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DescrigBo referente & patente
de invengBo de AMERICAN CYANA-
MID COMPANY, norte-americensa,
industrirl e comercial, estabe-

lecida em One Cysnamid Plezsa,
Wayne, New Jersey 07470, Esta-
dos Unidos da América, (inventp
res: Michael John Dawson, David
Noble, Gordon C. Lawrence, Ri-
chard A. Fletton, Stephen Josef
Lane, Michael V. J. Ramsay,
Oswy Z. Pereira, Dereck R. Su-
theland e Edward P. Tilley, re-
sidentes na Inglaterra), para
"PROCESSO PARA A PREPARAGAO DE
COMPOSTOS MACROLIDOS".

DESCRIGAO

A presente invencd@o refere-se a novos compostos
macrolidos, BOS processos para A sua preparagio e As composi-

¢des que os contém.

0 Pedido de Patente Inglesa 2166436 e o Pedido de
Patente Europeim 170006 descrevem & preparacio de uma classe |
de macrélidos, designada por S541 ou 11-F28249, Os derivados
destes compostos encontram-se descritos, por exemplo, nos Pe-
didos das Patentes Inglesas nf2s 21761824 e 2192630A. Desco-
briu-se agora outro grupo de compostos 5541 que possuem acti-
vidade pesticida conforme adiante descrito e que também sEo




Uteis como intermedidrios para a preparacio de outros compos-
tos S541.

Assim, de acordo com um dos seus aspectos, a pre-
sente invencgHo proporciona compostos de férmula (1)

(1)

| e dos seus sais, em que

r!
|
| R™ representa um grupo metilo, etilo ou isopropi-
|
I,

| lo;
ﬁ Y1 representa —CH2—, Y2 representa -CH- e X re-
" R® R’

presenta - /Tem que R? representa um dtomo de hidrogé-

nio ou um grupo OR~ (em que OR8 representa um grupo hidroxilo
ou um grupo hidroxilo substituido possuindo até 25 Atomos de
carbono) e R’ representa um dtomo de hidrogénio, ou R® e R’
em conjunto com o Atomo de carbono mo qual estBo ligados re-
. presentam »C=0, >C=CH2 ou )C:NOR9 (em que R9 representa um
dtomo de hidrogénio, um grupo alquilo(Cl-CB) ou um grupo al-




9
co E_7 ou -Yl—X—Y - representa -CH=CH-CH- ou -CH,~CH=C-;

quenllo(C -C )) e o grupo C=NOR” encontra-se na Configura-

R4 representa um grupo OR8 conforme anteriormente
definido e R5 representa um dtomo de hidrogénio, ou R4 e R5
em conjunto com o Atomo de carbono ao qual estBo ligados re-
presentam C=0 ou C=NOR9a (em que R98 possui as significa-

¢Bes anteriormente definidas para R7);

R6 representa um dtomo de hidrogénio e R represen
ta —CHZOH, -CHO, —COZH ou um grupo amida ou ester de Acido
carboxilico; ou R~ representa um grupo hidroxilo e R represen

ta um grupo metilo; e

R/ representa um Atomo de hidrogénio ou quendo R
representar um grupo —CHZOH, entBo R7 pode representar também

um grupo hidroxilo.

Quando R representar um grupo ester de écido car-
boxilico este pode ser, por exemplo, um grupo —COZR16 (em que
10 representa um grupo alifdtico, aralifdtico ou aromético,
por exemplo, um grupo alquilo, mlquenilo, alquinilo, ciclo-aRl

quilo, aralquilo ou arilo).

Quando R representar um grupo amida de Acido car-

boxilico este pode ser, por exemplo, um grupo —CONR17318 (em

que RlT 18 podem representar individual e independentemen-

te um Atomo de hidrogénio ou um grupo conforme anteriormente

definido parm R16).

0 grupo R8, quando estiver presente nos compostos
de Férmula (1), pode representer um grupo acilo, por exemplo,
um grupo da formula RlOCO— ou RlOOCO— ou RlOOCS- (em que Rlo
representa um grupo alifético, aralifdético ou aroméAtico, por
exemplo um grupo alquilo, alquenilo, alquinilo, ciclo-alquilo,
aralquilo ou arileo), um grupo formilo, um grupo R 11 o qual

possui as significag¢Bes anteriormente definidas para Rlo, um

12

grupo R12802— (em que R™° representa um grupo alquilo(Cl—C4)




ou arilo(C6-Clo)), um grupo sililo, um grupo acetal ciclico
ou aciclico, um grupo —CO(CHz)ncozR13 (em que g3 representa
um stomo de hidrogénio ou um grupo conforme anteriormente de-
finido para Rlo e n representa 0, 1 ou 2) ou um grupo

14R15 14 15 e s
R NCO- (em que R e R podem representar individuel e
independentemente um atomo de hidrogénio ou um grupo alquilo

10 11 16 17

Quendo R~", R"7, R" 4, R
grupos alquilo, podem ser por exemplo grupos alquilo(Cl—CB),

ou R18 representarem

por exemplo grupos metilo, etilo, n-propilo, i-propilo, n-bu-
tilo, i-butilo, t-butilo ou n-heptilo, os quais podem ser tam
bém substituidos. Os grupos alquilo Rlo, R16, R e r18 podem
ser substituidos, por exemplo, por um ou varios, eventualmen-
te dois ou trés dtomos de halogéneo (por exemplo Atomos de
cloro ou de bromo), ou por um grupo CArboxi, alcoxi(Cl-C4)
(por exemplo metoxi, etoxi), fenoxi ou sililoxi. Quando g1l
representar um grupo alquilo substituido, pode ser substitui-

do por um grupo ciclo-alquilo, por exemplo ciclo-propilo.

Quando Rlo, Rll, R16, Rl7 e R18 representarem gru
pos alquenilo ou alquinilo, possuem preferencialmente 2-8 Eto
mos de carbono e quando representarem grupos ciclo-alquilo,

podem ser, por exemplo, grupos ciclo—alquilo(CB—Clz) tais co-

mo ciclo—alquilo(03-07), por exemplo grupos ciclo-pentilo.

10 11 16 17 18

Quando R, R"7, R"7, R e R
pos aralquilo, possuem preferencialmente 1-6 Atomos de carbo-
no no radical alquilo, e o grupo(s) arilo pode ser carbocicli
co ou heterociclico e contem preferencialmente 4-15 dtomos de

representarem gru

carbono, por exemplo fenilo. Os exemplos de tails grupos englo
bam fen-alquilo(Cl—C6), por exemplo grupos benzilo.

Quando Rlo, Rll, R16, R17 e Rl8 representarem gru

pos arilo, podem ser carbociclicos ou heterociclicos e possuem
preferencialmente 4-15 Atomos de carbono, por exemplo fenilo.




Quando R8 representar um grupo RlZSOZ-, pode ser
por exemplo um grupo metil-sulfonilo ou p-tolueno-sulfonilo.

Quando R8 representar um grupo acetal ciclico, pQ
de possuir por exemplo 5-7 membros no snel tal como um grupo
tetre-hidropiranilo.

Quando RB representer um grupo sililo ou Rlo, R16,

18 contiver um substituinte sililoxi, o grupo sililo

g7
pode suportar trés grupos que podem ser iguais ou diferentes,
seleccionados entre grupos eslquilo, alquenilo, alcoxi, ciclo-
-alquilo, aralquilo, arilo ou ariloxi. Tais grupos podem ser
tel como anteriormente definidos e particularmente englobam
os grupos metilo, t-butilo e fenilo. Os exemplos perticuleres
desses grupos sililo s#o trimetil-sililo e t-butil-dimetil-si
lilo.

ou R

Quando g8 representar um grupo —CO(CHz)nC02R13,

pode ser por exemplo um grupo -COCOzRIB ou -COCHZCH2002R13 em
gue R13 representa um dtomo de hidrogénic ou um grupo alquilo
(Cl—C4) (por exemplo metilo ou etilo).

Quando R8 representar um grupo R14R15NCO-, R14 e
R podem representar individuasl e independentemente, por e-
xemplo, um Atomo de hidrogénio ou um grupo metilo ou etilo.

15
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Quando R” ou R representarem um grupo alquilo
(C.-C,) pode ser por exemplo, um grupo metilo, etilo, n-propi
178 £

lo, i-propilo, n-butilo, i-butilo ou t-butilo, e preferencial

. mente é um grupo metilo.

Om

Quando R9 ou R representar um grupo alquenilo

(C,-C,) pode ser, por exemplo um grupo alilo.
378

Os compostos de férmula (1) que contiverem um gru
po Adcido podem formar sais com bases adequadas. Os exemplos




desses seis englobam os sais de metais alcalinos tais como os

sais de sdédio e de potéssio.

Os compostos nos quais R represents um grupo ami-
da ou ester de Acido carboxilico sBo germlmente preparados
tendo em consideragB8o & sua actividade. Quando R representer
um grupo —coles, R0

alquilo(C,-C,) conforme anteriormente definido, particularmen
178 a
17R18 Rl? re-
H

represente preferencialmente um grupo

te metilo. Quando R representar um grupo -CONR
presenta preferencimlmente um Btomo de hidrogénio e R18 repre
senta preferencimlmente um grupo alquilo(Cl—CB) conforme ente
riormente definido, particularmente n-butilo.

Nos compostos de fdérmule (1) RY representa prefe-
rencialmente um grupo isopropilo.

Um grupo importante de compostos de férmula (1) é
aquele em que Y~ representa -CH2—, Y2 representa -CH- e X re-~

R® ®>

presente :&:r . Os compostos particularmente importantes
deste tipo sBo aqueles em que R2 representa um Atomo de hidro
génio ou um grupo hidroxi, etoxi ou mcetiloxi e R3 representa
um gtomo de hidrogénio ou R ¢ R em conjunto com o Atomo de
carbono ao qual est8o ligados representam »>C=0, >C=CH2 ou
>C=NOCH,.

3

Outro grupo importante de compostos de fdérmulsa

(1) é aquele em que R4 representa um grupo hidroxi, metoxi ou
aciloxi (por exemplo acetiloxi) ou R4 & R? em conjunto com o

dtomo de carbono mo qual estfo ligados representam >C=NOCH3.

: R4 representa preferencialmente um grupo hidroxi.

Os compostos activos importentes de amcordo com =

presente invencfo sBo os de férmula (1) na qual:




R representa um grupo -COZCH ’ Rl representa um
grupo isopropilo, Yl representa —CH2-, Y~ representa -CH-, X
representa >C=NOCH3, R4 representa um grupo hidroxilo e R5
representa um Atomo de hidrogénio; e

R representa um grupo —CONH(CHZ)BCHB, Rl represen
ta um grupo isopropilo, Y1 representa —CHZ-, Y2 representa
-CH-, X representa )C=NOCH3, R4 representa um grupo hidroxi-
1o e R’ representa um dtomo de hidrogénio.

R representa um grupo —COZH, R1 representa um gru
po isopropilo, Yl representa —CH2—, Y2 representa -CH-, X re
p§esenta >C=NOCH3, R4 representa um grupo hidroxi e Rs, R e
R' representam dtomos de hidrogénio.

Os compostos de férmula (1) na qual R representa
-COOH sf8o particularmente dteis como intermediérios para a

preparagio de outros compostos de férmule (1).

Tal como anteriormente indicedo os compostos da
presente invencBo possuem actividade antibiodotica, por exemplo
actividade anti-helminticme, por exemplo contra nematoides e
em particular possuem actividade anti-endoparasitica e anti-

-ectoparasitica.

E possivel demonstrar a actividade antibidtica
dos compostos de férmula (1), por exemplo, através da sua ac-
tividade contre nematoides parasitas teis como Nematospiroi-

des dubius e Cmenorhabditis elegans.

Os ectoparasitas e os endoparasitas infectam os
seres humanos e uma diversidade de animais e s8o particular-
mente correntes em mnimais de exploragdes pecudrims tais como
os suinos, ovideos, bovinos, caprinos e em avicultura (por e-
xemplo na crimgBo de galinhas e de peris), equideos, coelhos,
aves de cag¢a, aves de gaiola e em animais domésticos tais co-




mo os cHes, gatos, porcos da Indim, gerbos e murganhos. As in
fecgBes paramsiticas do gado, provocando anemia, desnutricgio
de perda de peso constituem uma das causas fundementals das
perdas econdmicas em todo o mundo.

Os exemplos dos géneros de endoparasitas que in-
fectam esses animais e/ou os seres humanos s8o Ancylostoma,

Ascaridia, Ascaris, Aspiculsris, Brugia, Bunostomum, Capilla-

rip, Charbertia, Cooperim, Dictyocaulus, Dirofilarias, Dracun-

culus, Enterobius, Haemonchus, Heterskis, Log, Necstor, Nema-

todirus, Nematospiroides (Heligomoroides), Nippostrongylus,

Oesophagostomum, Onchocerca, Ostertagis, Oxyuris, Parascaris,
Strongvylus, Strongyloides, Syphacim, Toxascaris, Toxocara,

Trichonema, Trichostrongvlus, Trichinells, Irichuris, Triodon—

tophorus, Uncinaria e Wuchereris.

Os exemplos de ectoparasitas que infectam os ani-
mais e/ou os seres humanos s8o os ectoparasitas artropodes
teis como os insectos de picuda, varejeiras, pulgas, piolhos,
dcaros, insectos sugadores, carrapatos e outros pragas de dip

teros.

Os exemplos dos géneros de ectoparasitas que in-
fectam os animaeis e/ou os seres humenos s8o Ambylomma, Boophi-

lus, Chorioptes, Culliphore, Demodex, Dammlinia, Dermetobin,

Gastrophilus, Haematobia, Heematopinus, Esemophysalis, Hyalo-

ma, Hypoderma, Ixodes, Linognathus, Lucilie, Melophagus, QOes-
trus, Otobius, Otodectes, Psorergates, Psoroptes, Rhipicepha-

lus, Sarcoptes, Stomoxys e Tabanus.

