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PATENTE DE INVENCION

por VEINTE afios

solicitada en Espafia a favor de OTSUKA PHARMACEUTICAL CO.,
ITD., de nacionalidad japonesa, domiciliada en No. 2-9,
Kandatsukasa-cho, Chiyoda-ku, Tokyo, Japén, por "Procedimien
to de preparar 3-0-(beta-D-glucuronopiranosil)-sojasapoge=-
nol B", con prioridad de la solicitud japonesa 38536/78 de fe
cha 31 Marzo 19?8. - .- ———— .- -

- ar @ e e = e

-

MEMORIA DESCRIPTIVA
ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Campo de la invencién

Esta invencidén se refiere, de manera general, a nue
vos compuestos, el 3-O-(beta-D-glucuronopirznosil)~-so jasapo-
genol B y a sus sales y, en su aspecto reivindicade, a un pro

cedimiento para prepararlog. = = = = = « - - =@ - = = = - = =~

Los compuestos a los que, de manera general, se re-
fiere esta invencidn tienen actividad anticomplementaria y
son Utiles como agentes terapéﬁticos rara las enfermedades de

autoinmunidad, las enfermedades del coldgeno y las enfermeda-
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T et

des reunAticns. = = = = m = = = = -w .- - - - - - - - -

Descripcién de la técnica anterior

Se conocen varios compuestos relacionados con los
conpuestos a~1os que, de manera general, se refiere esta in-
vencién. Por ejemplo, se conocen la glicirricina /Yasuhiro
Ariga, Hiroyuki Sumi, Yumiko Takada y Akikazu Takadsa,

Abridgements of Lecture Programs on Seminar of the Tlasmin

Research Association, pégina 65 (1977); Koretsugu Arimoto,

Kaneyukti Mineta, Hiroyuki Sumi, Yumiko Tekada y Akikazu

Takada, Proceedings of the 14th Symposium on Complements, p.

79~82 (1977)7 y.el 3-0-(6~0-metil-beta~D-glucuronopiranosil)-
sojasapogenol B /Tsao Kitagawa, Masayuki Yoshikawa e Ichiro
Yoshiocka, Chem. Pharm. Bull., 22, p. 1339 (1974); Ibid., 24,

p. 121 (1976)7, etc. El primero de eatos compuestos tiene
una estructura a modo de esteroide 'y presenta una actividad
similer a la de los esteroides. Por ejemplo, presenta una ac
tividad inhibidora contra la plasmina, la urocinasa, la cali
creina, la trombina y los complementos. Por el contrario, aiin
no se han sefialado las actividades fisiolégicas del segundo.
En contraposicién con ello, los compuestos a los que, de ma-
nera general, se refiere esta invencidn y sus sales tienen
una actividad anticomplementaria que es inesperadamente supe
rior a la de la glicirricina y que no puede esperarse en ab-
soluto del 3~0~(6-O-metil-beta~-D-glucuronopiranosil)-sojasa=-
pogenol B como resultard evidente de los resultados de los

ensayos farmacollgicos descritos posteriormente. = = = -~ « <
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SUMARIO DE LA INVENCION

Un objetivo de esta invencidn es proporcionar un
nuevo derivado sojasapogencl y sus sales que tienen actividad

anticomplementaria. = = « = = = = = « = = = - - - - -

Otro objetivo de esta invencidn es proporcionar un
procedimiento para preparar un derivado sojasapogenvl y sus

sales -que tienen ung .zlta actividad asnticomplementaria., - -

Adn otro objetivo de esta invencidn es premorcio-
nar composiciones farmacéuticas que comprenden un derivado sp

jasapogenol de la férmula.(I) o sus saleg, = = = = =~ = - ~
Adn otro objetivo de esta invencidén es proporcio=~
nar un procedimiento para tratar nefritis utilizando tal de-

rivado sojasapogenol o sus saleg. = = = = = = = « =~ = « < o

Esta invencién proporciona un nuevo derivado soja-

sapogenol expresado por la siguiente férmula (I): - - - «

(1)
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Esta invencién proporeciona también sales farmacéu-
ticamente aceptables del derivado so0jasapogenol de la ante-
rior férmula (I) que se obtienen haciendo reaccionar el deri

vado sojasapogenol con compuestos bdsicos apropiados. — = -

Esta invencién proporciona también (y en ello radi
ca su objeto reivindicado) un procedimiento para la produc-
c¢ién del derivado sojasapogenol de la anterior férumla (I),

como se describe posteriormente en detalle. = = = = = « « =

Esta invencidén proporciona también composiciones
farmacéuticas que contienen una cantidad terapéuticauente efi
caz del derivado sojasapogenol de la anterior férmula (I) o
sus sales farmacéuticamente aceptables, para lograr una acti
vidad anticomplementaria en animales, y un método de utiliza
cién, particularmente de tratamiento de enfermedades nefriti
cas en animales, que comprende admihistrar la compogicidn

farmacéutica 8 un paciente afectado por tal enfermedad. - =

BREVE DESCRIPCION DE IOS PLANOS

La Figura 1 es una microfotografia del Stachybotrys

8D T=791s = = = = = = ~ = - - e e e e ... -

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Los compuestos a los que, de manera general, se re-
fiere la presente invencién pueden utilizarse para aliviar o

prevenir las reacciones patolégicas que requieren la actuacién
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de un complemento y en el tratamiento terapéutico de las en~

fermedades inmunolégicas tales como artritis reumatoide, lupus

erythematosus sistémico, glomerulonefritis, anemia hemolftica
autoalérgica, enfermedades de las plaquetas, vasculitis, etc.
Dichos compuestos pueden también utilizarse en el tratanien-
to terapéutico de enfermedades no inmunolégicas tales ccmo
hemoglobinuria nocturna paroxigmal, edema angiondurico here~-
ditario y estados inflamatorios provocados por la accidn de
enzimas bacterianas o liscosomélicas sobre los comporentes de
complemento apropiados como, por ejemplo, la inflamacidn que
sigue a la oclusién de las coronarias. También pueden ser
dtiles en el tratamiento de rechazos de transplantes y como

medios de cultivo y de transporte de sangre. — - =~ = - - - -~

En los dltimes afios se ha investigado mucho el angd
lisis teérico del sistema de complementos y de sus efeétos
en el hombre y los animales y actualmente se reconoce, de &z
nera general, que cuando ciertos compuestos tienen una acti-~
vidad anticomplementaria pueden presentar efectos terapéuti-
¢os sobre varios de los sintomas descritos anteriormente.

Por ejemplo, la patente US 4.021.544 dice lo siguiente: - ~

"La expresidén ‘complemento’ designa un grupo com—
plejo de protefnas de los fluidos-corporales que, actuando
con juntamente con anticuerpos u otrog factores, juegan une
importante funcidén como mediadores de las reaccionesAde inmu
nidad, alérgicas, inmunoqufmicas y/o inmunopatolégicas. Las

reacciones en las que participa un complemento tienen lugar

'
H
|
'

e
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en el suero de la sangre o en otros fluidos corporales y por

lo tanto son consideradas como reacciones humorales". = ~ =

"Con respecto m la sangre humana, existen actualmen
te méds de 11 proteinas en el smistema de complementoc. Estas
proteinas de complemento= se designan por medio de la letra
C y de ndmero: C1, €2, C3 y as{ sucegivamente hasta C9. La
proteina de complemento C1ee actualmente un conjunte de sub-
unidades designadas por C1q, Cir y Cis. Los ndmeros usiznados
a las proteinas de complementos reflejan la secuencie en la
que resultan activas, con la excepcidn de la proteina C4 de
complementos que reaccions despuéds de la C1 y antes de la C2.
Las asignaciones numéricas de las protefnas del sietema de
complementos se hicieron antes de que se comprendiers total-
mente le secuencia de reacciones. Una exposicidén més detalla
da del sistema ds complementos y de su funcidén en los proce-
808 del cuerpo puede hallarse, por ejemplo, en Bull. World
Health Org., 39, 935-938 (1968), Scientific American, 229,
(No. 5), 54-66 (1973), Medical World News, 11 Octubre 1974,

pp. 53-58, 64-66, Harvey Lectures, 66, 75-104 (1972), The

New England Journal of Medicine, 287, 489-495, 545-549,
592-596, €42-646 (1372), Ihe John Hopkins Med. J., 128, 57-74
(1971) y Pederation Proceeding, 32, 134~137 (1973)". = - =

