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DESCRIPCION
Derivados plaguicidas de las espinosinas
Campo de la invenciéon

Esta invencion se refiere a un nuevo grupo de analogos de productos plaguicidas naturales, y a nuevos mutantes de una
especie de Saccharopolyspora que produce los compuestos.

Antecedentes de la invenciéon

Los compuestos tipo espinosinas producidos en la naturaleza constan de un sistema de anillos 5,6,5-triciclicos,
condensado con una lactona macrociclica de 12 6 14 miembros. Las espinosinas estan tipicamente sustituidas con un
azucar neutro (ramnosa) en la posicion C-9 y un segundo azucar, preferiblemente amino-sustituido (por ej., forosamina)
(véase Kirst et al., 1991; Lewer et al., 2000), pero también neutro (véase Lewer et al., 2000) en la posicion C-17. Si el
segundo azlcar no esta presente, a los compuestos se los ha denominado como la pseudoaglicona, o si el azucar
neutro (ramnosa) no esta presente, entonces a los compuestos se los ha denominado como la pseudoaglicona inversa.
Se conocen dos clases distintas de espinosinas: las espinosinas y las butenil-espinosinas. Estas dos clases de
espinosinas difieren en la sustitucién de la cola de atomos de carbono unida al anillo macrociclico en la posicién C-21.
Las espinosinas naturales, que se describen en la Patente de EE.UU. No. 5.362.634, estan sustituidas con un grupo
metilo o etilo en la posiciéon C-21, mientras que las butenil-espinosinas naturales, que se describen en el documento WO
01/19840, estan sustituidas con una cadena de 2-4 atomos de carbono en la posicion C-21, con varios grados de
oxidacion.

Las espinosinas (A83543) son producidas por derivados de Saccharopolyspora spinosa NRRL18395 que incluyen las
cepas NRRL 18537, 18538, 18539, 18719, 18720, 18743 y 18823 y sus derivados. Una nomenclatura mas preferida
para las espinosinas es referirse a las pseudoagliconas como espinosina A 17-Psa, espinosina D 17-Psa, etc., y a las
pseudoagliconas inversas como espinosina A 9-Psa, espinosina D 9-Psa, etc. (véase Kirst et al., 1991). A los miembros
conocidos de esta familia se les ha denominado factores o componentes, y a cada uno se le ha dado una designacion de
letras identificadoras. De aqui en adelante, en la presente memoria a estos compuestos se les denominara como
espinosina A, B, etc. Los compuestos tipo espinosinas son Utiles para el control de aracnidos, nematodos e insectos, en
particular de las especies Lepidoptera y Diptera, y son bastante medioambientalmente amigables y tienen un perfil
toxicoldgico atractivo.

La patente de EE.UU. No. 5.362.634 y la correspondiente Solicitud de Patente Europea No. 375316 A1 describen
espinosinas A, B, C, D, E, F, G, H y J. El documento WO 93/09126 describe espinosinas L, M, N, Q, R, Sy T. Los
documentos WO 94/20518 y US 5.670.486 describen espinosinas K, O, P, U, V, W e Y, y sus derivados. Se han
realizado un gran numero de modificaciones sintéticas a los compuestos tipo espinosinas, como se describe en la
patente de EE.UU. No. 6.001.981 y en el documento WO 97/00265.

