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LACTONE FORMULATIONS AND METHOD OF UBE

Field of the Invention
The present inventions sre genenully in the fields of phermaceutically

5 active lactones, their phannacentical formmistiona, and method of use

thereof, and methods for the synthetic prepargtion of chemicslly
Background of the Invention
Despite ths development of many differerd compounds which are

10 useful in the treatment of infection, cancer, and other disorders, there
remains a need for the development of new compounds which may be
effective at lower dosages, mare selective, having fewer aide effects or
capable of treating diseases or disorders where resistance to the known
compoumds has developed.

15 Chemotherapeutio agents are used for the treatment of infections,
cancer, abmormal proliferation disarders (endometriosis, restenosis,
paoriasis), and other disorders. Most chemotherspeutic agents have side
effscts due to lack of spesificity. For example, cancer is one of the leading
causes of death. One of the primary modes of treating cancar, chemotherapy,

20  is used specifically to limit cell growth and replication. Mpst chemotherapy
agoents also affoct neoplastic and rapid proliferating cells of normal tissnes
(o.8., bone marrow, hair follicles, etn.), which results in several negative side
effects including hair loss, nauses, vomiting, and suppreasion of bone
marrow function. Moreover, effectiveness of these agents frequently

25 diminishes over time due to the development of resistance,

It in therefore an object of this invention to provide a novel class of
compounds effective as anti-infective and/or anti-proliferstive agents.

It is another object of this invention to provide an effective
antineoplastic agent with specific cytotoxicity in order to minimize side

30 effects.

It is a further object of the present invention to provide entiinfective
agents which are specific and differont from many other drugs cumently in
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use, to provide an alternative method of treatment for drug registant
organisms. ]
Sammary of the Invention

Compounds of Farmulae Ia and Ic having a lactons structure and a
mothylens group at the alpha-position of the lactone structure have been
discovered. The iactone compounds can be reacted with a neucleaphilic
agent to open the lactone ring to a compound of Formula Ib. The lactone of
Formula Ia and its fumctiona! derivatives have boen isolated from Securidaca
virgata. These compounds are referred to as LMSV-6 or Securolide™, The
purified compounds have demonstrated activity in assays for anti-bacterial
and anti-fungal activities, and for treating proliferation disorder's such as
cancer. Based on the in vitro assays, the lectones are useful for treating
proliferation disorders including, for example, breast cancer, colon cancer,
rectal cancer, stomach cancer, pancreatic cancer, lung cancer, liver cancer,
ovarian oancer, esophageal cancer, and leukemin. They are also effective for
treatment of bacterial and fungal infections, including treatment of peptic

The method for making a compound of Formulae Ia and Ic generally
involves: a) providing a precursor having a Iactons structare, and b) reacting
the precursor with one ar more chemical reagents to provide a product
having a methylene group at the o-position of the lactone structure. The
product can be treated with a neuclesphilic agent such as an aleohol,
alkoxide, amine, or any other neutral or anionic neucleaphiles to genarate a
campound of Formula Ib.

Detuiled Description of the Invention
L Lactons Compositions

A.  Lactones Isolated from Secaridacs virgata.

Lactones with an exocyclic methylene group end their respective
derivatives with a hydroxyl in gamma poaition are disclosed. The lactones
and the derivatives theroof can be synthesized or isolated from natural
resources. In one embodiment, the lactones and the derivatives can be
iu;lmdbymnmufehrumltogmﬂomedmdl.ﬁnmnpllntwhou
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texonomio scientific name is Securidaca virgata, which belongs to
Polygulaceas as its botanical family, As used herein, the term "lactones”
encompasses any organic chemicals having & five-member ring lactons
strocture in which the oxygen atom of the C=0 group can be replaced by a
sulfur atom or a nitrogen grouping. The term "derivatives” as used herein
refers to any compounds that are made from the lactones by reacting the
lactones with one or more chemical reagents. The term also refers to any
products obtainable by ring opening of the Iactones with an argsnic or
inorganic nencleaphilic agents to form, for example, an acid, ester, amids, or
amry other products thereof. .

In ane embodiment, the lactone has the following chemical structure:

Ry
Ry

Re

Formula Ia

wherein

Ri-Rs taken indspendently or Ry-Rs taken together are a hydrogen
atom, & halogen stom, a hydroxyl group, or any other organic groupings
conteining any sumber of carbon atoms, preferably 1 — 8 carbon stoms, and
opticnally include a heteroatom such as oxygen, sulfur, or nitrogen grouping
in linesr, branched, or cyclic structural formats, representative R1-Rs
groupings being alkyl, substitnted alkyl, alkenyl, substituted alkemyl,
alkynyl, substituted alkymyl, phenyl, substituted phenyl, aryl, substituted
aryl, heteroaryl, substituted heteroaryl, halo, hydroxyl, alkmcy, substitited
substituted alkylthio, phenylthio, substituted phenylthio, arylthio, substituted
aryithio, cyano, isocyano, substituted isocyeno, carbonyl, substituted
carbonyl, carboxyl, substituted carboxyl, amino, substituted amino, amido,
substituted amido, sulfonyl, substituted sulforyl, sulfonic acid, phosphoryl,

3
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substituted phospharyl, phosphomyl, substituted phosphomyl, polyaryl,
WMCI-&OWM&MCI-&UMM
substituted heterocyelic, aminoacid, peptide, or polypeptide group;

Z i8 a heteratomn such as oxygen, sulfur, or nitrogen grouping in

. linear, branched, or cyclic structural formats; and

X is a heteratorn such as oxygen, sulfir, or nitrogen grouping in
linear, branched, or cyclic structural formats,
In another embodiment, the compound has the following chemical

structure:
Ry
iy ,
Formula Ib
wherein

Ri-R7 tuken independently or R3-Rg taken together may be a
hydrogen atom, a halogen atom, a hydroxyl group, or any other organic
groupings containing any mumber of carbon atoms, preferably 1 — 8 carbon
atoms, and optionslly include a heteroatom such as oxygen, sulfur, or
nitrogen grouping in linear, branched, or cyclio structural formats,
reprosentative R1-Rs groupings being alkyl, substituted alkyl, alkenyl,
substituted alkenyl, alkynyl, substituted afkymyl, phenyl, substituted phenyl,
aryl, substituted aryl, heteroaryl, substituted heteroaryl, halo, hydroxyl,
alkoxy, substitnted alkoxy, phenoxy, substituted phenoxy, aroxy, substituted
aroxy, alkylthio, substituted alkylthio, phenylthio, substituted phenylthio,
arylthio, substitated arylthlo, cyano, isocyano, substitited isocyano,
carbonyl, substituted carbonyl, carboxyl, substituted carboxyl, amino,
substituted amino, amido, substituted amido, sulfonyl, substituted sulfonyl,
sulfonic acid, phosphoryl, substituted phosphoryl, phosphonyl, substituted
phosphonyl, polyaryl, substituted polyaryl, C1-C20 cyclic, substituted C1-

4
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polypeptide group;

X i8 a heteroatom such as oxygen, sulfir, or nitrogen grouping in
linsar, branched, or cyclic structural formats;

Z in a hoteratom such as axygen, sulfur, or nitrogen grouping in
linear, branched, or cyclio structural formats; and

Z' may 2 hydrogen atom, & halogan atom, a hydroxyl group, or any
other organic composition containing from 1 ~ 8 carbon atoms and
optiomally include a heteroatom such as oxygen, sulfur, or nitrogen grouping
in linear, branched, or cyclic structural formats.

In still another embodiment, the lactones having an alpha-methylene
group can have the strocture as show below:

wherein

Ri-Ro taken independently or Rs and R taken together may be &
hydrogen atom, & halogen atom, a kydroxyl group, or any other organic
groupings containing eny mamber of carbon atoma, preferably 1 — 8 carbon
atoms, and optionally include a heteroatom such as oxygen, sulfur, or
nitrogen grouping in linear, branched, or cyclic structural formats,
representsative Ri-Rs groupings being alkyl, substituted alkyl, alkenyl,
substituted alkenyl, alkynyl, substituted alkynyl, phenyl, substituted phenyl,
atyl, substituted aryl, heteroaryl, substituted heteroaryl, halo, hydroxyl,
aroxy, alkylthio, substituted alkylthio, phenylthio, subatituted phemylthio,
wbmyLlubaﬁmdcnbouywaunghﬁhmdcnboxyLminq
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substitated amino, amido, substituted amido, subfortyl, substituted sulforyl,
sulfonic acid, phosphoryl, substituted phospharyl, phosphonyl, substituted
phosphonyl, polyaryl, substitated polyaryl, C1-C20 oydlic, substituted C1-
C20 cyclic, heterocyclic, substituted heterocyclic, aminoacid, peptide, or
polypeptide group;

Y, Y2, and Y3 taken independently or Y; and Y3 taken together may
bo a Irydrogen atom, & halogen atom, & hydroxyl group, or any other organic
groupings containing any number of carbon atoms, preferably 1 — 8 carbon
atoms, and optionally include a heterostom such as oxygen, sulfur, or
nitrogen grouping in linear, branched, or cyclic structiural formats,
representative Ri-Rs groupings being alkyl, substituted alkyl, alienyl,
substitited alkenyl, alkynyl, substituted alkynyl, phenyl, substituted phemyl,
aryl, substituted aryl, heteroaryl, substituted hateroaryl, halo, hydroxyl,
alkoxy, substituted alkoxy, phenoxy, sbstitried phenoxy, aroxy, substituted
aroxy, alkylthio, substituted alkylthio, phenylthio, substituted phenylthio,
arylthio, substituted arylthio, cyano, isocyano, sobstituted isocyano,
carbomyl, substituted carbonyl, carboxyl, substitnted carboxyl, amina,
substituted amino, amido, substituted amido, sulfonyl, substituted sulfomyl,
sulfonic acid, phosphory], substituted phosphoryl, phosphonyl, substituted
phosphanyl, polyaryl, substituted polyeryl, C1-C20 cyclic, substituted C1-
C20 cyvlic, heterocyclic, substitated heterocyolic, aminoacid, peptide, or
polypeptide group;

Z is a heteratom such as axygen, sulfur, or nitrogen grouping in
linear, branched, or cyclic structural formats; and

X is a heteratom such as oxygen, sulfirr, or nitrogen grouping in
lincar, branched, or cyclic structural formats.

In ane embodiment, the lactone is a securolide, which is a alpha-
methylens-lactone (1) having the struoture:
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In another embodiment, the ester is metiryl a-methylene-y-hydroxy-
butanoate (2) as shown in the following structore:

In still another embodiment, the lactone is a bicyclic compound
having the following structare:

OH
@)

10 B. Excipients
The lactone and functional derivatives can be formulated uging
standard techniques for enteral, parenteral, or topical administration.
Bffective dosages can be determined based on the in vitro assays known to
those skilled in the art, such as the assays described in the examples.
15 Suitable pharmaceutically acceptable vehicles for parenteral delivery
7
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degradable polymers such as polylactic acid end polyglycolic acid, and
copolymers thereof, polyanhydrides, polyorthoesters,
polyhydroxyalkenosates. For injection, the lactones will typically be
formulated as solutions or suspensions in a liquid carrier.

5 For topical delivery, the lactone may be formmilsted in an ointment,
lotion, gel, spmay, or cantrolled or sustained release formmiation (such as a
transdermal patch).

For enteral delivery, the lactone may be formulaied in a tablet,
capsule, suspension or solution, dissolved or encapsulated in an exoipient

10  such as a sugsar like lactose, inert compound such as magnesium stearate,
paraffin derivatives, glycols or gum arabic. The formulations may further
include dyes, flavarings, preservatives, dispersing or emulsifying ageats, or
materials modifying release or stability properties of the formulations.

Thnaﬂivecmppomdmsybomedincomlﬁnﬁmwﬂhnmﬂ

15 pharmaceutically acceptable antimicrobial agent, such as nitroimidazole
antibiotics, e. g. tinidezole and metronidazole; tetracyclines, e. g.
tetracycline, doxycycline and minocycline; penicillins, e. g. amoxicillin and
meziocillin, cephalosporins, e. g. cefaclor, cefadroxil, cephedrins,

20 ceftazidime and cafatriaxone; carbapenams, e. g. imipensm and meropenem;
aminoglycosides , e. g. paromomyocin, macrolide antibiotics, e. g.
erythromycin, clarithromycin and azithromycin; lincosamide antibiotics, . g.

Combinations of the compounds with a pharmaceutical acid-lowering

25 agont mey used in the treatment of acid-related disorders, such as acid pump

inhibitors, e. g., omeprazole and lansoprazole, or H; antagonists, ¢. g.,

30 IL Synthesis of Lactones
The synthesis of the lactones and their respective derivatives involves
the step of forming an alpha-methylene group. Gensrally, the method for
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making a compound of Formmlse Ia and Ic involves: a) providing &
precursor having a lactons structure, and b) reacting the precursor with one
or more chemical reagents to provide a product having a methylene group at
the a-~position of the lactons structure. The product can be treated with a
neucleaphilic agent such as en alcohol, alkaxids, amine, or any other neutral
or enionic neucleaphiles to gensrate a compound of Formula Ib.

Methods of forming the methylens group are stendard techniques
well documented in synthetic organic chemistry (see, for example, March,
“Advanced Organic Chemistry,” 4™ Edition, 1992, Wiley-Interscience
Publication, New Ydrk). The lactones cxn be synthesized, for example, by
starting from & five-member lactone and then derivatizing the alpha position
to add a methylenc group onto the molecule.

For example, as shown by Schemo 1, reacting a compound having the
structure (1) with a base, an alcohol and a ester prodnces an enolate, which
is a precursor to lactone of structure (4) (Sco Schems 1).

Scheme 1
& HCO,G;H, g\&f\om
NeH / EICH @
M Eo ™
l GHCH NG H ), Cl
0
HCOH
«— c\b/mcmmc.ﬂ.
70 oC
) @

The lactone (4) can be further derivatized using standard synthetic
techniques available in tho st of organic synthesis (ses, for example, March,
Supra). For example, carboxyl group functionalizad lactonss (4) can be
propared by, for example, reacting a compound having the stracture (1) with
an agent for alpha carboxylation of lactones (MMC, methyl-Mg-carbonate),
and an aldchyde in the presence of a base such as triethylamine to yield the

9
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lactone of structure (4), which is the isolated naturally occurring lactone
(Scheme 2).

Emrm.ur ? ?
——
HODH, CH,CO;N8 / NHEL,, CH,COH
t om) —
®

In Schems 2, a functionalized methylene group lactone (4), is
prepared by reacting & compound having the strooture (1) with methyl-Mg-
carbonate{MMC), an aldehyde in a buffer with a base NN-
Dimethylformamide [DMF-HCON(CH3)z ], to produce a carboxylic acid
funtionalyzed lactone (1B), and lactons (1B) is then treated with an aldehyde
and Diethylamine, Sodium Acetate, Acetic Acid to produce lactone (4).
Other functionalized lactone derivatives can be readily prepared. For
example, a functionalized derivative lactone (9) can be prepared by reecting
& campound having the structure (5) with an inorganic acid and an alcohol by
heating to reflux to produce an enol-lactone , which is then reduced with a
base to produce a product of structure (7). Reaction of (7) with a base, an
alcohol and a ester produces an enolate, which is a precursor to
functionalized lactones of compound (9) (Scheme 3).

10
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Schemse 3
step 1
ii ﬁ [CH,({CH,),L,P
& + R H —in 0
Gy /™ C @
COLCH,
siop 2 HC! / EtOH
stop 3 reflwex, 3h
)
Q NaBH, / amberiist
i va—
R OH R OH
ElDHIEt,Ole ®
NeH
stop 4
step 5
o THF / HCOH
—_—
T0oC ] 0
R o OH ® H

More functionalized lactones can be prepared by readily available
synthetic method in the art (see, for example, March, “Advenced Organic
Chemistry,” 4* Bdition, 1992, Wiley-Interscience Publication, New York).