"Puede considerarse que el sistema de complementos
estd compuesto por tres subsistemas: (1) una unidad (C1q) de

reconocimiento que le permite combinarse con moldculas de an
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ticuerpos que han detectado un invasor extrafio; (2) una uni-
dad (Cir, Cts, €2, C4, C3) de activecién que prepara un lu-
gar en la membrana adyacente; y (3) una unidad (C5, C&, CT7,
C8 y C9) de ataque que crea un orificio en la memhrana. La
unidad de ataque de la membrana-es no especifica; destruye a
los invasores e6lo debido a que se genera en su ﬁroximidadu
A fin de minimizar el peligro fespecto a las células propias
del anfitrién, su actividad débe estar limitada en el tiempo.
Esta limitacién se logrz, parcialmente, por el decaimiente
egspontineo ael complemento activedo y, parcialmente, por la
interferencia de los inhibidores y las enzimas des¥ructivas.
El control de los complementos, sin embargo, no es perfecto
y en algunas ocasiones se dafian las células del enfi%ridn.
Por ello la inmunidad es uns espada de doble filo™. --- -
"La activacidn del sisteﬁa de complemesntoe acelera
tembién la formacién de codgulos sanguineos. Esta accisn tig
be lugar por medio de la liberacién interpuesta de complermen
tos de un factor de formacién de codgulos de las plaquetas.
El fragmento y los complejos de complementos bioldgicamente
activos pueden quedar implicados en reacciones que perjudi-
can las células del anfitrién y estas reacciones patégenzs
pueden originar el desarrollo de enfermedades inmunocomple-
jas. Por ejemplo, en algunas fofmas de nefritis, el comple-
mento dafia la membrana bésica del rifién, originando que esca
pen proteinss desde la sangre a la orina. La enfermedad lu-

Pus erythematosus diseminado pertenece aesta categoria; sus




5e

10.

15.

25,

sintomas incluyen nefritis, lesiones viscerales y erupciones
de la piel. El tratamiento de la difteria o del tétanos me-
dignte la inyeccién ae grandes cantidades de antitoxinas ori
gina frecuentemente desérdenes del suero, que constituyen
ung enfermedad inmunocompieja. La artritis reumatoide impli-
ca también inmunocomplejos. Igual que el erythematosus lupus
diseminsdo, es una enfermedad de autoinmunidad en que los
sintomas de la enfermedad estén causados por efectos patolé-
gicos del sistema de inmunidad en los tejidos del anfitridén.
En resumen, el gistema de complementos ha demostrado hallar-
se¢ relacionado con las reacciones de inflamacién, 3¢ Torma-
¢ién de codgulos, de fibrinolisis, de anticuerﬁos-antlgenos

y con otros procesos metabdlicog®, = = = « = ~ - -

"En presencia de complejos anticuerpos-antigenos,
las froteinaa de complemento se hallan implicadas en una se
rie de reacciones que pueden conducir a dafios irreversibles
de las membranas, si tienen lugar en la proximidad de las
membranase biolégicas. Asf, si bien el couplamenfo constituye
parte del mecanismo de defensa del cuerpo contralla infeccidn,
origina también inflamacién y dafio de los tejidos en el pro-
ceso inmunopatolégico. La naturaleza de algunas de las pro-
tefnas de complemento, ciertas sugerencias con respecto al:
modo de relacionar el complemento con las membranas biolégi
cas y la manersa en que el complemento afecta al daflo de las

membranas se revelan en Annual Review in Biochemistry, 38,

389(1969).'0 bl A A L A B B L B B L L A B A L I
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"Se ha sefialado que los inhibidores conocidos de
complementos, el dcido épsilon-aminocaproico, el sodio sura-
minico y el 4cido tranexdmico, se han utilizado con éxito en
el tratamiento del edema angionéurico hereditario, estado pa
tolégico que tiene su origen en una deficiencia irhsrante o
en una falta de funcionamiento del inhibidor del suerd del
primer componente activado del complemento (inhibidor C1)

/The New England Journal of Medicine, 286, 808-812 (1972);

Allergol; Et. Immunipath; II, 163-168 (1974); J. Allergy
Clin. Immunol, 53, No. 5, 298-302 (1974); y Amnals of
Internal Medicine, 84, 580-593 (1976)/": = = = « = =« = =~ =

El 3-0-(beta-D-glucuronopirancsil)-sojasapogenol B
obtenido segin esta invencién presenta una potente actividaid
anticomplementaria. Por ello, se espera que dicho compuesto
inhiba la activacién excesiva del complemento en enfermedades
tales como las denominadas "enfermeﬁades inmunocomple jas" o
"enfermedades de autoinmunidad”, por ejemplo nefritis, enfer
medades reumdticas, lupus erythematosus sistémico, etc., y

que sea eficaz en la profilaxis y la terapia de tales enfer-

medades.-.-n-—-a---—--n- ------------

Los compuestos a los que, de manera general, se re

fiere esta invencidén pueden prepararse de varigs maneras. -

Por ejemplo, el compuesto en cuestidn, represen-

tado por la férmula (I), puede aislarse y purificarse con
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facilidad sometiendo materias vegetales conocidas, que con-
tienen saponina, tales como semilla de so0ja, que contiene
compuestos que tienen una porcién 3-0-(beta-D-glucuronopira
nosil)=-sojasapogenol como estructura parcial, a tratamientos
quimicoe, opcionalmente de forma conjunta con tratawientos
fisicos, Por ejemplo, el compuesto representado pc} ia férmu
la (I) puede prepararse separando primero sojasaponina B de
las semillas de so0ja y tratando entonces este complesto segin

el esquema 1 de reaccién descrito posteriormente. = = = = -

La separacién de la sojasaponina B puede rezlizar~
se utilirando procesos y medios de separacién cono:zides. Los
ejemplos de los tratamientos quimicos adecuados inecluyen hi-
drélisis, alcondlisis, eterificacién, acilacién, etc. Los
ejemplos de los tratamientos fisicos adecuados incluyen extrac
cién con disolventes, dilucién con ‘disolventes, cromatogra-

f{a de 1{quidos, cromatografia de gases, recristaligacién,

Més especificamente, el compueato reprasentado por
la férmula (I) puede prepararse sometiendo sojasaponina B
(I1) obtenida segun el procedimiento de Kitagawa et al
[Isao Kitagawa, Masayuki Yoshikawa e Ichiro Yoshioka, Chem,
Pharm. Bull., 22, p. 1339 (1974), Ibid., 24, p. 121 (1976)7

a alcohdligie con un alcohol inferior tal como metanol, eta-
nol, propanol, isopropanol, butanol, pentanol, hexanol, etc.,

en presencia de un dcido para formar 3-0~(6-0-alquil~beta-D-




glucuronopiranosil)-sojasapogenol B /Férmila (III)/ e hidro-
lizéndolo enton?es (esquema 1 de reaccidén). La expresién "sg
jasaponina B", tal como se utiliza aqui, designa una mezcla
de sojasoponinas I, II y III que contienen sojasapogerol B
como aglicdn, como se describe en las referencias de la lite

ratura mencionadas anteriormente. = = « = = = = « = - = - -

Esquema 1 de reaccidén

Sojasaponina B (1I)

l

Alcohélisis

.--0H

(III)

CH,0H

Hidrélisis parcial

OH

Hidrélisis (desesterificacién)

(1)




10.

