una nueva cepa diferente de la Stachybolrys lobulata

¥ ha sido denominada Stachy.bo%rys esp. K~-76

(2) Stachybotrys ‘esp. T-789

“En la figura 3 se observa lo sigﬁiente. Esta cepa presen
ta una morfologlia muy similar a la del Stachybotrys esp. K-76

aunque existen algunas diferencias en el tamafio de la colonia.

‘De la misma forma que en el Stachybotrys esp. K~76, se har
comparad las propiedades microbidlogicas anteriores con las en-—

contradas en los manuales y en las referencias bibliogréficas
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antes mencionadas y con las cepas tipificadas en el IFQ. En
consecuencia, se ha hallado que esta cepa eés muy similar a

Stachybotrys lobulata TFO 5369 y Stachybotrys esp. E~76. Esta

- < .S :7‘.-
cepa presenta bucna fomacidn de fialoesporas en un medio de

3

agor Czapek. Sin embargo, para las dos primeras cepas’se ob-

serva una formacidén escasa de fialosporas en el medio agar de

a
i -

Czapek., Esto constituye una diferencia de cultivo.. -.-

Ademés, como se ha indicado al trabtar de Stachybotrys

esp. K-76 anteriormente, las propiedades morfoldgicus de es—

ta cepa son eviflentemente diferentes de las de Staéﬁ&ﬁotrys

lobulata. Ademﬁs, la regién de pH para el crecimiento: pbimo

. de eéta cepa e# de 4,5 a 10,5. También en este aspeq%b esta

cepa difiere de la cepa X~76.

Por lo tanto, por las razones citadas, esta cepa se ha
considerado nueva y ha recibido la denominacidn de Stachybotrys
esp. T-789,

(3) Stachybotrys esp. T-791

En la figura 4 se observa lo siguiénte. Los fialoforos

_se ramifican simplemente y permanecen erectos, Las puntas de

los fialoforos son ligeramente combadas en forma de varilla.
Sin embargo, el combeo no es tan grande como el observado en

1a§~cepas tipicas de Stachybotrys echinata IFO 7525 y 8856,

Esta cepa presenta una anchura de las hifas de 4,0 a 4,5 micras
que es ligeramente mayor que la de los esterigmas. Los fialofo-

Tos que se ramifican erectos con células de pie a partir de
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hifas vegetativas o hifas afreas contienen dos o tres sevtos
vy tiene un tamefio de 40-80 x 3,0-%,5 micras. La pared celular
de los fialoforos no es erizada sino lisa.

Se forman de 3 a 6 fizluros a partir.de 1la poreidn com-
bada en las puntas de los esterigmas, Ademfs, en lé&?&ﬁntas
de los fialoforos; se forman continuamente basipétalamente
fialoesporas de esféricas a subglobosas, de una soiégcélula,
con una protuberghcia.erizada y un tamafio de 4,3-5,2 x 3,0~
4,2 micras y & %iénrse forma una cadena de 24 a 70.conidiag,
Los fialuros preésentan forma oval y tienen un tamaﬁofée 6,9~

10,7 x 3,5-4,7 nicras. Tos fialoforos son incoloros~yflos fia

,1uro§ presentan color café (café, 3 pn) a negro.

El estado taxondmico de esta cepa con las propiedades
microbiolégicas descritas fué investigado en los manuales an-

tes indicados en la seccibn que trata de la cepa K-76, Como

resultado de ello, se encontrd que esta cepa pertenece al género

Stachybotrys (género Menmoniella), Especificamente, esta éepa

no presenta ascocarpos y otros organos reproductores sexusdos
'y_se forman continuamente a partir de fialuros fialoesporas ma~

rrén oscuro., Se forman largas cadenas de esporas. Las propie-

~dades de esta cepé T-791 concuerdan con las del género

Stachybotrys (género Menmoniella).
Las diversas propiedades de esta cepa se han investigado

en las manuales y refereﬁcias bibliogréficas antes citados ta-

lesccomo R.K. Zuck y G. Smith, Mycologia, 38: 69-76 (1964) y
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G. Smith, Trans. Brit, Mycol.Soc., 45:387-394% (1962) y se¢ han
comparado con las de cepas tipicas preservadas en el IF0. Co-
mo resultado de dllo, se ha considerado que como se forman con
tinua y basipbtalamente fialoesporas a partir de los fialuros

-

la cepa T-791 pertencce al gfnero Memmoniella cchinsnya’carac~

terizado por Hohnel,
Sin embargo, de los informes de Zuck y Smith., e ‘dcdduce

que esta cepa T-791 es una cepa andloga a Stachybobrys

echinata. Por lo|tento, se compard con Stachybobrys echinata
IFO 7525 y 8856, e

Morfolbpicanente, no se ohservan probuberancias crizadas

_especificas de las dos cepas tipo sobre las paredes -oelulares

i
de los fisloforos en esta cepa T~791. Ademés, en las cepas tipo,

las puntas de los fialoforos se hinchan hasta 2-3 veces la an-
chura de las hifas del fialoforo; sin embargo, no se observa
ningin hinchamiento marcado en esta cepa., Ademés, las dos ce-
pas tipo presentan buen crecimiento en diversos medios de cul
tivo, especificamente en medio: de agar.patata-glucosa y forman
colonias circulares, algo levantadas, y las hifas se adhieren
abundantemente. Ademés, la formacidn de conidias es evidente;
Por el contrario, la presente cepa presenta un crecimiento irre
gular dentritico como se ha indicado anterioruente y mala for
maciéﬁ de hifas y mala formacién de conidias,

De las diferencias miérobiolégicas citadas, se deduce que

esta cepa es nueva ¥y ha sido denominada Stachybolrys esp. T-791,
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La indicacidn de los colores dada anteriormente ¥y
en lo que sigue esté de acuerdo con el mébodo descrito en
Color Hérmdhy HManual, Container Corporation of America
(1958).

Se han depositado muestras de las nuevaS'cepas;
Stachybotrys esp. X-76, Stachybotrys esp. T-789 y Stach*botrys
esp. T-791 en @l Instituto de Investigaciones de Termghta~
cidn, Agencia de Ciencia y Tecnologia Industrial, Japon,
bajo los nimeros de depbsito FERM-P ng 3802 y FERHLP po

3803, respectivamente.

(b) Produccidn de compuestos de férmula general (Ia) pﬂr los

microorganismos del género Stachybotrys

Especificamente, la preparacién de los compuestos de
férmula general (Ia) mediante los microorganismos del géne-

ro Stachybotrys antes descritos; se¢ realiza de la siguiente

forma. .

En primer lugar, se cultxvan los microorganismos en
un medlo que contiene las fuenftes nutrientes y los aditi-
vos habituales., Las fuentes de nitrégeno generalmente ubi-
lizadas como substrato de cultivo son, por ejemplo, harina
de sdjg, aceite de soja,,licoi de infusidén de maiz, extrac-
to de levadura, levadura seca, harina de avena, exbracto de

carne, caseina hidrolizada, sales ambnicas y nitratos. Son




ecjemplos de fuentes de carbono adecuadas la glucosa, glicerol,
< " maltosa, almidbén, lactosa, sacarosa y melszas.
Son ejemplos de aditivos al medio de cultivo'las

ES 2

sales inorgénicas como carbonabo cilcico, c¢loruro sddico, sul
b - " badi ¥} —

fato megnésico y 4cido fosférico. Si es necesario, el medio
de culbivo puede contener ademéis canfidades traza de sales de
metales como hierro, cobre, manganeso y cinc. o
El cultivo puede realizarse en un medio acuoso
corriente que con,enga €l substrato citado, empleandoﬁﬁﬁa tée
10 nica de cultivo superficial o una técnica de cultivo é&ﬁérg;
do, con aireacidn y agitacidn. Es preferible el cultivo sumer
gido con aireacién ¥ agitacidn. E1 cultivo puede realiédrse
ventajosamente a una bemperatura de unos 15 a unos 3500, pre=
15 feriblemente de 20 a 52°C, durante un periodo de unos % a 7
dias habitualmente, en condiciones de aireacidn comunes, mien
tras se mantiene el pH del medio de cultivo a 3,5-11,5 aproxi
" madsmente y preferiblemente entre 4,5 y 9,5.
Después de cultivar; la sustancia producida se re
20 cupera dél caldo de cultivo. E1l método de recuperacidén no es
especialmente critico y puede emplearse cualquiera de los di-
Versos métodos conocidos que utilizan las propiedades fisicoqui
micaé'de las sustancias producidas.

Por ejemplo, la recuperacidén puede conseguirse me-

25 disnte un método que utiliza las diferencias de solubilidad
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entre los productos y las impurezas, un mébodo que utiliza

" las diferencias de poder absorbente y la afinidad por los

absorbentes comunéé tales como carbdn activo, XAD-2, gel
de silice, resinas cambiadoras de ion o Sephadex marca re
gistrada para un producto de Pharmacia Fine Chemicalsjum
nétodo que utiliza las diferencias en el coeficiente de ‘
distribucidn entre dos fases liguidas o una combinacifn. de

dichos métodos.
MAs especificamente, el caldo de culbivo se filtra

o} cent:r::.fuga de forma convenc:.onal para separa:r las células.
Después se agrega mebanol al liquido que sobrenada y 1a neg-
¢la.'se agita y se deda en reposo durante 2 o 3 horas. 1}‘
precipitado se sepera centrifugendo de nuevo., El resmduo se
exl:fae .con un volumen igual de acetato de etilo y el disol-
vente se separa. por destilacidn, E1 extrac‘co: se disuelve en.

metanol y la solucidn metandlica se pasa por una columna de

" carbén activo y el disolvente se separa del eluato por des-

tilacién. El residuo se filtra a través del gel empleando
Sephade‘xblﬁh—EO. Lag fracciones resultantes se someten cada
una de ellas a un ensayo de actividad anti-complemento en
la forma descrita més adelante, Se recogen las fracciones
activ"é.sr y se destila el disolvente. Asi se obtiene 6,7-di-
hidroxi;2,5,75,Sé—tetrameti;—l,2,5,4,4a,5,6,7,8,8a—decahi—
dronaftalen-l-espiro-2'~ (67, 7°-difornil-4’-hidroxi-2*, 3'-
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dihidrobenzofurano de la f£6rmula estructural (Ia) indicada
anteriormente.

2. Preparacidon de otros compuestos de fbérmula general (I)

Los deéivados de sesquiterpeno de férmula general (I)
de esta invencidén distintos de los compuestos de f£érmula
(Ia) pueden ser preparadoé a parﬁir del éompuesto aé;fér—
mula (Ia) como material de partida, mediante uno de los pro-
cedimientos descritos a continuacidn o mediante uﬁé:ébmbina—
cidn de dos o mas de estos procedimientos. Las reacciones im-
plicadas en estos procedimientos y los compuestos producidos

estén descritos a continuacidn, "

(A) Procedimiento (1)

Los compuestos de férmula'géneral (), dondz uno o
los dos radicales Rziy R3 representa un grupo carboxilo (de-
nominados en lo que sigue compuestos (IB)) pueden ser prepa-
rados por oxidacibn de los compuestos de férmula (I) donde

3

uno o los dos radicales R2 Yy R reoresentan un;grupo formilo

(denominados en lo que s;gué compuestos (IA)), por ejemplo

el compuesto (Ia).

La reaccidn de oxidacién puede realizarse por méto-
dos convencionales de obtencién de &cidos carboxflicos aro-
ﬁéticos a partir de aldehidos arom&ticos. Son ejemplos de
métodos de oxidacién aplicables un método que utiliza un
agente oxidante, un mééodo que Implica irradiacidén luminosa

en ausencia de catalizador, un método de oxidacidn por con-
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tacto eﬁ presencia de un catalizador empleando aire u oxi-~
'geno, un métddo de oxidacidn electrolitica en presencia de
un compuesto de cobre o &cido sulfirico y un método de oxi-
dacidn empleandb una enzima. Debido a su sencillez de ope-
racién,.etc, facilidad de Separacién y purificacitn del
producto de reaccidén, renaimientb, etc, se prefieire el méto-
do que utiliza un agente oxidante v el método de oxidacibn
por contacto empleando aire u oxigeno. jiﬁf
No existe ninguna restriccidn particular sobre los
Agentes oxidantes gque pueden utilizarse en la realizacidn
Vdel método émpleando un agente oxidante. Puede utiiizarse
édalquier agente oxidante orgdnico o inorgdnico convencio-
nal. Son ejemplos tipicos de agentes oxidantes ino?génicos
‘que pueden utilizarsg las sales de permanganato, 6xido de
manyganeso, p@rofosfafo dé manganeso, &cido crfmico, sales
Qe crométo, 6xido de plata, nitrato de plata, reactivo de
Tollens,'éxido'de oro, perdxido dé niquel, didxido de se-
lenio, cloro, bromo, vodo, &cido hipocloroso, dcido hipo-
 bromoso, &cido perclérico, &cido peryédico, sales de los
acidos hipohalogenosos antes descritas y de 4cidos perhalb-
_genados, écidohnitrico, dcido nitroso, tetréxido de nitrd-
fgeno, diéxido de n&tfégeno, sales de cobalto como sulfato
cobdltico o acetato cobdltico, sales de cerio como sulfa-‘
to cérico, &xido céricé y perclorato cérico, perSxido de

hidr6geno y ozono. Son ejemplos de los agentes oxidantes
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orgénicos que pueden utilizarse la N-bromosuccinimida, N-clo-
rosuccinimida, sodio~N-cloro-p-toluensulfonamida, sodio=N-
clorobencenosulfonamida, compuestos azo como azodicarboxila-
to de etilo y 4-fenil-1,2,4~triazolin~3,5~diona y dcidos

s

*
percarboxilicos como dcido perférmico, &dcido peracétito,

» W a
>
3

dcido monoperftélico, écidq trifiuorperacético, écrddiper-
benzoico y &cido metacloroperbenzoico.

De estos agentes oxidantes, los més preferiéssgson
las sales de ermanganato, 6xido de plata, perdxido de hi-
drégeno, &cidd crdémico, &cido peracético y &cido perbenzoi-
co y todavia mejor las sales de permaﬁganato y el iégido de
pl;ta.

Preferiblemente, el método de oxidacidn utilézando
un agente oxidante se lleva a cabo en un disolvente adecua-
do. Son ejemplos de disolventes adecuados” que pueden utili-
zarse el agua y los disolventes orgdnicos hidratados 'o-

'88C08, V.g. alcoholes como metanol y etanol, piridina,

éteres como dioxano, tetrahidrofurano y &ter dietflico, ce-

‘tonas como acetona y metiletilcetona, &dcidos carboxilicos

-

como &cido acético y &cido propibnico, ésteres como acetato
de etilo, hidrbcarburos.arométicos como benceno o cloroben-
éepo, hexametilfosforamida, dimetilformamida y dimetilsulfé-
xido. La cantidad adecuada de agente oxidante es alrededor
de 1 a 10 eqﬁivalentes,{preferiblemente 1 a 2 equivalentes

por cada grupo formilo del compuesto de partida (IA), La
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reaccién puede llevarse a cabo entre -10 y 100°C aproximada-
mente y preferiblemente a 0-50°C, durante unos 30 minutos
a 24 horas.

ﬁl nétodo de bxidacién por contacto -empleando un gas

que contenga oxigeno, como aire u oxfigeno, puede ser reali-

zado, por ejemplo, haciendo borbotear oxigeno o aite por

una solucidn acuosa de hidréxido sédico o hidréxido poté-

RN

sico en ausencia de catalizador o haciendo borbotecar -Oxige-

no o aire por una solucidn acuosa en presencia de una sal

-inorgé&nica como catalizador, tal como nitrato de cobalto,

acetato de manganeso o acetato de cobalto o en prébé;ﬁia

P ' - !

de un iniciador de radicales de perdxido de benzoflc .o bajo
radiacién luminosa. Entre estos procedimientos, es eépecial~
mente ventajoso el método de auto-oxidacién por contacto
que consiste en hacer borbotear aire u oxfigeno en ausencia
de catalizador, a través deiuna solucién acuosa alcaliné.