5 For example, functionalized Inctones (4) can be prepared by reacting a
compound having the structure (1) with a base, an alcohol and a ester to
produce an enolate, which is & procursor to Jecfone of structure (4) (Scheéme
4). '

11
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Scheme 4

6"‘:‘::"\5”

QHMN(C:H&G

o]
HCOH
é’ — c&’*vmmm
70 oC
@ ®)

The pharmaceutically acceptable salts of the lactone compounds of
the Formnulae Ia-o, if in the form of an acid or a base such as an amine, can
be prepared in a conventional manner by treating a solution or suspension of
the compound of Formmulae Ie-c with about one chemical equivalent of a
pharmaccutically acceptable base or acid. Conventional concentration and
recrystallization techniques are employed in isolating the salt

IL Moathods of Treatment
A.  Disorders to be Treated

Based on the activities determined as desctibed in the examples, the
lactones are useful as enti-infectives and anti-proliferatives. In particular, the
Iactones can be administered in an effective amount to inhibit bacterial or
fungal growth, viral disease or to treat a bactexial or fingal disease.
Examples of preferred bacterial disorders to be treated include peptic ulcer
compositions are comprised of a fungicidally effective amount of a
compound of formmia ! or a salt thereof and an inert pharmacentical carrier.
Examples of the pharmaceutical composition may be plain or sugar-coated
tublsts, gelatin capsules, gramules, suppositorics, injectable proparations,
ointments, creams or gels.

The fungicidal compositions are useful particularly on

12
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Saccharomyces cerevisiae, Candida albicans and other Cendida such as
Candida glabrasa, krusei, tropicalis, preudotropicalis and pargpsilosis, on
negformans, Microsporum canis, Trichophyton rubrum, Trichophyton
mentagrophyte end to combat particulerly digestive, urinary, vaginal or
pulmonary or cuteneous cryptococcosis, bronchopulmonary and pulmonary
aspergilloais and invesive aspergillosis of the immunodepressive system.
The compositions can also be used in the prevention of mycotic affections in
congenital or acquired immunological supprossions.

The lactones can also be administered to treat proliferative disorders,
including cancers. Representative types of cancers which have shown
inhibition in cell growth or proliferation include breast cancer, lung cancer,
ovarisn cancer, esophageal cancer, and lenkemis. Other types of abnormal
proliferative disorders that the lactones may be useful in the treastment of
inchide endometriosis and restenosis, caused by abnoemal overproliferation
of endothelial tissue following angioplasty.

The functionalized lactone (9) above is particularly useful as an
aspartic protease inhibitor, and has boen demonstrated to inhibit the aspartic
protoase of HIV-1, and thereby limit viral processing, and in particular post-
tranalational processing of the viral gens products (gag / gag-pol).

These lactones are also useful in modulating pain response through it
activity as a nsurotransmitter,

B. Dosages

The effective amount will be determined based on the discase or
disorder to be treated, the mode of administrution and the formmlation.
Effective dosages can be routinely determined based on the effective dosages
determined using in vifro assgys such as those desczibed in the examples.

The high activity of Securolide(LMSV-6) agsinst Escherichia colli,
Klebrisla pneumoniae, Pssudomona agroginosa, Staphyloccus aurexs, and
ita low molecular weight aro advantageous. Adventages of Securolide
include its facility and speodinoss to promote pharmacologic respanse; its
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poaaibility to cross over cellular membrane barriars, where high molecular
weight is the main hindrance, and its potent activity againet Preudomonas,
which is one of the more drug resistant microorganiamas.

a fungicidally effective amount of a compound of formmla I or an acid
addition salt theseof by buccal, rectal, parental route, or by local route as a
topical application on the skin end mucous membranes, but the preferred
route is the buccal route, The usual dsily dose is 1 to 5 mg/kg depending on
the method of administration, the condition treated and the specific
compound,

Ths compounds may be administered alone, but will generally be
administered in admixture with a pharmaceutical carrier selected with regard
to the intended route of sdministration and standard pharmaceutical practice.
For example, they can be administered orally or in the form of tablets
containing such excipjents as starch or lactose, or in capsules either alons or
in admixture with excipients, or in the form of elixirs ar suspensions
containing flavaring ar coloring agenis. In the case of animals, they aro
advantageously contained in an animal feed or drinking liquid in a
concentration of about 5 to 5000 ppm, preferably about 25 to about 500 ppm
They can be injected parenteraily, for example, intramuscularly,
intravenously or subcutgneously, For parenteral administration, they are best
used in the form of a sterile aqueous solution which cen contain other
salutes, for example, enough salt or glucose to make the solution isotonic. In
the case of animals, compounds can be administered intramuscularly or
subcutaneously at, dosage lovels of about 0.1 to about 50 mg/kg/day,
preferably sbout 0.2 to about 10 mg/kg/day given in a single daily dose or up
to 4 divided doses.

The compounds can be administered to humens for the treatment of
H. pylori infections by either the oral or parenteral routes and mey be
administered orally at dosage levels of about 0.1 to about 50 mg/kg,
advaniageously about 0.5 to 50 mg/kg/day given in a single dose orup tn 4
divided doses. For intramugculardy or intravenous administration, doss levels

14
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aro sbout 0.1 to sbout 100 mg/kg/day, prefershly about 0.5 to sbout 50
mg/kg/dsy. While intramusculsrly administration may be a single dose or up
to 4 divided doses, intravenous administration can include a contimious drip.
Variations will necessarily occur depending on the weight and condition of

5 the subject being treated and the particular route of administration chosen as
will be known to those skilled in the art.

The second antimicrobial agent and the acid-lowering agent may be
administered with the compounds in the same manner as discussed above for
the compounds of the invention. Thus, depending on the particular agent,

10  administmtion may be amlly at about 0.1 to about 500 mg/kg, for instance at
about 1 to 3 grams per day of second antimicrobial agent, and about 40 to 80
mg per day of the acid-lowering agent, or by injection st about 0.1 to about
200 mg/kg/day.

The present invention will bo further understood by reference to

15 following non-limiting examples.

Example 1: Isolation of Lactone from Securidaca virgata

Securidaca virguta roots were collected at San Cristobal Dominican
Republic. A sample voucher of aerial purt was sent to National Botanic
Garden in order to be identified. Air dried, chopped and milled roots (253 g)

20 were extracted in a Soxhlet apparatus. The cold extract was filtered and then
concentrated iz vacuo (55°C) to afford a syrupy liquid (29.76 g) that means
11.76% of yield. This syrap (28 g, tested microbiologically) wes treated with -
300 m! of Sulfuric acid 0.5M and stirred for 4 hours end then extracted in a
liquid-liquid extraction with chloroform successively until the syrup was

25 soparated from the acid chloroform soluble maiter. Then the hydrosoluble
phase was basified with Ammonium hydroxide 20% (pH =8 -9) and the
hydrosoluble phase extracted again with chloroform. ‘The cholroform extract
was concentrated in vacuo (50°C), to yicld an extract of 5.92 g (vicld
=21.14% with regard to crade extract and 2.33% with regard to roots

30 extracted). The 5.92 g had a purity of 95.34 % LMSV-6 (Securolide™). The
fina] chloroform extract (5.92 g) were chromatographed in basic atumna (63
-150 pm) end eluted with petroleum ether-ethylacetate mixture (30:70).
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Fractions collected were cancentrated to have a pure clear liquid substance
(Securolide™) (1). Chromatographic fractions 72-97 (674 mg) from the
liquid chromatographic column where (1) was isolated was again
chromatographed to obtain an amber colared liquid (2). Compound (1) and
(2) were then testod in bioassays.
Spectroscopic analysis yislded the following data for compound (1):
PHYSICAL DATA
RELATIVEDENSITY: 1.070g/ml pH=5.853
REFRACTIVE INDEX =1 471
SPECTRAL DATA
Mass spectrometry: MS m/z (rel. Int,): molecular ion 98.0 [M*), (54), 68
(100), molecular formula CsHsO5.
Infrared Spectroscopy (IR): 1761.6cm™ (lactonc), 1667 em™ (C=C) 810 om™
In (C"CHI)-
Proton Nuclear Magnetic Resonance (NMR'H, 200 MHz, CDCly: § 2.98
ppm (2 H multiplet ), 4.37 ppm (1H triplet, J=7.4 Hz), 5.65 (1H triplet
J=2.6 Hz), 622 (1H triplet , J=2.6))
Carbon 13 Nuclsar Magnetic Resonance (N\MR" C 200 MHz, CDCL): &
170.7 (C-D, 133.3 (C-2), 27.4 (C-3), 65.5 (C4), 122.2 (C-5)
Double Nuclear Magnetic Resonance Protonic Experiments (frradiations)
double Nuclear Magnetic Resonance Proton Experiments showed coupling
between each one of existing protons. Methylenic exocyclio protons 8 (5.65
and 6.22), irradiation of C-3 showed coupling with C-4 and in this way were
determined all protons connectivity of (1).
Spectroscopic analyxis yielded the following data for compound (2):
Mass Spacirometry: 130.0 (M+, 3), 113 (M +-OH, 12), CgH00;.
Infrared Resonancs (IR): 3614,6cm™ (OH), 1629cm™ (C=C)1150.9 (-CO-
OCHj), 810cm™ (C=CHa).
Proton Magnetic Nuclear Resonance Spectrometry (200 MHz, CDCI3): &
2.54 ppm (2 H td }=6.26Hz), 3.73 (3), 3.72 (2H, t }=6.26Hz), 5.65 (1H t,
J=12H7), 6.21 (1H t, J=L2Hz).
Carbon '* Magnetic Nuclsar Resonance Spectrometry (200 MHz, CDCIy): 8
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167.8 (C-1), 137.2 (C-2), 35.4 (C-3), 61.3 (C-4), 127.3 (C-5), 51.93 (C-6).
Ampoules conzisting of a pharmacentical composition containing the
compound of the formuls 1 (Becurolide ) had the following ingredients:

Original Quantity: 750 Amp

Raw material Weight UM
LMSV-6 (Securolids) 517900  mL 627%
Sesame oil 760.8200 mL 92.20%
Bencilic Aloohol 123750  mL 1.50%
U.S.P.

Total Volume 8249850 mL 99.97%

Example2: Assays for Anti-bacterial Activity.

The material obtained in Examplo 1 was screened for antibiotic
activity against Stapiylococcus awrews, Pseudomonas aeroginosa,
Escherichia coll, und Xiebsiella pneumonias.

Materials and Methods: '
Solvent: Buffer Phosphate 0.1 N, pH=8.0
Antibjotic: LMSV-6 (Pure, Securolide)
Medium cogt: 2 m1/100 mL

Inoculum: 4ml./Petri Dish

Agar 15.0g
PH after sterilization 66 + .01

.'l..l'_ B SYISARRHILN] JAN SOUSOMONnGs gErorinosg {1 J""
Pancreatic digestive Cascin  17.0g
soy Papein digestive 3.0g
Sodium Chloride  5.0g
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Dibasic Potassium Phosphate 2.5
Dextrose 2.5g

Agar 20.03

Water to make about 1.0 Lit

pH after sterilized 7.2 + 0.1

.
[0 1D SECHSTICIUG COll 504 8

Yeast Extract 1.5g

Beef Extract 1.5g

Sodium Chloride  3.5g

Dexxdtrose 1.0g

Dibasic Potassium Phoaphate 3.68g
Monobesic Potessium Phosphate  1.32g
Water To make shout 1.0 Lit

pH after sterilized 7.0 + 0.05

I Concentration (iL/I1GmL})

Bactria 20 40 ]EF | o o

6 (puro)

[Kcoll |
L3
[ Pa. 4
EX]

) ‘Slg4§]

= P

4 41
IEREE

WA [NA (WA |NA |

Unit to measure zone of inhibition is millimeters (mm)

Ciprof =Diac of sensitivity Ciprofloxacine 5 micrograms

Foaf =Disc of sensitivity Fosfomicina 50 micrograms

Dis(-)=Disc of sensitivity with no substence applied

Dis(+)=Disc of sensitivity with 20 microliters of Tween 60 at 2%
N/A =not done Test

Microorganisms used were standardized by American Type Culture
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Collection (ATCC), used in first generation:

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

*Kleb. Klebsiela pnsumordae, ATCC 13882, Lot 202 174, Exp 02/2000 (19-
152)

*Ps. A Pssudomona aeroginosa ATCC 27853, Lot 202992, Exp 08/2000
(19-060)

*St. A Staphyloccos aureus ATCC 12598, Lot 202564, Exp 05/2000 (19-
137

**Str. P Streptoccus pyogsnes, ATCC 2 1547, Lote 202691, Exp 0672000
(19-190)

*=Atmospheric oxygen, Temp =35 + 2°C

**=Atmophetic C0;, Temp =35 + 2°C

Results: .

5 microliters of LMSV-6 (Securolide) inhibits growth of Escherichia
coli, Klebsisla pneumonas, Pseudomonas aeroginosa and Staphyloccusy
aureus.

Dilutions :

10 microlitera/10 mL,, (0.001 microlitera/mT)

20 microlitera/10 m1., (0.002 microlitera/mL)

30 microliters/10 mL, (0.003 microliters/mL)

and 40 microliters mI.(0.004 microliters/ml.)

of LMSV-6 in 10 mL Tween 60 -2% did not exhibit inhibition of bacterial
Example 3: Determination of Minimum Baeterial (Sarcina huiea and
Inkibitory Concentration, MIC, LMSV.6 (Securclide).

Materials and Methods:

Methodology: Poured in plate, medinm Mueler Hinton pH=8

Buffer pH=8 for cefiriaxons pattern dilution

Tween 20 at 2% for LMSV-6 (Securclide) dilution
Microorganism: Sarcina liutea
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Sample(s): LMBV-6 (16.0 microlitera/100 mL and 10 microliter applied to
sensitivity disc).
Methodology: Poured in plate, medium Muelar Hinton p&8
Buffer pH=8 for cafiriaxone pettern dilution
Tween 20 at 2% for LMSV-6 (Securclide) dilution
Used Microorgenism : Sarcing iutea
Sample(S): LMSV-6 (10 microliters/ml. and 20 microliter applied to
itivity disc)
Control Pattern (P): Ceftriaxone (disc with 10 meg)
Rasults:
AFPLIED VOLUME TO DISC ZONE OF INHIBITION
5 microliters 42.0 mm
1.6 microliters20.0 mm

There was no significant zone of inhibition, therefore the Mininmum
Inhibitory Concentration is close to 0.2 microliters of LMSV-6.

The approximate MIC is 0.2 microliters of LMBV-6 3.3 mm jnhibition
Example 4: In vivo Treatment of Bacterial Infection.

Rats were infected in surgery and then successfully treated with
Securolide using doses calculated based on comperison with ceftriaxcne.
Exampls 5: Assays for Anti-neoplastic Actlvity
Materials and Methods:

There are 4 large mimber of biological asaays that require the
measarement of surviving or proliferating mammalian cells. This can be
achieved by different mothods, ¢. g. counting cells that exclude ar include a
dye; measuring reloesed ¥'Cr labeled protein efter coll Iysis; and messuring
incorporation of radiactive nucleotides mdiactive [*H}thymidine) or ['**
IJiododeoxyuridine) during cells proliferation.  Viable cells can be
meagured by vsing any of several siaining methods, but = more accurate
method is the multiwell scanning spectrophotometars (ELISA readers) which
can measure large number of samples with a high degres of precision.

A colorimetric assay to detect living cells, utilizing a colorless
sabstrate that is modified to a colared product by any living cell, but not by
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dead cells or tissue culture medinm, was used. The assay uses Tetrazolium
salts MTT [3-(4,5-dimethylthiazol-2-y1) -2,5 diphemyl tetrazolium bromide]
to moasure the activity of various dehydrogenase enzymes (Slater et al.
1963). The Tetraznlium ring is cleaved by active mitochondrie, so this
reaction only occurs in living cells. Tha cleavage of MTT into Formazan by
the mitochondriat enzyme succinate dehydrogenase produces a dark blue
colored compound (Formazan) whose amount is proportional to the mumber
of cells present. The Formazan concentration in & gradient of Securolide
concenirations was measured by multiwells scanning spectrophotometer
(ELISA reader). Dats snalysis was then used to establish the Inhibitory
concentration fifty (ICsp) which is a quantitative parameter of antineoplastic
activity. Different cancer cells lines were tested in arder to measure
indirectly the cytotoxioc or entineoplastic activity (surviving cells) of LMSV-
6 (Securolide). Cancer cell lines that were tested included HEP 2 (Laringe
carcinoma) and HELA (Cervix Carcinoma).

MATERIALS:

Culture Medium (DMEN -all)

EDTA

Trypsin-EDTA

DMEM + ALL and 10% TERNERO RECENTAL SERUM.

Dimsthyl sulfoxide

MTT [3-(4,5-dimethyltiazol-2-y]) -2,5-diphenyl tetrazolium bromide]

Multiwell scanning spectrophotometers (RLISA readers)
METHODS:

Cells were cultured using standard techniques. See, for example, R.
Ian Freshney “Culture of Animal Cells" A Mamal of Basic Techniqua (Alsn
R Lisa, Inc., New York, Second Edition) p. 245-256.