15.

20.

25.

- 12 =

En la anterior férmula (III), R representa un gru

Yo alquilo inferior que tiene de 1 a 6 4tomos de carbono. ~

En la alcohdlisis de la sojasaponine B (II) pue-
den utilizarse varios §cidos empleados convencionaiwuonte en
la alcohdlisis. Los ejemplos adecuados de tales Acidos inclu
yen haluros‘ge hidrégenc, tales como cloruro de higrégeno,
bromuro de hidrégeno, etc., dcidos inorgénicos fuortes, ta-
les como dcido sulfirico, &cido nftrico, etc., dcilses orgé-
nicos fuertes, tales como 4cido tricloroacético, 4cico tri-
fluoacético, ete., 4cidos de Lewis, tales como clceraro de
aluninio, trifluoruro de boro, tetracloruro de titan?o, te- ‘
trabromuro de titanio, @tce = = =~ = = = @ = * = - o .- -~

La alcohélisis puede realizarse preferentemente en
tre la temperatura ambiQnte y los '1509C y, més preferentemen
te, a unos 50-10990, durante unas 1=6 horag. = = = « « = =

El método de aislamiento de los compuestos repre-
sentados por la férmula (III) respecto a la mezcla de reac-
cién no estd particularmente limitado y pueden emplearse va
rios métodos conocidos que utilizan las propiedad;a fisico-
quimicas de las substancies producidas incluyendo los emplea
dos en la separacién de sojasaponina B. Los ejemplos adecusg
dos de tales métodos incluyen un método que utiliza lae dife
rencias de solubilidad entre los productos y las impurezas,
un método que utiliza las diferencias de poder de adsorcidn

y de afinided respecto a los adsorbentes ordinarios, tales
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como carbdn activado, XAD-2, gel de sflice, resinas de inter-
cambio!idnico, Sephadex, ete., un método que utiliza las di~
ferencias de coeficiente de distribucién entre dos fases 1i~
quidae y una combinacién de tales métodos. Por ejemplo, el
alcoholizado se mezcla con agua'para formar precipitados que

se someten a cromatrografis en gel de silice y se eluyen pa-

80 & paso con un eluyente, por ejemplo una mezcla de clorofor

mo y etanol, pars sislar el compuesto de la férmula (I). - =

La hidrdélisis del compuesto representado por la
férmula (III) puede realizarse usualmente en un disolvente
inerte en presencia de un catalizador bajo las condiciones em
pleadas convencionalmente en la hidrélisis de los ésteres.
En esta reaccidén pueden utilizarse catalizedores convenciona
les. Los ejemplos adecuados de los catalizadores que pueden
utilizarse incluyen 4cidos minerales tales como dcido clorni
drico, 4cido sulfudrico, éqido nitrico, etec. y compuestos bé-
sicos inorgénicos, tales como hidréxido sédico, hidréxido po
tdsico, carbonato sédico, bicarbonato sédico, carbonato potd
sico, bicarbonato potdsico, etc. Como catalizador se prefie-

ren los compuestos inorgénicos bésicogs, = = = « = = =~ =« - -

En lg anterior reaécién pueden utilizarse cuales-
quiera disolventes inertes conveﬁcionales. Los ejemplos ade-
cuados de disolventes inertes inecluyen agua, alcoholes infe-
riores tales como metanol, etanél, propanol, etc., éteres ta
les como dioxano, tetrahidrofursne, etc., gulféxido de dime-

tilo, dimetilformamida, etc., o una mezcla de los mismos. La
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reaccién de hidrélisis puede realizarse preferentemente a
una temperatura desde la ambiente a 1509C y, mds preferente-

mente, de 50 a 1102C, durante unas 1-6 horag: = = = = = = =

El compuesto representado por la férmula (I) puede
aislarse de los productos de hidrélisis parcial de la sojasa
ponina B (II) en que se realiza la hidrélisis en agua 0 una
mezclé de agua y uno o més de los disolventes anteriormente
descritos, en presencia de haluros de hidrdégeno, tales como

cloruro de hidrégeno, bromuro de hidrégeno, etc., dcidos inor
génicos fuertes tales como dcido sulfurico, 4cido nitrico,
etc., 0 dcidos orgdnicos fuertes tales como 4cido tricloro-
acético, dcido trifluoacético, etc. La expresién "hidrélisis
parcial" utilizada aqui designa hidrélisis en la que no tie-
ne iugar escisién del aglicon del material de partida, es dg

El aislamiento del compuesto al que, de manera ge-
neral, se refiere esta invencidn respecto al hidrolizado par
cial puede realizarse utilizando los métodos anteriormente
descritos de aislamiento. Por ejemplo, después de extraerlo
con n-butanol para eliminar lo8 componentes solubles en agua,
el hidrolizado parcial se somete a cromatografia en columna
de gel de sflice para separarlo en respectivos componentes ¥y
la fraccién correspondiente al 3-0~(beta~D-glucuronopirano-
sil)-sojasapogencl B se somete a cristalizacién a partir de

un disolvente adecuado, por ejemplo una mezcla de cloroformo

.y acetona (1:1 en volumen). La hidrélisis parcial puede rea-
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lizarse usualmente a una temperatura desde la ambiente a

1502C, preferentemente de 50 a 1102C, durante unas 1-6 ho-

TAGe ™ o8 o= me = or w - o W W o e W m am = e e = = = -

Alternativamente, el compuesto representado por la
férmula (I) puede prepararse utilizando microorganismos ais-

lados por primera vez por los inventores de la presente., — -

A continuacién se dardn mis detalles de dicnos mi-

Croorganismos, = = = = = w = - - . I T

I. Lugar en que se encuentra

Esta cepa se aislé del suelo de la ciudad de

Tokush%ma, Tokushima, Japbf. = = = = = « = = = = = =« - = - -

II. Caracteristicas en varios medios de cultivo

Las caracteri{sticas de cultivo de esta cepa en va-
rios medios, basdndose en observaciones visuales y microscé-

picas (Figura 1) s0n como Sigue: = = = = = = = < = = = = = =

Qbservacién visual

1) Medio de extracto de malta agar

El crecimiento es répido e irregular. El color de
i
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la superficie posterior de la colonia es desde canela (Tan,
3ie) a marrén obscuro (Dk Brown, 3pn). La colonia es plana
Y la formacidén de conidios es buena. El color de las hifas
es desde bizeocho (Biscuit, 2ec) a canela (Tan, 3ie) y se ob
servan pequefias gotas de 1fquido gue exudan. No se produce

pigmento solubles = = = = = = = = - - - - -
2) Medio de glucosa de patata

El crecimiento es muy répido y por cultivo a 272C,
durante 30 dfas, el tamafio de la colonia alcanza 70 um. La
parte periférica de la colonia se esparce dendriticemente y
Be observan hifas blancas adheridas. Hey presente un gran nd
mero de gotas de liquido. Casi no se observa formacién de es
poras. El color de la superficie posterior de la colonia es

ambar claro (Lt Ambar, 3ie). No ga forme pigmento soluble. ~
3) Medio Czspek's Dox agar
El crecimiento es bajo.

4) Medio de mucosidad sintética agar

El crecimiento es bajo.