A1ém disso, os compostos de férmula (I) tembém
gBo utilizdveis no combate As pragas de insectos, &caros e ng
matoides em mgricultura, horticultura, silvicultura, saide pu
blice e produtos ermazenados. E possivel tratar eficazmente
as pragas do solo e das culturas de plantas, incluindo ce-
renis (por exemplo trigo, cevada, milho e arroz), vegetais
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(por exemplo soja), frutos (por exemplo magas, uvas e citri-

nos), e bem assim das culturas de raizes (por exemplo beterra
ba sacarina, batatas). Os exemplos particulaeres dessas pragas
sfio os Acaros dos frutos e os afideos tais como os Aphis fa-

bee, Aulacorthum circumflexum, Myzus persicae, Nephotetiix

cincticeps, Nilpervata lugens, Panonychus ulmi, Phorodon hu-
muli, Phyllocoptruta oleivora, Tetranychus urticae e os mem-
bros do género Trimleuroides; nematoides tais como os membros
dos géneros Aphelencoides, Globoderas, Heterodera, Meloidogyne
e Panagrellus; lepidopteros tais como Heliothis, Plutella e
Spodoptera; gorgulhos dos gréos tais como Anthonomus grandis
e Sitophilus granerius; escaravelhos de farinha tais como
Tribolium castaneum; moscas como a Musca domestica; himendpte

ros; mineiros das folhas; Pear psylla;Thrips tabaci; baratas
teis como Blatella germanica e Periplaneta smericana e mosqui

tos tais como Aedes megypti.

Deste modo, de acordo com a presente invengBo pro
porciona-se compostos de fdérmula (1) conforme anteriormente
definida, os quais podem ser utilizados como antibidticos. Em
particular é possivel utilizd-los no tratmmento de animais e
de seres humanos com infec¢des endoparasiticus, ectoparasiti-
cas e/ou fungicas e como pesticidas em agricultura, horticul-
tura, ou silviculturas para combater pragas de insectos, dca-
ros e nematoides. Também podem ser utilizados genericamente
como pesticidas para combater ou controlar pragas noutras cir
cunsténcias, por exemplo em armazens, edificios ou noutros 1o
cais publicos ou onde se localizem as pragas. Em geral, é pos
sivel aplicar os compostos quer ao hospedeiro (animal, ser hu
meno, plantas ou qualquer tipo de vegetngBo) ou 8s préprieas

pragas ou 8o local onde se desenvolvem.

Os compostos da presente invengBo podem ser Tformu
1ados para administragBo por qualquer via conveniente para u-
tilizagBo em medicina veterindria ou humana pelo que & inven-
¢lo engloba no seu Bmbito as composigdes farmacéuticas consti




tuidas por um composto de acordo com a invengBo adaptadas pa-
ra utilizacBo em medicina veterinédrias ou humana. Tais compo-
si¢cBes podem ser apresentadas para utilizagBo por um processo |

convencional com o auxilio de um ou varios veiculos ou exci-

pientes asdequados. As composig®es dm presente invengBo englo-
bam as que se encontram numa forma especimlmente formulada pg
ra utilizacgBo parenteral (incluindo a administracBio intramamg
ria), oral, rectal, tdpica, por implantacBo, oftAlmica, nasal

ou genito-urindria.

Os compostos de formula (1) podem ser formulados
pera utilizacBo em medicina veterindria ou humana de acordo
com os métodos germis descritos no Pedido de Patente do Reino
Unido Ne 2166436.

As dosagens diAries totais dos compostos da pre-
sente invengBo utilizados quer em medicina veterindria quer
humsna estarfo adequedamente compreendides no intervalo entre
1-2000 g/kg de peso do corpo, de preferéncia entre 50-1000 g/
/kg podendo estas ser administradas em doses divididas, por

exemplo 1-4 vezes por dia.

Os compostos de acordo com a presente inveng&o po
dem ser formulados por quaelquer vie conveniente para utiliza-
¢Ho em horticultura ou agricultura pelo que a invengfo englo-
ba no seu Bmbito as composig¢®es constituidas por um composto
de mcordo com a presente inveng¢go, adaptadas para utilizacggo
horticola ou agricola. Tais formulag¢Bes englobam os tipos se-
cos ou liquidos, por exemplo poeiras, incluindo as bases de
poeiras ou de concentrados, pds, englobando os pds soluveis
ou humedeciveis, granuledos, incluindo microgrénulos ou grénu
los dispersiveis, aglomerados, composic¢Bes fluidificéveis, e-
mulsdes tais como as emuls®es diluidas ou os concentrados e-
mulsiondveis, banhos tais como os banhos pare raizes e para
sementes, revestimentos para sementes, aglomerados para semen
tes, concentrados oleosos, solugBes oleosas, injecgOes, por

- 10 -



exemplo injecgSes para os caules, &spersdes, fumigacBes e né-

VOoas.

De um modo gerel essas formulagdes englobargéo o
composto em associagBo com um veiculo ou diluente adequado.
Tais veiculos e diluentes encontram-se descritos no Pedido de
Patente Inglesa n? 2166436,

Nas formulagBes a concentragBo do material activo
estd geralmente compreendida entre 0,01% e 99% e mais prefe-
rencialmente entre 0,01% e 40% em peso.

Os produtos comercimis sBo fornecidos geralmente
como composig®es concentradas para serem diluidas até se ob-
ter uma concentragBo apropriada, por exemplo entre 0,001 e
0,0001% em peso, para fins de utilizagBo.

A pfoporgﬁo de aplicagBo do composto depende de
diversos factores incluindo o tipo de pragas envolvido e o
grau de infestagBo. Todavie, de um modo gerel considera-se a-
dequada uma proporgio entre 10 g/ha e 10 xg/ha; preferencial-
mente entre 10 g/ha e um kg/ha para o controlo de Acaros e de
insectos e entre 50 g/ha e 10 kg/ha para o controlo de nema-

toides.

Para utilizecfo em medicina veterindria e para u-
tilizagB8o horticola e mgricola pode ser desejével utilizar o
caldo de fermentagBo integral como fonte de composto activo.
Tembém pode ser adequado utilizar o caldo seco (contendo mice
1ios) ou utilizar micelios separados do caldo e pasterizados
ou mais preferencimlmente secos, por exemplo por aspersHo,
por liofilizagBo ou por centrifugacBo. Se desejado, é possi-
vel formular o caldo ou os micelios em composigBes que englo-
bem veiculos, excipientes ou diluentes inertes convencionais,

conforme descrito antes.

- 11 -




Os compostos antibidticos da presente invengHo po
dem ser administrados ou utilizados em combinag¢Bo com outros
ingredientes activos.

Em particular é possivel utilizar um composto an-
tibidtico da presente invengBo em conjunto com outros compos-
tos. Por exemplo, isto pode ocorrer quando se utiliza caldo
de fermentagBo integral antes da seperagBo dos compostos da
presente invengBo ou quando se faz reagir os produtos de fer-
mentagBo brutos de acordo com processos de fermentagBo da pre
sente invengBo, sem separag¢Bo prévia ou posterior; por exem-
plo, isto pode ser preferivel na utilizagBo agricola de um
composto, quendo for importante menter baixos custos de produ

GHo.

Os compostos de acordo com B presente inveng&o po
dem ser preparados segundo diversos processos conforme adian-
te descrito, em que Rl, R4, R5, R6, R7, X, Yl e Y2 possuem &8s
significegBes definidas para a férmula geral (1) salvo quando
especificado de outro modo. Em mlguns desses processos pode
ser necessfArio proteger um ou vArios dos grupos hidroxilo pre
sentes no materiel de partida, sntes de se efectuar a reacgio
descrita. Nesses casos pode ser necessério desproteger depois
o mesmo(s) grupo(s) hidroxilo logo que a reacgfBo tenha ocorri
do, para se obter o desejmdo composto da presente invengfo. E
possivel utilizar métodos convencionais de protecgBo e de deg
protec¢cBo, por exemplo, conforme descrito em 'Protective
Groups in Organic Synthesis' por Theodora W. Greene (Wiley-In
terscience, New York 1981) e 'Protective Groups in Organic
Chemistry' por J. F. W. McOmie (Plenum Press, London 1973).
Deste modo, é possivel remover um grupo acilo tel como um gru
po mcetilo, por exemplo, por hidrolise alcalina, utilizando
por exemplo hidréxido de sddio ou hidréxido de potéssio ou a-

ménia num dlcool mquoso tul como o metanol.

Assim, de acordo com outro especto de presente in




vengBo, proporcione-se um processo para & prepara¢io de um
composto de fdérmula (1) (na qual R- representa um Btomo de hi
drogénio e R representa -CHZOH, -CHO ou -COOH, ou R6 represen
ta -OH e R representsa -CHB)’ o quel consiste em incubar um
composto de férmuls (2)

(2)

num meio adequado na presenga de um micro-organismo ou de uma

enzima dele derivaeds, ou na presenga de uma preparagHo derive

da de um micro-organismo que contenha a enzima com interesse
d ~

susceptivel de efectuar a conversgo.

Os micro-organismos adequados e os seus extractos
para utilizacBo no processo de acordo com & inven¢fo podem
ser identificedos através de ensaios preliminares em pequena
escala concebidos para demonstirar a capacidade de um micro-or
ganismo ou de um seu extracto para converter compostos de fdér
mula (2) em compostos de férmula (1). Pode confirmar-se am for
ma¢Bo dos compostos de férmula (1) através de andlise cromato
grafica adequada (por exemplo cromatografim liquida de eleva-
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do rendimento) da mistﬁfﬁtdé“féédgﬁo.

Descobriu-se gque os micro-orgenismos do género
Streptomyces e seus extractos sBo particularmente adequedos

para utilizaegfBo no processo de acordo com & presente invengHo.

0s micro-orgenismos Streptomyces particulares pa-

ra utilizagBo no processo de acordo com a presente invengfo
englobam as estirpes de Streptomyces griseoplmnus, Streptomy-

ces virginine, Streptomyces cacroi, Streptomyces spinichromo-

genes var. kujimyceticus, Streptomyces tendse, Streptomyces

pureofaciens, Streptomyces mutotrophicus, Streptomyces fila-

mentosus, Streptomyces canescens, Streptomyces deltae, Strep-

tomyces fungicidicus, ver. espinomyceticus, Streptomyces my-

carofaciens, Streptomyces rimosus, Streptomyces djekartensis,

Streptomyces mashuensis e Streptomyces platensis e malvinus,

e os mutantes dessas estirpes.

Os micro-orgenismos Streptomyces particularmente

adequados pare utilizagBo no processo de acordo com B presen-
te invengBo englobam ms estirpes de Streptomyces mashuensis,

Streptomyces rimosus e Streptomyces platensis e malvinus por

exemplo Streptomyces mashuensis ISP 5221, Streptomyces rimo-
sus NRRL 2455 e Streptomyces platensis e malvinus NRRL 3761
e seus mutantes.

Os mutentes das estirpes anteriores podem mpare-
cer espontaneamente ou podem ser produzidos de acordo com di-
versos métodos incluindo os que se encontram descritos no Pe-
dido de Patente Inglesa n? 2166436,

Outras bactérias que se podem utilizar englobam
Pseudomonas putida, Pseudomonas mBeruginosa, Pseudomonas fluo-

regcens, Pseudomonas oleovarans, Mycobacterium rhodochrous,

Micrococcus flavoroseus, Aerobacter merogenes e Corynebacte-—

rium simplex.
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Outros micro-organismos que se podem utilizar no
processo de acordo com 8 presente invengBo englobam fungos e
preparagoes de células de plantas.

Os exemplos de fungos parsa utilizagBo no processo
de acordo com & presente invengBo englobam Penicillium oxali-

cum, Rhizopus nigricans, Calonectrina decora. Aspergillus

ochraceus, Cunninghamella elegans, Rhizopus arrhizus, Giberel-

le fujikuroi, Absidia orchidis, Absidis cylindrosporas, Cun-—
ninghemella blakesleeans, Cunninghemella echinulata, Mucor
hiemlis, Cladosporium herbarum, Curvularisa lunata, Pellicula-

rin filamentosa, Aspergillus fumigatus, Aspergillus niger e

Fusarium oXysSporun.

Os exemplos de preparagdes de células de plantas
para utilizagBo no processo de acordo cum a presente inveng#o
englobam &s espécies Phaseolus vulgaris L., Citrus paradisi,
Nicotiena tabacum L., Coptis japonice, Digitalis purpures e
Dioscores tokoro. As preperagdes de células de plantas séo

particularmente dteis no processo de acordo com & inveng8o pg
ra preparar compostos de férmula (1) na qual R representa um

grupo —CHQOH.

Também se pode efectuar a bioconversHo utilizando
um organismo que contenha o material genético de um dos micro
-organismos anteriormente referidos que participe na sintese
do composto de férmula (1). Esses organismos podem ser obti-
dos utilizando técnicms da engenharina genética, incluindo as
descritas por "D A Hopwood em 'Cloning genes for Antibiotic
Biosynthesis in Streptomyces Spp.: Production of a hybrid an-
tibiotic' p 409-413 em MNicrobiology 1985, Ed. L. Lieve, Ameri
can Society of Microbiology, Washington D.C. 1985"., E possi-
vel utilizar essas técnicas por um processo idéntico ao pre-
viamente descrito para a clonagem de genes biossintéticos an-
tibidticos, incluindo os genes biossintéticos para actinorodi
ne (Malpertide, F. e Hopwood, D. A. 13584, Nature 309, p 462-
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-464), eritromicina (Stenzsk, R. e outros, 1986, Biotechnolo-
gy, 4, p 229-232) e uma enzime importante implicada na produ-

¢Bo de penicilina e de cefalosporina em Acremonium chrysoge-
nun (Sansom, S. M. e outros, 1985, Nature, 318, p 191-194).

As enzimas adequadas parae utilizagBo no processo
de acordo com a presente invengBo podem derivar de fontes mui
tissimo variasdas. Todavia, os micro-orgenismos Streptomyces
anteriormente referidos representam uma fonte particularmente
adequada de enzimas susceptiveis de converterem os compostos

de formula (2) em compostos de fdrmula (1).

