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Relatério Descritivo da Patente de Invengao para "COMPOSI-
GAO E PROCESSO INSETICIDA OU ACARICIDA, PROCESSO PARA
PROTEGAO DE UM LOCAL DA INFESTAGAO POR INSETOS, ACAROS
OU CARRAPATOS, FORMULAGCAO PARA CONTROLE DE UMA INFES-
TAGAO DE PIOLHOS EM UM SER HUMANO, USO, E PROCESSO DE
PREPARAGAO DE UM COMPOSTO".

A presente invengao refere-se a um novo grupo de produtos
pesticidas naturais, € a uma nova espécie Saccharopolyspora que produz os
compostos.

O produto de fermentagdo A83543 € uma familia de compostos,
referidos como espinosinas, que sao produzidos por determinadas cepas de
Saccharopolyspora spinosa. As espinosinas produzidas naturalmente descri-
tas anteriormente tém um sistema de anel triciclico 5,6,5, fundido em uma
lactona macrociclicas de 12 elementos, um aglcar neutro (ramnose) e um
acucar amino (forosamina) (consultar Kirst et al., 1991). As espinosinas co-
nhecidas tém sido referidas como fatores ou componentes, e cada uma de-
las recebe uma designacao de letra de identificagao, isto €, espinosina a, B,
etc. Os compostos sdo uteis para o controle de aracnideos, nematodeos e
insetos, em particular as espécies lepidoptera e Diptera, e sao bastante ami-
gaveis do ponto de vista ambiental e tém um perfil toxicoldégico atrativo.

A patente U.S. 5.362.634 e o pedido de patente européia de N°.
375316 A1 descrevem espinosinas A, B, C, D, E, F, G, H e J. O pedido de
patente internacional WO 93/09126 descreve as espinosinas L, M, N, Q, R,
S e T. O pedido de patente internacional WO e a patente U.S. 5.6704.486
descrevem as espinosinas K, O, P, U, V, W e Y, e os seus derivados.

Um grande nimero de modificagbes sintéticas nos compostos
de espinosina foi feito, como descrito no pedido de patente internacional WO
97/00265, mas a modificagdo das espinosinas na posi¢gao C-21 nao foi exe-
quivel. A C-21 dos compostos conhecidos é substituida com metila ou etila.
Se pudessem ser encontrados meios para introduzir um grupo funcional rea-
tivo em lugar do grupo metila ou etila, sem provocar mudancas indesejadas

em outras partes da molécula, esses possibilitariam a sintese de muitos ou-

Segue-se folha 1a



1a

tros compostos de espinosina. Isso tem sido buscado ha muito por aqueles
gue trabalham no campo da sintese de espinosinas.
SUMARIO DA INVENGAO

A presente invengao proporciona uma cepa isolada de uma nova

Seaue-se folha 2



espécie de Saccharopolyspora designada LW107129 (NRRL 30141).
A invencgao também proporciona compostos que podem ser pro-
duzidos por cultura de LW107129 em um meio de cultura adequado, e que

podem ter a seguinte formula geral 1 ou 2:

5 emque:

R1 é um grupo de férmula 2a, 2b ou 2c:

OMe OH
O Me (o} Me
OMe OMe
OMe OMe
(2a) (2b)
OMe
o) Me
OMe
OH
(2c)
R2 é H ou OH;
R3 é H ou CHjg;

R4 na férmula 1 € 1-butenila, 1,3-butadienila, n-butila, 3-hidroxi-
10 1-butenila, ou 1-propenila; e R4 é etila na férmula 2;

e R5 é H ou um grupo tendo uma das seguintes férmulas 4a a 4i

m\ ?m
H,C—N 0 H,C—N% o
/" H
a



OH
no R

{4¢c) H:"C (44)
/CH3
0 OH
L= ot T
HO H.C °
3 (4e) OH (4f)
_CH, AN
0] /N
,O 4 o o)
H.C 3 (4g) (4h)

CH,
H,C ",N\ﬁ:?\
H,C (

Os compostos especificos de Féormula 1 ou 2, que foram prepa-

41i)

rados e isolados por cultura da cepa Saccharopolyspora LW107129, sao

identificados na Tabela I.

TABELA |

Composto N2, | férmula R1 R2 R3 R4 R5
1 1 2a H H 1-butenila 4a
2 1 2a H H 1-butenila 4b
3 1 2a H H 1-butenila 4c
4 1 2a H H 1-butenila 4d
5 1 2b H H 1-butenila 4a
6 1 2c H H 1-butenila 42
7 1 2a H Me 1-butenila 4a
8 1 2a OH H 1-butenila 4a
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9 1 2a ! H [ H 3-hidroxi-1-butenila 4a
10 1 2a H | H 3-hidréxi-1-butenila | 4c
11 1 2a H H 1,3-butadienila 4a
12 1 2a H H 1-butenila 4e
13 1 2a H H 1-butenila 4f
14 1 2a OH H 1-butenila 4e
15 1 2a OH H 1-butenila 49
16 1 2a OH H 1-propenila 4a
17 1 2a H H 1-butenila H
18 1 2a H Me 1-butenila H
19 1 2a OH H 1-butenila H
20 1 2a H H 3-hidréxi-1-butenila H
21 1 2a OH H 3-hidroxi-1-butenila H
22 1 2a H H 1,3-butadienila H
23 1 2a H H n-butila H
24 1 2a H H 1-butenila 4h
25 1 2a H H 1-butenifa 4i
26 1 2a OH H 1,3-butadienila 4a
27 1 2a OH Me 1-butenila 4a
28 1 2a OH H 1-propenila 4a
29 1 2b H H 1-butenila H
30 1 2c H H 1-butenila H
31 2 2a H H etila 4a

Todos os componentes listados na Tabela | sao distintos, estru-
turalmente, das espinosinas conhecidas previamente porque, com referéncia
ao grupo R4, nenhum dos compostos de espinosina conhecidos anterior-
mente tinha um grupo 1-butenila, 3-hidrdxi-1-butenila, 1,3-butadienila, 1-pro-
penila ou n-butila na posicao C-21 do macrolideo. Ademais, muitos dos
compostos na Tabela | diferem de todas as espinosinas conhecidas anteri-
ormente porque, com referéncia ao grupo R5, esses compostos tém novos
grupos ligados ao oxigénio na posicao C-17 no macrolideo. R2 é sempre H
nas espinosinas conhecidas, portanto, a variagdo nessa posi¢ao € nova.
Adicionalmente, o composto 31 tem um novo sistema de anel de macrolideo
de 14 atomos de carbono, desconhecido previamente nos compostos regis-
trados de S. spinosa.

Os compostos da invengao podem reagir para formar sais. Os

sais que sao fisiologicamente aceitaveis sao também uteis nas formulagoes
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e nos processos desta invengdo. Os sais sao preparados usando procedi-
mentos usuais para a preparagao de sal. Por exemplo, os compostos da in-
vencado podem ser neutralizados com um acido apropriado para formar um
sal de adigcdo acido. Os sais de adigao acidos sao particularmente uteis. Os
sais de adi¢ao acidos adequados representativos incluem os sais formados
por reagao com um &cido organico ou inorgénico, tal como, por exemplo,
sulflrico, cloridrico, fosforico, acético, succinico, citrico, lactico, maléico, fu-
marico, coélico, pamdico, mucico, glutamico, canfdrico, glutarico, glicdlico,
ftalico, tartarico, férmico, laurico, estearico, salicilico, metanossulfénico, ben-
zenossulfdnico, sérbico, picrico, benzdico, cinamico e acidos assemelhados.

Outro aspecto desta invencao € um processo para a produg¢do
de compostos de formulas 1 e 2, que compreende a cultura da cepa Saccha-
ropolyspora LW107129 (NRRL 30141) em um meio adequado. Os compos-
tos de férmulas 1 e 2 sd@o extraidos do caldo de fermentacao e do micélio
com solventes organicos polares. Os compostos podem ser ainda purifica-
dos por técnicas bem conhecidas na técnica, tal como cromatografia em co-
luna.

Os compostos de formulas 1 e 2, nos quais R5 € um grupo tendo
uma das férmulas 4a a 4i sao Uteis para o controle de acaros, carrapatos e
insetos. Portanto, as composigOes inseticidas e acaricidas e os processos
para a reducao da populagdes de insetos, acaros e carrapatos, usando es-
ses compostos, também sao uma parte desta invencgao.

Os compostos de féormulas 1 e 2, nos quais R5 é hidrogénio
(C17-pseudoagliconas), sdo Uteis como intermediarios na preparagao de
compostos inseticidas e acaricidas. Por exemplo, esses compostos podem
ser glicosilados no grupo hidroxila C-17. A glicosilagao pode ser conduzida
por sintese quimica ou por bioconversao microbiana, usando os procedi-
mentos descritos, por exemplo, na patente U.S. 5.539.089.

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAQ
DESCRICAQ DA CULTURA

A nova cepa produtora dos compostos da invengao recebeu a
designacao LW107129. A cultura LW107129 foi isolada de uma amostra de
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solo composta de solos coletados em varios locais. A cultura foi depositada
de acordo com os termos do tratado de Budapeste no "Midwest Area Regio-
nal Research Center", Servico de Pesquisa Agricola, Departamento Norte-
Americano de Agricultura, 815 North University Street, Peoria, IL 61604. A
cepa foi depositada em 9 de junho de 1999, e recebeu o numero de depdsito
NRRL 30141.

