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ES 2316763 T3

DESCRIPCION

Compuestos como inhibidores de la semaforina.
Campo técnico

La presente invencion se refiere a un nuevo compuesto con actividad inhibidora de la semaforina, a un procedimien-
to microbiolégico para producir el compuesto, a un activador de regeneracion de nervios que contiene el compuesto
como ingrediente activo o similares.

Antecedentes de la técnica

Las células nerviosas son tejidos especiales que no presentan potencial mitético en un adulto. Por consiguiente,
una vez se dafian, el dafio se prolongard un largo periodo de tiempo. Particularmente, no existe regeneracién potencial
en el sistema nervioso central tal como el cerebro y la médula espinal. La falta de potencial de regeneracién en
los nervios centrales puede considerarse como una de las razones de que hayan existido terapias no estabilizadas
para las lesiones traumdticas tales como la lesién de la médula espinal, ni para enfermedades neurodegenerativas
tales como la enfermedad de Alzheimer y la enfermedad de Parkinson. Por otra parte, los nervios periféricos poseen
potencial de regeneracién. Sus axones pueden regenerarse y sus funciones pueden recuperarse incluso después de
haber sido dafiadas. En este caso, sin embargo, la recuperacion requiere un largo lapso de tiempo que varia desde varios
meses hasta incluso més de un afio, y de este modo los pacientes tienen que experimentar sufrimientos considerables.
Ademés, el periodo de recuperacién es tan largo que algunas células nerviosas pueden morir durante este periodo, lo
que con frecuencia conduce al fallo de recuperacion de las funciones. E incluso, aunque los nervios periféricos con
regeneracion potencial son completamente incapaces de desarrollarse cuando se colocan en el sistema central tal como
el cerebro y la médula espinal. Esto conlleva la base para la hipétesis de que existen algunas sustancias en el sistema
nervioso central que inhiben el desarrollo de los nervios. Si se suprimen las sustancias inhibidoras para la regeneracién
de los nervios en el sistema nervioso central utilizando anticuerpos o similares, se observara la regeneracion de nervios
en el sistema nervioso central asi como la recuperacion de sus funciones, si bien parcialmente. Como una de dichas
sustancias inhibidoras para la regeneracion del nervio central, Nogo ha sido descubierta recientemente (Nature 403,
434, 2000, Nature 403, 439, 2000). Sin embargo, solamente una pequefa porcidon de axones se regeneran inhibiendo
a Nogo y por eso se supone que existen algunas otras sustancias inhibidoras de la regeneracién pero hasta ahora, no
estd todavia claro qué sustancias actiian para inhibir la regeneracion de nervios in vivo.

Con respecto a la semaforina, su gen se aisl6 en primer lugar como un factor implicado en la formacién del sistema
nervioso en los locus de desarrollo. Desde entonces, se ha informado de que las semaforinas constituyen una gran
familia de genes distribuidos en los nematodos, peces, mamiferos e incluso determinadas clases de virus, y actualmente
los genes de semaforina se clasifican en ocho subfamilias o clases de genes basadas en sus estructuras (Cell 97, 551,
1999). La semaforina es una proteina enddgena identificada como un factor que colapsa el cono del crecimiento de
nervios y suprime el desarrollo del axdn, y hasta ahora, se han descrito aproximadamente 20 especies moleculares (Cell
97, 551, 1999). Sin embargo, la mayoria de las funciones de muchas familias de semaforina no han sido clarificadas
todavia con detalle. El grupo de genes mds estudiado es de una subfamilia denominada clase 3, todos cuyos productos
de traduccién son proteinas secretoras. Aunque es conocido que las proteinas codificadas por estos genes poseen
actividad supresora del desarrollo de neuritas intensiva y actividad del colapso del cono de crecimiento in vitro, se
describié también que pueden actuar de manera inductiva el desarrollo de neuritas en determinadas condiciones. De
las semaforinas, la semaforina 3A (Sema3A) es la mds estudiada y es conocido que induce el crecimiento del colapso
del cono de las células nerviosas cultivadas hasta una concentracién tan baja como 10 pM en un corto periodo de
tiempo (Cell 75, 21, 1993, Cell 75, 1389, 1993). Con el fin de analizar las funciones in vivo de las semaforinas, se han
estudiado ratones modificados genéticamente por neuropilina-1, que es uno de los componentes del receptor Sema 3A
(Neuron 19, 995, 1997). Los ratones modificados genéticamente presentan letalidad embrionaria asi como anomalia
motora en algunos sistemas nerviosos tales como el nervio trigémino y la anomalia de angiogénesis. Aunque se observa
una anomalfa motora similar en el sistema nervioso en ratones modificados genéticamente Sema3A, se describen
algunos ratones individuales hasta el desarrollo a adultos sin problemas graves. Por consiguiente, las funciones in vivo
de Sema3A contindan desconocidas en gran parte.

Ademads, con respecto a las semaforinas son conocidas también las siguientes: nucledtidos complementarios y
antagonistas tales como los anticuerpos o similares para la semaforina W, semaforina Y y semaforina Z se preparan
para activadores de regeneracion del nervio central (documentos WO 98/15628, WO 98/11216 y WO 98/20928) y es
conocido un procedimiento para provocar el desarrollo de neuritas poniendo en contacto una célula nerviosa con un
anticuerpo que se une especificamente a la colapsina humana (patente US n° 5.416.197). Sin embargo, ninguno de los
compuestos de bajo peso molecular que inhibe especificamente la semaforina era completamente desconocido hasta
ahora.

Exposicion de la invencion
El objetivo de la presente invencion consiste en proporcionar un nuevo compuesto con actividad inhibidora de

semaforina, un procedimiento microbiolégico para producir el compuesto, un activador de la regeneracion de nervios
que contiene el compuesto como ingrediente activo o similares.
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Se cree que las semaforinas presentan varias acciones, y algunos investigadores han afirmado que las semaforinas
estaban implicadas no solamente en el desarrollo de nervios sino también en la regeneracion de nervios, pero realmente
no se conocia nada al respecto. Los presentes inventores han descubierto que los compuestos denominados SPF-3059-
1 y similares descubiertos en el cultivo de la cepa SPF-3059 de Penicillium sp. presentan actividad inhibidora de
semaforina y se ha demostrado que los compuestos también activan la regeneracion de nervios in vivo. Los presentes
inventores han descubierto ademds un nuevo compuesto con actividad inhibidora de semaforina aislando y purificando
el cultivo de la cepa SPF-3059 e identificando una sustancia que inhibe la actividad de semaforina in vivo. La presente
invencidn se realizé basdndose en estos descubrimientos.

Por consiguiente, la presente invencion se refiere a lo siguiente:

[1] Un compuesto representado por la férmula general (1):

HO 0" R®

en la que R!, R?, R*® y R* representan uno de los siguientes [I] a [IX]:

(1] R' representa un dtomo de hidrégeno o un grupo carboxilo, R? representa un dtomo de hidrégeno o un
grupo hidroxilo, y R® y R*, se unen para formar un grupo divalente de férmula (2):

en la que R’ representa un dtomo de hidrégeno o un grupo carboxilo y R® representa un dtomo de
hidrégeno o un grupo hidroxilo;

(1] R! representa un 4tomo de hidrégeno o un grupo carboxilo, R? representa un dtomo de hidrégeno o un
grupo hidroxilo, y R* y R*, se unen para formar un grupo divalente de férmula (3):

€

en la que R’ y R tienen los mismos significados que anteriormente;
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R! representa un 4tomo de hidrégeno o un grupo carboxilo, R? representa un dtomo de hidrégeno o un
grupo hidroxilo, y R* y R*, se unen para formar un grupo divalente de férmula (4):

@

P

hdoR’

en la que R’ y R® tienen los mismos significados que anteriormente;

R! representa un dtomo de hidrégeno o un grupo carboxilo, R? representa un dtomo de hidrégeno o un
grupo hidroxilo, y R* y R*, se unen para formar un grupo divalente de férmula (5):

en la que R’ y R tienen los mismos significados que anteriormente;

R! representa un dtomo de hidrégeno o un grupo carboxilo, R? representa un dtomo de hidrégeno o un
grupo hidroxilo, R? representa un dtomo de hidrégeno y R* representa un grupo de férmula (6):

0

R! representa un 4tomo de hidrégeno o un grupo carboxilo, R? representa un 4dtomo de hidrégeno o un
grupo hidroxilo y R? y R* se unen para formar un grupo divalente de férmula (7):

en el que R’ y R® tienen los mismos significados que anteriormente;
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[VII]  R!representa un 4tomo de hidrégeno o un grupo carboxilo, R? representa un 4tomo de hidrégeno o un

grupo hidroxilo, y R? representa un grupo de férmula (8):

en la que R’ representa un dtomo de hidrégeno o un grupo carboxilo y R® representa un dtomo de
hidrégeno o un grupo hidroxilo y R* representa un grupo de férmula (9);

MeO
//
0]

en la que R’ representa un grupo carboxilo y R® tiene el mismo significado que anteriormente;

[VII] R' representa un grupo carboxilo, R* representa un grupo hidroxilo, y R* y R* se unen para formar un

grupo divalente de férmula (10):

RS

0o

RE
OH

en la que R’ representa un grupo carboxilo y R® representa un grupo hidroxilo;

[IX] R! representa un grupo carboxilo; R? representa un grupo hidroxilo, y R* y R* se unen para formar un

grupo divalente de férmula (11):

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

(11)

®

{(10)
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Compuesto segtin [1] representado por la férmula general (12):

(12)

en la que R!, R?, R’ y R® tienen los mismos significados que en [1] [I], o una sal farmacéuticamente aceptable del
mismo.

Compuesto segin [2], en la que R' y R’ son independientemente un grupo carboxilo, R? es un grupo hidroxilo un
atomo de hidrégeno y R® es un grupo hidroxilo en la férmula general (12), o una sal farmacéuticamente aceptable del
mismo.

Compuesto segun [1] representado por la féormula general (13):

en la que R', R?, R’ y RS tienen los mismos significados que en [1] [IIT], o una sal farmacéuticamente aceptable del
mismo.

Compuesto segiin [4], en el que R' y R’ son independientemente un grupo carboxilo, y R* y R® son independien-
temente un grupo hidroxilo en la férmula general (13) o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

Compuesto segun [1] representado por la féormula general (14):

149

en la que R!, R?, R’ y RS tienen los mismos significados que en [1] [III] o una sal farmacéuticamente aceptable del
mismo.

Compuesto segin [6], en el que R' y R® son independientemente un grupo carboxilo, y R? y R son independien-
temente un grupo hidroxilo en la férmula general (14) o una sal farmacéuticamente aceptable de la misma.
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Compuesto segtin [1] representado por la férmula general (15):

en la que R!, R%, R’ y R° tienen los mismos significados que en [1] [IV], o una sal farmacéuticamente aceptable del
mismo.