Esta reaccién puede completarse agitando la mezcla reaccio- -

nante, habitualmente entre la temperatura ‘noymal° (alrede-

dor de 2I-30°C) y unos 100°C, preferiblemente a 40-50°C, Qu-

rante unos 30_minutos a unas 24 horas, habitualmente duran-
te unos 30 minutos a 2 horas.

) Después de %a reaccibén de oxidacién anterior, ei
agente oxidante, si seutiliza, se descompone con un agente

reductor y después los subproductos inorgénicos se separan

por filtracidn, neutralizacidén, destilacién a vacio, etc.
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Cuando se hace borbotear aire, etc, a travéds del sistema
reaccionante, la mezcla de reaccidn se trata preferiblemen-
te con carbdén activo y después se acidula, por ejemplo con
&dcido clorhidrico, para preciéitar cristales. La mezcla de
reaccidén se extrae con un disolvente orginico como}ééé%ato
de etilo y después se somete a uﬁ procedimiento cohﬁéﬁcio»
nal de separacién y purificacién como cromatograffa en co-
lumna o cristalizacidn fraccionada. Asi, puede sep&faése
y recuperarse Ll compuesto deseado (IB).

Entre los compuestos obtenidos por el prOcedimiento

L

antes descritp, un compuesto donde uno de los radiéélés
R2 Yy RB es un' grupo formilo y el otro es un.grupo’cafﬁo—
xilo (este compuesto seri denominddo en lo qué sigue,espe—
cificamente compuesto (Ib)) tiene la estructura (Ibl) con
un anillo de iactona en estado cristalina. En un disolvente,
especialmente en un disolvente bé&sico, el compuesto (Ib)
se encuentra en forma de mezcla en equilibrio de compuesto

(Ibl) y su tautémero, el &cido monocarboxilico (Ib,) repre-

sentado a continuacién:
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HO

CH3
HO

- Guy “om,

Las estructuras anteriores

| HO
. COOH
CH> o

_H
\
0
/..
()
CHO
(Iby)

constituven un ejemplo



10

15

20

25

- 43 -

i

i

i
\

de compuesto de f£6rmula (I) donde R1 y R5 son &tomos de

1

‘hidrégeno, R2 es un grupo formilo, R3 es un grupo carbo-

xélo y R4 y R6 son érupos hidroxilo.

| Bsta estructura fué confirmada disolviendo el com-
puesto (Ibl) (cristalino) en dimetilsulfdxido y midizndo
el espectro de RMN del mismo con el tiempo. Veintd_&%hutos
después de la disolucién; se 6bsérv6 un pico a 92,89 ppm que
es una sehal caraéteristica del protdn aldehidico!%:égo)
ademds de un pico a 6,36 ppm que es una sefial caracteris-
tica de una lactona. La relacién integrada del primer pico
al dltimo era alrededor de 73:27. Dos horas despuég“@e la
diéolﬁcién, aumenté algo el pico a 9,89 ppm, siendéAia re-
lacién integrada alrededor de 70:30. Esta'relaciépvintegra-
da alcanzada 2 horas después de la disolucidn apéﬁéé vérié
después. Este resultado pone de manifiesto que el compuesto
(Ibl) y el compuesto (Ibz) estén presentes como mezcla mokr 7:’

en equilibrio en el disolvente anterior. Cuando se utili-

zan como disolventes metanol o piridina, un andlisis espec~

~ troscépico de RMN similar condujo a la confirmacién del

compuesto (Ib2) gue es un tautdmero del compuesto (Ibl)‘

(B) Procedimiento (2)

Los compuestos de f6rmula (I) donde por lo menos

2 o R3 representa un grupo hidroxi-

uno de los radicales R
lo {a los que nos referiremos en adelante como compuestos

(IC)) pueden ser preparados por (1) reduccién de los grupos
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formilo o carboxilo de los compuestos (IA) o (IB) o {2)

reduccidn de los compuestos de férmula'géneral (I) donde

R2 y'R3 se combinan para formar un anillo de lactona de

£6rmula —CH;OfC—, donde R9 es un dtomo de hidrdgeno o un

gl
R’ o - ‘

~a

grupo hidroxilo (a los que nos réferiremos como coﬁpugétos
(1ID}).

La rédupcién anterior puede efectuarse por iagjdos
métodos sigui %tes.

La red cci@nnﬁéqlps“grupos formilo puede realizarse

empleando diversos métodos convencionales de reduccidn de

“aldehidos aro‘éticos a alcocholes aromdticos, por éjemplo

3

 empleando un agente reductor, un método de reduccidn cata-

litica o un método de reduccidn electrolitica.

En el método que utiliza un agente reductor, son ejem
plos de agentes reductores adecuados que pueden utilizarse
los compuestos de hidruro Qe aluminio como hidruro de litio

y aluminio, hidruro de sodio y aluminio, hidruro de sodio

2% trietoxialuminio e hidruro de sodio y bis(2-metoxietoxi)

aluminio; compuestos de hidruro de boro como borohidruro
s6dico, borphidruro de litio, cianuro de borohidruro sédico
itQiborano; hidruros de estano orgdnico como hidruro de tri-
n-bﬁtil—estaﬁo, hidruro_de difenil-estano e hidruro de tri-
etil-estafio e hidrosilaﬁos como dimetilfenilsilano y trietil-

silano.
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Pueden utilizarse diversos catalizadores convencionales en

. el nétodo de reduccibén catalitica. Son ejemplos de cabalizado-

res adgcuados que puedon uwhllizarse el negro de paladio, pala-
dio incarbén, niquel Raney y dxido de platino.

Uné contidad adecuads de cabalizador, oscila gntrc,alrede—
dor de 1 a 50 % en peso, o preferiblemente de 5 a 15 % en peso
basado en el peso del compuesto de pértida representado por la
férmula general (Ia), (Ib) o (Id).

El método de reduccibén electrolitico puede realizarse, por
ejemplo, cmpleando como chbodo mercurio, plomo, platiqof4cinc,

niquel, paladio, grafito, etc y haciendo paser una corriente

3

continua de un volbtaje de alrededor de 2 a 12 voltios,)érefeqi
blemente 4 a 6 voltios a través de una solucidn neutra’é alca-
lina que contiene el compuesto. o

Entre los métodos de reduccidn citados, se prefiere el mé-

todo que utiliza un agente reductor debido a la facilidad de ma

~ nipulacidn y al coste razonable del tratemiento. EL uso de boro

hidruro sédico como agente reductor es el més ventajoso. Con més
detalle, este método se realiza en un disolvente inerte, por equ-
plo una solucidén acuosa de un Alcali como hidréxido sbdico o hi-.
dréxido potésico, agua, un alechol inferior como metanol o etanol,
un éter como tetrahidrofuramno o dioxano o una mezcla de estos di-
solvenfes. La cantidad adecuada de agente reductor utilizada es
habitualmente por lo menos alrededor de un equivalente, preferi-

blemente de 1 a 8 equivalentes por equivalente de grupos formilo
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del compuesto de partida que han de ser reducides. La tempera-
tura de reaccién es habitualmente alrededor de O a 60°C, prefe
riblemeﬁre 5 a 2500..En.general; la reaccidén es completa en
uncs 30 minﬁtbs g unas 10 horas. Cuando se utiliza el compues-
to (Ib) como material de partida en la reaccidn de veduceidn,
debe inbtroducirse previamente un matverial basico eniéiﬁsiste—

ma de reaccidn para abrir el anillo de lactona. Ello es debido

a que, en condiciones neutras o Acidas, el compuesty  (7b) se

3
encuentra en forma de compuesto de lactona, del que es tipico

el compuestd de|estructura (Ibl) dado anteriormente,que es muy

establey no puelfle ser fécilmente reducido. Para este.fin, deben

. emplearse los ﬁgentes reductores, los disolventes y=l§s condi-

ciones de reaccién antes descritas en presencila de uﬁimaterial
bAsico como hidrdéxido sddico, hidrdxido potésico, carbonato s6-
dico, carbonato potdsico o hidrdgeno-carbonato sbédico, siendo

la canbtided adecuada de mabterial bésico 1 mol o més por mol del
material bésico. Preferiblemente, en presencia del material bé-~ -
sico, el compuesto de partida‘antes descrito se calienta con agi'
tacidn a unos 0-80°C, preferiblemente a unos 40-6000, durante 1
a 8 horas aproximadamente, junto con por lo menos unos 4 euiva-
lentes, y preferiblemente de 4 a 16 equivalentes, de borohidru-
roxsédico, como agente reductor, en un disolvente inerte conven
cional, como agua, metanol, etanol, tetrahidrofurano y dioxeno,
bien individualmente o como mezcla de disolventes.

“Ia reduccién de los grupos carboxilo del compuesto (Ib), ¢
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i

de Qn compuesto (Ic) obtenido por el procedimiento antes des-
crito, en el que uno ‘de los grupos R® ¥y R7 os un grupo hidroxi
metilo ¥ el otro es'un grupo carboxilo y se combinen para formear
un anillo de lactona(a los que nos referiremos en adelante como
compucstos (Id)puede llevarse a cabo de la sigulente Porma, Se
hace reaccionar un compuesto de férmula (Id)con porfig?menos al-
rededor de 1 equivalente, y preferiblemente de 1 a 8 equivalen-
tes, por equivalente de compuesto (Id)de hidruro deyljﬁio v alu~
minio como agente reducltor, en un disolvente ineste convencional
como dioxano o éter dietilico, a 0-60°C aproximadamwente,preferi-

blemente,S a 25°C,durante unos 30 minutos a unas lC;héras.

(C) Procedimiento (3) : -

Los compuestog de Lérmula (I) donde R2 y R? es#én unidos
entre si para formar un anillo de lactona de férmulé'QCH2-0~g—
(a los que nos referiremos 'en adelante como compuestos
(Id))pueden prepararse fhcilmente por ciclacidn con agua de li-
beracidn de compuestos de férmula (I¢) obtenidos por el método
antes descrito, en los que uno de” los radicales R2 p'"R5 represen
ta un grupo hidroximetilo y el otro radical Re 0 R’ representa
un grupo carboxilo, en ausencia de un disolvenbte por éiclacién.

con agua de liberacidén o en presencia de un disolvente adecuado.
La reaccidén anterior puede efectuarse calentando directame

te a unos 100-200°C el material de partida.Alternativamente, el
naterial de partida se disuelve en un disolvente inerte adecuadc

y ® caliente en presencia de una canbidad catalitica(alrededor ,
de 0,01 a 50%en peso,preferiblemente 0,0l a 10 % en peso basadc
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en el peso de material de partida), de un compuesto &cido a

i
O;—EQOOC aproxinadamente. Preferiblemente a 60-150°C, durente 10
min&ﬁos a 24 horas; generalmente 2 a 10 horas. Son ejenplos de
disoaventes adecuados que pueden utilizarse los hidrocarburos
arométicos como benceno y tolueno, bidrocarburos halogénados co-

mo diclorometanoc, dlclo“oetano R4 clovoformo éteres eﬂaq gter di-

metilico,tetrahidrofurane, y dioxano,glicoles,tal como glicol

y alcoholes inferiores como etanol y metanol. Son qj&@plos de

compuestos &cidos adecuados que pueden, utilizarse, por ejemplo,

cloruro de hidrdgeno, écido clorhidrico, &cido. fosfdrico, &eido -

. pollfosforlco, trifluoro de boro, &acido perclorlco, dC“dO tri-

) clorometanosulfonlco, fcido trifluoracético, Acido’ naitalensul-

fénico, &cido p-toluensulfdnico, Acido bencenosulfon oy dime--

t;lacetal de acebona.

(D) Procedimiento (4)

Los compuestos de férmula general (I) donde uno o los dos
radicales RE o) R3 representan el grupo de férmula —CH:CR7R8, dor
de R? Yy r® son los definidos anteriormente; (a los que nos refe
riremos en adelante como compuestos (IE))pueden ser preparados
por deshidrocondensacidén de compuestos de f£érmula (IA) con com-
puestos metilégicos activos de férmula'general (ID):

"G — R
ANET (II)

donde R7 ¥ R8 son los deflnlaos anteriormente, en presencia de

un catallzador.
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|

2 La recaccién de deshidrocondensacion puede efectuarse en au
sencia de disolvente., Sin embargo, la reaccidn de deshidrocon~
densacién pucde efectuarse ventajoseamente en un disolvente iner
te 6onvenoiona1, por ejemplo una solucidén acuosa de un &lcali

como hidrdéxido sbédico, agua, un alcohol como metanol o ebvamcl,

un éter como dioxano o tetrahidrofurano, un hidrocarburc aromb

tico como benceno o tolucno, una amina terciaria cemo piridina

J -

o trietilamina o uﬁ hidrocarburo halogenado como clotiro de me-
tileno, cloroformo o tetracloruro de carbono, 8i se ubiliza co-
mo disolvente una solucién acubsa alcalina, piridiﬁa:b trietile
mina, bambién actian como catalizadores y, por lo %5@%0, no es
necesario agregar otro catalizador, Cuando se empiééﬁ otros di-
solventes, debe utilizarse un catalizador, por ejémflo un ami- -
noécido como P-alanina, una amina ciclica como piperidina o |
morfolina, amoniaco, una amina como etilamina, dietilamina o

butilemina, sales de acetato de'estas aminas, un acetato de me-
tal alcalino como acetato sddico o acebato potésico o una alco-
holato de metal alcélino como etilato sédico o metilato sédico,
en uné cantidad de alrededor de 0,01 hasta un auplio exceso,

preferiblemente 0,05 a 30 % en peso basado en el peso del mate-

rial de partida.
~  La temperatura y el tiempo de reaccién sc determinan de

acuerdo con el disolvente utilizado,Cuando se eumplea un disol-
vente no polar como benceno o cloroformo,la reaccidn se lleva ¢

cabo generalmente calentando el sistema de reaccidén a una tem-
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:

per?tura préxima al punto de ebullicidn del disolvente y wien-
traé se separa el agua formeda on la reaccidn como azedtropo,
se Syosigue 1a reaccidn hasta que se ha separado la centidad
teér&ca de agua, Cuando se emplea un disolvente que es bastan-
te miscible con el apua, como etanocl, piridina o diexsno, la
reaccién puede efectuarse habitualmente desde la témperatura ’
ambiente hasta uﬁgs 12000, preferiblemente-de 30 a 60°C, du-
. .

rante unos 30 minutos a unas 24 horas, generalmenté7§9 minutos
& 2 horas sin separar el agua formada en la reaccidn.

Ta centidad de compuesto  mebilénico activo de férmula ge
neral (I) utilizada eh la reaccibén de deshidrocondensacién
anteiior'es por lo menos alrededor de 1 equivalenfe,‘y‘pre—

feriblemente de 1 a 2 equivalentes, calculado sobre l@s gru~

_pos formilo del compuesto de partida (IA).

(E) Procedimiento (5)

Los compuestos de férmula genevel (I)donde uno o los
dos radicales R2 yR3 son grupos hidroxilo ( a los que nos
referiremos en adelante como -compuestos (IF) pueden prepa-

rarse fécilmente por reaccién de compuestos (IA) con perd-

- xidos, en un disolvente inerte.

Son ejemplos de disolventes inertes adecuados que
pueden utilizarse las soluciones acuosas de &lcalis como
hidréxido sbédico e hidrdéxido potésico, agua, piridina,

metanol, etanol, Acido acético, &cido propidnico, clorofonr-
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mo, cloruro de metileno, acetato de metilo, acetato de
etilo, benceno y tolueno. Son peréxidos édecuados que pue-
den utilizarse los perdxidos orgdnicos o ino¥gédnicos como
perbxido de hidrégeno, &cido peracético, 4cido trifluorper-
acético, &cido m-cloroperbenzoico, &cido perbenzoiéd y
acido perfumirico.

