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Fecha: 2007 10 22 15:53:43  Dep. 2020 NUECREACIONI
Tra. 11 PATENTEIYII Eve: 379 FASENACIONALN
Act. 467 SOLICIPRORROGA  Folios: 2

Clarke, Modet & C°

COLOMBIA

SENORES

DIVISION DE NUEVAS CREACIONES
SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA'Y COMERCIO
E. S. D.

REF: EXPEDIENTE No. 04001331
FECHA DE LA SOLICITUD: Enero 9, 2004
SOLICITANTE: MAGNACHEM INTERNATIONAL

LABORATORIES, INC.
TITULO: FORMULACIONES DE LACTONA 'Y METODOS DE
uso

ASUNTO: SOLICITUD DE PRORROGA DEL TERMINO LEGAL

DILIA RODRIGUEZ D’ALEMAN, en mi condicién de apoderada de la sociedad
solicitante en el expediente de la referencia, atentamente solicito a usted se
sirva conceder una prorroga de 30 dias para dar respuesta al oficio No. 8938
notificado por fijacion en lista el 27 de Julio de 2007, relacionado con la
solicitud de patente que se esta tramitando bajo el expediente de la referencia.

Fundamento mi solicitud en el articulo 45 de la Decision 486 de 2.000 del
Acuerdo de Cartagena.

Anexo, el recibo de pago respectivo para efectos de lo anterior, y agradezco su
atencion.

Sefior Jefe,

bluA RODRI UEZD%% %\'
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RECIBE DE CAJA APLICADD AL EXPEDIENTE No.

LS i 4

LUPLRINTENDENGIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

B
e A00TAG22 155323 Dep. 2020 NUECREACIONI
Eve: 379 FASENACIONALH

1 BATENTENY

e

Tva

act «¢7 SOLICIPRORROGA  Folios: 2
SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCID
NIT @ 800176089-7
RECIBO OFICIAL DE CAJA : 07 - 81,203
FECHA : OCTUBRE 2 DE 2007
tits CONSIGNACION Kimmt
DEPOSITANTE TIPO PAGD BANCO CUENTA No. PAGO FECHA PGO Vr. PABO
CLARKE MODET Y CO. COLOMBCONSIGNACION  BANCD POPULAR  050-00110-4 66408802 02/10/2007 18,575,000.00
‘ ML C 0 N CE P T O hiit
CANT. RENTISTICO CONCEPTO TOTAL CONCEPTO
1 50005-01-08 PRORROGA DE TERMINOS 31 PRORROGA DE TERMINDS 72,000.00
TOTAL : $ 72,000.00

SON:  SETENTA Y DOS MIL PES0S

REGPONSABLE :

5
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SENORES . i HLSPULS L ARLGUL
DIVISION DE NUEVAS CREACIONES
SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

E. S. D.
COD:08
RE.. SOLICITUD DE PATENTE EN COLOMBIA
EXPEDIENTE N° 04001331
TITULO: FORMULACIONES DE LACTONA Y METODOS DE USO
SOLICITANTE.: MAGNACHEM INTERNATIONAL LABORATORIES, INC

FECHA SOLICITUD: 09 DE ENERO DE 2004

ASUNTO: CONTESTACION A REQUERIMIENTO OFICIAL

DILIA RODRIGUEZ D’ALEMAN, en mi condicién de apoderada de la sociedad solicitante, por
el presente escrito doy tespuesta a su auto notificado por estado de 27 de julio de 2007, para el cual
se solicité prorroga y vence 5 de diciembre de 2007 y me permito presentar las siguientes

aclaraciones:

En primer lugar y en busqueda de una mayor precisién y dar respuesta a las objeciones trealizadas en
la accién oficial, el solicitante presenta nuevo capitulo reivindicatorio, que reemplaza el original(
que obran en la solicitud, y fue redactado para remediar las observaciones efectuadas por su
Despacho. Nos permitimos hacer énfasis en que este capitulo ha sido permitido en Estados Unidos,
Europa, México, Singapur y Sur Africa. La solicitud ha sido concedida en Estados Unidos bajo el

numero US 6.900.242.
El nuevo capitulo reivindicatorio se ajusta a las disposiciones del articulo 34, toda vez que las
modificaciones realizadas precisan que la invencién esta dirigida a una composicién farmacéutica

que comprende compuestos de la férmula la y un portador farmaceGticamente 4ceptable.

Basicamente la principal modificacién realizada consiste en eliminar del pliego reivindicatorio las

clausulas relativas a procesos de aislamiento o sintesis del compuesto (reivindicaciones 25 2 27, 30 y
—_

31) y las reivindicaciones que hacian referencia métodos de tratamiento (reivindicaciones 9 a 24),
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suprimir las reivindicaciones que se dirigian al compuesto aislado de material vegetal y reclamar

—

Ginica y exclusivamente una composicién farmacéutica que comprende un compuesto de formula la

v un portador farmaceuticamente aceptable.

Claridad:

Congtruente con esta modificaciéon y cumpliendo con lo sugerido port el examinador se modifica el

titulo de la invencion por “Lactonas y Composiciones farmacéuticas de las mismas” v

R

Dado que el examinador advierte que no es claro como se puede aislar tal cantidad de de
compuestos Ia, Ib y Ic de una planta y hace alusion al contenido de los folios 69 a 70 nos
petmitimos sefialar que de acuerdo con la informacién suministrada en las paginas 11 y 12 es claro
que la formula del compuesto Ia es una lactona alfa-metileno que corresponde al compuesto (1), la
formula del compuesto Ib es a-metilen y-hidroxi-butanoato de metilo que se define como
compuesto (2) y la férmula Ic es una lactona biciclica que tiene la estructura definida como (4). Asi
las cosas, los compuestos 1y 2 mencionados en el folio 69 son los compuestos de formula Ia y Ib de
la presente solicitud. No obstante, el solicitante ha eliminado del capitulo retvindicatorio las/ll /
reivindicaciones que hacian referencia al proceso del aislamiento, limitando la invencion unica y

exclusivamente a la composicion farmacéutica.

En relacién a la objecién que cuestiona el término Securolide, el solicitante indica que Securolide es \v

la marca comercial para LMSV-6 o a-metilen y-butirolactona. Para superar esta objecion se presenta

nueva descripcion donde se ha eliminado la mencién de la marca en cuestion y reemplazado por | gasdf” 457
LMSV-6 o a-metilen y-butirolactona, cuya estructura exacta es definida en la nueva reivindicacion

14.

El compuesto a-metilen y-butirolactona fue utilizado en los ensayos descritos en los ejemplos.  Asi
p Y y jemp
que el firmaco, compuesto o producto mencionado en los folios 81 a 88 no es otro que el

B . A
compuesto de formula Ia, especificamente a-metilen y-butirolactona.

Dado que el examinador advierte que las reivindicaciones de método de sintesis de los compuestos
Ia, Ib vy Ic no se encuentran sustentadas en la descripcion v que dicho método no tiene ninguna
diferencia con los existentes en el estado de la técnica, el solicitante ha decidido remover dichas

retvindicaciones.
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Respecto a las reivindicaciones el examinador ha cuestionado las antiguas reivindicaciones 25 a 27,
30 y 31. En procura de superar estas objeciones el solicitante ha eliminado dichas cliusulas del{ ~
nuevo pliego reivindicatorio, que ahora esta totalmente dirigido a una composicién farmacéutica que

comprende un compuesto de férmula Ia y un portador farmacetticamente aceptable.

Unidad de invencion.

Una vez mas el examinador cuestionaba la patentabilidad de las reivindicaciones 25 a 27, en este caso
por carecer de unidad de invencién en relacion con las reivindicaciones 30 y 31. Como va se
menciono, estas reivindicaciones fueron suprimidas del capitulo reivindicatorio presentado con este

memorial.
No es una invencion.

El examinador alega que las reivindicaciones 1 a 8 estan dirigidas a compuestos aislados a partir de
material vegetal y como tal no es patentable bajo lo establecido en el articulo 15 de la Decision 486.
En procura de superar esta objecion el solicitante ha eliminado las antiguas reivindicaciones 1 a 8 del
capitulo reivindicatotio. Las reivindicaciones actuales estan limitadas a reivindicar exclusivamente la
composiciéon farmacéutica que comprende un compuesto de férmula la y un portador

farmaceuticamente aceptable.

Nos permitimos recordar a ese despacho que la prohibicion a que hace referencia el articulo 15 se
limita exclusivamente a la materia existente de la naturaleza o aislada de ella, no ha sus réplicas ¢
sintéticas que de ninguna manera pueden ser consideras ni materia aislada de la naturaleza ni materia
existente en la naturaleza. Si el legislador Andino hubiera querido incluir las réplicas como parece

entender el examinador, no hubiera eliminado del texto de la Decisién 344 dicha palabra.

Sin embargo, con el animo de no alargar el momento de la concesion el solicitante accede a eliminar { _

del pliego reivindicatorio las clausulas 28 y 29.
Excepciones a la patentabilidad.
Eise Despacho cuestiona la patentabilidad de las reivindicaciones 9 a 24 por estar relacionadas con

métodos terapéuticos.  Estas reivindicaciones también han sido  climinadas del capitulo

reivindicatorio.

o
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Novedad.

El examinador cuestiona las reivindicaciones 30 y 31 porque la publicacion “ADVANCED
ORGANIC CHEMISTRY” 4" habia anticipado el método que ellas se reclamaba y por tanto
afectaba la novedad de dichas cliusulas. Como se ha indicado en parrafos antetiores estas
reivindicaciones han sido suptimidas y de ninguna manera la publicacién citada ensefia ni sugiere la
existencia de las composiciones que aqui se reivindican las cuales estan basadas especificamente en el

compuesto de férmula Ia y un portador farmaceuticamente aceptable.