Asscssment of cell growth inhibition was determined according to the
msthods of Skehan ot al., J. Nat. Cancer Inst. 82, 1107 (1990). Cells were
plated between 400 and 1200 cells/well in 96 well plates and incubated at
37°C for 15-18 h prior to drug addition to allow attachment of cells.
Compounds tested were solubilized in 100% DMSBO and further diluted in
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RPMI-1640 containing 10 mM HEPES. Each cell line was trestad with 10
concentrations of compounds (5 log mange). After a 72 H incubation, 100 ml
of ice~cold S0%TCA was added to cach well and incubated for 1 h at 4°C.
Plates were then washed 5 times with tap water to remove TCA, low-
molecular-weight metabolites and serum proteing, Sulforhodamine B (SRB)
(0.4%, 50 mL) was added to each well. Following a 5 min incubation at
room temperature, plates were rinsed 5 times with 0.1% acetic acid and air
dried. Bound dye was solubilized with 10 mM Tris Base (pH 10.5) for 5 min
on a gyrutory shaker, Optical density was measured at 570 nm.

Seo also Gerlier, et al. J. Immunol. Meth. 94, 57-63 (1986); Slater, et
al,, Biochim. Biophys. Acts, 77, 383-393 (1963); Kasugsi, et ul., Japan J;
Pharmacol. 52,95-100 (1990); Mogmann J. Imennol. Methods, 65, 55-63
(1983); Deniznt, et al., J. Immunol. Methods, 89, 271-277 (1986).

Data were fit with the Sigmoid-Emax concentration-Effact model
(sco Holford, N. H. G.: Scheiner, L. B., “Understanding the dose-effect
relationship: Clinical applications of pharmaco-kinetic-pharmacodynamic
models.”, Clin. Pharimiacokin, 1981, 6,429-453) with non-linoar regression,
weighted by the reciprocal of the square of the predicted response. The
fitting software was developed by the Roswell Paxk Institute with Microsoft
FORTRAN, and uses the Marquardt algorithm (ses Marquardt, D. W, "An
algorithm for least squares estimation of nonlinesr paremeters®, J. Soc. Ind.
Appl. Math. 1963, 11, 431-441) as adopted by Nash (see Nash 1. C.,
"Compact numerical method for computers: Linear algebra end fontion
minimization". Jobhn Wiley & Sons, New Yark, 1979) for the non-linear
regreasion. The concentration of drug which resulted in 50% growth
inhibition (ICsa) was calculated.
Rewults:
LMBV-6 CYTOTOXIC ASSAY IN HEP-2 CELLS POPULATION OF
10" CellvmL (LARINGE. CARCINOMA)
r=0.9878

ICs=10.38 piml.
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LMSV-6 CYTOTOXIC ASSAY IN HEP-2 CELLS POPULATION OF
10° Cella/m1. (LARINGE CARCINOMA)

r=0.9941

IC=37.37 pg/mL

LMSV.-6 CYTOTOXIC ASSAY IN HELA CELLS POPULATION OF
10° Cell/mL (CERVIX CARCINOMA)

1=0.9950

1Cs0=7.37 pg/mL

LMBSV-6 CYTOTOXIC ASSAY IN BELA CELLS POPULATION OF
10° Cella/mL (CERVIX CARCINOMA)

r=0.9941

ICs27.30 pg/mL

Example 6: Testing for Inhibition of H. pyelori
Miaterials and Methods:

Agar Dilution of Antimicrobial compound: 6 mg. of the compound
to be evaluated is solubilized in 0.6 ml 100% dimethylsulfaxide (DMSO)
and then brought up to 6 ml with sterile brucells broth. The final
concentration of DMSO is 10% of the total volume. Serial 2-fold dilutions (3
ml Securolide +3 ml brucells broth) are then mads in sterils brucella broth. A
2 ml aliquot of each broth dilution within the series is placed in separste
sterile petri dishes, to which 18 ml of melted and cooled (spprox. 50°C)
brucells agar supplemented with 7% harse blood is added. This yiclds a final
1:10 dilution of Securclide in agar, and a final concentration of DMSO of
1%. For exammple, if the highest concentration of drug in ager is 100 pg/ml.
Agar plates can be prepared one day prior to inoculating, and refrigerated
ovemight.

Inocula Preparetion: Helicobacter pylori cultures were maintzined on
trypticase soy-5% sheep blood ager plates, and tranaferred every 48 hours.
Helicobacter mustelae cultures were maintained on the same agar and
transferved every 48-60 hours, depending upon the extent of the growth of
the previous transfier. Plates are incubated at 37°C in GasPak jars with water-
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activated (10 ml) CampyPak Flus (BBL Microbio. Systems) envelopes with
palladium catalyst.

Helicobacier cultures can be grown in brucella broth supplemented
with 10% fetal calf serum in 10 ml volumes in deep petri dishes. The plates
are incubatod for 18-20 hours at 37°C in GasPak jers with water-activated
(10 ml) CampyPsk Plus enrvelopes with palladium oatalyst on a shaker at 50
pm.

Ovemight cultures (approximately 10* CFU/ml) are diluted 10-fold in
brucella broth (no FCS) in screwcapped tubes for use as the standard
inoculum. The wells of a Steer roplicator are filled with 0.8 ml of the diluted
organism, and spproximately 2 x 10* cells in 0.002 ml aro placed on the agar
surface. Inoculated plates gre placed in a GasPak jar to which water-activated
(10 ml) Campy Pak Plus envelopes with pafladium catalyst have been added,
and incubated at 37°C. for 48 hours.

Resulis:

Following incubation, all test plates are compared to a Securolide-
freo growth control plate, The MIC is the concentration which inhibits
growth compared to the control plate. A thin film of growth might be visible
at higher concentrations but this is discounted, and not considered the true
MIC. Conirol organisms are also inoculated on each plate, and these are
dihated 1000-fold for use as inocula. The control organisms include
Campylobacter jejuni, and the screening cultures of E. coli [ATCC 35218,
Lot 202602, Exp 05/2000 (19-258)], Psevdomona asroginosa [ATCC
27853, Lot 202992, Exp 0872000 (19-060)], E. cloacae, Providencia stuartii
and P. rettgeri. Plates end/or inocula tranafiers should not be out of the
microeerophilic environment longer than 2 hours. All manipulations
involving Helicobacter cultures was performed in a laminer flow hood to
decrease the chance of contaminating the cultures with mold.

The mouse model of Lee et al., Gastroenterology, 99, 1315-23 (1990)
is used to predict the in vivo activity of a compound ageinst 2. pylori in
humans.

Helicobacter felis is grown in brucella broth with 10% fetal bovine
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serum. A frozen cultare is quickly thawed; the culture is checknd for
muotility and 0.5 mL of ths thawed frozen culture is inoculated into a deep

* tissoe culture dish containing 9.5 mL of the brucella/serum mix. The dishes

are put into a Capy Pak jar [BBL] to insure a microserophilic atmosphere.
The jar is put on a rotary shaker at 60 RPM in a 37°C incubatar. After 18
hours there should be vigible turbidity. The culture is checked for purity and
motility under a (phese) microscope and then pooled into a flask. Swiss-
Webster female mico (18-20 g) are fasted for 18 hours before infection. The
mice nre infected three times on alternate days during a single week. Dosing
begins two weeks after the last dose of organiam. Treatments are given once
pex day for fourteen consecutive days. Sacrifice is about three weeks after
completion of therapy. For each mouse, the stomach is excised and opencd
along the greater curvature. A piug (a 3 mm Tissus section) is taken from the
antrum region of the stomach. The plug surfaced is washed, minced, and
dropped into a tube with 100 microliters of urease reagent. The ureass
reagent (pH 6.3-6.5) containg urea and phenbl red. If Helicobacter is present,
ureaso will break down urea producing a change of pH. Purple (alkaline) is
positive for Helicobacter; red/yollow (no change) is negative. Any color
change is recarded afler 18 hours. There are usually twenty mice per
treatment proup; the percent positive for each group is recorded.

There are several methods used clinically to determine whether
Helicobacter pylort is present in a human subject. These afe amployed for
initial diagnosis of infection prior to treatment, as well as for determining the
success of treatment in eradicating the organism from the petient.

The urca breath test involves ingestion of radiolabelled urea. £
Ppylori produces sn urease enzyme which degrades urea; mammalian gastric
cells do not contain this enzyme. Exhalation of labeled carbon dioxide
(enaly2ed by mass spectrometry or radioactivity, depending on the isotope
employed) therefore indicates that 5. pylor! is present.

Serology can also be used to assess infection with 2 pylorl.
Detection of serum antibodies to H. pylori, such as IgG and IgA, is carried
out using enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). Numerous different
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H. pylori proteins can be employed as antigens.

Endoscopy of the patient provides samples of tissue which can be
cultored in & microacrophilic eavironment to disgnose H pylori infection.
Alternatively, the sample cen be examined histologically by employing one
of a number of stains such as Giemsa or hematoxylin-eosin. An urea test
which takes advantage of the production of urease by H, pylori, cen also be
applied. This test relies on the formation of ammonia from the urea
hydrolysis, which results in an obsarvable change in pH, that is en indication
of the eradication of H. pylori.

Results:
Comparison of patient condition by endoscopy before and after
treatment with the compound of example 1 has shown a decrease or absence
of H. pylori.

Example 7: Determination of Fungal Activity

Materials and Methods:

METHODS

Anti-fangal Activity of the Product may be dotermined as follow.
Female mice weighing 18 to 22 g were used and a quantity of Candida
Albicans 44858 was administared into & vein in the tail at the mto of 10°
CFU per mouse (CFU: colony forming unit). The mice were separated into §
batches of 5 mice and they were treated in the following manner:

One Hour After Infection

group 1: the mice were treated with product et 25 mg/kg arally

group 2: the mice were treated with product intraperitoncally at the
doso of 25 mg/kg

group 3: the mice were treated orally with Ketoconazole at 25 mg/kg

group 4: the mice wero treated intraperitoneally with Ketoconazole at
a dose of 25 mg/kg

group 5; the mice did not receive any anti-fungal treatment.

The dead mice were counted over a pariod of 22 days.
Rasults:
The activity of product was excellent st the dose used in the two
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adminigtration methods. The same treatments were also effective in the
“topical model” with darmal fungi, for exxample trichophyton, and in the
sublethal model.

Migimal [nhibitory C. tratiom (MIC)

Candida albicans cells were prepared as indicated in the J.,
Antimicrobial Chemotherapy 38, 579-587, and were washed 3 times with a
0.1 M phosphate solution and used immediately to determine the minimal
inhibitory concentration (MIC). The MICs were determined by modification
of a microtitre plate according to the standard method of the laboratory
clinical stendards of the Comits National,

RPMI-1640, and L-giatemine buffered at pH 7 with a 0.15 M solation
of MOPS (3-[N-morpholino]propane sulfonic acid). Candida albicans cells
(1.5 x 10° cella/mI) were added to the wells of a 96-well plate containing
RPMI-1640 and dilutions of antifungal agents. Ths results were read 48
bours after incubation at 35°C and the MIC or the minimal inhibitory
concentration which inhibited the growth of the Candida albicans cells was

AﬂzmdmgihnMICat“hom,ﬂmplﬂumabnkmmdlom
of well aliquot was removed from the wells which was placed on rectangular
disks containing dextrose sugar. The plates were incubated for 48 hours at
35°C snd the minimal fumgicidal cancentration and the concentration of the
antifungal agent at which there were no number of colony forming units.

Concomitant assays were made where LMBV-6 showed high activity
against Candida albicans.

Example8: Treatment of Periodontal Discase

It has been found that the Securclide is selectively effective against
whmtolnullylpphedtoﬂ:uﬁchdm

Them:mmummh:h:ﬁ:rymmtmhm(MIC)mdedtnhll
Barteroides assaccharolyticus (Forsyth strain), determined according to the
procedure of Walker et al (Antimicrobial end Chemotherapy, Vol. 16, p.
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452-457, (1979), is betwean 6 to 60 micrograms per mi. The MIC value for
B. gingivalis is 6 micrograms per ml. The MIC value for B. gracilis and
Fusobacteriwmn, other gram negative organisms is about 25 for each; md the
MIC value for the gram positive organiem Actinomyces viscosus is 60 for
the acrobic strain and 60 for the anaerobio strain.
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I claim:
| An isolated compound defined by ane of the following structares:

Ry
Ra Re
Ry
Rq R »
Formula In Formula Ib

wherein Ri-R7 taken indspendently or Ry-Rs taken together are a hydrogen atom
or & group or grouping selected from the group consisting of alkyl, substituted
alkyl, alkenyl, substituted alkemyl, alkynyl, sobstituted alkynyl, phenyl,
substituted phenyl, aryl, substituted aryl, heteroaryl, substituted heteroaryl, halo,
hydroxyl, alkoxy, substituted alkoxy, pheooxy, substituted phenoxy, aroxy,
substituted aroxy, elkylthio, substituted alkylthio, phenylthio, substituted
phentylthio, arylthio, substituted arytthio, cysno, isocyano, substituted isocyano,
carbony], substituted carbonyl, carboxyl, substituted carboxyl, amino, substituted
amino, amido, substituted amido, sulfonyl, substituted sulfonyl, sulfonic acid,
phosphoryl, substituted phosphoryl, phosphonyl, substituted phosphonyl,
polyaryl, substitited polysryl, C1-C20 cyclic, substituted C1-C20 cyclic,
heterocyclic, substitted heterocyclic, aminoacid, peptide, snd polypéptide
groups,

Z is a heteratom selested from the group consisting of oxygen, sulfur, and
nitrogen groupings in linsar, branched, or oyclio structural formats;

Z is a hydrogen atom, & halogen atom, a hydroxyl group, or an organic
group baving 1-8 carbon atoms which includes a heteroatom selected from the
group consisting of oxygen, sulfur, and nitrogen groupings in linear, branched, or
cyclic strustural formats; und

X is a heteratom selected from the group consisting of oxygen, sulfur, and
nitrogen groupings in linesr, branched, ar cyclic structural formats, or

an isolated iactone dafined by the following structure:

PCT/US02/18602
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Ri-Ro taken indepandently or Rs and R taken together may be a hydrogen
atom or any other groups or groupings selocted from the group consisting of
alkyl, substituted alkyl, alkenyl, substituted alkenyl, alkynyl, substituted alkynyl,
phenyl, substituted phenyl, aryl, substituted aryl, heteroaryl, substituted
hetaroaryl, halo, hydroxyl, alkoxy, substituted alkoxy, phenoxy, substituted
phenoxy, aroxy, substituted aroxy, alkylthio, substitated alkylthio, phenyithio,
substituted phenylthio, aryithio, substituted arylthio, cyano, isocyeno, substituted
isocyano, carbonyl, substituted carbomyl, carboxyl, substituted carboxyl, amino,
substituted amino, emido, substituted amido, sulfonyl, substituted sulfonyl,
sulfonio acid, phosphoryl, substituted phosphoryl, phosphomyl, substituted
phosphonyl, polyaryl, substituted polysry), C1-C20 cyclic, substituted C1-C20
cyclic, heterocyclic, substituted heterocyclic, amimoacid, peptide, and polypeptide
groups;

Y;,Yz,de;hhnindapendmﬂyorYlndY;hhnmyﬂmm-yben
Iydrogen ar any other groups or groupings sclected from tho group consisting of
alkyl, substituted alkyl, alkenyl, substituted alkenyl, alkynyl, substitated alkynyl,
phenyl, substituted phenyl, aryl, substituted aryl, heteroaryl, substituted
heteroaryl, halo, hydroxyl, alkoxy, substitted allery, phenoxy, substituted
substituted phenylfhio, arylthio, substituted arylthio, cyano, isocyano, substituted
isocyano, carbonyl, substituted carbonyl, carboxyl, substituted carboxyl, amino,
substituted amino, amido, substituted amido, sulfonyl, substituted sulfonyl,
sulfonic acid, phosphoryl, substituted phosphoryl, phosphomyl, substituted
phosphonyl, polyaryl, substituted polyaryl, C1-C20 oyclic, substituted C1-C20
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Sroups;
Z is 2 heteratom selected from the group consisting of oxygen, suifur, snd
nitrogen groupings in linear, branched, or cyclic structural formats; snd
X is a heteratom selected fram the group consisting of oxygen, sulfur, and
nitrogen groupings in linear, branched, or cyclic structural formats.
The compound of claim 1 defined by Formuia Ia.
The campound of claim 2 whexein the X is an oxygen.
The compound of claim 2 wherein Ry is an exocyclicc methylene.
Tho compound of claim 1 defined by Formula Ib.
The compound of cleim 1 which has one of the following structure,