Compuesto segun [8], en la que R! y R® son independientemente un grupo carboxilo y R? y R® son independiente-
mente un grupo hidroxilo en la férmula general (15), o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

Compuesto segtin [1] representado por la férmula general (16):

(16)

en la que R' y R? tienen los mismos significados que en [1] [V], o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

Compuesto segtin [10], en la que R' representa un grupo carboxilo y R? representa un grupo hidroxilo en la férmula
general (16), o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

Compuesto segtin [1] representado por la férmula general (17):

en la que R!, R%, R’ y R° tienen los mismos significados que en [1] [VI], o una sal farmacéuticamente aceptable del
mismo.

Compuesto segin [12], en la que R' y R® representa cada uno un grupo carboxilo y R? y R representan indepen-
dientemente un grupo hidroxilo en la férmula general (17), o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.
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Compuesto segtin [1] representado por la férmula general (18):

18

enlaqueR', R? R3 RS R” y R® tienen los mismos significados que en [1] [VII], o una sal farmacéuticamente aceptable
del mismo.

Compuesto segin [14], en el que R representa un grupo carboxilo, R, R® y R® son independientemente un grupo
hidroxilo y R! es un dtomo de hidrégeno en la férmula general (18), o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

Compuesto segtn [1] representado por la férmula general (19):

en la que R' y R’ representa cada uno un grupo carboxilo y R? y R® representa cada uno un grupo hidroxilo o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo.

Compuesto segtin [1], representado por la férmula general (20):

(20)

en la que R! es un grupo carboxilo y R? es un grupo hidroxilo o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

Utilizacién de un compuesto de cualquiera de [1] a [17], o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en la
preparaciéon de un medicamento para inhibir la actividad de una semaforina.

Utilizacién segin [18], en la que la semaforina es una semaforina de clase 3.
Utilizacién segtin [19], en la que la semaforina de clase 3 es la semaforina 3A.

Utilizacion del compuesto segtin cualquiera de [1] a [17], o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en la
preparacién de un medicamento para inhibir la actividad de un factor repelente del desarrollo de nervios.
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Utilizacién de un compuesto seguin cualquiera de [1] a [17], o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo,
en la preparacién de un medicamento para suprimir la actividad de colapso del cono de crecimiento y/o inhibir el
desarrollo del nervio en un gel de coldgeno.

Utilizacién del compuesto segiin cualquiera de [1] a [17], o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en la
preparacion de un medicamento para activar la regeneracion de nervios.

Utilizacién del compuesto segtin cualquiera de [1] a [17], o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en
la preparacién de un medicamento para la prevencion o el remedio de enfermedades neuropdticas y/o enfermedades
neurodegenerativas.

Utilizacién del compuesto segtin cualquiera de [1] a [17], o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en
la preparaciéon de un medicamento para la prevencion o el remedio de enfermedades incluyendo la lesién del nervio
raquideo y/o la lesién del nervio periférico.

Utilizacién del compuesto segtin cualquiera de [1] a [17], o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en
la preparacion de un medicamento para la prevencion o el remedio de enfermedades de anomalia olfativa, neuropatia
traumdtica, neuropatia de infarto cerebral, pardlisis del nervio facial, neuropatia diabética, glaucoma, retinitis pig-
mentosa, enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Parkinson, enfermedades neurodegenerativas, esclerosis lateral
hipoplastica muscular, enfermedad de Lou Gehrig, corea de Huntington, infarto cerebral o enfermedades neurodege-
nerativas traumaéticas.

Procedimiento para producir un compuesto o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo segtin cualquiera de
[1] a [17], en la que un microorganismo Penicillium sp. SPF-3059 se cultiva y que se recoge el compuesto del cultivo.

[A] Se ha dado a conocer también: Un compuesto que puede obtenerse a partir de la cepa SPF-3059 que
pertenece al género Penicillium con las siguientes propiedades fisicas y quimicas y una actividad inhibidora
de semaforina:

(a) valor m/z (M+H)*: 545 del espectro de masas por bombardeo de dtomo rapido;

(b)  foérmula molecular: C;3H50,5;

(©) Amax. del espectro de absorciéon UV-visible (en metanol) nm(e): 213(41700), 286(29500), 338sh
(14900), 429sh(6500);

(d) vmax (KBr) del espectro de absorcidn infrarrojo cm™': 3358, 3073, 1700, 1674, 1631, 1464, 1276,
1248;

(e) espectro 'H-RMN (DMSO-d6, 500 MHz): cartografia del espectro mostrada en la Figura 1;
(f)  espectro PC-RMN (DMSO-d6, 125 MHz): cartografia del espectro mostrada en la Figura 2.
[B] Un compuesto que puede obtenerse a partir de la cepa SPF-3059 que pertenece al género Penicillium con
las siguientes propiedades fisicas y quimicas y una actividad inhibidora de semaforina:
(a) valor m/z (M+H)*: 561 del espectro de masas por bombardeo de 4tomo rapido;
(b)  foérmula molecular: C,3H503;

(©) Amax. del espectro de absorcion UV-visible (en metanol) nm(g): 219(34300), 257(28900), 311
(28600), 404(14600), 450(14400);

(d)  vmax (KBr) del espectro de absorcién infrarrojo cm™: 3154, 1657, 1605, 1468, 1279;
(e) espectro 'H-RMN (DMSO-d6): cartografia del espectro mostrada en la Figura 3;

() espectro PC-RMN (DMSO-d6): cartografia del espectro mostrada en la Figura 4.

[C] Un compuesto que puede obtenerse a partir de la cepa SPF-3059 que pertenece al género Penicillium con
las siguientes propiedades fisicas y quimicas y una actividad inhibidora de semaforina:

(a) valor m/z (M+H)*: 669 del espectro de masas por bombardeo de dtomo rapido;
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(b) férmula molecular: C3,H,,0;5;

©) Améx. del espectro de absorcién UV-visible (en metanol) nm(e): 213(54600), 235sh(39400), 312
(31300), 350(24200);

(d)  vmax (KBr) del espectro de absorcién infrarrojo cm™': 3348, 1766, 1707, 1644, 1588, 1464, 1301;
(e) espectro 'H-RMN (DMSO-d6, 500 MHz): cartografia del espectro mostrada en la Figura 5;

(f)  espectro PC-RMN (DMSO-d6, 125 MHz): cartografia del espectro mostrada en la Figura 6.

Un compuesto que puede obtenerse a partir de la cepa SPF-3059 que pertenece al género Penicillium con
las siguientes propiedades fisicas y quimicas y una actividad inhibidora de semaforina:

(a) valor m/z (M+H)*: 549 del espectro de masas por bombardeo de dtomo rapido;

(b) férmula molecular: C,sH,,0,,;

(©) Amaéx. del espectro de absorcién UV-visible (en metanol) nm(e): 227(30200), 282sh(13500), 315
(13900), 356(11000);

(d  vmax (KBr) del espectro de absorcién infrarrojo cm™: 3396, 1688, 1662, 1622, 1470, 1294;

(e) espectro 'H-RMN (DMSO-d6, 500 MHz): cartografia del espectro mostrada en la Figura 7;

(f)  espectro PC-RMN (DMSO-d6, 125 MHz): cartografia del espectro mostrada en la Figura 8.
Inhibidor de semaforina que comprende como ingrediente activo el compuesto segiin cualquiera de [1] a
[17] o una sal farmacéuticamente aceptable de las mismas.

Inhibidor de semaforina segin [E], en la que la semaforina es una semaforina de clase 3.

Inhibidor de semaforina segiin [F], en la que la semaforina de clase 3 es la semaforina 3A.

Inhibidor de semaforina segiin [E], en la que la semaforina es una semaforina de clase 6.

Inhibidor de semaforina segin [H], en la que la semaforina de clase 6 es la semaforina 6C.

Inhibidor del factor repelente del desarrollo de nervios que comprende un inhibidor de semaforina segin
cualquiera de [E] a [I], como ingrediente activo.

Agente con accién supresora de la actividad de colapso del cono de crecimiento y/o sobre la actividad
inhibidora de desarrollo de nervios en un gel de coldgeno que comprende un inhibidor de semaforina segin
cualquiera de [E] a [I], como ingrediente activo.

Activador de regeneracion de nervios que comprende un inhibidor de semaforina segtin cualquiera de [E]
a [1], como ingrediente activo.

Un agente preventivo o remedio para enfermedades neuropdticas y/o enfermedades neurodegenerativas,
que comprende un inhibidor de semaforina segiin cualquiera de [E] a [I], como ingrediente activo.

Agente preventivo o remedio para enfermedades incluyendo la lesién del nervio raquideo y/o la lesién del
nervio periférico, que comprende un inhibidor de semaforina segiin cualquiera de [E] a [I] como ingrediente
activo.

Agente preventivo o remedio para la anomalia olfativa, la neuropatia traumética, la neuropatia del infarto
cerebral, pardlisis del nervio facial, neuropatia diabética; glaucoma; retinitis pigmentosa, enfermedad de
Alzheimer, enfermedad de Parkinson, enfermedades degenerativas, esclerosis lateral hipopldstica muscu-
lar; enfermedad de Lou Gehrig; corea de Huntington, infarto cerebral o enfermedades neurodegenerativas
traumaéticas, comprendiendo un inhibidor de semaforina segtin cualquiera de [E] [I], como ingrediente ac-
tivo.
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Breve descripcion de las figuras
La Figura 1 presenta un espectro de 'H-RMN (DMSO-d¢) de SPF-3059-10.
La Figura 2 presenta un espectro de *C-RMN (DMSO-dg) de SPF-3059-10.
La Figura 3 presenta un espectro de 'H-RMN (DMSO-d¢) de SPF-3059-18.
La Figura 4 presenta un espectro de *C-RMN (DMSO-d,) de SPF-3059-18.
La Figura 5 presenta un espectro de '"H-RMN (DMSO-d,) de SPF-3059-31.
La Figura 6 presenta un espectro de *C-RMN (DMSO-d,) de SPF-3059-31.
La Figura 7 presenta un espectro de 'H-RMN (DMSO-dg) de SPF-3059-41.

La Figura 8 presenta un espectro de *C-RMN (DMSO-d¢) de SPF-3059-41.

Mejor modo de poner en practica la invencion

En la presente invencion, la semaforina es una denominacion genérica para proteinas que tienen dominios de sema-
forina con estructuras similares constituidas por aproximadamente 500 restos de aminodcidos (Neuron 14, 941-948,
1995) y aproximadamente 20 variantes o mds han sido descritas hasta la fecha. En la presente invencion, sin embargo,
las semaforinas no estardn limitadas por estas semaforinas conocidas piblicamente. Lo que se expone a continuacién
puede resultar ejemplificativo de dichas semaforinas: semaforinas de mamiferos tales como seres humanos, etc.; pre-
ferentemente semaforinas de clase 3, 4, 5 6 6 definidas en la bibliografia (Cell 97, 551, 1999); mds preferentemente
semaforinas de clase 3 6 6; y atin més preferentemente la semaforina 3A (Cell 75, 217, 1993; Cell 75, 1389, 1993)
en semaforinas de clase 3 y semaforina 6C (documento WO 98/11216, Moll. Cell. Neurosci. 13, 9-23 (1999)) en
semaforinas de clase 6. La informacién de la secuencia con respecto a los genes que codifican estas semaforinas se
da a conocer en la base de datos del GenBank, las bibliografias mencionadas anteriormente o similares. Ademas, la
semaforina en la presente invencion no estard limitada a una proteina natural o recombinante pero incluye también:
una proteina en la que solamente el dominio extracelular de una semaforina unida a la membrana se expresa y se
disuelve; una proteina de fusién con otra proteina tal como un anticuerpo, fosfatasa alcalina o similares; una proteina
a la que se afiade una etiqueta tal como His-tag, Flag o similares; o un mutante en el que parte de los aminoacidos se
han eliminado, sustituido o afiadido.