La temperatura de reaccidn es habitualmente alrededor
de 0 a 100°C, preferiblemente 0 a 50°C y la reaccivn se com-
pleta agitando| la mezcla durante 1 a 24 horas aproximada-
mente. La cantfidad de perdxido es como mfnimo de unos 2 mo-
les, preferiblemente de 2 a 3 moles, por mol de compu;sto
de partida (IA)l Una vez terminada la reaccién, se agrega un
agente neutralizante adecuado y la mezcla se c6ncentra a pre-
sidn reducida. El residuo se agrega sobre agua de hielo y
los cristales crudos precipitados se recogen por filtracién,
se lavan con agua y se secan. -Los cristales crudos secos se
diéuelven en un disolvente adequado como cloroformo y se se-
paran por cromatogréfia en célumna. El compuesto deseado

(IF) se obtiene' habitualmente como una fraccién elufda con

metanol.

(F) Procedimiento (6)
'Los compuestos de férmula general (I) donde ambos ra-

dicaies R2

y R3 representan grupos alcanoil (inferior)oximetilo
(a los que nos referiremos en adelante como compuestos (IG))

pueden ser preparados por acilacién de los compuestos (IF)
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obtenidos por el Procedimiento (5) antes descrito.

Como agente acilante en la reaccidén anterior pueden utili-
zarse"loé &cidos alcanoicos inferiores tales como 5oido acéti-
co, propidnico, butirico, isobutirico, etc, sus anhidridos o
gus haluros tales como cloruro de acetilo, bromuro &2 propio-
nilo, bromuro de butirilo, bromuro de isobutirilo,ewe, por ejem
plo. Los anhidridos de 4cidos alcanoicos inferiores y los halu-
ros de 4cido son los preferidos. La reaccidn de aciiacién puede
efectuarse en ausencia de un disolvente o en presencia de un 4i-
solvente inerte convencional y de un compuesto basice. Son ejem-

plos de disolventes inertes adecuados que pueden utiiizarse los

. hidrocarburos aromdticos como benceno y tolueno, éteres como $tc

dietilico, dioxano o tetrahidrofunao,hidrocarburos halogensdos
como cloroforme y cloruro de metileno, aminas terciarias como pi
ridins y trietilamina, dimetilsulféxido y dimetilformsmida. Los
compuestos bésicos Utiles son, por ejemplo,carbonato séiico,car
bonato potédsico, hidrdgeno-carbonato sbdico y aminas terciarias
como piridina, quinolina, N,N-dimetilanilina o trietilamina,una
cantided adecuada del compuesto bésico es por lo menos 1 mol, Tz
feriblemente 1-2 moles por mol del compuesto de partida cuando ¢
emplea un haluro &cido como agente.acilante, y alrededor de 0,01
-10.% en peso basado en el peso del compuesto de"partida cuando
se efnplea anhfdrido 4cido como agente acilante,

La reaccidn puede llevarse a cabo a una temperatura de unos

-60°C a 15000, preferiblemente de 0 a 100°C ¥ es comﬁleta en 1 ¢
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20 horas sproximadamente. Ia cantidad de agente acilante es por
lo menos alrededor de 1 equivalente, habitualmente 1 a 20 equi-
valentes, calculado sobre los grupos hidroxilo del compuesto de
partida (IF).

Cuando se utiliza como material de partida un enmpuesto de
férmula (IF) en el que no solamente R® ¥ R? sino también por lo
®nos uno de los radicales -ORl,R4 y R6 représenta un grupo hidr
xilo, en la reaccidn de acilacién anterior, el otro o los otros
grupos hidroxilo son algunas veces acilados también, dependiend
de las condiciones de acilacidn, especialmente de la eleccidn
de la temperatura de reaccién o de la cantidad de agente acilar
te.Cuando se desea ilar seiectivamente R2 ¥y R3 en €l caso de
utilizar dicho compuesto de partida, el otro o los chros grupos
hidroxilo pueden ser protegidos empleando técnicas convenciona-
les tdecuadas antes de la reaccidn y después de la acilacidn de

R2 Yy R3, se separan los grupos protectores.
(G) Procedimiento (7)

Los compuestos de férmulas (IA) a (IG) obtenidos siguiendo
los procedimientos antes descritos, donde Rl representa un gru-
po alquilo inferior, pueden ser preparadoé por reaccidén de los

1

correspondientes compuestos donde R es un &tomo de hidrdégeno

con agentes alquilantes conocidos.
Son ejemplos de agentes alquilantes adecuados que pueden
utilizarse los haluros de alguilo como ydduro de metilo, bromu-

ro de etilo, bromuro de propilo, bromuro de isopropilo, yoduro
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de butilo y bromuro de t-butilo; sulfato de dialquilo como sul-

~ fato de dimetilo o sulfato de dietilo y diazo .alcanos como dia-

zometano o diazoetano.

La reaccibén de alquilacidn puede efectuarse entre la tempe-
ratura ambiente y unos 10000, preferiblemente de 30 'z 70°C, en
un disolvente inerte convencional, por ejemplo una cetona como
acetona o metiletildetona, un éter como tetrahidrofurano o dio-
xano o un alcohol inferior como metanol o etanol, en presencia
de un compuesfo bésico como carbonato potésico,carbonato sbdico.
hidréxido sédico e hidréxido potédsico,en una cantidad de alrededc

de .0 a 10 moles,pref.l1-2 moles por mol del agente acilante. La

. reaccidén se completa habitualmente en 1 a 8 horas aproximadamen-

te. Iia cantidad de agénte alquilante empleada es por lo menos
alrededor de 1 mol, habitualmente de 1 a 5 moles, por mol de ma-
terial de partida (TA) a (IG).Cuando se emplea diazometano como
agente alquilante, puede omitirse el compuesto bésico.

(H) Procedimiento (8)

Los compuestos de férmulas (IA) a (IG) donde Rl es un grupo

~alcanoilo inferior pueden obtenerse mediante una reaccidén de ac:

lacidn conocida de los correspondiente compuestos en los que Rl

es un &tomo - de hidrdgeno.

" La reaccidén de acilacidn puede efectuarse de acuerdo con el

- Procedimiento (6) antes descrito.

Si se utilizan como mabterial de partida los compuestos de

férmula general (I) que contienen un grupo hidroxilo en posicip
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nes distintas de la posicidn I es probable que este grupo hi-
droxilo sea acilado también bajo las condicices acilantes antes
descritas para el Procedimiento (6). Por lo tanto, cuando se aci
lan estos compuestos de partida, el grupo hidroxilo eh una posi-
cidn distinta de la posicidn 4es ﬁréferiblemente procegido de
forma convencional con un grupo protector adecuado.

(I) Procedimiento (9)

' ' o
Los compuestos de férmulas generales (IA) a (IG) donde R' y
R6 son grupos alcanoiloxi inferior,pueden ser preparados por ac]
lacidén de los correspondientes compuestos donde R4'y R6 son gfu-

pos hidroxilo. En esta reaccién también pueden utilizarse las

.- mismas condiciones de acilacidn, proteccidn y posterivr elimina-

cidn de grupos protectores por medio de otros grupos funcionale:
gue en el Procedimiento (6) anterior.

(J3) Procedimiento (10)

Los compuestos de férmulas generales (IA) a(IG)donde r* ¥ g¢

gon grupos alguilidendioxi inferior pueden ser preparados por
reaccién de los correspordientes compuestos donde R4 Yy R6 son

grupos hidroxilo con aldehidos o cetonas de férmula general(III;
10 '
R

N .
donde Rlo N R;l, que pueden ser iguales o diferentes, represen-
tanzcada uno de ellos un &tomo de hidrégeno o un grupo alquilo
inferior, o con acetales o quetales de la siguiente férmula

general (IV);
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RlO c
N

RIi/ \\\bCHB

, aue pueden ser iguales o diferentes, son los dg

()

10 11

v R
finidos anteriormente.
Esta reaccidn puede llevarse a cabo en presencia de un cata-

lizador, en ausencia de un disolvente, o en presencia de un di-

solvente adecuado. Son ejemplos de disolventes adecualos que pue

den utilizarse los hidrocarburos aromaticos como benceno y tolue
no, &teres como éter dietilico y dioxamo, hidrocarburos halogens
dos como cloroformo y clorurc de metileno v cetonas como acetons

¥ metiletilcetona. Son ejemplos de catalizadores adecuados que

puédén utilizarse los haluros de hidrdgeno como clorurc de hidr¢

geno y bromuro dé hidrdgeno, los Acidos de Lewis como &cido sul-

flrico cuya cantidad adecuada oscila entre alrededor de 0,1 a 2(

.% en reso, preferiblemente 5-10 % en peso basado en el peso del

material de partida,cloruro de aluminio emhidro,cloruro de cinc
anhidro ¥ trifluorurc de boro y Acido p-toluensulfénico. Los
compuestos de férﬁulas generales (IIT)y(IV)utilizados para la
reacéién se emplean habitualmente en exceso sobre los compuesto:
dé férmilas generales (TA) a (IG), ya que tembién actian como
disolvente. La temperatura de reaccidén adecuada es alrededor de
-30%C a + 70°C, preferiblemente de 0°¢C a 1la temperatura ambien-
te. En estas condiciones, la reaccidn es completa en unos 30

ninutos a 6 horas.
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(K) Procedimiento (11)

Los compuestos de férmulas generales (IA) a (IG) donde
R4 y R5 unidos representan un grupo oxo (=0) pueden theger-
se por oxidacién de los correspondientes compuestostéonde
r? es un grupo hidroxilo y R5 es un &dtomo de hidrégéno.

La reaccidn de oxidacifn puede llevarse a cabo emplean
do diversos agentes oxidantes conocidos que se utilizan pa-
ra oxidar los alcoholes secundarios a grupos oxo. Son ejem-
plos de agentes oxidantes adecuados que pueden utilizarse el
dcido crémico, &dcido bicrémico, sales de estos &cidos con me-
talgs como sodio o potasio, &cido nitrico, halSgenos como bro-
mo o cloro, agentes oxidantes de Oppenaﬁer Yy reactivoé de
Jones.

La reaccién se lleva a cabo preferiblemente en un
disolvente adecuado. Son ejemplos de disolventes adecuados
el agua, los alcoholes como metanol y etanol, los éteres
como dioxano, tetrahidrofurano y é&ter dietilico, acetonas
como acetona y metiletilceto;a, los &4cidos orgdnicos como
&cido acético y &cido propiénico, los.éstereé como acetato
de etilo, los hidrocarburos aromdticos como benceno y clo-
robenceno, los hidrocarburos halogenados como diclorometano
fldicloroetano, dimétilformamida, dimetilsulféxido y piri-
dina.

La cantidad de agente oxidante puede seleccionarse

apropiadamente dentro de amplios limites. Habitualmente,
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se utiliza un exceso del agente oxidante.

La reaccidn puede llevarse a cabo entre -10°C Y
+100°C aproximadamente, preferiblemente entre 0°C y la tem-
peratura aﬁbiente, durante unos 30 minutos a unas 6 horas.
Si én la reaccidén de oxidacién antes descrita se utilizan
_éompuestos de partida con grupos que son afectédos por la
reaccién de oxidacién, como los grupos formilo o'Hlﬁioxilo,
es conveniente'pfotegef eséos_grupbs con grupos protectores
adecuados, de forma convenciopal, de la misma mansra-que en

el Procedimiento (6) antes descrito. La separaciéu."de los

grupos protectores después de la reaccién puede efectuarse

. AY
- fdcilmente por métodos convencionales.

Los derivados de sesquiterpeno representados por la
férmula.geﬁeral (I) de esta invencién pueden obtenerse uti-
lizendo uno o méé de los Procedimientos (1) a (11) aquf des-
critos, y secuencias adecuadas, y, si se desea, protegiendo

los centros reactivos seguido de eliminacién de los grupos

' ' protectores y utilizando diversos procedimientos de separa-

cibn y purificacién.

Entre los derivados de sesquiterpeno de férmula (I)

de esta invencién, los que contienen grupos &cidos, es decir,

ﬁngwthMﬂoﬁﬁhwyhuyg@oamwnmpm@n

reaccionar con compuestos b&sicos para formar f&cilmente las
sales correspondientes. Esta invencién también incluye las

sales de los derivados de sesquiterpeno de férmula general (I).
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Como ejemplos de compuestos b&dsicos que pueden
ufilizarse en la produccién de las sales de log derivados
de sesquiterpeno de férmula general (I), podemos citar los
hidréxidos y carbonatos de metales alcalinos y alcalino-
térreos, como hidrSxido s6dico, hidréxido potdsico, hidré-
xido cédlcico, carbonato sédico, carbonato potdsico e hidré-
geno-carbonato sédico. También pueden utilizarse cbmd com-
puestos bédsicos las aminas orgéﬁicas como metilamina, etil-
amina, isopropilamina, morfolina, piperazina, piperidina
y 3,4-dimetoxifenetilamina.

La formacién de sales utilizando compuestos bdsicos
puéde realizarse facilmente en un disolvente adecuadoc me-
diante técnicas convencionales de formacién de sales. Son
ejemplos adecuados de disolventes que pueden utilizarse el
agua, los alcoholes inferiores como metanol, etanol y pro-
panol, los &teres como dioxano y tetrahidrofurano, acetona,
benceno, acetato de etilo, dimetilsulféxido, dimetilformami-
da, cloruro de metileno y cloroformo. La formacién de sales
puede realizarse entre la temperatura ambieﬁte y unos 100°C,
preferiblemente entre la temperatura ambiente y 50°C, duran-
te unos 5 minutos a unas 6 horas, habitualmente en atmésfera
;bierta o en condiciones exentas de oxfIgeno, preferiblemente
en atmésfera de un gas inerte como nitrégeno o argon. La can-
tidad de compuesto bésiéo utilizada no es especialmente cri-

tica pero habitualmente una cantidad adecuada es por lo menos
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alrededor de 1 equivalente, preferiblemente 1 a 2 equiyalen-
tes, balcﬁlado sobre los grupos &cidos del compuesto de
partida.

Una vez completadas las reacciones aqufi desc:ftas,

el compuesto final deseado puede separarse y purificarse

-facilmente empleando procedimientos de separacién conven-

cionales. Por ejemplo, Quede utilizarse como procediﬁiento
de separacién la destilacién del disolventé, la extraccidn
con disolvente, la precipitacién, la recristalizacidn, la
cromatograffa en columna y la cromatograffa preparativa.

III. AGENTES TERAPEUTICOS

Los derivados de sesquiterpeno resultantes de f&rmu-
la general (I) y sus sales de esta invencién son Gtiles como
agentes para el tratamiento de la nefritis y cuando se em-

plean como tales, se formulan en composiciones farmacéuti-

cas junto con los vehiculos habituales farmacéuticamente

aceptables. Los vehfculos adecuados que pueden utilizarse

son, por ejemplo, diluyentes:.o excipientes como cargas,

extendedores, ligantes, agentes humectantes, desintegrantes,

agentes tensoactivo; y lubricantes, que son habitualmente
empleados para preparar estas'drpgas de acuerdo con el méto-
do de administracién. ' |

’ Con fines terap€uticos pueden seleccionarse diversos
métodos de adﬁinistracién de los égentes.terapéuticos como

agente de tratamiento de la nefritis. Son formas de dosifica-
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cibén tipicas que pueden utilizarse las tabletas, pfldoras,
polvos, preparados liquidos, suspensiones, emulsiones,
grénulos, cipsulas, supositofios y preparados inyectables
(soluciones, emulsiones o suspensiones ,- e5c.).