B

7. The compound of claim 1 of Formmla Ia wherein the lactone is isolated
from a Secwuridaca virgata,

8. The compound of claim 1 of Formuls Ia further comprising a
pharmaceutically acceptable carrier for parenteral, enteral, or topical

9. A method of treating a patient in need thereof, comprising administering
an effective amount of the compound defined by one of the following structures:

Ry
Re Rg
R' [
Rq E 2Ry
Formula I

PormulaTh

L L O

wherein Ri-R7 taken independently or Rs-Rs taken together are a hydrogen atom

31
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OF & group or grouping selected from the group consisting of alkyl, substituted ‘)7(
alkyl, alkenyl, substituted alksnyl, alkyryl, substituted alkynyl, phenyl,
substituted phenyl, aryl, substituted aryl, heteroaryl, substituted heteroaryl, halo,
hydroxyl, alkoxy, substituted slkoxy, phenoxy, substituted phenoxy, aroxy,
substitited aroxy, alkylthio, substituted alkylfhio, phenryithio, substituted
carbonyl, substituted carbonyl, carboxyl, substitnted carboxyl, amino, substituted
amino, amido, substituted amido, sulfonyl, substituted sulfonyl, sulfonic acid,
phosphoryl, substituted phosphoryl, phosphonyl, substituted phosphonyl,
polyaryl, substitited polyaryl, C1-C20 cyulic, substituted C1-C20 oyelic,
heterocyclic, substituted heterocyclic, aminoacid, peptide, and polypeptide
groups;

Z is a heteratom selected from the group consisting of oxygen, sulfir, snd
nitrogen groupings in lineer, branched, or cyclic structural formats;

Z!' is a hydrogen atom, & halogen stom, & hydroxyl group, or an organic
group having 1-8 carbon atoms which includes a heteroatom selected from the
group congisting of oxygen, sulfur, and nitrogen groupings in linear, branched, or
cyclic structural formats; and

X is a heteratom selected from the group consisting of oxygen, sulfur, and
nitrogen groupings in linear, branchad, or cyclic structural formats, or

an isolated lnctone defined by the following strocture:

Ry
Ys

wherein
Ri-Ro taken independently or Rs and R, taken together may be a hydrogen

atom or any other groups or gronpings selected from the group consisting of
32
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alkyl, substituted alkyl, alkenyl, substituted allenyl, alkynyl, substituted alkymyl,
phenyl, substituted pheny, aryl, substituted aryl, heteroaryl, substitated
heteroaryl, halo, hydroxyl, alkuxy, substitated alkoxy, phenoxy, substituted
substituted phenyithio, arylthio, substituted arylthio, cyano, isocyano, substituted
isocyano, carbomyl, sbstituted carbonyl, carboxyl, substituted carboxyl, amino,
substituted amino, amido, substituted amido, sulfonyl, substituted sulfonyl,
sulfonic ecid, phosphoryl, substituted phosphoryl, phosphonyl, substituted
phosphanyl, polyeryl, substituted polyaryl, C1-C20 cyclic, substituted C1-C20
oyclic, fio. substitated het tic, aminoacid, peptide, and polypepfi
groups;

Y1, Ya, and Y; taken independently or Y; and Y; taken together may be a
bydrogen or any other groups or groupings selocted from the group consisting of
alkyl, substituted alkyl, alkenyl, substitated alkenyl, alkynyl, substituted alkynyl,
phenyl, suhstituted phenyl, aryl, substituted aryl, heteroaryl, substituted
heteroaryl, halo, kydroxyl, alkoxy, substituted alkoxy, phenoxy, substituted
substituted phenylthio, arylthio, substituted erylthio, cyano, isocyano, substituted
isocyeno, carbomyl, substituted carbanyl, carboxyl, substituted carboxyl, amino,
substituted amino, amido, substituted amido, sulfonyl, substituted sulforiyl,
sulfonic acid, phospharyl, substituted phosphoryl, phosphonyl, substituted
Pphosphony], polyaryl, substituted polyaryl, C1-C20 cyelic, substituted C1-C20
cyclic, heterocyclic, substituted heterocyclic, aminoacid, peptide, and polypeptide
groups;

Z ia a heteratom selested from the group consisting of oxygen, sulfur, sod
nitrogen groupings in linear, branched, or oyclic structural formats; and

X is a heteratom selected from the group consisting of oxygen, sulfur, and
nitrogen groupings in linear, branched, or cyclic structural formats.

10.  The method of claim 9 wherein X is oxygen,

11. The method of claim 9 wherein Ry is an exocyclicc methylens.,
12.  The method of claim 9 wherein the compound has one of following
structures:
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13. The method of claim 8 whercin the compound of Formuls Ia is

14.  The method of claim 9 wherein the patient has a proliferstion disorder.
15. The method of claim 14 wherein the prolifsrstion disorder is cancer.

16. The method of claim 9 wherein the patient has an infection.

17.  ‘The method of claim 16 wherein the infection is bacterisl.

18.  The method of claim 16 whearein the infection is fingal.

19. The method of claim $ wherein the patient has peptic ulcer disease.

20. The mothod of claim 19 wherein the peptic ulcer disease is linked to the
presence of Helicobacter pylori.

21. The method of claim 9 wherein the patient is in pain.

22. The method of claim 9 further comprising administering the compound of
Farmula Ig in a pharmaceutically acceptable carrier.

23,  The method of claim 22 wherein the carrier for oral administration is a
mouthwash, lozengs, tablet, capsule, solution, suspension, granule, or any
combination thereof.

24. The method of claim 22 wherein the carriar for topical administration is a
lotion, paste, plaster, powder, tape, patch, aerosol, solution, tincture, or any

25. A process of isolating & lactone from a plant, the lactons being defined by
the following structure:

PCT/US02/18602
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Re

wherein Ri-R7 taken independently or R3-Rs takem together are a hydrogen atom
or & group ar grouping selected from the group conaisting of alkyl, substituted
alkyl, alkenyl, substituted alkenyl, alkynyl, substituted alkynyl, phenyl,
WML"YLMWIULMWLNWWLM
substituted aroxy, alkylthio, substituted alkyithio, phenylthio, substitoted
carbonyl, substituted carbonyl, carboxyl, substituted carboxyl, amino, substituted
amino, amido, substituted amido, sulfonyl, substituted sulfomyl, sulfonic acid,
phosphoryl, substituted phosphoryl, phosphonry), substituted phosphonyl,
polyaryl, substitated polyaryl, C1-C20 cyulic, substituted C1-C20 cyalic,
groups,;

Z is a hoteratom selected from the group consisting of oxygen, sulfur, and
nitrogen groupings in lincar, branched, or cyclic structural formats; and

X is a hateratom selected from the group consisting of oxygen, sulfur, and
nitrogen groupings in linear, branched, or cyclic stractural formats, comprising
extracting the Iactons from plant material.
26. The process of claim 25 wherein the plant is Sacuridaca virgaia.
27.  The process of claim 25 wherein the method of isolation is extraction
followed by chromatography.
28. A eyntbetic compound defined by one of the following structures:

K-



WO 02100354 PCT/US02/18602

Ry

Ry

Formula In Farmula Ib
wherein Ri-R7 taken independently or R3-R¢ teken together are a hydrogen atom
or a group or grouping selected from the group consisting of alkyl, substitated
alkyl, alkenyl, substituted alkenyl, elkynyl, substituted alkymyl, phenyl,
substitted phenyl, aryl, substituted aryl, heteroaryl, substituted heteroaryl, halo,
hydroxyl, alloxy, substituted alkaxy, phenoxy, substituted phenoxy, aroxy,
mubstituted aroxy, alkylthio, substituted alkyithio, phenylthio, substituted
phenylthio, arykhio, substituted aryithio, cysno, isocyano, substituted isocyano,
carbonyl, substituted carbonyl, carboxyl, substitnted carboxyl, amino, substituted
amino, amido, substituted amido, sulfoeryl, substititted sulfonyl, sulfonic acid,
phosphoryl, substituted phosphoryl, phosphonyl, substitted phosphonyl,
polyaryl, substituted polyaryl, C1-C20 cyclic, substituted C1-C20 cyclic,
groups;

Z is a hoteratom selected from the group consisting of oxygen, sulfur, and
nitrogen groupings in linear, branched, or cyclic structural formats;

Z' is a hydrogen atom, & halogen atom, a kydroxyl group, or an arganic
group having 1-8 carbon atoms which includes a heteroatom selected from the
group consisting of oxygen, sulfur, and nitrogen groupings in linear, branched, or
cyclic structural formats; and

X is a hotaratom selected from the group consisting of oxygen, slfur, and
nitrogen groupings in linear, branched, or cyclio structural formats, or
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an isolated lactone defined by the following structure:

wherein

Ri-Re taken independently or Ry and R4 taken together may be a hydrogen
atom ar any other groups or groupings solected from the group consisting of
alkyl, substituted alkyl, alkeny], substituted allomy], alkynyl, substituted alkyzyl,
phenyl, substitated phenyl, aryl, substitoted aryl, hetercaryl, substituted
heteroaryl, halo, hydroxyl, alkoxy, substituted alkoxy, phenoxy, substitated
phenoxy, aroxy, substituted aroxy, alkylthio, substituted alkylthio, phenylthio,
substituted phenylthio, arylthio, substituted arylthio, cyano, isocyano, substituted
isocyano, carbonyl, substituted carbonyl, carboxyl, substituted carboxyl, amino,
substitnted amino, amido, substituted amido, sulfonyl, substituted sulfonyl,
sulfonic acid, phosphoryl, substituted phosphoryl, phosphomyl, substituted
phosphonyl, polyaryl, substituted polyaryl, C1-C20 cyclic, substituted C1-C20
cyclic, heterocyclic, substituted heterocyclic, aminoacid, peptide, and polypeptide
£roups;

Y1, Y, and Y3 taken independently or Y; and Y; taken together may be a
hydrogen or anty other groups or groupings selected from the group consisting of
alkyl, substituted alkyl, alkenyl, substituted alkenyl, alkynyl, substituted alkynyi,
phenyl, substituted phenyl, aryl, substituted aryl, hoteroaryl, substituted
heteroaryl, halo, hydroxyl, alkoxy, substituted alkoxy, phenoxy, substitoted
phenouy, aroxy, substituted aroxy, alkylthio, substituted alkylthio, phenyithio,
substituted phenylihio, arylthio, substituted arylthio, cyano, isocyano, substituted
isocyano, carbonyl, substituted carbomyl, carbaxyl, substitated carboxyl, amino,
substituted amino, emido, substituted mmido, sulforyl, substituted sulfomyl,
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sulfonic acid, phosphoryl, substituted phospharyl, phosphanyl, substituted
phosphonyl, polyaryl, substituted polyaryl, C1-C20 cyclic, substituted C1-C20
Broups;

Z ia a heteratom selected from the group conaisting of oxygen, sulfur, end
nitrogen groupings in linear, branched, or cyclic structural formats; and

X ig a heteratomn selected from the group consisting of axygen, sulfur, and
nitrogen groupings in lincar, branched, or cyclic structural formats.
29. The compound of claim 28 defined by any of the following structure:

30. A method of making & compound of Formulas Ia and Ic comprising:
a) providing a precursor having a lactons structure, and
b) reacting the precursor with one or more chemical reagents to provide a
product having a methylene group at the a-position of the lactone structure,
31. A method of making a compound of Formuls Ib comprising:
a) providing a precursor having a lactons structure,
b) reacting the precursor with one or more chemical reagents to provide a
product having a methylens group ut the a-position of the lactons structure, and
c) reacting the product with a neucleaphile.
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TORMULACIONES DE LACTONA Y METOD 8 DE D80

CAMRO DE LA INVENCION
Las invenciones de la presente son generalmente del
campo de las lactonas activas farmacéuticamente, sus
formulaciones farmacéuticas, y mééodo de uso de las mismas,
y métodos para la preparacién sintética de 1lactonas
funcionales quimicamente de las mismas Gtiles como agentes

anti-infecciosos y anti-céncer.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

A pesar del desarrollo de muchos compuestos diferentes
que son f1tiles en el tratamiento de 1las infecciones,
cancer, y de otros trastornos, persiste una necesidad por
el desarrollo de nuevos compuestos que puedan ser efectivos
en dosificaciones inferiores, méAs selectivas, que 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
tratamliento de infecciones, cancer, trastornos de
proliferacién anormal (endometriosis, restenosis,
psoriasis), y otros trastornos. La mayoria de los agentes
quimioterapéuticos tienen efectos colaterales debido a la

falta de especificidad. Por ejemplo, el céncer es una de

X
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las causas que conducen a la muerte. Una de las modalidades
primarias de tratar céncer, la quimioterapia, es usada
especificamente para limitar el crecimiento y la
replicacién celular. La mayor parte de los agentes de
quimioterapia también afectan a las células de
proliferacién radpida y neoplésticas de los tejidos
normales, por ejemplo médula ésea, foliculos pilosos,
etc.), los cuales dan como resultado varios efectos
colaterales negativos que incluyen la pérdida del cabello,
nduseas, vémitos, y supresién de la funcién de la médula
6sea. Ademis, la efectividad de estos agentes disminuye
frecuentemente con el tiempo debido al desarrollo de
resistencia.

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

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

Es un objeto adicional de 1la presente invencién
proporcionar agentes anti-infecciosos que sean especificos
Yy diferentes de muchos otros fédrmacos actualmente en uso,
para proporcionar un método alternativo de tratamiento para

organismos resistentes a farmacos.
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SUMARTI DE LA INVENCION

Se han descubierto los compuestos de las férmulas Ia y
Ic que 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
funcionales han sido aislados desde Securidaca virgata.
Eatos compuestos son mencionados como LMSV-6 o
Securolide™. Los compuestos purificados han demostrado
actividad en ensayos para actividades antibacterianas y
antifingicas, y para tratar trastornos en la proliferacién
tales como céncer. Con base en ensayos in vitro, las
lactonas son 1tiles para tratar trastornos en la
proliferacidén que incluyen, por ejemplo, céancer de seno,
cancer de colon, céncer rectal, céncer estomacal, céncer
pancreatico, céncer de pulmén, cancer de higado, céncer
ovarico, céncer de eséfago, y leucemia. Son tambilén
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 Férmulas
Ia y Ic generalmente involucra: a) proporcionar un
precursor que tenga una esatructura lacteona, y b) hacer

reaccionar al precursor con uno o mAs reactivos quimicos

ol
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para proporcionar un producto que tenga un grupo metileno
en la posicidén alfa de la estructura lactona. El producto
puede ser tratado con un agente nucleofilico tal como un
alcohol, alcéxido, amina, o cualquier otroc neutral o
nuclebéfilo aniénico para generar un compuesto de férmula

Ib.

DESBCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION
I. Compoasiaiones de laatona
A. Lactonas aisladas desde Securidaca virgata.
Se describen lactonas con un grupo metileno exociclico
y sus respectives derivados con un hidroxilo en posicién
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 cromatograficos, desde un vegetal cuyo
nombre cientifico taxonémico es Securidaca virgata, el cual
pertenece a Polygalaceae como su familia boténica. Como se
usa en la presente, el término “lactonas” abarca cualquier
producto quimico orgidnico que tenga una estructura lactona
anular de cinco elementos en la cual el A&tomo de oxigeno
del grupo C=0 puede ser reemplazado por un atomo de azufre
o por un agrupamiento de nitrégeno. El término “derivados”
como se usa en la presente se refiere a cualquier compuesto

que sea elaborado desde las lactonas al hacer reaccionar
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las lactonas con uno o miAs reactivos quimicos. El1 término
también se refiere a cualquier producto obtenible por medio
de la abertura del anillo de las lactonas con un agente
nucleéfilico orgénico o 1inorgénico para formar, por
ejemplo, un &cido, éster, amida, o cunalquier otro producto
de los mismos.