CARACTERISTICAS DA CULTURA

A cepa Saccharopolyspora LW107129 produz micélio aéreo e

esporos brancos brilhantes nos seguintes meios: Bennett's, ISP2 e ISP5. As
coldnias sdo de cor creme a castanha e o substrato micélio pode assumir
uma cor marrom-claro, particularmente em ISP4 & ISP5. A cepa LW107129
nao esporula em ISP3 e ISP4. Nao foram produzidos quaisquer pigmentos
em qualquer meio testado. O micélio da cepa LW 107129 sofre fragmentagéo
em cultura liquida.

CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS

A cepa LW107129 produz esporos de ovideos em cadeias de

até 50 esporos. Os esporos sao embutidos em uma capa de esporo, e a su-
perficie do esporo é peluda com espinhagos nao-frequentes.
CARACTERISTICAS FISIOLOGICAS

A cepa Saccharopolyspora LW107129 é capaz de produzir acido

dos seguintes substratos: D-arabinose, m-eritritol, D-frutose, D-glicose, glice-
rol, D-manitol, D-manose, L-ramnose, D-ribose e trealose. A cepa LW107129
nao pode produzir acido de adonitol, L-arabinose, dextrina, dulcitol, etanol,
D-galactose, glicogénio, inositol, lactose, maltose, melezitose, melibiose,
rafinose, salicina, D-sorbitol, L-sorbose, sacarose, xilitol e D-xilose. A cepa
LW107129 é capaz de assimilar varios acidos organicos, incluindo citrato e
succinato, mas nao acetato, benzoato, butirato, formiato, oxalato ou tartara-
to. A cepa LW107129 é capaz de hidrolisar tirosina e uréia, mas nao adeni-
na, caseina, esculina, hipurato, hipoxantina, amido ou xantina. LW107129 é
resistente aos seguintes antibidticos: carbenicilina, cefalotina, cicloheximida,
geneticina, lincomicina, acido naladixico, novobiocina, oxitetraciclina, polimi-

xina B, rifampina e espectinomicina, e € sensivel a bacitracina, cloroanfeni-
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vancomicina.
PROCESSO DE PRODUCAO DE METABOLITOS

Os metabdlitos de férmulas 1 e 2 sdo produzidos por cultivo da

cepa LW107129 em meios de fermentacéao, como descrito abaixo. Uma cul-
tura de LW107129 ¢ inoculada em meios vegetais e crescida por 48 horas a
30°C, com agitacao a 250 rpm. Sessenta mililitros dessa cultura vegetativa
de primeiro estagio madura sao usados para inocular uma cultura vegetativa
de meio vegetativo de 2 litros em um baldo de cultura de 1 litro. Essa cultura
€ incubada a 30°C por 48 horas com agitagao a 195 rpm. A semente de se-
gundo estagio madura € usada para inocular 70 litros de meio em um recipi-
ente de fermentacao de tanque agitado, como descrito no Exemplo 1.

A producao dos compostos de férmula 1 e 2 pode ser seguida
durante a fermentagao por teste dos extratos do caldo. Um processo preferi-
do para seguir a producéo € a analise dos extratos do caldo por cromatogra-
fia liquida de alto desempenho (HPLC). Um sistema adequado para analise
€ descrito no Exemplo 2.

EXEMPLO 1
PREPARACAO DE METABOLITOS POR MEIO DE FERMENTAGCAO

Os metabdlitos de Férmulas 1 e 2 sao produzidos por cultivo da

cepa LW107129 em um meio de fermentagao, como descrito abaixo. Uma
cultura vegetativa congelada de 1 ml de LW107129 foi descongelada, ino-
culada em 100 ml de meios vegetativos em um balao Erlenmeyer de 500 ml

e crescida a 30°C, por agitagao a 250 rpm por 48 horas.

Meio vegetativo

Ingrediente Quantidade (g)
Dextrose 9,0
Caldo de soja tripticase 30,0
Extrato de levedura 3,0
Sulfato de magnésio . 7 H,0O 2,0
Agua desionizada 1.000,0

Sessenta mililitros dessa cultura vegetativa de primeiro estagio
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madura foram usados para inocular uma cultura vegetativa secundaria de
meio vegetativo de 1 litro em um balao de cultura de 2 litros. Essa cultura foi
incubada a 30°C por 48 horas de agitacao a 195 rpm. A semente do segun-
do estdgio madura foi usada para inocular 70 litros de meio de fermentagao

em um recipiente de fermentagao de tanque agitado.

Meio de fermentacao

Ingrediente Quantidade (g)
Farinha de soja 5,0
Dextrose 10,0
Glicerina 10,0
Amido soluvel 5,0
Dextrina de batata 20,0
Melaco 10,0
Pé de raspas de milho 5,0
Carbonato de célcio 3,0
Acido fitico 1,0
Sulfato de magnésio 0,5
Cloreto férrico . 4 H,O 0,1
Cloreto de zinco 0,1
Cloreto de magneésio . 4 H,O 0,1

A fermentacao foi mantida a 30°C, 400 rpm por 7 - 12 dias.
Cerveja de fermentagcdo madura pode ser extraida com um sol-
vente adequado, e os metabdlitos recuperados por formacao de sal e/ou se-
paragao cromatografica.
EXEMPLO 2
METODO DE DETERMINACAQO POR HPLC

O método de HPLC a seguir € util para monitorar a fermentacao

para a produgao de compostos de férmula 1 e 2.

Adicionar um volume de etanol desnaturado igual aquele de uma
aliquota de caldo de fermentagao. Agitar a mistura e deixar em repouso por
um minimo de uma hora. Centrifugar a amostra para remover fragmentos de
células volumosos, depois centrifugar uma aliquota de 1 ml. O extrato clarifi-
cado é depois analisado pelo seguinte sistema HPLC.

Sistema HPLC:



Fase estacionaria da coluna: coluna 250- x 4,6 mm, base de gel
de silica desativada 5 - um C8 (Hypersil - C8 - BDS).
Fase movel: gradiente linear de acetato de aménio 10 mM -

metanol - acetonitrila resumido abaixo:

Tempo (min) Solvente A (por cento) Solvente B (por cento)
0 100 0
20 0 100
25 0 100
30 100 0
35 100 0

5 em que o solvente A é acetato de amdnio 10 mM e o solvente B é metanol -
acetonitrila (1:1)
Vazao: 1 mi/min
Deteccao: UV a 250 nm

Os tempos de retengao dos trés fatores principais sdo resumidos

10  abaixo:
Composto Tempo de retengao (min)

7 24,6

1 24,2

3 23,7

12 22,9

15 22,8

18 22,6

8 22,5

17 22,2

13 21,6

14 21,4

19 20,2

20 19,3

21 (ambos C24 epimeros) 16,2

EXEMPLO 3

ISOLAMENTO DE METABOLITOS INSETICIDAMENTE ATI-
VOS DE CALDO DE CULTURA

O seguinte exemplo mostra como os compostos de Férmula 1
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mais abundantes foram isolados de uma batelada tipica de LW107129 culti-
vada. O exemplo fornece os procedimentos especificos usados para isolar
os compostos 1, 3, 7, 8, 12, 13, 14, 15, 17, 18, 19, 20 e 21. Os compostos 2,
4,5 6,9, 10, 11, 16, 22 e 23 - 31, produzidos pelo organismo a uma menor
abundancia do que os compostos listados acima, foram isolados usando
processos bastantes similares aplicados em maiores bateladas de extrato de
caldo. Em virtude dos processos serem muito similares e familiares aqueles
versados na técnica, nao sao descritos em detalhes aqui.

A cultura total, isto é, as células mais o caldo, da fermentagao de
cinco litros de meio inoculado tinha um volume total de aproximadamente 3,5
litros apés término da fermentacao. Essa amostra foi extraida com um volu-
me igual de etanol desnaturado por agitacao vigorosa, depois deixar em re-
pouso a temperatura ambiente por duas horas. Os fragmentos de células
foram removidos por centrifugagao, e os 7 litros de extrato aquoso de etanol
foram divididos usando diclorometano (DCM: 2 x 7 litros). O extrato DCM foi
concentrado para produzir um dleo amarelo-claro (3,3 g). O dleo foi dissolvi-
do em metanol e dividido em duas aliquotas iguais, cada uma das quais foi
cromatografada em uma coluna (4 x 15 cm; 32 - 63 um; Biotage, Inc., EUA)
de silica-gel. Cada coluna foi eluida a 20 mi/min usando o seguinte gradiente
de solvente linear, depois lavada com um jato de aliquota de solvente G
(100 ml):

Tipo e percentual do solvente

tempo (min) A B C D E F G
0 100 0 0 0 0 0 0
10 0 100 0 0 0 0 0
15 0 50 50 0 0 0 0
20 0 50 50 0 0 0 0
20.01 0 0 0 100 0 0 0
30 0 0 0 0 100 0 0
40 0 0 0 0 0 100 0

50 0 0 0 0 0 0 100

70 0 0 0 0 0 0 100
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em que as composi¢oes de solvente (% em volume) eram as seguintes:

A B C D E F G
Hexano 100% 99,5%
Tolueno 100% 50% 99,5%
Acetato de etila 50% 99,5% 70%
Metanol 20%
Agua 9,5%

Dietilamina 0,5% 0,5% 0,5% 0,5%

As fragdes (30 s; 10 ml cada) foram coletadas durante a eluigao.
Essas foram analisadas por HPLC de acordo com o procedimento descrito
no Exemplo 2, depois as fragcoes de cada perfil de coluna de silica-gel con-

tendo os componentes de polaridade similar foram reunidas, como se segue:

Numeros das fragoes Identificador
92-97 Si-1
104-112 Sl-2
114-120 SI-3
121-140 Si-4
jato de lavagem Si-5

Essas fragbes reunidas foram secas sob vacuo e redissolvidas
em metanol, antes de fracionamento adicional, como descrito abaixo.