Num dos aspectos do processo de acordo com & in-
vengBo, pode efectuar-se a conversfio de um composto de fdérmu-
1a (2) num composto de férmula (1) fornecendo o composto de
férmula (2), por exemplo num meio solvente mdequado, & uma
meio de fermentagBo constituido pelo micro-orgenismo anterioxr
mente referido na presenga de fontes mssimildéveis de carbono,
rzoto e sais minerais. As fontes mssimildveis de carbono, az0
to e sais minerais podem ser proporcionadas por nutrientes
simples ou complexos. As fontes de carbono englobmrio geral-
mente a glicose, maltose, amido, glicerol, melagos, dextrinsa,
lactose, sacarose, fructose dcidos carboxilicos, eminodcidos,
glicéridos, mlcodis, alcanos e Sleos vegetais. As fontes de
carbono serfio constituidas geralmente por 0,5 a 10% em peso
do meio de fermentmgEo.

As fontes de mzoto englobarfo geralmente farinha
de sojm, licores de infusBo de cereais, destilados soliiveis,
extractos de malte, farinha de semente de mlgodf8o, peptonsas,
ferinha de amendoim, extracto de malte, melagos, caeseina, mis
turas de aminodcidos, mméniam (em gmz ou em solugBo), sais de
aménio e nitratos. Teambém € possivel utilizar ureia e outras
emidas. As fontes de mzoto serBo constituidas geralmente por
0,1 a 10% em peso do meio de fermentacfo.
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Os sais minerais nutrientes que € possivel incor-
porar no meio de cultura englobam os sais geralmente utiliza-
dos susceptiveis de proporcionar iBes de sdédio, potdssio, amg
nio, ferro, magnésio, zinco, cobalto, mangands, vandio, croé-
mio, c8lcio, cobre, molibdénio, boro, fosfato, sulfato, clore
to e carbonato.

Pode estar presente um anti-espumifero para con-
trolar a espums excessiva e pode adicionar-se intervaladamen-
te conforme necessiario.

No inficio do desenvolvimento da cultura, ou mais
frequentemente, quando o micro-organismo jé estiver a desen-
volver-se, por exemplo 2 a 4 diams mpds o inicio da cultura, é
possivel mdicionar um composto de férmula (2) num solvente or
gAnico miscivel com Agua (por exemplo um Alcool como o meta-
nol ou propan-2-ol, um diol como propen-l,2-ol ou butan-1,3-
-0l, uma cetona tal como & mcetona, um nitrilo tal como o acg
tonitrilo, um éter tal como tetra-hidrofurano ou dioxeno, uma
amide substituide tal como dimetil-formemida ou um dialquil-

-sulfdxido tal como o dimetil-sulfdxido).

A culture do organismo efectuar-se-& geralmente a
uma temperatura compreendida entre 20 e 50°C, de preferéncia
entre 25 e 40°C e desejavelmente ocorrerd com arejamento e a-
gitacBo, por exemplo misturando ou agitando. O meio pode ser
inicialmente inoculado com uma pequena gquantidade de uma sus-
pensBo do micro-organismo esporulado, mas no sentido de evi-
ter uma falha no desenvolvimento pode preparar-se um indculo
vegetativo do orgenismo inoculando uma pequena quantidade do
meio de cultura com a forma de esporo do organismo, e o indcu
lo vegetativo pode ser transferido para o meio de fermenteaggo
ou, mais preferencialmente, para um ou varios passos de disse
minacZo em que ocorra desenvolvimento adicional antes da trens
feréncia para o meio de fermentegBo principal. Geralmente e-
fectuar-se-8 a fermentagBo para valores de pH compreendidos
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entre 4,0 e 9,5, preferencislmente entre 5,5 e 8,5 quando es-
tiver presente um organismo Streptomyces e preferencimlmente

entre 4,0 e 8,5 quando estiver presente um fungo.

Depois de se ter adicionado & cultura um composto
de férmula (2), normamlmente com agitegfo suave, mantem-se =a
cultura até se mcumular o produto desejado. A presenga do pro
duto no caldo de fermentagBo pode ser determinada efectuando
o controlo dos extractos do celdo por cromatografiam liquida
de elevado rendimento, e por espectroscopia de UV a 238 nm.

E possivel isolar o produto a partir do caldo de
fermentacBo integral utilizando técnicas convencionais de isg
lasmento e de separagBo, conforme descrito nos Pedidos de Pa-
tente Ingleses 2166436 e 2176182.

Quendo se utiliza células de plantas como parte
do processo de fermentagBo € preferivel efectuar a cultura u-
tilizando um meio vegetal contendo um regulador do desenvolvi
mento des célulams das plantas tal como o Acido indol-acético,
édcido nafteleno-ecético, édcido indol-butirico, Acido 2,4-di-
cloro-fenoxi-acético, quinetine ou benzil-amino-purine a uma
temperatura compreendida entre 15 e 35°C, mantendo-se o valor
de pH entre 5,0 e 7,5. Os sais de emdénio e os nitratos comi-
tuem também fontes preferencimis de mzoto presentes no meio
de fermentacBo. A sacarose, fructose e glicose constituem tam
bém fontes preferencimis de carbono presentes no meio de fer-

mentagio.

De mcordo com um aspecto adicional do processo da
presente invengBo, pode efectuar-se a conversgo de um compos-
to de férmula (2) num composto de férmula (1) combinando e in
cubando um composto de férmulm (2), por exemplo num solvente
adequado (por exemplo um solvente orgénico miscivel com dgusa
conforme mnteriormente definido) com uma preparagio da enzima

da presente invengBo desejavelmente numa solugBo tempBo, por
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exemplo 2 ume temperatura entre 0°C e 60°C, preferenciamlmente
entre 20°C e 40°C, por exemplo cerca de 28°C. Geralmente efegc
tusr-se=d 8 reacclo para valores de pH compreendidos entre
3,5 e 8,5, por exemplo entre 5,5 e 7,5. Se desejmdo, a reac-
clio pode ser efectuadms na presenga de um cofactor tal como
NADH ou NADPH. Quando a reacgBo estiver completa, isto €,
quando o composto de férmula (2) jé nHo for convertivel no
composto da presente invengHo (conforme determinado pelo con-
trolo dos extractos de mistura de reacgBo por cromatografia
1{quide de elevado rendimento e por espectroscopia de [SAA-
238 nm), recupera-se o produto por técnicas convencionais de
isolamento e de separagfo conforme descrito no Pedido de Pa-
tente Inglés 2166436 e 2176182,

Pode prepmrar-se & enzima para utilizagBo no pro-
cesso da presente invengBo, por exemplo, fazendo & cultura de
um micro-orgenismo que produze a enzima num meio nutriente.
Os meios nutrientes e ms condigdes de fermentagBo adequados
para 8 preparagfo da enzima englobam os anteriormente descri-
tos para a preparagiio de um composto de férmula (1) & partir
de um composto de férmula (2) na presenca de um micro-organig
mo. O momento em que & actividade enzimdtica necesséria atin-
ge um mAximo variara, como é evidente, de mcordo com o micro-
-organismo utilizado e, consequentemente, o tempo de culture
Sptimo para cada estirpe utilizadsa é desejavelmente determing

do de forma independente.

Para os micro-organismos em gue & enzima seja ex-
tracelular, & possivel utilizar o meio de cultura liquido ou
o filtredo, apds a remocBo de todas as células, como fonte en
zimBtica. Quando & enzima estiver associeda as células pode
ser libertmda por meios convencionais tals como o tratamento
por ultrasons, a trituragBo com esferas de vidro, homogeneiza
cBo, tratemento com enzimas 1{ticas ou com detergentes, apds

suspensfo das células num tampfo adequado.
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A preparacfio resultante, com ou sem a remog8o dos
fragmentos celulares, pode ser utilizade como fonte enzimati-
ca. Todavia é preferivel purificar melhor a enzima por meios
convencionais. Pode utilizaer-se convenientemente a cromatogra
fia por lotes ou em coluna com celuloses de permuta idnice ou
com adsorventes por afinidade ou com outros adsorventes, por
exemplo hidroxil-spatite. Adicionalmente é possivel concen-
trar & enzime ou purificd-la ainda mais por técnicas de criva
gem molecular, por exemplo ultrafiltragBo ou semlificagBo. Em
geral, durante os procedimentos de purificacBo, € desejavel
manter o pH em valores compreendidos entre 3 e 11l.

Pode utilizar-se a enzima numa forma imobilizadsa,
por exemplo fazendo a sua insolubilizagBo ou captura numa ma-
triz adequada. Deste modo € possivel ligar ou associar um ex-
tracto da enzima a um polimero orgénico ou inorg@nico inerte,
cepturada sobre uma fibra, ou sobre uma membrana ou polimero
tal como gel de polimcrilamida, adsorvide por uma resina de
permuta idnica, recticulamdm com um remsgente tal como glutaral
deido, ou ocluse num invdlucro com a forma de uma pérola. Van
tejosamente € possivel utilizar enzimas imobilizadas tanto
nos processosg por lotes, B8pds os gquais é possivel utilizar no
vamente 8 enzima, como nos processos em fluxo continuo em que
os substractos passam stravés de uma coluna contendo a enzima

imobilizada.

E possivel preparar compostos de férmula (1) ne
qual R represente um grupo ester de dcido carboxilico tratan-
do um correspondente dcido carboxilico de férmula (1) na qual
R representa -COOH ou um seu sul ou um seu derivado reactivo,
tel como um halogeneto Acido (por exemplo um anidrido ou clore
to Adcido) com um reagente susceptivel de efectuar a conversso
nos esteres correspondentes de fdérmule (1) e, se desejado, sg
gue-se mr remogBo de quaisquer grupos de protecgfo 5- e/ou 23-

-hidroxilo que estejem presentes.
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' lo), e bem mssim na presenca de misturas de dois ou vArios
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As condigOes de esterificagBo mdequadas englobam
os procedimentos normalizedos descritos na literatura. Deste
modo, & possivel efectumr a esterificagfBio utilizando, por e-
xemplo, um Blcool tal como um &lcool da fdérmula r%ox (em que
R8 possui mas significag¢Bes anteriores).

As esterificagBes que utilizam mlcdois podem ser
efectundas desejavelmente na presenca de um agente de conden
sagBo, por exemplo, uma carbo-di-imida tal com N,N'-diciclo-
-hexil-carbo-di-imida. Também pode estar presente um mgente
de ligag¢Bo Acido tal como uma amina tercidria (por exemplo
trietil-amina, dimetil-anilina, piridina ou 4-pirrolidino-piri
dina).

Também se pode efectuar a esterificag¢Bo de um com
posto de férmula (2) pera se preparar um composto de férmula
(1) na qual R representa um grupo -CO2R8 (em que g8 represen-
ta um grupo slquilo, por exemplo terc-butilo) utilizando um
alqueno tel como isobutileno, efectumndo-se a reacgHo a uma
pressiBo elevada.

Também se pode efectuar a esterificagBo de ym com
posto de férmula (2) para se preparar um composto de férmula
(1) na qual R representa um grupo —CO2R8 (em que g represen-
ta um grupo metilo) utilizando diazo-metano.

A esterificagBo pode efectumr-se convenientemente
num solvente tal como éter (por exemplo éter dietilico, tetras
~hidrofurano ou dioxano), na presenca de uma cetona (por exem
plo acetona), de uma amida (por exemplo N,N-dimetil-formemi-
da), de um nitrilo (por exemplo mscetonitrilo), de um hidrocar
boneto tal como um hidrocarboneto halogenado (por exemplo clo
reto de metileno) ou de um ester (por exemplo acetato de eti-

destes solventes. Em alternativa, quando se utilizar um glcool

este pode ser utilizado tembém como solvente pare uma reacgéo.
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A reacgBo de esterificagBo efectua-se convenientemente a uma
temperatura compreendida entre -20°C e +100°C. por exemplo en
tre -10°C e +50°C.

De acordo com outro aspecto da presente invengBo
proporciona-se um processo (B) para B prepasragBo de um compos
to de férmula (1) na qual R represents um grupo amida de HAci-
do carboxilico, o quael consiste em tratar o écido carboxilico
primitivo ou um seu sal ou um seu derivado reactivo com uma

amina adequada, por exemplo uma amina da férmula R17R18NH (em

17 18

que R e R possuem as significa¢Bes anteriores).

Pode efectumr-se m reacgfo num solvente adequado,
por exemplo num hidrocarboneto halogenado tal como o dicloro-
-metano a uma temperatura préximas de 20°C. Também pode estar
presente convenientemente um egente de condensagBo adequado
tal como l-etoxi-carbonil-2-etoxi-l,2-di-hidroquinolina.

Num outro processo € possivel preparar os compos-
tos de férmula (1) na qual oRr® representa um grupo hidroxilo
substituido fazendo reagir o correspondente composto 5- e/ou
23-hidroxi com um reagente que sirva para formar um grupo hi
droxilo substituido.

A reaccio sera geralmente uma mscilagBo, sulfonila
¢Ho, eterificagBo, sililagBo ou acetalagBo, e pode efectuar-
-se a reacgBo de acordo com os métodos gerais descritos no pe
dido de Patente Inglesa n? 2176182.

Ainda noutro processo adicional, € possivel prepm
rar os compostos de férmula (1) na gual R4 e R5 em conjunto
com o atomo de carbono ao qual estBo ligados representam
»C=0, por oxidag8o dos correspondentes composto 5-hidroxi em
que R4 representa um grupo hidroxilo.

Pode efectuar-se a reacgBo com um agente oxidante
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que sirva para converter um grupo hidroxilo secunddrio alili-
CO num grupo oxo, proporcionando assim um composto de férmula

(1).

Os mgentes oxidantes adequados englobam, por exem
plo, oxidos de metais de transigBo tais como o didxido de man
ganés, e o oxigénio mtmosférico na presenga de um catalizedor
adequado tel como um metal finamente dividido, por exemplo

platina.