Siendo que el solicitante ha eliminado todas las reivindicaciones cuestionadas por esa
Supetintendencia y ha limitado el alcance de la invencion a una unica formulacién farmacéutica que
comprende un compuesto de férmula Ia y un portador farmaceuticamente aceptable, se entiende
que ahora el nuevo capitulo desctiptivo y el nuevo capitulo reivindicatorio cumplen con los

requisitos de patentabilidad establecidos en la Decision 486.

Por lo tanto, se solicita respetuosamente a la Oficina de Patentes Colombiana retirar todas las

objeciones.

Agradezco continuar con el presente tramite.

Sefior Jefe,

% =
DILIA RODRIGUEZ D'A
MRO/stch :

¥
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Industria y Comercio
SUPERINTEMDENC A

FORMULARIO UNICO DE CORRECCIONES Y MODIFICACIONES

2000-10
1) SOLICITUD DE:
O Correccion de error material Modificacion a una solicitudf
2) Nombre: MAGNACHEM IDENTIFICACION
SOLICITANTE INTERNATIONAL
LABORATORIES, INC. ce dnm O
Direccion: Suite 49, 4226 N.E.
1st Avenue, Boca Raton, FL C.E E] OTRO D
33431 Estados Unidos ,
NUMERO
Nacionalidad o Domicilio: Boca
Raton, Florida, Estados Unidos
Lugar de Constitucién: Florida,
Estados Unidos
Teléfono: Fax:
E. Mail:
3) Nombr,e: DILIA MARIA IDENTIFICACION
REPRESENTANTE | RODRIGUEZ D'ALEMAN
O APODERADO C.C. NIT: D
Direccion: Carrera 11 N°. 86-
53 Piso 6 Bogota D.C. CE. D OTRO D
Teléfono: 6181088 Fax: .
6350824 NUMEROZ 41 .654.882
E. Mail: TP: 20824 CSJ
info@clarkemodet.com.co

4) NUMERO DE EXPEDIENTE: 04001331

5) DESCRIPCION DE LA CORRECCION O MODIFICACION SOLICITADA:

Se presenta nuevo titulo, descripcion y capitulo reivindicatorio.

6) Comprobante de pago No.

7) Anexos:

Comprobante de la tasa

01 Poderes, si fuere el caso

O Certificado de Existencia y Representacion legal, cuando el solicitante sea person(:}zn’dica

8)
Nombre:DILIA RODRIGUEZ D'ALEMAN

Firma

PAISS 7N

C.C.. 41.654.882 *P: 20824 CSJ

T Ug—
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FORMULACIONES DE LACTONA Y METODOS DE USO

CAMPO DE LA INVENCION

Las invenciones de 1la presente son deneralmente del
campo de las lactonas activas farmacéuticamente, sus
formulaciones farmacéuticas, y método de uso de las mismas, Yy
métodos para la preparacién sintética de lactonas funcionales
guimicamente de las mismas Gtiles como agentes anti-

infecciosos y anti-céncer.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

A pesar del desarrollo de muchos compuestos diferentes
gque son Gtiles en el tratamiento de las infecciones, cancer,
y de otros trastornos, persiste wuna necesidad por el
desarrollo de nuevos compuestos que puedan ser efectivos en
dogificaciones inferiores, mé&s selectivas, gque tengan menos
efectos colaterales o capaces de tratar enfermedades o
trastornos en donde se ha desarrollado resistencia a los
compuestos conocidos.

Los agentes quimioterapéuticos son usados para el
tratamiento de infecciones, cancer, trastornos de
proliferacién anormal (endometriosis, restenosis, psoriasis),
b otros trastornos. La mayoria de los agentes
guimioterapéuticos tienen efectos colaterales debido a la

falta de especificidad. Por ejemplo, el cancer es una de las

2 T
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causas que conducen a la muerte. Una de las modalidades
primarias de tratar cancer, la gquimioterapia, es usada
especificamente para limitar el crecimiento y la replicacidn
celular. La mayor parte de los agentes de guimioterapia
también afectan a las células de proliferacidén r&pida vy
neoplésticas de los tejidos normales, por ejemplo médula
6sea, foliculos pilosos, etc.), los cuales dan como resultado
varios efectos colaterales negativos que incluyen la pérdida
del cabello, nauseas, vémitos, y supresidn de la funcidn de
la médula 6sea. Ademads, la efectividad de estos agentes
disminuye frecuentemente con el tiempo debido al desarrollo
de resistencia.

Por consiguiente, es un objeto de esta invencidn
proporcionar una nueva clase de compuestos efectivos como
agentes anti-infecciosos y/o antiprcliferativos.

Es otro objeto de esta invencidn proporcionar un agente
anti-neoplastico efectivo, con citotoxicidad especifica, a
fin de minimizar los efectos colaterales.

Es un objeto adicional de la ©presente invencidn
proporcionar agentes anti-infecciosos que sean especificos y
diferentes de muchos otros farmacos actualmente en uso, para
proporcionar un método alternativoe de tratamiento para

organismos resistentes a farmacos.

o~ T

\6\
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SUMARIO DE LA INVENCION

Se han descubierto los compuestos de las férmulas Ia y
Ic gue tienen una estructura lactona y un grupo metileno en
la posicién alfa de la estructura lactona. Los compuestos de
lactona pueden hacerse reaccionar con un agente nucleofilico
para abrir el anillo lactona para un compuesto de férmula Ib.
La lactona de férmula Ia y sus derivados funcicnales han sido
aislados desde Securidaca virgata. Estos compuestos son
mencionados como LMSV-6 o alfa metileno gamma butirolactona.
Los compuestos purificados han demostrado actividad en
ensayos para actividades antibacterianas y antiflngicas, vy
para tratar trastornos en la proliferacidén tales como céancer.
Con base en ensayosg in vitro, las lactonas son Gtiles para
tratar trastornos en la proliferacidén que incluyen, por
ejemplo, céncer de seno, céancer de colon, cancer rectal,
cadncer estomacal, cancer pancreatico, cancer de pulmén,
cédncer de higado, céancer ovarico, cancer de esdfago, Yy
leucemia. Son también efectivos para el tratamiento de
infecciones bacterianas Y fingicas, que incluyen el
tratamiento de la enfermedad de Ulcera péptica, gingivitis y
periodontitis.

El método para elaborar un compuesto de las Fdrmulas Ia
v Ic generalmente involucra: a) proporcionar un precursor que
tenga una estructura lactona, Yy Db) hacer reaccionar al

precursor con uno o mas reactivos quimicos para proporcionar
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un producto qgue tenga un grupo metileno en la posicidn alfa
de la estructura lactona. El producto puede ser tratado con
un agente nucleofilico tal como un alcohol, alcdxido, amina,
o cualgquier otro neutral o nucledéfilo anidnico para generar

un compuesto de férmula Ib.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

I. Composiciones de lactona

A. Lactonas aisladas desde Securidaca virgata.

Se describen lactonas con un grupo metileno exociclico y
sug respectivos derivados con un hidroxilo en posicidn gama.

Las lactonas y los derivados de las mismas pueden

[

sintetizarse o aislarse desde recursos naturales. En una
modalidad, las lactonas y los derivados pueden ser aislados
por medio de métodos cromatogrdficos, desde un vegetal cuyo
nombre cientifico taxondmico es Securidaca virgata, el cual
pertenece a Polygalaceae como su familia boténica. Como se

usa en la presente, el término “lactonas” abarca cualguier

producto guimico orgdnico gue tenga una estructura lactona

anular de cinco elementos en la cual el atomo de oxigeno del
grupo C=0 puede ser reemplazado por un atomo de azufre o por
un agrupamiento de nitrdégeno. El1 término “derivados” como se
usa en la presente se refiere a cualguier compuesto que sea
elaborado desde las lactonas al hacer reaccionar las lactonas

con uno © més reactivos quimicos. El término también se

C

e
5



refiere a cualquier producto obtenible por medio de la
abertura del anillo de las lactonas con un agente
nucleéfilico orgdnico o inorgédnico para formar, por ejemplo,
un &cido, éster, amida, o cualquier otro producto de los

mismos.

En una modalidad, la lactona tiene la siguiente

egtructura gquimica:

Férmula Ia
en donde
R:-Rs tomados independientemente o R;3;-Rg¢ tomados juntos

son un &tomo de hidrdgeno, un atomo de haldgeno, un grupo

hidroxilo, o cualquier otro agrupamientc orgdnico gue
contenga cualqguier nGmero de atomos de carbono,
preferiblemente 1 - 8 Atomos de carbono, y opcionalmente gue

incluya un heterocatomo tal como un agrupamiento de oxigeno,

azufre, o nitrdégeno en formatos estructurales lineales,
ramificados, o ciclicos, agrupamientos de R1~Re¢
representativos gque son alquilo, alquilo substitutido,

alguenilo, alquenilo substituido, alquinilo, alquinilo
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substituido, aroxi, aroxi substituido, algquiltio,” algquiltio

6
substituido, fenilo, fenilo substituido, ariloe, arilo
substituido, Wheteroari%p,wm‘heteroari;o,h substituido, halo
hidroxilo, alcoxi, alcoxi substituido, fenoxi, fenoxi

substituido, feniltio, feniltio substituido, ariltio, ariltio

e
PN

substituido, ciano, isociano, isociano substituide,
carbonilo, carbonilo substituido, Q§£99§$%9:%Ww933993i10
substitgido, amino, amino substituido, amido, amido
substituido, sulfonilo, sulfonilo substituido, dcido
sulfénico, fosforilo, fosforilo substituido, fosfenilo,
fosfonilo substituido, ~29}%?ri19ﬁ“ pp}iari}pk gsubstituido,
grupos Ci-C20 ciclicos, C1-C20 ciclicos substit;;aos;‘
heterociclicos, heterociclicos substituidos, aminocacidos,

péptidos o polipéptidos;

Z es un heterocidtomo tal como un agrupamiento de oxigeno,
azufre, o nitrdégeno en formatos estructurales lineales,
ramificados o ciclicos; vy

X es un heterodtomo tal comc un agrupamiento de oxigeno,
azufre, o nitrdgeno en formatos estructurales lineales,
ramificados, o ciclicos.