En una modalidad, la lactona tiene la siguiente

estructura quimica:

Férmula Ia .

en donde

Ri1-Rs tomados independientemente o R3;—-Rg tomados juntos
son un atomo de hidrégeno, un atomo de halégeno, un grupo
hidroxilo, o cualquier otro agrupamiento orgénico que
contenga cualquier nimero de dtomos de carbono,
preferiblemente 1 - 8 &Atomos de carbono, y opcionalménte
que incluya un heteroatomo tal como un agrupamiento de
oxigeno, azufre, o nitrégeno en formatos eatructurales
lineales, ramificados, o ciclicos, agrupamientos de R;-Rg

representativos que son alquilo, algquilo substitutido,

ey



10

15

20

25

alquenilo, alquenilo substituido, alquinilo, alquinilo
substituido, fenilo, fenilo substituldo, arilo, arilo
substituido, hetercarilo, heterocarilo substituido, hale
hidroxilo, alcoxi, alcoxi substituido, fenoxi, fenoxi
substituido, aroxi, aroxli substituido, alquiltio, alquiltio
substituido, feniltio, feniltio substituido, ariltio,
ariltio substituido, clano, isociano, isociano substituido,
carbonilo, carbonilo substituido, carboxilo, c¢arboxilo
substituido, amino, aminc substituido, amido, amido
substituldo, sulfonile, sulfonilo subatituido, Acido
sulfénico, fosforilo, fosforilo substituido, foafonilo,
foafonilo substituido, poliarilo, poliarilo substituido,
grupos Cl-C20 ciclicos, C1-C20 ciclicos substituidos,
heterociclicos, heterociclicos substituidos, aminoé&cidos,
péptidos o polipéptidos;

Z es un heterodtomo tal como un agrupamiento de
oxigeno, azufre, o nitrégeno en formatos estructurales
lineales, ramificados o ciclicos; y

X es un heterocAtomo tal como un agrupamiento de
oxigeno, azufre, o nitrdégeno en formatos estructurales
lineales, ramificadoa, o ciclicos.

En otra modalidad, el compuesto tiene 1la siguiente

estructura quimica:

SOA«



10

15

20

25

Férmula Ib

en donde

R;-R7 tomados independientemente o R3-Rg tomados juntos
pueden ser un atomo de hidrégeno, un &tomo de halégeno, un
grupo hidroxilo, o cualquier otro agrupamiento orgdnico que
contenga cualquier nimero de atomos de carbono,
preferiblemente 1 - 8 &tomos de carbono, e incluye
opcionalmente un heterodtomo tal como un agrupamiento de
oxigeno, azufre, o nitrégeno en formatos estructurales
lineales, ramificados, o ciclicos, agrupamientos R1-R6
representativos gque son alquilo, algquilo substituido,
alquenilo, alquenilo substituido, alquinilo, alquinilo
substituido, fenilo, fenile substituide, arileo, arilo
substituido, hetercarilo, hetercarilo substituido, halo,
hidroxilo, alcoxi, alcoxi substituido, fenoxi, fenoxi
substituido, aroxi, aroxi substituido, alquiltio, alquiltio
substituido, feniltio, feniltio substituido, ariltio
ariltio substituido, ciano, isoclano, isoclano substituido,
carbonilo, carbonilo substituido, carboxilo, carboxilo

substituido, amino, amino substituido, amido, amido
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substituido, sulfonilo, sulfonilo substituido, 4&cido
sulfénico, fosforilo, fosforilo subsatituido, fosfonilo,
fosfonilo substituido, poliarile, poliarilo subsatituido, un
grupo C1-C20 ciclico, C1-C20 ciclico substituido,
heterociclico, heterociclico substituido, aminoécido,
péptido, o polipéptido;

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

2 es un heterodtomo tal como agrupamientos de oxigeno,
azufre, o nitrégeno en formatos estructurales 1lineales,
ramificados, o ciclicos; y

Z' puede ser un é&tomo de hidrégeno, un Atomo de
halégeno, un grupo hidroxilo, o cualquier otra composicién
orxganica que contenga deade 1 - 8 &tomos de carbono e
incluir opcionalmente un agrupamiento de hetero&tomo tal
como oxigeno, azufre, o nitrégeno, en formatos
estructurales lineales, ramificados, o ciclicos.

En alin otra modalidad, las lactonas que tienen un
grupo alfa-metileno puede tener la estructura que se

muestra a continuaclén:
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en donde

Ri-Rg taomados independientemente o Rs y Rg tomados
juntos pueden ser un datomo de hidrégeno, un &atomo de
halégeno, un grupo hidroxilo, o cualquier otro agrupamiento
orginico que contenga cualquier nimero de Atomos de
carbono, preferiblemente 1 - 8 &tomos de carbono, e incluye
opcionalmente un hetercatomo tal como agrupamientos de
oxigeno, azufre, ¢ nitrégenc en formatos estructurales
lineales, ramificados, o ciclicos, siendo los agrupamientos
de R;-Rg representativos, alquilo, algquilo substituido,
alquenilo, algquenilo substituido, alquinilo, alquinilo
substituido, fenilo, fenilo substituido, arile, arilo
substituido, heteroarilo, hetercarilo substituido, halo,
hidroxilo, alcoxi, alcoxi substituido, fenoxi, fenoxi
substituido, aroxi, aroxi substituido, alquiltio, alquiltio
substituido, feniltio, feniltio substituido, ariltio,
ariltio substituldo, ciano, isociano, isociano substituido,

carbonilo, carbonilo substituido, carboxilo, carboxilo
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substituido, amino, amino substituido, amido, amido
substituido, sulfonilo, sulfonilo substituido, acido
sulfénico, fosforilo, fosforilo substituido, fosfonilo,
fosfonilo substituldo, poliarile, poliarilo subatituido,
grupos Cl-Cc20 ciclico, Cl1-C20 ciclico substituido,
heterociclico substituido, aminodcido, péptido, o
polipéptido:;

Y1, Yz, e Y3 tomados independientemente o Y; e Y;
tomados juntos pueden ser un Atomo de hidrégeno, un Atomo
de halégeno, un ¢grupc hidroxilo, o cualquier otro
agrupamiento organico que contenga cualquier nimero de
dtomos de carbono, preferiblemente 1 - 8 Atomos de carbono,
e incluye opcionalmente un heterocdtomo tal como un
agrupamiento de oxigeno, azufre, o nitrégeno en formatos
estructurales lineales, ramificados, o ciclicos, siendo
agrupamientos representativos de R;-Rg, alquilo, alquilo
substituido, alquenilo, algquenilo substituido, alquinilo,
alquinilo substituido, fenilo, fenilo substituido, arilo,
arilo substituido, heterocarilo, heterocarilo substituido,
halo, hidroxilo, alcoxi, alcoxi substituido, fenoxi, fenoxi
substituido, aroxi, aroxi substituido, alquiltio, alquiltio
substituido, feniltio, feniltio substituido, ariltio,
ariltioc substituido, ciano, isociano, isociano substituido,
carbonilo, carbonile substituido, carboxilo, carboxilo

subatituido, amino, amino substituido, amido, amido
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substituido, sulfonilo, sulfonilo substituido, A&cido
sulfénico, fosforilo, fosforile substituido, fosfonilo,
fosfonilo substituido, poliarilo, poliarilo substituido, un
grupo Cl-C20 ciclico, Cl1-c20 ciclico substituido,
heterociclico, heterociclico substituido, aminoécido,
péptido, o polipéptido;

Z e3 un heterodtomo tal come un agrupamiento de
oxigeno, azufre, o nitrégeno en formatos estructurales
lineales, ramificados, o ciclicos; y

X es un heterodtomo tal c¢omo un agrupamiento de
oxigeno, azufre, o nitrégeno en formatos lineales,
ramificados, o ciclicos.

En una modalidad, la lactona es un Securolide, el cual

e3 una lactona alfa-metilénica (1) que tiene la estructura:

En otra modalidad, el éster es a-metilen-y-hidroxi-
butancato de metilo (2) que se muestra en la estructura

siguiente:
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En aln otra modalidad, la lactona es un compuesto

biciclico que tiene la estructura siguiente:

OH

@)

B. Exoipientes

La lactona y los derivados funcionales pueden ser
formulados usando técnicas estidndares para administracién
entérica, parenteral, o tépica. 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
liberaclén parenteral incluyen solucién salina estéril,

solucién salina regulada de fosfato, y formulaciones de



10

15

20

25

13

microparticulas estandares para inyeccién, que incluyen
microesferas poliméricas, microcdpsulas, liposomas, y
emulsiones. Estas pueden incluir polimeros degradables,
tales como &cido polildctico y 4&cido poliglicélico, vy
copolimeros de los mismos, polianhidridos, poliortoésteres,
polihidroxialcanocatos. Para inyeccién, las lactonas seran
tipicamente formuladas como soluciones © suspensiones en un
portador liquido.

Para liberacién tépica, la lactona puede ser formulada
en un ungliento, locién, gel, nebulizacién, o formulaciones
de liberacién sostenida o controlada (tal como un parche
transdérmico)}.

Para liberacién entérica, 1la .lactona puede ser
formulada en una tableta, capsula, suspensién o solucién,
disuelta o encapsulada en un excipiente tal como una azidcar
como lactosa, un compuesto inerte tal como estearato de
magnesio, derivadoa 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 liberacién de las
formulaciones.

El compuesto activo puede ser usado en combinacién con
un segundo agente antimicrobiano aceptable

farmacéuticamente, tal como nitreoimidazol, antibidticos,
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por ejemplo, tinidazol y metronidazol; tetraciclinas, por
ejemplo, tetraciclina, doxiciclina Yy minociclina;

penicilinas, por ejemplo amoxicilina y meziociclina,

cefalosporinas, por ejemplo, cefaclor, cefadroxil,
cefadrina, cefuroxima, axetil cefuroxima axetil,
cefalexina, proxetil cefpodoxima, ceftazidima Yy

ceftriaxona; carbapenemos, por ejemplo, imipenemc vy
meropenemo; aminoglicdsidos, por ejemplo paromomicina,
antibiéticos macrélidos, por ejemplo, eritromicina,
claritromicina y azitromicina; antibiéticos lincosamidas,
por ejemplo, clindamicina; rifanicina g, rifampicina, vy
nitrofurantoina.

Combinaciones de 1los 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 acido, por ejemplo omeprazol y
lansoprazol, o antagonistas de Hz, por ejemplo, ranitidina,
cimetidina, y famotidina,

II. Sintesis de Lactonas

La sintesis de las lactonas y sus derivados
respectivos involucran la etapa de formar un grupo alfa-
metileno. Generalmente, el método para elaborar un
compuesto de Férmulas Ia y Ic involucra: a) proporcionar un
precursor que tenga una estructura lactona, y b} hacer

reaccionar al precursor con uno o mids reactivos quimicos
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para proporcionar un producto que tenga un grupo metileno
en la posicién alfa de la estructura lactona. El producto
puede ser tratado con un agente nucleofilico tal comoc un
alcochol, alcoxida, amina, ©¢ cualquier otro nucleéfilo
neutro o aniénico para generar un compuesto de Férmula Ib.

Los métodos de formar el grupo metileno son técnicas
estdndares bien documentadas en quimica orgénica 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 afladir un grupo metileno
sobre la molécula.

Por ejemplo, como se muestra en el Esquema de Reacclén
l, hacer reaccionar un compuesto que tenga la estructura
(1) con una base, un alcohol y un éster, produce un
enolato, el cual es un precursor para lactonas de

estructura (4) (Ver el Esquema de Reaccién 1).
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Eaquema da Reacolén 1

Y MGk o N 0N
NaH / E1OH @
M Eo THF
CyH,CH,N(GH, G

<OH g O(C, HNCHCH,

70 0C
“ -

La lactona (4) puede ser derivatizada adicionalmente
usando técnicas sintéticas estdndares 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
carboxilacién 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 Reaccién 2).

0
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W4IMF|GI'
—
HCOH, CH,C0,Na / NHEY,, CH,COH
1) —_—
@

En el Esquema de Reaccién 2 una lactona (4)

(1B)

funcionalizada con un grupo metileno, se prepara al hacer
reaccionar un compuesto que tenga la estructura (1) con
carbonato de Mg-metilo (MMC), un aldehido en un regulador
con una base NN-Dimetilformamida [DMF-HCON(CH3)z], para
producir una lactona funcionalizada con &cido carboxilico,
y la lactona (1B) es entonces tratada con un aldehido y
Dietilamina, Acetato de Sodio, Aclido acético para producir
la lactcona (4).

Otros derivados de lactona funcionalizados pueden ser
preparados fécilmente. Por ejemplo, una lactona derivada
funcionalizada (9) puede prepararse al hacer reaccionar un
compuestc gque tenga la estructura (5) con un A&cido
inorgdnico y un alcohol por calentamiento a refluio para
producir una enol-lactona, la cual es entonces reducida con
una base para producir un producto de estructura (7). La
reaccién de (7) con una base, un alcohol y un éster produce
un enolato, el cual es un precursor para lactonas

funcionalizadas de compuesto (9) (Esquema de Reaccién 3).

V4

b\
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Esquema de Rsaccibébn 3

atapa 1 R
ﬁ 0
[CHy(CH,),]
/ ) ] + R—“_H L’P

CaHyy /™ oC °®

'CO,CH,
'hnzl HCI / EtOH

EtOH / Et,0
otapa 4

ota
e
R oM 70
{8)

|

S ——

HCO,C.H,

NaH

THF / HCOH

—_—l

oC

reflujo, 3h

Etapa 3
@ E %
Q NaBH, /Ambeciita Q
R OH. R OH
)

35/
R OH

(®)

Pueden prepararse mds lactonas funcionalizadas por

medio de métodos sintéticos facilmente disponibles en el

arte {ver,

Chemistry”,

por

4‘.

ejemplo,

Edicién,

March,

1992,

“Advanced Organic

Wiley-Interscience
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Publication, New York). Por ejemplo, pueden preparase
lactonas funcionalizadas (4) al hacer reaccionar un
compuesto gque tenga la estructura (1) con una base, un
alcochol y un éster para producir un enolato, el cual es un
precursor para la lactona de estructura (4) (Esquema de
Reaccidn 4)

Esquama de Reaccién 4

o)

@

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 solucién o suspensién del
compuesto de Férmulas Ia-c con aproximadamente un
equivalente quimico de wuna base o é&cido aceptables

farmacéuticamente. Se emplearon técnicas de
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recristalizacién y de concentracién convenclionales al
aislar la sal.

III. Métodos de Tratamiento

A. Trastornos a ser Tratados

Con base en las actividades determinadas como ae
describe en los ejemplos, las lactonas son dtiles como
anti-infecciosos y anti-proliferativos. En particular, las
lactonas pueden ser administradas en una cantidad efectiva
para inhibir el crecimiento bacteriano o fungico,
enfermedades virales o¢ para tratar una enfermedad
bacteriana o filngica. Ejemplos de trastornos bacterianos
preferidos a ser tratados incluyen la enfermedad de ilcera
péptica, gastritis, dispepsia, enfermedad periodéntica y
gingivitis. Las composiciones fungicidas comprenden una
cantidad efectiva fungicidamente de un compuesto de férmula
l o una sal del mismc y un portador farmacéuticamente
inerte. Ejemplos de composiciones farmacéuticas pueden ser
tabletas como tales, o recubiertas de azicar, cépsulas de
gelatina, grédnulos, supositorios, preparaciones
inyectables, ungiientos, cremas o geles.

Las composiciones fungicidas son también dtiles
particularmente sobre Saccharomyces cerevisiae, Candida
albicans y otras Candidas tales como Candida glabrata,
krusei, tropicallis, pseudotropicalis y parapsilosis,

sobre Aspergillus Fumigatus, Aspergillus flavus,

of
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Aspergillus niger, Cryptococcus neoformans, Microsporum
canis, Trichophyton rubrum, Trichophyton mentagrophyte vy
para combatir particularmente candidosis digestiva,
urinaria, wvaginal, cuténea, criptococcosis, por ejemplo,
criptococcosis neuroneningica, pulmonar o cutdnea,
aspergilosis broncopulmonar, y pulmonar y aspergilosis
invasiva del sistema inmunodepresivo. Las composiciones
pueden ser usadas también en la prevencidén de afecciones
micéticas en las supresiones inmunolégicas congénitas o
adquiridas.

Las lactonas pueden también ser administradas para
tratar trastornos proliferativos, incluyendo cénceres.
Tipos representativos de cénceres que han mostrado
inhibicién en el crecimiento o© proliferacién celular
incluyen célncer de aené, cancer de pulmén, céncer ovarico,
cidncer de esb6fago, y leucemia. Otros tipos de trastornos
proliferativos anormales en cuyo tratamiento pueden ser
dtiles las lactonas, incluyen endometriosis y restenosis,
causadas por sobreproliferacién de tejido endotelial
después de angioplastia.