Mas recientemente, se ha aislado una nueva familia de macrdlidos relacionados a partir de Saccharopolyspora sp.
LW107129 (NRRL 30141) como se describe en el documento WO 01/19840.
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Tabla |
Compuesto n° | Nombre Férmula | R* | R* R® R® R
1 for-ram-I (1) 3a) | H H 1-butenil (9a)
2 N-oxi-for-ram-| (1) 3a) | H H 1-butenil (9b)
3 N-demetil for-ram-I (1) 3a) | H H 1-butenil (9¢)
4 2”-hidroxi-for-ram-I @) (3a) | H H 1-butenil (9d)
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Compuesto n° | Nombre Férmula | R* | R* 5 R® R
5 For-(2°-O-demetil ram)-I (1) (3b) | H 1-butenil (9a)
6 For-(3’-O-demetil ram)-I (1) (3c) | H H 1-butenil (9a)
7 for-ram-l (1) (3a) | H | CH3 1-butenil (9a)
8 for-ram-Ill (1) (3a) | OH | H 1-butenil (9a)
9 24-hidroxi-for-ram-1 (1) 3a) | H H | 3-hidroxi-1-butenil | (9a)
10 24-hidroxi-N-demetilfor-ram-| (1) 3a) | H H | 3-hidroxi-1-butenil | (9c)
11 24,25-dehidro-for-ram-I (1) 3a) | H H 1,3-butadienil (9a)
12 ami-ram-| (1) 3a) | H H 1-butenil (9e)
13 3”-O-metil-glu-ram-| (1) (3a) | H H 1-butenil (9f)
14 ami-ram-11 (1) (3a) | OH | H 1-butenil (9e)
15 mol-ram-lil (1) (3a) | OH | H 1-butenil (99)
16 24-demetil-for-ram-I (1) (3a) H 1-propenil (9a)
17 ram-| (1) (3a) H 1-butenil H
18 ram-I| (1) (3a) | H | CHs 1-butenil H
19 ram-|lI (1) (3a) |OH | H 1-butenil H
20 24-hidroxi-ram-| (1) (3a) | H H | 3-hidroxi-1-butenil | H
21 24-hidroxi-ram-lI| (1) (3a) | OH | H | 3-hidroxi-1-butenil | H
22 24,25-dehidro-ram-| (1) (3a) | H H 1,3-butadienil H
23 22,23-dihidro-ram-| (1) (3a) | H H n-butil H
24 (4’-N-demetil-1”,4"-diepi-for)-ram-| (1) (3a) | H H 1-butenil (9h)
25 5”-epifor-ram-| (1) 3a) | H H 1-butenil (9i)
26 24,25-dehidro-for-ram-l| (1) (3a) |OH | H 1,3-butadienil (9a)
27 8-OH-for-ram-II ) (3a) | OH | CH3 1-butenil (9a)
28 24-demetil-for-ram-Ill (1) (3a) | OH | H 1-propenil (9a)
29 2’-O-demetil ram-| (1) (3b) H 1-butenil H
30 3°-O-demetil ram-I (1) (3¢) H 1-butenil H
31 For-ram-IV (2) (3a) H etil (9a)

*R¥esun grupo que tiene una de las siguientes féormulas (3a) a (3c)

OMe pe OH Me Me e
0 OMe Ol ~Z~oMme 0 OMe
OMe OMe OH
(3a) (3b) (3c)

*R%es un grupo que tiene una de las siguientes formulas (9a) a (9i)
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H,C H,C H,C H,C
(9c) (6d)
&, Ho,
Ho- LG Hoo L3
HC H,C
(%) ~ OH (9f)
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o
_0
H,C ;CF/J\
B
H,C_ Hy
L 0
H,C
(9i)

Las butenil-espinosinas se nombran en la tabla | y de aqui en adelante en la presente memoria se las denominara por
los acrénimos estructurales “for-ram-1”, “for-ram-I1”, “for-ram-III” y sus derivados. En estos casos |, Il y Ill se refieren a la
estructura de macrolido apropiadamente sustituida (I: R* = R® = H; IIl: R® = CHz, R* = H u OH; lll: R® = H, R* = OH), “for”
representa el azucar en la posicion C-17 (for = forosamina), y “ram” representa el azucar en la posicién C-9 (ram = tri-O-
metilramnosa). Un segundo tipo de estructura tipo macrélido que es producida por la cepa NRRL 30141, con la férmula
general (2) que tiene un anillo macrélido de 14 miembros, es denominada de aqui en adelante en la presente memoria
como |V y al compuesto completamente glicosilado como “for-ram-IV”. Los compuestos tipo butenil-espinosinas de las
féormulas (1) y (2) son utiles para el control de aracnidos, nematodos e insectos, en particular de las especies
Lepidoptera y Diptera, y son bastante medioambientalmente amigables y tienen un perfil toxicoldgico atractivo.