Por ejemplo, la semaforina 6C (Sema6C) es una proteina unida a la membrana y el dominio extracelular de Sema6C
se utiliza habitualmente tal como para medir la actividad de un inhibidor utilizando acciones activadoras o supresoras
de actividades de Sema6C. Son conocidas dos isoformas en el dominio extracelular de Sema6C (documento WO
98/11216; Moll. Cell. Neurosci. 13, 9-23 (1999)), que tienen ambas actividad de colapso del cono de crecimiento. Una
proteina de fusién en la que el dominio extracelular de dicha Sema6C y una proteina marcadora y/o una etiqueta de
péptido se unen pueden utilizarse provechosamente para dichos casos de medicién de la actividad de una sustancia
presente siempre que la actividad de Sema6C no se altere. Los ejemplos de proteinas marcadoras incluyen las proteinas
marcadoras convencionalmente bien conocidas tales como la fosfatasa alcalina (Cell 63, 185-194 (1990)), la zona
Fc de un anticuerpo (ntimero de registro M87789 del GenBank), HRP y similares, y etiquetas de péptido resultan
ejemplificativas por Mic-tag, His-tag, Flag-tag y similares convencionalmente muy conocidas.

En la presente invencion, un inhibidor de semaforina significa una sustancia que inhibe una actividad de cualquiera
de las semaforinas mencionadas anteriormente tales como, por ejemplo, la actividad de migraciéon de una célula, la
actividad de provocacion de la muerte celular, los cambios morfolégicos de una célula tal como una célula el acabado
de una célula o el colapso del cono de crecimiento, la actividad de supresién o de activacion para el desarrollo de
neuritas, suprimiendo o estimulando la actividad para el desarrollo de dendritas o de células nerviosas, la actividad de
guia del ax6n nervioso o similares. Puede adoptarse cualquier sustancia que inhiba las actividades anteriores de la se-
maforina tal como dicho inhibidor de semaforina sin limitacién especifica. Preferentemente, se ponen como ejemplos
un compuesto con accién de activacion sobre la regeneracion de los nervios centrales y/o periféricos, més preferente-
mente un compuesto que tiene accién de supresion sobre la actividad de colapso del cono de crecimiento poseida por
la semaforina y/o la accién inhibidora del desarrollo de nervios en un gel de coldgeno, y ain mds preferentemente un
compuesto que tiene accién supresora tanto sobre la actividad de colapso del cono de crecimiento como la actividad
inhibidora del desarrollo de nervios de la semaforina en un gel de coldgeno.

La accién activadora en la regeneracion del nervio central y/o periférico se refiere a una accién que activa la re-
generacion nerviosa en los tejidos del sistema nervioso central tales como el cerebro, la médula espinal y similares,
y/o en los tejidos del sistema nervioso periférico que estdn en 6rganos o en la superficie del cuerpo o en el cuerpo
que consisten en las partes marginales y periféricas y no en los tejidos del sistema nervioso central. A este respecto,
la accidn activadora en la regeneracion del nervio central incluye la activacién de la accién no solamente en la rege-
neracion de nervios en la que un axén surge de un cuerpo de la célula nerviosa en la zona central, tal como un nervio
de la retina o un nervio de la corteza cerebral, y se proyecta sobre otra célula nerviosa que estd también en la zona
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central, sino también en la regeneracién de nervios en la que un axén del nervio se regenera en el tejido nervioso
central circunstancia aun cuando un nervio, tal como una fibra aferente de un nervio olfativo o un nervio sensorial del
ganglio de la espina dorsal, surge de un cuerpo de la célula nerviosa en la periferia. Ademds, la accion activadora sobre
la regeneracion del nervio periférico incluye la accidn activadora no solamente sobre la regeneracion del nervio de un
nervio que surge de un cuerpo celular del nervio periférico y que se prolonga en un tejido periférico, sino también
sobre la regeneracion del nervio en el que la circunstancia para la regeneracién es el tejido nervioso periférico aun
cuando emerja un nervio de un cuerpo celular del nervio central (cerebro, médula espinal o similares). Este dltimo
puede resultar ejemplificativo por la accién activadora de la regeneracién de nervios para dicho nervio motor de la
médula espinal, un nervio preganglionario en los sistemas nerviosos auténomos como los nervios del simpdtico y
del parasimpatico y similares. La accién activadora en la regeneracién de un nervio tal como el nervio cidtico, que
tiene ambos nervios mencionados anteriormente puede resultar ejemplificativa. Un compuesto con accién activadora
sobre la regeneracién del nervio central y periférico es particularmente preferible para un inhibidor de semaforina de
la presente invencion. El tejido nervioso central descrito inicialmente se refiere a un tejido que comprende el cerebro,
el bulbo raquideo, la médula espinal, los ojos y similares, y mds especificamente se refiere a una zona en la que el
transporte de sustancias de alto peso molecular estd limitada por las estructuras tales como la barrera sangre-cerebro y
la barrera sangre-retina. El sistema nervioso periférico (tejido) se refiere a la zona de las demads partes del cuerpo. Las
fibras nerviosas son en general capaces de regenerarse en los tejidos nerviosos periféricos, pero no pueden regenerarse
en los tejidos nerviosos centrales.

La actividad de colapso del cono de crecimiento de semaforina descrita anteriormente significa una actividad para
hacer que desaparezcan los conos de crecimiento. Esta actividad se observa después de realizar las etapas siguientes:
cultivar células nerviosas (generalmente explantes tisulares de glanglios) durante un periodo de tiempo dado in vitro
hasta que las neuritas prolongadas asi como los conos de crecimiento en el borde de dichas neuritas puedan observarse;
y a continuacion afiadir a éstas una concentracién dada (por ejemplo aproximadamente 3 unidades/ml; 1 unidad/ml se
define como la concentracién de semaforina a la que se colapsa el 50% de los conos de crecimiento) de semaforina y
cultivar durante otro periodo de tiempo dado (por ejemplo una hora). Con objeto de obtener las neuritas prolongadas
y los conos de crecimiento en el borde de dichas neuritas listas para la observacion, las células nerviosas se cultivan
generalmente durante 10 a 20 horas in vitro, cuya duracién puede alterarse segin una variante del nervio y las condi-
ciones del cultivo. Cuando se suprime el colapso del cono de crecimiento producido por la semaforina, por ejemplo,
por adicién de un compuesto a su sistema experimental en una concentracién apropiada alrededor de una hora antes
de la adicién de semaforina, entonces dicho compuesto se considera inhibidor de semaforina, especialmente como
compuesto con accion supresora sobre la actividad de colapso del cono de crecimiento de semaforina. Aunque no
existe ninguna limitacién especifica para un compuesto con dicha accién supresora sobre la actividad de colapso del
cono de crecimiento, pueden resultar ejemplificativos los compuestos que presentan la accién supresora a una concen-
tracién de 100 pg/ml o inferior, preferentemente 30 ug/ml o inferior, més preferentemente 10 pg/ml o inferior y ain
mas preferentemente 3 ug/ml o inferior. Ademads, un compuesto que no afecta sustancialmente la proliferacion de las
células tal como las células nerviosas, las células que expresan semaforina o similares es preferible como inhibidor de
semaforina con el fin de confirmar el efecto de los inhibidores de semaforina de la presente invencién y en vista de la
seguridad cuando se utiliza como compuesto farmacéutico.

La actividad inhibidora del desarrollo nervioso de semaforina en un gel de coldgeno descrito anteriormente signi-
fica, por ejemplo, la actividad inhibidora del desarrollo de neuritas observado en un gel de coldgeno que contiene, por
ejemplo, tanto células productoras de semaforina como células nerviosas (normalmente ganglios). Y la accién supre-
sora de dicha actividad inhibidora del desarrollo de neuritas es una actividad para inhibir continuamente la actividad
de semaforina en un gel de coldgeno, y, por ejemplo, es una actividad mediante la cual las neuritas pueden crecer
demasiado al lado de las células que producen semaforina tanto como 1/2 o més del desarrollo observado en el lado
opuesto en presencia de la sustancia objeto en condiciones experimentales en las que las neuritas pueden crecer sola-
mente hasta 1/3 o menos para las células que producen semaforina en comparacion con el crecimiento observado en el
lado opuesto de las células que producen semaforina cuando se observan después de cultivar las células que producen
semaforina y las células nerviosas adyacentes en un gel de coldgeno, normalmente durante la noche o incluso mas.
Ademads, no existe ninguna limitacién particular para un compuesto con accion supresora en la actividad inhibidora de
neuronas de la semaforina en dicho gel de coldgeno. Sin embargo, las que presentan la accién supresora anterior a una
concentracion de 100 ug/ml o inferior, preferentemente 30 ug/ml o menos, mas preferentemente 10 pg/ml o menos y
atn mds preferentemente 3 ug/ml o menos se ponen como ejemplos.

La semaforina utilizada para medir los dos tipos de actividades de semaforina mencionadas anteriormente no
estd limitada a una semaforina natural y las semaforinas siguientes descritas inicialmente también pueden utilizarse:
semaforina en la que se expresa y se disuelve solamente el dominio extracelular de la semaforina que se une a la
membrana; una proteina de fusién con otra proteina tal como un anticuerpo, fosfatasa alcalina o similares; semaforina
a la que se le afiade un tag tal como un His-tag o un Flag; o semaforina en la que algunos aminodcidos estdn alterados.
Ademads, los ganglios de la espina dorsal de embriones de pollo de embriones de 7 u 8 dias se utilizan convenientemente
como células nerviosas para el cultivo. Sin embargo, los ganglios de la médula espinal de otros animales distintos de
pollo, o de cualquier otra célula nerviosa tal como los ganglios del simpdtico, los ganglios de la retina, los ganglios
cervicales superiores o similares aparte de los ganglios de la espina dorsal pueden utilizarse también siempre que las
células nerviosas sean capaces de prolongar sus neuritas en el cultivo in vitro. No existe ninguna limitacién especifica
a la condicién del cultivo siempre que pueda observarse el desarrollo de las neuritas y puedan medirse las actividades
de la semaforina.
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El mecanismo de actuacién de los inhibidores de semaforina de la presente invencién puede considerarse de la
manera siguiente. La inhibicidn del crecimiento de neuritas o el colapso del cono de crecimiento producido por la
semaforina es desencadenado por la fijacién de la semaforina a su receptor en la superficie de la célula nerviosa (cono
de crecimiento). La sefial se transmite desde el receptor al que estd unido la semaforina a la trayectoria de sefializa-
cion intracelular y la despolimerizacion de las fibras de actina aparece finalmente, que como resultado da lugar a la
supresion del desarrollo de neuritas y al colapso del cono de crecimiento. La inhibicién de la actividad de semaforina
se consigue inhibiendo o bloqueando cualquiera de las etapas en el transcurso de estas reacciones. Como receptor
para semaforina mencionado anteriormente, puede adoptarse un receptor para cualquiera de las semaforinas anterio-
res, y un mutante o un componente de una parte de dicho receptor puede adoptarse también con la condicién de que
la semaforina pueda unirse a él. Ejemplos especificos del mismo son Neuropilina-1, plexina y similares (documento
WO 01/405457). Los inhibidores de semaforina de la presente invencién no estardn limitados a sus mecanismos de
actuacién y a un inhibidor que inhibe cualquiera de las etapas del mecanismo de actuacién descrito anteriormente
estd incluido en la categorfa de la presente invencién. Es decir, estd incluido también un compuesto en la categoria
de la presente invencion, cuando el compuesto inhibe la actividad de semaforina inhibiendo las reacciones que se
refieren a la trayectoria de sefializacién intracelular que tiene lugar desde la fijacion del receptor mencionado ante-
riormente de semaforina hasta la despolimerizacién de las fibras de actina. Ademds, un procedimiento de medicién
de la actividad inhibidora de fijacidn al receptor de semaforina puede ser cualquier procedimiento si es seleccionado
de manera apropiada por los expertos en la materia, el cual estd ejemplificado por un procedimiento de medicidn de
la actividad inhibidora de fijacién al receptor de semaforina en el que se fusiona la semaforina con otra proteina tal
como un anticuerpo, fosfatasa alcalina o similar o la semaforina a la que se afiade His-tag, Flag o similares, como se
describi6 inicialmente, estd unido a un receptor de dicha semaforina o a una célula que expresa un componente del
receptor en presencia de una sustancia presente. En las férmulas generales (1) y (12) a (18), R! representa un 4tomo
de hidrégeno o un grupo carboxilo y preferentemente un grupo carboxilo y R? representa un dtomo de hidrégeno o un
grupo hidroxilo y preferentemente un grupo hidroxilo.

