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ES 2325513 B2

DESCRIPCION

Derivados con esqueleto de (fenilhidroxietilamino)benzoico y su preparacion, para el tratamiento de infecciones
producidas por hongos fitopatégenos, como agentes fungiestaticos.

Dominio de la técnica
La invencién pertenece al campo de los fungicidas agricolas.
Estado anterior de la técnica

Numerosas especies de hongos son capaces de actuar como patégenos sobre plantas de importancia econémica.
Con el fin de prevenir y reducir enfermedades provocadas por hongos patégenos se ha desarrollado un gran nimero
de compuestos con actividad fungiestética ¢ fungicida.

Un patégeno de plantas de considerable importancia comercial es Botrytis. El género Botrytis incluye diversas
especies tales como: B. cinerea, B. alli, B. squamosa. B. cinerea presenta un especial interés. B. cinerea ataca a frutos
tales como la uva y la fresa, a hortalizas tales como judias, zanahorias y pepinos y a plantas ornamentales tales como
begonias, crisantemos, geranios, rosas y tulipanes.

También, las especies de hongos fitopatégenos pertenecientes al género Colletotrichum son consideradas como
unas de las mds perjudiciales en la agricultura debido a la diversidad de especies vegetales que pueden ser afectadas
y la magnitud de los dafios ocasionados sobre las plantas. Presenta una amplia distribucién en todos los continentes,
siendo muy graves sus dafios en las dreas tropicales y subtropicales del planeta debido a las condiciones ambientales de
éstas regiones, con temperaturas que van desde medias hasta altas, humedad relativa significativa y lluvias frecuentes
que favorecen la dispersion y el desarrollo del patégeno.

Otro hongo de vital importancia en la agricultura es Phytopthora infestans, debido a las serias pérdidas producidas
en cosechas de patata y tomate, siendo considerado en la actualidad como uno de los mayores fitopatdgenos en estos
cultivos.

Por otra parte, en los tltimos afos la aparicién de nuevas variedades de cultivos, con elevados rendimientos y
escasa variabilidad genética, asi como algunos cambios en las técnicas de cultivo han conllevado a la propagacién
de severas enfermedades criptogdmicas, como la causada por el fitopatégeno Pyricularia oryzae en el cultivo del
arroz.

No obstante, también debemos considerar los dafios producidos por enfermedades fiingicas provocadas por otros
hongos fitopatégenos, como los del género: Eutypa, Septoria, Drechslera, Alternaria, Fusarium, Cochliobolus, Rhi-
zoctonia, etc...

El rapido desarrollo de tolerancia por parte de especies de Botrytis a fungicidas comerciales ha conducido a un
aumento en las cantidades usadas de estos compuestos, con los consiguientes problemas afiadidos de persistencia en
la ecoesfera y su incorporacién a la cadena alimentaria.

Por tanto, es interesante obtener nuevos fungicidas y métodos para tratar 6 prevenir infecciones fingicas. Ejemplos
previos de compuestos para tratar infecciones fungicas lo constituyen los derivados clovanicos 2-0,9 sustituidos (ES
2154185 Al), los derivados clovanicos 2-N,9-sustituidos (ES 2241482 A1) y los derivados con esqueleto de feniletanol
(ES 2221805 Al).

Explicacion de la invencién

La invencion comprende compuestos con la formula general 1 (Figura 1), donde R son cadenas o ciclos que pueden
contener dtomos de carbono, hidrégeno u otros heteroatomos, y la unidad CO,R queda definida segtn la Figura 1,
donde n (ndmero de unidades CO,R) es igual a 1 6 2. Si n = 1, la unidad CO,R puede estar unida al anillo A por
cualquiera de las posiciones a, b, ¢, d 6 e de este anillo. Si n = 2, las unidades CO,R pueden estar unidas al anillo A
por cualquiera de las posiciones a, b, ¢, d 6 e de este anillo, sin coincidir ambas sobre la misma posicién.

Para preparar compuestos de férmula general 1, con R, X, CO,R y n tal y como se han definido previamente,
se puede emplear un procedimiento en el que, partiendo de 6xido de estireno, (2) (Figura 2) es posible obtener,
mediante apertura regioselectiva con aminas aromdticas catalizada por triflato de estafio (II) (Sn(OTf),), derivados de
(fenilhidroxietilamino)benzoico de formula general 1.

Estos compuestos, de formula general 1, son capaces de reducir el crecimiento de un hongo por aplicacién de una
cantidad suficiente de los mismos.