As aliquotas da fracao Sl-1 foram aplicadas a uma coluna (250 x
10 mm; 8 um de tamanho de particula) de C-8 silica-gel de fase reversa
(Hypersil-BDS-C8). A amostra aplicada foi cromatografada em acetato de
aménio (10 mM) - metanol - acetonitrila (30 : 35 : 35), eluindo a 3 mi/min,
coletando fragdes de 0,75 ml. As fragdes contendo o composto 17 foram
reunidas e concentradas a secura, para produzir 14,9 mg do composto 17
puro. As fracdes contendo o Composto 18 foram reunidas e concentradas a
secura, para produzir 1,4 mg de Composto 18 puro. As fragdes contendo o
Composto 12 foram reunidas e concentradas a secura, para produzir 4,2 mg
de Composto 12 puro.

As aliquotas da fracao SI-2 foram aplicadas a uma coluna (250 x

10 mm; 8 um de tamanho de particula) de C-8 silica-gel de fase reversa
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(Hypersil-BDS-C8). A amostra aplicada foi cromatografada utilizando o gra-
diente linear de acetato de aménio (10 mM) - metanol - acetonitrila especifi-

cado abaixo eluindo a 3 ml/min, coletando fra¢des de 0,75 ml.

Tempo (min) Solvente A (por cento) Solvente B (por cento)
0 60 40
5 60 40
25 0 100
30 0 100
32 60 40
40 60 40

A = acetato de amoénio 10 mM

B = metanol - acetonitrila (1 : 1)

As fragdes contendo o Composto 20 foram reunidas e concen-
tradas a secura, para produzir 11,5 mg de Composto 20 puro. As fragdes
contendo o Composto 19 foram reunidas e concentradas a secura, para pro-
duzir 3,9 mg de Composto 19 puro. As fragcdes contendo o Composto 14 fo-
ram reunidas e concentradas a secura, para produzir 2,0 mg de Composto
14 puro. As fragdes contendo o Composto 13 foram reunidas e concentradas
a secura, para produzir 4,9 mg de Composto 13 puro. As fragdes contendo o
Composto 15 foram reunidas e concentradas a secura, para produzir 2,3 mg
de Composto 15 puro. As fragdes contendo os isdmeros 24-epimeéricos do
Composto 21 foram reunidas e concentradas a secura, para produzir 15 mg
de uma mistura dos dois. Essa mistura foi dissolvida em metanol e aplicada
a uma coluna (250 x 10 mm; 8 um de tamanho de particula) de C-8 silica-gel
de fase reversa (Hypersil-BDS-C8). A amostra aplicada foi cromatografada
em acetato de amoénio (10 mM) - metanol - acetonitrila (85 : 7,5 : 7,5), eluin-
do a 3 ml/min, coletando fragbes de 3 ml. As fragdes do Composto 21 # 1
foram reunidas e concentradas a secura, para produzir 9,8 mg de Composto
21 # 1 puro. As fracdes do Composto 21 # 2 foram reunidas e concentradas
a secura, para produzir 4,7 mg de Composto 21 # 2.

A fragcao reunida SI-3 foi dissolvida em metanol e cromatografa-
da em uma coluna (4 x 7 cm; 32 - 63 um; Biotage, Inc., EUA) de silica-gel. A

coluna foi eluida a 20 mi/min usando as seguintes condi¢gdes do gradiente:
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Tempo (min) Solvente A (por cento) Solvente B (por cento)

0 100 0
5 100 0
15 60 40
25 0 100
40 0 100

A = hexano - dietilamina (99 : 5: 0,5)

B = hexano - isopropanol - dietilamina (75 : 25 : 2)

As fracdes (80 x 0,5 min; 10 ml) foram coletadas e as 46 - 50
foram reunidas e concentradas a secura. A amostra seca foi dissolvida em
metanol e aplicada a uma coluna (250 x 10 mm; 8 um de tamanho de parti-
cula) de C-8 silica-gel de fase reversa (Hypersil-BDS-C8). A amostra aplica-
da foi cromatografada em acetato de aménio (10 mM) - metanol - acetonitrila
(20 : 40 : 40), eluindo a 3 ml/min, coletando fragdes de 0,75 ml. As fragOes
contendo o Composto 1 foram reunidas e concentradas a secura, para pro-
duzir 24,3 mg de Composto '1 puro. As fracdes contendo o Composto 7 -fo-
ram reunidas e concentradas a secura, para produzir 1,5 mg de Composto 7
puro.

A fracao reunida Sl-4 foi dissolvida em metanol e aplicada a uma
coluna (250 x 10 mm; 8 um de tamanho de particula) de C-8 silica-gel de
fase reversa (Hypersil-BDS-C8). A amostra aplicada foi cromatografada no
seguinte sistema de eluicao de gradiente linear, a uma vazao de 5 ml/min,

coletando 88 fragcbes de 1,25 ml.

Tempo (min) Solvente A (por cento) Solvente B (por cento)
0 100 0
20 0 100
25 0 100
30 100 0
35 100 0

A = acetato de amdnio 10 mM

B = metanol! - acetonitrila (1: 1)

As fragdes contendo o Composto 1 bruto foram reunidas e con-
centradas a secura, como foram as fracoes contendo o Composto 8 bruto.

Cada uma das fragdes secas, reunidas originarias como mencionado acima
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foi dissolvida em metanol e recromatografada em uma coluna (250 x 10 mm;
8 um de tamanho de particula) de C-8 silica-gel de fase reversa (Hypersil-
BDS-C8). As amostras foram eluidas usando acetato de aménio (10 mM) -
metanol - acetonitrila (20 : 40 : 40), eluindo a 3 mi/min, coletando fragdes de
0,75 ml. As fragbes contendo o Composto 8 foram reunidas e concentradas
a secura para produzir 5,8 mg de Composto 8 puro. As fragbes contendo o
Composto 1 foram reunidas e concentradas a secura para produzir mais
7,3 mg de Composto 1 puro.

A fracao de lavagem da coluna seca SI-5 foi dissolvida em me-
tanol e aplicada a uma coluna (250 x 10 mm; 8 um de tamanho de particula)
de C-8 silica-gel de fase reversa (Hypersil-BDS-C8). A amostra aplicada foi
cromatografada em acetato de aménio (10 mM) - metanol - acetonitrila (20 :
40 : 40), eluindo a 3 ml/min, coletando fragdes de 0,75 ml. As fragdes con-
tendo o Composto 7 foram reunidas e concentradas a secura, para produzir
3,5 mg de Composto 7 puro.

CARACTERISTICAS ESPECTROSCOPICAS

As estruturas quimicas dos novos componentes foram determi-

nadas por métodos espectroscopicos, incluindo espectroscopia de resso-
nancia magnética nuclear (RMN), espectrometria de massa (EM), espectros-
copia por ultravioleta (UV) e por comparagao com espinosinas A e D e ana-
logos relacionados. Os paragrafos a seguir descrevem as propriedades es-
pectroscopicas dos componentes descritos acima. Nessa discussao, uma
analise detalhada das propriedades espectroscépicas do Composto 1 é
apresentada. Essa € seguida depois por uma discussao das caracteristicas
espectroscopicas para os outros componentes relacionados, possibilitando
que uma pessoa versada na técnica conclua a estrutura quimica, por compa-
racdo com os dados para o Composto 1. Para conveniéncia para o leitor, o
diagrama a seguir do Composto 1 proporciona as designac¢oes da posicao
de todos os dados espectrais de RMN para os fatores naturais apresentados

abaixo:
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O Composto 1 tem as seguintes caracteristicas:
Peso moiecular: 757
Férmula molecular: Ca3zHezNO+o
UV (por deteccao de sistema de diodo durante analise LC, solvente = meta-
nol - acetonitrila (1 : 1)): 244 nm
Eletroaspersdao EM: m/z para [M + H]" = 758,5; ion de fragmento de agucar
de forosamina a m/z de 142,1.
ESI - EM preciso: m/z para [M + H]" = 758,4845 + 0,0007 (teoria: 758,4843).
A Tabela Il resume os dados espectrais de RMN 'H e '3C para o

Composto 1 em CDCls.