En las férmulas generales (19) y (20) R! representa un grupo carboxilo y R? representa un grupo hidroxilo.

En las férmulas generales (1), (12) a (15) y (17), R® representa un dtomo de hidrogeno o un grupo carboxilo, y
preferentemente un grupo carboxilo, y R® representa un dtomo de hidroxilo o un grupo hidroxilo y preferentemente
un grupo hidroxilo.

En la férmula general (18), R® representa un grupo carboxilo, y R® representa un dtomo de hidrégeno o un grupo
hidroxilo, preferentemente un grupo hidroxilo.

En la férmula general (19) R’ representa un grupo carboxilo y RS representa un grupo hidroxilo.

En la férmula general (18), R® representa un 4tomo de hidrégeno o un grupo hidroxilo y preferentemente un grupo
hidroxilo.

Los compuestos que constituyen inhibidores de semaforina de la presente invencién pueden ser ejemplificados por
los compuestos descritos a continuacién en los ejemplos en la presente descripcion.

Un compuesto representado por cualquiera de las férmulas generales (1) y (12) a (20) mencionadas anteriormente,
o una sal farmacéuticamente aceptable puede obtenerse, por ejemplo, a partir del cultivo de SPF-3059 de Penicillium
sp. con actividad inhibidora de semaforina como indice. La cepa fue aislada por los presentes inventores a partir de
una muestra de suelo recogida en Osaka Prefecture, Japon.

La cepa SPF-3059 posee las caracteristicas taxondmicas siguientes.

(a) Caracteristicas del cultivo y morfologicas

En agar-agar con extracto de malta, las colonias crecen lentamente alcanzando un didmetro de 2,8 a 2,9 cm en
21 dias a 25°C. Las superficies de la colonia son blancas a amarillas y con aspecto floculento y el color en el lado
del reverso es amarillo oscuro. No se observa produccién de pigmento soluble ni formacién de esporas. En agar-agar
con dextrosa de patata, las colonias crecen lentamente alcanzando un didmetro de 3,2 a 3,3 cm en 21 dias a 25°C. Las
superficies de la colonia son de color amarillo crema blanco y con aspecto de floculos y el color del reverso es amarillo
oscuro a pardo. No se observa produccién de pigmento soluble ni formacién de esporas. En agar-agar con Czapek, las
colonias crecen lentamente alcanzando un didmetro de 3,1 a 3,2 cm en 21 dias a 25°C. Las superficies de la colonia
son blancas a grises y con aspecto floculento y el color del reverso es amarillo crema. No se observa produccion de
pigmento soluble ni formacién de esporas. En agar-agar con harina de avena (Actino Medium n° 3 “DAIGO”, Nihon
Pharmaceutical Co., Ltd.), las colonias crecen lentamente alcanzando un didmetro de 2,0 a 2,1 cm en 21 dias a 25°C.
Las superficies de la colonia son blancas a amarillo o verde grisdceas y con aspecto floculento y el color del reverso es
amarillo crema a gris. No se produce pigmento soluble pero se observa formacién de conidios. Los conidiéforos son
de pared lisa con una longitud de 5 a 20 um y se generan 3 a 6 fialidas de manera monoverticilada en el extremo de los
conidi6foros. En la parte superior de las cialidas, que tienen una longitud de 3 a 4 um, se forman conidios en forma de
cadena, con 2 a 10 conidios por cadena. Los conidios son en forma de globo con un didmetro de 2,2 a 2,4 um con la
superficie estriada (en general, 10 lineas longitudinales en la superficie). No se observa teleomorfo.
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(b) Caracteristicas fisiologicas
(1) Intervalo de pH para el crecimiento

Se examind el crecimiento en cultivo en agitacion utilizando el caldo de cultivo Sabouraud. Se realiz6 la observa-
cién después del cultivo durante 3 dias a 27°C. Los resultados son los siguientes:

pH Crecimiento
3,1 B

4,5 +

5,5 ++

7.1 +++

8,0 ++

9,0 +

10,0 B

(2) Intervalo de temperatura para el crecimiento
Se observd el crecimiento en un medio de agar-agar con harina de avena tras la incubacién durante 5 dias a 38°C.

Basandose en las caracteristicas taxondmicas anteriores, se identific la cepa como una cepa del género Penicillium
y se denomin6é SPF-3059 de Penicillium sp. La cepa se deposité en el International Patent Organism Depositary of
the National Institute of Advanced Industrial Science and Technology, una institucién administrativa independiente,
Japdn, con el nimero de registro FERM BP-7663 como nimero de registro internacional bajo el Tratado de Budapest
en reconocimiento internacional del dep6sito de microorganismos para el procedimiento de patente.

Segtn la presente invencidn, el medio nutriente para la fermentacién de la cepa SPF-3059 mencionado anterior-
mente puede ser liquido o sélido. Resulta preferido el cultivo en agitacién o el cultivo sumergido con aireacién. No
se imponen limitaciones especificas en la composicion del medio para su utilizacién. Los ejemplos de superficies con
carbono adecuadas son la glucosa, sacarosa, glicerina, almidén, dextrina, molasas o similares. Ejemplos de fuentes de
nitrégeno adecuadas son el hidrolizado de proteinas tal como la peptona y los casaminoacidos; el extracto de carne,
el extracto de levadura, la harina de soja, la harina de semillas de algodén, el licor saturado de maiz, aminodcidos
tales como histidina u otras fuentes de nitrégeno orgdnico, sales amdnicas, sales de nitrato u otras fuentes de nitrégeno
inorganico. Los elementos inorgdnicos tales como varias sales de fosfato, sulfato de magnesio, cloruro sédico, cloruro
potésico, carbonato célcico pueden afiadirse también para ajustar la presion osmética, ajustar el pH, elementos traza de
enriquecimiento o similares. Ademads, pueden afiadirse varios aditivos tales como vitaminas y compuestos relaciona-
dos con 4cidos nucleicos para estimular el crecimiento de la cepa. También es posible afiadir un agente antiespumante
tales como el aceite de silicona, el derivado de polipropilenglicol y aceite de soja durante el periodo del cultivo. Un
intervalo de temperatura preferido para el cultivo es preferentemente de 20°C a 35°C, mas preferentemente de 25 a
30°C y preferentemente el pH del medio es, por ejemplo, los comprendidos en aproximadamente la neutralidad y el
periodo de cultivo es, por ejemplo, un lapso de 5 a 10 dias.

Para el aislamiento y la purificacién de los inhibidores de semaforina de la presente invencion representados por
cualquiera de las férmulas (1) y (12) a (20) mencionadas anteriormente del caldo de cultivo de fermentacion, puede
adoptarse cualquier procedimiento convencional para el aislamiento y la purificacién de metabolitos secundarios pro-
ducidos por microorganismos. Para el aislamiento y purificacién del presente compuesto del sobrenadante del caldo
de cultivo de fermentacién, pueden utilizarse cualquiera de los procedimientos de aislamiento y purificacién con-
vencionales adoptados para el aislamiento y la purificacién del filtrado del cultivo, por ejemplo, la extraccién con
disolvente, cromatografia de intercambio i6nico, cromatografia de adsorcién, cromatografia de particién, cromato-
grafia de filtracion en gel, cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC), cromatografia en capa fina y similares.
Estos procedimientos de aislamiento y purificacién pueden adoptarse ya sea solos o en combinacién. Para el aisla-
miento y la purificacién del presente compuesto del micelio cultivado, el micelio puede recogerse por medios tales
como la filtracién o la centrifugacion y puede extraerse directamente utilizando un disolvente organico soluble en agua
tal como acetona, metanol o similares. A continuacién puede obtenerse un compuesto de interés a partir del extrac-
to por métodos similares descritos para el aislamiento y la purificacién del sobrenadante del caldo de fermentacion.
Dicho compuesto de interés puede convertirse también en una sal afiadiendo una cantidad equivalente de base en un
disolvente tal como agua, metanol, etanol, acetona, acetato de etilo, cloroformo, éter o similares.

En los compuestos que constituyen los inhibidores de semaforina de la presente invencion, sus sales, preferente-

mente las sales farmacéuticas o veterinariamente aceptables, estdn incluidas también en la categoria de la presente
invencién. Los ejemplos de sales incluyen: sales basicas inorgdnicas tales como la sal sédica, la sal potdsica, la sal de
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calcio, la sal de magnesio, la sal de aluminio, la sal de amonio; sales basicas organicas tales como la sal de trietilamo-
nio, la sal de trietanolamonio, la sal de piridinio, la sal de diisopropilamonio; sales basicas de aminodcidos tales como
la sal de arginina y la sal de lisina.

No existe ninguna limitacién especifica en cuanto a agentes preventivos y remedios de la presente invencién para
enfermedades neuropéticas y/o enfermedades neurodegenerativas incluyendo la lesién del nervio raquideo y/o la le-
sién del nervio periférico, siempre que contengan los activadores de regeneracion de nervios descritos al principio que
tienen un inhibidor para un factor repelente de desarrollo de nervios, particularmente los inhibidores de semaforina
mencionados anteriormente, como ingrediente activo. Pueden afadirse varios ingredientes tales como los vehiculos,
aglutinantes, estabilizantes, excipientes, diluyentes, tampones de pH, agentes de disgregacidn, disolventes, coadyu-
vantes de disolucidn, agentes isotdnicos. Ademads, estos agentes preventivos y remedios pueden administrarse por via
oral o parenteral. En otras palabras, pueden administrarse en modos de administracién habituales, por ejemplo, pueden
administrarse por via oral en formas de agentes tales como en polvo, granulos, cdpsulas, jarabe, liquido en suspensién
o pueden administrarse por via parenteral inyectdndolos en formas de agentes tales como en solucién, emulsién y
suspension. Alternativamente, pueden administrarse por via nasal en forma de agentes de atomizacion.