En otra modalidad, el compuesto tiene la siguiente

estructura quimica:
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Férmula Ib
en donde
R,-R, tomados independientemente o R;-Rgs tomados juntos
pueden ser un atomo de hidrdgeno, un &atomo de haldgeno, un
grupo hidroxilo, o cualquier otro agrupamiento organico que
contenga cualquier nimero de atomos de carbono,
preferiblemente 1 - 8 A&tomos de carbono, e incluye

opcionalmente un heterocdtomoc tal como un agrupamiento de

oxigeno, azufre, o nitrégeno en formatos estructurales
lineales, ramificados, o ciclicos, agrupamientos R1-R6
representativos gue son alquilo, alguilo substituido,
alguenilo, alquenilo substituido, alquiﬁilo, algquinilo
substituido, fenilo, fenilo substituido, arilo, arilo
substituido, hetercarilo, hetercarilo substituido, halo,
hidroxilo, alcoxi, alcoxi substituido, fenoxi, fenoxi

substituido, aroxi, aroxi substituido, algquiltio, alguiltio

substituido, feniltio, feniltio substituido, ariltio ariltio

substituido, ciano, isociano, isociano substituido,
carbonilo, carbonilo substituido, carboxilo, carboxilo
gsubstituido, amino, amino substituido, amido, amido
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substituido, sulfonilo, sulfonilo substituido, adcido
sulfdnico, fosforilo, fosforilo substituido, fosfonilo,

fosfonilo substituido, poliarilo, poliarilo substituido, un
grupo C1-C20 ciclico, Cl-Cc20 ciclico substituido,
heterociclico, heterociclico substituido, aminoc&cido,
péptido, o polipéptido;

X es un heterocdtomo tal como un agrupamiento de oxigeno,
azufre, o nitrdgeno en formatos estructurales lineales,
ramificados, o ciclicos;

7 eg un heterocdtomo tal como agrupamientos de oxigeno,
azufre, o nitrdégeno en formatos estructurales lineales,
ramificados, o ciclicos; y

Z' puede ser un Aatomo de hidrdégeno, un &tomo de
halédgeno, un grupo hidroxilo, o cualguier otra composicidn
orgénica que contenga desde 1 - 8 &tomos de carbono e incluir
opcionalmente un agrupamiento de hetero&tomo tal como
oxigeno, azufre, o nitrdégeno, en formatos estructurales
lineales, ramificados, o ciclicos.

En aln otra modalidad, las lactonas que tienen un grupo
alfa-metileno puede tener la estructura gue se muestra a

continuacidn:

sl
67

Ly
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Férmula Ic

en donde

R.-Ry tomados independientemente o Rs y R¢ tomados juntos
pueden ser un &atomo de hidrdgeno, un &tomo de haldgeno, un
grupo hidroxilo, o cualquier otro agrupamiento organico que
contenga cualgquier nimero de atomos de carbeno,
preferiblemente 1 - 8 &tomos de carbono, e incluye
opcionalmente un heterocdtomo tal como agrupamientos de
oxigeno, azufre, o nitrdgeno en formatos estructurales

lineales, ramificados, o© ciclicos, siendo los agrupamientos

de R;-Rg representativos, algquilo, alguilo substituido,
alguenilo, algquenilo substituido, alguinilo, alquinilo
substituido, fenilo, fenilo substituido, arilo, arilo
substituido, heterocarilo, hetercarilo substituido, halo,
hidroxilo, alcoxi, alcoxi substituido, fenoxi, fenoxi

substituido, aroxi, aroxi substituido, alguiltio, algquiltio
substituido, feniltio, feniltio substituido, ariltio, ariltio
substituido, ciano, isociano, isociano substituidoe,

carbonilo, carbonilo substituido, carboxilo, carboxilo
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substituido, amino, amino substituido, amido, amido
substituido, sulfonilo, sulfonilo substituido, dcido
sulfdénico, fosforilo, fosforilo substituido, fosfonilo,
fosfonilo substituido, poliarilo, poliarilo substituido,
grupos C1-C20 ciclico, C1-C20 ciclico substituido,
heterociclico substituido, aminoacido, péptido, o
polipéptido;

Yy, Y., e Y, tomados independientemente o Y; e Y, tomados
juntos pueden ser un &tomo de hidrdégeno, un atome de
haldgeno, un grupo hidroxilo, o cualquier otro agrupamiento
orgdnico gue contenga cualgquier nimero de &tomos de carbono,
preferiblemente 1 ~ 8 Atomos de carbono, e incluye

opcicnalmente un heterodtomo tal como un agrupamiento de

oxigeno, azufre, o nitrbégeno en formatos estructurales
lineales, ramificados, o <c¢iclicos, siendo agrupamientos
representativos de R;-Rg, alguilo, alquilo substituido,
algquenilo, alquenilo substituido, alguiniloe, alguinilo
substituido, fenilo, fenilo substituido, arilo, arilo
substituido, heterocarilo, hetercarilo substituido, halo,
hidroxilo, alcoxi, alcoxi substituido, fenoxi, fenéxi

substituido, aroxi, aroxi substituido, alguiltio, algquiltio

substituido, feniltio, feniltio substituido, ariltio, ariltio

substituido, ciano, isociano, isociano substituido,
carbonilo, carbonilo substituido, carbexilo, carboxilo
substituido, amino, amino substituido, amido, amido

g
2l
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substituido, sulfeonilo, sulfonilo substituido, acido
sulfénico, fosforilo,' fosforilo substituido, fosfonilo,
fosfonilo substituido, poliarilo, poliarilo substituido, un
grupe Cl-C20 ciclico, C1-C20 ciclico  substituido,
heterociclico, heterociclico substituido, aminodacido,
péptido, o polipéptido;

7 es un heterocadtomo tal como un agrupamiento de oxigeno,
azufre, o nitrdgeno en formatos estructurales lineales,
rémificados, o ciclicos; vy

X es un heterocdtomo tal como un agrupamiento de oxigeno,
azufre, o nitrdgeno en formatos 1lineales, ramificados, o
ciclicos.

En una modalidad, ;a»lactona/és LMSV-Qy/él cual es una

lactona alfa-metilénica (1) gye tiene la estructura:

W&

fyﬁ

En otra modalidad, el é&ster es o-metilen-y-hidroxi-

«

butanocato de metilo (2) gue se muestra en la estructura

siguiente:

2

\/;\\
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En alin otra modalidad, 1la lactona es un compuesto

biciclico que tiene la estructura siguilente:

OH |
OH

(4

B. Excipientes

La lactona vy los derivados funcionales pueden ser
formulados usando técnicas estdndares para administracidn
entérica, parenteral, o tdpica. Las dosificaciones efectivas
pueden determinarse con base en los ensayos in vitro
conocidos por los expertos en la materia, tales como los
ensayos descritos en los ejemplos.

Vehiculos aceptables farmacéuticamente adecuados para

liberacidén parenteral incluyen solucidén salina estéril,
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solucién salina regulada de fosfato, y formulaciones de
microparticulas esténdares para inyeccidén, que incluyen
microesferas poliméricas, microcapsulas, liposomas, v
emulsiones. Estas pueden incluir polimeros degradables, tales
como Acido poliléctico y &acido poliglicédlico, y copolimeros
de los mismos, polianhidridos, policortoésteres,
polihidroxialcanocatos. Para inyeccidn, las lactonas seran
tipicamente formuladas como soluciones © suspensiones en un
portador liquido.

Para liberacién tépica, la lactona puede ser formulada
en un ungliento, locidn, gel, nebulizacién, o formulaciocnes de
liberacidén sostenida o ‘controlada (tal como un parche
transdérmico) .

Para liberacidn entérica, la lactona puede ser formulada
en una tableta, cépsula, suspensién o solucidn, disuelta o
encapsulada en un excipiente tal como una azlGcar como

lactosa, un compuesto inerte tal como estearato de magnesio,

derivados de parafina, glicoles o© goma arédbiga. Las
formulaciones pueden incluir adicionalmente agentes
colorantes, saborizantes, conservadores, dispersantes o)

emulsificantes, o materiales modificadores de las propiedades
de estabilidad o de liberacidén de las formulaciones.

El compuesto activo puede ser usado en combinacidén con
un segundo agente antimicrobiano aceptable farmacéuticamente,

tal como nitroimidazol, antibidticos, por ejemplo, tinidazol

4%
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vy metronidazol; tetraciclinas, por ejemplo, tetraciclina,

doxiciclina v minociclina; penicilinas, por ejemplo
amoxiciliﬁa y meziociclina, cefalosporinas, por ejemplo,
cefaclor, cefadroxil, cefadrina, cefuroxima, axetil
cefuroxima axetil, cefalexina, proxetil cefpodoxima,
ceftazidima v ceftriaxona; carbapenemos, por ejemplo,
imipenemo 3% meropenemo; aminoglicdsidos, por ejemplo
parcomomicina, antibidticos macrdlidos, por ejemplo,
eritromicina, claritromicina vy azitromicina; antibidticos
lincosamidas, por ejemplo, clindamicina; rifanicina g,

rifampicina, y nitrofurantoina.

Compbinaciones de los compuestos con un agente
farmacéutico abatidor de la acidez, pueden ser usados en el
tratamiento de trastornos relacionados con la acidez, tales
como inhibidores del bombeo &cido, por ejemplo omeprazol y
lansoprazol, o antagonistas de H,, por ejemplo, ranitidina,
cimetidina, y famotidina.