Geralmente utilizar-se-8 o agente oxidante em ex-
cesso relativemente & quantidade estequiométrica.

A rencgHo pode efectuar-se convenientemente num
solvente adequado o quel pode ser seleccionado entre uma ceto
na, por exemplo mcetona; um éter, por exemplo éter dietilico,
dioxano ou tetra-hidrofurano; um hidrocerboneto, por exemplo
hexano; um hidrocarboneto halogenado, por exemplo clorofdérmio
ou cloreto de metileno; ou um ester, por exemplo acetato de
etilo. Tembém é possivel utilizar combinag¢Bes destes solven-

tes entre si ou com dgua.

Pode efectuar-se a remcgfBo a uma temperatura com-
preendida entre -50°C e +50°C, preferencimlmente entre 0°C e
30°C.

Noutro processo de amcordo com a presente invencHo

’

é possivel preparar um composto dm formula (1) na qual X re-
presenta o grupo >C=NOR9 e R4 representa um grupo OR8 ou R4
e R5 em conjunto com o Atomo de carbono so qual estBo ligmdos

representam >C=0, ou X representsa
2 R3

-~
td
L
4

-C=

R

(em que R? representa um Atomo de hidrogénio ou um grupo or8
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e R3 representa um Atomo de hidrogénio ou R2 e R3 em conjunto
com o dtomo de carbono so qual estBo ligados representam
y0=0R%) ou ~Yl-X-Y2- representa -CH=CH-CH- ou -CH°-CH=C- e
R4 e R5 em conjunto com o Adtomo de carbono mo qual estdo liga
dos representam )C=NOR93, a partir dos compostos correspon-
dentes 5- e/ou 23-ceto de férmula (1) por reacgBo com um rea-
gente H2NOR9 (em que R9 possui as significagBes anteriormente
definidas.

A reamcgBo de oximagBo pode efectuar-se convenien-
temente a uma temperatura compreendida entre -20 e +100°C,
por exemplo entre -10 e +50°C. Pode ser conveniente utilizar
o reagente H2NOR9 na forma de um sal, por exemplo um sal de
adigBo de dcido ou como um cloridrato. Quando se utilizer es-
se sal B reacglo pode ser efectumds na presenga de um agente
de ligagBo Acido.

Os solventes que podem ser utilizados englobam os
alcéois (por exemplo metmnol ou etanol), amidas (por exemplo
N,N-dimetil-formamida, N,N-dimetil-acetamida ou hexametil-fos
foramida), éteres (por exemplo éteres ciclicos tais como © te
tra-hidrofurano ou o dioxano, e éteres aciclicos tais como di
| metoxi-etano ou éter dietilico), nitrilos (por exemplo amceto-
. pitrilo), sulfonas (por exemplo sulfolano) e hidrocerbonetos
tais como os hidrocarbonetos halogenados (por exemplo cloreto
de metileno), e bem assim misturas de 2 ou de vArios desses
solventes. Tembém se pode utilizer dAgua como co-solvente.

Quando se utilizarem condigBes mquosas a reacgho
pode ser convenientemente tamponada com um gcido, base ou tam

p8o apropriados.

Os écidos amdequados englobam os Acidos minerais
tal como o dcido cloridrico ou o sulfurico, e o dcido carboxi
1ico tal como o Acido acético. As bases adequades englobam
carbonatos e bicarbonatos de metais alcalinos tais como o bi-
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cerbonato de sédio, hidrdxidos tais como o hidréxido de sédio,
e carboxilatos de metais rlcalinos tais como o acetato de sdé-
dio. Um tampBo adequedo € o acetato de sddio/dcido acético.

Faz-se observer que quando se prepera compostos

9 e R* e R5 em con

de férmula (1) na qual X representa >C=NOR
junto com Btomo de carbono mo qual estfBo ligados representam
)C=NOR9a a partir das correspondentes 5,23-dicetonas (isto é
4 5

e R
em conjunto com o Atomo de carbono mo qual estfo ligados re-
presentam >C=0) os grupos )C:NOR9 e )C.—_-NOR9a

compostos de férmula (1) na qual X representa >C=0 e R
serfio igueis.

Num processo adicional de acordo com e presente
invengBo € possivel preparar um composto de férmula (1) na
qual X representa o grupo »C=0 oxidando um composto de férmu
la (1) na quel X represente

R g7

7 '
”

7

rs

-

-C-

(em que R2 representa um grupo hidroxilo e R3 representa um
dtomo de hidrogénio). Pode efectumar-se & remcgBo com um agen-
te oxidante que sirva pars converter um grupo hidroxilo secun
dério num grupo oxo proporcionando assim um composto de férmn
la (1).

Os mgentes oxidantes mdequados englobam as quino-
nes ne presenge de Agua, por exemplo 2,3-dicloro-5,6-diciano-
-1,4-benzoquinona ou 2,3,5,6-tetracloro-1l,4-benzoquinona; um
agente oxidante de crémio (VI), por exemplo dicromato de piri
dinilo ou tridxido de crdmio em piridina; um agente oxidante
de mangenés (IV), por exemplo dioxido de manganés em dicloro-
-metano; uma N-halo-succinimida, por exemplo N-cloro-succini-
mida ou N-bromo-succinimida; um dimlquil-sulfoxido, por exem-
plo dimetil-sulfoxido, na presenge de um agente activador tal
como N,Nidiciclo-hexil-carbo-di-imide ou um halogeneto de aci
lo, por exemplo cloreto de oxalilo; ou um complexo de piridi-
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na/triéxido de enxofre.

Pode efectuar-se convenientemente a reacgBo num
solvente adequado o qual pode ser seleccionado entre uma ceto
na, por exemplo amcetona; um éter, por exemplo é€ter dietilico,
dioxano ou tetra-hidrofureno; um hidrocarboneto, por exemplo
hexano; um hidrocarboneto halogenado por exemplo clorofdrmio
ou cloreto de metileno; ou um éster, por exemplo acetato de
etilo ou ume emide substituida por exemplo dimetil-formamida.
Teambém é possivel utilizar combinagGes destes solventes entre

si ou com Agul,

Pode efectumr-se m reacgBo a uma temperaturas com-
preendida entre -80°C e +50°C.

Noutro processo de mcordo com a presente invengEo
é possivel preparar um composto de férmuls (1) na qual X re-
presenta )C:CH2 fazendo reagir os correspondentes compostos
23-ceto (isto é, compostos de férmula (1) na qual X represen-
ta >C=0) com un reagente Wittig mpropriasdo, por exemplo um
forforano de formula (Ra)3 P=CH, (onde R? representa alquilo
(01-06) ou arilo, por exemplo arilo monociclico tal como feni
lo). Os solventes de reaccBo adequados englobam éteres tais
como tetre-hidrofurano ou éter dietilico ou um solvente epré-
tico dipolar tal como dimetil-sulfoxido. Pode efectuar-se =
reacgHo a quelquer temperaturas adequeda, por exemplo a 0°C.

Num processo adicional € possivel preperar um com
posto de férmula (1) ne qual X representa -CH,- tratando um
composto correspondente no qual R2 representa um grupo hidro-
xilo e R3 representa um étomo de hidrogénio sequencialmente
com (i) cloreto de oxamlilo e (ii) 2-mercapto-piridine-N-éxido,
uma quantidade catalitica de uma base orginica, por exemplo
uma amina tercidria tal como dimetil-emino-piridina e um tiol
que seja preferencimalmente um tiol protegido, por exemplo tri
til-tiol.
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Pode efectuar-se a reacgBo num solvente inerte
tgl como um hidrocerboneto aromético, por exemplo tolueno. O
passo (i) pode realizar-se convenientemente & temperatura am-
biente e o passo (ii) & uma temperatura elevada, por exemplo
ao refluxo.

Ainda de acordo com outro processo da presente in
venglio é possivel preparar um composto de férmula (1) na qual
—Yl-X-Y2 representa -CH=CH-CH- ou —CH2—CH=C— eliminando HL de
um composto de férmula (1) em que L represente um grupo remo-
vivel tel como um grupo OR8 (em que OR8 representa um grupo
hidroxi ou aciloxi). Pode efectumr-se a reacgfBo de remogBo pg
re proporcionar um composto de férmula (1), utilizando técni-
cas convencionais, por exemplo conforme descrito no pedido de
Petente Europeim n? 215654.

E possivel preparar sais de dcidos de férmula (1)
de scordo com métodos convencionais, tratando por exemplo o
gdcido com uma base ou convertendo um sal noutro sal por permu

ta idnica.

Os compostos de férmula intermediéria (2) na qual
Yl representa -CHZ-’ Y2 representa -CH- e X representa
R2 R
-i:r (em que R? representa um Atomo de hidrogénio ou um
grupo or® e B> representa um Atomo de hidrogénio ou R% e R’
em conjunto com um Atomo de carbono 8o qual estBo ligedos re-

2

presentam »C=0) ou -Y1-X-Y°- representa -CH=CH-CH- ou

—CH2-CH=C—, sBo compostos conhecidos descritos nos pedidos de
Patente Inglesas 2166436 e 2176182 e no pedido de Patente Eu-
ropeir 215654, ou podem ser preparados & partir desses compos
tos conhecidos, utilizando procedimentos conforme anteriormen

te descrito.

E possivel preparar compostos intermedidrios de
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férmula (2) na qual Yl representa —CHZ—, Y2 representa ~CH- e
X representa »C=CH, ou )C:NOR9 a partir de compostos de fdr
mula (2) descritos nos pedidos de Patentes Inglesas n%s
2166436 e 2176182, utilizando os processos anteriormente des-
critos (pare a preparacgBo dos compostos correspondentes de
férmula (1) e no pedido de Patente Inglesa n? 2192630 e no pe
dido de Patente Europeim n2 2311104).

A presente inveng@o ilustra-se com os exemplos
que se seguem em que se designae por 'Factor A' o composto de

férmula (2) anterior no qual R~ representa isopropilo, v re-

2 3

R R

/’ ,
presenta -CH 579 Y represents -CH-, X representa -C- (em
que R2 representa um grupo hidroxilo e R3 representa um Atomo
de hidrogénio), R' representa um grupo hidroxilo e R5 repre-
senta um Adtomo de hidrogénio. Os compostos de mcordo com &
presente invengBo sHo designados por referéncim mo Factor A.
Todes as temperaturas estio em 0°C.

Exemplo 1

12-Desmetil-Factor A 12-Adcido carboxilico

Adicionou-se égua esterilizada (5 ml) a uma cultu

ra de Streptomyces platensis subsp. malvinus NRRL 3761, e uti

lizaram-se porgdes de 1 ml para inocular beldes agitados de
250 ml contendo meio A (25 ml):

gt
D-Glucose 2,5
Dextrose de malte MD3OE 25,0
"Arkasoy 50" 12,5
MelagGes 1,5
KH2PO4 0,125
Carbonaeto de calcio 1,25
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/ Kcido 3-(N-morfolino)propano-sulfdénico_/ 21,0
Lgua destilada conforme necessario

ajustou-se o pH para 6,5 com HZSO4 entes de se colocar em mu-

toclave.

Fez-ge a incubmc¢Bo dos balles a 28°C durante 2
dias num agitador rotativo (250 rpm) e utilizou-se a cultura
de 2 dims (100 ml) para inocular um fermentador 7 1 contendo
o Meio A (5 1). Manteve-se a incubagBo a 28°C com arejamento
(2 1/min) e com agitacBo (250 rpm) e, decorridos 2 dias, adi-
cionou-se uma solugBo de Factor A (2,5 g) em dimetil-sulfdxi-
do (50 ml). Manteve-se a fermentagBo durante mais 5 dims e
fez-se B remogBo das células por centrifugagBo e extraiu-se
com metanol. Apdés remocBo das células extraiu-se com acetato
de etilo o sobrenadante aquoso e os extractos de acetato de
etilo combinados foram esdicionedos mo extracto de metanol e
evaporou-se para proporcionar um 6leo. Dissolveu-se o 6leo em
dgua e lavou-se a solugBo (160 ml) com éter e extraiu-se com
acetato de etilo. Procedeu-se & evaporagHo dos emtractos de
acetato de etilo combinados e dissolveu-se o residuo em acetg
nitrilo (15 ml), purificou-se por centrifugagBo e depois apli
cou-se a uma coluna de "Spherisorb S5 0DS-2" (250 mm x 20 mm)
com detecgBo & 240 nm em porgdes de 1 ml diluidas com igual
volume de acetonitrilo/di-hidrogenofosfato de esmdénio/0,1 M
(1:1). Utilizou-se acetonitrilo/di-hidrogeno-fosfato de amé-
nio 0,1 M (1:1) como eluente com um débito constante de 25
ml/min e recolheu-se sucessivamente o pico de eluigBo entre
14 e 17 min. Todas as fracgdes foram combinedas, diluidas com
igual volume de dgus e bombeadas novamente para a coluna. E-
luiu-se a coluna com acetonitrilo, removeu-se o acetonitrilo
in vacuo e dissolveu-se em acetona o sdélido residuml, diluiu-
-se com ciclo-hexano e liofilizou-se para proporcionar o com-
posto em epigrafe (148 mg) na forma dum sélido incolor.

1

H R.M.N. (CDCl,, 200 MHz) amproximademente proporcionou si

3’
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nais § 0.79 (47, 3H), 0.94 (47, 3H), 1.04 (d7, 3H), 1.52 (s,
3H), 1.59 (s, 3H), 1.84 (s, 3H), 3.23 (m, 2H), 3.73 (dll, 1H),
3.92 (a6, 1H), 4.27 (d6, 1H), 5.08 (t8, 1H), e 5.18 (d9, 1H);
I.V. (solucgio de CHBrB) 1702, 1730 e 3480 cm—l; espectro de
massa (I.E.) proporcionou um iflo M+ a m/z 642 e ides de bom~
bardeamento a m/z 624, 606, 560, 514, 512, 496, 478, 455, 437,
384, 344, 297, 278, 265, 247, 237, 219, 181 e 95; 1°C R.ILN.
(25.05 MHz) mproximadamente proporcionou sinais §10.8(g),
13.7(Q)s 14.8(C1)s 19'6(01)’ 22-6(Q)9 26.6(4), 34.6(t), 35.7(d),
40.5(t), 42.5(t), 45.3(d), 46.6(d), 67.3(d), 67.6(d), 68.0(%),
69.1(4a), 76.5(d), 79.1(d), 80.0(s), 99.5(s), 117.6(d), 119.3
(d), 122.4(4), 127.3(d), 130.2(s), 132.5(d), 134.2(s), 137.2
(s)y, 137.4(s), 141.7(s), 173.0(s) e 177.1(s).