TABELA Il
Dados de deslocamento quimico para o Composto 1 (CDCls)
Posi¢&o 1H 13C Posigao 1H 130
1 - 172,1 22 5,30 128,0
2 3,14 34,5 23 5,66 134 9
2,39 24 1,99 25,0
3 3,02 47,6 25 0,95 13 1
4 3,42 41,3 26 1,20 16J3
5 5,79 128 7
6 5,87 129,3 1’ 486 95,4
7 2,16 41,1 2' 3,50 77,7
8 1,92 36,2 2-OMe 348 59,0
1,35 3 3,46 81,0
9 4,30 76,0 3-OMe 348 57,6
10 2,26 37,3 4 3,11 82,2
1,34 4-OMe 3,56 60,9
11 0,90 46,0 5 3,55 67,9
12 2,86 49,4 6 1,28 7,8
13 6,77 1475
14 - 1441 1 4,42 103,6
15 - 202,8 2" 1,98 30,9
16 331
17 3,66 80,8 3" 1,86 18,3
18 1,60 34,2 1,50
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19 1,80 21,4 4" 2,22 64,8

1,23 4"-NMe, 2,23 40,7
20 1,60 31,6 5" 3,50 73,7
21 5,04 76,3 8" 1,26 18,9

Os deslocamentos quimicos referidos a TMS a 0 ppm.

As caracteristicas espectroscdopicas de RMN distintas dos outros
metabdlitos foram como é descrito a seguir.

Os espectros de RMN das estruturas tendo a estrutura de ma-
crolideo basica do Composto 7 foram exemplificados pela auséncia dos si-
nais de protons a 5,8 e 5,7 ppm, e pela presenca de uma nova ressonancia
olefinica a 5,5 ppm. Adicionalmente, uma ressonancia de metila a 1,7 ppm
indicou a presenca de um grupo metila olefinico. Os espectros de RMN das
estruturas tendo a estrutura de macrolideo basica do Composto 8 foram
exemplificados por varias caracteristicas. H-8 apareceu como um dupleto a
4,15 ppm, e H-9 apareceu a 4,1 ppm (dd). Nao houve qualquer constante de
acoplamento mensuravel entre H-8 e H-9. O sinal para H-11 foi movimenta-
do campo abaixo para 1,5 ppm. A hidroxilagao na posicao C24 em quaisquer
dessas estruturas de 2-butenila foi indicada por um deslocamento campo
abaixo de ambos o H-24 e H-25, que apareceram como um multipleto e tri-
pleto, respectivamente. Concorrentemente, H-23 variou para um dupleto du-
plo. Os espectros RMN das estruturas tendo a estrutura de macrolideo basi-
ca do Composto 11 foram exemplificadas pela adicao de ressonancias olefi-
nicas a 5,1, 5,25, e 5,6 ppm, com 0os modelos de acoplamento consistentes
com um grupo olefinico terminal. Adicionalmente, o sinal indicativo de um
grupo metila alifatico terminal a 0,9 - 1,0 ppm esteve ausente. Os espectros
de RMN dos compostos tendo a estrutura de macrolideo basica do Com-
posto 16 foram exemplificados pelo deslocamento campo abaixo de H-24 e o
colapso da estrutura de tripleto um dupleto a aproximadamente 1,4 ppm.
Nesses casos, H-23 mudou para um dupleto de quartetos, e andlise de um
espectro 2D COSY indicou acoplamento desse dupleto em outro préton ole-
finico, indicando a presenca de um grupo propenila. Os espectros de RMN
dos compostos tendo a estrutura de macrolideo basica do composto 23 fo-

ram exemplificados e foram distintos das espinosinas conhecidas previa-
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mente por exame dos experimentos 2D COSY e TOCSY. A analise do cami-
nho de acoplamento originario de H-25 indicou um grupo butila de 4 atomos
de carbono ligado na C-21. As subestruturas de glicosideo presas no oxigé-
nio em C-17 foram identificadas usando varios experimentos de RMN bidi-
mensionais.

Os metil tripletos H-25 e H-24 do macrolideo de anel expandido
31 lembravam o grupo etila na espinosina A. Adicionalmente, H-21 se movi-
mentou campo acima para 4,8 ppm, em relagao a sua posicado no composto
1. No entanto, os prétons olefinicos ainda estavam presentes. Um espectro
2D COSY mostrou que ambos ¢ grupo etila e a olefina estavam acoplados
ao H-21, indicando que a dupla-ligagao nesse composto estava dentro do
anel. Isso foi consistente com esse composto sendo um isdmero do com-
posto 1, com base no seu peso molecular sendo de 758, do espectro de
massa.

Uma lista de todos os metabdlitos com o ion aduto molecular
observado em ESI-EM, do qual o peso molecular foi deduzido, € mostrada

na Tabela Il

Composto N2 Dados espectrais de massa basicos' (m/z)

758,5  [M+H]*
774,5  [M+H]*
7445  [M+H]*
7744  [M+H]*
7448  [M+H]'
7448  [M+H]'
772,55  [M+H]"
7745  [M+H]'
7747  [M+H]*
760,5  [M+H]'
756,5  [M+H]"
7485  [M+NH.J*
810,5  [M+NHJ]*
764,5  [M+NH,]'
808,5  [M+NH.]*
7445  [M+H]'
617,4  [M+H]"

1o O Aol ©O NN ®N



10

15

20

25

18

18 631,4  [M+H]"
19 633,4  [M+H]"
20 650,4  [M+NH,]*
212 666,4  [M+NH,]"
22 6154  [M+H]*

! jons adutos moleculares observados durante LC/MC com ionizagdo de
eletroaspersao.

2 dois isdmeros, ambos tinham as mesmas caracteristicas EM.

ATIVIDADE INSETICIDA E ACARICIDA

Os compostos da invencao (diferentes daqueles nos quais R5 é

H) sao uteis para o controle de insetos, acaros e carrapatos. Portanto, um
outro aspecto da presente invencao é direcionado a métodos para inibir um
inseto, acaro ou carrapato, que compreende a aplicacao no local do inseto,
acaro ou carrapato de uma quantidade inibidora de inseto, acaro ou carra-
pato de um composto de férmula 1 ou 2, em que R5 é um grupo tendo uma
das férmulas 4a a 4i.

O "local" do inseto, acaro ou carrapato se refere ao meio no qual
o inseto, acaro ou carrapato vive ou no qual os seus ovos estao presentes,
incluindo o ar que o circunda, a comida que come, ou os objetos que conta-
tam. Por exemplo, 0s insetos ou acaros que ingerem vegetais podem ser
controlados por aplicagdo do composto ativo nas partes das plantas que os
insetos ou acaros comem ou habitam, particularmente, a folhagem.

Por meio do termo "inibir um inseto, acaro ou carrapato”, quer-se
mencionar que ha uma diminuicdo no numero de insetos, acaros ou carra-
patos vivos, ou uma diminuigcao no numero de ovos. O grau de redugao feito
por um composto depende, naturalmente, da taxa de aplicagao do compos-
to, do composto particular usado e da espécie de inseto, acaro ou carrapato
alvo. Pelo menos uma quantidade de desativacao de inseto, desativagao de
acaro ou desativagao de carrapato deve ser usada. Por "quantidade de de-
sativacao”, quer-se mencionar que uma quantidade do composto & usada
para provocar uma redugdo mensuravel na populacao de inseto, acaro ou
carrapato tratada. Tipicamente, de cerca de 1 a cerca de 1.000 ppm (ou 0,01

a 1 kg/acre) de composto € usada.
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Os compostos mostram atividade contra varios insetos, acaros e
carrapatos. Mais especificamente, os compostos mostram atividade contra
os elementos da ordem de insetos Lepiddpteros, tais como lagarta das be-
terrabas, lagarta dos brotos de tabaco, traga de magas e mede-palmos de
repolho. Outros elementos tipicos dessa ordem incluem a lagarta dos cere-
ais do sul, as lagartas destruidoras, as tragas de roupas, as tragas de fuba,
os enroladores de folha, as minhocas de milho, as lagartas de algodéao, as
brocas de milho europeu, as lagartas de repolho importadas, as lagartas al-
godoeiras cor-de-rosa, as lagartas de sacas, as lagartas de casulos em for-
ma de tenda orientais, as lagartas de relvas e as lagartas dos cereais de
outono.

Os compostos também mostram atividade contra os elementos
da ordem dos coleopteros (os besouros e brocas, tais como o besouro da
batata do Colorado, os besouros de pepinos manchados e desfolhados, os
besouros japoneses, e os gorgulhos do algodao) e Dipteros (as moscas ge-
nuinas, tais como mosca domeéstica, mosquitos, moscas de frutas, moscas
estaveis e de chifre, e mineiras de folhas).

Os compostos também mostram atividade contra os elementos
da ordem dos hempiteros (percevejos genuinos, tais como percevejos de
plantas, percevejos de mau cheiro e percevejos domésticos), homodpteros
(tais como afideos, cigarras cicadulidas, cigarras de plantas, moscas bran-
cas, cochonilas e percevejos farinaceos), maléfagos (piolhos de mascar),
anopluros (piolhos de sucgao), tisandpteros (tripse), ortdpteros (tais como
baratas de aves, gafanhotos e grilos), sifonapteros (pulgas), isépteros (cu-
pins) e elementos dos formicidas da ordem dos himenépteros (formigas).