Estos compuestos pueden emplearse para reducir el crecimiento del hongo de manera profiléctica, o para reducir el
crecimiento de un hongo ya presente en el drea a ser tratada. Con preferencia, los compuestos descritos se emplean para
reducir 6 prevenir el crecimiento de hongos patégenos de plantas; sin embargo, estos compuestos pueden emplearse
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para inhibir el crecimiento fiingico en diversas aplicaciones no agricolas (por ejemplo, para reducir dafios por humedad
sobre madera, pinturas, etc).

Breve descripcion de las figuras

Para la mejor comprensién de lo descrito en esta memoria, se acompafian una serie de figuras que describen los
compuestos a los que se hace referencia a lo largo del texto.

Figura 1.- Compuestos de férmula general 1, donde R son cadenas o ciclos que pueden contener d&tomos de carbono,
hidrégeno u otros heterodtomos, y la unidad CO,R queda definida segin la Figura 1, donde n (nimero de unidades
CO,R) esigual a1 6 2. Sin=1,launidad CO,R puede estar unida al anillo A por cualquiera de las posiciones a, b, c,
d 6 e de este anillo. Si n =2, las unidades CO,R pueden estar unidas al anillo A por cualquiera de las posiciones a, b,
¢, d 6 e de este anillo, sin coincidir ambas sobre la misma posicion.

Figura 2. - Oxido de estireno ).
Figura 3.- Amina de férmula general 3
Figura 4.- Compuestos 4, 5 y 6 de formula general 1

Figura 5.- Tabla que describe los datos de porcentaje de inhibicién (I%) y de concentracion efectiva del compuesto
5, para reducir un 50%, (ECs), el crecimiento de la colonia tratada del hongo Botrytis cinerea.

Figura 6.- Tabla que describe los datos de porcentaje de inhibicion (I%) y de concentracién efectiva del compuesto
5, para reducir un 50%, (ECs), el crecimiento de la colonia tratada del hongo Colletotrichum gloeosporioides.

Modo de realizacién de la invencion. Ejemplos de preparacion y actividad
Ejemplo 1
Preparacion del compuesto 4 (Figura 4)

204 mg de 6xido de estireno (2) y 310 mg de p-aminobenzoato de metilo se afiaden a un matraz Schlenck con
barra agitadora magnética, dejindose el medio en atmdsfera inerte. A continuacién se afladen 5 mL de acetonitrilo
(CH;CN) seco y 73 mg de triflato de estafio (II) (Sn(OT¥),). Tras la adicién la suspension se pone a calentar (40°C)
y va tomando paulatinamente un color anaranjado. Tras 24 horas de calentamiento y agitacién magnética, se paran
el calentamiento y la agitacién y se cromatografia directamente la mezcla de reaccién con gradientes crecientes de
acetato de etilo (AcOEt) en hexano, obteniéndose 368 mg del compuesto 4.

Datos espectroscépicos para 4-(1’-fenil-2’- hidroxietilamino)benzoato de metilo (4):
> Sélido anaranjado.
> Punto de fusién: 94-97°C.

> IR (KBr) v, (em™): 3399 (v O-H); 2878 (v C-H, N-CH,); 1691 (v C=0 éster); 1605, 1525 (v C=C ntcleo
aromatico).

> RMN de 'H (400 MHz, CDs): & (ppm) 3.80 (s, 3H, CO,CH,), 3.91 (dd, J= 6.3, 11.2 Hz, 1H, H-2’b), 3.99
(dd, J= 4.0, 11.2 Hz, 1H, H-2"a), 4.56 (dd, J= 4.0, 6.3 Hz, 1H, H-1"), 5.05 (s,, 1H, OH), 6.51 (dd, J= 2.6,
8.8 Hz, 2H, H-2, H-6), 7.22-7.35 (5H, H-2”, H-3", H-4”, H-5", H-6”), 7.77 (dd, J= 2.6, 8.8 Hz, 2H, H-3,
H-5).

> RMN de *C (100 MHz, C4Dy): 6 (ppm) 51.5 (¢, CO,CH3), 59.2 (d, C-1°), 67.1 (t, C-2"), 112.5 (2C, d, C-
2,C-6), 118.6 (s, C-1), 126.6 (2d, C-27, C-6”), 127.8 (d, C-47), 128.9 (2C, d, C-3”, C-5), 131.3 (2C, d, C-
3, C-5),139.3 (s, C-17), 151.1 (s, C-4), 167.4 (s, CO,Me). HMBC (seleccion de correlaciones): C-1 — H-
2, H-6, CO,CH;; C-1” — H-1°, H-2’a, H-2’b; C-4—4 H-1’, H-3, H-5.