Aunque la dosificacion y la frecuencia de la administracién difieren dependiendo del procedimiento de adminis-
tracién y de la edad, peso, condiciones médicas y similares de un paciente, resulta preferido administrar por via local
en la zona de la enfermedad. Como transcurren de varios dias a por encima de varios meses para regenerar los ner-
vios, los agentes de prevencion o los remedios se administran preferentemente una o mas de dos veces durante este
periodo para suprimir las actividades de semaforina. Cuando se administran dos veces o mds, es preferible adminis-
trar los agentes de prevencion o los remedios repetidamente durante dias consecutivos o a intervalos apropiados. La
dosificacién puede definirse como varios centenares de ug a 2 g por cada administracién en forma de inhibidor de
semaforina, preferentemente varias docenas de mg o menos. Para reducir la frecuencia de la administracioén, pueden
utilizarse agentes de liberacién mantenida, una bomba osmética o similares. En alguno de estos procedimientos de
administracién, resulta preferido adoptar una via de administracién y un procedimiento en los que la concentracién
deberia alcanzar el nivel suficiente para inhibir la actividad de semaforina en la zona de actuacién.

Las enfermedades neurdticas y las enfermedades neurodegenerativas mencionadas anteriormente que incluyen la
lesién del nervio raquideo y/o la lesién del nervio periférico incluyen la lesién o enfermedades degenerativas de los
nervios periféricos o centrales enumerados por: anomalia olfativa debido al envejecimiento o similares; lesién nerviosa
aparte de la olfativa causada por traumatismo tal como lesién de la médula espinal; dafios en nervios debidos al infarto
cerebral o similares; pardlisis del nervio facial; neuropatia diabética; glaucoma; retinitis pigmentosa; enfermedades
neurodegenerativas tales como la enfermedad de Alzheimer, la enfermedad de Parkinson y ALS; esclerosis lateral
hipoplastica muscular; enfermedad de Lou Gehrig; corea de Huntington; infarto cerebral; enfermedades neurodege-
nerativas traumaticas; y asi sucesivamente. Las enfermedades acompafiadas de angiogénesis en las que estd implicada
VEGF165 son también las dianas, ya que VEGF165 también utiliza neuropilina como su receptor.

Ademés, la aplicacién de los activadores de la regeneracion de nervios de la presente invencién no estard limitada
a productos farmacéuticos tales como agentes de prevencion o remedios para enfermedades neuropaticas y/o enferme-
dades neurodegenerativas, pero se pueden también aplicar a formacos veterinarios o mejor a reactivos experimentales
industrialmente importantes tales como los inhibidores de sefializacién de semaforina. Debido a que contienen inhi-
bidores de semaforina como ingrediente activo, los activadores de regeneracién de nervios de la presente invencién
estimulan la regeneracion del nervio olfativo que es un nervio periférico y estimulan la regeneracién de nervios en
la zona central, los cuales son el bulbo olfativo, la corteza cerebral, el hipocampo, el cuerpo estriado, el tdlamo, el
diencéfalo, el mesoencéfalo, el cerebelo, la protuberancia de Varolio, el bulbo raquideo, la médula espinal, la retina y
similares, que estdn seccionados por la barrera sangre-cerebroespinal.

Ejemplos

La presente invencion se explicard con mayor detalle haciendo referencia a los ejemplos siguientes. El alcance
técnico de la invencion, sin embargo, no se limita a estos ejemplos.

Ejemplo 1
Produccion del compuesto segiin la presente invencion

Un volumen de 10 ml de un medio liquido que contiene glucosa al 2%, sacarosa al 5%, polvo de semillas de
algodén al 2%, nitrato sédico al 0,1%, L-histidina al 0,1%, fosfato dipotdsico al 0,05%, cloruro potasico al 0,07%
y sulfato magnésico heptahidratado al 0,0014%, con su pH ajustado a 7,0, se prepar6é en un matraz Erlenmeyer de
50 ml y se esterilizé en un autoclave. Una aguja de inoculacién de SPF-3059 de Penicillium sp. (FERM BP-7663)
en un cultivo inclinado se inoculé en este medio y se cultivé en rotacién y agitacién a 180 rpm durante 4 dias a
27°C como preprecultivo. Se distribuyeron 125 ml de un medio con la misma composicién que el medio mencionado
anteriormente a cada uno de cinco matraces Erlenmeyer de 500 ml y se esterilizé en un autoclave. Posteriormente,
4 ml de la solucién de preprecultivo mencionada anteriormente se afiadieron a cada uno de estos matraces, que se
cultivaron a continuacién con rotacién y agitaciéon a 180 rpm durante 4 dias a 27°C como precultivo. Treinta litros
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de un medio liquido que contiene 1,43% de glucosa, 3,57% de sacarosa, 1,43% de polvo de semillas de algodén,
0,07% de nitrato sodico, 0,07% de L-histidina, 0,036% de fosfato dipotésico, 0,05% de cloruro potésico, 0,001% de
sulfato de magnesio heptahidratado y 0,01% de Adekanol LG-295S (agente antiespumante de Asahi Denka Co., Ltd.),
con su pH ajustado a 7,0, se prepararon en un fermentador de jarra de 50 litros y se esterilizaron con vapor de alta
presion (121°C, 20 min.). A continuacién se afiadieron 500 ml de la solucién de precultivo mencionada anteriormente
al fermentador y se cultivé a 27°C durante 9 dias con una agitacién de 400 rpm y una aireacién de 15 litros/min.

Tras el cultivo, se centrifugé la solucién de cultivo a 10.000 rpm durante 10 minutos para separar el sobrenadante y
el micelio. Se extrajeron las fracciones de micelio con 30 litros de acetona, a continuacién se filtraron y se concentra-
ron. Una vez concentradas en una solucién acuosa, se extrajo dos veces con 10 litros de acetato de etilo-4cido férmico
(99:1). El extracto se concentrd a presion reducida para obtener 130 g de extracto en bruto. El extracto se disolvié a
continuacién en 200 ml de metanol y se aplicé a una cromatografia en columna con Sephadex® LH-20 (Amersham
Pharmacia Biotech, Ltd.), y se eluyé con metanol. Se recogieron las fracciones activas y se evapord el disolvente a
presion reducida para obtener 91,4 g de material aceitoso. Este material en bruto se disolvid a continuacién en 200
ml de metanol para cromatografia en columna utilizando TOYOPEARL® HW-40F (Tosoh Corporation) y se eluyé
con metanol. Se recogieron las fracciones activas y se evapord el disolvente a presion reducida para obtener 41,9 g de
sustancia en bruto. Esta sustancia en bruto fue disuelta a continuacién por alicuotas de 500 mg en 2,5 ml de sulféxido
de dimetilo (DMSO) para una HPLC de preparacién en fase inversa. Las condiciones de la HPLC de preparacién
en fase inversa fueron, columna: Wakopak® Wakosil-II5C18HGPrep (conexion ¢5x10 cm y ¢5x25 cm, Wako Pure
Chemical Industries, Ltd.), solucién A: solucién de acido formico acuoso al 1%, solucién B: metanol, gradiente: un
gradiente lineal durante 2 horas desde el 45% hasta el 75% para la proporcién de la solucién B, caudal: 25 ml/min.,
deteccién: absorbancia a 260 nm. Se recogieron las fracciones eluidas en cada minuto.

Se analizaron por HPLC analitica las fracciones eluidas descritas anteriormente. Las condiciones de la HPLC ana-
litica fueron, columna: Wakopak® Wakosil-IISC18RS (¢4,6x150 mm, Wako Pure Chemical Industries, Ltd.), solucién
A: solucién acuosa al 1% de 4cido férmico, solucién B: metanol, gradiente: gradiente lineal durante 71,1 min. desde
el 20% al 67% para la proporcién de la solucién B, caudal: 1,3 ml/min. y deteccion: absorbancia a 260 nm. Las frac-
ciones que contienen el compuesto objetivo se recogieron con el tiempo de retencién en esta HPLC analitica como
indice, y se evaporo el disolvente a presién reducida. El material resultante se aplicé de nuevo a la HPLC de prepara-
cién y se purificé de manera similar a la anterior, y se continud aplicando a una cromatografia en columna utilizando
TOYOPEARL® HW-40F (Tosoh Corporation) y se purificé de igual manera que anteriormente. Las fracciones que
contienen el compuesto objetivo se recogieron y el disolvente se evapord a presion reducida, y se secd. De este modo,
se obtuvieron los compuestos purificados descritos a continuacion.

TABLA 1
Compuesto Cantidad obtenida (mg) Tiempo de retencion en la HPLC analitica
SPF-3059-8 11,1 51,2
SPF-3059-10 3.3 54,8
SPF-3059-16 6.7 41,5
SPF-3059-17 79 57,0
SPF-3059-18 1.6 51,5
SPF-3059-19 7.8 39,6
SPF-3059-20 1,3 45,5
SPF-3059-22 1,0 48,4
SPF-3059-23 16,7 33,2
SPF-3059-31 6,5 49,6
SPF-3059-38 4.0 63,1
SPF-3059-40 2.3 53,7
SPF-3059-41 1,0 54,0
SPF-3059-42 2,4 48,2

Las propiedades fisicoquimicas de los compuestos obtenidos son las siguientes:
(SPF-3059-8)
Aspecto: polvo amarillo
Peso molecular: 578

Férmula molecular: C,sH 3O,
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Espectro de masas por bombardeo atémico rapido (FAB-MS) m/z (positiva): S7T9(M+H)*

Espectro de masas por bombardeo atémico rdpido (FAB-MS) m/z (negativa): 576(M+H)~

Espectro de masas de bombardeo atémico rapido de alta resolucién (HRFAB-MS) m/z (M+H)*

Valor medido: 579,0779

Valor calculado: 579,0775 (CxH9O,4)

Ansx del espectro de absorciéon UV-VISIBLE (en metanol) nm (g): 220(45700), 305(18200), 358(16800)
Vmsx (KBr) del espectro de absorcién infrarrojo cm™: 3414, 1652, 1568, 1464, 1614, 1289

'H-RMN (DMSO-dq) Sppm: 1,75 (3H, s), 2,21 3H, s), 3,06 (1H, d, 18,8), 3,41 (1H, d, 18,8), 4,72 (1H, d, 13,6),
5,02 (1H, d, 13,6), 6,16 (1H, s), 6,17 (1H, s), 6.84 (1H, s)

BC-RMN (DMSO-dy) sppm: 18,7, 26,9, 38,2, 62,0, 62,1, 101,1, 102,1, 104,8, 112,3, 112,6, 113,3, 113,5, 116,6,
119,1, 119.4, 141,4, 143,7 (2C), 145,0, 149,9, 152,0, 154,7, 159.4, 164,6, 167,3, 167,7, 170,9, 174,8

Solubilidad:

Insoluble en agua y hexano y soluble en metanol y DMSO.