5) Medio de harina de avena agar

El crecimiento es muy bueno, de modo que en dos sg

manas el plato Petri queda cublierto. La colonia es delgada
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¥ plana. La formacién de hifas es abundante desde la etapa
inicial del cultivo y la form;cidn de conidios es también
répida. El color de la colonia pasa del blanco sl marrén obs
curo (Dk Brown, 3pn) a medida que avanza el cultivo. En las
hifas se producen grandes cantidades de gotas de liIquide. No

se produce pigmento soluble. = = = = = = =~ =« = = « « - =

III. Propiedades morfoldgicas

‘De la Figura 1 puede verse lo siguiente: los fialé
foros simplemente se ramifican y permanecen erectos. Las pun
tas de los fialdforos se comban ligeramente en forma de barra.
Sin embargo, -la combadura no es tan grande como la que se ob

Berva en las cepas del tipo Stachybotrys echinata IFO 7525 y

8856. Esta cepa presenta una anchura-de hifas de 4,0 a"4,5/n.
ligeramente mayor que el fialdéforo. Los fialéforos que quedan
ramificados y erectos con las células de los pies de las hi-
fas vegetativas o de las hifae aéreas tienen de 2 a 3 septos
y tienen un tamafio de 40-80 X 3.0-3,S/u. La pared celular del

fialéforo no es equinulada, 8inc liga. = = = = « = = = = ~

En las puntas de los fialdéforos se forman de tres
g seig fialidas a partir de la porcién combada. Ademds, se
forman fimlosporas de esféricas a subglobosas de una célula

econ una protuberancia equinulada y un tamafio de 4,3-5,2 x
|

A3,0~4.2/u continuamente y de forma basipétsla en las puntas

de la fialida y una cadena de 24 a 70 conidios. La fialida
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tiene una forma de obclavato y tiene un tamafio de 6,9-10,7
x 3,5-4,7 pe Los fialéforos y la fialida son incoloros y la
fialida tiens un color desde café (Coffee, 3pn) a negro. = =

La caracterizacién taxonémica de la presente cepa
que tiene las anteriores propiedades microbioldgicas ha sido
investigada por medio de los trabajos de G.L. Barron, Ihe

Genera of Hypgpmycétes from Soil, The Williams & wilgins

Company, Baltimore (1968), J.C. Gilman, A Manual of Soil Fungi,
The Iowa State University Press, Ames, Iowa (1971) y J.A. von
Arx, The Genera of Fungi Sporelating in Pure Culture, Verag
von J. Cremer 3301 Lehre (1970). Segin el sistema taxonémico
de Saccardo, la presente cepa pertenocé a la clase Hyphomyce
tes, familia Dematiaceae, género stachﬁotgxa. En otras pala
bras, las propiedades de 1a‘prasente cepa, caracterizada por
la ausencia de ascocarpos y de otréa érganos reproductivos
sexuales, la formacién de fialosforas de color marrén obscu-
ro a partir de la fialida y la acumulacién de laq fialosfo-
ras resultantes en forma semicircular en los extremos superio
res de 1la fialida concuerdan perfectamente con las propieda-

des del género Stachybotrys., w = « = « e e e e me-- -

Las distintas caracteri{sticas de la presente cepa
se han identificado con referencia a los manuales anterior-
mente descritos de investigacién y a las referencias de la .
literatura tales como G.R. Bisby, Trans., Brit. Mycol. Soc.,
ég, 133-143 (1943), R.K. Zuck, !gcoiogia, 38, 69-76 (1946),
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G.L. Barron, Can. J. Bo%., 39, 153-157 (1961) y en coupara~

cién con las cepas tipo que se conservan en el Imstituto de

la Permentacidén, Osaka, Jepén (IF0): = = = = = = = = = = =

Como resultado de ello, me halld gque la presente

cepa pertenecia al género Stachybotrys (género Memmoniells).

Easpecificamente, la presente cepa no posee ascocarpos ni
otroe érganos reproductivos sexuales y se forman coptinuamen
te, de la fislida, fialosporas de color marrén obscuro. Se
forman continuamente largas cadenas de esporas. Las propiedé
des de la presente cepa T-791 concuerdan con las del género

Stachybotrys (género Memmoniella).

Las distintas propiedades de la presentz ccpa han

- 8ido investigadas por medio de los mencionados manuales de in

vestigacién y de las mencionadas referencias de la literatu-
ra, tales como R.K. Zuck, Mycologia, 38, 69-76 (1346} y G.
Smith, Trans. Brit. Mycol. Soc., 45, 387-394 (1962), y se han

comparado con las cepas tipo conserv&das en el IF0O. Como re-
sultado de ello se ha juzgado que, dado que se forman conti-
nua y basipétalaménte, fialosporas a partir de fialida, 1la

cepa T-791 pertenece a Memmoniella echinata a la que Hbhnel

le di6 nombre. Sin embargo, de los citados trabajos de R.X.
Zuck y G. Smith, se considerd que la presente cepa T-791 era

una cepa snfloga al Stachybotrys echinata. Por lo tante, se

comparé con la Stachybotrys echinata IFO 7525 & IFO 8856. -

Morfolégicamente, no se observaron protuberancias
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equinuladas especi{ficas a las cepas de los dos tipos en las
paredes celulares de loe fisloforos de la presente cepa
T-791. Ademés, en las cepas tipo las puntas de los fialdéfo-
ros se comban a 2-3 veces la anchura de las hifas de los fia
16foros; sin embargo no se observa combado notorio en la pre
sente cepa. Ademds, las cepas de los dos tipos presentan
buen crecimiento en varios medios de cultivo, especialmente
en medio de glucosa de patata agar, forman coloniaz circula-
res algo levantadag y las hifas sg adhieren abunduantemente.
Ademés, se observa una conspicua formacién de conidios. En
contraposicién con ello, la presente cepa presents un creci-
miento irregularAdendritico, como se ha indicado anteriormen
te, y se observa una mala formacién de hifas y una mala for-
macién de conidios. De las anteriores diferencias miorobiolg
gicas se ha considerado que la presente cepa es una cepa nue

va y se ha denominado Stachbotgzabip. 7791, = = « « = = =

La indicacién de los colores anteriores y posterio

res se realiza segin el método descrito en Color Harmony

Manual, Container Corporation of America (1958), = « » = =

IV. Propiedades fisioldgicas

La Stachybotrys sp. T-791 es una cepa aerobia y tie

ne las siguientes propiedades fisiolédgicas: « = = « = = ~

¢

tachybotrys sp. T-791
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pH Temperatura
Condiciones de crecimiento: 3,5-11,5 15-38¢C
Condiciones 6ptimas de cre-
cimiento: 4,5~ 9,5 20-302¢C

Se han depositado muestras de la nueva cepa,’

Stachybotrys sp. T~791 en el Instituto de Investigacién de

la Fermentacién, Departamento de Ciencia y Tecnologfa Indus-
trial, Japén (n? 8-1, Inage Igashi 5-chome, Chiba-chi, Chiba,
Japén) bajo el mimero de depésito FERM~P 3803 y han sido tam
bién depositadas en la American Type Culture Collection

(12301 [Parklawn Drive Rockville, Maryland, U.S.A. 20852) ba-
jo el ﬂﬁmero de depbésito ATCC 20513 = = = = = = = = -----