Para moldear una composicién farmacéutica'qﬁe con-
tenga el derivado de sesquiterpeno de férmula genéral (1)
0 una sal del ﬁismo como'ingrediente activo, en forma de
tableta, puede emplearse una amplia variedad de vehfculos

H

conocidos en pste campo. Son ejemplos de vehfculos adecua-
dos los excipientes como lactosa, sacarosa, cloruro sédico,'
solucién de glucosa, urea, almidfn, carbonato cédlcico,
céolin, celulosa cristalina y &cido silfcico; ligantes como

|
agua, etanol, propanol, jarabe comfin, glucosa, solucién

‘de almiddn, solucidn de gelatina, carboximetilcelulosa,

goma laca, metilcelulosa, fosfato potdsico y polivinilpi-
rrolidona; agentes desintegrantes como almidén seco; algi-
nato sédico, agar en polvo, laminaria en polvo, hidrége-
no-carbonato s6dico, carbonato cdlcico, Tween, laurilsul-
fato sddico, monoglicérido de dcido esteéfibo, almiddn y
lactosa; inhibidores de 1la desintegraéién como sacarosa,

éster glicerflico de &dcido estedrico, manteca de cacao y

‘aceites hidrogenados; promotores de la absorcifén como bases

aménicas cuaternarias y laurilsulfato sbdico; agentes humec-
tantes como glicerol y almiddén; adsorbentes como almidén,

lactosa, caoiin, bentonita y &cido silfcico coloidal y lu-
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bricantes como talco purificado, sales de &dcido estedrico,
dcido bérico en polvopacragol ¥ polietilenglicol sélido.
Para moldear la composicién farmacéutica en forma
de pfldora, puede utilizarse una amplia variedad de vehfcu-
los convencionaies conocidos en este campo. Son ejémplos de
vehiculos y excipientes adecuados la_glucoga, lactosa, almi-
dén, manteca de cacao, aceites vegetales endureci&bs;'caolin
y talco; ligaﬁtes como goma ardbiga en polvo, tragacanto en
polvo, gelatina y etanol y desintegrantes como laninaria
y agar. Las p idbrés; si se desea, pueden estar recubiertas
y adoptar la forma de pfldoras recubiertas de azﬁcar; pildo-

ras recubierths de gelatina, pfldoras recubiertas entérica-

mente, pildoras recubiertas de una pelfcula o pildoras re-

cubiertas con dos o mis capas.

En el moldeo de las composiciones farmac&uticas en
forma de supositorios, puede utilizarse una amplia varie-
dad de vehfculos conocidos en este campo. Son ejemplos de

vehfculos adecuados el polietilenglicol, manteca de cacao,

‘alcoholes superiores, ésteres de alcoholes superiores, gela-

tina y glicéridos semisintéticos.
Cuando la composicién farmacéutica se formula en un
ﬁreparado inyectable, la solucién liquida resul-"-""

tante es preferiblemente esterilizada y es isotdnica con

_respecto a la sangre. Para formular la composicién farma-

céutica en forma de solucién, emulsién o suspensién liquida,
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Queden emplearse todos los diluyeﬁtes habitualmente emplea-
dps en este campo. Son ejemplbs de diluyentes adecuados
e% agua, alcohol.etilico, propilenglicol, alcohol isoesteari
lico etoxilado, polioxietilensorbitol y &steres de gorbita—
no. Al agente térapéutico, v.g. el agente de tratamiento
de la nefritis, pueden incorporarse cloruro sbédico, glucosa
o0 glicercl en cantidad suficiente para preparar soltpiones
isotdnicas. El ag;nte terapéutico puede contener ademds los
auxilia;es de disolucién habituales, tamponeé, agantes anal-
gésicos y preservativos y opcionalmente agentes colorantes,
perfumes, aromas, edulcor&ntes y otras drogas.

| La cantidad de compuesto de f6rmula general (I) y

de sus sales de esta invencidn como ingrediente activo a

"incorporar a una composicién farmacéutica Gtil como agen-

te de tratamiento de la nefritis no es especialmente crfti-

ca y puede variar dentro de amplios limites. Una cantidad

-terapéuticamente efectiva adecuada es habitualmente alrede-

dor del 1 al 70 % en peso, preferiblemente de 5 al 50 % en
pesé, calculado sobre la composicién total.
No existe ninguna restriccién especial sobre la

forma de utilizar el agente terapéutico como agente de

.t;atamientp de la nefritis y puedersef administrado por

las vfas adecuadas para las formas particulares de dicho
agente terapéutico. Por ejemplo, las tabletas, pfldoras,

soluciones, suspensiones y emulsiones lIquidas, grénulos y
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cépsulas se administran por via oral. Los preparados inyec-
tables se administran inbtravenosamente, solos o junto con
agentes auxiliares ordinarios tales como glucosa y amino-
4cidos. Ademds, cuando sea necesario, el agente terapbuti-
co puede ser administrado individualmente por via intfamusqg
lar, intracuténea, subcuténea o intraperitoneal. Los suposi-
torios se administran por via rectal

La dosis del agente de tratamiento de la nefritis
se selecciona adecuadamente de acuerdo con la finalidad a
que se destina, los sintomas, etc. Habitualmente, una dosis
preferida del compuesto de esta invencidn es alrededqr de
0,5 a 20 mg/kg de peso corporal al dfa,

~ Los compuestos de esta invencidn presentan actividad

anti-complemento y son dtiles también como agentes terapéuticos

Vpara las enfermedades autoinmunes, enfermedades del colégeno y

enfermedades reumébicas. Cada una de las cuales implica un sis-
tema complementario.

Los resultados de los ensayos sobre los efectos farma=-
colbgicos de los compuestos de esta invencidén de férmula gene-

ral (I) y de' sus sales estén descritos a continuacién.

(@B Gompuestos ensayados

~ Se ensayaron los compuestos mims, 1 a 12 de esta in-
vencién como se indica a continuacién. Los compuestos
mims. 1 a 10 descritos ﬁor referencia a la férmula general

(I) con los diversos sustituyentes de los mismos estén mos-
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trados en la Tabla I dada a continuacién.

CHy

(1)

en donde en los compuestoé representados en la tabla T

a continuaciéd: R,= -CH; R5 =-HyRg=- OH.

Compuesto

nO

1
2

TABLA I
R R® 3
-H -CHO -CHO
-Na ~CHO -COONa
-H -OH -OH
. CN cN
~H -ci=¢c ~~ ~ca=c 7~
~NcN ~cN
CN CN
-H =cu=c -CH=C
COOC,H, COOC,H,
_CN CN
-H ~CH=C -CH=C
“~CooH ~cooH
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TABLA I (continuacién)

Compues )
to n°® Rl' R2 . R3
\
i 7 -H -~CH=CHCOOH =-CH=CHCOOH
. 8 CT-H -CH,0H -COOH
9 -H -CHZOH —CHZOH
10 —CH3 —CHQOH . —CHZOH f”":

- L

El compueéto n°® 11 responde a la siguiente £6rmu-

la estructural:

El compuesto n° 12 responde a la siguiente f&rmu-

Ia estructural:
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. A/
— o,

AN
e o—
CH
3 ,
CH CH

(2) Actividad 'anti~complemento

~ La actividad anti-complemento fué medida y confirma-

dé por el método de ensayo descrito en la publicacidn titula-
da "Meneki~Kagaku (Inmunoquimica)", en idioma japonés, Yuichi
Yamamura y colaboradores, pags. 830-834, Asakura Shoten,Tokyo
Japén (1973). Especificamente, se carga un tubo de ensayo con
0,5 ml de una dispersidn acu;sa de cada uno de los compuestos
de enéayo, 0,5 ml de eritrocitos sensibilizados (AE) conbtenien
do 1 x 108 células/ml, 1 ml de uﬁa solucién diluida al quintu-
ple de una solucién tampén de Veronal (GVB™®) que contiene ge-
lé%ina, cat*, y Mg**, v 0,5 ml de suero complemento (complemen-
o de cobaya) dilufido basta 150 veces con GVB'Y.

La mezcla se mantiene caliente a 37°C
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durante 60 minutos. Después se afiaden 5 ml de una solu~-
6163 salina fisioldgica enfriada con hielo y se centrifuga
la mezcla. Se mide la absorbencia del liguido sobrenadante

separado a DO413 ¥ se determina el grado en que el compuesto

. de ensayo inhibe la hemolisis de los eritrocitos sensibili-

zados. En la Tabla II se encuentra el valor de la actividad
inhibidora de la hemolisis al 50 % (7T/ml), medido wor el mé
todo descrito,

(3) Toxicidad aéuda

Se midieron los valores de la DLSO(mg/kg) de les com

puestos de ensayo por administracidén intravenosa a rasones y -

. los resultados [obtenidos también se encuentran en la siguien-

te Tabla 1I.

TABLA IT
Compuesto‘ Valor de-la actividad DL
mim, anti-complemento (Y/ml) jﬂﬂzgﬁl
- 10 40
2 U 500
| 3 80 ; 150
4 40 200
5 - 80 ’ 200
.6 40 250
%1‘ 80 150
8 125 -
9 500 -
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TABLA II (continuacién)

Compues- Valor de la actividad
to n° _anti-complemento (y/ml) DLg, {mg/kg)
10 : 250 -
11 600 ' -
12 . 450 -
clorofilina 40 -

{4) Efecto terapfutico sobre la nefritis de tipo_gefro-‘

toxina
La ne?rbtoxina dé rata (abreviado a "NT") se obtuvo

de la forma descrita a continuacién. El corte de rihdn de
rata se homog neiz6 con una cantidad igual de solucién sa-
lina fisiolédica. La mezcla homogeneizada se mezclS con
coadyuvante completo de Freund (un producto de Difco Company)
en una relacién volumétrica de 1:1. Se inyectaron intramuscu
larmente 2 ml de la mezcla resultante a un conejo tpeso cor
poral 3100 g) para inmunizarlo. Mes y medio mds tarde, se
tomS sangre del coraién del conejo y se obtuvo el suero.
El suero resultante se inactivé a 56°C durante 30 minutos
y después se sometid a desplazamiento salino con una solu-
cién acuosa saturada al 40 % de sulfato aménico y.se fraccio-,
né. La fraccién de Y globulina (IgG) sé récogid para obte-
ner ‘NP, - BT ' ‘

. La evaluacifn se realizd utilizando ratas Wistar

macho con un peso corpéral de 150 a 160 g, con tres repeti-

ciones para cada compuesto de ensayoc. El compuesto de ensayo
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éﬁ administré intraperitonealmente una vez cada 24 horas

' durante 7 dfas. Una hora después de la administracidn del

c%mpuesto de enséyo al tercer dia,rse aplic6 la NT. La NT
s% inyectS intravenosamente en una proporcifn de 1 mi en
una veﬁa de la cola. Se utilizé clorofilina (CP) ~cmo com=
puesﬁo comparativo § se utiliz6 como control una rata con
solucidn fisiolégicé salina. |

El nivel ée proteinureéa (cantidad total excretada
en la orina a lo largo.de un periédo de 24 horas) se midid
por turbidimetria. empleando- alblmina de .suero-
bovina como control, mediante &cido sulfosalicilida.

Los resultados obtenidos se encuentran en la siguien

te Tabla III.
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El nfimero de dfas en la Tabla III se cuenta a partir
del tiempo de adminis@racién del compuesto de ensayo que
es una hora antes de 1la aplicécién de la NT.

** T3 cantidad de proteinuréa esti medida en mg/qfa.:

El nivel de proteinuréa en una ratg sana e$ dé:0,5
a 5 mg/dfa. Cuando el nivel de proteinurea es superior a
estos limites, especialmente cuando es superior 2 19 mg/
dfa, puede deqirse'con seguridad que se ha producido nefri-
tis. Como puede observarse en los resultados de la Tabla

III, se produjo nefritis en el lote de control y, e¢n.el ca-

50 de los compuestos de esta invencién y de la CP, la can-

tidad de proteinurea desdg el momento de la adminictracidén & 1t
NT hasta Ifdias_después;de_liadministracién,esfesencialmegte
la misma que la de una rata sana. Por lo tanto, puede verse
que la administracién de los compuestos de esta invencién
inhibe . las reacciones primarias y secundarias.

Cuando se realizd el mismo ensayo con los compuesﬁos

nGms. 3 a 5y 7 a 12 de la invencidn, todos ellos inhibieron

. la reaccién primaria de la nefritis del tipo de nefrotoxina.

(5) Efectos terapéuticos sobre la nefritis tipo Heymann

Se utilizaron en el ensayo unas -'ratas macho Wistar

con un peso corporal de 180 a 200 g. Se extrajo el corte del

rifi6n de la rata y se homogeneiz§ con un volumen igual de
solucifn salina fisiol6gica. La mezcla homogeneizada se

centrifugé a 1500 G durante una hora. El lfquido sobrena-
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dante se purificé por el méfédo de T.S. Edgington y colabo-
radores, Journal of Experimental Medicine, 127, 555 (1969
Y se mezcld con coadyuvante cémpleto de Freund 37 Ra (un
ﬁroducto de la Difco Company) en una relacién volumétrica
de 0,4:1. La mezcla fesultante se inyect6 intrapéxitoneal-

mente en ratas isolegas -@una -proporcidén .de 0,5 nl. por rata.Des

. Pués se administrd la misma cantidad de coadyuvante -cada

2 semanas hast? que el nivel de proteinurea vpasé de 100 ng/
dfa (este peripdo fué alrededor de 6 a 8 semanas) .,

Cada und de los comouestos de ensayo 1ndlcad0x en la
Tabla IV fué dmlnlstrado intraperitonealmente a ratas que
padecian nefritls tlpovHeymann {con un Deso corporal de
300 a 350 g), una vez al dfa durante 7 dfas y después se mi-
di6 la cantidad de proteinurea(mg/dia) en la forma antes des-
cfita. Se utilizdé CP como compuesto comparativo y solucién
salina fisiolSgica como control. Se realizaron tres repeticio-
nes para cada cémpuesto de ensayo. Los resultados obtenidos

se encuentran en la siguiente Tabla IV.
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Dos o tres semanas despuds de comenzar los ensayos,
los pesos corporales de las fatas aumentaron hasta 400-500 g
Y los niveles de proteinurea hormales se cree que fueron'
de 5 a 15 mg/dfa. Como puede observarse en los resultados
de la Tabla IV, los compuestos de esta invenciénnpueden cu-
rar la nefritis tipo Heymann.

Cuando se realizd el mismo ensayo con lés corpuestos
nims. 3 a 5y 7 a 12 de la invencidn, se halld que presen-
taban también una actividad sustancial de curacién de la
nefritis tipo [Heymann.

IV. EGEMPLOS
Para ilhstrar esta invencién con més detalle, se des-—

ctibe en los siguientes ejemplos la producci6én de los com-

puestos de esta invencidén de f6rmula general (I) y la pro-

duccién de agentes de tratamiento de la nefritis que contie-

ne los compuestos de la invencién de f6érmula general (I)
como ingrediente activo en los siguientes ejemplos de refe-

rencia. Salvo indicacidén en contrario, todas las partes, porcen-

- ‘tajes,relaciones y similares se dan en peso,y la bemperatura

ambiente utilizada aqui. es de alrededor de 5 a 25°C.