Considerada en conjunto, la estructura de SPF-3059-8 se determiné como la férmula siguiente:

(SPF-3059-10)

Aspecto: polvo amarillo

Propiedades de la sustancia: sustancia dcida

Peso molecular: 544

Foérmula molecular: C,sH O,

Espectro de masas por bombardeo atémico rapido (FAB-MS) m/z (positiva): 545 (M+H)*
Espectro de masas por bombardeo atémico rapido (FAB-MS) m/z (negativa): 543 (M-H)~
Espectro de masas por bombardeo atémico rdpido de alta resolucién (HRFAB-MS) m/z (M+H)™:
Valor medido: 545,0732

Valor calculado: 547,0740 (CsH;,0,)

Amax del espectro de absorcién UV-VISIBLE (en metanol) nm (g): 213(41700), 286(29500), 338sh(14900),
429sh(6500)

vmax del espectro de absorcion infrarrojo (KBr) cm™': 3358, 3073, 1700, 1674, 1631, 1464, 1276, 1248
Espectro '"H-RMN:

Espectro medido a 500 MHz en hexadeutero sulféxido de dimetilo (DMSO-ds) se muestra en la Figura 1.
Espectro *C-RMN:

Espectro medido a 125 MHz en hexadeutero sulf6xido de dimetilo (DMSO-ds) se muestra en la Figura 2.
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Solubilidad:
Insoluble en agua y hexano y soluble en metanol y DMSO.
(SPF-3059-16)
Aspecto: polvo de color crema
Peso molecular: 580
Férmula molecular: C,3H,,0,4
Espectro de masas por bombardeo atémico rdpido (FAB-MS) m/z (positiva): 581 (M+H)*
Espectro de masas por bombardeo atémico rapido (FAB-MS) m/z (negativa): 579 (M-H)~
Espectro de masas por bombardeo atémico rapido de alta resolucién (HRFAB-MS) m/z M+H):
Valor medido: 579,0812
Valor calculado: 579.0776 (CxH;9O4)
Amax del espectro de absorciéon UV-VISIBLE (en metanol) nm (g): 210(44500), 323(15000), 353sh(12000)
vmax del espectro de absorcion infrarrojo (KBr) cm™*: 3420, 1694, 1668, 1634, 1568, 1464, 1278

'H-RMN (DMSO- dg) sppm: 1,88 (3H, s), 2,08 (3H, s), 2,28 (1H, d, 16,6), 2,34 (1H, d, 16,6), 4,07 (1H, d,
10,1), 4,17 (1H, ), 4,42 (1H, d, 10,1), 6,29 (1H, s), 6,93 (1H, s)

BC-RMN (DMSO-d®) éppm: 21,1, 24,2, 30,4, 50,1, 50,4, 64,9, 69,3, 102,3, 104,1, 110,6, 111,6, 112, 119,0,
121,6, 138,7, 139,4, 141,6, 147,1, 148,0, 150,4, 152,1, 160,4, 162,6, 167,7, 171,3, 174,3, 198,6, 201,3

Solubilidad:

Insoluble en agua y hexano y soluble en metanol y DMSO.

Considerada en conjunto, la estructura de SPF-3059-16 se determiné como la férmula siguiente (la configuracién
estérica es una configuracion relativa):

(SPF-3059-17)

Aspecto: polvo amarillo

Peso molecular: 578

Férmula molecular: C,sH 5O,

Espectro de masas por bombardeo atémico rdpido (FAB-MS) m/z (positiva): 579 (M+H)*
Espectro de masas por bombardeo atémico rdpido (FAB-MS) m/z (negativa): 577 (M-H)~
Espectro de masas por bombardeo atémico rapido de alta resolucién (HRFAB- MS) m/z (M-H)™:
Valor medido: 577,0675

Valor calculado: 577,0619 (CysH,;0,4)
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Amax del espectro de absorcion UV-VISIBLE (en metanol) nm (g): 214(49400), 301(8900), 390(22100)
vmax del espectro de absorcion infrarrojo (KBr) cm™': 3109, 1656, 1564, 1459, 1272

'H-RMN (DMSO-dq) dppm: 1,89 (3H, s), 2,46 3H, s), 4,85 (1H, d, 13,3), 4,92 (1H, d, 13,3), 5,52 (1H, s), 6,42
(1H, s), 6,65 (1H, s), 6,88 (1H, s)

BC-RMN (DMSO-dg) 6ppm: 17,1, 20,2, 61,9, 71,9, 91,8, 102,8, 103,0 (2C), 103,5, 111,0, 112,6, 117,6, 119,2,
122,9, 139,4, 143,3, 149,2, 150.4, 151,2, 151,7, 154,4, 159,1, 163,4, 165,6, 167.8, 168,6, 170,9, 172,9

Solubilidad:

Insoluble en agua y hexano y soluble en metanol y DMSO.

Considerada en conjunto, la estructura de SPF-3059-17 se determiné como la férmula siguiente:

(SPF-3059-18)

Aspecto: polvo naranja

Propiedades de la sustancia: sustancia dcida

Peso molecular: 560

Férmula molecular: C,3H O3

Espectro de masas por bombardeo atémico rapido (FAB-MS) m/z (positiva): 561 (M+H)*
Espectro de masas por bombardeo atémico rapido (FAB-MS) m/z (negativa): 559 (M-H)~
Espectro de masas por bombardeo atémico rdpido de alta resolucion (HRFAB-MS) m/z (M+H)*:
Valor medido: 561,0710

Valor calculado: 561,0670 (C,sH;,03)

Amaéx del espectro de absorcién UV-VISIBLE (en metanol) nm (g): 219(34300), 257(28900), 311(28600), 404
(14600), 450(14400)

vmax del espectro de absorcién infrarrojo (KBr) cm™: 3154, 1657, 1605, 1468, 1279

Espectro "H-RMN:

Espectro medido a 500 MHz en hexadeutero sulf6xido de dimetilo (DMSO-d¢) se muestra en la Figura 3.
Espectro *C-RMN:

Espectro medido a 125 MHz en hexadeutero sulf6xido de dimetilo (DMSO-d¢) se muestra en la Figura 4.

Solubilidad:

Insoluble en agua y hexano y soluble en metanol y DMSO.
(SPF-3059-19)

Aspecto: polvo amarillo
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Peso molecular: 596

Férmula molecular: CygH,O5

Espectro de masas por bombardeo atémico rapido (FAB-MS) m/z (positiva): 597 (M+H)*
Espectro de masas por bombardeo atémico rdpido (FAB-MS) m/z (negativa): 595 (M-H)~
Espectro de masas por bombardeo atémico rdpido de alta resolucion (HRFAB-MS) m/z (M-H)":
Valor medido: 597,0890

Valor calculado: 597,0881 (CysH,,0,5)

Amax del espectro de absorcién UV-VISIBLE (en metanol) nm (g): 204(34600), 225(30900), 267sh(8300), 319
(17100), 349(13800), 404(10100)

vmax del espectro de absorcién infrarrojo (KBr) cm™: 3418, 1634, 1605, 1462, 1270

'H-RMN (DMSO-dg) ppm: 1,43 (3H, s), 1,55 (3H, ), 2,94 (1H, d, 5,5), 3,17 (1H, d, 18,6), 3,24 (1H, d, 18,6),
438 (1H, d, 11,9), 4,54 (1H, d, 11,9), 5,27 (1H, d, 5,5), 5,84 (1H, s), 6,59 (1H, s)

BC-RMN (DMSO-dg) dppm: 24,5, 28,7, 36,6, 49.4, 62,1, 64,2, 96,8, 99,6, 102,0, 102,6, 103,0, 104,0, 111,1,
120,2 (2C), 113,1, 137,3, 146,5, 150,8, 151,8, 152,0, 153,0, 159,2, 161,3, 167,7, 169,8, 172,6, 185,4

Solubilidad:

Insoluble en agua y hexano y soluble en metanol y DMSO.

Considerada en conjunto, la estructura de SPF-3059-19 se determiné como la férmula siguiente:

(SPF-3059-20)

Aspecto: polvo amarillo

Peso molecular: 562

Férmula molecular: Cp3H 3043

Espectro de masas por bombardeo atémico rapido (FAB-MS) m/z (positiva): 563 (M+H)*

Espectro de masas por bombardeo atémico rdpido (FAB-MS) m/z (negativa): 561 (M-H)~

Espectro de masas por bombardeo atémico rdpido de alta resolucion (HRFAB-MS) m/z (M-H)":

Valor medido: 563,0882

Valor calculado: 563,0826 (C,sH;9O3)

Amaéx del espectro de absorciéon UV-VISIBLE (en metanol) nm (g): 216(49100), 301(21700), 369(14200)
vmax del espectro de absorcion infrarrojo (KBr) cm™': 3444, 3069, 1690, 1649, 1619, 1536, 1435, 1283

'H-RMN (DMSO-dg) sppm: 1,76 (3H, s), 2,21 (3H, s), 3,09 (1H, d, 18,8), 3,43 (1H, d, 18,8), 4,75 (1H, d, 13,4),
5,03 (1H, d, 13,4), 6,17 (1H, s), 6,18 (1H, s), 6,75 (1H, d, 2,1), 6,83 (1H, d, 2,1)

BC-RMN (DMSO-dg) sppm: 18,7, 27,0, 38,3, 61,8, 62,2, 101,0, 102,9, 104,8, 112,3, 112,7, 113,1, 113,3, 113 4,
117.4,119,2, 136,3, 141,1, 143,7, 145,1, 154,7, 156,9, 160,2, 161,9, 164,7, 167,3, 169,3, 170,8, 174,9
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Solubilidad:

Insoluble en agua y hexano y soluble en metanol y DMSO.

Considerada en conjunto, la estructura de SPF-3059-20 se determiné como la férmula siguiente:

(SPF-3059-22)

Aspecto: polvo de color crema

Peso molecular: 548

Férmula molecular: C,;H O3

Espectro de masas por bombardeo atémico rdpido (FAB-MS) m/z (positiva): 549 (M+H)*
Espectro de masas por bombardeo atémico rapido (FAB-MS) m/z (negativa): 547 (M-H)~
Espectro de masas por bombardeo atémico rapido de alta resolucion (HRFAB-MS) m/z (M+H)*:
Valor medido: 547,0568

Valor calculado: 547,0513 (Cy;H50,3)

Amaéx del espectro de absorcién UV-VISIBLE (en metanol) nm (g): 208(51900), 240sh(43900), 270sh(38000),
310(30700), 387(18000)

vmax del espectro de absorcién infrarrojo (KBr) cm™: 3410, 3068, 1655, 1619, 1599, 1561, 1460, 1310, 1251
"H-RMN (DMSO-dy) éppm: 2,34 (3H, s), 2,73 (3H, s), 6,31 (1H, s), 6,98 (1H, s), 8,08 (1H, s), 8,69 (1H, s)

BC-RMN (DMSO-d¢) sppm: 17,1, 32,3, 98,1, 101,8, 102,6, 113,3, 117,1, 119,8, 123,2, 1254, 126, 131,9,
136,2, 140,4, 142,1, 144,7, 150,4, 152,7, 152,9, 154,8, 156,2, 160,4, 167,1, 172,1, 178,9, 192,7, 202,4

Solubilidad:

Insoluble en agua y hexano y soluble en metanol y DMSO.