Exemplo 2

12-Desmetil-23-ceto Factor A 12-Acido carboxilico

Adicionou-se 23-ceto Factor A (721 mg, Exemplo 21
no pedido de Patente Inglesa 2176182) em metenol (50 ml) =
uma cultura desenvolvida de acordo com o método descrito no

" Exemplo 1 anterior. Manteve-se a fermentec¢Bo sob as mesmas

condigdes durante mais 2 dims e fez-se a remogBo das células
por centrifugac@io. Ajustou~se o sobrensdante para pH 2,0 com
gcido cloridrico concentrado e extraiu-se com acetato de eti-
lo. Evaporou-se o extracto de acetato de etilo para proporcio
nar um 6leo que se dissolveu em dgua (100 ml) contendo bicar-
bonato de sdédio (2 g). Lavou-se a solucfio com éter, ajustou-
-ge para pH 2,0 e extraiu-se com éter. Fez-se a evaporacgHo
dos extractos €tereos combinamdos para proporcionar um sdlido
oleoso que se dissolveu em metunol (4 ml), diluiu-se com ace-
tonitrilo/di-hidrogeno-fosfato de eménio 0,1 M (1:1; 0,7 ml)
e filtrou-se.

Aplicou-se a solugBo resultante a uma coluna "Sphe

risorb S5 0DS-2" (250 mm x 20 mm) em por¢des de 1,75 ml com
detecgHo das fracgSes & 255 nm. Utilizou-se o acetonitrilo/di
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-hidrogeno-fosfato de aménio 0,1 M (1:1) como eluente com um
débito constante de 25 ml/min e fez-se a combinagBo dos picos
detectados na eluigBo entre os 12,2 e os 14,9 min a partir de
injec¢B®es separadas, diluiu-se com igusl volume de égua e bom
beou-gse novemente para a coluna. Lavou-se a coluna com aceto-
nitrilo/dgua (1:3) e eluiu-se com mcetonitrilo. A evaporagEo
do acetonitrilo seguide pela liofilizacBo do resfduo a partir
de amcetona/ciclo-hexano proporcionou o composto em epigrafe
g RN, (0DC15, 200
MHz) mproximademente engloba os sinais § 0.86 (47, 3H), 0.96
(a7, 3H), 1.05 (47, 3H), 1.52 (s, 3H), 1.70 (s, 3H), 1.87 (s,
3H), 3.25 (m, 2H), 3.70 (d11, 1H), 3.94 (a6, 1H), 4.28 (46,
1H), 5.06 (t8, 1H) e 5.20 @10, 1H), I.V. (Nujol) 1720, 3450
cm—l; Espectro de massa (I.E.) proporcionou um ifio M+ a m/z
640 e ides ae bombardemmento a m/z 622, 604, 579, 517, 499,

(258 mg) incolor e no estado sélido.

400, 356, 263 e 95.

Exemplo 3

12-Desmetil-23/ E_7/-metoxi-imino Factor A 12-dcido carbo-

xilico

Durante 16 horas agitou-se o produto do Exemplo 2,

" cloridrato de metoxi-amina (12,5 g) e acetato de sddio (20,7

ng) em metanol (0,5 ml) e depois diluiu-se com dicloro-metano
e lavou-se com agua (25 ml) e com uma solugBo salina. A evapo
recgBo da fase orgBnica secas proporcionou uma espuma que Se
dissolveu em clorofdrmio/metenol/dcido mcético (180:8:1) e a-
plicou-se a uma coluna de "lMerck Kieselgel 60", silica de ma-
lha 230/400 (25 g). A elui¢Bo da coluna com o mesmo sistemsa
solvente, sob pressfio, proporcionou o composto em epigrafe
(62 mg), [TaT5" +49° (¢ 0.4, CHCLy), A_.0" 248.2 nm ( Emex
26,000), vmax (CHBry) 3470 (CH), 1740 (CO,H) e 1708 em™*

(lactona), & (CDClB) engloba 0.92 (4, 6Hz, 3H), 0.97 (4, 6Hz,

' 34), 1.07 (4, 6Hz, 3H), 1.87 (s, 3H), 3.2-3.4 (m, 3H), 3.83

(s, 3H), 3.96 (4, 6Hz, 3H) e 4.29 (4, 6Hz, 3H).
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Exemplo 4

12a-hidroxi-23-ceto Factor A

Inocolou-se directemente 25 ml de lMeio A num ba-
180 agitedo de 250 ml a partir de uma cultura de Streptomyces

platensis subsp. malvinus NRRL 3761 e incubou-se a 28°C num
agitador rotativo (250 rpm, brago de 5 cm) durante 2 dias.
Fez-se a trensferéncie de mliquota de 5 ml desta cultura de 2
dims para balBes amgitados de 50 ml e adicionou-se 50 pl de 23
-ceto Factor A em metanol (50 mg/ml) pare proporcionar um con
sumo de 500 mg/l. lManteve-se a fermentag¢B8o nas mesmas condi-
¢Ses durante mais 3 dims. Depois amdicionou-se iguasl volume de
metanol e amgitou-se o balEo e o seu conteido durante 1 hora
antes da centrifugacgfo.

Evaporou-se o sobrenadante até A secura e extraiu
-se o resfduo com amcetonitrilo/mcetato de mménio 0,05 M tendg
-se mjustado o velor do pH para 4,5 com Acido acético. Purifi
cou-se o extracto e fraccionou-se o sobrenadante em porgdes
de 250 pl nume coluna de "Spherisorb S5 0DS-2" (100 mm x 4,6
mm) com deteccBo a 238 nm. Utilizou-se um sistema de eluigBo
por gradiente, constituido por acetonitrilo/acetato de amdnio
0,05 M & pH 4.5 (40:60 60:40), com um débito constante de 3
ml/min e recolheu-se sucessivemente o pico de eluigBo decorri
dos 4,3 min apds cade injecc¢Bo. Fez-se m combinagBo de todas
as fracgBes e evaporou-se pare proporcionar o composto em epi-
grafe no estado sélido. O espectro de massa (i.e.) proporcio-
nou um ifo M+ & r/z 626 e ides de bombardeamento & m/z 608,

565, 498, 455, 437, 386 e 167.

Exemplo 5

12a-hidroxi Fector A

Adicionou-se FPactor A (2,5 g) em metenol (50 ml)
a uma cultura de Streptomyces mashuensis ISP 5221, desenvolvi
da de acordo com o método descrito no Exemplo 1 anterior. lan
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teve-se B fermentagBo sob as mesmas condig¢Oes durente mais 5
dims e fez-se a remogBo das células por centrifugacfio. As cé-
lulas foram combinadas com metenol e decorridos 30 min forem
centrifugades para proporcionar 900 ml de extracto de metanol.
Extraiu-se com acetato de etilo o sobrenadante do fluido dm
cultura, procedeu-se & evaporagBo dos extractos de acetato de
etilo combinados e dissolveu-se o residuo no extracto das cé-
lulas em metanol. Evaporou~se a mistura dissolveu-se o resi-
duo em metanol (200 ml) e carregou-se nume coluna de “"Sepha-
dex ILH20" (125 cm/5 cm) eluindo com metenol. Recolheu-se cada
fracgBo de 30 ml e combinou-se as fracgBes 47-57 e eveporou-
-se. Dissolveu-se o residuo em acetonitrilo/égua (L:1; 10 ml)
e purificou-se por cromatogrefia liquida de elevado rendimen-
to preliminer, numa coluna "Spherisorb S5 0DS-2" (250 mm x 20
mm) eluindo com acetonitrilo/Agua (1:1) com um débito de 20
ml/min com detecgBo a 250 nm. Porgdes consecutivas de 1,5 ml
foram carregadas numa coluna e procedeu-se 8 combinagBo dos
picos de eluicH8o entre 14,8 e 15,6 min., diluiu-se com igual
volume de égua, bombeou-se novamente para B coluna e eluiu-se
com acetonitrilo. A evaporagBo do acetonitrilo seguida por
liofilizagBo a pertir da acetona/ciclo-hexano proporcionou o
composto em epigrafe (25,1 mg) incolor e no estedo sdlido.
I.V. (CHBry) 996, 1710 e 3500 em™ L ¢ RN, (62.5 MHz) a-
proximademente proporcionou sinmis §10.8 (q), 13.7 (q), 15.4
(q)s 19.7 (q)s 22.7 (q), 26.7 (d), 34.7 (t), 35.9 (d), 36.0
(t), 40.6 (%), 41.0 (t), 42.1 (t), 44.3 (d), 45.5 (4), 66.2
(t), 67.5 (&), 67.7 (d), 68.3 (t), 69.1 (4), 76.6 (d), 79.2
(d), 80.1 (8), 99.6 (s), 117.8 (4), 119.7 (4), 120.9 (4),
127.2 (d4), 130.5 (s), 135.9 (s) 137.1 (4), 137.3 (4), 137.8
(s), 140.9 (s) e 173.2 (s); 1y R.u.W. corresponde mo espectro

' do produto correspondente do Exemplo 6.

Exemplo 6

12p-hidroxi Factor A e 4m,12p-di-hidroxi Factor A

Adicionou-se Factor A (2,5 g) em metanol (50 ml)
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a wna cultura de Streptomyces rimosus NRRL 2455 desenvolvida

de mcordo com o método do Exemplo 1 anterior. Manteve-se =&
fermentagBo s6 as mesmas condigBes durante mais 5 dims e fez-
-se a remocBo das células por centrifugagHo. Eliminou-se 0 SO
brenadante e fez-se a lavagem das células com Agua e centrifu
gou-se novemente. Eliminou-se o produto de lavagem com AguH,
extraiu-se as célulams com metanol e centrifugou-se novamente
pEre proporcioner um extracto de metanol de 1300 ml. Evaeporou
-se o extracto de metanol peras proporcionar um 6leo que se ex
traiu com mcetonitrilo (250 ml) e com metanol (200 ml). Fez-
-se a combina¢Bo dos extractos e evaporou-se para proporcio-
ner un 4leo que se dissolveu em metanol (200 ml) e fraccionou
-se (50 ml) numa coluna de "Sephadex LH20" (130 cm x 5 cm) e-
luindo com metsnol. Fez-se a combinagho dms fracgdes 26 a 36
e evaporou-se e dissolveu-se do residuo em acetonitrilo/dgua
(55:45; 15 ml) e submeteu-se porgdes de 1,8 ml a cromatogra-
fia 1iquida de elevado rendimento preliminar numa coluna de
"Spherisorb S5 ODS-2" (250 mm x 20 mm). Os solventes de pro-
cessemento forem acetonitrilo/dguas (55:45; 0 a 12,5 min) ace-
tonitrilo/dgua (70:30; 12,5 a 21,0 min) e acetonitrilo (21,0
a 30 min) os quais foram aplicedos com um débito de 20 ml/min.
Depois equilibrou-se a coluna com acetonitrilo/dgua (55:45).
Fez-se & recolha das fracgBes cuja eluigBHo ocorreu entre 14,8
e 15,5 min, procedeu-se & Sua combinagBo, diluiu-se com igual
volume de Agumr e bombeou-se de novo para 8 colune. Eluiu-se

e coluna com acetonitrilo e removeu-se o acetonitrilo. Dissol
veu-se o residuo em mcetona/ciclo-hexano e liofilizou-se parea
proporcionar 1l2m-hidroxi Factor A (32,2 mg) incolor e no estg
40 sélido. 'H R.M.N. (250 MHz, CDCl;) mproximadamente engloba
sinais § 0.80 (a6, 3H), 0.6 (46, 3H), 1.06 (46, 3H), 1.88
(s, 3H), 3.27 (m, 1H), 3.40 (%9, 1H), 3.74 (a11, 1H), 3.96
(a6, 1H), 4.30 (t6, 1H), 5.02 (m, 1H), e 5.21 (d9, 1H);

o espectro de massa (I.E.) proporcionou um ifo M+ = m/z 628 e
iBes de bombardeemento & m/z 610, 592, 482, 464, 441, 423, 370
330, 297, 265, 247, 237, 219, 167 e Y5.
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De modo idéntico as fracg¢Bes de eluicBo entre 6,2

e 6,8 minutos proporcionar 4m,12a-di-hidroxi Factor A (26,4
mg) incolor e no estado sélido. TH R.M.N. (250 MHz, cDC1,) a-
proximadamente engloba sinais § 0.80 (dé; 3H), 0.96 (d6; 3H),
1.06 (d6; 3H), 1.56 (s; 3H), 1.62 (s; 3H), 3.31 (m; 1H), 3.40
(dd 11, 9; 1H), 3.75 (4l0; 1H), 3.97 (d6; 1H), 4.24 (41l4; 1H),

4.33 (dl4; 1H), 4.58 (d6; 1H) e 5.72 (s; 1H).

0 espectro de massa (i.e.) proporcionou um ifo M+
a m/z 644 e iBes de bombardeamento a 626, 608, 482, 464, 457,
439, 297, 265, 247, 237, 219 e 167.

Exemplo 7
12-hidroxi Facfor A

Adicionou-se Factor A (2,5 g) em metanol (50 ml)
a uma cultura de Absidia cylindrospora NRRL 2796 desenvolvida
de acordo com o método do Exemplo 1, com & excep¢Bo de se ter

utilizado o meio seguinte:

gt
licor de infusBo de cerenis 20,0
Meritose 10,0
0leo de soja 1,0
Lgun destilada conforme necessdrio

ajustou-se o valor do pH para 4,8-5,0 com hidroxido de potéds-
sio entes de se colocar em autoclave.

