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@ Resumen:

Aplicacién de ent-343,63,12(3-trihidroxi-13-epi-6xido
de manoilo como activador de la adenilatociclasa.
Se Fatenta un producto potenciador de la actividad
de la adenilatociclasa. Se trata de un enantio-13-
epi-6xido de manoilo cuyo nombre es ent-3(3,63,12-
trihidroxi-13-epi-6xido de manoilo (producto 3 de la
memoria, que también puede nombrarse como ent-
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DESCRIPCION

Estado de la Técnica

A partir de 1977 comenzaron a aparecer diversas publicaciones del Central Institute of Medicinal and
Aromatic Plants de la India y de investigadores de la Hoescht India Limited (Bombay)!~ ? referentes al
aislamiento de una serie de 11-ceto éxidos de manoilo de los que un producto mayoritario, denominado
forskolina (1), ha demostrado ser una nueva droga con aplicacién en el tratamiento del glaucoma!?,
contra enfermedades de congestién cardiacall y asma bronquial’?. Es ademas un producto, quiza el tinico
conocido hasta ahora, que actia directa e intracelularmente sobre la adenilatociclasa, lo que constituye
una importante herramienta para los procesos fisiolégicos regulados por el AMP ciclico'®. Los detalles

de su estereoquimica se pueden apreciar mejor en la estructura 2.

La interaccién entre la forskolina (1) y la adenilato ciclasa (AC) es tan fuerte y selectiva que la fors-
kolina ha sido utilizada incluso como ligando de afinidad unida a resina de Sepharosa para el aislamiento
del enzima'®. Las propiedades han sido revisadas!®.

Se han realizado también una serie de transformaciones microbiolégicas, para dar lugar a 3-
hidroxiderivados que perdieron su actividad biolégical'®. También se han incubado 1,9 -dideoxiforskolinas,
dando principalmente lugar a derivados hidroxilados en C-2 y C-3 con muy poca actividad biolégical?,
aunque un 15,16-dihidroxiderivado obtenido, figura como patente!8.

Actualmente se publican gran cantidad de trabajos, sobre todo de experiencias in vitro de la accién
de la forskolina'®, de andlogos de forskolina®® y de algtin otro labdano en este caso para el estudio del
comportamiento locomotor en animales?!. Como puede comprobarse, la forskolina y sus anilogos tie-
nen gran interés por la activacién directa de la adenilatociclasa (AC) que trae como consecuencia un
aumento en el nivel del AMP ciclico intracelular, influyendo ademés en una serie de procesos enzimaticos
interrelacionados con este proceso. Son sin embargo muy escasos los productos que inhiban actividad
en la AC. Cabe en este sentido destacar a la insulina, hormona que actia extracelularmente a través de
su receptor correspondiente y que provoca a través de las proteinas G una inhibicién de la actividad de
la AC, regulando sin embargo también el metabolismo de azticares en forma opuesta o como lo hace el
glucagén.

Actuando a otro nivel, directamente sobre las proteinas G, los aniones fluoruro también inhiben la
actividad de la AC. Son también estudioados los esteres de phorbol, diterpeno aislado de plantas del
género Fuphorbia, como promotores de tumores, sobre todo de piel, y por su accién sobre el nivel de
AMP ciclico, aunque a nivel endocelular con accién sobre la proteinaquinasa-C, a través de la variacién
de los niveles de calcio?2. Como puede comprobarse los productos activos en este sentido son muy escasos,
y de ahi el interés en la bisqueda de nuevas estructuras que actien como inhibidores de la AC.