Considerada en conjunto, la estructura de SPF-3059-22 se determiné como la férmula siguiente:
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(SPF-3059-23)

Aspecto: polvo amarillo

Peso molecular: 686

Foérmula molecular: C5,H,,0,6

Espectro de masas por bombardeo atémico rdpido (FAB-MS) m/z (positiva): 687 (M+H)*
Espectro de masas por bombardeo atémico rdpido (FAB- MS) m/z (negativa): 685 (M-H)-
Espectro de masas por bombardeo atémico rapido de alta resolucion (HRFAB- MS) m/z (M+H)*:
Valor medido: 685,0887

Valor calculado: 685,0830 (C5,H,,046)

Amax del espectro de absorcién UV-VISIBLE (en metanol) nm (g): 213(53800), 282sh(24100), 324(21700)
vmix del espectro de absorcién infrarrojo (KBr) cm™: 3354, 1688, 1588, 1468, 1288

"H-RMN (DMSO-dy) éppm: 2,14 (3H, s), 2,21 (3H, s), 2,61 (3H, brs), 6,50 (1H, s), 6,85 (1H, s), 7,28 (1H,
brs), 7,68 (1H, brs), 8,29 (1H, s)

BC-RMN (DMSO-dg) éppm: 30,2, 31,3, 32,3, 102,4, 107,3, 110,0, 114,7, 114,9, 119,7, 120,5, 123,8, 125,9,
126,4, 126,5, 132,6, 135,6, 136,1, 136,7, 139,5, 141,0, 143,4, 145,6, 147,8, 150,4, 151,8, 154,1, 160,5, 167,5,
170,5, 172,7, 197.9, 200,4, 201,2, 202,0

Solubilidad:

Insoluble en agua y hexano y soluble en metanol y DMSO.

Considerada en conjunto, la estructura de SPF-3059-23 se determiné como la férmula siguiente:

(SPF-3059-31)

Aspecto: polvo amarillo

Propiedades de la sustancia: sustancia dcida

Peso molecular: 668

Férmula molecular: C;,H,,O5

Espectro de masas por bombardeo atémico rdpido (FAB-MS) m/z (positiva): 669 (M+H)*
Espectro de masas por bombardeo atémico rapido (FAB- MS) m/z (negativa): 667 (M-H)~
Espectro de masas por bombardeo atémico rapido de alta resolucién (HRFAB-MS) m/z M+H)*:
Valor medido: 669,0887

Valor calculado: 669,0881 (C3,H,,0;5)

Amaéx del espectro de absorcién UV-VISIBLE (en metanol) nm (g): 213(54600), 235sh(39400), 312(31300),
350(24200)

vmax del espectro de absorcion infrarrojo (KBr) cm™': 3348, 1766, 1707, 1644, 1588, 1464, 1301

22



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2316763 T3

"H-RMN: Espectro medido a 500 MHz en hexadeutero sulféxido de dimetilo (DMSO-dg) se muestra en la
Figura 5.

BC-RMN: Espectro medido a 125 MHz en hexadeutero sulféxido de dimetilo (DMSO-ds) se muestra en la
Figura 6.

Solubilidad:
Insoluble en agua y hexano y soluble en metanol y DMSO.
(SPF-3059-38)
Aspecto: polvo amarillo
Peso molecular: 654
Férmula molecular: C54H,,0,4
Espectro de masas por bombardeo atémico rdpido (FAB-MS) m/z (positiva): 655 (M+H)*
Espectro de masas por bombardeo atémico rapido (FAB-MS) m/z (negativa): 653 (M-H)~
Espectro de masas por bombardeo atémico rapido de alta resolucién (HRFAB-MS) m/z M+H)":
Valor medido: 655,1100
Valor calculado: 655,1088 (C3,H»;044)

Amax del espectro de absorcion UV-VISIBLE (en metanol) nm (g): 212(41100), 239sh(34000), 287(22200),
300sh(21900), 328(24400)

vmax del espectro de absorcion infrarrojo (KBr) cm™': 3418, 1696, 1660, 1607, 1471, 1283

"H-RMN (DMSO-dg) ppm: 2,30 (1H, m), 2,36 (1H, m), 2,65 (3H, s), 2,81 (1H, m), 2,96 (1H, m), 3,00 (3H,
s), 4,56 (1H, d, 11,8), 4,75 (1H, d, 11,8), 6,43 (1H, s), 7,07 (1H, s), 8,15 (1H, d, 9,2), 8,73 (1H, d, 9,2)

BC-RMN (DMSO-d¢) 6ppm: 21,7, 23,3, 26,6, 32,9, 56,9, 71,3, 102,3, 102,5, 107,9, 110,2, 117,4, 119,4, 121,2,

122,22,122,24,124,0, 127,1, 134,3, 136,1, 138,1, 141,7, 141,8, 142,1, 150,1, 154,0, 154,1, 154,6, 155,6, 167,7,
167,9, 173,1, 189,5, 197,5, 207,2

Solubilidad:

Insoluble en agua y hexano y soluble en metanol y DMSO.

Considerada en conjunto, la estructura de SPF-3059-38 se determind como la férmula siguiente:

(SPF-3059-40)

Aspecto: polvo naranja

Peso molecular: 536

Férmula molecular: C,,H,,0,,

Espectro de masas por bombardeo atémico rapido (FAB-MS) m/z (positiva): 537 (M+H)*
Espectro de masas por bombardeo atémico rdpido (FAB-MS) m/z (negativa): 535 (M-H)~
Espectro de masas por bombardeo atémico rdpido de alta resolucién (HRFAB-MS) m/z (M+H)*:
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Valor medido: 537,1018
Valor calculado: 537,1034 (C,;H,,0,,)

Amax del espectro de absorcién UV-VISIBLE (en metanol) nm (g): 209(34100), 223(34200), 277(19900), 340
(11600), 460(25000)

vmax del espectro de absorcién infrarrojo (KBr) cm™: 3361, 1698, 1620, 1465, 1293

'H-RMN (DMSO-dq) sppm: 1,95 (3H, s), 2,34 (1H, d, 16,8), 2,63 (3H, s), 3,22 (1H, d, 16,8), 4,04 (1H, d, 10,8),
4,51 (1H, d, 10,8), 5,78 (1H, s), 6,27 (1H, s), 6,76 (1H, s), 6,78 (1H, s)

BC-RMN (DMSO-d¢) 6ppm: 23,7, 24,4, 32,0, 50,6, 71,9, 98,4, 102,5, 104,5, 109,0, 109,3, 111,9, 112,7, 118,38,
125,0, 135,4, 141,2, 143,0, 149,7, 151,1, 152,0, 152,6, 155,8, 168,3, 172,5, 189,0, 197,0, 204,2

Solubilidad:

Insoluble en agua y hexano y soluble en metanol y DMSO.

Considerada en conjunto, la estructura de SPF-3059-40 se determiné como la férmula siguiente:

(SPF-3059-41)

Aspecto: polvo amarillo

Propiedades de la sustancia: sustancia dcida

Peso molecular: 548

Foérmula molecular: C,sH»,O1,

Espectro de masas por bombardeo atémico rapido (FAB-MS) m/z (positiva): 549 (M+H)*
Espectro de masas por bombardeo atémico rdpido (FAB-MS) m/z (negativa): 547 (M-H)~
Espectro de masas por bombardeo atémico rdpido de alta resoluciéon (HRFAB-MS) m/z (M+H)*:
Valor medido: 549,1002

Valor calculado: 549,1034 (CxH,,0,)

Améx del espectro de absorcién UV-VISIBLE (en metanol) nm (g): 227(30200), 282sh(13500), 315(13900),
356(11000)

vméx del espectro de absorcién infrarrojo (KBr) cm™: 3396, 1688, 1662, 1622, 1470, 1294

Espectro '"H-RMN:

Espectro medido a 500 MHz en hexadeutero sulféxido de dimetilo (DMSO-ds) se muestra en la Figura 7.
Espectro *C-RMN:

Espectro medido a 125 MHz en hexadeutero sulféxido de dimetilo (DMSO-ds) se muestra en la Figura 8.
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Solubilidad:
Insoluble en agua y hexano y soluble en metanol y DMSO.
(SPF-3059-42)
Aspecto: polvo amarillo
Peso molecular: 806
Férmula molecular: C,;HycO4
Espectro de masas por bombardeo atémico rdpido (FAB- MS) m/z (positiva): 807 (M+H)*
Espectro de masas por bombardeo atémico rapido (FAB- MS) m/z (negativa): 805 (M-H)~
Matriz de alta resolucién - Ionizacién/Desorcidn asistida por laser
Tiempo de vuelo (HRMALDI-TOF-MS) m/z (M+H)*: Valor medido: 807,1261
Valor calculado: 807,1198 (C,;H»;,045)
Amaéx del espectro de absorciéon UV-VISIBLE (en metanol) nm (g): 221(58300), 316(28000), 353(23100)
vmax del espectro de absorcién infrarrojo (KBr) cm™': 3400, 1704, 1651, 1620, 1444, 1294

'H-RMN (DMSO-dq) ppm: 2,08 3H, s), 2,10 3H, s), 2,51 (3H, s), 3,47 (1H, d, 15,9), 3,54 (1H, d, 15.9), 4,48
(1H, d, 13,1), 4,65 (1H, d, 13,1), 6,28 (1H, s), 6,84 (1H, s), 6,89 (IH, s), 7,40 (1H, s), 8,12 (1H, s)

BC-RMN (DMSO-d¢) 6ppm: 16,5, 17,1, 19,1, 31,9, 61,8, 102,1, 102,9 (2C), 103,4, 108,7, 109,2, 111,5, 113,5,

118,5,119,1 (20), 119,7, 122,0, 127,8, 128,9, 131,2, 139,1 (2C), 141,7, 144,2, 150,0, 154,0 (2C), 150,5, 150,6,
150,7, 152,0, 152,3, 158,9, 160,9, 167.8, 167,9, 173,1, 173,3, 175,0, 202,5

Solubilidad:

Insoluble en agua y hexano y soluble en metanol y DMSO.

considerada en conjunto, la estructura de SPF-3059-42 se determiné como la férmula siguiente:

Ejemplo 2
Accion supresora de los compuestos de la presente invencion para la actividad de colapso de Sema3A

Una placa de 96 pocillos (Sumitomo Bakelite Co., Ltd.) recubierta con polilisina se recubrié mas con laminina
(20 pg/ml de laminina, durante 1 hora a temperatura ambiente). A cada pocillo se le afiadieron 100 ul de medio
(medio F12 que contenia 10% de suero bovino fetal, 20 ng/ml de NGF, 100 unidades/ml de penicilina y 100 pg/ml
de estreptomicina) cuyo medio se inocul$ a continuacién con los ganglios del nervio de la espina dorsal extirpados
de embriones de pollo E7 (embriones de 7 dias) y se cultivaron durante 16 a 20 horas en CO, al 5% a 37°C. A
continuacion, los compuestos objetivos se afiadieron al medio a varias concentraciones y se afiadieron 3 unidades/ml
de semaforina 3A de ratén (Sema3A) después de cultivar durante 1 hora. Se incubaron los cultivos durante otra hora. Se
afiadié rapidamente glutaraldehido en la misma después de dicha hora para preparar la concentracion final al 1%. Los
cultivos se dejaron a continuacién durante 15 minutos a temperatura ambiente de modo que se fijaron las secciones del
tejido y los indices de colapso de los conos de crecimiento se determinaron al microscopio. Se definieron los valores
ICsy como una concentracion de cada compuesto a la que la concentracién del indice de colapso C iguala a (A+B)/2,
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en la que (A)% es el indice de colapso del cono de crecimiento del grupo de referencia negativo (no se afiadieron
compuestos ni Sema3A); (B)% es el indice de colapso del cono de crecimiento del grupo de referencia positivo (no
se afiadieron compuestos pero se afiadié Sema3A); y (C)% es el indice de colapso del cono de crecimiento del grupo
de ensayo (se afiadi6 cada uno de los compuestos y Sema3A). Los resultados se proporcionan a continuacién. Estos
resultados ponen de manifiesto que los compuestos de la presente invencion inhiben fuertemente la semaforina.