EJEMPLO 1
Un matraz Sakaguchi de 500 ml se carga con 100 ml de

un medio de cultivo de la siguiente formulacién y se cultiva
a 28°C y a pH 6, durante 4 dfas, con sacudidas de vaivén,

Stachybotrys esp. K—76.7
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Formulacién del medio de cultivo %

Glicerol 7 0,5
Almidén ' . 1,0
Lactosa . ' a,2
Harina de soja 0,5
Extracto de levadura 0,1
Extracté de malta 0,2
CaCo, ! . ’ 0,3
Mgso, ' 0,05

Un ferm ntador.vibratorio de 30 litros se carga con
20 litrqs de hin medio de cultivo de la fermulacién ante-
riaf Yy un matraz del cultivo de siembra resultante se cul-
tiva en el medio de cultivo a 28°C durante 5 diés con agi-
tacién a 300 rpm, con un caudal de aire circulante de 1 li-
tro por litro dé medio de cultivo por minuto. El caldo de
cultivo resultante se centrifuga a una velocidad de 8000
rpm para separar las células microbianas. Al lfquido sobre-

nadante se afiaden 5 litros de metanol y la mezcla se agita

Yy después se deja en reposo durante 3 horas. Se centrifuga

la mezcla para separar el precipitado, se separa los. slidos

formados y el sobrenadante ® extrae con un volumen igual de

acetato de etilo. El disolvente de la capa de acetato de

etilo se separa por destilacién a presién reducida. El resi-

duo se disuelve en metanol y se pasa por una columna de car-

b6n activo. El eluato se concentra a sequedad a presién re-
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ducida. La masa seca se disuelve en una mezcla de cloroformo
Yy acetato de etilo (1:1 en volumen) y se filtra a través de
gel en una columna de Sephadei LE-20. El1l filtrado se somete
a cromatograffa en capa fina (empleando una mezcla de aceta-
to de etilo, cloroformo y &dcido acético en una relacién volu-
métrica de 50:50:2, como disolvente desarrollador) y se re-
coge una fraccién con una actividad anti-complemenioc <orres-
pondiente -a Rf = 0,34. Alternativamente, el filtrado se
somete a croma%pgrafia en capa fina (empleando una mezcla

de benceno, bytanol y 4cido acético en una relaciéﬁ volumé-
trica de 60:1%:5 como disolvente desarrollador} y se recoge
un& fraccién con actividad anti-complémento, correspondiente
a Rf = 0,58, Lor evaporacién del disolvente de esta fraccién
se obtienen 2,0 g de 6,7-dihidroxi-2,5,5,8a-tetrametil~1,2,-
3,4,4a,5,6,7,8,8a—decahidronafta%en—l-espiro-2'-(6',7'—difor—
mil-4'-hidroxi-2',3'-dihidrobenzofuranc), una sustancia ama-

rilla pdlida débilmente &cida, con actividad anti-complemento.

La produccién de este compuesto fué confirmada por las si-

guientes caracteristicas fisicoquimicas:

(1){0}50 = -48° (¢ = 2,5, metanol)

(2) Andlisis elemental para C23H3006:
Calculado : C, 68,64; H, 7,51 .
Encontrado: C, 68,58; H, 7,55 8.’

(3) Espectro de absorcidén ultravioleta (UV)
astanol - o46 nm (e= 16.474)

max
307 nm (e= 6.659).
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(4) Espectro de resonancia magnética nuclear (RMN)

i\ El anflisis de RMN se realizb empleando plrldlna—d (so-
dlo\2 2-dimetil- 2—51lapentano -5-sulfonato (DSS)como disolvente.

I ,
El gréfico de RMN obtenido se encuentra en la Figure 5. ILas con

diciones de medida del RMN son las siguientes:
amplitud del espectro: 4 x 100

filtro ' : 0,1 segundos
potencia RF | : 0,05 mG
tiempo de barrido ¢ 5 minutos
anchura de barrido- :: 10 ppm

final del barrido : 0 ppm
C o ~ EJEMPLO 2

Un matraz Sakaguchi de 500 ml se carga con 102 nl de un e
dio de cultivo de la siguiente formulacibén y se cultiva

Stachybotrys chartarum IFO 5369,una cepa conocida, en dicho me-

dio a 289C durante 4 dias, a pH 6,con sacudidas de vaivén.

Formulacidn del medio de cultivo %
Glicerol _ : 0,5
- Almidén ‘ 1,0
'Lactoéa ' 0,2
Harina de soja 0,5
Extracto de levadura , 0,1
Exbracto de malta 0,2
CaCo, _ ,' . 0,3

Mgsoq_' i : 0,05
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Un ‘fermentador vibratorio de 30 litros se carga con 20 litros
de un medio de culbivo de la formilacién saterior y dos matra
ces%del cultivo de siembra resultantes se cultiven a 28°C du-
ranﬁe 5 dias,agitando a una velocidad de 300 rpm ¥ a un caudal
de aereacién de 1 litro por cada litro de medio pqr ninuto, Ei

caldo de cultivo resultante se centrifuga a una velocidad de

8000 rpm para separar las células microbianas.Al liguido sobre-

‘nadante se afiaden 5 litros de metanol y la mezcla se agita y se

deja en reposo durante 3 horas.Se centrifuga la mezcla y se se-
para el liquido que sobrenada.la mezcla se centrifuga y se se-
paran los componentes sdlidos,el sobrenadante se extrae con un
volﬁmen‘igual de acetato de etilo.El disolvente de la capa de

acetato de etilo se separa a presidn reducida para concentrarlc
a sequedad.BEl residuo se disuelve en metanol y se pasa por una
columna de carbdén activo.El eluato se concentra a sequedad a

presién reducida,se disuelve en una mezcla de cloroformo y ace-
tato de etilo 1l:1l en volumen y se filtra a través de gel en une
columna & Sephadex LH-20. Se recogen las fraccidnes que contie-
nen picos activos correspondientes a los valores de Rf de crom:
tografia en capa fing descritos en el Ejemplo l. Por evaporacit
del disolvente se obtienen 2,2 g de 6,7-dihidroxi-2,5,5,8a-te-
tremetil-1,2,3,4,4a,5,6-7,8,8a-decahidronaftalen-1-espiro-2°-

(6’:‘7'-diformil-4'-hidroxi-2’,5'-dihidrobenzofurano,una sustar
cia emarilla pilida débilmente &cida,con actividad anti-comple-

mento,
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Este compuesto-presenta ks mismas caracteristicas fisicoguimi

cas que el compuesto del Ejemplo 1 y la produccibén de este

compuesto fué confirmada por estas caracterfsticas.
EJEMPLO 3

Se cultivé Stachybotrys esp. T-789 y se purificS de

la misma forma que en el Ejemplo 1, a excepcidn de que se
utilizé un medio de cultivo de la siguiente formuiacidn,

ajustado a pH 7,5 y la temperatura de cultivo se mantuvo a

32°cC,

Formulacidn del medio de cultivo . %
Glicerol 05
Giﬁcosa : -. 1,2
Licor de infusiéq de mafz - 0,5
Levadura seca . o 0,1
E#tracto de malta N 0,2
Mgso, ) o 0,05
ﬁaCl ' : 0,3

Asf se obtuvo 6,7-dihidroxi-2,5,5,8a-tetrametil-1,2,-

_3,4,4a,5,6,7,8,8a—decahidronaftalen-l—éspiro—z'-(6‘,7'—difor-

mil—4f-hidroxi-2',3'—dihidrobenzofurano), una sustancia
amarilla p&lida débilmente &cida, con actividad anti-com-
plemento. Laé.propiedades fisicoquimicas de este compuesto

coﬁcuerdan con las del compuesto aislado y purificado del

_Ejemplo 1.
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\ EJEMPLO 4

\ Se cultivd Stachybotrys esp. T-791 v se purificé en

laiforma descrita en el Ejemplo 1, a excepcidn de que se

|
empled el medio de cultivo de la siguiente formulacidn ajus-

tado a pH 5,5 y la temperatura de cultivo se mantuvo a

25°C,
Formulacién del medio de cultivo' %
Glicerol ; ' | 0,5
Almidén ] 1,0
Sacarosa ' 0,2
Harina de soja . , 0,5
Peéton; - - 0,1
Extracto de malta 0,2
' MgSo, _ . 0,3
HC1 0,05

Asi se obtuvo 6,7-dihidroxi-2,5,5,8a~tetrametil-1,2,~

3,4,4a,5,6,7,8,8a—decahidronaftalen—1—espiro—2'—(6',7'—di-

’ formil-4'~hidroxi-2',3'~dihidrobenzofurano), una sustan-

cia amarilla pdlida débilmente Scida, con actividad anti-

complemento. Las propiedades fisicoqufmicas de este compues-

to concuerdan con las del compuesto obtenido en el Ejemplo 1.
EJEMPLO 5

Se disuelven 2,1 g de nitrato de plata en 1 ml de agua

Yy se afiaden 3,5 ml de una solucidn acuosa 5,8M de hidréxido

s6dico. La mezcla se agita a la temperatura ambiente durante
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20 minutosf Después se anade una solucién de 1,0 g de 6,7-
dihidroxi-2,5,5,8a-tetrametil-1,2,3,4,4a,5,6,7,8, 8a-deca-
hidronaftalen-l-es?iro-z'—(6',7'—diformil—4'—hidroxi—2',3'-
dibidrobenzofenbna), obtenido como se ha descrito-en el
Ejemplo 1, en 2 ml de etanol. La mezcla de reaccidn se agi-
ta a la temperatura ambiente durante hora y media y el pH
se ajusta a 2 aproximadamente con &cido clorhidricc 2N, La
mezcla de reaccién se extrae con un volumen igual de aceta-
to de etilo y.el disolvente del extracto se separa por des-
tilacién a pfesién reducida. El residﬁo se purifica por cro-
matograffa en columna de gel de sflice (silicagel "Wako
C-200", un p?oducto de la Wako Junyaku Kabushiki Kaisha,
empleando como eluyente cloroformo/acetato de etilo/4cido
acético 100:50:2 en volumen). Se recoge una fraccién corres-
pondiente a Rf = 0,37 por cromatografia eﬁ capa fina (emplean-
do una mezcla de acetato de etilo, cloroformo y &cido écé-
tico 50:50:2 en volumen como disolvente desarrollador) o
una fraccién corres?ondiente a Rf = 0,71 en cromatograffa

en capa fina (empleando una mezcla de benceno, butanol y

dcido acético 60:15:5 en volumen como disolvente desarro-

llador). Por evaporacién del disolvente de la fraccibn se
;b§ienen 700 ﬁg de 4,6-dihidroxi-8-oxo-2,3,6,8-tetrahidro-
fur6{3,4fg}benzofuran—Z—espiroél'—(6',7‘—dihidroxi—2‘,5',5‘,-
8'a~tetrametil-1',2',3%",4',4%3,5',6',8',8'a-decahidronafta-

leno) como sustancia amorfa de color amarillo p&lido. El com-
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puesto presenta las siguientes propiedades fisicoquimicas
Y la produccién de este compuesto fué confirmada por estas
propiedades. '
(1) {a}ZO = -44,8° (c = 0,9, metanol)
D

(2) Andlisis elemental para Cy3Hz005:
Calculado : C, 66,03; H, 7,18
Encontrado: C, 65,93; H, 7,21.
(3) Espectro de resonancia magnética nuclear {RiN)
(i) El anflisis de RMN se realizé empleaﬁdoicomo
disolvente CD30D (DSS) y el grdfico de RMN
se encuentra en la Figura 6.
(1i) El andlisis de RMN se realizé empleando piri-
dina-d; (DSS) como disolvente y el grdfico de
RMN resultante se encuentra en la Figura 7.
(iii) Se empled como disolvente dimetilsulféxido-d6
Yy el andlisis de RMN se realiz& 2 horas y 63
horas después de la disolucidn. E1 gréfico de
- ' RMN obtenido se encuentra en la Figura 8 (los
. grdficos de RMN al cabo de 2 horas y 63 horas de‘
la disolucién concuerdan entre sf}.
Las condiciones ae medida para obtener estos espectros

de RMN fueron las siguientes:
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Figura 6 ~ Figura 7 Figura 8
Amplitud del es-
pectro 7 9 x 100 5 x 100 8 x 100
Filtro o 0;1 seq. 0,1 seq. 0,1 seg.
Pgtencia RE 0,05 nG 0,65 m6 0,05 mGr
Tiempo de barrido 5 min, 5 min. 5 min.
Anchura de barrido 10 ppm 10 ppm 10 ppm
Final de barrido 0 . 0 0
" EJEMPLO 6

Se suspenden 0,65 g de dxido de plata en una solu-

c16n acuosa 1IN de hidréxido sbdico y se aifiaden, agltando

'a la temperatura ambiente, 1,0 g de 6,7- dlhldrOXl—a,D 5,8a-

) tetrametll—l,2,3,4,4a,5,6,7,8,8a—decahldronaftalen—l~esp1-

ro-2'e(6',7'-diformil—4‘-hidroxi—2',3'-dihidrobenzofurano).
La mezcla se agita a la misma temperatura durante una hora

y el ‘precipitado se lava cinco veces con 10 ml de agua. Se

combinan el filtrado y las aguas de lavado y se agrega
&cido clorhfdrico concentrado 36% pam ajustar el pH a 2«3 pro-

ximadamentegseguido de- enfriemiento,0-10°C.Tos cristales que joul

"cipitan se recogen por filtracidn, se lavan con 10 ml ge

agua de hielo cinco veces y se secan. Los cristales pulve-

rulentos secos se disuelven en 50 ml de acetato de etilo y

la- materia insoluble se separa por filtracidn. El filtrado

se concentra a un volumen de 5 ml a presién reducida. A la

" solucién concentrada se afiaden 50 ml de ligrofna y la mezcla
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se agita bien y se deja enfriarﬁ)a—lOOC.Los cristales dque preci
pitan se recogen por filtracidn, se lavan dos veces con
20 ml de ligroina y se secan péra dar 1,01 g de 4,6-dihidro-
xi-8-oxo—2,3,6,8—tetrahidro—furo{3,4—g}benzofuran-2fespiro—
1'-(6',7'-dihidroxi-2',5',5',8"a~tetrametil-1',2"',3",4"',4'a,
5',6',7',8',8'a~decahidronaftaleno). Las propiedades fisi-
coquimicas del compuesto resultante concuerdan con las del
compuesto obtenido en el Ejemplo 5. o
EJEMPLO 7

Se disueflven 1,0 g de 6,7-dihidroxi—2,5,5,8a-tetrametil-
1,2,3,4,4a,5, ,7,8,8a—decahidronaftalen-1-espiro—?'~(6',7'-
diférmil—4'—h%droxi-2',3'—dihidrobenzofurano) en 50 wl de
una solucién acuosa al 10 % de hidr8xido sbdico y, mientras
se hace borbotear aire en la solucibén a 50°C, se agifa duran-
te 30 minutos. La solucién se acidula con &cido clorhfdrico
hasta pH 2-3 aproximadamente y los cristales gque vrecipitan
se recogen por filtracidén. Los cristales se lavan cinco ve-
ces con 10 ml de agua fria y se secan. Se disuelven los

cristales en 50 ml de acetato de etilo y la materia inso-

luble se separé por filtracidén. El filtrado se trata con

- carbén activo y se concentra hasta un volumen de 5 ml bajo

presién reducida. La solucién concentrada se agrega sobre
50 ml de ligrofna con fuerte agitacién. Los cristales que
precipitan se recogén por filtracién, se lavan con ligrofna

y se secan para dar 0,72 g de 4,6-dihidroxi-8-oxo-2,3,6,8-
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"tetrahidro-furo {3, 4-g} benzofuran-2-espiro-1'-{6',7'-dihidro~
‘xi-2',5',5',8'a-tetrametil-1',2',3',4',4'a,5',6',7',8',8"'a-
decahidronéftaleno). Las propiedades fisicoquimicas del
compuesto resultante concuerdan con‘laé del compuesto cbte-
.-niao en el Ejemplo 5.
EJEMPLO 8
Se disuelven 1,0 g de 6,7—dihidroxi—2,5,5,Bé;tgtrame—
til—l,2,3,4,4a,5,6,7,8,Ba—decahidronaftalen-l—espiro;2'-
,(6',7'—diformil-4'-hidroxi—2',3'—dihidrobenzofurano){en
25 m% de uné solucién acuosa 1N de hidréxido pqtésicé Y

se afiaden poco a poco y agitando 50 ml de una solucisn

Ay

acuosa de 0,578 g de permanganato potdsico. Cuando ha desa-
_parecido el color del permanganato potédsico, se inierrumpe
la agitacién. El precipitado se separa por filtracién emplean
do Celite como auxiliar de filtracién. El filtrado se acidu-
la con &cido clorhfdrico a un pH de 2-3 aproximadamente.
Los cristales que precipitan se recogen por filtracién,
se lavan con 10 ml de agua tres veces y después se secan.
’Lds cristaleé secos se disuelven en 30 ml de acetato de eti-
‘lo. La materia insoluble se separa por filtracién y el filfrado
‘® decolora con-carbdén active 7y concentra a presidn reducida.ld
“la solucidén concentrada se afiaden 501l & ligroina y la mezcla
séiagita. Los cristales que precipitan se recogen por fil-
i tracién, se lavan con iigroina y se secan a 60°C a presién

reducida para dar 0,9 g de 4,6—dihiaroxi—8—oxo-2,3,6,8-te-
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trahidro-furo {3,4—@} benzofuran-2-espiro-1"-(6", 7 -dihidro-
xi—2’5;5’; 8’a -tetrametil-1’, 2°, 3", 4; 44, 5°, 6", 7°,878%
decahidronaftaleno).Las propiedades fisicoquimicas del compue
to resultante concuerdan con las del mmpuesto obhenido en el

Ejemplo 5.
EJEMPLO 9

A 5 ml de una solucidn acuosa 0,4N de hidrdxido sédi-
co ¥ 5ml de etenol se afiaden 418 mg.de ’,6-dihidroxi-B-oxo-2
3,6,8-tetrahidro-fure { 3,4-g} benzofuran-2-espiro-1’-(6", 7°-
dihidroxi-2,5°, 5°, 8’a-tetrametil-1’,2”,3,4’ ,4’a,5°,67,7",
8,8’a-decahidronaftaleno).la mezcla se agita a 30-40°C duran
te 30 minutos en una corriente de nitrégeno.Una vez terminada

la reaccidn,el disolvente se separa por destilacién a presién

.reducida. E1 residuo se seca y se afiaden 10 ml de acetona. ILa

por:cidn soluble en acetona se separa por filtrgcién.Los cris-
tales crudos resultantes se recristalizan de agua/acetona,agr
gando acetona gota a gota a una solucidn acuosa,hasta que los
cristales se precipitan para dar 342 g de sal disbdica de 6,7
dihidroxi-2,5,5,8a-tetrametil-1,2,3,4,4a,5,6,7,8,8a~decahidro
naftalen-l-espiro-2"-(7-carboxilato-6"~formil~4’-8xido-2",3"

~-dihidrobenzofurano)en forma de sélido amorfoamarillo pélido.