La lactona funcicnalizada (9) anterior es
particularmente dtil como un inhibidor de proteasa
aspdrtica, y se ha demostrado para inhibir la proteasa
aspadrtica de HIV-1l, y con lo cual se limita el proceso

viral, y en particular el procesamiento poat-translacional
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pol).

Estas lactonas son también (tiles al modular 1la
respuesta al dolor a través de su actividad como un
neurotransmisor.

B. Dosificaciones

La cantidad efectiva serda determinada con base en la
enfermedad o trastorno a ser tratados, el modo de

administracién y 1la formulacién. Las dosificaclones

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 Securolide (LMSV-6) contra
Escherichia coli, Klebsiela pneumoniae, Pseudomona
aeroginosa, Staphylococcus aureus, y su bajo peso molecular
son ventajosos. Las ventajas de Securolide incluyen su
facilidad y velocidad para promover 1la respuesta
farmacolégica; su posibilidad para atravesar los
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
més resistentes al farmaco.

El método para combatir infecciones fingicas comprende
administrar una cantidad efectiva fdngicamente de un

compuesto de férmula I o una sal de adicién de &cido del

R
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mismo por la ruta bucal, rectal, parenteral, o por la ruta
local como una aplicacién tépica 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 condicién 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
administracién pretendida y la praActica farmacéutica
estandar. Por ejemplo, pueden ser administrados oralmente o
en la forma de tabletas que contengan excipientes tales
como almidén o lactosa, © en cépsulas ya sea solos o en
mezcla con excipientes, o en la forma de elixires o
suspensiones gque contengan agentes saborizantes Yy
colorantes. En el caso de animales, los compuestos estan
contenidos ventajosamente en un alimento o liquido para
bebida animal en una concentracién de aproximadamente 5 a
5000 ppm, preferiblemente aproximadamente 25 hasta
aproximadamente 500 ppm. Pueden ser inyectados
parenteralmente, por ejemplo, intramuscular, intravenosa o
subcutédneamente. Para administracién parenteral, son mejor
usados en la forma de una solucidén estéril que puede
contener otros solutos, por ejemplo, suficiente sal o

glucosa para hacer una solucién isoténica. En el caso de
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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 dosificacién 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 administracién 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. Aunque la
administracién intramuscularmente puede ser en una sola
dosis o hasta dividida en 4 dosis, la administracién
intravenosa puede incluir un goteo continuo.
Necesariamente, pueden tener lugar variaciones, dependiendo
del peso y de la condicién del sujeto que es tratado y de
la ruta particular de administracién seleccionada como lo
sabran los expertos en la materia.

El segundo agente antimicrobiano y agente abatidor de

acidez pueden ser administrados con los compuestos en la
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misma manera que se discutid anteriormente para loas
compuestos de la invencién. Asi, dependiendo del agente
particular, la administracién 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 inyeccién a
aproximadamente 0.1 a aproximadamente 200 mg/kg/dia.

La presente invencidén se comprenderid adicionalmente
con referencia a los siguientes ejempleos no limitantes.

Ejemplo 1: Aislamiento de lactona desde Securidaca
virgata.

Se colectaron raices de Securidaca virgata en San
Cristébal de la Repiblica 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 extracte frio se filtré y luego se
concentré al vacio (55 °C) para dar como resultado un
liquido con consistencia de Jjarabe (29.76 g) que
significaron 11.76 % de rendimiento. Este jarabe (28 g,
probado microbiolégicamente) se traté con 300 ml de Acido
sulfarico 0.5 M y se agitdé por 4 horas y luego se extrajo
en una extraccién liquido-liquido con cloroformo

sucesivamente hasta que el jarabe se separd de la materia

b1
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soluble del cloroformo 4cido. Luego se basificé la fase
hidrosoluble con hidréxido de amonio al 20 &% (pH = 8-95) y
la fase hidrosoluble se extrajo otra vez con cloroformo. El
extracto de cloroformo se concentré 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
% de IMSV-6 (Securolide™). El extracto de cloroformo final

(5.92 g) fue cromatograflado en alimina bésica (63 - 150

Hm) y se eluyd con una mezcla de éter de petréleo—acetato
de etilo (30:70).

Se concentraron las fracciones colectadas para tener
una substancia liquida clara pura (Securolide™)(1l). Las
fracciones cromatogridficas 72-97 (674 mg) de la columna
cromatogrdfica liquida en donde (1) que se aislaron fueron
otra vez cromatografiada para obtener un liquido coloreado
en ambar (2). Los compuestos (1) y (2) fueron entonces
probados en bioensayos.

El andlisis espectroscépico produjo los siguientes
datos para el compuesto (1):

DATOS FISICOS

DENSIDAD RELATIVA: 1.070 g/ml pH = 5.853
INDICE DE REFRACCION = 1.471

DATOS ESPECTRALES

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



10

15

20

25

27

molecular 98.0 [M'], (54), 68 (100), f6érmula molecular
CsHgO2.

Espectroscopia Infraroja (IR): 1761.6 cm™® (lactona),
1667 cm™ (C=C) B10 cm® (C=CHy).

Resonancia Magnética Nuclear Protdénica (NMR H, 200
MHz, CDCly: & 2.98 ppm (2H multipleto), 4.37 ppm (1H
tripleto, J = 7.4 Hz), 5.65 (1H tripleto, J = 2.6 Hz), 6.22
(1H tripleto, J= 2.6,)

Resonancia Magnética Nuclear con Carbono 13 (NMR 3¢
200 MHz, CDCl,y): & 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
Protdénica (Irradiaciones) Experimentos de doble Resonancia
Magnética Nuclear Proténica mostraron acoplamiento entre
cada uno de los protones existentes. Protones exociclicos
metilénicos 8 (5.65 y 6.22), la irradiacién de C-3 mostré
acoplamiento ¢con C-4 y de esta manera se determiné 1la
conectividad de todos los protones de (1).

El andlisis espectroscépico produjo los siquientes
datos para el compuesto (2):

Espectrometria de Masa: 130.0 (M+,3), 113(M+ _OH, 12),
CeH1003.

Resonancia Infraroja (IR): 3614.6 cm™ (OH), 1629 cm
(C=C)1150.9 (-CO-OCH3), 810 cm™ (C=CHj).

Espectrometria por Resonancia Magnética Nuclear
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Proténica (200 MHz, CDCl3): & 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),
6.21 (1H t, J = 1.2 Hz).
Espectrometria por Resonancia Magnética Nuclear con
5 Carbono'! (200 MHz, CDCl3): & 167.8 (C-1), 137.2 (C-2), 35.4
(c-3), 61.3 (c-4), 127.3 (C-5), 51.93 (C-6).
Las ampolletas que consisten de una composicién
farmacéutica que contiene el compuestoc de la férmula 1

(Securolide)} tuvieron los siguientes ingredientes:

10 Cantidad Original: 750 Amp
Material crudo Peso UM
LMSV-6 (Securolide) 51.7900 ml 6.27 %
Aceite de sésamo 760.8200 ml 92.20 %

Alcohel Bencilico
15 U.S.P. 12.3750 ml 1.50 §
Volumen total 824.9650 ml 99.97 &%
Ejemplo 2: Ensayos para Actividad Antibacteriana
El material obtenido en el Ejemplo 1 se cribé para
actividad antibiética contra Staphylococcus aureus,
20 Pseudomonas aerpginosa, Escherichia coli, y Klebsiella
pneumoniae.
Materiales y Métodos:
Solvente: Regulador de Fosfato 0.1 N, pH = 8.0

Antibiético: LMSV-6 (Puro, Securolide)

25 Medic de recubrimiento: 2 ml/100 ml
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Indéculo: 4 ml/ Caja de Petri
Preparaciédn del Medio de Cultivo:

Medio de Cultivo para Staphylococcus aureus (USP 23 <

81 >)

5 Peptona l.0g
Caseina pancreatica digestiva 4.0 g
Extracto de levadura 3.0 ¢g
Extracto de Carne de Res 1.5 g
Dextrosa 1.0 g

10 Agar 15.0 g

PH después de esterilizacién 6.6 + 0.01

Medio de Cultivo para Pseudomona aeroginosa (USP 23 <

81 > )
Caseina digestiva pancredtica 17.0 g
15 Papaina digestiva de soya 3.0 g
Cloruro de sodio 5.0 9
Fosfato de potaslio dibdsico 2.5 g
Dextrosa 2.5 g
Agar 20.0 g
20 Aqua c.b.p. 1.0 Lt.

PH después de esterilizado de 7.2 + 0.1

Medio de Cultivo para Escherichia coli y Klebsiella

penumoniae (USP 23) <81>)

Peptona 5.0 g

25 Extracto de Levadura 1.5 g
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Extracto de Carne de Res 1.5 g
Cloruro de Sodio 3.5¢g
Dextrosa 1.0 g
Fosfato de Potasio Dibésico 3.68 g
Fosfato de Potasio Monobasico 1.32 g
Agua c.b.p. 1.0 Lt.

PH después de esterilizado 7.0 £ 0.05

Concentracién
(pl/10 ml)
Bacteria |MMSV-6 |0 20 30 |40 |Ciprof |oaf |is{-) |Dis(+)
{Puro)

[E.cold 30 (mm) |- - - [- |28 10 |- -
Kleb, 40 - - - - 26 22 - -

Ps.A 30 - - - [- |12 3 - -
St.a 30 - - - |- 2o 19 |- -
Str.p. - N/A |N/A |N/A|N/A|W/A N/A [N/A [N/A

La unidad para medir la 2zona de inhibicidén es
milimetros (mm)

Ciprof = Disco de sensibilidad a Ciprofloxacina de 5
microgramos

Fosf = Disco de sensibilidad a Fosfomicina de 50
microgramos

Dis{(-) = Disco de sensibilidad con ninguna substancia

aplicada

Dis (+) Disco de sensibilidad con 20 microlitros de

Tween 60 al 2 %.



. A

N/A = No se hizo la prueba
Los microorganismos usados fueron estandarizados por
American Type Culture Collection (ATCC), usados en primera
generacién:
5 E. coll ATCC 352 18, Lote 202602, Exp. 05/2000 (19-
258)
*Kleb, Klebsiela pneumoniae, ATCC 13862, Lote 202 174,
Exp 02/2000 (19-152)
*Ps. A, Pseudomona &aereoginosa ATCC 27853, Lote
10 202992, Exp 08/2000 (19-060)
*St. A, Staphylococcus aureus ATCC 12598, Lote 202564,
Exp 05/2000 (19-137)
**3tr. P, Streptococcus pyogenes, ATCC 21547, Lote
202691, Exp 06/2000 (19-190)

15 * = oxigeno atmosférico, Temp = 35 £ 2 °C

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

Resultados

5 microlitros de LMSV-6 (Securolide) inhiben el
crecimiento de Escherichia c¢oli, Klebslela pneumonae,

20 Pseudomonas aeroginosa y Staphylococcus aureus.

Diluciones:

10 microlitros/10 ml, (0.001 microlitros/ml)

20 microlitros/10 ml, {(0.002 microlitros/ ml)

30 microlitros/10 ml (0.003 microlitros/ ml)

25 y 40 microlitros/ml (0.004 microlitros/ml)
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de IMSV-6 en 10 ml de Tween 60 — 2 % no exhibié
inhibicién del crecimiento bacteriano, lo que indica que
estas concentraciones son inferiores a la concentracién
Inhibidora Minima {MCI).

Ejemplo 3: Determinacién da la Concentracién
Inhibidora Bacteriana Minima, MIC, (Sarcina lutea) y IMBV-6
(8ecurolide) .

Materiales y Métodos.

Metodologia: Se vertld en placa, medio Mueler Hinton
pH =8 .

Regulador pH = B8 para dilucién del patrén de
Ceftriaxona

Tween 20 al 2 & para dilucién de LMSV-6 (Securolide)

Microorganismo: Sarcina lutea

Muestra(s): IMSV-6 (16.0 microlitros/100 ml y 10
microlitros aplicacdos al disco de sensibilidad).

Metodologia: Se vertidé en placa, medio de Mueler
Hinton pH = 8

Regulador de pH = 8 para dilucién del patrén de
ceftriaxona

Tween 20 al 2 & para dilucién de LMSV-6 (Securolide)

Microorganismo usado: Sarcina lutea

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

Patrén de Control (P): Ceftriaxona (disco con 10 mcq)
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VOLUMEN APLICADQ 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 Ceoncentracién Inhibidora Minima estd cerca
de 0.2 microlitros de IMSV-6., E1 MIC aproximado es 0.2
microlitros de LMSV-6, 3.3 mm de inhibicién.

Ejemplo 4: Tratamiento in vivo de Infecoiédn Bacteriana

Se infectaron ratas en cirugia y luego se trataron
exitosamente con Securolide usando dosis calculadas con
base en la comparacidén con ceftriaxona.

Ejemplo 5: Ensayos para Actividad Anti-neopléstica

Materiales y Métodos:

Hay un gran ntmero de ensayos biolégicos que requieren
la medida de la supervivencia o de la preoliferacién de las
células de mamifero. Esto puede lograrse por diferentes
métodos, por ejemplo, conteo celular que excluye o incluye
un colorante; la medicién de la proteina marcada con 3Cr

liberada después de 1lisis celular; y medicién de 1la
incorporacién de la [°H] timidina radioactiva de nucleétidos
radiocactivos o ['2%I1] iododesoxiuridina durante 1la
proliferacién celular. Las células visibles pueden medirse

al usar cualquiera de varios métodos de tincién, pero un

método més segquro es el espectrofotémetro de exploracién
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multipocillos (lectores de ELISA) el cual puede medir gran
nimero de muestras con un alto grado de precisién.

Se usé un ensayo colorimétrico para detectar células
vivientes, que utiliza un substrato incoloro que 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-i11)-2,5-difenil tetrazolium] 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 reaccidén solo tiene lugar en células vivientes. La
fragmentaclén de MIT en Formazan por medio del succinato
deshidrogenasa de la enzima mitocéndrica produce un
compuesto coloreada de azul obacuro (Formazdn) cuya
cantidad es proporcional al nimero de células presentes. La
concentracién de Formazéan en un gradiente de
concentraciones de Securolide puede medirse por medio del
espectrofotémetro de exploracién multipocillos (lector de
ELISA). Se usé entonces el andlisis de datos para
establecer la cantidad inhibidora del 50 % (ICsp), el cual
es un parametro cuantitativo de actividad antineopléastica.
Se probaron diferentes lineas celulares cancerosas a fin de
medir indirectamente la citotoxicidad o 1la actividad

antineopléstica (células sobrevivientes) de LMSV-6
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(Securolide). Las lineas celulares cancerosas gque 3Se
probaron también incluyen HEP 2 (carcinoma de Laringe) y
HELA (carcinoma de Cérvix).

MATERIALES:

5 Medio de cultivo (DMEN + all)
EDTA
Tripsina-EDTA
DMEM + ALL y Suero reciente de ternera al 10 %.
Dimetil sulfoxida
10 MTT [bromuro de 3- (4, 5- dimetiltiazol- 2- il)- 2, 5-
difenil tetrazolium]
Espectrofotémetros de exploracién multipocillos
(lectores de ELISA)
METODOS :
15 Se cultivaron las células usando técnicas estindares.
Ver, por ejemplo, R. Ian Freshney “Culture of Animal Cells”
A Manual of Basic Technique {(Alan R. Liss, Inc. New York,
Segunda Edicién) pég. 245-256.
Se determindé la evaluacién de 1la i1nhibicién del
20 crecimiento celular de conformidad con los métodos de
Skehan y colaboradores, J. Nat. Cancer Inst. 82, 1107
(1990) . Las células se plagquearon entre 400 y 1200 células/
pocillo en placas de 96 pocillos y se incubaron a 37 °C

por 15 - 18 horas antes de la adicién del farmaco para

25 permitir la fijacién de las células.
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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 incubacién, se afladieron 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 sueroc. 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 acido acético al 0.1 & y
se secaron al aire. El colorante enlazado se solubilizé con
10 mM de Tris Base (pH 10.5) por 5 minutos sobre un
agitador giratorio. Se midié la densidad éptica a 570 nm.

Ver también Gerlier, y colaboradores, J, Immunol.
Meth. 94, 57-63 (1986); Slater, y colaboradores, Biochim.
Biophys. Acta, 117, 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. Immuncl. Methods, 89, 271-277 (1986).