Os compostos também mostram atividade contra acaros e car-
rapatos da ordem dos acarideos, por exemplo, os acaros de tripé de dois
pontos. Outros elementos tipicos dessa ordem incluem parasitas de plantas,
tais como acaros vermelhos citricos, acaros vermelhos europeus e acaros

chatos citricos, e parasitas animais tais como acaros de sarna, acaros de

“feridas, acaros de feridas de ovelhas, acaros de galinhas, dcaros de infesta-

¢ao de piolhos, acaros de depenagao e acaros de foliculos de caes.
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As pestes humanas representativas especificas, que podem ser
controladas pelos presentes compostos, incluem as seguintes: Amblyomma
americanum (carrapato de estrela solitaria), Amblyomma maculatum (carra-
pato da costa do golfo), Argas persicus (carrapato de aves comestiveis), Bo-
ophilus microplus (carrapato de gado), Chorioptes spp. (acaro de sarna),
Demodex bovis (acaro de foliculo de gado), Demodex canis (acaro de foli-
culo de caes), Dermacentor andersoni (carrapato de febre manchado das
Montanhas Rochosas), Dermacentor variabilis (carrapato de caes norte-
americanos), Dermanyssus gallinae (acaro de galinhas), Ixodes ricinus (car-
rapato de ovelhas comum), Knemidokoptes gallinae (acaro de depenagao),
Knemidokoptes mutans (acaro de perna piolhenta), Otobius megnini (carra-
pato do ouvido), Psoroptes equi (acaro de ferida), Psoroptes ovis (acaro de
ferida), Rhipicephalus sanguineus (carrapato de cdao marrom), Sarcoptes
scabiei (acaro de sarna), Aedes (mosquitos), Anopheles (mosquitos), Culex
(mosquitos), Culiseta, Bovicola bovis (piolhos mordedores de gado), Callitro-
ga homnivorax (mosca-varejeira), Chrysops spp. (mosca de cervo), Cimex
lectularius (percevejo), Cochliomyia spp. (verme roedor), Ctenocephalides
canis (pulgas de caes), Ctenocephalides felis (pulgas de gatos), Culicoides
spp. (mosquitos, mosquitos pdlvoras "punkies" ou "no-see-ums"), Damalinia
ovis (piolhos mordedores de ovelhas), Dermatobia spp. (mosca-do-berne),
Gasterophilus haemorrohoidalis (mosca pica-boi do nariz), Gasterophilus
intestinalis (mosca pica-cavalo comum), Gasterophilus nasalis (mosca chi-
nesa), Glossina spp. (mosca tsé-tsé), Haematobia irritans (mosca de galho
de veado, mosca de bufalo), Haematopinus asini (piolho sugador de cavalo),
Haematopinus ovillus (piolho corpéreo), Haematopinus suis (piolho de sui-
nos), Hydrotaea irritans (mosca da cabeca), Hypoderma bovis (mosca de
bomba), Hypoderma lineatum (mosca do calcanhar), Linognathus ovillus (pi-
olho corpéreo), Linognathus pedalis (piolho do pé), Linognathus vituli (piolho
de gado de nariz longo), Lucilla spp. (piolho de gusano), Melophagus ovinus
(bicho de curral de ovelha), Musca spp. (mosca doméstica, mosca da face),
Oestrus ovis (mosca pica-boi de nariz), Pediculus spp. (piolhos), Phleboto-

mus spp. (mosquito-polvora), Phorina regina (mosca-varejeira), Psoropha
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spp. (mosquito), Pthirus spp. (piolhos), Reduvius spp. (percevejo assassino),
Simulium spp. (mosca preta), Solenopotes capillatus (piolho de gado azul
pequeno), Stomoxys calcitrans (mosca estavel), Tabanus spp. (mosca de
cavalo), Tenebrio spp. (larvas de farinha), Triatoma spp. (percevejos beijado-
res).

Os compostos sao lteis para a reducao das populagdes de in-
setos, acaros e carrapatos, e sdo usados em um processo de inibigao de
uma populagao de insetos, acaros e carrapato, que compreende a aplicagao
em um local de uma quantidade efetiva de desativacdo de inseto, acaro ou
carrapato de um composto ativo da invengao. Em uma concretizagao prefe-
rida, a presente invencao é dirigida a um processo para a inibicao de um
inseto suscetivel da ordem dos lepiddpteros, que compreende a aplicagao a
uma planta de uma quantidade eficaz de desativagcao de inseto de um com-
posto ativo da invengao. Uma outra concretizagao preferida da invengao é
dirigida a um processo para inibir as moscas mordedoras da ordem dos
dipteros em animais, que compreende a administragdo de uma quantidade
inibidora de peste de um composto oral, parenteral ou topicamente no ani-
mal. Outra concretizacao preferida da invencao é dirigida a um processo
para inibir acaros ou carrapatos da ordem dos acarinos, que compreende a
aplicagéo no local do 4caro ou carrapato de uma quantidade inibidora de
acaro ou carrapato de um composto ativo da invengao.

Os compostos aqui descritos nao sao apenas uteis na produgao
de produtos agricolas, os sais de adicao acidos desses compostos, quando
possivel, também sao produtos Uteis. Esses sais sao uteis, por exemplo, na
separacao e purificagao dos compostos de férmulas 1 e 2. Além disso, al-
guns desses sais podem ter uma maior solubilidade em agua. Os sais de
adigao acidos podem ser preparados dos compostos descritos na Formula 1,
em que R5 é uma molécula de agucar contendo nitrogénio basico, tal como
forosamina. Os sais dos compostos sao preparados usando tecnologia usual
para a preparagao de sais, que sao bem conhecidos por aqueles versados
na técnica. Os sais de adi¢cao acidos, que sao particularmente Uteis incluem,

mas nao sao limitados aos sais formados por reagoes usuais com ambos 0s
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acidos organicos e inorganicos, tais como sulfurico, cloridrico, fostérico, acé-
tico, succinico, citrico, lactico, maléico, fumarico, cdlico, pamdico, mucico,
glutdmico, canférico, glutarico, glicolico, ftalico, tartarico, férmico, laurico,
estearico, salicilico, metanossulfénico, benzenossulfénico, sérbico, picrico,
benzdico, cindmico e acidos assemelhados.

Exemplo 4

Telas de insetos

A. Ensaio de encharcamento de lagarta de broto de tabaco recém-nascida

(Heliothis virescens).

Para comparar as atividades inseticidas dos compostos de for-
mula 1 em Heliothis virescens larvais recém-nascidas (< 6 h pds-eclosao),
solugdes de acetona a 1 pug/ul de cada dos metabdlitos foram primeiramente
preparadas. As solugdes de acetona foram depois diluidas com Millipore
H2O contendo 0,025% de tensoativo Triton X-100, para produzir tratamentos
de 25 ou 50 ppm. Um mililitro de quaisquer das concentragoes de cada me-
tabdlito foi depois diretamente pipetado em e sobre um papel de filtro quali-
tativo Whatman n? 1 circular de diametro de 100 mm, sobre o qual foram
colocados suavemente larvas recem-nascidas de lagarta de broto. Cada pa-
pel de filtro tratado e as suas larvas associadas foi depois colocado em uma
placa Petri de plastico descartavel de 20 mm x 100 mm. Uma hora depois,
uma parte de 1 cm® de dieta de lepiddpteros a base de agar (dieta Shorey
modificada, Southland Products, Lake Village, AR) foi colocada em cada
capsula como uma fonte de alimento larval. As placas Petri foram mantidas a
27°C por 24 h e depois a mortalidade larval percentual em cada tratamento
foi determinada. Os resultados sao apresentados a seguir na Tabela IV.

B. Ensaio tépico de lagarta de beterraba (Spodoptera littoralis).

Uma medida adicional das atividades inseticidas relativas dos
compostos de formula 1 foi gerada por uso de uma solugdo de metanol a
1 ug/ul de cada composto aplicado a 1 ul por larva de Sdopoptera littoralis
cultivado em laboratério, (peso médio de 43 mg). Cada composto foi aplica-
do ao longo do dorso de cada uma das seis larvas. As larvas tratadas foram

depois mantidas por cinco dias a 21°C, 60% de umidade relativa em placas
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de cultura plasticas de seis cavidades. As larvas foram todas supridas com
um 1 cm® de dieta de lepiddpteros & base de &gar, para sustentacéo durante
o intervalo pos-exposi¢do de 5 dias.

A mortalidade percentual foi determinada ao final de um periodo
de cinco dias. Os resultados sao apresentados na Tabela IV.
TABELA IV

Encharcamento de lagarta de broto Lagarta de beterraba
recém-nascida de tabaco (24 h) tépica (120 h)
Taxa Mortalidade Taxa Mortalidade
Composto (ppm) (%) (ug/tarva) (%)
1 50 100 1 100
2 50 100 1 100
3 - NT 1 100
4 50 100 1 100
5 - NT - NT
6 - 100 - NT
7 50 NT 1 100
8 - NT 1 100
9 50 100 1 33
10 50 100 1 0
11 50 100 1 100
12 50 100 1 50
13 25 45 1 0
14 25 100 1 NT
15 25 100 - 67
16 50 100 1 100
17 25 10 1 0
18 25 0 1 0
19 25 93 1 0
20 25 20 1 0
21 n®1 25 4 1 0
21 n%2 25 7 1 0
23 - NT - NT
24 50 100 1 50
25 50 100 1 17
26 50 100 1 100
27 50 100 1 100
28 50 100 1 17

29 - NT - NT
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30 - NT - NT
31 50 100 1 100

COMPOSICOES INSETICIDAS

Os compostos sao aplicados na forma de composigoes, que

também sdo uma parte desta invencdo. Essas composi¢cdes compreendem
uma quantidade de desativacao de inseto ou acaro ou carrapato de um
composto da invencdao em um veiculo inerte fitologicamente aceitavel. O(s)
ingrediente(s) ativo(s) pode(m) estar presente(s) como um composto unico,
uma mistura de dois ou mais compostos, ou uma mistura de um ou mais
compostos da invengao juntamente com a parte seca do meio de fermenta-
¢ao no qual é produzido.