“El compuesto resultante presenta las siguientes propiedades

fisicoquimicas ¥y la produccidn del compuesto fué confirmada

por estas propiedades..
(1) {«} 20 = -44,2° (e = 1,25, H,0)
D
(2) Anélisis elemental para 025H2807Na2:
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Calculado : C, 59,74; H, 6,10
Encontrado: C, 59,48; H, 5,91

(3) Espectro de absorcidn ultravioleta (UV)
HZO

A max

252 nm ( e= 20.500)

330 nm (e = 45.900)

(4) Espectro de resonancia magnética nuclear (RMN)

El andlisis de RMN se realizé empleando D,0 !DSS)
como disolvente. El gr&fico de RMN resultante se encuentra
en la Figura 9. Las condiciones de medida de RMN fueron
las siguientes: ' TS

Amplitud del espectro: 9 x 100

Filtro : 0,1 segundos
Potencia” * RF : 0,05 mG
Tiempo de barrido : 5 minutos

Anchura de barridd : 10 ppm
Final del barrido : 0 ppm
" 'EJEMPLO 10
Se disuelven 418 mg de 4,6-dihidroxi-8-oxo-2,3,6,8-
‘tetréhidro-furo{3,4fg}benzofuran-Z-espiro—l‘—(6‘,7'—dihi—
droxi-2',5',5',8'a~-tetrametil-1',2%,3%*,4",4%a,5',6',7',8",~
8'a—decahidronaftaleno) en 10 ml de acetato de etilo y se

éﬁaden con agitaciSn 0,33 moles de una solucidn acuosa 6N

de hidréxido s6édico. La mezcla se agita a la temperatura

- ambiente durante 10 minutos en corriente de nitrdgeno. Los

cristales que precipitan se recogen por filtracidn, se la-
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vaP con 10 ml de acetato de etilo tres veces Y se secan
pa;a dar 390 my de sal dis6dica de 6,7-dihidroxi~-2,5,5,8a~
teﬁrametil—l,Z,3,4,4a,5,6,7,8,8a—decahidronaftalen-1—espi-
ro—g'—(7'-carboxilato—6'—formil-4'-6xidp-2',3'-dihidrobenzo—
furano) como s&lido amorfo amarillo p&lido. Las propizdades
fisicoquimicas del compuesto resultante concuerdan con las
del compuesto obtenido en el Ejemplo 9.

! EJEMPLO 11

Se disuelven 4,02 g de 6,7-dihidroxi-2,5,5,8a—tetra—
metil-1,2,3,4,4a,5,6,7,8,8a~decahidronaftalen-1-espiro-2"'=
(6',7'7diformil—4'-hidroxi—2',3'—dihidrobenzofurano) en una
solﬁciﬁn acuosa IN de hidréxido sédico y se afiaden 14,2 g
de una solucibn acuosa al 3 % de per6xido de hidrégeno. ILa
mezcla se agita a 50°C durante 18 horas. Despuds se agrega
dcido acético para ajustar el pH de la solucidn a 3-4. Los
cristales que precipitan'se recogen por filtracidn, se lavan
con agua y se secan.

Los cristales crudos obtenidos se cromatograffan en
una columna de gel de sflice empleando una mezcla ‘de clorofor-
mo y metanol ( 9:len volumen) como eluyente. El eluato final
Se recoge y se concentra a sequedad a presién reduéida. Se
égrgga agua al residuo y los cristales resultantes se recogen
por filtracién, se lavan con agua y se secan. Asf se obtienen
0,80 g de 6,7—dihidroxi:2,5,S,BQ:tetrametil—l,Z,3,4,4a,5,6,-

7,8,8a—decahidronaftalen—i-espiro-z‘—(4',6',7'-trihidroxi—
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Cuando se mide el punto de fusifn, se encuentra que este

¥

3L3'-dihidrobenzofurano) en forma de s6lido amorfo pardo.
i

coﬁpuesto se descémppne_gradualmente a unos 250°C. Las
éroPiedades fisicoquimicas del producto resultante. gén

léé siguientes y la produccién de este compuesto és,qonfirma—
da por estas propiedades. -

(1) Punto de fusién: descomposicién gradual o tnos

i
i
‘

250°C y no se observa punto de fusién definido.

(2) Andlisis elemental para C21H3006:

Calculado : C, 66,64; H, 7,99
Encontrado: C, 66,43; H, 8,3.

(3)..Espectro de absorcién ultravioleta (uv) :

metanol _ _ .
lmax = 219 nm (€= 8700)

260 nm (e= 2300).
(4) Espectro de absorcién infrarrojo (IR)
El producto tiene los siguientes valores de Vv max

(cm~ ) utilizando el mé&todo de la pastilla de KBr:

3450 (i), 2980 (i), 2980 (h), 1640 (m), 1480 (m),

1400 °(d), 1330 (d), 1260 (d), 1220 (d), 1140 (4), 1120 (4),

1060 (4), 1020 (d), 1010 (d), 910 (d), 890 (d), 760 (d).
(1 representa absorcién intensa; m, absorcién medla,
d absor016n débil y h, hombro,. Estas abreviaturas tendrén
los mismos significados posteriormenta) .,
EJEMPLO 12

Se disuelven 2,01 g de 6,7-dihidroxi-2,5,5,8a~tetra~
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mqtil-1,2,3,4,4a,5,6,7,8,Sa-decahidronaftalen-l-espiro-2'-
1

(6',7'-diformil-4'~hidroxi~2"',3'-dihidrobenzofurano) en

SOEml de etanol y‘se afaden 1,45 g de malonotrilo y una

.gofa de piperidina como catalizador. La mezcla se agita

a 50°C durante 30 minutos. Una vez terminada la reaccién,

la mezcla de reaccién se concentra hasta un volumen dé

10 ml a la presidn reducida y se aeja enfrfar. Los crista-

les que precipitan!se recogen por filtracibén y se lavén con eta
nol frio(2—5°C).Lbs cristales crudos resultantes se disuel-
ven en 50 ml de una solucién acuosa 1IN de hidréxido SSdico

y se tratan con carbdn activo. Mientras se ehfria cor. hielo

se afiade 4cido clorhfdrico para acidular la solucién(pH 2-3).La
cristales gue precipitan se recogen por filtracidén, se lavan
bien con agua y se secan. Asf{ se obtienen 1,02 g de 6,7-dihi-
droxi-2,5,5,8a~tetrametil-1,:,3,4,4a,5,6,7,8,8a~decahidro-
naftalen-l-espiro-2'-~(6',7'~di~(2,2~dicianovinil)-4'-hidro-
xi-2',3'~dihidrobenzofurano) en forma de sélido-amorfo ama-

rillo. La produccibn de este compuesto es confirmada por

_las siguientes propiedades fisicoquimicas.

(1) Punto de fusidn: Se descompone gradualmente a unos
230°C y no se observa punto de fusién definido.

(2) An&lisis elemental para C29H3004N4:

Caleculado : C, 69,86; H, 6,07; N, 11,24

Encontrado: C, 69,58; H, 6,32; N, 11,09.

(3) Espectro de absorcién infrarrojo (IR):
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El producto presenta los siguientes valores de\)max

y: 3450 (1), 2980 (1), 2900 (n), 2210 (i), 1720 (@),

(cm”
1660 (h), 1640 (i), 1580 (h), 1520 (d), 1470 (m), 1400 (m) ,
1380 (m), 1360 (m), 1340 (m), 1260 (m), 1200 (&), 11i0 (4),
1050 (m), 10?0 (d), 1000 (d), 980 (@), 960 (d), 940 (d),
900 (), 840 (d), 760 (d), utilizando el método de la pasti-
lla de KBr.
'EJEMPLO 13

Se disuelven 2,01 g de 6,7-dihidroxi—2,5,5,8a7tetrame—'
til-1,2,3,4,4a,5,6,7,8,8a—decahidronaftalen—l—espi;o—2'-
‘6',f'—diformil—4'-hidroxi—2',3'-dihidrobenzofurano)len 50 ml
d; ;tanol y se anhaden 3 ml de cianoacetato de eti]o.:Después
Se agregan como catalizador 3 gotas de piperidina y la mez-
cla se agita a 60°C durante 2 horas. Una vez terminada la
reaccién; la mezcla se concentra a:sequedad a presi6én redu-

cida. El residuo se lava con una pequefia cantidad de &cido

- clorhfidrico dilufdo(lN)se lava ton agua ¥ después se seca pas

ra formar cristales crudos. Los cristales crudos se disuel-
ven en 50 ml de una mezcla de metanol y agua 1l:1 en volumen
Yy se trata con carb6n activo. Se agrega un volumen igual de
agua para precipitar cristales. Los criséales se recogen

ﬁb; filtracién, se lavan con agua y se secan. Asf se obtie-

nen 1,89 g de 6,7-dihidroxi—2,5,5,8a—tetrametil-l,2,3,4,4a,-

5,6,7,8,8a—decahidronaftélen—1-espiro-2'-(6',7'—di-(2—ciano-

2-etoxicarbonilvinil)-4‘—hidroxi—2',3'-dihidrobenzofurano)
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como s6lido amorfo pdlide. La produccidn de>este compuesto
es confirmada vor las siguientes propiedades fisicogquimicas:

(1) Punto de fusidén: 161,0-167,0°C

(2) An&lisis elemental para C33H4008N2:

Calculado : C, 66,87; H, 6,80; N, 4,73

Encontrado: C, 66,63; H, 7,02; N, 4,51.

(3) Espectro de absorcién infrarrojo (IR)

El prod%cto presenta los siguientes valores dé vnmx
(cm-l), empleéndo el método de la pastilla de KBr:

3450 (i), 2970 (h), 2950 (m), 2900 (h), 2240 (d4),
1740 (i), 1630 (i), 1470 (i), 1460 (h), 1400 (d), 1300 (d) ,
1250 (i), 1100 (m), 1050 (m), 1030 (m), 1020 (h), 970 (d),
950 (h), 940 (d), 900 (h), 890 (d), 860 (d).

EJENPLO 14

Se disuelven 3,00 mg de 6,7-dihidroxi-2,5,5,8a~tetra-
metil-1,2,3,4,4a,5,6,7,8,8a~decahidronaftalen-l-espiro-2'-
(6',7'-diformil—4'-hidroxi~2',3'-dihidrobenzofurano$ en

20 ml de piridina y se afiaden 10,0 g de &cido ciancacético

y una gota de piperidina como catalizador. La mezcla se

agita a 50°C durante 5 horas. Una vez terminada la reaccién,

la mezcla se concentra a sequedad. Se afiaden 50 ml de agua

al residuo para obtener cristales. Estos cristales se reco-

gen por filtracién, se lavan con agua, después con &cido
clorhfdrico dilufdo y de nuevo con agua. Los cristales cru-

dos se disuelven en 100 ml de una solucidn acuosa al 10 %
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de bicarbonato s8dico. La materia insoluble se separa por filtr

-cibén ¥ el filtrado:se acidula a pH 2-3 con 4cido ¢lorhidrico

(IN)mientras se enfria oen. hielo:Los. cristales. que precipitan
se recogen por filtracién, se lavan con agua y se secan
para dar 1,1‘g de 6,7-dihidroxi-2,5,5,8a-tetrametil-1,2,3,-
4;4a;5,6,7,8,8a-decahidronaftalen—1-espiro-2'—(6',7'—di—

(2-ciano—2—carboxivinil)—4'—hidroxi-2',3'—dihidrob3nzpfurano)

-en forma de s6lido amorfo amarillo pdlido. La produccién

de este compuesto se confirma por las siguientes propiedades

fisicoquimicas.

(1) Punto de fusidén: 217-223°C
(2){a}go = -23,2°C (c = 0,8, metanol)
(3) Andlisis elemental para C29H32N208:-
Calculqdo : C, 64,91; ﬁ, 6,01; N, 5,22
Encontrado: C, 64,63; H, 6,25; N, 5,01
(45 Espectro de absorcién infrarrojo (IR) . -
El producto presenta los siguientes valores de Vnax
(em™l), empleando el m&todo de 1a pastilla de KBr:
3450 (i), 2950 (m), 2870 (h), 2240 (d), 1710 (i),

1660 (m), 1610 (i), 1580 (m), 1460 (m), 1440 (m), 1400 (m),
1300 (m), 1250 (m), 1200 (h), 1120 (dj, 1100 (d), 1040'(d),
880 (@.

. EJEMPLO 15

Se disuelven 1,0_§ de 6,7-dihidroxi-2,5,5,8a-tetrametil-

l,2,3,4,4a,5,6,7,8,8a—decahidronaftalen-l—espiro-2‘—(6',7'-
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diformil-4'-hidroxi~2',3'~dihidrobenzofurano) en 10 ml de
piridina y se afiaden 1,0 g de &cido maldnico y 3 gotas de
piperidina como catalizador. La mezcla se calienta a reflu-
jo durante 4 horas. Uné vez terminada la reaccién, sgraﬁa—
den a la mezcla 200 ml de agua y despuds&® acidula .a pH-2-3 con
§cido clorhidrico 9 se deja enfrfar. El material alguitra-
noso precipitado se recoge, se lava con agua, se disuelve
en 100 ml de metanol, se trata con carbdn activo y se con-
centra a sequ:dad a presién reducida. El residuo se recris-
taliza en una/mezcla de metanol y agué 1:1 en volumen para
dar 0,58 g de| 6,7-dihidroxi-2,5,5,8a~tetrametil-1,2,3,4,4a,-
5,6,7,8,8a-d cahidronaftalen~-l-espiro=2'-(6',7'-di-(2~-car~

hoxivinil)-4';hidroxi—2',3'—dihidrobenzofurano) en forma

. de s6lido amorfo marrdén claro. La produccidn de este compues-

to es confirmada por las siguientes propiedades fisicoquimicas.
(1) Punto de fusién: 190-196°C
(2) Andlisis elemental para c27H3408:
Calculado : C, 66,65; H, 7,04
Encontrado: C, 66,36; H, 7,31
(3) Espectro de absorcién infrarrojo (IR)
'El producto presenta los siguientes valores de Voax
(em™ 1) por el método de la pastilla de KBr:
) 3450 (i), 2970 (m), 2950 (m), 2890 (h), 1690 (i),
1620 (i), 1470 (i), 1390 (i), 1350 (m), 1330 (m), 1290 (4},

1260 (m), 1200 (d), 1120 (d4), 1070 (d), 1050 (m), 960 (d),
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950 (m).
EJEMPLO 16
Se disuelven 1,0 g de borohidruro sédico en 20 ml de

una solucién acuosa 0,1N de hidrdxido sbdico. Se afiade una
solucién de 0,9 g de 4,6-dihidroxi-8-ox0-2,3,6,8-cexcahi-
dro-furo{B,4—g}benzofuran-2—espiro—1'—(6',7'—dihidroxi—
-2',5',5',8'a—tetrametil—l',2',3',4',4'a,5',6',7',8ff8‘a—
decahidronaftéleno) en 10 ml de una solucién acuogawgl

1 % de hidréxido sédico. La solucidn mezclada se agita a 60°C &
rante 18 horas,se -enfria con hielo(alrédedor & 2-5°0)en 4cido
clorhidrico(AN).Ta solucidn- se -concentra a sequedad

a presién reducida y el residuo se disvelve en 50 ml de ace-
[
I

~tato de etilo. La materia insoluble se separa por tiltracién.