II. Sintesis de Lactomas

La sintesis de las lactonas y sus derivados respectivos
involucran 1la etapa de formar un grupo alfa-metileno.
Generalmente, el método para elaborar un compuesto de
Férmulas Ia y Ic involucra: a) proporcionar un precursor gue
tenga una estructura lactona, Yy b) hacer reaccionar al
precursor con uno o mas reactivos quimicos para proporcionar

un producto que tenga un grupo metileno en la posicidén alfa

s
&>
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de la estructura lactona. El producto puede ser tratado con
un agente nucleofilico tal como un alcohol, alcoxida, amina,
o cualquier otro nucledfilo neutro o anidnico para generar un
compuesto de Fdérmula Ib.

Los métodos de formar el grupo metileno son técnicas
estandares bien documentadas en quimica organica sintética
(ver, por ejemplo, March, “Advanced Organic Chemistry”, 4°%.
Edicién, 1992, Wiley- Interscience Publication, New York).
Las lactonas pueden ser sintetizadas, por ejemplo, al iniciar
desde una lactona de cinco elementos y luego derivatizar la
posicién alfa para afiadir un grupo metileno sobre la
molécula.

Por ejemplo, como se muestra en el Esqguema de Reaccidn
1, hacer reaccionar un compuesto gue tenga la estructura (1)
con una base, un alcohol y un éster, produce un enclato, el
cual es un precursor para lactonas de estructura (4) (Ver el
Esquema de Reaccidn 1).

Esquema de Reaccidn 1

O

o)
0 HCO,C,H
225 o ~ ""ONa
NaH / EtOH )
M Et,0 THF
CoHsCH,N(C,H,),Cl
Q o)
HCOH
0 | o " 0(C,Hy);NCH,C,H;

70 oC
@ | @
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La lactona (4) puede ser derivatizada adicionalmente
usando técnicas sintéticas estadndares disponibles en el arte
de sintesis orgénica (ver, por ejemplo, March, Supra). Por
ejemplo, lactonas funcionalizadas con un grupo carboxilo (4)
pueden prepararse por ejemplo, al hacer reaccionar la
estructura (1) con un agente para la carboxilacidén en alfa de
lactonas (MMC, carbonato de Mg-metilo), y un aldehido en la
presencia de una base tal como trietilamina para producir la
lactona de estructura {(4), la cual es la lactona como se

encuentra naturalmente aislada (Esquema de Reaccidn 2).

O
0]
C,HMgO, / DMF, oT
Q - CO,H
Q 2 o) =
HCOH, CH,CO,Na / NHEt,, CH,CO,H
)
En el Esquema de Reaccidn 2 una lactona (4)

funcionalizada con un grupo metileno, se prepara al hacer
reaccionar un compuesto gue tenga la estructura (1) con
carbonato de Mg-metilo (MMC), un aldehido en un regulador con
una base NN-Dimetilformamida [DMF-HCON(CH;).}, para producir
una lactona funcionalizada con A&cido carboxilico, vy 1la
lactona (1B) es entonces tratada con un aldehido vy

Dietilamina, Acetato de Sodio, Acido acético para producir la

r'"Z ’

-
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lactona (4).

Otros derivados de lactona funcionalizados pueden ser
preparados facilmente. Por ejemplo, una lactona derivada
funcionalizada (9) puede prepararse al hacer reaccionar un
compuesto gue tenga la estructura (5) con un &acido inorganico
y un alcohol por calentamiento a reflujo para producir una
enol-lactona, la cual es entonces reducida con una base para
producir un producto de estructura (7). La reaccidn de (7)
con una base, un alcohol y un éster produce un enolato, el
cual es un precursor para lactonas funcionalizadas de
compuesto (9) (Esqguema de Reaccidn 3).

Esquema de Reaccidn 3

etapa 1
o} 0o R
CH,(CH,).].P
4/ " OCH, + R ” H [CHy(CH, )l O—‘{)
CeH,, /8 ,C R ©)
CO,CH,
etapa2 | HCI/EtOH
reflujo, 3h
o Etapa 3 )
(7)
0 NaBH, /Amberlita O
<
R OH R OH
6
EtOH/ Et,0 | HCO.CHs ©)
etapa 4 NaH
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0O O
etapa §
S~~~
o ONa THF / HCOH 0
S
70 oC
R OH R OH
(8) ()

Pueden prepararse m&s lactonas funcionalizadas por medio
de métodos sintéticos facilmente disponibles en el arte (ver,
por ejemplo, March, “Advanced Organic Chemistry”, 4°,
Edicidn, 1992, Wiley—Interséience Publication, New York). Por
ejemplo, pueden preparase lactonas funcionalizadas (4) al
hacer reaccionar un compuesto gue tenga la estructura (1) con
una base, un alcohol y un éster para producir un enolato, el
cual es un precursor para la lactona de estructura (4)
(Esquema de Reaccidn 4)

Esquema de Reaccidn 4

2 o)
o) HCO,C,H; o ONa
\ e
NaH / EtOH (2)
l CgHsCH,N(C,H,),Cl
9 0
HCOH
0 0 7 O(C,Hg),NCH,C.H,
. 70 oC
X Q

124
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Las sales aceptables farmacéuticamente de compuestos de
lactona de Férmulas Ia-c, ya sea en la forma de un acido o de
una base tal como amina, pueden prepararse de una manera
convencional al tratar una solucidén o suspensidén del
compuesto de Férmulas Ia-c con aproximadamente un equivalente
gquimico de una base o &cido aceptables farmacéuticamente. Se
emplearon técnicas de recristalizacidén y de concentracidn
convencionales al aislar la sal.

III. Métodos de Tratamiento

A. Trastornos a ser Tratados

Con base en las actividades determinadas como se

describe en los ejempleos, las lactonas son fGtiles como anti-

( ,
infecciosos y anti-proliferativos. En particular, las

lactonas pueden ser administradas en una cantidad efectiva
para inhibir el crecimiento bacteriano o fingico,
enfermedades virales o para tratar una enfermedad bacteriana
o fldngica. Ejemplos de trastornos bacterianos preferidos a
ser tratados incluyen la enfermedad de dlcera péptica,
gastritis, dispepsia, enfermedad periodéntica y gingivitis.
Las composiciones fungicidas comprenden una cantidad efectiva
fungicidamente de un compuesto de férmula 1 o una sal del
mismo y un portador farmacéuticamente inerte. Ejemplos de
composiciones farmacéuticas pueden ser éabletas como tales, o
recubiertas de azlcar, cépsulas de gelatina, granulos,

supositorios, preparaciones inyectables, unglentos, cremas o©

.‘.\_’A
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geles.

Las composiciones fungicidas son también Gtiles
particularmente sobre Saccharomyces cerevisiae, Candida
albicans y otras Candidas tales como Candida glabrata,
krusei, tropicallis, pseudotropicalis y parapsilosis, sobre
Aspergillus fumigatus, Aspergillus flavus, Aspergillus niger,
Cryptococcus neoformans, Microsporum canis, Trichophyton
rubrum, Trichophyton mentagrophyte Yy para combatir
particularmente candidosis digestiva, urinaria, vaginal,
cutanea, criptococcosis, por ejemplo, criptococcosis
neuromeningica, pulmonar o} cuténea, aspergilosis
broncopulmonar, Yy pulmonar vy aspergilosis invasiva del
sistema inmunodepresivo. Las composiciones pueden ser usadas
también en la prevencidén de afecciones micdticas en las
supresiones inmunolégicas congénitas o adquiridas.

Las lactonas pueden también ser administradas para
tratar trastornos proliferativos, incluyendo cénceres. Tipos
representativos de canceres gue han mostrado inhibicidn en el
crecimiento o proliferacidn celular incluyen céancer de seno,
cancer de pulmdn, céncer ovarico, cancer de esdfago, Yy
leucemia. Otros tipos de trastornos proliferativos anormales
en cuyo tratamiento pueden ser uGtiles las lactonas, incluyen
endometriosis y restenocsis, causadas por sobreproliferacidn
de tejido endotelial después de angioplastia.

La lactona funcionalizada {(9) anterior es

7 G
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particularmente Gtil como un inhibidor de proteasa aspértica;
v se ha demostrado para inhibir la proteasa aspartica de HIV-
1, v con lo cual se limita el proceso viral, y en particular
el procesamiento post-translacional particular de los
productos genéticos virales (gag / gag-pol).

Estas lactonas son también dGtiles al modular Ila
respuesta al dolor a través de su actividad como un
neurotransmisor.

B. Dosificaciones

La cantidad efectiva serid determinada con base en la
enfermedad o trastorno a sexr tratados, el modo de
administracidén y la formulacidn. Las dosificaciones efectivas

pueden determinarse rutinariamente con base en las

dosificaciones efectivas determinadas usando ensayos in vitro (

tal como los descritos en los ejemplos.
La alta actividad de LMSV-6 contra Escherichia coli,

Klebsiela pneumoniae, Pseudomona aeroginosa, Staphylococcus

aureus, y su bajo peso molecular son ventajosos. Las ventajas '

. €ala 60 pq Il
-
de LMSV-6 incluyen su facilidad y velocidad para promover la

respuesta farmacolégicé; su posibilidad para atravesar 1los
protectores de la membrana celular, donde el peso molecular
alto es el principal impedimento, y su potente actividad
contra Psudomonas, la cual es uno de los microorganismos mas
resistentes al farmaco.

El método para combatir infecciones fdngicas comprende

/czvcjrﬁ/‘
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administrar una cantidad efectiva flGngicamente de un
compuesto de férmula I o una sal de adicidn de &cido del
mismo por la ruta bucal, rectal, parenteral, o por la ruta
local como una aplicacidén tdépica sobre la piel y membranas
mucosas, pero la ruta preferida es la ruta bucal. La dosis
diaria usual es 1 a 5 mg/kg dependiendo del método de
administracién, de la condicidén tratada y del compuesto
especifico.