As composi¢cdes sao preparadas de acordo com os procedi-
mentos e férmulas que sao convencionais na técnica de controle agricola ou
de peste, mas que sao novas e importantes, por causa da presenca de um
ou mais dos compostos desta invengcao. As composi¢cdes podem ser formu-
lacoes concentradas, que sao dispersas em agua, ou podem estar na forma
de uma formulagao em p9, de isca ou granular usada sem tratamento poste-
rior.

As dispersdes nas quais os compostos ou o material seco bruto
séo aplicados sao tipicamente suspensdes ou emulsdes aquosas, prepara-
das de formulagdes concentradas dos compostos ou de material bruto. As
formulagdes soluveis em agua ou em suspensao em agua ou emulsificaveis
sao sodlidos, pés molhaveis ou liquidos, conhecidos como concentrados
emulsificaveis ou suspensdes aquosas. Os pés molhaveis podem ser aglo-
merados ou compactados, para formar granulos dispersiveis em dgua. Es-
ses granulos compreendem misturas de composto ou material seco bruto,
veiculos inertes e tensoativos. A concentragao do composto ou material seco
bruto é, tipicamente, entre cerca de 0,1% a cerca de 90% em peso. O vei-
culo inerte é, tipicamente, argilas de atapulgita, argilas de montmorillonita e
terras diatomaceas ou silicatos purificados.

Os tensoativos compreendem, tipicamente, cerca de 0,5% a cer-

ca de 10% do p6 molhavel, em que os tensoativos sao, tipicamente, ligninas
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sulfonadas, sulfonatos de naftaleno condensados, sulfonatos de naftaleno,
benenossulfonatos de alquila, sulfonatos de alquila ou tensoativos nao-
idnicos, tais como adutos de dxido de etileno de alquilfendis ou as suas
misturas.

Os concentrados emulsificaveis dos compostos reivindicados
variam, tipicamente, de cerca de 50 a cerca de 500 gramas de composto por
litro de liquido, equivalente a cerca de 10% a cerca de 50% dissolvido em
um veiculo inerte que é uma mistura de um solvente imiscivel em agua e
emulsificantes. Os solventes organicos incluem organicos, tais como xilenos,
e fracoes de petréleo, tais como as partes de petroleo olefinicas e nafténicas
de alto ponto de ebulicdo, que incluem nafta pesado e aromatico. Outros
organicos também podem ser usados, tais como solventes terpénicos - deri-
vados de breu, cetonas alifaticas, tal como cicloexanona, e alcoois comple-
xos. Os emulsificantes para os concentrados emulsificaveis sao, tipicamente,
tensoativos idnicos e/ou nao-idbnicos misturados, tais como aqueles aqui
mencionados ou 0s seus equivalentes.

As suspensdes aquosas podem ser preparadas contendo com-
postos insollveis em agua desta invengcao, em que os compostos sao dis-
persos em um veiculo aquoso, a uma concentracgao tipicamente na faixa en-
tre cerca de 5% a cerca de 50% em peso. As suspensoes sao preparadas
por moagem fina do composto e mistura intensa em um veiculo de agua,
tensoativos e dispersantes, como aqui discutido. Os ingredientes inertes, tais
COmo 0s sais inorganicos e as gomas naturais ou sintéticas, também podem
ser empregados para aumentar a densidade e/ou a viscosidade do veiculo
aguoso, como ¢é desejado.

Os materiais fluidos precipitados podem ser preparados por dis-
solugéo da molécula ativa em um solvente miscivel em agua e tensoativos
ou polimeros superficialmente ativos. Quando essas formulagées sao mistu-
radas com agua, o composto ativo precipita com o tensoativo, controlando o
tamanho do precipitado microcristalino resultante. O tamanho do cristal pode
ser controlado por meio da selecao das misturas especificas de polimero e

tensoativo.
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Os compostos também podem ser aplicados como uma compo-
sicdao granular, que é aplicada ao solo. A composi¢cao granular contém, tipi-
camente, de cerca de 0,5% a cerca de 10% em peso do composto. O com-
posto é disperso em um veiculo inerte, que &, tipicamente, argila ou uma
substancia equivalente. De um modo geral, as composi¢des granulares sao
preparadas por dissolugao do composto em um solvente adequado, e apli-
cacao dele em um veiculo granular, que tenha sido pré-formado no tamanho
de particula desejavel. O tamanho de particula &, tipicamente, entre cerca de
0,5 mm a 3 mm. As composic¢des granulares também podem ser preparadas
por formacao de uma massa ou pasta do veiculo e do composto, secagem
da mistura combinada, e trituracao da massa ou pasta no tamanho de parti-
cula desejado.

Os compostos também podem ser combinados com um solvente
organico apropriado. O solvente organico é, tipicamente, um dleo de petréleo
brando, que & amplamente usado na industria agricola. Essas combinagdes
sao tipicamente usadas como um spray. Mais tipicamente, os compostos
sao aplicados como uma dispersao em um veiculo liquido, em que o veiculo
liquido é agua. Os compostos também podem ser aplicados na forma de
uma composicdo em aerossol. O composto € dissolvido em um veiculo
inerte, que € uma mistura propelente geradora de pressao. A composi¢ao
em aerossol € acondicionada em um recipiente, em que a mistura é dispersa
por meio de uma valvula de atomizagcao. As misturas propelentes contém
quaisquer halocarbonetos de baixo ponto de ebulicao, que podem ser mistu-
rados com solventes organicos ou suspensoes aquosas pressurizadas com
gases inertes ou hidrocarbonetos gasosos.

A quantidade de composto aplicada nos locais de insetos, aca-
ros e carrapatos nao e critica e pode ser facilmente determinada por aqueles
versados na técnica. Geralmente, concentragdes de cerca de 10 ppm a cer-
ca de 5.000 ppm dos compostos proporcionam o controle desejado. Para
cultivos, tais como de soja e algodao, a taxa de aplicagao é de cerca de 0,01
a cerca de 1 kg/ha, em que o composto é aplicado em uma formulagao de

spray de 18,92 a 189,25 litros (5 a 50 galoes) / A. Os compostos podem ser
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aplicados em qualquer local habitado por um inseto, acaro ou carrapato.
Esse local é, tipicamente, cultivos de algodao, soja e vegetais, arvores fruti-
feras e de nozes, videiras, plantas domesticas e ornamentais.

Os compostos da presente invencao também sao uteis no trata-
mento de animais, para controlar os artropodos, isto €, os insetos e os arac-
nideos, que sao pestes em animais. Essas pestes de artrépodos atacam,
tipicamente, os seus hospedeiros na superficie externa ("ecto"); os agentes
que controlam essas pestes sido referidos como "ectoparasiticidas". Todos
0s animais sao sujeitos a ataque por essas pestes, ainda que os problemas
sejam mais graves entre os hospedeiros vertebrados. Os seres humanos
sao hospedeiros potenciais para muitas parasitas, e em areas tropicais e em
areas com sanitizagao minima, as infec¢des parasiticas sédo um problema
habitual na pratica médica. Também sdo bastantes sujeitos a ataque por
parasitas, varios animais de criagcao, tais como gado, ovelhas, porcos, ca-
bras, bufalos, bufalos-da-india, cervos, coelhos, galinhas, perus, patos, gan-
sos, avestruzes e assemelhados. Cavalos e outros animais a gosto estéo
sujeitos a ataque parasitico, como estao as martas e outros animais cresci-
dos para obtencao de pele, e ratos, camundongos e outros animais usados
em laboratério e como cobaias de pesquisa. Os animais de companhia, tais
como caes e gatos, estao bastante sujeitos a ataque por parasitas, e por
causa do relacionamento estreito deles com seres humanos, esse parasitis-
mo possui problemas para os seres humanos com 0s quais estao associa-
dos. Peixes, crustaceos e outras espécies aquaticas também estao sujeitos
a ataque parasitico. Em suma, o parasitismo envolve como hospedeiros es-
sencialmente toda a gama de animais.

O tributo econdmico das infestégées ectoparasiticas é grande.
No dominio da criagao, os animais sofrem de menores eficiéncia alimenticia
e taxas de crescimento. A producao de leite e de |a sofre, e ha dano na tos-
quia, couro e pele. Os animais ficam suscetiveis as infecgoes microbioldgi-
cas secundarias e a um ataque parasitico adicional. As ectoparasitas tam-
bém provocam um desconforto consideravel, mesmo quando nao sao bas-

tante nocivas a saude e a produgao.
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Embora varios parasiticidas estejam em uso, sofrem de varios
problemas, incluindo um espectro de atividade limitado, toxicidade ambien-
tal, a necessidade para um tratamento repetido e, em muitos casos, resis-
téncia as ectoparasitas. Portanto, ha uma necessidade persistente para no-
vos ectoparasiticidas.