El filtrado se lava con agua y se seca sobre sulfato sédico
anhidro. El sulfato s6dico se separa por filtracién y el

residuo se concentra a sequedad a presién reducida. El resi-

- duo se recristaliza en 10 ml de una mezcla de metanol y agua

1:1 en volumen para dar 0,28 g de 6,7-dihidroxi-2,5,5,8a-te-

trametil-l,2,3,4,4a,5,6,7,8;8a—decahidronafta1en—1—espiro—

" 2'-(7'-carboxi-6'-~hidroximetil~-4'-hidroxi-2',3'-dihidro-~

benzofﬁrano)-en forma de s&lido amoffo incoloro. La produc-
\cién de este éompuesto es confirmada por las siguientes ca-
récteriéticas fisicoquimicas.

(1) Punto de fusidn: 212-216°V

(2) An&lisis elemental para Cy3H3504:¢
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Calculado : C, 65,71; H, 7,62

Encontrado: C, 65,74; H, 7,47

(3) Espectro de absorcién infrarrojo (IR)

El producto presenta los siguienteé valores de YV ax
(em™}) empleando el método de la pastilla de KBr:

3450 (i), 2950 (h), 2920 (m), 2900 (h), 1740 (i),
1620 (m), 1475 (i), 1400 (d), 1360 (d), 1340 (m), 1260 (d),
1140 (d), 1080 (m), 1050 (d), 1030 (d), 960 (h), 950 (m),
780 (d). |

EJEMPLO 17

Se disuelven 4,02 g de 6,7—dihidroxi—2;5;5,8a-£etra—

me£i1-1,2,3,4,4a,5,6,7,8,8a—decahidronafta1en—1—espiro-2'—

(6!,7'-diformil—4'—hidroxi—?',3';dihidrobenzofuranq) calentando

" (alrededor & 60-70°C)en 100 ml & bencenoc:Después se afiaden 10

@ melanata ‘de: dietilo y,comd cabelizador,und gotd & piperidin.
El agua de separa por destilacién azeotrdpica. La destila-
cién se realiza durante 4 horas y cuando se ha separado casi

la cantidad tebrica de agua; la mezcla se concentra a pre-

_sibn reducida. El material alquitranoso residual se lava

con &ter dietflico y la porcién insoluble en éter se reco-

ge por filtracién, se seca y se recristaliza en una mezcla

‘de &ter dietflico y agua 1:2 en volumen. Asf se obtienen

1,32 g de 6,7-dihidroxi-2,5,5,8a~tetrametil-1,2,3,4,4a,5,6,-
7,8,8a-decahidronaftalen-l-espiro-2'~(6',7'-di-(2,2-dieto-

xicarbonilvinil)-4'-hidroxi-2',3'~dihidrobenzofurano) como
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s&lido amorfo incoloro. La produccién de este compuesto
‘es confirmada por las sigquientes propiedades fisicoguimicas.
(1) Punto de fusién: 138-142°C
(2) An&lisis elemental para C37556012:
Calculado : C, 64,70; H, 7,34
Encontrado: C, 64,43; ﬁ, 7,59
(3) Espectfo de absorcidn infrarrojo (IR)
El comp?esto presenta los siguientes valores de Vnax
(cmfl) siguieldo el método de 1la éastilla de KBr: |
3450_(1), 2980 (h), 2950 (i), 2900 (i), 28gn (h),
1730 (i), 1680 (m), 1630 (h), 1600 (i), 1470 (m), 1440 (m) ,
1400 (m), 13[0 (m), 1250 (i), 1120 (d), 1100 (d), 1080 (d),
1050 (4), 1020 (d), 970 (d), 950 (@), 890 (d), 760 (m).
' EJEMPLO 18
ée disuelven 1,0 g de borohidruro sédico en 50 ml
de solucibén acuosa 1IN de hidréxido s6dico y se afiade a la
temperatura ambiente una solucién de 4,02 g de 6,7-dihidro~-
xi—2,5,5,8§-tetrametil—1,2,3,4,4a,5;6,7,8,8a—decahidronaf-
_talen-l-espiro-2'-(6',7'-diformil-4'-~hidroxi-2"',3'-dihidro-
benzofurano) en 20 ml de solucidn acuosa 1N de hidrdxido

s6dico. La solucibn mezclada se agita durante 3 horas. Una

) “yez terminada la reacciénP mezela ® acidula .a pH~2-% ¢n &cido

elorhfdrico y se enfria con hielo(alrededor 2a5°C) ks -cristale:
que precipitan se. recogen por filtracién,se lavan con agua y

se secan. Los cristales crudos se recristalizan en 50 ml
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de una mezcla de metanol y agua 1:5 en volumen para dar
2,51 g de 6,7-dihidroxi-2,5,5, Ba-tetrametil-1,2,3,4,4a,5,-
6,7,8, 8a-decahidronaftalen-1l-espiro-2'=(6',7'-dihidroxi-
metil-4'-hidroxi-2',3'-dihidrobenzofurano) como sdélido
amorfo marrén claro. La produccién de este compuestd se
confirma mediante las siguientes propiedades fisicoquimicas.

(1) Punto de fusién: Se descompone gradualmente a
unos 270°C y no presenta punto de fusién definido.

(2) An&lisis elemental para C23H3406:

Calculado : C, 67,95; H, 8,43

Encontrado: C, 67,71; H, 8,66

(3) Espgctro de absorcién infrarrojo (IR)

i

El prodtcto_presenta los siguientes valores de Voax
(em™ 1) por el método de la pastilla de KBr:
3450 (i), 2920 (m), 2880 (m), 1620 (m), 1600 (h),
1440 (m), 1390 (d4), 1320 (4), 1260 (m), 1200 (4), 1100 (m),
1040 (d), 100 (d), 980 (d), 940 (&), 830 (d).
| EJEMPLO 19
~ Se disuelven 1,00 g de 6,7-dihidroxi-2,5,5,8a~tetra-
metil—1,2,3,4,4a,5,6,7,8,8a-decahidronaf£alen~l—espiro-2'-
(6',7'-dihidroximetil-4'~hidroxi-2',3*-dihidrobenzofurano)
én 50 ml de metanol. La solucién se agrega gota a gota so=-
bré 20 ml de una solucién recién preparada en &ter dietfli-

¢o que contiene 1,0 g de diazometano, a través de un embu-

do de decantacifn y a la temperatura ambiente. La mezcla se
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agita a la temperatura ambiente durante 2 horas y después se
1

‘eﬁfria con hielo (alrededor de 2-5°C). Se hace borbotear clo

ru&o de hidrogeno gaseoso a través de la mezcla para descom-
t

poner el exceso de diazometano. Después se afiaden 100 ml de

agua y la mezela se concentra a sequedad a presidén reducida.
Al residuo se afiaden 10 ml de una solucién acuosa 0,1N de hi
dréxido sbédico y la materia insoluble se recoge por filtra-
cibn, se lava con!agua y se seca. Asi se obtienen 0,87 g de
6,7-dibhidroxi-2,5,5,8a-tetranetil-1,2,3,4,4a,5,6,7,8,8a-deca
hidronaftalen-l-espiro-2°-(6’-dihidroximetil-4"-nevoxi-2",3"~
dihidpobenzofurano)comorsélido amorfo incoloro. La produccidn
de.este compuesto es confirmada por las siguientes propieda-
des fisicoquimicas.'

(1) Punto de fusién: 107-115°C

(2) Anflisis elementel para CpH;c0¢:

Calculado: C ©8,54; H, 8,63

Encontrado. Cc, 68,31; H, 8,90

(3) Espectro de absorcién infrarrojo (IR)

El producto presenta los siguientes valores de Qhax
(cm'l) por el método de la pastilla de KBr:

3220 (i), 2920 (m), 2880 (), 1720 (d), 1620 (mJ,
1600 (1), 1500 (h), 1450 (m), 1420 (m), 1390 (d), 1320 (m),
1230 (m), 1200 (&), 1120 (i), 1040 (m), 1000 (m), 940 (d),

- 820 (4).
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" EJEMPLO 20
Se disuelven 2,00 g de 6,7-dihidroxi-2,5,5,8a~tetra~
metil-1,2,3,4,4a,5,6,7,8,8a-decahidronaftalen~-l~espiro-~2'-
(7'-éarboxi—G'—hidroximetil—4'—hidroxi—Z',3'—dihidroben—
zofurano) en 50 ml de acetato de etilo y se afiaden 10 ml
de &cido p-toluensulfénico. La mezcla se calienta a reflu-

jo. Después de la reaccién, la mezcla se enfria a la tem—

peratura ambiente, se lava con 10 ml de una solucidn

acuosa 1IN de hidré6xido sédico y después bien con agua y
se seca sobre sulfato sédico anhidro. El sulfato s64dico
se separa por filtracibén y el residuo se concentra a se-

quedad a presién reducida. Asi se obtienen 1,45 g de 4-hi-

droxi-8—0x0—2,3,6,8-tetrahidro—furd{3,4fg}benzofuran—2-e5pi-

‘ro=1'-(6',7*-dihidroxi~2',5',5',8"'a~tetrametil-1',2',3"',~

4',i'a,5',6',7',8',8'a—decahidr6naftaleno) en forma ‘de
s6lido amorfé incoloro. La produccibén de este compuesto se
confirma por las siguientes propiedades fisicoquimicas:

(1) Punto de fusidn: 187-193°C

(2) An&lisis elemental para C23H3006:

calculado : C, 68,63; H, 7,51

Encontrado: C, 68,47; H, 7,70

(3) Espectro de absorcién infrérrojo (IR):

El producto presenta los siguientes valores de Vnax

(cm-l) por el método de la péstilla de XBr:

3280 (i), 2950 (m), 2890 (m), 1730 (i), 1610 (m),
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1460 (i), 1330 (i), 1240 (4), 1130 (d4), 1080 (m),l040 (4),

1000 (4), 940 (m), 750 (m).

EJEMPLO 21

Se disuelven 100 mg de 6,7-dihidroxi.2,5,5,8a~tetrame
til-1,2,3,4,48,5,6,7,8,8a-decahidronaftalen-l-espiro-2'-(6; 7-
dihidroximetil-4’~hidroxi-2”,3%dihidrobenzofuranc)en 2 ml de
piridina seca y se aflade 1 ml de anhidrido acético.la mezcla
se deja en reposo durante la noche a la temperatura ambiente.
Se afiade agua de hielo a la mezcla de reaccidén. E1 precipitadc
se recoge por filtracidn y se recristaliza de una mezcla de

acetato de etilo y n-hexano, agregando n-hexano gota a gota a

o una solucién de acetato de etilo hasta que los cristales pre-

cipitan.As{ se obtienen 105 mg de 7-acetiloxi-6-hidroxi-2,5,5,
8a-tetrametil-1l,2,3,4,48,5,6,7,8,8a-decahidronaftalen~-l~espirc
-2’-(6", 7+diacetiloximetil-4acetiloxi-2°,3 -dihidrobenzofu-
ranc)como cristales blancos.la produccidn de este compuesto s¢
confirma por las siguientes propiedades fisicoguimicas.

(1) Punto de fusiém:.78-83°C

2 4 L] K ; .
(2) An&lisis elemental para 031H42010.

Calculado: C, 64,79; E, 7,37

Encontrado: é, 64,51; H, 7,19

(3) Espectro de absorcidn infrarrojo (IR)

E1l producto presenta los sigulentes valores de anax

(cm'l) por el métode de la pastilla de KBr:
3430 (d), 2900 (m), 2860 (h), 1763 (n), 1730 (1),
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1715 (h), 1620 (m), 1600 (m), 1465 (h), 1447 (h), 1430 (i),
1378 (h), 1364 (i), 1302 (m), 1250 (h), 1220 (i), 1195 (i),
1160 (n), 1126 (m), 1096 (i), 1020 (i), 1000 (h), 980 (m),
950 (m), 915 (h), 895 (h), 865 (h), 830 (h), 810 (h),

763 (d), 690 (h), 592 (a).
EJEMPLO 22

Se disuelven 100 mg de 6,7-dihidroxi-2,5,5,8a~tetrametir
-1,2,3%,4,4a,5,6,7,8,8a~decahidronaftalen-l-espiro-2"'-(6",7".4i-
hidroximetil-4’-~hidroxi-2°,3 -dihidrobenzofuranc)en 2 ml de pi-
ridina seca y se afiade 1 ml de anhidrido acético.la mezcla se
calienta a 100°C durante 2 horas.Se agregé agua Ge kielo a la
mezcla de reaccidn.EL precipitado resultante se recoge por fil-
tracién y se recristaliza de una mezcla de acetato de etilo y
n~hexano agregando n-hexano gota a gota a.una soludda de aceta
to de etilo hasta que los cristales precipitan para dar 115 mg
de 6,7-diacetiloxi-2,5,5,8a-tetrametil-1,2,3,4,4a,~5,6,7,8,8a~
decahidronaftalen-l-espiro-2°-(6", 7’'-acetiloximetil-4 -aceti-
loxi-2’,3"~dihidrobenzofurano)como cristales blancos.La pro-
duccidn de este compuesto se confirma por ias signientes propi:
éades fisicoquimicas.

(1) Punto de fusién: 76-80°C

(2) An&lisis elemental para Cy3Hy 0971
Calculado: C, 64,27; H, 7,19 . ‘

Encontrado: C, 64,12; H, 7,03

(3) Espectro de absorcidén infrarrojo (IR)

El producto presenta los siguientes valores de Y max
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(em 1) por el método de la pastilla de KBr:
” 2920 (m), 2880 (h), 1760 (ﬁ), 1750 (h), 1730 (i),
1624 (h), 1603 (m), 1473 (h), 1457 (h), 1447.(h), 1428 (i),
1376 (h), 1363 fi), 1300 (i), 1260 (h}, 1220 (i), 1195 (i),
1150 (h), 1125 (d), 1095 (i), 1035 (h), 1020 (i), 980 (h),
953 (i), 915 (h), 895 (h), 870 (h), 820 (d4), 765 (4), 715
(a), 6é6 (d), 657 (d), 618 (h), 596 (m) 583 (m).
EJEMPLO 23

Se disuelven 100 mg de 7-acetiloxi—6-hidroxi~é,5,5,8a—
tetrametil-1,2,3,4,4a,5,6,7,8,8a~decahidronaftalen-1~espiro-
%'—(6',7'-diac§tiloximetil)4'-acetiloxi~2',3'—dihidrobenzo~
furano) en 5 ml de acetona y se aifiaden gota a gota, enfrian-
do con hielo, 0,1 ml de reactivo de Jones. La mezcla se agi-
ta durante una hora. Se afiade gota a gota isopropahol a la

mezcla de reaccién para descomponer el exceso de reactivo

de Jones. Después se agrega agua de hielo y la mezcla se

extrae con acetato de etilo.ALa capa orgénica se lava con
agua y el disolvente se separa por destilacién. El residuo
_se recristaliza en una mezcla de acetona y n-hexano para
dar 72 mg de 7-acetiloxi-6-oxo-2,5,5,8a-tetrametil-1,2,3,4,-
4a,5,6,7,8,8a—décahidronaftalen—14espiro—2'—(6',7'—diacetil—
Sx;metil-4'-acetildxi—2',3'-dihidrobenzofurano) como crista-
les blancos. La produccién de este compuesto éé confirma
por las siguientes propiedades fisicoqufmicas.