Manteve~se a fermentagBo nas mesmas condigbes du-
reante mais 5 dies e fez-se & remogHo das células por centrifu
gagBo. Depois procedeu-se & extrac¢Bo das células com metanol
(400 ml). Evaporou-se o sobrenadante do fluido da cultura até
se obter aproximademente 900 ml e extraiu-se com acetato de
etilo. Evaporou-se os extractos de aceteto de etilo combina-
dos e dissolveu-se o residuo em metanol (ca. 100 ml). Filtrou
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-se a suspensBo resultante e evaporou-se o filtrado até A se-
cura. Evaporou-se o extracto de célula metaldénico para propor
cioner um 6leo que se dissolveu em dgum e extraiu-se com ace-
tato de etilo. O extracto de acetato de etilo combinado foi

depois mdicionado mo residuo sobrenadante e secou-se a misturm

Dissolveu-se o residuo em clorofdrmio/acetato de
etilo (3:1, ca. 30 ml) e carregou-se numa coluna de silicsa
(100 ml, malha 70-230) contendo uma camada de areisn. Recolheu
-se cada fracgBo de 20 ml e procedeu-se A combinacBo das frac
¢Bes 11-32 e evaporou-se até & secura. Purificou-se o residuo
pior cromatografia liquida de elevado rendimento preliminar
numa coluna de "Spherisorb S5 0DS-2" eluindo com acetonitrilo/
/édgua (1:1) com um débito de 30 ml/min com detecgBo a 238 nm.
Procedeu-se & combinagBo dos picos de eluigBo entre 29,6 e
31,6 min, diluiu-se com igual volume de Agua, bombeou-se nova
mente para a coluna e eluiu-se com ecetonitrilo. Evaporou-se
o eluido, dissolveu~se o residuo em mcetona/ciclo-hexano e
liofilizou~-se para proporcionar o composto em epigrafe (42,4
mg). 1 R.uLw. (250 MHz, CDClB) aproximademente proporcionou
sinais & 0.79 (d7; 3H), 0.96 (47; 3H), 1.06 (d6é; 3H), 1.30
(s;y 3H), 1.60 (s; 3H), 1.69 (s; 3H), 1.89 (s; 3H), 3.29 (m;
1H), 3.75 (410; 1H), 3.98 (d6; 1H), 4.30 (t6; 1H), 5.41 (s,
1H); 566 (415; 1H).

O espectro de massa (I.E.) proporcionou um iBo M+
a m/z 628 e iB%es de bombardesmento a 610, 592, 574, 484, 441,
423, 370, 334, 316, 265, 247, 237, 21S e 167.

Exemplo 8

12-desmetil-Factor A 12-dcido cerboxilico, ester metilico

(i) Durante 2,5 horas agitou-se uma solugBo do
produto do Exemplo 1 (100 mg), de N,N'-diciclo-hexil-carbo-di
-imida (35 mg) e de metanol (11 ul) em éter (2 ml) na presen-
¢a de uma quantidade cetalilice de 4-pirrolidino-piridina (2
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mg). Filtrou-se a mistura resultante e evaporou-se o filtrado
para proporcionar uma espuma. A purificagHo cromatografica da
espuma sobre "Merck Kieselgel 60" (25 g) proporcionou o com-—
posto em epigrafe (31 mg) ne forma de uma espuma branca,
Zj&;]%l +23° (¢ 0.5, CHClB), Akgz%H 245.6 nm (gmax 25,200),
vmax (CHBr3) 3500 (OH) e 1720 cm™ (COZR), bo) (CDClB) engloba
0.80 (4, 6Hz, 3H), 0.96 (4, 6Hz, 3H), 1.06 (4, 6Hz, 3H), 1.89
(s, 3H), 3.25 (m, 2H), 3.68 (s, 3H), 3.96 (4, 6Hz, 1H) e 4.29

(d, 6Hz, 1H).

(ii) Tratou-se com excesso de dimzometsno etéreo
uma solugBo mgitada do Exemplo 1 (155 mg) em éter (15 ml), =
uma temperatura de 0-5°C. Decorridos 30 minutos destruiu-se o
excesso de diazometano com écido acético e evaporou-se m solu
GBo incolor resultante para proporcionar uma espuma. A purifi
cagBo cromatografice da espuma sobre "Merck Kieselgel", sili-
ca de malha 230-400 (26 g) proporcionou o composto em epigra-

fe (125 mg). O espectro RMN foi idéntico mo anteriormente deg
crito.

Exemplo 9

12-desmetil-Factor A S5-mcetato 12-Acido carboxilico, ester

metilico

Durante 72 horas agitou-se uma solugBo do produto
do Exemplo 8 (60 mg) e de mnidrido mcético (10,3 pl) em piri-
dina seca (1 ml). Depois mdicionou-se uma porcfo catalitica
de 4-dimetil-emino-piridina (3 mg). Decorridos 20 minutos di-
luiu-se B solugBo com acetato de etilo (60 ml) e lavou-se se-
quencialmente com dcido cloridrico 2N, com édgum e com uma so-
lugBo salina. A secagem e a evaporagBo da fese orgBnica pro-
porcionou ums espuma que na forme de solug¢Bo em hexmno:amcete-
to de etilo (2:1) se mplicou 8 ume ccluna de "Merck Kieselgel"
silica de malha 230-400 (36 g). A eluigBo da coluna sob pres-
SBo, com o0 mesmo sistema solvente, proporcionou o composto em

epigrafe (35 mg) na forma de uma espuma, [f&;?%l +50° (¢ 0.4,
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CHC1;), Apid® 239.4 nm ( Emex 22,000), vmax (CHBry) 3480
(0H), 1730 (CO,R + OCOCH,) e 1235 cm™*, § (CDC1;) engloba
0.80 (4, 6Hz, 3H), 0.96 (d, 6Hz, 3H), 1.06 (d, bHz, 3H), 1.74
(s, 3H), 2.16 (s, 3H), 3.24 (m, 1H), 3.66 (s, 3H), 4.06 (4,

6Hz, 1H) e 5.53 (m, 2H).

Exemplo 10

12-desmetil-Factor A 12-Acido carboxilico, ester isopropi-

lico

Durante 26 horas agitou-se uma mistura do produto
do Exemplo 1 (150 mg), de N,N'-diciclo-hexil-carbo-di-imidsa
(53 mg), de Alcool isopropilico seco (176 pl) e de uma quanti
dade catalitica de 4-pirrolidino-piridina (3,4 mg). Filtrou-
-se o material insoliivel e evaporou-se o filtrado para propor
cionar uma espuma. Dissolveu-se m espumas em €ter e lavou-se
com uma solucBo aquosa de dcido acético a 5%, com Agus e com
ume solugBo selina. A secegem e & evaporacHo da fase orgénica
proporcionarem uma espuma que se purificou por cromatografia
intermitente sobre silica (36 g) para proporcionar o composto

em epigrafe (53 mg), /\IEZQH 245.6 nm ( £max 26,200), Vmax

(CHBry) 3500 (OH) e 1714 cm™" (CO,R), & (CDC1;) engloba 0.80

(a, 6Hz, 3H), 0.96 (d, 6Hz, 3H), 1.07 (d, 6Hz, 3H), 1.20 (4,

6Hz, 6H), 1.87 (s, 3H), 3.17 (m, 1H), 3.96 (d, 6Hz, 1H), 4.29
(t, 6Hz, 1H) e 4.97 (m, 1H).

Exemplo 11

12-desmetil-Factor A 12-Acido cerboxilico, ester terc-bu-

tilico

Arrefeceu-se para -30°C ume solugBo do Exemplo 1
(500 mg) em éter (10 ml) e tratou-se com Acido sulfurico con-
centrado (30 pl) seguindo-se isobutileno (30 ml). Agitou-se =

- mistura resultante s 21°C numa garrafa vedada sob pressBo, du

rente 96 horas. Deixou-se evaporar o excesso de isobutileno e
diluiu-se o residuo etéreo com dicloro-metano (20 ml) e de-
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pois lavou-se sequencialmente com uma solugHo saturade de bi-
carbonato de sédio (20 ml), com Bgua (2 x 20 ml) e com uma SQ
lucBo salina. A secagem e a evaporagHo da fase orgénice pro-
porcionou uma espume que na forma de solugdo em dicloro-meta-
no/acetona (10:1) foi aplicada a uma coluna de "Merck Kiesel-
gel", silica de malha 230-400 (68 g). A eluigBo da coluna sob
pressfio com o mesmo sistema solvente proporcionou o composto
em epigrafe (86 mg) na forma de uma espmma,Ama H 245.8 nm

( gmsx 28,600) ymax (CHBry) 3500 (OH) e 1712 cm 1 (co,R), &
(CDCl ) engloba 0.80 (4, 6Hz, 3H), 0.96 (d, 6Hz, 3H), 1 06
(d, 6Hz, 3H), 1.41 (s, 9H), 1.89 (s, 3H), 3.11 (m, 1H), 3.97
(d, 6Hz, 1H) e 4.29 (4, 6Hz, 1H).

Exemplo 12

12-desmetil-Factor A 5,23-bis-scetato 12-dcido carbox{li-

co, ester metilico

Tratou-se uma solugfo do produto do Exemplo 8 (55
mg) em piridina seca (2 ml) com 4-dimetil-emino-piridina (10
' mg) seguindo-se anidrido acético (0,15 ml). Decorridas 80 ho-
ras diluiu-se a solugBo com acetato de etilo (60 ml) e lavou-
' —ge sequenciamlmente com Acido cloridrico 2N, com uma solugho
aquosa saturada de bicarbonato de sédio, com Agus e com ume
solugBo smlina. A secagem e & evaporagio da fase orgénice pro
porcionaram uma espuma que na forma de solugBo em hexano/ace-
tato de etilo (2:1) foi apliceda a uma coluna de "Merck Kie-
selgel 60", silica de malha 230-400 (16 g). A eluigHo da colu
| na sob pressBo com o mesmo sistema solvente proporcionou o
composto em epigrafe (51 mg) na forma de ume espuma branca,
[0 72% 41020 (g 0.4, CHC13), Apeo 245 nm ( €max 25,300),
;\/max (CHBr ) 3460 (OH), 1728 (CO,R e acetoxi) e 1258 e 1238
| ent (OCOCHB), & (CDC1,) engloba 0.70 (4, 6Hz, 3H), 0.95 (4,
| 6Hz, 3H), 1.06 (4, 6Hz, 3H), 1.74 (s, 3H), 2.02 (s, 3H), 2.16
(s, 3H), 3.23 (m, 1H), 3.67 (s, 3K), 4.05 (4, 5H, 1H) e 5.52
(m, 2H).
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- ml) antes do processamento.

| ter metilico

' Exemplo 12 (30 mg) em metanol (1 ml) e tratou-se com hidrdxi-

gdgua e com uma solugfo salina. A secegem e & evaporagHo da fa

Os exemplos 13 e 14 foram preparados por um pro-

cesso idéntico.

Exemplo 13

12-desmetil-Factor A 5,23-bis-acetato 12-dcido carboxilico,
ester isopropilico (26 mg) na forma de uma espuma branca,
(CDCl ) engloba 0.70 (4, 6Hz, 3H), 0.95 (d, 6Hz, 3H), 1.07
(&, 6Hz, 3H), 1.21 (4, 6Hz, 6H), 1.77 (s, 3H), 2.03 (s, 3H),
2.17 (s, 3H), 3.18 (m, 1H), 4.06 (4, 6Hz, 1H), 4.97 (m, 1H),
e 5.53 (m, 2H), & partir do produto do Exemplo 10 (37 mg).

Exemplo 14

12-desmetil-Factor A 5,23-bis-acetato 12-dcido carboxilico,
ester terc-butilico (86 mg), A ing 246.0 nm ( Emax 26,500);
v max (CHBr ), 1720 (CO R) e 1254 e 1235 cm (acetato), S
(CDCl ) engloba 0.71 (d, 7Hz, 3K), 0.95 (d, 6Hz, 3H), 1.06
(d, 6Hz, 3H), 1.43 (s, SH), 1.76 (s, 3H), 2.05 (s, 3H), 2.17
(s, 38), 3.10 (m, 1H), 4.07 (d, 6Hz, 1H), 4.90 (q, 3Hz, 1H) e
5.53 (m, 2H), & partir do produto do Exemplo 11 (96 mg), com

a excepcBo de se ter diluido a solugfo com dicloro-metano (30

Exemplo 15

12-Desmetil-Factor A 23-mcetato 12-dcido carboxilico, es-

Arrefeceu~se para 0-5°C uma solugBo do produto do

do de sédio 1N (44 pl). Decorridas 3 horaes diluiu-se a solu-

cBo com éter (50 ml) e lavou-se com dcido cloridrico 2N, com

se orghnica proporcionaram ume espuma. A cromatografia inter-
mitente da espuma sobre silica (16 g), utilizando como eluen-

te hexano/acetato de etilo (1:1) proporcionou o composto em
751 1440

epigrafe (18 mg) na forme de uma espuma branca, s
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(¢ 0.2, CHCl.), Xmaxizgﬁ 245.6 nm ( €mex 32,500), vmax
(CHBr) 3550° (0H), 3450 (0H), e 1720 om™l (CO,R), § (CDCL,)
engloba 0.70 (4, 6Hz, 3H), 0.96 (4, 6Hz, 3H), 1.07 (d, 6Hz,
3H), 1.88 (s, 3H), 2.03 (s, 3H), 3.26 (m, 2H), 3.67 (m, 3H),

3.96 (d, 6Hz, 1H), 4.29 (t, 6Hz, 1H) 4.90 (q, 3Hz, 1lE).

Os exemplos 16 e 17 foram preparados por um proces

so idéntico.