Os compostos da invengao proporcionam uma nova ferramenta
nas armas para o controle de ectoparasitas. Nesta concretizacao, a presente
invencao é dirigida a um processo para inibir ou exterminar uma peste artré-
poda em um animal hospedeiro, que compreende o contato da peste com
uma quantidade eficaz de um composto da presente invencao.

A atividade ectoparasiticida dos presentes compostos & obtida
quando os compostos entram em contato com as pestes. O contato pode ser
no estagio de vida de ovos, larvas, adulto ou outro. "Contato" inclui ingestao
do composto pela peste.

EXEMPLO 5

Ensaiog in vivo de camundongo / mosca estavel adulta (ASF)

No dia 0 de estudo, seis camundongos brancos de laboratério de
trinta gramas (Mus musculus) (8 - 10 semanas de idade, fémeas ICR, Har-
lan-Sprague-Dawley, Inc., Indianapolis, IN.) por tratamento foram dosados
com o artigo ou solvente de teste (930% de oleato de etila / 10% de DMSO),
oral ou topicamente. No dia de estudo 1, dois camundongos de cada trata-
mento foram anestesiados com uma inje¢ao intramuscular de 0,25 ml de
uma combinagdo de 1,0 mi de cetamina (Fort Dodge, Ketaset®, inje¢do de
cetamina HCI, 100 mg/ml) e 1,0 mi de xilazina (Bayer, Rompun®, 20 mg/ml
injetavel) em 4,5 ml de agua estéril. Os camundongos anestesiados foram
colocados nas caixas de moscas contendo 30 moscas estdveis aduitas. Os
camundongos anestesiados foram deixados nas caixas por até 60 minutos, e
as moscas deixadas chupar sangue tranquilamente. Apds remoc¢ao das cai-
xas de mosca, os camundongos inconscientes foram eutanizados imediata-
mente com CO,. As caixas de mosca foram expostas a um ciclo de 12 horas
dia / 12 horas noite por todo o periodo de estudo. A temperatura no ambi-
ente do ensaio foi de 20 - 22,2°C (68 - 72°F) e a umidade foi de 50 - 60%.
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Esses procedimentos foram repetidos exatamente nos dias de estudo 2 e 3
com os camundongos tratados remanescentes. A cada dia, o numero de
moscas mortas foi registrado e as caixas de mosca descartadas. A percen-
tagem mortalidade total das moscas foi determinada para cada tratamento e
comparada com a mortalidade das moscas das ASF alimentadas continua-
mente e de ASF alimentadas a camundongos de controle tratados com sol-

vente. Os resultados dos compostos de teste 1 e 8 sao os seguintes:

tratamento % de mortalidade

dia 1 dia 2 dia 3 total
100 mg solvente / kg 6 10 10 10
Composto 1 16 53 86 86
Composto 8 13 46 76 76
EXEMPLO 6

Ensaio in vitro de teste de pacote larval (LPT) de carrapatos

Os niveis titulados dos compostos experimentais foram dissolvi-
dos em uma combinagao de azeite de oliva e tricloroetileno e pipetados em
quadrados de papel de filtro de laboratério. Apds deixar cerca de uma hora
para evaporagao do tricloroetileno, os papéis de filtro foram dobrados a me-
tade e dois lados presos com grampos, formando pacotes. Aproximada-
mente, 100 carrapatos larvais (Amblyomma americannum) foram colocados
dentro de cada pacote e o lado aberto remanescente fixado com um grampo.
Os pacotes foram incubados por 24 horas a aproximadamente 22,2°C (72°F)
e 95% de umidade. Cada pacote foi aberto separadamente e o numero de
larvas vivas e mortas determinado. A mortalidade percentual foi determinada

para cada composto. Os resultados dos compostos de teste 1 e 8 sdo os

seguintes:
Composto 0,5% / 5000 ppm 0,1% / 1000 ppm 0,05% / 500 ppm
1 100% 100% 93,58%
8 100% 69,87% 12,47%
EXEMPLO 7

Ensaio in vitro de mosca estavel adulta
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Carrapatos dentais foram saturados com soro contento niveis
titulados de compostos experimentais comegando em 100 ppm. Os carra-
patos dentais foram colocados em capsulas Petri, juntamente com 10 mos-
cas estaveis adultas 10 (Stomoxys calcitrans), resfriados previamente para
um manuseio mais facil. A mortalidade percentual foi determinada apds 24 e
48 horas de incubagao a aproximadamente 25°C e umidade de 75 - 85%,
quando comparada com uma capsula contendo uma mecha com apenas

soro de controle. Os resultados dos compostos de teste 1 e 8 sao os se-

guintes:
% de mortalidade
Composto | Dia | 5,0ppm | 1,0ppm | 0,5ppm | 0,1 ppm
1 24hr 60 10 20 10
48hr 70 30 20 10
8 24hr 90 30 10 0
48hr 100 80 10 0
EXEMPLO 8

Ensaio in vitro de mosca-varejeira larval

Insertos de filtro foram colocados individualmente em placas de
microtitulos de 96 cavidades. Cada inserto foi saturado com soro bovino
combinado com niveis titulados de compostos experimentais iniciando a 100
ppm. Aproximadamente 30 moscas-varejeiras larvais (Phormia regina) foram
colocadas em cada cavidade e toda a placa selada. As placas foram incuba-
das por até 48 horas de incubagao a aproximadamente 25°C e 75 - 85% de
umidade, apdés o que a eficiéncia foi determinada por inspecao visual de
cada cavidade para movimento das larvas. Os resultados dos compostos

de teste 1 e 8 sao os seguintes (ambos os compostos eram ativos acima de

5 ppm):

Composto Sppm 2,5ppm 1,25ppm | 0,62ppm | 0,31ppm | 0,15ppm

1 A A A N N N

8 A N N N N N

A indica mortalidade, como indicado pela auséncia de movi-
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mento de larvas. N indica que foi observado movimento de larvas.

As técnicas para transferir ectoparasiticidas sdo bem conhecidas
por aqueles versados na técnica. Em geral, um presente composto é aplica-
do na superficie externa de um animal, com o que entra em contato com as
pestes ja presentes no hospedeiro, bem como aqueles que chegam no corpo
do hospedeiro dentro do periodo de eficiéncia do composto. Tipicamente, o
composto é formulado em uma formulagao liquida, que € aspergida na su-
perficie do animal ou despejada na superficie do animal. Outro tratamento
convencional & por "imersao", em que o gado € tratado por uma imersao
substancial em uma solugdo diluida de um ectoparasiticida. Para alguns
hospedeiros e pestes, a formulagao pode ser um pd, que é borrifado no hos-
pedeiro, ou um xampu ou creme, que € empregado no banho dos animais.
Colares em gatos e caes também sao empregados como um meio de trans-
feréncia de um ectoparasiticida diretamente na superficie do animal.

Em uma outra concretizagao, os compostos da invencdo podem
ser transferidos para os animais usando marcadores de orelha, um processo
de transferéncia descrito na Patente U.S. 4.265.876.

Em uma outra técnica, um ectoparasicida é aplicado em locais
freqUentados por animais, de modo que as pestes sao, desse modo, postas
em contato uniformemente, como em aplicagao direta com o hospedeiro. A
aplicagao no local em que dorme o animal doméstico € bem conhecida,
como ¢é a aplicagao em tapetes. Para gado, os sacos de empoeiramento sao
bem conhecidos. Esses sdo posicionados em um vao ocupado pela porta,
no qual o gado inevitavelmente se esfrega contra o saco, e as pestes sao
postas em contato pelo presente composto.

Ainda em uma outra concretizagao, os presentes compostos po-
dem ser usados para controlar as pestes humanas nas fezes de gado e de
outros animais. Nesta concretizacao, os compostos sao administrados oral-
mente e 0os compostos se deslocam pelo trato intestinal e emergem nas fe-
zes. O controle de pestes nas fezes protege, indiretamente, os animais das
pestes.

Os compostos sao formulados para uso como ectoparasiticidas
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em maneiras conhecidas por aqueles versados na técnica. Em geral, uma
formulagéo vai incluir um composto da presente invencao e um ou mais au-
xiliares fisiologicamente aceitdveis. As formulagbes incluem versdes con-
centradas, nas quais o presente agente ativo esta presente em uma con-
centragdo de 0,001 a 98,0 por cento, com o teor remanescente sendo vei-
culos fisiologicamente aceitaveis. Essas formulagoes, especialmente aque-
las com menos do que 50 por cento do presente composto, podem ser, al-
gumas vezes, usadas diretamente mas estas formulacdes podem também
ser diluidas com outros veiculos fisiologicamente aceitaveis, para formar
formulagdes de tratamento mais diluidas. Essas ultimas formulagdes podem
incluir o agente ativo em concentragbes mais baixas de 0,001 a 0,1 por
cento.

Os compostos da invengcao também sao uteis como substéncias
farmacéuticas para seres humanos para o controle de parasitas, por exem-
plo, piolhos. Os compostos podem ser usados, por exemplo, nas formula-
¢Oes para controle de piolhos, que sao descritas no Pedido de Patente Iinter-
nacional WO 00/01347.