Los compuestos pueden ser administrados solos, pero
generalmente serdn administrados en mezcla con un portador
farmacéutico seleccionado con respecto a la ruta de
administracidn pretendida Y la practica farmacéutica
estédndar. Por ejemplo, pueden ser administrados oralmente o
en la forma de tabletas gue contengan excipientes tales como
almidén o lactosa, o en cépsulas ya sea solos o en mezcla con
excipientes, o en la forma de elixires o suspensiones due
contengan agentes saborizantes y colorantes. En el caso de
animales, los compuestos estan contenidos ventajosamente en
un alimento o liquido para bebida animal en una concentracidn
de aproximadamente 5 a 5000 ppm, preferiblemente
aproximadamente 25 hasta aproximadamente 500 ppm. Pueden ser
inyectados parenteralmente, por ejemplo, intramuscular,
intravenosa o subcuténeamente. Para administracidén
parenteral, son mejor usados en la forma de una solucidén

estéril que puede contener otros solutos, por ejemplo,

nJ
¢
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suficiente sal o glucosa para hacer una solucidén isotdnica.
En el caso de animales, los compuestos pueden  ser
administrados intramuscular o subcutédneamente a niveles de
dosificacién de aproximadamente 0.1 a aproximadamente 50

mg/kg/dia, preferiblemente aproximadamente 0.2 a

aproximadamente 10 mg/kg/dia dados en una sola dosis diaria o

hasta dividida en 4 dosis.

Los compuestos pueden ser administrados a humanos para
el tratamiento de infecciones por H. pylori ya sea por las
rutas parenteral u oral y pueden ser administrados oralmente
a niveles de dosificacidén de aproximadamente 0.1 a
aproximadamente 50 mg/kg, ventajosamente aproximadamente 0.5
a 50 mg/kg/dia dados en una sola dosis o dividida hasta en 4
dosis. Para administracidén intramuscular o intravenosa, los
niveles de dosis son de aproximadamente 0.1 hasta 100
mg/kg/dia, preferiblemente aproximadamente 0.5 a
aproximadamente 50 mg/kg/dia. Aungue la administracidn
intramuscularmente puede ser en una sola dosis o hasta
dividida en 4 dosis, la administracidén intravenosa puede
incluir un goteo continuo. Necesariamente, pueden tener lugar
variaciones, dependiendo del peso y de 1la condicidén del
sujeto gque es tratado y de la ruta particular de
administracién seleccionada como lo sabrén los expertos en la
materia.

El segundo agente antimicrobiano y agente abatidor de

N
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acidez pueden ser administrados con los compuestos en la

misma manera que se discutid anteriormente para los

compuestos de la invencidén. Asi, dependiendo del agente ¢

particular, la administracidén puede ser oralmente en
aproximadamente 0.1 a aproximadamente 500 mg/kg, por ejemplo,
a aproximadamente 1 a 3 gramos por dia del segundo agente
antimicrobiano, y aproximadamente 40 a 80 mg por dia del
agente abatidor de acidez, o por inyeccidén a aproximadamente
0.1 a aproximadamente 200 mg/kg/dia.

La presente invencidn se comprenderd adicionalmente con
referencia a los siguientes ejemplos no limitantes.

Ejemplo 1: Aislamiento de lactona desde Securidaca
virgata.

Se colectaron raices de Securidaca virgata en San
Cristdébal de la Replblica Dominicana. Una muestra testigo de
las partes aéreas se envid al National Botanic Garden a fin
de ser identificada. Secada al aire, las raices trituradas y
molidas (253 gramos) fueron extraidas en un aparato Soxhlet.

El extracto frio se filtrd y luego se concentrd al vacio (55

°C) para dar como resultado un liquido con consistencia de
jarabe (29.76 g) gue significaron 11.76 % de rendimiento.
Este jarabe (28 g, probado microbiolégicamente) se tratd con

300 ml de &cido sulflrico 0.5 M y se agitd por 4 horas y

luego se extrajo en una extraccidén liguido-liguido con
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cloroformo sucesivamente hasta que el jarabe se separd de la
materia soluble del cloroformo &cido. Luego se basificd la
[}

fase hidrosoluble con hidréxido de amonio al 20 % (pH = 8-9)

v la fase hidrosoluble se extrajo otra vez con cloroformo. El

extracto de cloroformo se concentrd al vacio (50 °C, para

producir un extracto de 5.92 g (rendimiento = 21.14 % con
respecto al extracto crudo y 2.33 % con respecto a las
raices extraidas). Los 5.92 g tuvieron una pureza de 95.34 %

g A
de LMSV-6. El extracto de cloroformo final (5.92 g) fue

cromatografiado en alGmina basica (63 - 150 um) y se eluyd

con una mezcla de éter de petréleo—acetato de etilo (30:70).

Se concentraron las fracciones colectadas para tener una
substancia 1liquida clara pura LMSV-6(1). Las fracciones
cromatograficas 72-97 (674 mg) de la columna cromatografica
ligquida en donde (1) que se aislaron fueron otra vez
cromatografiada para obtener un liquido coloreado en ambar
(2). Los compuestos (1) vy (2) fueron entonces probados en
biocensayos.

El andlisis espectroscdpico produjo los siguientes datos

para el compuesto (1):

DATOS FISICOS

DENSIDAD RELATIVA: 1.070 g/ml pH 5.853 Faow:  20ube
BEET ,

Hi
INDICE DE REFRACCION = 1.471

DATOS ESPECTRALES
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Espectrometria de masa: MS m/z (rel. Int.): ién

molecular 98.0 [M'], (54), 68 (100), férmula molecular CsHeO:.

Espectroscopia Infraroja (IR): 1761.6 em™®  (lactona),
1667 cm™t (C=C) 810 cm™'™ (C=CH;) .

Resonancia Magnética Nuclear Protdnica (NMR'IH, 200 MHz,
CDCl;: & 2.98 ppm (2H multipleto), 4.37 ppm (1H tripleto, J =
7.4 Hz), 5.65 (1H tripleto, J = 2.6 Hz), 6.22 (1lH tripleto,
J= 2.6,)

Resonancia Magnética Nuclear con Carbono 13 (NMR 3¢ 200
MHz, CDCl,;): & 170.7 (C-1), 133.3 (C-2), 27.4 (C-3), 65.5 (C-
4), 122.2 (C-5).

Experimentos de Doble Resonancia Magnética Nuclear
Proténica (Irradiaciones) Experimentos de doble Resonancia
Magnética Nuclear Protdnica mostraron acoplamiento entre cada
uno de los protones existentes. Protones exociclicos
metilénicos & (5.65 y 6.22), la irradiacidén de C-3 mostrd
acoplamiento con C-4 y de esta manera se determind la
conectividad de todos los protones de (1).

El andlisis espectroscdpico produjo los siguientes datos
para el compuesto (2):

Espectrometria de Masa: 130.0 (M+,3), 113(M+ .OH, 12),
CsH1005.

Resonancia Infraroja (IR): 3614.6 cm® (OH), 1629 cm™

(C=C)1150.9 (-CO-OCH,), 810 cm™* (C=CH,).

3

v
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Espectrometria por Resonancia Magnética Nuclear
Proténica (200 MHz, CDCl;): O 2.54 ppm (2H td J = 6.26 Hz),
3.73 (s), 3.72 (2H, t J= 6.26 Hz), 5.65 (1H t, J = 1.2 Hz),
6.2 (1H t, J = 1.2 Hz).
Espectrometria por Resonancia Magnética Nuclear con
Carbono*? (200 MHz, CDCl;): & 167.8 (C-1), 137.2 (C-2), 35.4

(C-3), 61.3 (C-4), 127.3 (C—S), 51.93 (C-6).

Las ampolletas que consisten de una composicidn
farmacéutica gque contiene éi. compuesto de 1la férmula 1
(LMSV-6) tuvieron los siguientes ingredientes: o

MmeEéntidad Original: 750 Amp

Material crudo Peso UM

LMSV-6 51.7900 ml 6.27 %

Aceite de sésamo 760.8200 ml 92.20 %

Alcohel Bencilico

U.s.P. 12.3750 ml 1.50 %

Volumen total 824.9850 ml 99.97 %

Ejemplo 2: Ensayos para Actividad Antibacteriana

El material obtenido en el Ejemplo 1 se cribd para

actividad antibidtica contra Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeroginosa, Escherichia coli, v Klebsiella
pneumoniae.

Materiales y Métodos:

Solvente: Regulador de Fosfato 0.1 N, pH = 8.0
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Antibidtico: LMSV-6 Puro

Medio de recubrimiento: 2 ml/100 ml

Indculo: 4 ml/ Caja de Petri
Preparacidn del Medioc de Cultivo:

Medio de Cultivo para Staphylococcus aureus

(USP 23 < 81

>)

Peptona 1.0 g
Caseina pancreatica digestiva 4.0 g
Extracto de levadura 3.0 g
Extracto de Carne de Res 1.5 g
Dextrosa 1.0 g
Agar _ 15.0 g

PH después de esterilizacidén 6.6 * 0.01

Medio de Cultivo para Pseudomona aeroginosa

(USP 23 < 81

> )

Caseina digestiva pancreéatica 17.0 g
Papaina digestiva de soya 3.0 g
Cloruro de sodio 5.0 g
Fosfato de potasio dibasico 2.5 g
Dextrosa 2.5 g
Agar 20.0 g
Agua c¢.b.p. 1.0 Lt.