Exemplo 16

12-desmetil-Factor A 23-mcetato 12-dcido carboxilico, es-

1 0.71 (d THz, 3H), 0.95 (4, 6Hz, 3H), 1.06 (4, 6Hz, 3H), 1l.42

. produto do Exemplo 14 (76 mg).

ter isopropilico
EtOH

(15 mg), /@ 75" +71° (¢ 0.2, CHC1;), A[;»
245.6 nm ( €mex 27,500), vmex (CHBry) 1718 (CO,R) e 1255 emt
(acetato), § (CDClB) engloba 0.71 (4, 6Hz, 3H), 0.96 (d, 6Hz,
3H), 1.07 (&, 6Hz, 3H), 1l.22 (4, 6Hz, 6H), 1.88 (s, 3H), 2.03
(s, 3H), 3.18 (m, 1H), 3.97 (4, 6Hz, 1H), 4.29 (t, 6Hz, 1H),
4.90 (q, 3Hz, 1H), 4.98 (m, 1H), a partir do produto do Exem-
plo 13 (24 mg).

Exemplo 17

12-desmetil-Factor A 23-acetato 12-8cido carboxilico, es-

ter terc-butilico

(46,5 mg) na forma de uma espume brance, /<¥ 721
+54° (¢ 0.4, CHC1,), A EYOR 246 yom ( gmax 25,200), v max
(CHBr,) 1710 (CO R) e 1250 cn™ " (acetato), & (CDC1,) engloba

(s, 94), 1.88 (s, 3H), 2.05 (s, 3H), 3.10 (m, 1H), 3.96 (d,
6Hz, 1H), 4.29 (t, 6Hz, 1H), e 4.91 (q, 3Hz, 1H), a partir do

Exemplo 18

12-desmetil-23-desoxi-factor A 5-acetato 12-gcido carboxi-

lico, ester metilico
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- 0.2, CHCl )

A uma solugBo agitada do produto do Exemplo 9 (50
mg) em tolueno (2 ml), sob uma atmosfera de azoto, adicionou-
-se cloreto de oxalilo (13 ml). Decorridos 90 minutos adicio-
nou-se a solugBo, durante 2 minutos, & uma mistura mo refluxo
de sal de sdédio de N-6xido de 2-mercapto-piridina (33,5 mg),
de tritil-tiol (83 mg) e de 4-dimetil-amino-piridina (2 mg)
em tolueno (3 ml). Decorridas 2 1/4 horas arrefeceu-se a so-
lugBo, diluiu-se com acetato de etilo (30 ml) e lavou-se com
gcido cloridrico 2N, com bicarbunat. de sédio, com Agua e com
uma solugBo salinm. A secagem e a evaporagBo da fase orgénica
proporcionaram uma espuma que se purificou por cromaetografisa
intermitente sobre silica (36 g), utilizando como eluente he-

- xano/acetato de etilo (3:1) para proporcionar o composto em

epigrafe (20 mg) na forma de uma espuma branca, / q_721 +35°
(¢ 0.4, CHOL,), A poof 245 nm ( gmax 25,700), v mex (CHBr,)
1735 cm~ (acetato e CO R), $ (CDCl ) engloba 0.70 (4, 5Hz,
3H), 0.92 (4, 6Hz, 3H), l 02 (a4, 6Hz, 3H), 1.75 (s, 3H), 2.16
(s, 3H), 3.22 (m, 1H), 3.67 (s, 3H), 4.05 (4, 5Hz, 1H), 5.52
(my 2H),

Exemplo 19

12-desmetil-23~desoxi-Factor A 12-dcido carboxilico, ester

metilico

A uma solugBo arrefecida (0 a 5°C) do produto do
Exemplo 18 (30 mg) em metanol (1 ml) adicionou-se uma solugEo
aquosa de hidrdéxido de sdédio 1N (48 pl). Decorridas 5 horas
diluiu-se a solugBo com éter (40 ml) e lavou-se com Acido clo
ridrico 2N (20 ml), com Agua e com uma solugao salina. A seca
gem e a evaporacHo da fase orgBnica proporcionaram uma espuma
gue ge purificou por cromatografia sobre silica (16 g) para
proporcionar o composto em epigrafe (19 mg), / Q’7 21 +41° (c
).Eng 245.4 nm ( fmax 22,500), V max (CHBr )
3540 (OH), 3450 (0H), e 1720 em™* (COR), b (cDC14) engloba
0.69 (4, 5Hz, 3H), 0.93 (4, 6Hz, 3H), 1.03 (4, 6Hz, 3H), 1.87
(s, 3H), 3.26 (m, 2H), 3.68 (s, 3H), 3.96 (4, 6Hz, 1H), e

- 42 -




4,29 (t, 6Hz, 1H).

BExemplo 20

12-desmetil-23-ceto-Factor A S5-mcetato 12-Acido carboxili-

co, ester metilico

Pode oxidar-se uma solugBo do produto do Exemplo
9 com dicrometo de piridinio utilizendo o processo descrito
no Exemplo 70 do Pedido de Patente Inglesa n? 2176182. Purifi
cou-se o residuo por cromatografim numa coluna de "Merck Kie-
selgel 60", malha 230-400, eluindo com hexano/acetato de eti-
lo (2:1) parm proporcionar o composto em epigrafe, )‘ngH
245.6 nm ( ¢max 25,200) vV max (CHBrB) 3450 (OH fraco), 1724
(cetonm e lactona) e 1232 cm_l (acetato), g(CDClB) engloba
0.86 (4, 6Hz, 3H), 0.97 (4, 6Hz, 3H), 1.07 (4, 6Hz, 3H), 1.76
(s, 3H), 2.16 (s, 3H), 2.50 (s, 2H), 3.23 (m, 1H), 4.06 (4,
6Hz, 1H), e 5.53 (m, 2H).

Exemplo 21

12-desmetil-23/ E /-metoxi-imino-Factor A 12-dcido carbo-

xilico, ester metilico

Arrefeceu-se pere cerca de 10°C uma solugio do E-
xemplo 3 (40 mg) em éter (3 ml) e tratou-se com dimzometano
etéreo (1,5 ml). Decorridos 15 minutecs destruiu-se o excesso
de dimzometeno com fAcido mcético e evaporou-se a solugBo inco
lor resultante pare proporcionar uma espuma. Purificou-se a
espuma por cromatografias intermitente sobre silica (20 g) uti
lizando como eluente dicloro-metano/mcetona (20:1). Fez-se a
combinagBo das fracgdes apropriamdas e evaporou-se DAra propor
cionar o composto em epigrafe (39 mg) na forma de uma espumea
branca, qu;7%l +41° (¢ 0.4, CHCl3), )\Ezgﬁ 245.6 nm ( gmax

| 23,200), vmex (CHBry) 3540 (CH), 3450 (OH) e 1720 cm-1 (lac-

tona), 8 (CDClB) engloba 0.91 (4, 6Hz, 3H), 0.96 (4, 6Hz, 3H),
1.06 (4, 6Hz, 3H), 1.88 (s, 3H), 3.2-3.4 (m, 3H), 3.66 (s,
3H), 3.83 (s, 3H), 3.96 (4, 6Hz, 1H), e 4.29 (t, 6Hz, 1H).
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Exemplo 22

12-desmetil-23/ E /-metoxi-imino-Factor A 12-dcido carbo-

x{lico, n~butil-emida

A uma solugBo do Exemplo 3 (84 mg) em dicloro-me-
tano (0,3 ml) adicionou-se uma solugfo de l-etoxi-carbonil-2-
-etoxi-1,2-di-hidroquinolina (31 mg) em dicloro-metano (0,5
ml) seguindo-se n-butil-amina (12,5 pl) em dicioro-metano
(0,5 ml). Decorridas 96 horas adicionou-se dicloro-meteno e
lavou-se a solugBo com Acido cloridrico 2N (2 x 20 ml), com
degua (20 ml) e com uma solugBo selina. Evaporou-se a fase or-
génica seca para proporcionar um pé que se purificou por meio
de crommetografis de pressBo médim sobre silica (30 g) utili-
zando como eluente dicloro-metamno/amcetato de etilo (6:1). Pro
cedeu~-se & combinagBo das frac¢des mpropriadaes e evaporou-se
para proporcionar o composto em epigrafe (58 mg) na forma de
wn pé branco, /o 7a% +68° (g 0.5, GH,OL,), A LLol 248 ym
( ¢max 29,000), wvmex (CHBrB) 3550 (OH), 3420 (NH), 1708 (lmc
tona) e 1658 e 1510 ¢ % (CONH), & (CDC1,) engloba 0.92 (d,
64z, 3H), 0.99 (4, 6Hz, 3H), 1.08 (4, 6Hz, 3H), 0.92 (m, 3H),
1.90 (s, 3H), 3.09 (m, 1H), 3.29 (4, 14Hz, 1H), 3.20 (m, 2H),
3.86 (s, 3H), 4.00 (4, 6Hz, 1H), e 4.32 (t, 6Hz, 1H).

Apresentam-se B seguir exemplos de formulagdes de
gcordo com B presente invencBo. O termo 'Ingrediente Activo'
tal como agora utilizedo significa um composto da presente in

venggo.

Injecc8o Parenteral Multidose

Exemplo 1

% w/v Gama
Ingrediente activo 2.0 0.1 - 6.0 % w/v
Alcool benzilico 1.0
Poli-sorbato 80 10.0
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Glicerol formal 50.0
Lguz para injecgdes até 100.0

Dissolve-se o ingrediente activo no poli-sorbato
80 e no glicerol formal. Adicionm-se o dlcool benzilico e a-
justa-se o volume com Bgue para injecgdes. Esteriliza-se o
’ . . . -~
produto por métodos convencionais, por exemplo por filtragho
esterilizadore ou por mquecimento em autoclave e procede-se &

embalagem de modo acético.

Exemplo 2

b w/v Gama
Ingrediente activo 4-0 0.1 = 7.5% w/v
£lcool benzilico 2.0
Trincetato de glicerilo 30.0
Propileno-glicol até  100.0

Dissolve-se o ingrediente activo no &lcool benzi-
lico e no triaceteto de glicerilo. Adiciona-se o propileno-
-glicol e ajusta-se o volume. Esteriliza-se o produto por mé-
todos farmacéuticos convencionaig, por exemplo por filtragEo
esterilizedora, e depois embrla-se por um processo acético.

Exemplo 3

% Gema
Ingrediente activo 2.0w/v 0.1 - 7.5% w/v
Etanol 36.0 v/v
Agente tensio-amctivo nHo
idnico (por exemplo "Syn-
peronic PE L44"x ) 10.0 w/v
Propileno-glicol até 100,0

Dissolve-se o ingrediente activo em etanol e no

agente tensio-activo e mjusta~-se o volume. Esteriliza-se o
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produto por métodos farmacéuticos convencionais, por exemplo
por filtragBo esterilizadora e depois embalm-se por um proces
so acético.

% Marca comercial da ICI

Exemplo 4
% Gama
Ingrediente activo 2.0 w/v 0.1 - 3.0% w/v
Agente tensio-activo ngo
idnico (por exemplo "Syn-
peronic PE F68" x) 2.0 w/v
£lcool benzilico 1.0 w/v
"Miglyol 840" wx 16.0 v/v
Lgus pera injecgles até 100.0

Dissolve-se o ingrediente activo em "Miglyol 840".
Dissolve-se o mgente tensio-activo nfo idnico e o élcool ben-
z{lico ne meior parte de Agua. Prepmara-se a emulsBo edicionan
do & solucfBo oleosa & solugBo aquosa enguanto se homogenisa
utilizando meios convencioneis. Ajusta-se o volume. Prepara-
-se e embale-se por um processo acético.

* Marce comercial da ICI
%% lMarca comercial da Dynemit Nobel

Aspersio pare Aerossol

% w/w Gama
Ingrediente activo 0.1 0.01 = 2.0% w/w
Tricloro-etano 29.9
Tricloro-fluoro-metano 35.0
Dicloro-~difluoro-metano 35.0

Mistura-se o ingrediente activo com tricloro-eta-
no e procede-se mo enchimento do recipiente do aerossol. Lim-
pa-sSe o espago superior com propulsor gasoso e fixa-se 8 val-
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vula na sua posigBo. Através da vAlvulae procede-se mo enchi-
mento do peso necessdrio de liquido propulsor sob pressBo. Co
loca-se o dispositivo de mccionamento e a protecgfo contra o
po.

Pastilha

Processo de PreparacBo - GranulacBo a Humido

mg
Ingrediente activo 250.0
Estearato de mmgnésio 4.5
Amido de milho 22.5
Glicolmto de amido de sédio 9.0
Lauril-sulfato de sddio 4.5
Celulose microcristalina até o nucleo da pastilha

pesar 450 mg

Adicione-se no ingrediente activo uma quantideade
suficiente de uma paste de amida a 10% para proporcionar uma
massa humida adequada paras granulagfo. Faz-se a preparacgho
dos granulos e secm-se utilizando um tebuleiro ou um secedor
de leito fluido. Faz-se passar através de um crivo, adicionam
-se os ingredientes restantes e comprime-se em pastilhas.

Se necessério faz-se o revestimento dos nicleos
des pastilhas com ume pelicule de revestimento utilizando hi-
droxi-propil-metil-celulose ou outro meteriasl idéntico que
proporcione uma pelicula, utilizando um sistemm solvente aquo
so ou n#o aquoso. Pode incluir-se na solugBo da pelicula de
revestimento um plastificante ou um corante adequados.

Pestilha para UtilizacBo Veterindériam para UtilizacBo em A-

nimais Pequenos / Domésticos

Processo de Preparacio - Grenulacfio & Seco
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Ingrediente activo 50.0
Estearato de magnésio 7.5
Celulose microcristalina até o

nicleo da pastilha pesar 75.0

Mistura-se o ingrediente activo com o estearato
de magnésio e com a celulose microcristalina, Compacta-se &
misture em barras. Quebram-se as barras e fmz-se pARSSAr 0S DE
dacos por um granulador rotativo pare proporcionar granulos
que fluam livremente. Comprime-se em pastilhes.