Os anopluros, ou piolhos sugadores, sdo parasitas encontrados
em quase todos os grupos de mamiferos. Das 15 familias reconhecidas de
anopluros, duas familias, Pediculidae e Pthiridae, tém espécies encontradas
em seres humanos. Pediculus humanus é a unica espécie na familia Pedicu-
lidae que infesta seres humanos. Inclui piolhos do couro cabeludo, Pediculus
humanus capitis; e o piolho do corpo ou da roupa, Pediculus humanus hu-
manus, algumas vezes denominados Pediculus corporis. Os piolhos pubia-
nos, Pthirus pubis, sao uma espécie distinta, e € o unico elemento da familia
Pthiridae que infesta seres humanos. Como aqui usado, o termo "piolho ou
piolhos humanos" inclui um elemento de Pediculus humanus ou Pthirus pu-
bis.

Conseqiientemente, em um dos seus aspectos, a invencao pro-
porciona formulagdes pediculicidas / ovicidas (antipiolhos), para controlar
uma infestacao de piolhos em um ser humano, que compreende como um

ingrediente ativo uma espinosina, ou um derivado fisiologicamente aceitavel
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ou um sal dele, e um veiculo fisiologicamente aceitavel. As formulagbes es-
pecialmente uUteis desta invencao sao as formulagoes para cuidado do ca-
belo. As formulagdes de cuidado do cabelo especialmente Uteis s&do xampus.
A invencao também proporciona processos de uso dessas formulagdes para
controlar espécies de piolhos de infestacao de seres humanos. Essas for-
mula¢des e processos controlam os piolhos de uma maneira mais efetiva,
mais segura do que as formulagdes e processos antipiolho conhecidas ante-
riormente.

As formulagdes antipiolho desta invencao podem ser formuladas
de varias maneiras. As formulagdes particularmente uteis sao xampus, con-
dicionadores e logdes do tipo descrito no Pedido de Patente Internacional
WO 00/01347.

Quando usada em uma formulacdo de xampu, formulagcédo de
condicionador de cabelo ou em uma logao, o componente espinosina esta
presente a um nivel de cerca de 0,1% a cerca de 30%, de preferéncia, de
cerca de 1% a cerca de 10%.

Com relagao a atividade contra piolhos, as concretizagcdes espe-
cificas da invengao incluem as seguintes.

A. Uma formulagao para controlar uma infestacao de piolhos em
um ser humano, que compreende como um ingrediente ativo um composto
de férmula 1 ou 2, em que R5 é um grupo tendo uma das férmulas 4a a 4i,
ou um derivado ou sal fisiologicamente aceitavel dele, e um veiculo fisiologi-
camente aceitavel.

B. Uma formulagcédo da concretizagao A, que é uma formulagao
de cuidado de cabelo.

C. Um xampu pediculicida que compreende:

(a) de cerca de 0,1% a cerca de 30% de um composto de for-
mula 1 ou 2, em que R5 é um grupo tendo uma das férmulas 4a a 4i, ou um
derivado ou um sal dele fisiologicamente aceitavel;

(b) de cerca de 5% a cerca de 30% de um tensoativo sintético;

(c) decercade 1% a cerca de 7% de uma amida;

(d) agua.
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D. Um xampu da concretizagao C, em que o tensoativo sintético
& anidnico, anfotérico, catidnico, zwitteribnico ou nao-idnico, ou uma mistura
deles.

E. Um xampu da concretizagao D, em que a amida € monoeta-
nolamida de coco, dietanolamida de coco ou uma mistura delas.

F. Um xampu da concretizagcao D, que compreende, adicional-
mente, de cerca de 1% a cerca de 10% de um material de silicone nao vola-
til.

G. Um xampu da concretizacao F, em que o silicone nao volatil é
um polialquilsiloxano, polialquilarilsiloxano, copolimero de poliétersiloxano,
ou uma mistura deles, cuja viscosidade & de 100 centipoises a cerca de
150.000 centipoises a 25°C.

H. Um xampu da concretizagdo G compreendendo adicional-
mente de cerca de 0,5% a cerca de 5% de um agente de suspenséo seleci-
onado do grupo que consiste em materiais anfifilicos cristalinas tendo estru-
turas em agulhadas ou em plaquetas, materiais poliméricos, argilas, éxidos
metalicos defumados e as suas misturas.

I. Um xampu da concretizagao H, em que o agente de suspen-
sao € um material anfifilico cristalino selecionado do grupo que consiste em
derivados de acila de cadeia longa de 16 a 22 atomos de carbono, alcano-
lamida de cadeia longa de 16 a 22 atomos de carbono de acidos graxos, e
as suas misturas.

J. Um xampu da concretizagao |, em que o agente de suspensao
€ um diéster de etileno glicol.

K. Um xampu da concretizacao D, em que a propor¢ao de uma
espinosina, ou um derivado ou sal dela, € a um nivel de cerca de 0,25% a
cerca de 1,5%.

L. Um processo para controlar uma infestacao de piolhos em um
ser humano, que compreende administrar topicamente uma formulagao da
concretizagao A a um ser humano.

M. O processo da concretizacao L, em que a infestagdo de pio-

Ihos é Pediculus humanus capitis.
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N. O processo da concretizacéo L, em que a infestacao de pio-
lhos é Pediculus humanus humanus.

O. O processo da concretizagao L, em que a infestacao de pio-
lhos é Pthirus pubis.

P. Um método para tratar cabelo humano, para matar e facilitar a
remocgao de piolhos e dos seus ovos, que compreende as etapas de:

(a) aplicar de cerca de 10 g a cerca de 30 g de uma formula-
¢ao, que compreende um composto de férmula 1 ou 2, em que R5 é um gru-
po que tem uma das férmulas 4a a 4i, ou um derivado ou sal fisiologica-
mente aceitavel dele, e um veiculo fisiologicamente aceitavel para molhar o
cabelo;

(b) aplicara formulagéo pelo cabelo e couro cabeludo;

(c) deixar a formulagao no cabelo e couro cabeludo por cerca
de 6 a 10 minutos;

(d) remover a formulagdo do cabelo por enxaguadura com
agua.

Q. O uso de um composto de formula 1 ou 2, em que R5 é um
grupo tendo uma das férmulas 4a a 4i, ou um derivado ou sal dele fisiologi-
camente aceitavel, ou uma formulacao contendo qualquer entidade, para a

manufatura de um medicamento para controlar piolhos em um ser humano.



REIVINDICAGCOES
1. Composig¢ao inseticida ou acaricida, caracterizada pelo fato de

que compreende um composto de féormula (1) ou (2):

ou um sal dele,
5 nas quais

R1 é um grupo de férmula (2a), (2b) ou (2c¢):
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R2 é H ou OH;
R3 é H ou CH3;

R4, na férmula 1, é 1-butenila, 1,3-butadienila, n-butila, 3-hidroxi-
10 1-butenila, ou 1-propenila; e R4 é etila, na férmula 2; e
R5 é H ou um grupo apresentando uma das seguintes férmulas
(4a) a (4i):
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em combinagdo com um veiculo fitolégica ou fisiologicamente aceitavel, que
selecionado dentre argilas de atapulgita, argilas de montmorillonita e terras,
diatomaceas ou silicatos purificados, ou € uma mistura de um solvente imis-
civel em agua e emulsificantes.

2. Processo inseticida ou acaricida, caracterizado pelo fato de
que compreende aplicar ao local de um inseto, acaro ou carrapato, um com-
posto, como definido na reivindicagéo 1, excluido o tratamento em humanos
e/ou animais.

3. Processo para protegdo de um local da infestagdo por insetos,
acaros ou carrapatos, caracterizado pelo fato de que compreende aplicar ao
local de um inseto, acaro ou carrapato, um composto, como definido na rei-
vindicagao 1, excluido o tratamento em humanos e/ou animais.

4. Formulagao para controle de uma infestacado de piolhos em
um ser humano, caracterizado pelo fato de que compreende, como um in-
grediente ativo, um composto, como definido na reivindicagao 1, ou um deri-
vado ou sal fisiologicamente aceitavel dele, e um veiculo fisiologicamente

aceitavel, , que selecionado dentre argilas de atapulgita, argilas de montmo-
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rillonita e terras, diatomaceas ou silicatos purificados, ou é uma mistura de
um solvente imiscivel em agua e emulsificantes.

5. Uso de um composto, como definido na reivindicagao 1, ou
um derivado ou sal fisiologicamente aceitavel dele, ou de uma formulagao,
como definida na reivindicagao 4, caracterizado pelo fato de que é para ma-
nufatura de um medicamento para controlar piolhos em um ser humano.

6. Processo para preparar um composto, como definido na rei-
vindicagao 1, caracterizado pelo fato de que compreende a cultura de espé-
cie Saccharopolyspora NRRL 30141, ou uma cepa derivada dela que produ-
za um composto, como definido na reivindicagao 1, em um meio de cultura
adequado sob condi¢gdes de fermentagcao aerdbica submersa, até que uma
quantidade recuperavel de um composto, como definido na reivindicagao 1,
seja produzida, e recuperar um composto, como definido na reivindicagéao 1,

do meio de cultura.
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