PH después de esterilizado de 7.2 £ 0.1

Medio de Cultivo para Escherichia coli

y Klebsiella




10

15

20

penumoniae (USP 23)

<

81>)

29

Peptona 5.0 g
Extracto de Levadura 1.5 g
Extracto de Carne de Res 1.5 g
Cloruro de Sodio 3.5 g
Dextrosa 1.0 g
Fosfato de Pctasio Dibasico 3.68 g
Fosfato de Potasic Monobasico 1.32 g
Agua c¢.b.p. 1.0 Lt.
PH después de esterilizado 7.0 * 0.05
Concentracidn
-0 110 ml)
Bacteria |MMSV-6 |0 20 30 [40 [Ciprof |osf is(-) |[Dis(+)
(Puro)
E.coli 30 (m) |- - - 1- 23 10 |- -
Kleb. 40 - - - T- 26 22 |- -
Ps.A 30 - - -1 12 6 - -
St.a 30 - - - - 20 18 |- -
Str.p. - N/A |N/A |N/A[N/A |N/A N/A [N/A  |N/A
La unidad para medir la zona de inhibicidén es milimetros

Ciprof
microgramos
Fosf

microgramos

= Disco de sensibilidad a Ciprofloxacina de 5

= Disco

de

sensibilidad

a

Fosfomicina de 50

“N
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Dis(-) = Disco de sensibilidad con ninguna substancia
aplicada
Dis(+) = Disco de sensibilidad con 20 microlitros de

Tween 60 al 2 %.

N/A = No se hizo la prueba

Los microorganismos usados fueron estandarizados por
American Type Culture Collection (ATCC), usados en primera
generacidn:

E. coli ATCC 352 18, Lote 202602, Exp. 05/2000 (19-258)

*Kleb, Klebsiela pneumoniae, ATCC 13882, Lote 202 174,
Exp 02/2000 (19-152)

*Pg. A, Pseudomona aereoginosa ATCC 27853, Lote 202992,
Exp 08/2000 (19-060)

*St. A, Staphylococcus aureus ATCC 12598, Lote 202564,
Exp 05/2000 (19-137)

**Str. P, Streptococcus pyogenes, ATCC 21547, Lote
202691, Exp 06/2000 (19-190)

* = oxigeno atmosférico, Temp = 35 x 2 °C

** = CO, atmosférico, Temp = 35 £ 2 °C

Resultados

parp—

o ~

5 microlitros de \LMSV-6, inhiben el crecimiento de

Escherichia coli, Klebsiela pneumonae, Pseudomonas aeroginosa
y Staphylococcus aureus.

Diluciones:
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10 microlitros/10 ml, (0.001 microlitros/ml)
20 microlitros/10 ml, (0.002 microlitros/ ml)
30 microlitros/10 ml (0.003 microlitros/ ml)
y 40 microlitros/ml (0.004 microlitros/ml)

5 de LMSV-6 en 10 ml de Tween 60 -~ 2 % no exhibid
inhibicién del c¢recimiento bacteriano, lo que indica que
estas concentraciones son inferiores a la concentracidn
Inhibidora Minima (MCI).

Ejemplo 3: Determinacidén de la Concentracién Inhibidora

10 Bacteriana Minima, MIC, (Sarcina lutea) y LMSV-6

Materiales y Métodos. |

Metodologia: Se vertid en placa, medio Mueler Hinton pH

Regulador pH = 8 para dilucidén del patrdén de Ceftriaxona
15 Tween 20 al 2 % para dilucidn de LMSV-6
Microorganismo: Sarcina lutea
Muestra(s): LMSV-6 (16.0 microlitros/100 ml y 10
microlitros aplicados al disco de sensibilidad).

Metodologia: Se vertid en placa, medio de Mueler Hinton

20 pH = 8
Regulador de pH = 8 para dilucién del patrdn de
ceftriaxona
Tween 20 al 2 % para dilucidén de LMSV-6
Microorganismo usgado: Sarcina lutea

25 Muestra{S): LMSV-6 (10 microlitros/ml y 20 microlitros
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aplicados al disco de sensibilidad)

Patrdn de Control (P): Ceftriaxona (disco con 10 mcg)

Resultados:

VOLUMEN APLICADO A DISCO ZONA DE INHIBICION

5 microlitros 42.0 mm
1.6 microlitros 20.0 mm
No hubo zona de inhibicién significativa, por

consiguiente la Concentracién Inhibidora Minima esta& cerca de
0.2 microlitros de LMSV-6. E1 MIC aproximado es 0.2
microlitros de LMSV-6, 3.3 mm de inhibicién.

Ejemplo 4: Tratamiento in vivo de Infeccidén Bacteriana

Se infectaron ratas en cirugia y luego se trataron
exitosamente con LMSV-6 usando dosis calculadas con base en
la comparacidédn con ceftriaxona.

Ejemplo 5: Ensayos para Actividad Ant{:pgpp}égtica

Materiales y Métodos:

Hay un gran nimero de ensayos bioclégicos que reguieren
la medida de la supervivencia o de la proliferacidén de las
células de mamifero. Esto puede lograrse por diferentes
métodos, por ejemplo, conteo celular que excluye o incluye un

colorante; la medicién de 1la proteina marcada con °'Cr

liberada después de lisis celular; y medicidn de la

incorporacién de la [*H] timidina radiocactiva de nucledtidos

W

[
)/ L

‘ m'
§rz
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radiocactivos o (*#°1] iododesoxiuridina durante la

proliferacidn ceiularf/ié; células visibles pueden medirse
al usar cualquiera de varios métodos de tincidn, pero un
método mas seguro es el espectrofotdmetro de exploracidn
multipocillos (lectores de ELISA) el cual puede medir gran
nimerc de muestras con un alto grado de precisidn.

Se usd® un ensayo colorimétrico para detectar células
vivientes, que utiliza un substrato incoloro gque es
modificado hasta un producto coloreado por cualquier célula

viviente, pero no por células muertas o medios de cultivo de
tejidos. El ensayo usa sales de Tetrazolium MTT [bromuro de

3-(4,5-dimetiltiazol-~-2-11)-2,5-difenil tetrazoliumj para
medir la actividad de varias enzimas deshidrogenasas (Slater
y colaboradores 1963). El anillo tetrazolium es fragmentado
por medio de la mitocondria activa, de modo que la reaccidn
solo tiene lugar en células vivientes. La fragmentacidn de
MTT en Formazan por medio del succinato deshidrogenasa de la
enzima mitocdndrica produce un compuesto coloreada de azul
obscuro (Formazdn) cuya cantidad es proporcional al nimero de
células presentes. La concentracién de Formazédn en un
gradiente de concentraciones de EM§X;§wmpuede medirse por

medio del espectrofotdmetro de exploracién multipocillos

(lector de ELISA). Se usd entonces el andlisis de datos para

o\

establecer la cantidad inhibidora del 50 (ICs0), el cual es
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un parametro cuantitativo de actividad antineoplastica. Se
probaron diferentes lineas celulares cancerosas a fin de
medir indirectamente la citotoxicidad o la actividad
antineoplastica (células sobrevivientes) de \LMSYfG. Las
lineas celulares cancerosas gue se probaron también incluyen
HEP 2 (carcinoma de Laringe) y HELA (carcinoma de Cérvix).

MATERIALES:

Medio de cultivo (DMEN + all)
EDTA
Tripsina-EDTA

DMEM + ALL y Suero reciente de ternera al 10 %.

Dimetil sulfoxida
MTT [bromuro de 3- (4, 5- dimetiltiazol- 2- il)- 2, 5-

difenil tetrazolium]

Espectrofotdmetros de exploracién multipocillos

(lectores de ELISA)

METODOS :

Se cultivaron 1las células usando técnicas estandares.
Ver, por ejemplo, R. Ian Freshney sculture of Animal Cells” A
Manual of Basic Technique (Alan R. Liss, Inc. New York,
Segunda Edicién) pag. 245-256.

Se determind la evaluacidén de 1la inhibicidén del
crecimiento celular de conformidad con los métocdos de Skehan

y colaboradores, J. Nat. Cancer Inst. 82, 1107 (1990). Las

\/‘ <
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células se plaguearon entre 400 y 1200 células/ pocillo en
placas de 96 pocillos y se incubaron a 37 °C por 15 - 18
horas antes de 1la adicién del féarmaco para permitir la
fijacidén de las células. [rdu-56

Los compuestos probados se solubilizaron en DMSO al 100
% y se diluyeron adicionalmente en RPMI-1640 que contenia 10
mM de  HEPES. Cada linea celular se tratd con 10
concentraciones de compuestos (intervalo de 5 log). Después

de 72 horas de incubacidn, se afiadieron a cada pocillo 100 ml

de TCA al 50 % enfriado con hielo y se incubaron por 1 hora a

4 °C. Las placas se lavaron 5 veces con agua corriente para
remover el TCA, abatir los metabolitos de bajo peso molecular
y las proteinas de suero. Se afiadié a cada pocillo
sulforodamina B (SRB) (0.4 %, 50 ml). Después de 5 minutos de
incubacién a temperatura ambiente, las placas se enjuagaron 5
veces con &cido acético al 0.1 % y se secaron al aire. EI
colorante enlazado se solubilizd con 10 mM de Tris Base (pH
10.5) por 5 minutos sobre un agitador giratorio. Se midid la
densidad &ptica a 570 nm.

Ver también Gerlier, y colaboradores, J, Immunol. Meth.
94, 57-63 (1986); Slater, y colaboradores, Biochim. Biophys.
Acta, 77, 383- 393 (1963); Kasugai, y colaboradores, Japan J:

Pharmacol. 52, 95- 100 (1990); Mosmann J. Immunol. Methods,

65, 55-63 (1983); Denizot, vy colaboradores, J. Immunol.