Las butenil-espinosinas exhiben varias variaciones de la serie de las espinosinas que incluyen modificaciones extensas
en la posicion C-21, hidroxilacién en la posicion C-8 y sustitucion de azucares alternativos, que incluyen azicares
neutros, de la forosamina en la posicion C-17. Ademas, el compuesto (31) posee un sistema de anillos 5,6,5-triciclico,
condensado con un anillo macrociclico de 14 miembros con forosamina y ramnosa unidas en las posiciones C-17 y C-9.

Sumario de la invenciéon

La presente invencion proporciona nuevas cepas aisladas de Saccharopolyspora sp., designadas 30141.2, 30141.3,
30141.4, 30141.5, 30141.8 y 30141.13.

La invencién también proporciona una nueva serie de compuestos tipo butenil-espinosinas que pueden producirse
cultivando estas cepas en medios adecuados, y que tienen la siguiente formula general (1A):
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R9~. 0
R3
O ") d)
8% R4 (1A)
o R5

En la que:

R®es un grupo seleccionado de

Me ppe OH Me Me Me
O OMe O OMe O OMe
OMe OMe OH

(3a) (3b) (3¢c)
Me Me Me Me OH
Ol ~7~0H Ol~F~oH o[ 28,
OMe OH 9
(3d) (3e) (3f)

R* es un atomo de hidrégeno o un grupo hidroxilo,
R® es un atomo de hidrégeno o un grupo metilo,
R%es 1-butenilo, 1,3-butadienilo, n-butilo, 3-hidroxi-1-butenilo, butan-3-ona, 1,2-epoxi-butilo o 1-propenilo, y

R? es un atomo de hidrégeno o un grupo seleccionado de
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3 Y.
N \;’07\ H 3C ~N o
H,C H.C H Cx H.C
3 (9a) 3 3¢ (9b)
H\ H3C{ HO
_N \;/07\ N o
HEC HSC H3C Hac
(9¢) (9d)
HD\;EZ\ Ho\ﬁg\
H,C H,C,
(9e) OH (9f)
HSC..
O
- D Jg\
H,C H,C 9 O
~N
H' CH,

Siempre que:

a) Si R es un grupo de formula (3b) o (3c), R? y R® son H, y R® es 1-butenilo, entonces R® no es ni H ni un grupo de
férmula (9a); y

b) Si R®es un grupo de formula (3a), entonces R? y R®son H, R%es 1-propenilo, y R%es H.

Con la condicién de que a) exclu;la los compuestos conocidos 6 y 30. Con la condicién de que b) excluya los
compuestos conocidos en los que R” es un grupo de formula (3a).

La invencion también proporciona nuevos compuestos de la siguiente férmula general (2A), los cuales también pueden
producirse cultivando las nuevas cepas aisladas de la invencion:

EJ.Fl‘-ii

(2A)
En la que R3, R4, R5, Rg, R® son como se definieron para la formula (1A).

6
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En la tabla Il se identifican nuevos compuestos especificos de las férmulas (1A) y (2A) que han sido preparados y
aislados cultivando las cepas de Saccharopolyspora sp. mutantes anteriormente identificadas.