TABLA 2

compound IC50 (pg/mi)

SPF-3059-8 2
SPF-3059-10 2
SPF-3059-16 0,5
SPF-3059-17 0,13
SPF-3059-18 0,063
SPF-3059-19 0.5
SPF-3059-20 4
SPF-3059-22 0,5
SPF-3059-23 0,5
SPF-3059-31 0,25
SPF-3059-38 0,013
SPF-3059-40 0,125
SPF-3059-41 0,25

Ejemplo 3
Produccion de sales de los compuestos de la presente invencion

Un compuesto de la presente invencion se disuelve en metanol para preparar una solucién 1 mM. La solucién
de metanol de hidréxido sédico 1 mM se afade a 1 ml de la solucién anterior mediante 2 ml cuando el compuesto
de la presente invencion tiene dos grupos carboxilo, o mediante 1 ml cuando tiene un grupo carboxilo y se mezcla
intensamente. A continuacién, se evapora el disolvente de la solucién a presion reducida y se secan los residuos. De
este modo se obtiene 1 umol de la sal sédica del compuesto de la presente invencién.

Aplicabilidad industrial

Los compuestos de la presente invencion presentan actividad inhibidora de semaforina y se utilizan provechosa-
mente como agente preventivo o remedio para varias enfermedades neuropdticas y neurodegenerativas.
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REIVINDICACIONES

1. Compuesto representado por la férmula general (1):

R2 R*

HO o” "R®

en la que R!, R?, R® y R* representan uno de los siguientes [I] a [IX]:

(1 R! representa un d4tomo de hidrégeno o un grupo carboxilo, R? representa un dtomo de hidrégeno o un
grupo hidroxilo, y R®* y R*, se unen para formar un grupo divalente de férmula (2):

en la que R’ representa un atomo de hidrégeno o un grupo carboxilo y R® representa un dtomo de
hidrégeno o un grupo hidroxilo;

(I1] R! representa un dtomo de hidrégeno o un carboxilo,

R? representa un dtomo de hidrégeno o un grupo hidroxilo, y R* y R*, se unen para formar un grupo
divalente de férmula (3):

&)

en la que R’ y R tienen los mismos significados que anteriormente;

[III]  R!representa un 4tomo de hidrégeno o un grupo carboxilo, R? representa un dtomo de hidrégeno o un
grupo hidroxilo, y R* y R*, se unen para formar un grupo divalente de férmula (4):

@

e

kado R’

en la que R’ y R tienen los mismos significados que anteriormente;
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[IV]  R!representa un 4tomo de hidrégeno o un grupo carboxilo, R? representa un dtomo de hidrégeno o un
grupo hidroxilo, y R* y R*, se unen para formar un grupo divalente de férmula (5):
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[V]

[VI]

[VII]

en la que R’ y R® tienen los mismos significados que anteriormente;

R! representa un dtomo de hidrégeno o un grupo carboxilo, R? representa un dtomo de hidrégeno o un
grupo hidroxilo, R? representa un dtomo de hidrégeno y R* representa un grupo de férmula (6):

R! representa un dtomo de hidrégeno o un grupo carboxilo, R? representa un dtomo de hidrégeno o un
grupo hidroxilo y R? y R* se unen para formar un grupo divalente de férmula (7):

en la que R’ y R® tienen los mismos significados que anteriormente;

R! representa un 4tomo de hidrégeno o un grupo carboxilo, R? representa un dtomo de hidrégeno o un

grupo hidroxilo y R? representa un grupo de féormula (8):

28
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en la que R representa un atomo de hidrégeno o un grupo carboxilo y R® representa un dtomo de
hidrégeno o un grupo hidroxilo y R* representa un grupo de férmula (9);

Me RS R®
0
y, OH (9
0 o]

en la que R’ representa un grupo carboxilo, y R tiene el mismo significado que anteriormente;

R! representa un grupo carboxilo, R? representa un grupo hidroxilo, y R* y R* se unen para formar un
grupo divalente de férmula (10):

(10)

en la que R’ representa un grupo carboxilo y R® representa un grupo hidroxilo;

R! representa un grupo carboxilo; R? representa un grupo hidroxilo, y R* y R* se unen para formar un
grupo divalente de férmula (11):

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

2. Compuesto segtin la reivindicacién 1, representado por la férmula general (12):

(12)

HO ) Me

en la que R', R?, R’ y R® tienen los mismos significados que en la reivindicacién 1 [I] o una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo.

3. Compuesto segiin la reivindicacion 2, en el que R' y R son independientemente un grupo carboxilo, R? es un

grupo hidroxilo o un dtomo de hidrégeno y R® es un grupo hidroxilo en la férmula general (12) o una sal farmacéuti-
camente aceptable del mismo.
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4. Compuesto segun la reivindicacion 1, representado por la férmula general (13):

en la que R!, R?, R’ y R® tienen los mismos significados que en la reivindicacion 1 [II] o una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo.

5. Compuesto segtn la reivindicacién 4, en el que R' y R3 son independientemente un grupo carboxilo, R? y R® son
independientemente un grupo hidroxilo en la férmula general (13) o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

6. Compuesto segun la reivindicacion 1, representado por la férmula general (14):

19

en la que R', R?, R® y R® tienen los mismos significados que en la reivindicacién 1 [III] o una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo.

7. Compuesto segiin la reivindicacion 6, en el que R! y R’ son un grupo carboxilo, R? y R® son independientemente
un grupo hidroxilo en la férmula general (14) o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

8. Compuesto segitin la reivindicacién 1, representado por la férmula general (15):

en la que R', R, R’ y R tienen los mismos significados que en la reivindicacién 1 [IV] o una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo.

9. Compuesto segtin la reivindicacién 8, en el que R' y R’ son independientemente un grupo carboxilo, R* y R® son
independientemente un grupo hidroxilo en la férmula general (15) o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.
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10. Compuesto segun la reivindicacién 1, representado por la férmula general (16):

(18)

en la que R!' y R? tienen los mismos significados que en la reivindicacion 1 [V], o una sal farmacéuticamente aceptable
del mismo.

11. Compuesto segin la reivindicacién 10, en el que R' representa un grupo carboxilo y R? representa un grupo
hidroxilo en la férmula general (16) o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

12. Compuesto segtn la reivindicacién 1, representado por la férmula general (17):

en la que R!, R?, R’ y R® tienen los mismos significados que en la reivindicacién 1 [VI], o una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo.

13. Compuesto segtin la reivindicacion 12, en el que R' y R® representan cada uno un grupo carboxilo, y R? y RS
representan independientemente un grupo hidroxilo en la férmula general (17), o una sal farmacéuticamente aceptable
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del mismo.

14. Compuesto segtn la reivindicacién 1, representado por la férmula general (18):

en la que R!, R?, R%, R, R’ y R® tienen los mismos significados que en la reivindicacién 1 [VII] o una sal farmacéuti-

camente aceptable del mismo.

15. Compuesto segtin la reivindicacién 14, en el que R! es un grupo carboxilo, R?, R® y R® son independientemente
un grupo hidroxilo, y R7 es un dtomo de hidrégeno en la férmula general (18), o una sal farmacéuticamente aceptable

del mismo.
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16. Compuesto segun la reivindicacién 1, representado por la férmula general (19):

en la que R! y R representan cada uno un grupo carboxilo, y R? y R representan cada uno un grupo hidroxilo.

17. Compuesto segtn la reivindicacién 1, representado por la férmula general (20):

(20)

en la que R! es un grupo carboxilo y R? es un grupo hidroxilo o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

18. Utilizacién del compuesto segtin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 17, o una sal farmacéuticamente acep-
table del mismo, en la preparacién de un medicamento para inhibir la actividad de una semaforina.

19. Utilizacién segun la reivindicacion 18, en la que la semaforina es una semaforina de clase 3.
20. Utilizacién segun la reivindicacién 19, en la que la semaforina de clase 3 es la semaforina 3A.

21. Utilizacién del compuesto segtin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 17, o de una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo, en la preparacion de un medicamento para inhibir la actividad de un factor repelente de desarrollo
de nervios.

22. Utilizacién del compuesto segtin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 17, o de una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo, en la preparacion de un medicamento para suprimir la actividad de colapso del cono de creci-
miento y/o inhibir el desarrollo de nervios en un gel con coldgeno.

23. Utilizacién del compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 17, o de una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo, en la preparacion de un medicamento para activar la regeneracién de nervios.

24. Utilizacién del compuesto segtn cualquiera de las reivindicaciones 1 a 17, o de una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo, en la preparacién de un medicamento para la prevencion o el remedio de enfermedades neuro-
paticas y/o enfermedades neurodegenerativas.

25. Utilizacién del compuesto segtin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 17, o de una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo, en la preparacidon de un medicamento para la prevencién o el remedio de enfermedades que
comprenden la lesién del nervio raquideo y/o la lesién del nervio periférico.

26. Utilizacién del compuesto segtin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 17, o de una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo, en la preparacion de un medicamento para la prevencion o el remedio de anomalia olfativa, neu-
ropatia traumadtica, neuropatia de infarto cerebral, pardlisis del nervio facial, neuropatia diabética, glaucoma, retinitis
pigmentosa, enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Parkinson, enfermedades neurodegenerativas, esclerosis lateral
hipoplastica muscular, enfermedad de Lou Gehrig, corea de Huntington, infarto cerebral o enfermedades neurodege-
nerativas traumaticas.

27. Procedimiento para producir un compuesto o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo segtin cualquiera

de las reivindicaciones 1 a 17, en el que se cultiva un microorganismo Penicillium sp. SPF-3059 y que se recoge el
compuesto del cultivo.
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Figura 1
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Figura 2
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Figura 3
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Figura 4
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Figura 5
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Figura 6
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Figura 7
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Figura 8
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