Especificamente, la preparacién del compuesto al
que, de manera general, se refiere esta invencidén por medio

del microorganismo del género Stachyboirys descrito anterior

mente se logra de la siguiente manera: = = = = = = « = = « =

Primero los microorganismos se cultivan en un medio
que contiene fuentes y aditivos nutrientes ordinarios. lLas

fuentes de nitrdgéno utilizadas generalmente como substrato

de cultivo incluyen, por ejemplo, polvo de semilla de soja,

aceite de semilla de soja,»liquido de remojado de mafz, ex~

tracto de levadura, levadufa secs, harina de avena, extracto
de carne, casefna hidrolizada, sales aménicas y sales nitra-
to. Los ejemplos de fuentes de carbono adecuadas son glucosa,

glicerol, maltosa, almidén, lactosa, sucrosa y melazas. Los
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ejemplos de aditivos para el medio de cultivo incluyen sales
inorgénicas talas como carbonato cdleico, cloruro sédico,
sulfato magnésico y dcido fosférico. Si se requiere, el me-
dio de cultivo puede contener ademds pequefias cantidades de
sales de metales tales como hierro, cobre, manganeso y ginec.
Bl cultivo puede realizarse en un medio acuoso oréinario que
contenga el anterior subsirato, utilizendo una técnica de
cultivo superficial o una téecnica de cultivo sumergido con
aireacidn y agitacidn. Se prefiere sl cultivo aumergido.coﬁ
aireacién y agitacidén..El cultivo puede realizarse ventajosa
mente a una tehperatura de 15 a 382C, preferentemunte de 20
a 329C, durante un perfodo de usualmente 3 a 7 dfac, bajo
condiciones ordinarias de aireacién, mientras se mantierne el

PH del medio de cultive a 3,5~11,5, prefersntemente s 4,5~

9’50 i e e e e

Después del cultivo, la substancia producida se re
cupera del ca}do de cultivo. El método de recuperacién no es
t4 particulsrmente limitado y pueden emplearse varios méto-
dos conocidos que utiligan las propiedades fisicoquimicas de
las substancias producidas. La recuperacidén puede lograrse,
por ejemplo, por medio de un método que utiliza las diferen-
cias de golubilidad entre los productos y las impureras, de
un método que utiliza las diferencias de poder de adsorcién
y de afinidad respecto a los adsorbentes ordinarios, tales
como carbdén activado, XAD-2, gel de silice, resinas de inter

cambio iénico, Sephadex, ofc., de un método que utiliza las
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diferencias del coeficiente de distribucién entre dos fases

lfquidas y de una combinacién de tales métodos. = = = = - -

El compuesto asi preparado puede formar sales con
varios compuestos bédsicos farmacéuticamente aceptables. Des-
de luego, eata invencién incluye estas sales dentro de su al

CANCe, = = = & m w o o = o = = e e BB e WP G S R 4D P R S - e e

Los ejemplos adecuados de los compuestos bdsicos

- que pueden utilizarse para formar las anteriores sales inclu

yen compuestos bisicos inorgénicos, por ejemplo hidréxido sé

dico, hidréxido potdsico, hidréxido de aluminio, carbonato

sddico} carbonato potdsico, bicarbonato sédico, etc., y com=

'puestos orgénicos b4dsicos, por ejemplo piperacina, morfoli-

na,.piperidina, etilamina, dimetilamina, trietilaminas, etc.

Los compuestos a los que,‘de manera general, se re
fiere esta invencidén pueden utilizarse como agentes de trata
miento de las nefritis y, cuando se utilizan para este fin,
se formulan en forma de composiciones farmacéuticas junto con
los vehfculos ordinarios farmacéuticamente aceptables. Los
vehfculos adecuados que pueden utilizarse son, por ejemplo,

diluyentes o excipientes tales como cargas, extensores, aglo

_merantes, agentes humectantes, desintegrantes, agentes de ag

tividad superficial y lubricantes que se emplean usualmente

para preparar tales drogas segin la forma de dosificacién. -

Segin el objetivo de la terapia pueden elegirse va
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rias formas de dosificacién de los agentes terapéuticos como
agente de tratamiento de nefritis. Las formas t{picas de do-
sificacién que pueden utilizarse son tabletas, pi{ldoras, pol
vos, preparaciones l{quidas, suspensiones, emulsiones, grénu
los, cépsulas, supositorios y preparaciones inyectables (di-

aolucionea, emulsiones, suspensiones, etc.). = = = = = = ~

En el moldeo de una composicién farmacéutica que
contenga los compuestos de esta invencién como ingrediente
activo para formar una tableta, puede utilizarse una amplia
gama de vehiculos conoéidos en la técnica. Los ejemplos de
los vehiculos adecusdos incluyen excipientes tales como lac~
tosa, azﬁc&r blanco, cloruro sédico, glucosa, urea, almidén,
carbonato cédleico, caolin, celulosa cristalina y 4Acido sili-
cico; aglomerantes tales como agua, etanol, propanol, jarabe
simple, glucosa, disolucién de almidén, disolucién de gelati
na, carboximetilceluloga, shellac, metilcelulosa, fosfato po
tasico y poiivinilpirrolidona; desintegrantes tales como al-
midén seco, alginato sédico, polvo de agar, polvo de lamina-
ria, bicarbonato sédico, carbonato cdlecico, Tween, laurilsul
fato sddico, monoglicérido de dcido estedrico, almiddn y lag -
tosa; inhibidorgs de la desintegracién tales como azicar
blanco, gliceriléster de Acido estedrico, manteca ée cacao y
aceites hidrogenados; fomentadores de la absorcién tales como
bases amdnicas cuaternarias y laurilsulfato sédico; humectan
tes tales como glicerol y almidén, adsorbentes tales como al

midén, lactosa, caolin, bentonita y dcido silfcico coloidal;
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¥ lubricantes tales como talco purificado, sales de 4cido eg
tedrico, polvo de Acido bérico, Macrogol y polietilenglicol

86lid°o hndi ol e - e . — .- .= — == -

En el moldeo de la compdsicidn farmacéutica para

" formar p{ldoras puede utilizarse una amplia variedad de veh{

culos convencionales conocidos en la técnica. Los ejemplos
de vehiculos adecuados son excipientes tales como glucosa,
lactosa, almiddén, manteca de cacao, aceites vegetalgé endure
cidos, caolin y talco, aglomerantes tales como polvo de goma
ardbiga, polvo de tragacanto, gelatina y etanol y desinte-~
grantes tales como laminaria y agar. Las tabletas, si se de-
sea, pueden recubrirse y constituirse en forms de tabletas
recubiertas de azdcar, tabletas recubiertas de gelatina, ta-
bletas recubiertas de entéricos, tabletas recubiertas de pe-

1{fcula ¢ tabletas recubiertas con éos 0 mAs capag. = - = -

En el moldeo de la composicién farmacéutica para
formar un supositorio puede utilizarse una amplia variedad
de vehiculos conocidos en la técnica. Los ejemplos de los ve
hficulos adecumdos incluyen polietilenglicol, manteca de ca-
cao, alcoholes superiores, ésteres de alcoholes superiores,

gelatina, y glicéridos semisintéticos. « « = = = = = = = =

Cuando la composicidn farmacéutica se formula para
formar una preparacidén inyectable, la disolucién o suspensién

resultantes se esteriliza preferentemente y se isotoniza con
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respecto a la sangre. En la formulacién de la composicién
farmacéutica para formar una disolucién o suspensién pueden
utilizarse todos los diluyentes habitualmente utilizados en
la técnica. Los ejemplos de los diiuyentes adecuados son
agua, alcohol etflico, propilenglicol, alcohol isoestearfili-
co etoxilado, polioxietilensorbitol y ésteres de sorbitén.
Pueden incorporarse cloruro asédico, glucosa o glicerol en un
agente terapéutico, por ejemplo, tal como un agente de trata
miento de nefritis, en una cantidad suficiente para preparar
disoluciones isoténicas. E1 agente terapduticeo puede éonte-
ner ademds los coadyuvanteé de disolucién, tampones; agentes
de alivio del dq}or y conservantes ordinarios y opcidhalmen—
te agentes colorantes, perfumes, esencias, edulcoraﬁtes y

otras drogas, = = = = = = = = e e, ... .- —--—--

la cantidad del compuesto al que, de manera gene-
ral, se refiere esta invencién a in;orporar como ingrediente
activo en una composicidn farmacéutica dtil como agehte de
tratamiento de nefritis no estd particularmente limitada y
puede variar dentro de una'amplia gama. Una cantidad adecua;
da y terapéuticamente eficaz del compussto de esta invencién
es usualmente de 1 a 70% en peso y, preferentemente, de 5 a