> MS (E.L) m/z (intensidad relativa): 271 [M]* (4); 240 [M-CH,OH]"* (100); 208 (17); 162 (27); 135 (19);
120 (28); 103 (26); 91 [C,H,1* (27); 77 [CeHs]* (18).

> EMAR m/z: observado 271.1200 [M]*; C,sH;NO; requiere 271.1208.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2325513 B2

Ejemplo 2
Preparacion del compuesto 5 (Figura 4)

204 mg de 6xido de estireno (2) y 305 mg de o-aminobenzoato de metilo se afiaden a un matraz de tipo Schlenck
con barra agitadora magnética, dejandose el medio en atmdsfera inerte. A continuacion se afiaden 5 ml de acetonitrilo
(CH;CN) seco y 73 mg de triflato de estafio (II) (Sn(OTf),). Tras la adicién la suspension se pone a calentar (40°C)
y va tomando paulatinamente un color amarillento. Tras 24 horas de calentamiento y agitacién magnética, se paran
el calentamiento y la agitacién y se cromatografia directamente la mezcla de reaccién con gradientes crecientes de
acetato de etilo (AcOE?t) en hexano, obteniéndose 381 mg del compuesto 5.

Datos espectroscépicos del compuesto 2-(1’-fenil-2’-hidroxietilamino)-benzoato de metilo (5)
> So6lido amarillento.
> Punto de fusion: 78-80°C.

> IR (KBr) v (cm™): 3357 (v O-H); 2877 (v C-H, N-CH,); 1684 (v C=0 éster); 1581, 1516 (v C=C niticleo
aromatico); 1255 (v C-O-C éster).

> RMN de 'H (400 MHz, CsDy): § (ppm) 2.63 (s,, 1H, OH), 3.86 (dd, J = 6.6, 11.1 Hz, 1H, H-2’b), 3.90 (s,
3H, CO,H,), 3.94 (dd, J = 4.5, 11.1 Hz, 1H, H-2’a), 4.65 (dd, J = 4.5, 6.6 Hz, 1H, H-1°), 6.49 (dd, J = 1.1,
8.6 Hz, 1H, H-3), 6.57 (ddd, J = 1.1, 7.1, 8.1 Hz, 1H, H-5), 7.18 (ddd, J = 1.6, 7.1, 8.6 Hz, 1H, H-4), 7.26
(m, 1H, H-4”), 7.31-7.38 (4H, H-2”, H-3", H-5”, H-6”), 7.91 (dd, J = 1.6, 8.1 Hz, 1H, H-6), 8.49 (S,, 1H,
NH).

> RMN de *C (100 MHz, C¢D): 6 (ppm) 51.5 (¢, CO,CH3), 59.1 (d, C-17), 67.2 (t, C-2’), 110.5 (s, C-
1), 112.6 (d, C-3), 115.1 (d, C-5), 126.6 (2C, d, C-2”, C-6”), 127.4 (d, C-4”), 128.6 (2C, d, C-3”, C-57),
131.4 (d, C-6), 134.4 (d, C-4), 139.9 (s, C-17), 150.2 (s, C-2), 169.1 (s, CO,CH;). HMBC (seleccion de
correlaciones): C-2 — H-1’; C-1” — H-1’, H-2’a, H-2’b; C-2”, C-6” H-1".

> E.M. (LE.) m/z (intensidad relativa): 271 [M]* (3); 253 [M-OH]* (15); 240 [M-CH,OH]* (52); 224
(24); 208 (100); 180 (23); 151 [NHC H;CO,Me]* (22); 119 (30); 104 (24); 92 (24); 91 [C,H,]* (40); 77
[CsHs5]" (36).

> EMAR m/z: observado 271.1215 [M]*; C4H,;NO; requiere 271.1208.