U
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Methods, 89, 271-277 (1986).
Los datos se ajustaron con el modelo de Efecto de la

concentracién a Emax de Sigmoid (ver Holford, N. H. G.:

Scheiner, L. B. “Understanding the dose- effect
relashionship: Clinical applications of pharmaco-kinetic-
pharmacodynamic models,” Clin. Pharimiacokin. 1981, 6, 429-
4%53) con regresién no lineal, ponderado por medio del

reciproco del cuadrado de la respuesta predicha. El programa
de ajuste fue desarrollado por el Roswell Park Institute con
Microsoft FORTRAN, y usos del algoritmo de Marquardt (ver
Marquardt, D. W., “An algorithm for least squares estimation
of nonlinear parameters”, J. Soc. Ind. Appl. Math. 1963, 11,
431- 441) como adoptd Nash J. C., “Compact numerical method
for computers: Linear algebra and funtion minimization”. John
Wiley & Sons, New York, 1979) para la regresién no lineal. Se
calculd la concentracidn de farmaco que dio como resultado la
inhibicién del 50 % de crecimiento (ICsq) .

Resultados:

ENSAYO CITOTOXICO DE LMSV-GAEN LA POBLACION CELULAR DE

HEP-2 DE 10° Células/ml (CARCINOMA DE LARINGE)

r = 0.9878

ICse = 10.38 u/ml.

ENSAYO CITOTOXICO DE LMSV-6 EN LA POBLACION CELULAR DE

HEP-2 DE 10° Células/ml (CARCINOMA DE LARINGE)
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r = 0.9941

ICsp = 37.37 pg/ml

ENSAYO CITOTOXICO DE LMSV-6 EN LA POBLACION CELULAR DE

HELA DE 10° Células/ml (CARCINOMA DE CERVIX)

r = 0.9950

ICso = 7.37 ug/ml -~

ENSAYO CITOTOXICO DE LMSV-6 EN LA POBLACION CELULAR DE

HELA DE 10° Células/ml (CARCINOMA DE CERVIX)

r = 0.9941

ICso = 27.30 pug/ml [~

Ejemplo 6: Pruebas para la Inhibicidén de H. pylori

Materiales y Métodos

Dilucién en Agar de Compuesto Antimicrobiano: se
solubilizaron 6 mg del compuesto a ser evaluado en 0.6 ml de
dimetilsulfoxida al 100 % (DMSO) y luego se llevd hasta 6 ml
con caldo brucelar estéril. La concentracién final de DMSO es
10 % del volumen total. Se hicieron series de diluciones de
dos veces (3 ml de LMSV-6 + 3 ml de caldo brucelar) en caldo
brucelar estéril. Una alicuota de 2 ml de cada dilucidén del
caldo en las series se colocd en placas de Petri estériles

por separado, al cual se afiadieron 18 ml de agar brucelar
fundido y enfriado (aproximadamente 50 °C) suplementado con

sangre de caballo al 7 %. Esto produjo una dilucidédn final de

1: 10 de LMSV-6 en agar, y una concentracidén final de DMSO de

e



15

20

38

1 $%$. Por ejemplo, si las concentraciones superiores de

farmaco en agar son 100 Ug/ml. Las placas de agar pueden
prepararse un dia antes al inocular, y refrigeradas toda la
noche.

Preparacidén del indculo: se mantuvieron cultivos de
Helicobacter pylori sobre placas de agar sangre de oveja al
5 %- soya tripticasa, y se transfirieron cada 48 horas.
Cultivos de Helicobacter mustelae se mantuvieron sobre el
mismo agar y se transfirieron cada 48 - 60 horas, dependiendo
de la extensién del crecimiento de la transferencia previa.
Las placas se incubaron a 37 °C en jarras de GasPak con
CampyPak Plus (10 ml) activado con agua (BBL Microbio.
Systems) envuelto con catalizador de paladio.

Cultivos de Helicobacter se hicieron crecer en caldo

o

brucelar suplementado con suero de ternera fetal al 10 % en

voltmenes de 10 ml en placas de Petri profundas. Las placas

se incubaron por 18 -~ 20 horas a 37 °C en jarras de GasPak
con CampyPak Plus (10 ml) activado con agua envuelto en
catalizador de paladio en un agitador a 50 rpm.

Se cultivaron toda la noche (aproximadamente  10°
CFU/ml), se diluyeron 10 veces en caldo brucelar (no FCS) en
tubos con tapa de rosca para uso como el inééulo estéandar.
Los pocillos de un replicador Steer se llenaron con 0.8 ml

del organismo diluido, y aproximadamente 2 x 104 células en
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0.002 ml se colocaron sobre la superficie del agar. Las
placas inoculadas se colocaron en una jarra de GasPak a la

cual se afiadié Campy Pak Plus (10 ml) activado con agua
envuelto con catalizador de paladio, y se incubaron a 37 °C,

por 48 horas.
Resultados:

Después de incubacidn, todas las placas de prueba se

compararon a una placa control de crecimiento libre de LMSV--

6. La MIC es la concentracidén gque inhibe el crecimiento en
comparacién con la placa control. En esta pelicula de
crecimiento debe de ser visible en concentraciones més altas
pero esto se descuenta, y no se considera el verdadero MIC.
Los organismos control se inocularon también sobre cada
placa, y éstos se diluyeron mil veces para uso como indculo.
El organismo control incluye Campylobacter jejuni, y los
cultivos cribados de E. Coli [ATCC 35218, Lote 202602, Exp

05/2000 (19-258)], Pseudomona aeroginosa [ATCC 27853, Lote

202992, Exp 08/2000 (19-060)}, E. Cloacae, Providencia
stuartii y P. Rettgeri. Las transferencias de placas y/o del
inéculo no deberian estar afuera del ambito microaerofilico
mids de 2 horas. Todas 1las manipulaciones gque involucran
cultivos de Helicobacter ge efectuaron en una campana de
flujo laminar para disminuir la oportunidad de contaminar los

cultivos con moho.

s
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El modelo de ratdén de Lee Yy colaboradores,
Gastroenterology, 99, 1315 - 23 (1990) se usd para predecir
la actividad in vivo de un compuesto contra H. pylori en
humanos.

Se desarrolld Helicobacter felis en caldo brucelar con
suero bovino fetal al 10 %. Un cultivo congelado se
descongela rapidamente; el cultivo se verifica por movilidad
y se inoculan 0.5 ml del cultivo congelado descongelado en
una placa de cultivo de tejido profunda gue contenia 9.5 ml

de la mezcla de suero/brucela. Las placas son puestas en una

jarra de Capy Pak [BBL] para asegurar una atmdsfera
microaerofilica. La Jarra es puesta sobre un agitador
rotatorio a 60 RPM en una incubadora a 37 °C. Después de 18
horas hubo turbidez visible. El cultivo se verificé para
pureza y movilidad bajo un microscopio (fas) y 1luego se
conjunté en un matraz. Se ayunaron ratones hembras Swiss-
Webster (18-20 g) por 18 horas antes de infeccidn. Los
ratones se infectaron tres veces en dias alternados durante
una sola semana. Lasg dosificaciones comenzaron dos semanas
después de la Ultima dosis de organismo. Los tratamientos se
dieron una vez por dia por catorce dias consecutivos. El
sacrificio fue aproximadamente tres semanas después de
completar la terapia. Por cada ratdn, se extirpd el estdmago

vy se abrid a lo largo de la curvatura més grande. Se tomd un

(W
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trozo (una seccién de tejido de 3 mm) desde la regidn del
antrum del estdémago. El trozo alisado se lavd, se adelgazd, y
se goted en un tubo con 100 microlitros de reactivo de
ureasa. El reactivo de ureasa (pH 6.3 - 6.5) contiene urea y
rojo de fenol. Si estd presente Helicobacter, 1la ureasa
obstaculizard que la urea produzca un cambico de pH. Purpura
(alcalina) es positiva para Helicobacter; rojo/ amarillo
(ningin cambio) es negativo. Cualguier cambic de color se
registra después de 18 horas. Usualmente hay veinte ratones
por grupo de tratamiento; se registra el porciento positivo
para cada grupo.

Hay varios métodos usados clinicamente para determinar
si estd presente Helicobacter pylori en un sujeto humano
Estos se emplearon para diagndstico inicial de infeccidn
antes del tratamiento, asi como también para determinar el
éxito del tratamiento al erradicar el organismo del paciente.

La prueba de respiracién de urea involucra la ingestidn
de urea radiomarcada. H. pylori produce una enzima ureasa gque
degrada la wurea; las células géastricas de mamifero no
contienen esta enzima. La exhalacidén de didéxido de carbono
marcado (analizado por espectrometria de masa o
radioactividad, dependiendo del isdtopo empleado) por
consiguiente indica que estd presente H. pylori.

Puede también wusarse la serologia para evaluar Ila

infeccién con H. pylori. La deteccién de anticuerpos de suero
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para H. pylori, tales como IgG e IgA, se lleva a cabo usando
el ensayo inmunosorbente relacionado con la enzima (ELISA).
Numerosas proteinas de H. pylori diferentes pueden emplearse
como antigenos.

La endoscopia del paciente proporciona muestras de
tejido gue pueden ser cultivadas en un ambito microaerofilico
para diagnosticar infeccidén por H. pylori. Alternativamente,
la muestra puede ser examinada histoldgicamente empleando una
de numerosas tinciones tales como Giemsa o© hematoxilina-
eosina. Puede también aplicarse una prueba de urea gque toma
ventaja de la produccidén de ureasa por H. pylori. Esta prueba
depende de la formacidn de amoniaco desde la hidrdélisis de
urea, lo cual da como resultado un cambio observable en el
pPH, qgue es un indicador de la erradicacidén de H. pylori.