50% en peso, en base a toda la composicidn, = « = = = « = =

No existe lfmite particular en cuanto a la manera
de utilizar el agente terapéutico como agente anticbmplementg
rio, tal como agente de tratamiento de nefritis, y el agents

terapéutico puede administrarse por vias adecuadas para las
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formas particulares del agente terapéutico. Por ejemplo, las
tabletas, pfldoras, preparaciones lfquidas, suspensiones,
emulsiones, grdnulos y cé4psulas se administran oralmente.
las preparaciones inyectables se administran intravenosamen-
te, ya sea solas o conjuntamente con agentes auxiliares ordi
narios, tales como glucosa y aminodcidos. Ademds, si se re-
quiere, el agente terapéutico puede administrarse intramuscu
larmente, intracutédneamente, subcuténeamente o intraperito-

nealmente. Los supositorios se administran intrarrectalmente,

Ia dosificacién del agente de tratamiento de la ne
fritis se elige adecuadamentevsegﬁn el objetivo del uso, los
sintomas, etc. Usualmente la dosis del compuesto al que, de
manera general, se refiere esta invencién es de uwnos 0,5 a

20 mg/kg de peso corporal por Afa. = = = « = = = = = = = = o

Los compuestos a los que,. de manera general, Se re
fiere esta invencidn tienen actividades anticomplementarias
y son también dtiles como agentes terapbuticos para enferme-
dades de autoinmunidad, enfermedades del coldgeno y enferme-

dades reunfticas, = = = = = = = - - - - - oo o - - - -

Los resultados de los ensayos sobre los efectos far

macolégicos de dichos compuestos se indican a continuacién.

Ensayos farmacolégicos

1. Compuestos ensayados

A. 3-0-(beta-D-glucuronopiranosil)-sojasapogenol

i G s RN cas weas L defe w0 PSR etk A MM A St WA RO Smith
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B (invencién)

B. Glicirricina (comparacidn)

2. Actividad anticomplementaria

Se midié la actividad anticomplementaria de los an
teriores compuestos de ensayo y fue confirmada por el método

de ensayo descrito en Meneki Kagaku (Immuno-Chemistry),

Yuichi Yamamura et al., Ed. Asakura Shoten, Tokyo, Japén
(1973) péginas 830-834. Especificamente, se cargé un tubo de
enpayo con 0,5 nl de una dispersién acuosa de cada uno de los
compuestos de eﬁsayo. 0,5 ml de eritrocitos sensibilizados
(EA) conteniendo 1 x 108 células/ml, 1 ml de una disolucién
diiuida 5 veces de una disolucién tampén de Veronal gue con=
tenfa gelatina isoténica (esta disqlucién diluida 5 veces se
denoming eve't por razones de brevedad) y 0,5 ml de suero de
complemento (complemento de cobeya) diluido 150 veces con el
GVB'™. La mezcla se mantuvo a 37¢C durante 60 minutos. Enton
ces se le afladieron 5 ml de una disolucidén fisiolégica sali-
na refrigerada con hielo y la mezcla se centrifugé. Se midié
la absorbancia del sobrenadante meparado a QD413, y se deter
mind el grado. en que el compuesto de ensayo inhibis la hemo-
lisis de los eritrocitos sensibilizados. El valor de activi-
dad inhibidora de 50% de hemolisis (gamma/ml) medido por el
anterior método se indica en la siguiente Tabla 1 para cada
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3. Toxicidad aguda

La toxicidad aguda (DL50 mg/kg) de los compuestos
de ensayo se determiné en ratones por administracién intrape
ritoneal en el caso del compuesto A y por administracién ine

travenosa en el caso del compuesto Be = = = = = « = = w = —

Los resultados obtenidos se indican en la siguien-

te Tabla 1¢ = =« = = = = « R I R I
Zabla 1
Compuesto Toxicidad aguda
de Actividad anticomplementaria Dig,
ensayo , 2
; (gamma/m1) (rg/kg)
A 5 Superior a 300
. B 500-1.000 Superior a 300

Como resultardi evidente de los resultados ilustra-
dos en la Tabla 1 el valor de toxicidad aguda (DLBO) del com
puesto al que, de manera general, se refiere esta invencién

es de un orden que permite utilizarlo como agente terapéuti-~

co..----———-n-----;n-.-m-u‘-p-—---

4. Efecto terapéutico en nefritis del tipo nefrotoxina

Se obtuvo nefrotoxina (por brevedad "NT") de rata,

como se describe a continuacibn, = = = « « «w = = = = -

Se homogenizé cértex de rifién de rata con una canti

‘dad igual de disolucién fisioldgica salina. La mezcla homoge
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nigzada se mezcld con coadyuvante completo de Freund (produg
to de Difco Company) a una relacién en volumen de 1:1. Se in
yectaron a un conejo (peso corporal 3.100 g) 2 ml de la mez-
cla resultante para inmunigarlo. Un mes y medio mds tarde se
extrajo sangre del corazén del conejo y se obtuvo suero. El
suero resultante se desactivé a 562C durante 30 minutos y lue
g0 ée traté con.una disolucién acuosa saturada al 40% de sul
fato aménico y se fraccioné. Se recogid la fraceidn gsmma-

globulina (IgG) para obtener NT: = =« « = = = = = ~ ----

La evaluacién terapéutica se realizé utilizando ra
tas macho Wiatar con un peso corporal de 150 a 160 g y con
tres repeticiones para cada compuesto de ensayo. El compues—
to de ensayo se administré intraperitonealmente una vez cada
24 horas durante siete dfas. Una hora después de la adminis-
tracién del compussto de ensayo alltercer dfa se aplicé la
NT. La NT se inyectd intravenosamente en una cantidad de 1
ml en una vena de la cola de cada rata. Se utilizé disolucién

fisioldégica salina como'control. I T

El nivel de proteinuria (cantidad total expulsada
en la orina en un periodo de 24 horas) se midié utilizando la
turbidometria y empleando albimina de suero de bovino como

control, por medio de Acido sulfosalicflico. = = = = = = =

Los resultados obtenidos se indican en la siguien-

tOTabla2o "'""-"-'-'-'--0-—-‘-—-0-'--_
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TABLA 2

Nivel de proteinuria (mg/dfa)

Ndmero de dias

1 4 7 10
Control 1 14 17 22 32
2 20 25 27 37
3 12 19 20 31
Media 15 20 23 33
Compuesto al que, de 1 1,9 1,2 0.9 7
manera general, se :
refiere esta inven- 2 5,3 2,9 1,8 13
cidén (3 mg/cuerpo)
) 3 2,5 2,7 1,1 9
Media 3,2 2,3 1,3 9,7

El anterior ntmero de dfas se cuenta desde gl mo-
mento de la administracién del compuesto de ensayc gue -se

produjo 1 hora antes de la aplicacién de lg NTe = = ~ =~ ~ -

El1 nivel de proteinuria en una rata sana es de 0,5
a 5 mg/dfa. Cuando el nivel de proteinuria sobrepasa esta ga
ma, especialmente cuando el nivel de proteinuria es superior
a 10 mg/df{a, puede decirse con seguridad que ha tenido lugar
nefritis. Como puede verse de los resultados de la Tabla 2,
la nefritis tuvo lugar en el-lofe de control y en el caso de
los compuestos a log que, de manera general, se refiere la
presente invencién la cantidad de proteinuria desde el momen
to de la administracién de NT a 10 dfas después de la admi-

nistracién es substancialmente igual que en una rata sana.
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As{, puede verse que la administracidén de dichos compuestos

inhibe las reacciones de inmunidad primarias y secundarias.