Ejemplo 3
Preparacion del compuesto 6 (Figura 4)

204 mg de 6xido de estireno (2) y 415 mg de 2-aminotereftalato de dimetilo se afiaden a un matraz de tipo Schlenck
con barra agitadora magnética, dejandose el seco y 74 mg de triflato de estafio (II) (Sn(OTf),). Tras la adicién la
suspension se medio en atmoésfera inerte. A continuacidn se afaden 5 ml de acetonitrilo (CH;CN) pone a calentar
(40°C) y va tomando paulatinamente un color anaranjado. Tras 24 horas de calentamiento y agitacién magnética, se
paran el calentamiento y la agitacion y se cromatografia directamente la mezcla de reaccion con gradientes crecientes
de acetato de etilo (AcOEt) en hexano, obteniéndose 438 mg del compuesto 6.

Datos espectroscépicos para el compuesto 2-(1°-fenil-2-hidroxietilamino)tereftalato de dimetilo' (6).
> Sélido amarillo.
> Punto de fusion: 147-149°C.

> IR (KBr) v, (cm™): 3358 (v O-H); 2877 (v C=H, N-CH,); 1691 (v C=0 éster); 1578, 1450 (v C=C nicleo
aromatico); 1245 (v C-O-C éster).

> RMN de 'H (400 MHz, C4Dy): 6 (ppm) 3.81 (s, 3H, CH;-2"), 3.89 (dd, J= 6.8, 11.2 Hz, 1H, H-2’b), 3.92
(s, 3H, CH,-2"), 3.98 (dd, J= 6.4, 6.8 Hz, 1H, H2’a), 4.74 (dd, J= 6.4, 11.2 Hz, 1H, H-1"), 7.17 (dd, J=
1.4, 8.4 Hz, 1H, H-5), 7.22 (d, J = 1.4 Hz, 1H, H-3), 7.26 (m, 1H, H-4"), 7.36 (4H, H-2”, H-3", H-5”, H-
6”),7.95 (d, J= 8.4 Hz, 1H, H-6), 8.55 (s,, 1 H, NH).

! Alternativamente: 4-carboximetil-2-(1°-fenil-2-hidroxietilamino)benzoato de metilo
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> RMN de ®C (100 MHz, C¢Dg): 6 (ppm) 51.9 (¢, CH;-2"), 52.2 (¢, CH;- 27), 58.9 (d, C-17), 67.2 (t, C-
27, 113.76 (d, C-3), 113.83 (s, C-1), 115.6 (d, C-5), 126.7 (2C, d, C-2”, C-6”), 127.8 (d, C-4"), 128.9 (2C,
d, C-3”,C-5"), 131.7 (d, C-6), 134.9 (s, C-4), 139.4 (s, C-17), 150.0 (s, C-2), 166.6 (s, C-1%), 168.7 (s, C-
1”). HMBC (seleccién de correlaciones): C-1” — H-1"; C-2 — H-1"; C-1 — CH;-2; C-4 — CH;-2V; C-
27, C-6” — H-1"; C-1"” — H-6; C-1"V — H-3, H-5.

> E.M. (I.LE.) m/z (intensidad relativa): 329 [M]* (2); 311 (9); 298 [M-CH,OH]* (72); 266 (100); 238 (14);
207 [NHC4H,(CO,Me),1* (21); 177 (34); 150 (16); 119 [PhCHCH,OH]* (18); 104 (22); 91 [C;H,]* (38);
77 [CcHs]* (18).
> EMAR m/z: observado 329.1280 [M]*; C;3sH;yNOs requiere 329.1263.
Ejemplo 4

Ensayo de inhibicion del crecimiento del micelio de B. cinerea 6 C. gloeosporioides por parte del compuesto 5

Un medio de cultivo denominado agar-malta es empleado como sustrato para el crecimiento de B. cinerea. Una
preparacion tipica de este medio consiste en 20 g de glucosa, 20 g de extracto de malta y 1 g de peptona que son disuel-
tos en un litro de agua destilada o desionizada. Seguidamente se ajusta la acidez del medio a pH 6.5-7.0, afiadiéndose
tras esto 20 g de agar. Tras ser éste medio esterilizado y dejado enfriar hasta unos 45-50°C, se toman alicuotas de 20
mL, a las que se afiaden volimenes de 50 ul de etanol, que contienen concentraciones de 25, 50, 100 6 200 ppm del
producto objeto del bioensayo. Cada concentracién se prob6 por triplicado, de igual manera que los controles, para
los que se afiadieron 50 ul de etanol al medio, sin adicionar producto.

Tras dispersar mediante agitacion el medio, las mezclas todavia liquidas de medio y producto se vierten, en con-
diciones de esterilidad, sobre placas Petri de 90 mm de didmetro. Una vez que se hayan enfriado éstas, se saca del
centro de las mismas un cilindro de medio de unos 5 mm de didmetro, siendo reemplazado éste por otro de idénticas
dimensiones, pero recubierto por un cultivo de B. cinerea 6 C. gloeosporioides de 24 horas de antigiiedad.