RO

o
R3
o +0
Ra o R4
0 R5
(1A)
Tabla Il

Compuesto n® | Nombre Férmula | R* | R* | R® R® RO+
5 For-(2"-O-demetil ram)-I (1A) (3b) H 1-butenil (9a)
6 For-(3"-O-demetil ram)-I (1A) (3¢) H 1-butenil (9a)
32 For-(4"-O-demetil ram)-I (1A) (3d) H 1-butenil (9a)
33 For-(2°, 3°, 4’-tri-O-demetil-ram)-1 (1A) (3f) H 1-butenil (9a)
34 For-(4"-O-demetil ram)-lI| (1A) (3d) |OH | H 1-butenil (9a)
35 (4"-N-demetil-for)- (4°-O-demetil ram)-1 (1A) (3d) | H H 1-butenil (9c)
36 For-(4"-O-demetil ram)-I (1A) (3d) | H | CHs 1-butenil (9a)
37 For-(3",4’-di-O-demetil-ram)-| (1A) (3e) | H H 1-butenil (9a)
38 24-demetil-ram-| (1A) (3a) | H H 1-propenil H

39 (4°-O-demetil ram)-| (1A) (3d) | H H 1-butenil H

40 For-(3",4"-di-O-demetil-ram)-IlI (1A) (32) |OH | H 1-butenil (9a)
41 For-(3"-O-demetil ram)-Il (1A) (3c) |OH | H 1-butenil (9a)
42 (N-oxi-for)-(3",4 -di-O-demetil-ram)-1 (1A) (3e) | H H 1-butenil (9b)
43 24-demetil-for-(3",4"-di-O-demetil-ram)-| (1A) 3e)| H H 1-propenil (9a)
44 for-(3",4"-di-O-demetil-ram)-I| (1A) (3e) | H | CHs 1-butenil (9a)
137 (4”-N-demetil-for)- (3"-O-demetil ram)-I (1A) (3c) | H H 1-butenil (9¢)
76 for-(3",4"-di-O-demetil-ram)-I| (1A) (3e) | H | CHs 1-butenil (9a)
141 24-hidroxi-for-(3"-O-demetil-ram)-1 (1A) (3c) | H H | 3-hidroxi-1-butenil | (9a)
143 24,25-dehidro-for-(3"-O-demetil-ram)-I (1A) (3c) | H 1,3-butadienil (9a)
148 24-demetil-for-(3’-O-demetil-ram)-I (1A) (3c) | H H 1-propenil (9a)
161 for-(3’-O-demetil-ram)-IV (2A) (Bc)| H | H etil (9a)
163 for-(3",4°-di-O-demetil-ram)-IV (2A) (3e) | H H etil (9a)
165 24-ceto-22,23-dihidro-for-(3"-O-demetil-ram)-1 (1A) (3c) | H H butan-3-ona (9a)
166 22,23-epoxi-for-(3 -O-demetil-ram)-I (1A) (3c) | H H 1,2-epoxi-butil (9a)

* Las férmulas (3a)-(3f) son como se definieron anteriormente.

** Las férmulas (9a)-(9i) son como se definieron anteriormente.
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También se aislaron dos compuestos adicionales con un puenteado alterado del anillo macrociclico. Estos dos
compuestos tenian las siguientes estructuras (10) y (11).

(10) (11)

Excepto para los compuestos 5 y 6, todos los componentes listados en la tabla |l son estructuralmente distintos de las
espinosinas o butenil-espinosinas previamente conocidas. Ademas, aunque los compuestos 5 y 6 de la tabla | son
producidos por la cepa NRRL 30141, son producidos en tan pequefias cantidades por esa cepa que el aislamiento es
dificil y el uso de estos compuestos estaba hasta ahora muy restringido. Las nuevas cepas descritas en esta solicitud
producen estos compuestos en cantidades facilmente aislables por métodos descritos en la presente memoria.

La cepa 30141.2 produce como productos principales los compuestos 5y 33. La cepa 30141.3 produce como productos
principales los compuestos 6, 37, 42, 43 y 44. La cepa 30141.4 produce como productos principales los compuestos 17,
32, 34, 35, 36 y 39. La cepa 30141.5 produce como productos principales los compuestos 6, 8, 40 y 41. La cepa 30141.8
produce como productos principales los compuestos 6, 37, 44, 76, 137, 141, 143, 148, 161, 163, 165 y 166. La cepa
30141.13 produce como productos principales los compuestos 17 y 38.