Resultados:

La comparacién de la condicién del ©paciente por
endoscopia antes y después del tratamiento COHN?E_EQQEP§§EQ
del ejemplo 1 ha mostrado una disminucidén o ausencia de H.
pylori.

Ejemplo 7: Determinacidén de Actividad Fingica

Materiales y Métodos:

METODOS

La actividad anti—fgngica del Productoe puede
determinarse como sigue.

Se usaron ratones machos que pesaron 18 a 22 gramos y se
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administr® una cantidad de Candida Albicans 44858 en una vena
en la cola en la proporcién de 10° CFU por ratdén (CFU: unidad

formadora de colonia). Se separaron los ratones en 5 lotes de

5 ratones y se trataron de la siguiente manera:

Una hora después de inyeccidn ’ A’{7

grupo 1l: se trataron los ratones condgioducto a 25 mé/kg
oralmente

grupo 2: se trataron los rgtqges con producto

NARN
intraperitonealmente a la dosis de 25 mg/kg

grupo 3: se trataron los ratones oralmente con
Ketoconazol a 25 mg/kg

grupo 4: se trataron 1los fatones intraperitonealmente
con Ketoconazol en una dosis de 25 mg/kg

grupo 5: los ratones no recibieron ningln tratamiento
anti-flangico.

Se contaron los ratones muertos durante un periodo de 22
dias.

Resultados:

La actividad de producto fue‘excelente en la dosis usada
en los dos métodos de administracidn. Los mismos tratamientos
fueron también efectivos en el "“modelo tépico” con hongos
dérmicos, por ejemplo trichophyton, y en el modelo subletal.

Concentracidén Inhibidora Minima (MIC)

Se prepararon células de Candida albicans como se indica

en J. Antimicrobial Chemotherapy 38, 579 - 587, y se lavaron
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3 veces con una solucidn de fosfato 0.1 M vy se usaron
inmediatamente para determinar la concentracidén inhibidora
minima (MIC). Las MICs se determinaron por modificacidn de
una placa de microtitulo de conformidad con el método
estandar de los estédndares clinicos de laboratorio del Comité
Nacional.

/)

RPMI-1640, y L-glutamina regulada a pH 7 con una
solucién 0.15 M de MOPS (4cido 3- [N- morfolino] propan
sulfénico). Se afiadieron células de Candida albicans (1.5 x
103 células/ml) a los pocillos de una placa de 96 pocillos
gue contenian RPMI-1640 vy diluciones de agentes anti-
fingicos. Los resultados fueron leidos 48 horas después de
incubacién a 35 °C y se determindé la MIC o concentracién
inhibidora minima gque inhibié el crecimiento de células de

Candida albicans.

Concentracién Fungicida Minima

Después de la lectura de MIC a 48 horas, las placas
fueron agitadas y 10 ul de alicuotas por pocillo se
removieron de los pocillos, los cuales fueron colocados sobre
discos rectangulares gque contenian azlGcar de dextrosa. Las
placas fueron incubadas por 48 horas a 35 °C vy la
concentracidén fungicida minima y la concentracidén del agente
anti-fdingico a la cual no hubo nimero de unidades formadoras

de colonias.
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Se hicieron ensayos concomitantes donde  LMSV-6

mostraron alta actividad contra Candida albicans.

Ejemplo 8: Tratamiento de Enfermedades Perioddnticas

Se encontré que el LMSV-6 fue efectivamente selectivo
contra organismos gram negativos anaerdbicos especificos
asociados con gingivitis, cuando se aplicdé localmente en la
encia afectada.

La concentracién inhibidora minima (MIC) necesaria para
matar Bacteroides assaccharolyticus {cepa Forsyth), se
determiné de acuerdo con el procedimiento de Walker vy
colaboradores (Antimicrobial and Chemotherapy, Vol. 16,p. 452
- 457, (1979), estad entre 6 a 60 microgramég por ml. El valor
de la MIC para B. Gingivalis es de 6 microgramos por ml. El
valor de MIC para B. Gracilis y Fusobacterium, otro organismo
gram negativo es de aproximadamente 25 para cada uno; y el
valor de MIC para el organismo gram positivo Actinomyces

viscosus es 60 para la cepa aerdbica y de 60 para la cepa

anaerdbica.

AN

L
/‘.l\”
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REIVINDICACIONES

Una composicidén farmacéutica gque comprende una gamma

lactona alfa-metileno que tiene la fdérmula guimica:

Férmula Ia

en donde
R.1-R¢ tomados independientemente o R;-Rg¢ tomados juntos son
un &tomo de hidrdgeno o un grupo © agrupacidn seleccionada

del grupo que consiste de alquilo, alguilo substitutido,

alguenilo, alquenilo substituido, alguinilo, alguinilo
substituido, fenilo, fenilo substituido, arilo, arilo
substituido, heteroarilo, heterocarilo =  substituido,

i . \
| R . [ I G G ' s deedn AL
Nl L 0.4 (»5" ' i R )

halogeno, hidroxilo, “alcoxi, alcoxi substituido, fenoxi,

fenoxi substituido, aroxi, aroxi substituido, alquiltio,

alquiltio substituido, feniltio, feniltio substituido,
- . > - &JL“.‘ IO e €0
p,u,(ﬁ =S
T

ariltio, ariltio substituido, ciano, isociano, isociano

substituido, carbonilec, carbonile substituido, carboxilo,

P,

carboxilo substituido, amino, amino substituido, amido,
PRl

amido substituido, sulfonilo, sulfonilo substituido, &cido
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sulfdnico, fosforilo, fosforilo substituido, fosfonilo,
fosfonilo substituido, poliarilo, poliarilo substituido,
grupos C1-Cao ciclicos, C1-Cyp ciclicos substituidos,
heterociclicos, heterociclicos substituidos, aminoacidos,

péptidos y grupos polipéptidos;

R;~Rs; tomados juntos son fenilo, fenilo substituido, arilo,
arilo substituido, heterocarilo, heterocarilo substituido,
poliarilo, poliarilo substituido, C;-Czp ciclicos, C;-Cyo
ciclicos substituidos, heterociclicos, heterociclicos

substituidos;

7 es un heterodtomo seleccionado del grupoc gue consiste de
oxigeno, azufre, o nitrdgeno agrupados en forma

estructurales lineales, ramificados o ciclicos; y

X es un heterodtomo seleccionado del grupo gue consiste de
oxigeno, azufre, o} nitrdgeno agrupados en forma

estructurales lineales, ramificados, o ciclicos.

La composicidén de la reivindicacién 1, que ademds comprende

un portador faramcéuticamente aceptable para administracidn

parenteral, enteral o tdpica.

La composicidén de la reivindicacidén 2, gue comprende una

N

\V)
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cantidad efectiva de lactona para tratar un trastorno de

S P

proliferacidn.

La composicién de la reivindicacidén 3, donde el trastorno
\{

de proliferacidén es céancer.

La composicién de la reivindicacién 2, gque comprende una

cantidad efectiva de lactona para tratar una infeccién.
v

La composicién de la reivindicacidén 5, donde la infeccidn

; /
es bacterial. ’

La composicién de la reivindicacién 5, donde la infeccidn

J
es fangica.

La composiciédn de la reivindicacidén 2, que comprende una

cantidad efectiva de lactona para tratar una enfermedad de
{
Glcera péptica.

La composicidén de la reivindicacidédn 5, donde la enfermedad

de 1dlcera péptica estd vinculada con 1la presencia de
V]

Helicobacter pylori.

La composicién de la reivindicacidén 2, donde el portador

para administracién oral es seleccionado del grupo dque

/)
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consiste de un enjuague bucal, pastilla para chupar,"
tabletas, capsulas, soluciones, suspensiones, granulos, o

colombinas.

La composicién de la reivindicacién 2, donde el portador
para administracidn tdpica es seleccionado del grupo gue
consiste de un supositorio, unglento, crema, dJgel, pasta,
colodidén, glicerogelatina, 1linimento, locién, emplastos,
polvos, cintas, parches, aerosoles soluciones o tintura.
La composicidén de la reivindicacidén 1, donde el mgéodo de
aislamiento es extracciéﬁ seguida por cromatografia.
-
La composicidén de la reivindicacidn 1, donde la lactona es
producida por un método que comprende:
a. Proveer un precurso que tienen una estructura lactona,
Y
b. Reaccionar el precursor con uno © mas reactivos
guimicos para proveer un producto gue tiene un grupo
metileno en la posicidén o de la estructura de la

lactona.

La composicidén farmacéutica de la reivindicacidén 1 donde 1la

lactona es definida por la estructura:
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Férmula Ia

en donde R;-Rs son atomos de hidrdgeno; Z es un oxigeno y X

es un oxigeno

La composicién farmacéutica de la reivindicacidén 1 donde X

es oxigeno.

La composicidén farmacéutica de la reivindicacidén 1 donde Rs

es un metileno exociclico.

La composicién farmacéutica de la reivindicacidén 1 donde la

lactona es aislada de Securidaca virgata.
-

La composicidén farmacéutica de la reivindicacién 1 donde la

lactona estd presente en una cantidad

tratamiento del dolor.

efectiva para el

1

La composicién farmacéutica de la reivindicacidn 1 donde la
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RESUMEN DE LA INVENCION

Se describen compuestos de Férmulas (Ia) y (Ic) que
tienen una estructura lactona y un grupo metileno en la
posicién alfa de la estructura lactona y métodos para usar y
elaborarldé.‘iLos compuestos de lactona pueden hacerse
reaccionar con un agente nucleofilico para abrir el anillo
lactona a un compuesto de Férmula (Ib). La lactona de Formula
(Ia) vy sus derivados funcionales se han aislado de Securidaca
virgaga. Los compuestos purificados han demostrado actividad
en ensayos para actividades anti-bacteriana y anti-fGngica, y

para tratar trastornos de proliferacidén tales como el céancer.