Tras la anterior operacidn las placas se cierran y se disponen en las condiciones Optimas para el crecimiento del
micelio (aprox. 25°C, iluminacién continua), procediéndose cada 24 horas a la medida del didmetro promedio de la
colonia, para cada concentracion y réplica. Lo que permite obtener una serie de relaciones de crecimiento del micelio,
para cada concentracion y dia.

Se presentan los resultados del porcentaje de inhibicién y el ECs, tras 3 y 6 dias de bioensayo (ver Figuras 5y 6).

El porcentaje de inhibicidn, a la dosis indicada se obtuvo aplicando la férmula:

1=100 (C-T) / (C-C,)

Donde:

I = porcentaje de inhibicién

C = didmetro promedio de la colonia control.

C, = didmetro promedio de la colonia control para tiempo = 0.
T = didmetro promedio de la colonia objeto del tratamiento.

La concentracién efectiva de los productos aqui reivindicados, para reducir el crecimiento de la colonia tratada un
50% (ECs), se obtuvo a partir de una ecuacién obtenida al ajustar a una curva de tipo logaritmico, del tipo:

Porcentaje de inhibicién = A Ln(Concentracién) + B

Donde A y B son dos coeficientes que se obtienen tras el tratamiento matematico.

El valor de ECs, surge de aplicar cada férmula para un porcentaje de inhibicién del 50%.
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REIVINDICACIONES

1. Compuestos con esqueleto de (fenilhidroxietilamino)benzoico de férmula general 1 (Figura 1), donde R son
cadenas o ciclos que pueden contener dtomos de carbono, hidrégeno u otros heterodtomos, y la unidad CO,R queda
definida segtin la Figura 1, donde n (nimero de unidades CO,R) es igual a 1 6 2. Sin = 1, la unidad CO,R puede estar
unida al anillo A por cualquiera de las posiciones a, b, ¢, d 6 e de este anillo. Si n =2, las unidades CO,R pueden estar
unidas al anillo A por cualquiera de las posiciones a, b, ¢, d 6 e de este anillo, sin coincidir ambas sobre la misma
posicion.

b (CO,R),
a // c

A |
H\N X d

e

0
@ OH CO,R= C—OR
1

2. Compuestos 4, 5y 6 (Figura 4), de férmula general 1 (figura 1), segiin reivindicacién 1.

(0]

1 1 1
MeO OMe MeO
H\N . H\N ” H\N ) ” OMe
(0]

1 1 1
OH OH OH
5 4 6

3. Uso de los compuestos a los que se refiere la reivindicacion 1, incluyendo los compuestos de la reivindicacién
2, para el tratamiento de infecciones producidas por hongos fitopatégenos, como agentes fungiestaticos.

4. Uso de los compuestos a los que se refiere la reivindicacién 1, incluyendo los compuestos de la reivindicacién
2, para controlar infecciones provocadas por hongos fitopatdgenos del género Phytopthora, Botrytis, Pyricularia,
Septoria, Drechslera, Colletotrichum, Alternaria, Fusarium, Cochliobolus 6 Rhizoctonia.

5. Uso de los compuestos a los que se refiere la reivindicacion 1, incluyendo los compuestos de la reivindicacion
2, para inhibir el crecimiento flingico en diversas aplicaciones no agricolas.

6. Uso de los compuestos a los que se refiere la reivindicacién 1, incluyendo los compuestos de la reivindicacién
2, para reducir los dafios que el crecimiento fiingico produce sobre maderas y pinturas.
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Figura 1
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Figura 2
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b (CO,R),
a ~ c
A
™ d '
e C02R= C—'OR
3

Figura 3
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Porcentajes de inhibiciéon (I (%))
de B. cinerea para el compuesto 5

Dosis Tiempo
3 dias 6 dias
25 ppm 46 40
50 ppm 67 67
100 ppm 78 79
200 ppm 84 84
ECs (ppm) 25 31

Figura §
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Porcentajes de inhibicion (I (%))
de C. gloeosporioides para el
compuesto 5

Dosis Tiempo

3 dias 6 dias

25 ppm 34 44
50 ppm 49 44
100 ppm 71 54
200 ppm 90 72
ECso (ppm) 34 40

Figura 6
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