(1) Punto de fusibn: 140-143°C
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(2) Anédlisis elemental para C31H40010:
Calculado : C, 65,02; H, 7,04
Encontrado: C, 65,17; H, 7,13.
(3) Espectro de absorcién infrarrojo (IR)
El producto presenta los siguientes valores de vmax
(em™1) por el método de la pastilla de KBr:

2900 (m), 2880 (h), 1766 (h), 1750 (i), 1720 (i),
1628 (m), 1600 (m), 1456 (i), 1427 (i), 1380 (h), 1363 (i),
1340 (h), 1300 (i), 1265 (h), 1220 (i), 1185 (i), 1120 (m),
1083 (i), 1070 (h), 1030 (i), 1013 (h), 1000 (h), 970 (m),
950 (i), 936 (h), 926 (h), 905 (m), 895 (m), 870 (m), 854 (h),
827 (d), 780 (d), 766 (d), 738 (d), 712 (d), 666 (d), 610 (d),
588 (d). -

EJEMPLO 24

Se disuelven 100 mg de 4-hidroxi-8-oxo-2,3,€,6-tetra~-
hidro-furo {3, 4-glbenzofuran-2-espiro-1'-(6',7'~dihidroxi-
2',5',5',8;a-tetrametil-l',2',3',4',4'a,5',6',7',8',8'a—
decahidronaftalenc) en 2 ml ée acetona seca y se afiaden
1 mllde 2,2-dimetoxipropano y después 5 mg de &cids p-to-
luensulffnico anhidro. La mezcla se agita a la temperatura
ambiente durante»Z horas. Se agrega agua a la solucidn reac-
cfonante y la mezcla se extrae con acetato de etilo. La ca-
pa ofganicasg lava con lm.'sc'aluci-én écuosa s.aturad-a de bicarbani
s6dico y después con agua. El disolvente se separa por eva-

poracién y el residuo se recristaliza de una mezcla de aceta-
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to de etilo y n-hexano para dar 83 mg de 4-hidroxi-§-oxo-
2,3,6,8—tetrahidro-furo{3,4fg}benzofuran—2-esPiro-l'~(6',7'—
isobroéilidendioxi-Z',5‘,5',8'a~tetrametil;l',2',3',4',4'a,—
5',6',7',8',8'a~decahidronaftaleno) como cristales blancos.
La prpduccién de este compuesto se confirma por las siguien-
tes propiedades fisicoquimicés.

(1) Punto de fusibn: 142-150°C

(2) Andlisis elemental péra C26H3306:
calculado : C, 70,73; H, 7,53
Encontrado: C, 70,51; H, 7,38
(3) Espectro de absorcién infrarrojo (IR)

\

El producto presenta los siguientes valores de vmax-

por el método de la pastilla de KBr:

3280 (d), 2920 (m), 2880 (h), 1760 (h), 1733 (i},

. 1620 (h), 1608 (m), 1463 (i), 1387 (h), 1368 (m), 1354 (i),

i330 (i), 1300 .(h), 1255 (h), 1238 (m), 1216 (i), 1178 (4),
1153 (@), 1124 (d), 1106 (d), 1080 (m), 1060 (m), 1043 (i),
1016 {m), 1005 (h), 985 (h), 950 (m), 923 (4), 895 (4),
870 (h), .858 (m), 784 (h), 768 (h), 753 (m).
' ' EJEMPLO 25

Se disuelven 100 mg de 6,7-dihidroxi-2,5,5,8a-tetrame-
t£171,2,3,4,4a,5,6,7,8,8a—decahidronaftqlen—1‘espiro-2'-
(6!;7'-dihidroximeti1—4'—hidroxi-Z',3'—dihidrobeﬁzafurand
en 2 ml de acetona seca ; se afiaden 1 ml de 2,2-dimetoxipro-

pano y 5 mg de &cido p-toluensulfénico anhidro. La mezcla se
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agita durante 30 minubtos a la btemperatura ambiente. Se agrega
agua de hielo a la solucidn reaccionante y la mezcla se extrae
con acebtato de etilo. La capa orgénica se lava con una solucidn
acuosa saturada de bicarbonato sédico y después con agua y el &
solvente se separa por destilacidén.El residuo se purifica por
cromatografia en columna de gel de silice y se recristaliza de
una mezcla de acé%ato de etlilo y n-hexano agregando n-hexano go
ta a gota a una solucién de acetato de etilo hasté gue los cris
tales precipitén para dar 21 ng dé'6,7—isopropi1idéhdioxi~2,5,5
8&,—tetrametil—l,2,3,4,4&,5,6,7,8,8a—dec&hidronaftalen—l—espibo
-2'-(6’,7’-hidroximetil-4"-hidroxi-2",3<dihidrobenzofurano)como
cristales blancos.La produccidn de este compuesto se confirma
por las siguientes propiedades fisicoquimicas.

(1) Punto de fusidn: Se descompone gradualmente a unos
200°C con coloracién y no presenta un punto de fusién definido.

(2) Anflisis elemental para Cpelzg0c: '

Calculado: C, €9,93%; H, 8,58

Encontrado: C, 69,71;:H, 8,39

(3) Espectro de absorcién infrarrojo (IR)

El producto presenta los siguientes valores de 'Qmax(cﬁ%
por el método de la pastilla de KBrr

3360 (m), 3040 (m), 2920 (m), 2880 (h), 1735 (4),1700 (a4
l6lé (m), 1458 (h), 1440 (i), 1386 (h), 1368 (i), 1346 (m),
1313 (m), 1253 (u), 1237 (m), 1215 (m), 1180 (d), 1150 (a),
1106 (i), 1083 (m), 1052 (h), 1017 (i), 1026 (m), 1000 (i),
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974 (1), 952 (m), 920 (4), 895 (), 870 (h), 857 (m), 837 (w),

785 (4), 765 (h), 700 (&), 670 (d).
i - EJEMPIO 26

Se disuelven 100 mg de 4—hidroxi—8—ox0-2,5,6,8—tetrahi—
aro-furo {3,4-g} benzofuran-2-espiro-1’-(6",7’~isopropilidendic
%i-2’,5°, 5,8 a~tetremetil-1’,2", 3°, 4°, 4’a, 5°,-6",7'8% a~
decshidronaftalenc) en 5 ml de éter dietilico seco y se afiaden
5 mg de hidruro de litio y aluminio mientras se enfria con agus
de hielo. La mezcla se agita durante una hora.Se afiade agua de
hielo a la solucién reaccionante y la solucidn se acidula débil
mente (pH 3-5) en 4cido clorhidrico 1N y se extrae daspués con
acetato de etilo.la capa orghnica se lava con agua y se destiles
el disolvente.El residuo se recristaliza de una mezcla de acel:
to de etilo y n—hexaho agregando n-hexano gota argota a una so-
lucién de acetato de etilo hasta que los cristales precipiten
para dar 75 mg de 6,7-isopropilidendioxi-2,5,5,-8a-tetranetil-
1,2,3,4,42,5,6,7,8,8a-decahidronaftalen-l-espiro-2"-(6",7 ~hi~
droximetil-4-hidroxi-2‘, 3’-dihidrobenzofuranc)como cristales
blancos.las propiedades fisicoquimicas del compuesto resultante

concuerdan con las del compuesto obtenido én el Ejemplo 25.
EJEMPLO DE REFERENCIA 1
Compuesto n® 1 de la invencién 500 mg

Glucosa 250 ug

Agué destilada para inyeccidén hasta una
- centidad total de 5 ml
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La sal dis6dica (III) del compuesto n°® 1 de esta
invencifn y la glucosa se disuelven en agua destilada para .
inyeccidn. La solucién se introduce en una ampolla de 5 ml.
El aire se purga con nitr6geno y la ampolia se calienta a
121°C durante 15 minutos para esterilizar la solucién y
obtener un preparado inyectable.

EJEMPLO DE REFERENCIA 2

Compuesto n° 2 de la invencién 500 mg

Sulfito sédico 5 mg

Agua destilada para inyeccién hasta una
cantidad total de 5. ml

De forma similar al Ejemplo de Referencia l, se pre-

para una solucién inyectable.

EJEMPLO DE REFERENCIA 3

Compuesto n° 6 de la invencién 500 mg
Sulfito sédico 5 mg

Agua destiiada para inyeccién hasta una
cantidad total de ) 5 ml

De forma similar al Ejemplo de Referencia 1, se

prepara una solucidn inyectable.

EJEMPLO DE REFERENCIA 4

Compuesto n°® 6 de la invencidén 750 mg

Base de glicérido semisintético hasta una
cantidad total de 2000 mg

El compuesto n°® 6 de esta invencién se agrega a la

‘base de glicérido semisintético y se mezclan y suspenden
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a 30°C. La mezcla se cuela en un molde y se deja enfrfar

espontdneamente. Se saca el producto obteniéndose un supo-

sitorio.

~ EJEMPLO DE REFERENCIA 5
Compuesto n® 2 de 1la invencién 750 mg
Vitamina E 90 mg

Base de glicérido semisintético hasta
una cantidad total de 2000 mg

De forma similar al Ejemplo de Referencia 4,‘se.obtie—
ne un supositorio.

EJEMPLO DE REFERENCIA 6

Compuesto n° 2 de la invencidn o 150 g

Avicel (marca registrada para un pro-
ducto de la Asahi Kasei Kabushiki

~ Kaisha) - 40 g
Almidén de mafz , ' ) 30 g
Estearato magnésico’ ' 2 g

TC-5 (marca registrada de hidroxipropil

metilcelulosa) 10 g
Polieﬁilepglicol 6000 ‘ 3g
Aceite de castor 40 g

rButanol . 40 g

El compuesto n° 2, el Avicel, el almidén de mafz y
él.estearato magnésico se mezclan y se muelen y después
se comprimen en tabletas (r = 10 ﬁm) para cubrirlas con
azﬁcaf. Las tabletas reéultantes se recubren con un agen-

te de recubrimiento en forma de pelfcula constitufdo por
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TC-5, polietilenglicol 6000, aceite de castor y metanol
para producir tabletas recubiertas con una pelfcula.

EJEMPLO DE REFERENCIA 7

Compuesto n°® 6 de la invencién . 100 g
Avicel 40 g
Almidén de maiz 30 g
Estearato magnésico 2 g

Copolfimero de acrilato de metilo/8cido me-

tacrflico; _ ) 5,749
Triacetina . 7 0,6 g
Etanol . 50,4 g

El comguesto n° 6, el Avicel, el almidén de mafz
Y el estearato magnésico se mezclan y se muelen y después
se comprimen en tabletas (r = 10 mm) para recubririas con
azﬁcag. Las tabletas resultantes se recubren con un agen-
te de formacibn de pelicula constitufdo por el copolimero
de,acfilatq'de metilo/éqido metacrflico, la triacetina y
. el etanol para formar tablegas con recﬁbrimiento entérico.

EJEMPLO DE REFERENCIA 8

~Compuesto n® 6 de'la invencién 150,0
Acido cftrico : ' - 1,0
Lgctosa . ) 33,5
ngfato dic&lcico 70,0

Plon F-68 (Pluronic F-68) ‘ 30,0

Q@ g a v Qu

Laurilsulfato sédico : 15,0
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Polivinilpirrolidona 15,0 g
' éplietilenglicol (Carbowax 1500) 4,5 g
P;lietilenglicol.(Carbowax 6000) 45,0 g
: A{midén de mafz 30,0 g
Laurilsulfato sédico seco 3,0 g
Estearato magné&sico éeco 3,0 g
Etanol . c.s.

]
Se mezclan el compuesto n° 6, el dcido citrice, la

lactosa, el fosfato dicdlcico, el Plon F-68 y'ei iaufilsul-
fato s6dico. La mezcla se tamiza a través de un tamiz dei
n° 60‘y se granula en mojado con una solucibn alcohblica
cénstituida por la polivinilpirrolidona, el Carbowax

1500 y el Carbowax 6000. Opcionalmente se agrega etanol

-para convertir el polvo en una masa pastosa. Se agrega el

almidén de mafz y se continfia mezclando hasta que se forman
partfculas uniformes. Las partfculas se pasan por un ta-
miz del n° 10, se colocan en una bandeja y se secan en
una estufa a 100°C durante 12 a 14 horas. Las partfculas
secas ée pasan por un tamiz del n° 16 y se mezclan con el
laﬁrilsulfato s6dico seco y el estearato magnésico seco.

La mezcla se comprime a la forma deseada empleando una

‘miquina.de comprimidos.

Los nficleos asi obtenidos se tratan con un barniz

Y se pulveriza talco sobre el mismo para evitar la absor=-

-cién de humedad. Los nficleos se recubren con una capa de
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imprimacién y después con un barniz el nimero de veces

necesario para 1a administracién por via oral. Para redon-

deariy alisar las tébletas por cdmpleto, se aplica una nue-
| ,

va cépa de imprimacidén y otro recubrimiento liso y un recu-

brimiento coloreado hasta que se obtiene el color deseado.

Después de secas, las tabletas recubiertas se pulimentan

para formar tabletas de brillo uniforme.

En resumen, la Patente de Invencidén que se soli-

cita debera recaer sobre las siguientes:

REIVINDICACIONES

l.- ,Un procedimiento para la preparacién de un

. derivado de sesquiterpeno, de férmula (Ia):

(1a)

que consiste en cultivar aerobiamente un microorganismo del

género Stachybotrys en un medio de cultive que contiene fuen-

tes asimilables de nitrégeno, carbono, sales inorganicas y -

minerales traza, a un pHE de 3,5 a 11,5 aproximadamente y a
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unaitemperatura de 15 a 352 C aproximadamente y recuperar

|

el producto resultante de férmula (Ia) del caldo de culti-
Vo. \ ‘
| 2.~ Un procedimiento segin la reivindicacién 1,
que éomprende ademds la etapa adicional de convertir el pro-
ducto resultante en una de sus sales farmacéuticamente acep-
tab}es. ’

3.,- Un ﬁrocedimiento segln la reivindicaqién 1,

donde el microorganismo estd seleccionado entre el grupo for-

mado por Stachybotrys alternans IFO 9355, Stachybotrys char- '

tarum IFO 5%69, Stachybotrys chartarum IFQ 9222, Stachybotrys

. cilindrospora 8858, Stachybotrys echinata 7525, Stachybotrys

reniformis 7067, Stachybotrys esp. K-76, Stachybotrys esp. -
7989 y Stachybotrys esp. T-791. '

4,- Un procedimiento segin la reivindicacidn 3,
donde el microorganismo esti seleccionado entre el grupo for-
mado por Stachybotrys esp. K-76, Stachybotrys esp. T-789 y
Stachybotrys esp. T-791.

5.~ Se reivindica por Gltimo como objeto sébre
¢l que ha de recaer la Patente de Invencién que se solicita:
UN PROCEDIMIENTO PARA LA PREPARACION DE UN DERIVADO DE SES-
QUITERPENO.
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1
i

\ Todo conforme queda descrito y reivindicado en

1

la presente memoria descriptiva que consta de ciento dieci-

siete péginas mecaﬁografiadas ¥ dibujos adjuntos.
|

Madrid, 12 de Mayo 1.978

BERNARDO UNGRIA
P.De
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