Los datos se ajustaron con el modelo de Efecto de la
concentraciétn a Emax de Sigmoid (ver Holford, N. H. G.:
Scheiner, L. B. “Understanding the dose- effect

relashionship: Clinical applications of pharmaco-kinetic-
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pharmacodynamic models,” Clin. Pharimiacokin. 1981, 6, 429-
453) con regresién no lineal, ponderadc por medio del
reciproco del cuadrado de la respuesta predicha. El
programa de ajuste fue desarrollade por el Roswell Park
Institute con Microsoft FORTRAN, Yy usos del algoritmo de
Marquardt (ver Marquardt, D. W., “An algorithm for 1least
squares estimation of nonlinear parameters”, J. Soc. Ind.
Appl. Math. 1963, 11, 431- 441) como adopté 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 concentracién de
fdrmaco que dio como resultado la inhibicién del 50 & de
crecimiento (ICsg).

Rasultados:

ENSAYO CITOTOXICO DE IMSV-6 EN LA PORLACION CELULAR DE
HEP-2 DE 10° Células/ml (CARCINOMA DE LARTNGE)

r = 0.9878

ICsp = 10.38 p/ml.

ENSAYO CITOTOXICO DE IMSV-6 EN LA POBLACION CELULAR DE
HEP-2 DE 10° Células/ml (CARCINOMA DE LARTNGE)

r = 0.9941

ICso = 37.37 pg/ml

ENSAYO CITOTOXICO DE IMAV-6 EN LA POBLACION CELULAR DE
HELA DE 10° Células/ml (CARCINCMA DE CERVIX)

r = 0.9950
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ICsp = 7.37 pg/ml

ENSAYO CITOTOXICO DE LMBV-6 LA POBLACION CELULAR DE
HELA DE 10° Células/ml (CARCINOMA DE CERVIX)

r = 0.9941

ICsp = 27.30 pg/ml

Ejemplo 6: Prusbas para la Inhibicién da H. pylori

Materiales y Mitodos

Dilucién en Agar de Compuesto Antimicrobiano: ae
solubilizaron 6 mg del compuesto a ser evaluado en 0.6 ml
de dimetilsulfoxida al 100 % (DMSO) y luego se llevé 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 Securolide + 3 ml de caldo
brucelar) en caldo brucelar estéril. Una alicuota de 2 ml
de cada dilucién del caldo en las series se colocd en
placas de Petri estériles por separado, al cual ase
afladieron 18 ml de agar brucelar fundido y enfriado
(aproximadamente 50 °C) suplementado con sangre de caballo
al 7 %. Esto produjo una dilucién final de 1l: 10 de
Securolide en agar, y una concentracién final de DMSO de 1
%. Por ejemplo, si las concentraciones superiores de
farmaco en agar son 100 pug/ml. Las placas de agar pueden
prepararse un dia antes al inocular, y refrigeradas toda la
noche.

Preparaciédn del indéculo: se mantuvieron cultivos de

q;b
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Helicobacter pylori sobre placas de agar sangre de ovela
al 5 % soya tripticasa, y se tranafirieron 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
brucelar suplementado con suero de ternera fetal al 10 & en
volimenes 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 usc como el inéculo
estdndar. Los pocillos de un replicador Steer se llenaron
con 0.8 ml del organismo diluido, y aproximadamente 2 x 104
células en 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.

A
D
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Después de incubacién, todas las placas de prueba se

Resultados:

compararon a una placa control de crecimiento libre de
Securolide. La MIC es la concentracién que inhibe el
5 crecimiento en comparacién con la placa control. En esta
pelicula de <crecimiento debe de ser visible en
concentraciones mAs 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
10 mil veces para uso como inéculo. 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.
15 Las transferencias de placas y/o del inéculo no deberian

estar afuera del &mbito microaerofilico miés de 2 horas.

Todas las manipulaciocnes que involucran cultivos de

Helicobacter se efectuaron en una campana de flujo laminar

para disminuir la oportunidad de contaminar los cultivos
20 con moho.

El modelo de ratén de Lee y colaboradores,
Gastroenterology, 99, 1315 - 23 (1950) se usé para predecir
la actividad in vivo de un compuesto contra H. pylori en
humanos.

25 Se desarrolld Helilccbacter felis en caldo brucelar con
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suaro bovino fetal al 10 %. Un cultivoe congelado se
descongela répidamente; el cultivo se verifica peor
movilidad y se dinoculan 0.5 ml del cultivo congelado
descongelado en una placa de cultivo de tejido profunda que

contenia 9.5 ml de la mezcla de suero/brucela. Las placas

son puestas en una jarra de Capy Pak [BBL] para asegurar
una atmésfera 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. El1l cultivo se
verificé para pureza y movilidad bajo un microscopio (fas)
y luego se conjunté en un matraz. Se ayunaron ratones
hembras Swiss-Webster (1B-20 g) por 18 horas antes de
infecciétn. Los ratones se infectaron tres veces en dias
alternados durante una sola semana. Las dosificaciones
caomenzaron dos semanas después de la dltima 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 ratén, se extirpd el estémago y se abrié
a lo largo de la curvatura mis grande. Se tomé un trozo
{(una seccién de tejido de 3 mm) desde la regién del antrum
del estémago. El trozoc alisado se lav6, se adelgazéd, 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 esta presente Helicobacter, 1la ureasa
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obstaculizard que la urea produzca un cambio de pH. Plirpura
(alcalina) es positiva para Helicobacter; rojo/ amarillo
(ninglin cambio) es negativo. Cualquier cambio de color se
registra después de 18 horas. Usualmente hay veinte ratones
por grupo de tratamiento; se registra el porciento positive
para cada grupo.

Hay varios métodos usados clinicamente para determinar
8i estid presente Helicobacter pylori en un sujeto humano
Estos se emplearon para diagnéstico inicial de infeccién
antes del tratamiento, asi como también para determinar el
éxito del tratamiento al erradicar el organismo del
paciente.

La prueba de respiracién de wurea involucra la
ingestién de urea radiomarcada. H. pylori produce una
enzima ureasa que degrada la urea; las células géstricas de
mamifero no contienen esta enzima. La exhalacién de diéxido
de carbono marcado (analizado por espectrometria de masa o
radioactividad, dependiendo del isétopo empleado) por
consiguiente indica que estd presente H. pylorli.

Puede también usarse la serolegia para evaluar 1la
infeccién con H. pylori. La deteccién de anticuerpos de
suexo 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.
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La endoscopia del paciente proporciona muestras de
tejido que pueden ser cultivadas en un Ambito
microaerofilico para diagnosticar infeccién por H. pylori.
Alternativamente, la muestra puede ser examinada
histolégicamente empleando una de numerosas tinciones tales
come Giemsa o hematoxilina-eosina. Puede también aplicarse
una prueba de urea que toma ventaja de la produccién de
ureasa por H. pylori. Esta prueba depende de la formacién
de amoniaco desde la hidrélisis de urea, lo cual da como
resultadoc un cambio observable en el pH, que es un
indicador de la erradicacién de H. pylori.

Rasultados:

La comparacién de 1la condicién del paciente por
endoscopia antes y después del tratamiento con el compuesto
del ejemplo 1 ha mostrado una disminucién o ausencia de H.
pylori.

Ejemplo 7: Determinacién de Actividad Fangioa

Materiales y Métodos:

METODOS

La actividad anti-fingica del Producto puede
determinarse como sigue.

Se usaron ratones machos que pesaron 18 a 22 gramos Yy
se administré una cantidad de Candida Albicans 44858 en una
vena en la cola en la proporcién de 10° cFuU por ratém (CFU:

unidad formadora de colonia). Se separaron los ratones en 5
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lotes de 5 ratones y se trataron de la siguiente manera:

Una hora después de inyeccién

grupo 1l: se trataron los ratones con producto a 25
mg/kg oralmente

grupo 2: se trataron los ratones con producto
intraperitonealmente a la dosis de 25 mg/kg

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

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

grupo 5: los ratones no recibieron ningin tratamiento
anti-fingico.

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 administracién. Los mismos
tratamientos fueron también efectivos en el “modelo tépico”
con hongos dérmicos, por ejemple trichophyton, y en el
modeloc subletal.

Concentraciédn Inhibidora Minima (MIC)

Se prepararon células de Candida albicans como se
indica en J. Antimicrobial Chemotherapy 38, 579 - 587, y se
lavaron 3 veces con una solucién de fosfato 0.1 M y se

usaron inmediatamente para determinar la concentracién
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inhibidora minima (MIC). Las MICs se determinaron por
modificacién de una placa de microtitulo de conformidad con
el método estdndar de 1los estédndares clinicos de
laboratorio del Comité Nacional.

RPMI-1640, y L-glutamina requlada a .pH 7 con una
solucién 0.15 M de MOPS (4cido 3- [N- morfolino] propan
sulfénico). Se antadieron células de Candida albicans (1.5 x
103 células/ml) a los pocillos de una placa de 96 pocillos
que contenian RPMI-1640 y diluciones de agentes anti-
fingicos. Los resultados fueron leidos 48 horas después de
incubacién a 35 °C y se determiné la MIC o concentracién
inhibidora minima que 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 pl de alicuotas por pocillo se
removieron de los pocillos, los cuales fueron colocados
sobre discos rectangulares que contenlan azldcar de
dextrosa. Las placas fueron incubadas por 48 horas a 35 °C
y la concentracién fungicida minima y la concentracién del
agente anti-fingico a la cual no hubo nimero de unidades
formadoras de colonias.

Se hicieron ensayos concomitantes donde LMSV-6
mostraron alta actividad contra Candida albicans.

Ejaemplo 8: Tratamiento de Enfermedades Periodénticas
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Se encontrd que el Securolide fue efectivamente
selective contra organismos gram negativos anaerdbicos
especificos asociados con gingivitis, cuando 3e aplicé
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 y
colaboradores (Antimicrobial and Chemotherapy, Vol. 16,p.
452 - 457, (1979), esté entre 6 a 60 microgramos por ml. El
valor de la MIC para B. Gingivalis es de 6 microgramos por
ml. E1 valor de MIC para B. Gracilis y Fusobacterium, otxo
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 aerb6bica y de 60

para la cepa anaerébica.
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NOVEDAD DE LA INVENCION

Habiendo descrito la presente invencidén, se considera
como novedad, y por lo tanto se reclama como propiedad 1lo

contenido en las siguientes

5
REIVINMDICACIONES :
1. Un compuesto aislado definido por una de las
estructuras siguientes:
10 Ra
Rs
Ry
Férmula Ia Férmula Ib
caracterizado porque R;-R; tomados independientemente
15 o Rs - Rg tomados juntos son un A&tomo de hidrégeno o un

grupo o agrupamiento seleccionado del grupo que consiste de
alquilo, alquilo substituido, alquenilo, alquenilo
substituido, alquinilo, alquinile substituido, fenilo,
fenilo substituido, arilo, arile substituido, hetercarilo,
20 heterocarilo substituido, halo, hidroxilo, alcoxi, alcoxi
subsetituido, fenoxi, fenoxi substituido, aroxi, aroxi
substituido, alquiltio, alquiltio substituido, feniltio,
feniltio substituldo, ariltio, ariltio substituido, ciano,
isociano, - isociano substituido, carbenilo, carbonilo

25 substituido, carboxilo, carboxilo substituido, amino, amino
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substituido, amido, amido substituido, sulfonilo, sulfonilo
substituido, acido sulfénico, fosforilo, fosforiio
substituido, fosfonilo, fosfonilo substituido, poliarilo,
poliarilo substituido, C1-C20 ciclico, C1-C20 ciclico
substituido, heterociclico, heterociclico substituido,
aminodcido, péptido, y polipéptido.

Z, es un hetercdatomo seleccionado del grupo que
consiste de agrupamientos de oxigeno, azufre, y nitrégeno
en formatos estructurales lineales, ramificados, o
ciclicos;

Z’, es un 4tomo de hidrégeno, un &tomo de halédgeno, un
grupo hidroxilo, o un grupo orgédnico que tiene 1 - 8 &tomos
de carbono, el cual incluye un heterodtomo seleccionado del
grupo que consiste de agrupamientos de oxigeno, azufre, y
nitrégeno en formatos estructurales lineales, ramificados,
o ciclicos; y

X, es un hetercdtomo seleccionado del grupo que
consiste de agrupamientos de oxigeno, azufre, y nitrégeno
en formatos estructurales lineales, ramificados, o
ciclicos, o

una lactona aislada definida por 1la siguiente

estructura:

QU
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Férmula Ic

en donde

R;-Ry tomados independientemente o R; y R tomados
juntos pueden ser un Adtomo de hidrégeno o cualesquier otros
grupos o agrupamientos seleccionados del grupo que consiste
de alquilo, alquilo substituido, alquenilo, alquenilo
substituido, alquinilo, alquinilo substituido, £fenilo,
fenilo substituido, arilo, arilo substituido, heterocarilo,
heteroarilo substituido, , halo, hidroxilo, alcoxi, alcoxi
substituldo, fenoxi, fenoxi substituido, aroxi, aroxi
substituido, alquiltio, alquiltio substituido, feniltio,
feniltio substituido, ariltio, ariltio substituido, ciano,
isociano, isocianc substituido, carbonilo, carbonilo
substituido, carboxilo, carboxilo substituido, amino, amine
substituido, amido, amido substituido, sulfonilo, sulfonilo
substituido, acido sulfénico, fosforilo, fosforilo
substituido, fosfonilo, fosfonilo substituido, poliarilo,
poliarilo substituido, grupos C1-C20 ciclico, Cl1-C20
ciclico substituido, heterociclico, heterociclico

substituido, aminodcido, péptido, y polipéptido.
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Y1, Yz, e Y3 tomados independientemente o Y; e Y,
tomados juntos pueden ser un Atomo de hidrégeno o
cualesquier otros grupos o agrupamientos seleccionados del
grupo gque consiste de alquilo, alquile substituido,
alquenilo, alquenilo substituido, alquinilo, alquinilo
substituido, fenilo, fenilo substituide, arilo, arilo
substituido, hetercarilo, heterocarilo substituido, halo,
hidroxilo, alcoxi, alcoxi substituido, fenoxi, fenoxi
substituido, aroxi, aroxi subsatituido, alquiltio, alquiltio
substituido, feniltio, feniltio substituido, ariltio,
ariltio substituido, ciano, isociano, isociano substituido,
carbonilo, carbonilo substituido, carboxilo, carboxilo
substituido, amino, amino substituido, amido, amido
substituido, sulfonilo, sulfonile substituido, é&cido
sulfénico, fosforilo, fosforilo substituido, fosfonilo,
fosfonilo substituido, poliarilo, poliarilo substituido,
grupos Cl-C20 c¢iclico, Cl1-C20 ciclico substituido,
heterociclico, heterociclico substituido, aminodcido,
péptido, y polipéptido;

Z, es un heterocatomo seleccionado del grupc que
consiste de agrupamientos de oxigeno, azufre, y nitrégeno
en formatos estructurales lineal, ramificado, o ciclico; y

X es un heterodtomo seleccionado del grupo que
consiste de agrupamientos de oxigeno, azufre, y nitrégeno

en formatos estructurales lineal, ramificado, o ciclico.
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2. El1 compuesto de conformidad con la reivindicacién
1, caracterizado porque estd definido por la Fbérmula Ia.

3. El1 compuesto de conformidad con la reivindicacién
2, caracterizado porque X es un oxigeno.

4. El compuesto de conformidad con la reivindicacién
2, caracterizado porque R5 es un metileno exociclico.

5. El compuesto de conformidad con la reivindicacién
1, caracterizado porque estd definido por la Férmula Ib.

6. El compuesto de conformidad con la reivindicacién
1, caracterizado porque tiene una de las estructuras

siguientes:

7. E1 compuesto de conformidad con la reivindicacién 1
de Férmula Ia, caracterizado porque la lactona es aislada
desde una Securidaca virgata.

8. E1 compuesto de conformidad con la reivindicacién 1
de Férmula Ia caracterizado porque comprende adicionalmente
un portador aceptable farmacéuticamente para administracién
parenteral, enteral, o tépica.