Descripcion de la invenciéon
Se trata de patentar un producto semisintético activador de la actividad de la AC. Este producto

se trata de un éxido de manoilo de la serie enantio, obtenido semisintéticamente por via quimico-
microbiolégica a partir de un producto natural aislado de la Sideritis, aunque evidentemente también



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2 065 842 B1

puede obtenerse por sintesis total.
ent-33,63,12-trihidroxi-13-epi-6xido de manoilo (3)
ent-33,63,126-trihidroxi-13(S)-6xido de manoilo (3)

ent-[8a,13(S)]-epoxi-33,63,12 -trihidroxilabd-14-eno (3)

El producto 3 puede obtenerse, por ejemplo a partir del producto 4 (varodiol)??, un producto natural
descrito por primera vez por nuevo grupo de investigacién, cuya oxidacién origina la dicetona 5 que por
reduccién con hidruros da lugar al epimero en C-12 (6)?%. cuya incubacién con hongos hidroxilantes,
como por ejemplo el Curvularia lunata [cepa CECT 2130 de la Coleccién Espaifiola de cultivos Tipo;
ATCC 12017; NRRL 2380; CMI 61535; IFO 6299; QM 120h; Chas Pfizer Co. CBS 215.54)], produce una
hidroxilacién axial sobre C-6 (producto 3) cuya actividad biolégica ha sido probada, resultando ser un
activador suave de la AC.

Cr03

Y

C: lunata

A

HO™

Ejemplo
Obtencion del producto 8

El producto 3 puede obtenerse a partir del ent-33, 12a-dihidroxi-8«,13(S)-epoxilabd-14-eno (varodiol,
4) aislado de la Sideritis varoi®® en nuestro grupo de investigacién. La oxidacién de este producto con
el reactivo de Jones conduce a la formacién de ent-[8«,13(S)]-epoxilabd-14-en -3,12-diona (5) cuya re-
duccién mediante borohidruro sédico da lugar a ent-33,123-dihidroxi-[8c,13(S)]-epoxilabd-14 -eno®* (6).
El producto 16 (250 mg) se disuelve en 5 ml de etanol que se distribuyen en 5 Erlenmeyer que contienen
el cultivo de Curvularia lunata (preparado como se indica en la ref. 25). La incubacién se mantiene

durante 7 dias. Después de recuperar y purificar la mezcla de metabolitos obtenidos se obtiene el ent-[8«,
13(S)]-epoxi-33,63,120-trihidroxilabd-14-eno (3, 22 mg, 10%): [a]s = -20° (¢ 1, EtOH)

IR (fmaz, cm~1): 3421, 1459, 1383, 1062, 1037, 971 y 925.

IH RMN (300 MHz, 6): 6.32 (1H, dd, J;=17.8, Jo= 11.3 Hz, H-14);
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5.42 (1H, dd, J,=17.8, Jo=1.4 Hz) y 5,23 (1H, dd, J,=11.3, Jo=1.4 Hz)(2H-15); 4.53 (1H, ddd, J,;=3.7,
J2=J3=2.8 HZ, H-6);

3.50 (1H, dd, J;=11.4, Jo= 4.8 Hz, H-12); 3,15 (1H dd, J,= 8.7, J,=6.9 Hz, H-3); 1,53, 1.33, 1.13, 1.11
y 1.06 (3H cada uno, s, grupo metilo).

13C RMN (75.47 MHz, § (C)): 39.48 (1), 27.44 (2), 79.16 (3), 39.60 (4), 56,07 (5), 68.88 (6), 50.08, (7),
76.43 (8), 58.40% (9), 36.77 (10), 25.38 (11), 77.80 (12), 75.15 (13), 140.46 (14), 117.11 (15), 38.38" (16),

25.48 (17), 27.48% (18), 16.78 (19), 17.53 (20) (Los valores que tienen el mismo superindice pueden ser
intercambiables)

EM (Tonizacién quimica)(%): [M-+1]+ 339 (4), 337 (9), 321 (100), 303 (39), 285 (15).
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REIVINDICACIONES

1. Producto potenciador de la actividad de la adenilatociclasa caracterizado por consistir en un
enantio-13-epi-6xido de manoilo cuyo nombre es ent-3(3,63,123-trihidroxi -13-epi-6xido de manoilo que
también puede nombrarse como ent -33,63,120-trihidroxi-13(S)-6xido de manoilo o ent -[8a,13(S)]-epoxi-
303,63,123-trihidroxilabd-14 -eno).
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