Depois os nucleos das pastilhas podem ser revesti
dos com pelicule, se desejado, conforme anteriormente descri-

fo.

Injeccio Intremamdris pars Veterindria

mg/dose Gama
Ingrediente activo 150 mg 0.05 - 1.0 g
Poli-sorbato 60 3.0 w/w) )
Cera branca de sbelhas 6.0 w/w) =até 3 g ) até 3 ou 15 g
J0leo araquidico 91.0 w/w )

Aquece-se o Gleo araquidico, = cera branca de abe
lhe e o poli-sorbato 60 & temperatura de 160°C com agitago.
Mantem-se & 160°C durante 2 horas e depois arrefece-se até a
temperatura ambiente com agitagBo. Por um processo acético a-
diciona-se o ingrediente activo 2o veiculo e dispersa-se uti-
1izendo um misturador de alta velocidamde. Refina-se fazendo
passar & misture através de um moinho de coloides. Por um pro
cesso acético enche-se com o produto seringas de pléstico es-

terilizedas.
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P{lula Grande de LibertacBo Lenta para Veterindria

b w/w Gama
Ingrediente activo 0.25-2 g
Diéxido de silicio coloidal 2.0 ) para o peso de
Celulose microcristalina até 100.0) enchimento exi
gido

Mistura-se o ingrediente activo com o didxido de
silicio coloidal e com a celulose microcristalina utilizando
uma técnica adequada para misturar aliquotas de modo B conse-
guir ume distribuigBo satisfatdéria do ingrediente activo atra
vés do veiculo. Faz-se a incorporagBo no dispositivo de liber
taegBo lentm proporcioneando (1) uma libertagBo constante do in
grediente activo ou (2) uma libertagHo intermitente do ingre-
diente activo.

Purgante Oral para Veterindria

% w/v Gama
Ingrediente activo 0.35 0.01 - 2% w/v
Poli-sorbato 85 5.0
Klcool benzilico 3.0
Propileno-glicol 30.0
TampEo fosfato como pH 6.0 - 6.5
Lgua até 100.0

Dissolve-se o ingrediente activo no poli-sorbato
85, no &lcool benzilico e no propileno-glicol. Adiciona-se u-
ma quantidade de dgua e ajusta-se o pH para 6,0 - 6,5 com tam
pBo fosfato, se necessdrio. Ajusta-se o volume final com Agua.

Enche-se com o produto o recipiente do purgante.

Pasta Oral para Veterinaria
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%b w/w Gama

Ingrediente activo 4.0 1 - 20% w/w
Sacarina de sddio 2.5
Poli-sorbato 85 3.0
Distearato de aluminio 5.0
Oleo de coco fraccionado até 100.0

Dispersa-se o distearato de aluminio no dleo de
coco fraccionedo e no poli-sorbato 85 com aquecimento. Arrefe
ce-se até & temperatura ambiente e dispersa-se a sacarina de
sdédio no veiculo oleoso. Dispersa-se o ingrediente activo na

base. Com o produto enchem-se seringas de pléstico.

Granulos para AdministracBo Alimentar em Veterindria

% w/w Gama
Ingrediente activo 2.5 0.05 - 5% w/w
Hemi-hidrato de sulfato
de célcio até 100.0

Mistura-se o ingrediente activo com o sulfato de
célcio. Preparam-se granulos utilizando um processo de granu-
la¢Bo a humido. Seca-se utilizando um tabuleiro ou um secador
de leito fluido. Faz-se o enchimento de recipientes apropria-

dos.

Aglomerados para Veterindria

% w/v Gama
Ingrediente activo 2.0 0.1 até 30%
Dimetil-sulfdxido 10.0
Metil-isobutil-cetona 30.0

Propileno-glicol (e pigmentos) até 100.0
&

Dissolve-se o ingrediente activo em dimetil-sulfd
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xido e em metil-isobutil-cetona. Adiciona~se o pigmento e a-
justa-se o volume com propileno-glicol. Enchem-se os r ecipi-
entes para aglomerados.

Concentrado Emulsiondvel

Ingrediente activo 50 g
Emulsionante anidnico 40 g
(por exemplo sulfonato de

fenilo CAILX)

Emulsionante n8o idnico 60 g
(por exemplo "Synperonic

NP13" )%

Solvente mromdtico (por exem

plo "Solvesso 100") até 1 litro

Mistura~se todos os ingredientes e agita-se até a
dissolugBo.

% Merca comerciml da ICIL

Granulos
(r) Ingrediente activo 50 g
Resina de madeirs 40 g

Grénulos de gesso (malhe 20-60) até 1 kg.
(por exemplo "Agsorb 100A")

(b) Ingrediente activo 50 g
"Synperonic NP13" x 40 g
Grénulos de gesso (malhe 20-60) até 1 kg

Dissolve-se os ingredientes num solvente volatil,
por exemplo cloreto de metileno, e adiciona-se aos granulos

que caiem no misturador. Seca-se para remogBo do solvente.

* Merca comercial da ICI.
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REIVINDICAGOES

- 13 -

Processo para a preparacio de compostos de fdérmu-
la 1

(1)

e seus sais, em que
Rl representa um grupo metilo, etilo ou isopropilo;
RS g’

vt g -CH, -, Y & -CH- e X representa :;{’. / no qual R® re-
presenta um Atomo de hidrogénio ou um grupo or® (em que or® ¢
um grupo hidroxilo ou um grupo hidroxilo substituido possuin-
f do mté 25 Atomos de carbono) e R” representa um ftomo de hidro
' génio, ou R2 e R3 em conjunto com o Atomo de carbono o qual

estBo ligados representam >C=0, >C=CH2 ou >C=NOR9 (no qual
R” representa um Atomo de hidrogénio, um grupo alquilo (Cl—CB)

ou um grupo alquenilo(CB—CB)) e 0 grupo )C:NOR9 estd na con-
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figuracio E_7 ou —Yl—X-Yz— representa -CH=CH-CH- ou —CH2—CH=

1
=v

H
R4 representa um grupo OR8 como definido anteriormente e R5
representa um Atomo de hidrogénio, ou rR* ¢ R em conjunto com
o Btomo de carbono mo qual estBo ligados, representam >»C=0
ou YC=NOR’® (em que R°®
RY);

R° representa um Atomo de hidrogénio e R representa —CHZOH,

é como definido anteriormente para

-CHO, —C02H60u un ester de um dcido carboxilico ou um grupo
amida; ou R~ representa um grupo hidroxilo e R representa um
grupo metilos; e

R representa um Atomo de hidrogénio ou quando R representea
um grupo -CH20H ent8o R7 pode teambém representear um grupo hi-
droxilo, caracterizado por

A) ns preparacfio de um composto de férmula (1) (no qual R6 é
um Atemo de hidrogénio e R é -CH,0H, -CHO ou -CCOH, ou R é
-OH e R é _CH3)’ se incubar um composto de fdérmuls (2)

CH

3

s X\YZ“‘\

ﬂ'”

CH

(2)

nun meio mdequado na presenga de um microorganismo ou um seu
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B)

C)

D)

E)

F)

G)

derivado enzimdtice ou uma preparac¢Bo derivada de um micro
organismo contendo B enzima de interesse susceptivel de e-
fectuar & conversgo;

ne preperagBo de um composte no qual R € um grupo ester de
gdcido carboxilico, se esterificar o écido carboxilico cor-
respondente (no qual R é -COOH);

na preparagiio de um cocmposto no qual R € um grupo amida de
dcido carboxilico, se tratar o dcido carboxilico correspon

dente ou um seu sal ou derivado reactivo com uma amina;

na prepaerag8o de um composto no qual OR8 é um grupo hidro-
xilo substituido, se fezer reamgir o composto 5- e/ou 23-hi
droxi correspondente com um reegente que proporciona um
grupo hidroxilo substituido;

na preparacio de um composto no qual X é um grupo cerboni-
lo ou R4 e R5 em conjunto com o &tomo de carbono ao qual
estBo ligados representam um grupo carbonilo, se oxidar um
composto correspondente no qual R2 e/ou R4 sBo -0OHj;

9

na preparec8o de um composto que contém o grupo »C=NOR
ou )MC=NOR B) se fazer reagir um composto 5- e/ou 23-oxo

correspondente com H2N0R9 ou H2N0R9a; ou

na preparacfo de um composto no qual X é —CH2— se tratar
um composto courrespondente no querl R2 é um grupo hidroxilo
e R é um dtomo de hidrogénio, sequencislmente com i) clo-
reto de oxalilo e ii) 2-mercapto-piridine-N-dxido, uma
quantidade catalitica de uma base orgénica e um tiol.

- 28 _

Processo de acordo com a reivindicacBo 1, caractg

. 1 . .
rizado por R~ ser um grupo isopropilo.

- 38 -

Processo de acordo com a reivindicagBo 1, caracte
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rizado por R ser —COOR16 em que R16 € um grupo alquilo(Cl-CB)

ou -CONHR'® em que r18 ¢ um grupo alquilo (C;-Cg).
- 42 -

Processo de acordo com & reivindicagBo 1, caracte
rizado por Yl ser -CH,-, Y2 ser -CH- e X ser —C(RZ)(RB)— na
qual R & um &tomo de hidrogénio ou um grupo hidroxi, etoxi
ou acetoxi e R3 é um Atcmo de hidrogénio, ou R2 e R3 em con-
junto com o Atomo de cerbono mo qual estavam ligados represen
tem >C=0, >C=CH, ou )2=NOCH3; e RY ser um grupo hidroxi,

metoxi ou mcetiloxi ou R' e R5 em conjunto com o Atomo de car

bono ao qual estavam ligedos representerem )C:NOCHB.
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Processo de acordo com a reivindicagBo 1, caracte
rizedo por R ser -CCOH.

- 68 -

Processo de acordo com & reivindicagBo 1, caracte
rizedo pgr R ser —COECHB, R1 ser um grupo isopropilo, Y1 ser
—CH2-, g ger -CH-, X ser >C=NOCH3, R4 ger um grupo hidroxi-
lo, e R” ser um Atomo de hidrogénio; ou R ser -CONH(CHz)BCHB,
R4 ser um grupo isopropilo, Yl ser —CH2—, Y2 ser -CH-, X ser
)C:NOCHB, R7 ser um grupg hidroxilo e R5 ser um étomi de hidro
génio; ou R ser —Cozﬂ, R™ ser um grupo isopropilo, ¥ ser
—CHZ-, Y2 ger -CH-, X ser )C:NOCHB, R4 ser um grupo hidroxi

e R2 ser um dtomo de hidrogénio.
- 73 -
Processo para a preparagio de uma composicBo far-

macéutica, caracterizado por se incorporar como ingrediente

activo uma quantidade eficaz de pelo menos um composto quando
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preparado de acordo com & reivindicagBo 1, em associagHo com

um veiculo farmeceuticemente aceitdével.
- 838 -

Processo para a preparagBo de ume composigBo vete
rindria, caracterizado por se incorporar como ingrediente ac-
tivo pelo menos um composto de férmula 1, quando preparmdo de
acordo com & reivindicagBo 1, em associmgBo com um veiculo a-
ceitdvel sob o ponto de viste veterindrio.

- 98 —

Processo para B preparagBo de uma composigBo pes-
ticida, caeracterizado por se incorporar coumo ingrediente mcti
vo pelo menos um composto de férmule 1, quando preparado de g

cordo com & reivindicagBo 1, em associagBo com um veiculo a-
ceitével sob o ponto de vistm pesticida.

A requerente reivindice as prioridades dos pedi-

dos briténicos apresentados em 10 de limio de 1988, sob os n9s
8811034.1 e 8811035.8, respectivamente.

Lisboa, 9 de Mamio de 1989
O AGZUTE 0PIV AL DA PUOTRIEDADE INDOSTRIAL

R V- ==
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RESUNMO

"PROCESSO PARA A PREPARACAQ DE COMPOSTOS
MACRCLIDOS"

A invengBo refere-se a um processo para A prepara
¢Bo de compostos de férmula 1)

(1)

e dos seus sais, que compreende

A) para a preparacHo de um composto de férmula (1) no quael R6
€ um dtomo de hidrogénio e R € -CH,0H, ~CHO ou -COOH, ou

-

R° é -CH e R € —CHB, incubar-se um coumposto de férmula (2)




| 8)

|
|
|
o)

')

(2)

num meio adequado ne presence de um microorganismo ou um
seu derivado enzimdtico ou uma preparacBo derivada de um
microorganismo contendo B enzima de interesse susceptivel
de efectumr a conversgio;

para & preparagio de um composto no qual R € um grupo es-
ter de Acido carboxflico, se esterificar o dcido carboxili
co correspondente (no qual R é -COOH);

para a preparagHo de um composto no qual R € um grupo ami-
da de dcido carboxilico, tratar-se o dcido carboxflico cor
respondente ou um seu sal ou derivado reactivo cum uma emi
na;

pafa a preparacao de um composto no qual OR8 € um grupo hi
droxilo substituido, se fazer reasgir o composto 5- e/ou 23
-hidroxi correspondente com um reasgente que proporciona um
grupo hidroxilo substituido;

para & preparagBo de um composto no quel X € um grupo car-
bonilo ou R4 e R em conjunto com o dtomo de curbono amo




F)

G)

qual est8o ligados representam um grupo cuarbonilo, se oxi-
dar um composto correspondente no qusl R2 e/ou R4 é -OH.

para a preparagio de um composto que contem o grupo )C:N(Iisa

ou )C:NORga, se fazer reasgir um composto 5- e/ou 23-oxo
correspondente com H2NOR9 ou H2NOR a; ou

para a preparagio de um composto no quael X é _CHZ- trater-
-se um composto correspondente no qual R2 € um grupo hidro
xilo e R° & um Atomo de hidrogénio, sequencialmente com i)
cloreto de oxalilo e ii) 2-mercaptopiridina-N-dxido, uma
quantidade catalitica de uma base orginica e um tiol.
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