9. Un método de tratamiento de un paciente en
neceaidad de éste, caracterizade porque comprende

administrar una cantidad efectiva del compuesto definido
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por una de las estructuras siquientes:

Férmula Ia Férmula Ib

en donde R;- R; tomados independientemente o R3; - Rg
tomados juntos son un atomo de hidrégeno o un agrupamiento
seleccionado del grupo que consiste de algquilo, alquilo
substituido, alquenilo, alquenilo substituido, alquinilo,
alguinilo substituido, fenilo, fenilo substituido, arilo,
arilo substituido, heteroarilo, hetercarilo substituido,
halo, hidroxilo, alcoxi, alcoxi substituido, fenoxi, fenoxi
substituido, aroxi, aroxi substituido, alquiltio, alquiltio
substituido, feniltio, feniltio substituido, ariltio,
ariltio substituido, ciano, isociano, isociano substituido,
carbonilo, carbonilo substituido, carboxilo, carboxilo
substituido, amino, amino substituido, amido, amido
substituido, sulfonilo, sulfonilo substituido, dcido
sulfénico, fosforilo, fosforilo substituido, fosfonilo,
fosfonilo substituido, poliarilo, poliarilo substituido,
grupos Cl-C20 ciclico, Cl-C20 <ciclico substituido,
heterociclico, heterociclico substituido, aminoacido,
péptido, y polipéptido;

Z, es un heterocAtomo seleccionado del grupoc que
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consiste de agrupamientos de oxigeno, azufre, y nitrégeno
en formatos estructurales lineal, ramificado o ciclico;

Z', es un adtomo de hidrédgeno, un Atomo de halégenc, un
grupo hidroxilo, o un grupo organico que tiene 1 - B dtomos
de carbono, el cual incluye un heterodtomo seleccionado del
grupo que consiste de agrupamientos de oxigeno, azufre, y
nitrégeno en formatos estructurales lineal, ramificado, o
ciclico; ¥y

X, es un heterocdtomo selecciocnado del grupo que
consiste de agrupamientos de oxigeno, azufre, nitrégeno en
formatos estructurales lineal, ramificado, o ciclico, o

una lactona aislada definida por la siguiente

estructura:

Fé6rmula Ic

en donde

Ri-Rg tomados independientemente o0 Rs y Rg tomados
juntos pueden ser un Atomo de hidrédgeno o cualesquier otros
grupos o agrupamientos seleccionados del grupo que consiste
de alquilo, alquiloc substituido, alquenilo, alquenilo

substituido, alquinilo, alquinilo substituido, fenilo,
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fenilo substituido, arilo, arilo substituido, heteroarilo,
heteroarllo substituido, halo, hidroxilec, alcoxi, alcoxi
substituido, fenoxi, fenoxi substituido, aroxi, aroxi
substituido, alquiltio, alquiltio substituido, feniltio,
feniltio substituideo, ariltio, ariltio substituildo, ciano,
isociano, isociano substituido, <carbonilo, carbonilo
substituido, carboxilo, carboxilo substituido, amino, amino
substituido, amido, amido substituido, sulfonilo, sulfonilo
substituido, acido sulfdénico, fosforilo, fosforilo
substituido, fosfonilo, fosfonilo substituido, poliarilo,
poliarilo substituido, grupo Cl1-C20 ciclico, Cl1-C20 ciclico
substituido, heterociclico, heterociclico substituido,
aminoacido, péptido, y polipéptido;

Y, Y2, e Y3 tomados independientemente o Y, e Y»
tomados juntos pueden ser un hidrégeno o cualesquier otros
grupos o agrupamientos seleccionados del grupo que consiste
de alquilo, alquilo substituido, alquenilo substituido,
alquinilo, alquinilo substituido, fenilo, fenilo
substituido, arilo, arilo substituido, heteroarilo,
heteroarilo substituido, halo, hidroxilo, alcoxi, alcoxi
substituido, fenoxl, fenoxi susbtituido, aroxi, aroxi
substituido, alquiltio, alquiltio substituido, feniltio,
feniltio substituido, ariltio, ariltio substituido,, ciano,
isociano, isociano substituido, carbonilo, carbonilo

substituldo, carboxilo, carboxilo substituido, amino, amino
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fenilo substituido, arilo, arilo substituido, heterocarilo,
heteroarilo substituido, halo, hidroxilo, alcoxi, alcoxi
substituido, fenoxi, fenoxi substituido, aroxi, aroxi
substituido, alquiltio, alquiltio substituido, feniltio,
feniltio substituido, ariltlo, ariltio substituido, ciano,
isociano, isociano substituido, carbonilo, carbonilo
substituido, carboxilo, carboxilo substituido, amino, amino
substituido, amido, amido substituido, sulfonilo, sulfonilo
substituido, &cido sulfénico, fosforilo, fosforilo
substituido, fosfonilo, foafonilo subatituido, poliarilo,
poliarilo substituido, grupo C1-C20 cicliceo, C1-C20 ciclico
substituido, heterociclico, heterociclico substituido,
aminodcido, péptido, y polipéptido;

Y1, Y2, e Y3 tomados independientemente o Y; e Y3
tomados juntos pueden ser un hidrégeno o cualesquier otros
grupos o agrupamientos seleccionados del grupo que consiste
de alquilo, alquilo substituido, alquenilo substituido,
alquinile, alquinilo subsatituido, fenilo, fenilo
subatituido, arilo, arilo substituido, heterocarilo,
heteroarilo substituido, halo, hidroxilo, alcoxi, alcoxi
substituido, fenoxi, fenoxi susbtituido, aroxi, aroxi
substituido, alquiltio, alquiltio substituido, feniltio,
feniltio substituido, ariltio, ariltio substituide,, ciano,
isoclano, isociano substituido, carbonilo, carbonilo

substituido, carboxile, carboxilo substituido, amino, amino

a3
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substituido, amido, amido substituido, sulfonilo, sulfonilo
substituido, dcildo sulfénico, fosforilo, fosforilo
substituido, fosfonilo, fosfonilo substituideo, poliarilo,
poliarilo substituido, grupos Cl1-C20 ciclico, C1-C20
ciclico substituido, heterociclico, heterociclico
substituido, aminodcido, ‘péptido, y polipéptido;

2, es un heterodtomo seleccionado del grupo dque
consiste de agrupamientos de oxigeno, azufre, y nitrégeno
en formatos lineal, ramificado, o ciclico; y

X, es un heterodtomo seleccionado del grupo que
consiste de agrupamientos de oxigeno, azufre, y nitrégeno
en formatos estructurales lineal, ramificado, o ciclico.

10. El método de conformidad con la reivindicacién 9,
caracterizado porque X es oxigeno.

11. El método de conformidad con la reivindicacién 9,
caracterizado porque R; es un metileno exociclico.

12. El método de conformidad con la reivindicacién 9,
caracterizado porque el compuesto tiene una de las

estructuras siguientes:
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13. El método de conformidad con la reivindicacién 8,
caracterizado porque el compuesto de Férmula Ia es
administrado oral, parenteral, tépica, o transdérmicamente.

14. El1 método de conformidad con la reivindicacién 9,
caracterizado porque el paciente tiene un trastorno de
proliferacién.

15. El método de conformidad con la reivindicacién 14,
caracterizado porque el trastorno de proliferacién es
clncer.

16. E1 método de conformidad con la reivindicacién 9,
caracterizado porque el paciente tiene una infeccién.

17. E1 método de conformidad con la relvindicacién 16,
caracterizado porque la infeccién es bacteriana.

18. El método de conformidad con la reivindicacién 16,
caracterizado porque la infeccién es fungica.

19. El método de conformidad con la reivindicacién 9,
caracterizado porque el paciente tiene la enfermedad de
Glcera péptica.

20. El método de conformidad con la reivindicacién 19,
caracterizado porque la enfermedad de illcera péptica esté
vinculada con la presencia de Helicobacter pylori.

21. El método de conformidad con la reivindicacién 9,
caracterizado porque el paciente padece de dolor.

22, E]l método de conformidad con la reivindicacién 9,

caracterizade porque comprende adicionalmente administrar
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el compuesto de Férmula Ia en un portador aceptable
farmacéuticamente.
23. El métcdo de conformidad con la reivindicacién 22,
caracterizado porque el portador para administracién oral
5 es un enjuague bucal, pildora, tabletas, capsulas,
soluciones, suspensiones, granulos, o cualquier combinacién
de los mismos.
24, El método de conformidad con la reivindicacién 22,
caracterizado porque el portador para administracién tépica
10 es un supositorio, ungliento, crema, gel, pasta, colodién,
glicerogelatina, linimento, locién, emplastos, polvos,
cintas, parches, aerosoles soluciones, tintura, o cualquier
combinacién de los mismos.
25. Un proceso de aislar una lactona desde un vegetal,
15 la lactona estd caracterizada porque estéd definida por la

estructura siguiente:

20

en donde R;-R; tomados independientemente o© Ri~Rg
tomados juntos son un &tomo de hidrégeno o un grupo o
agrupamiento seleccionado del grupo que consiste de

25 alquilo, alquilo substituido, alquenilo, alquenilo
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substituido, alquinilo, alquinilo substituido, fenilo,
fenilo substituido, arilo, arilo substituido, hetercarilo,
heterocarilo substituido, halo, hidroxilo, alcoxi, alcoxi
substituido, fenoxi, fenoxi substituido, aroxi, aroxi
substituido, alquiltio, alquiltio substituido, feniltio,
feniltio substituido, ariltio, ariltio substituido, ciano,
isociano, isocianoc substituido, carbonilo, carbonilo
substituido,, carboxile, carboxilo substituido, amino,
amino substituido, amido, amido subatituido, sulfonilo,
sulfonilo substituido, dcido sulfénico, fosforilo,
foasforilo substituido, fosfonilo, fosfonilo substituido,
poliarilo, poliarilo substituido, grupos Cl-C20 ciclico,
C1-C20 ciclico substituido, heterociclico, heterociclico
substituido, aminoédcido, péptido, y polipéptido;

Z, es un heteroftomo seleccionado del grupo que
consiste de agrupamientos de oxigeno, azufre, y nitrégeno
en formatos estructurales lineal, ramificado, o ciclico; y

X, es un hetercatomo seleccionado del grupo que
conaiste de agrupamientos de oxigeno, azufre, y nitrégeno,
en formatos estructurales lineal, ramificado, o ciclico,
que comprenden extraer la lactcona del material vegetal.

26. El1 proceso de conformidad con la reivindicacién
25, caracterizado porque el vegetal es Securidaca virgata.

27. El proceso de conformidad con la reivindicacién

25, caracterizado porque el método de aislamiento es

\O

A
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28. Un compuesto sintético caracterizado porque esta

extraccién sequida por cromatografia.

definido por una de las siguientes esatructuras:

Ry

Rz
Re
Wl

Férmula Ia Férmula Ib

en donde R;—-Ry tomados independientemente o0 R3-Rg

10 tomados juntos son un Atomo de hidrégeno o un grupo o
agrupamiento del grupo que consiste de alquilo, alquilo
substituido, alquenilo, alquenilo substituido, alquinilo,
alquinilo substituido, fenilo, fenilo substituido, arilo,
arilo substituido, heterocarilo, heteroarilo substituido,

15 halo, hidroxilo, alcoxi, alcoxi substituido, fenoxi, fenoxi
substituido, aroxi, aroxi substituido, alquiltio, alquiltio
substituido, feniltio, feniltio substituido, ariltio,
ariltio substituido, ciano, isociano, isociano substituido,
carbonilo, carbonilo substituido, carboxilo, carboxilo

20 substituido, amino, amino substituido, amido, amido
substituido, sulfonilo, sulfonilo substituildo, acido
sulfénico, foaforilo, fosforilo substituido, fosfonilo,
fosfonilo substituido, poliarilo, poliarilo subsatituido,
grupos Cl-C20 ciclico, Cl-C20 <ciclico substituido,

25 heterociclico, heterociclico substituido, aminodcido,
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péptido, y polipéptido;

Z, es un hetercdtomo seleccionado del grupo que
consiste de agrupamientos de oxigeno, azufre, y nitrégeno
en formatos estructurales lineal, ramificado, o cieclico;

Z2’, es un Atomo de hidrégeno, un &tomo de halégeno, un
grupo hidroxilo, o un grupo orgdnico que tenga 1 -~ 8 Atomos
de carbono, el cual incluye un heterodtomo seleccionado del
grupo que consiste de agrupamientos de oxigeno, azufre, y
nitrégeno en formatos estructurales lineal, ramificado, o
ciclico; vy

X, es un heterodtomo seleccionado del grupo que
consiste de agrupamientos de oxigeno, azufre, y nitrégeno
en formatos estructurales lineal, ramificado o ciclico, o

una lactona aislada definida por la siguiente estructura:

Férmula Ic

en donde

Ri - Rg tomados independientemente o Rs y Rg tomados
juntos pueden ser un &tomo de hidrégeno o cualesquier otros
grupos o agrupamientos seleccionados del grupo que consiste
de alquilo, alquile substituido, alquenilo, alquenilo

substituido, alquinilo, alquinilo substituido, fenilo,

Ny

A
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fenilo substituido, arilo, arilo substituido, heteroarilo,
heteroarilo substituido, halo, hidroxilo, alcoxi, alcoxi
substituido, fenoxi, fenoxi substituldo, areoxi, aroxi
substituido, alquiltio, alquiltio substituido, feniltio,
feniltio substituido, ;riltio, ariltio substituido, ciano,
1sociano, isociano aubatituido, carbonilo, carbonilo
substituido, carboxilo, carboxilo substituide, amino, amino
substituido, amido, amido substituido, sulfonile, sulfonilo
substituido, acido sulfénico, fosforilo, fosforilo
substituido, fosfonilo, fosfonilo substituido, poliarile,
poliarilo substituido, grupos C1-C20 ciclico, C1-C20
ciclico substituido, heterociclico, heterociclico
substituido, aminoacido, péptido, y polipéptido;

Yi, Yz e Y3 tomados independientemente o ¥, e Y3
tomados juntos pueden ser un hidrégeno o cualesquier otros
grupos © agrupamientos seleccionados del grupo que consiste
de alquilo, alquilo substituido, alquenilo, alquenilo
substituido, alquinilo, alquinilo substituido, fenilo,
fenilo substituido, arilo, arilo substituido, heterocarilo,
heterocarilo substituido, haleo, hidroxilo, alcoxil, alcoxi
substituido, fenoxi, fenoxi substituido, aroxi, aroxi
substituido, alquiltio, alquiltio substituido, feniltio,
feniltio subatituido, ariltio, ariltio substituido, ciano,
isociano, isociano substituido, carbonilo, carbonilo

substituido, carboxilo, carboxilo substituido, amino, amino
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substituido, amido, amido substituido, sulfonilo, sulfonilo
substituido, acido sulfénico, fosforilo, fosforilo
substituido, fosfonilo, fosfonilo substituldo, poliarilo,
poliarilo substituido, grupes C1-C20 ciclico, Cl-C20
5 ciclico substituido, heterociclico, heterociclico
substituido, aminoécido, péptido, y polipéptido;

Z es heterodtomo seleccionado del grupo que consiste
de agrupamientos de oxigeno, azufre, y nitrdégeno en
formatos estructurales lineal, ramificado, o ciclico; y

10 X es un hetercdtomo seleccionado del grupo que
consiste de agrupamientos de oxigeno, azufre, y nitrégeno
en formatos estructurales lineal, ramificado, o ciclico.

29. El compuesto de conformidad con la reivindicacién
28, caracterizado porque estd definido por la estructura

15 siguiente:

20
30. Un método de elaborar un compuesto de Férmulas Ia

y Ic, caracterizado porque comprende:
a) proporcionar un precursor que tenga una estructura

lactona, y

25 b} hacer reaccionar al precursor con uno o©O mAs
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reactivos quimicos para proporcionar un producto que tenga
un grupo metileno en la posicién alfa de la estructura
lactona.

31. Un método de elaborar un compuesto de Férmulas Ib
caracterizado porque comprende:

a) proporcionar un precursor que tenga una estructura
lactona,

b} hacer reaccionar el precursor con undo © mAs
reactivos quimicos para proporcionar un producto que tenga
un grupo metileno en la posicién alfa de la estructura
lactona, y

c) hacer reaccionar el producto con un nucleéfilo.
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Se describen compuestos de Férmulas (Ia) y (Ic) que

RESUMEN DE LA INVENCION

tienen una estructura lactona y un grupo metileno en la
posicién alfa de la estructura lacéona y métodos para usar
y elaborarlos. Los compuestos de lactona pueden hacerse
reaccionar con un agente nucleofilico para abrir el anillo
lactona a un compuesto de Férmula (Ib). La lactona de
Férmula (Ia) y sus derivados funcionales se han aislado de
Securidaca virgata. Los compuestos purificados han
demostrado actividad en ensayos para actividades anti-
bacteriana y anti-fingica, y para tratar trastornos de

proliferacién tales como el céncer.
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