Las cepas 30141.2, 30141.3 y 30141.4 fabrican entre ellas como productos principales derivados de butenil-espinosinas
(1) los cuales estan O-demetilados en el resto tri-O-metil-ramnosa en la posicion 2” o en la posiciéon 3" o en la posicion
4’, 0 en combinaciones tales como las posiciones 3'+ 4" 6 2"+ 3"+ 4’. Estos son ejemplificados mediante los compuestos
5, 6, 32, 37 y 33, respectivamente. Los productos minoritarios producidos mediante estas nuevas cepas incluyen
similarmente derivados demetilados en combinacion con otras modificaciones estructurales presentes en metabolitos de
la cepa padre 30141, como se ejemplifica mediante los compuestos 34 (4’-O-demetil, 8-hidroxi), 35 (4’-O-demetil, 4"-N-
demetil), 36 (4'-O-demetil, 6-metil), 43 (3", 4°-di-O-demetil, 24-demetil), etc. Asi, los expertos en la técnica esperarian
que estas cepas produjeran todos los metabolitos presentes en la cepa padre NRRL 30141 modificada con cada uno de
los nuevos patrones de demetilacion de ramnosa descritos en la presente memoria, en todas las combinaciones.

Tales metabolitos pueden obtenerse realizando el aislamiento con extractos de lotes mas grandes de caldo de cultivo.
Por consiguiente, los siguientes compuestos adicionales son obtenibles a partir de las cepas mutantes de la presente
invencion:

R9.
R3
o .0
R8 (o) R4
o RS
(1A)
Tabla Il
Compuesto n® | Formula R* | R* R® R® R
45 (1A) (3d) | H H 1-butenil (9c)
46 (1A) (3d) | H H 1-butenil (9d)
47 (1A) (3d) | H H | 3-hidroxi-1-butenil | (9a)
48 (1A) (3d) | H H | 3-hidroxi-1-butenil | (9c)
49 (1A) (3d) | H H 1,3-butadienil (9a)
50 (1A) (3d) | H H 1-butenil (9e)
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Compuesto n® | Formula R* | R* R® R® R
51 (1A) (3d) | H H 1-butenil (9f)
52 (1A) (3d) |[OH | H 1-butenil (9e)
53 (1A) (3d) |[OH | H 1-butenil (99)
54 (1A) (3d) H 1-propenil (9a)
55 (1A) (3d) CHs 1-butenil H
56 (1A) (3d) |OH | H 1-butenil H
57 (1A) (3d) | H H | 3-hidroxi-1-butenil | H
58 (1A) (3d) | OH | H | 3-hidroxi-1-butenil | H
59 (1A) (3d) | H H 1,3-butadienil H
60 (1A) (3d) | H H n-butil H
61 (1A) (3d) | H H 1-butenil (9h)
62 (1A) (3d) | H H 1-butenil (9i)
63 (1A) (3d) |[OH | H 1,3-butadienil (9a)
64 (1A) (3d) | OH | CH3 1-butenil (9a)
65 (1A) (3d) |[OH | H 1-propenil (9a)
66 (1A) (3e) | H H 1-butenil (9c)
67 (1A) (3e) | H H 1-butenil (9d)
68 (1A) (3e) | H H | 3-hidroxi-1-butenil | (9a)
69 (1A) (3e) | H H | 3-hidroxi-1-butenil | (9c)
70 (1A) (3e) | H H 1,3-butadienil (9a)
71 (1A) (3e) | H H 1-butenil (9e)
72 (1A) (3e) | H H 1-butenil (9f)
73 (1A) (32) |OH | H 1-butenil (9e)
74 (1A) (32) |OH | H 1-butenil (99)
75 (1A) (3e) H 1-butenil H
76 (1A) (3e) CHs 1-butenil H
77 (1A) (32) |OH | H 1-butenil H
78 (1A) (3e) | H H | 3-hidroxi-1-butenil | H
79 (1A) (3e) | OH | H | 3-hidroxi-1-butenil | H
80 (1A) (3e) | H H 1,3-butadienil H
81 (1A) (3e) | H H n-butil H
82 (1A) (3e) | H H 1-butenil (9h)
83 (1A) (3e) | H H 1-butenil (9i)
84 (1A) (32) |OH | H 1,3-butadienil (9a)
85 (1A) (3e) | OH | CHs 1-butenil (9a)
86 (1A) (3e) | OH H 1-propenil (9a)
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Compuesto n® | Formula R* | R* R® R® R
87 (1A) (3f) | H H 1-butenil (9b)
88 (1A) (3f) | H H 1-butenil (9c)
89 (1A) (3f) | H H 1-butenil (9d)
90 (1A) (3f) | H | CHs 1-butenil (9a)
91 (1A) (3f) |OH | H 1-butenil (9a)
92 (1A) (3f) | H H | 3-hidroxi-1-butenil | (9a)
93 (1A) (3f) | H H | 3-hidroxi-1-butenil | (9c)
94 (1A) (3f) | H H 1,3-butadienil (9a)
95 (1A) (3f) | H H 1-butenil (9e)
96 (1A) (3f) | H H 1-butenil (9f)
97 (1A) (3f) |OH | H 1-butenil (9e)
98 (1A) (3f) |OH | H 1-butenil (99)
99 (1A) (3f) | H H 1-propenil (9a)
100 (1A) (3f) H 1-butenil H