5. Efectos terapéuticos en nefritis del tipo Heymann

En el ensayo se utilizaron ratas Wistar macho con
un peso corporal de 180 a 200 g. Se extrajo cértex de rifién
de rata y se homogenizé con una cantidad igual en volumen de
una disolucién fisiolégica salina. El homogenizado se centri
fugé a 1.500 G durante 1 hora. E1 1lfquido sobrenadants se pu
rificé segin el método de T.S. Edgington et al., Journal of
Experimental Medieine, 127, 555 (1968), y se mezclé con coad

yuvante completo de Freund 37 Ra (producto de Difco Company)
a una relacién en volumen de 0,4:1. La mezcla resultantelse

inygctd intrapefitonealmente en ratas isdiogas en ung canti-
dad de 0,5 ml por rata y luego se administré la misma canti~-
dad de mezcla cada 2 semanas hasta gue el nivel de proteinu-
ria sobrepasé los 100 mg/dfa (este perfodo fue de ungs 6 a 8

BemanQ.S)o"-""""‘-"'--"--—-'.---o--——--

Cada uno de los compueafos de ensayo se administré
intraperitonealmente a las ratas afectadas por la nefritis
del tipo Heymann (con un peso éorporal de 300 a 350 g) una
vez cada dfa durante 7 df{as y luego se midié la cantidad de
proteinuria (mg/dfa) de la misma manera que se ha descrito
anteriormente. Como control se utilizé disolucién fisiolégi-
ca salina. Los resultados obtenidos se indican en la siguien

te Tabla 3. = = = = = = = = = = = = = = = ce e e =
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TABLA 3

Nivel de proteinuria (mg/d{a)

Ndmero de dfas

Antes de
lg admi-
nistracién 1 4 1. A 21

Control 1 132 127 135 126 135 114

' 2 121 105 121 109 103 105

3 135 117 137 132 121 108

Media 129 116 131 122 119 109

Compuesto al que, de 1 117 89 42 27 3 8
manera general, se

refiere esta inven- 2 129 127 75 39 17 13

cién (3 cuerpo)
ne/ . 123 119 58 18 9 7

Media 123 112 58 28 3 9

De dos a tres semanas después del principio del en
sayo los pesos corporales de las ratas aumentaron de 400 a
500 g y se consider§ que los niveles normales de proteinuria
eran de 5 a 15 mg/d{a. Como puede verse de los resultados de
la Tabla 3, los compuestos a los que, de manera general, se

refiere la presente invencién pueden curar la nefritis del

tipo Heymann,. « = = = = = = = = = = = = = - -

Para ilustrar la presente invencién con mayor deta

" 1le se describe en los siguientes Ejemplos la produccién de

los compuestos representados por la férmula general (I) y
sus sales y en los siguientes Ejemplos de referencia se des~

cribe la produccidén de agentes de tratamiento de nefritis que
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contienen dichos compuestos de la férmula general (I) y sus

sales como ingrediente activo, = = =« = = « @ c C e w0 - oo

EJEMPLO 1

(a) Se disolvié sojasaponina B (500 mg) en 30 ml
de metanol. Después de afiadir 1,5 ml de dcido sulfdrico 15 N,
la disolucién se refluyé durante 3,5 horas. A la mezcla de
reaccién se le afladié agua fria para formar precipitados que
se recogieroﬁ y se lavaron suficientemente con agua. Los pre
cipitados fusron adsorbidos en una columna de gel de sflice
¥y revelados con una mezcla de cloroformo-etanol sucasivamente
(20:1 en volumen, 200 ml; 10:1 en volumen, 150 ml; 5:1 en vo
lumen, 200 ml; % 231 en volumen, 200 ml) para obtener 71 mg
de 3=0-( 6-metil-beta~D~glucuronopiranosil)-sojasapogenol B.

El compuesto as{ obtenido se disolvié en 2 ml de
metanol y se afiadieron 2 ml de una disolucidn acuosa de NaOH
1 N a la disolucidn, a lo que siguié reflujo durantg 2 horas.
Despuéds de mezclar la mezcla de reaccién con agua fria y de
ajustar el pH a 1 con una disolucién acuosa de HCl 1 N, se
extrajo con n-butanol. La fraccién de n-butanol se concentré
hasta la sequedad bajo presidén reducida. La cristalizacién
del residuo a partir de una mezcla de cloroformo-acetona
(1:1 en volumen) proporcioné 50 mg de 3~0-(beta-D-glucurono-

piranosil)=-so0jasapogenol B = = = = = «w v =« w = w « - - - =

Punto de fusién: 231-2322C (descomposicién)
Andlisis elemental para 036H58°9‘
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C H
Calculado (%): 68,11 9,21

Hallado (%): 67,85 9,08

Cromatografia en capa delgada de gel de silice utilizando

"Kiesel Gel Fog," (marca de un producto de Merck Co.) - - =

1. Cloroformo-metanol-agua (65 : 35 : 8 en volumen)
i
!Rf = 0’ 38

2. Isopropanol-disolucidn acuosa de amonfaco 2 N (100 :

15 en volumen) Ry = 0,21

-

Soiubilidad: ¥uy soluble en metanol, etanol, n-propanol, n-
" butanol, disolucién acuosa alcalina, piridina, sulféxi
do de Aimetilo y dimetilformamida; soluble en ad;tona,
acetato de etilo y metiletilcetona; y escasamente solu
ble en bencens, cloroformo, &ter de dietilo, v-hexano

y éter de petrdleo.' - - wmm e ---e.eme—. - - - -

(b) Se disolvié 80 jasaponina B (500 mg) en 30 ml
de etanol saturado cor cloruro de hidrégeno y la disolucién
se refluyé’durante 3 horas. Se afadié agua fria a la mezcla
de reaqcién para formar precipitados gque se recogieron y la-
varon con agua. Los precipitados se purificaron entonces por
medio de una cromatografia en columna de gel de sflice /felu-
yente: cloroformo-etanol (20:1, 10:1, 5:1y 2:1 en volumen)/

para obtener 75 mg de 3-0-(6-0-etil-beta-D-glucuronopirano-
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8il)~sojasapogencl B. = = = - = = = = == - - - o oo - -~

El compuesto asi obtenido se mezcld con 2 ml de eta
nol y 2 ml de una disolucién acuosa de KOH 1 N y la mezcla
se refluyé durante 2 horas. La megzcla de reaccidn se mezclé
con agua fria y el valor de pH se ajusté a unos 1 con una di
solucién acuosa de HCl 1 Na 1o que siguié extraccién con n-
butanol. La fraccién de n-butanol se concentré hasta la se-
quedad bajo preasién reducida y la cristalicacién del residuo
de una mezcla de cloroformo-acetona (1:1 en volumen)'propor-
cioné 45 mg de 3-0-(bata-D-glucuronopiranosil)-sojasapogenol

B. Punto de fTumién: 231-232¢C (descomposicién) =- - ~ - - -
EJEMPLO 2

Se disolvié sojasaponina B (1 g) en 70 nl de sgua
destilada y la disolucién se mezcld con 5 ml de una disolu-
cidn aéuosa de dcido sulfirico 15 K a lo que siguié reflujo
durante 2,5 horas. La mezcla de reaccién se extrajo con n-bu
tanol. La fraccidén de n-butanol se concentré hasta la seque~
dad bajo presidn reducida. El residuo fue adsorbido en una
columa de gel de silice y revelado con una mezcla de cloro-~
formo-etanol (20:1, 10:1, 5:1 y 2:1 en volumen) para obtener
350 mg de 3-O~(beta-D-glucuronopiranosil)-sojasapogenol B. -
Punto de fusidn: 231-232¢C (descomposicién) « = = = = = = =

EJEMPLO 3

Se cargé un matraz Sakaguchi de 500 ml con 100 ml

| . "'.
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de un medio de cultivo que tenfa la composicidén indicads pog
teriormente y se cultivé Stachybotrys sp. T-791 2 252C y =
un pH de 5,5 durante 4 dfas con agitacién, = == = =~ = =

Glicerol 0,5%
Almidén 1,0%
Sucrosa 0, 2%
Polvo de semilla de soja 0,5%
Peptona 0,1%
Extracto de malta 0,2%
MgsO0, 0,3%
HCl1- 0,05%

Se cargé un fermentador de jarra de 30 litros con
20 litros de un medio de cultivo de la anterior compvsicién
¥y se cultivé un matrag del cultivo-de siembra resultante en
el medio de cultivo a 282C durénte 5 dfas con agitecién a
300 rpm y con un caudal de aireacidén de 1 litro por litro
del medio de cultivo y por minuto. El caldo de cultivo resul
tante se centrifugd a una velocidad de 8.000 rpm para elimi-
nar las células microbianas y el valor de pH del liquido so-
brenadante se ajusté a unos 1 con 4cido clorhidrico concen~-
trado. Los precipitados resuitantea se recogieron por centri
fugacién y se extrajeron con metanol. La fraccién de metanol

ge adsorbid en una columna de carbdén activado (500 ml) des-

pués de 10 cusl se concentré bajo presién reducida. La colum

na se eluyé con una disolucién acuosa de acetona al 304 y

luego con una disolucién acuosa de acetona al 50%. La frac-
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cién de disolucién acucsa de acetona al 50% se recogib y se
concentr$ hasta la sequedad bajo presién reducida. El resi-
duo se adsorbié en una columna de gel de silice y se revel$
utilizando una mezcla de cloroformo y acetona (2:1 y 1:1 en
volumen) como eluyente. Por otra parte, se recogibé y se con-
centré hasta laleequedad, bajo presién reducida, una frac-
cién que contenia 3-0-(beta-D-glucuronopiranosil)-sojasapoge
nol B /correspondiente a la fraceién que tenfa un valor Re
de 0,38 que se obtuvo sometiendo "Kiesel Gel Fogy” (rarca de
un producto de Merck Co.) a cromatografia en capa Gelgada
utilizando una mezcla de cloroformo-metanol-agua ($5:35:8 en
volumen) como disolucién reveladora/. El concentrad> se ad-
sorbié de nuevo en una columna de gel'de si{lice y se revel
con una mezcla de cloroformo-acetona sucesivamente (2:1 y
1:1 en volumen) y la fraccién correspondiente a la gnterior-

mente descrita se recogié, a lo que siguid concentracién has

‘ta la sequedad. La cristalizacién del residuo a parsir de

una mezcle de cloroformo-acetona {1:1 en volumen) proporcio-

né 46 mg de 3~0-(beta=D-glucuronopiranosil)-socjasapogenol B.

Punto de fusién: 231-2329C (descomposicifn) = = = « = « = =
EJEMPLO 1 DE REFERENCIA

Sal sédica del compuesto al que, de ma=- 500 mg
nera general, se refiere esta invencidén

Glucosa 250 mg

la cantidad total
de 5 ml

Agua. destilada para la inyeccién hasta constituir
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- Metanol g . 40

..39...

Se disolvieron la sal s6dica y la glucosa en agua
destilada para la inyeccién y la disolucién se virtié en una
ampolla de 5 ml. Se purgd el aire con nitrégeno y la ampolla
se calenté a 1212C durante 15 minutos para esterilizar la di

solucién a fin de obtener una preparacién inyectable. = ~ -
EJEMPLO 2 DE REFERENCIA

Compuesto al que, de maners general, se 750 mg
refiere esta invencién

Base de glicérido semisintético hasta constituir

la cantidad to-
tal de 2.000 mg

Se afiadié dicho compuesto a la base de glicérido
semigintético y se mezclaron y suspendieron a 502C. La mez-
cla se colé en un molde y se dejé enfriar naxurélmente. El

-

producto se elimind y se obtuvo asf{ un supositorio, - - -~ -
EJEMPLO 3 DE REFERENCIA

Compuesto al que, de manera general, se refiere 150 g
esta invencién

Avicel (marca de un producto de Asahi Kasei ) 40 g
Kabushiki Kaisha) :

Almidén de maiz : 30
Estearato magnésico ‘ ' 2
TC~5 (marca de hidroxipropilmetilcelulosa) 10
Polietilenglicol ; , 3
Aceite de castor : 40

e &8 B R R 0
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El compuesto mencionado, el Avicel, el almidén de

mafz y el estearato magnésico gse mezclaron y se molieron y

luego se dispusieron en tabletas utilizando una trituradora
convencional (R 10 mm) para el recubrimiento con aszdcar. las
tabletas resultantes se recubrieron con un agente de recubri
miento en pelfcula formado por TC=5, polietilenglicol 6000,
aceite de castor y metanol a fin de producir tabletas recu-~

8i bien la invencién se ha descrito en datelle y
con referencia a realizaciones espec{ficas de la misma, re-
sultard evidente para los entendidos en la técnicu que pue-
den introduciraé varios cambios y modificaciones er ella sin

A los efectos consiguientes se declaran <dc novedad
y propiedad para Espafia, sus territorios ¥y plazas ae sobera~

nia, las reivindicaciones que siguen, = = = = = = = = = =« ~

. d——————————
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i ‘REIVINDICAGCIONES

) : 1e= Procedimiento de preparar 3—0-(betaﬁb-glucuro-
' ' nopiranosil)-sojasapogenol B y, més particularmente, de pre-

% parar un compuesto de la férmula (I): = = = = = = = = =« ~ «

| (1)
: COOH
OH
CHZOH

i H

‘ OH
!

5 caracterizado porque comprende cultivar aerobiamente un mi-

croorganismo del género Stachybotrys en un medio 42 cultivo

que contiene fuentes asimilables de nitrégeno, carbono, sa~-
les inorgdnicas y minerales en trazas, a un pH de unos 3,5 a
; unos 11,5 y a una temperatura de unos 152 a unos 389C, y re-

10. cuperar el producto resultante de la férmula (I) del caldo

de CULtiVOY = = = = = = = e v - - ... --—-—-a-

2.~ Procedimiento segn la reivindicacién 1, carag
terizado porque incluye ademds convertir el producto resul-

tante en sus sales farmacéuticamente aceptableg. = = = = = =

|
|

PPl v v o a0 o et ot s a AR DS R LR S G R R

v imenn e oY ta e I = DI Sp SO RY SR
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3.~ Procedimiento segin la reivindicacién 1 6 2,

caraclterizado porque el microorgenismo es Stachybotrys sp.

4.~ “"PROCEDIMIENLO DE PREPARAR 3-O~(BETA~D-GLUCURO

NOPIRANOSIL)=SOJASATOGENOL B"e = = = = = = = = = « = = = = -

Todo ello conforme so describe y reivindica en la
presente memoria que consta de cuarente y dos hojas, foliaw
dus y mecanografiadas por una sola de sus caras, y de una 14

mina de dibujos que la ilustira.

MADRID, 22 MARZO 1979
P.A. M. CURELL SUNOL
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