101 (1A) (3f) CHs 1-butenil H

102 (1A) (3f) |OH | H 1-butenil H

103 (1A) (3f) | H H | 3-hidroxi-1-butenil | H

104 (1A) (3f) | OH | H | 3-hidroxi-1-butenil | H

105 (1A) (3f) | H H 1,3-butadienil H

106 (1A) (3f) | H H n-butil H

107 (1A) (3f) | H H 1-butenil (9h)
108 (1A) (3f) | H H 1-butenil (9i)
109 (1A) (3f) |OH | H 1,3-butadienil (9a)
110 (1A) (3f) | OH | CH3 1-butenil (9a)
111 (1A) (3f) | OH 1-propenil (9a)
112 (1A) (3b) | H 1-butenil (9b)
113 (1A) (3b) | H 1-butenil (9c)
114 (1A) (3b) | H H 1-butenil (9d)
115 (1A) (3b) | H | CHs 1-butenil (9a)
116 (1A) (3b) |OH | H 1-butenil (9a)
117 (1A) (3b) | H H | 3-hidroxi-1-butenil | (9a)
118 (1A) (3b) | H H | 3-hidroxi-1-butenil | (9c)
119 (1A) (3b) | H H 1,3-butadienil (9a)
120 (1A) (3b) | H H 1-butenil (9e)
121 (1A) (3b) | H H 1-butenil (9f)
122 (1A) (3b) |OH | H 1-butenil (9e)
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Compuesto n® | Formula R* | R* R® R® R
123 (1A) (3b) |OH | H 1-butenil (99)
124 (1A) (3b) H 1-propenil (9a)
125 (1A) (3b) CHs 1-butenil

126 (1A) (3b) |OH | H 1-butenil H

127 (1A) (3b) | H H | 3-hidroxi-1-butenil | H

128 (1A) (3b) | OH | H | 3-hidroxi-1-butenil | H

129 (1A) (3b) | H H 1,3-butadienil H

130 (1A) (3b) | H H n-butil H

131 (1A) (3b) | H H 1-butenil (9h)
132 (1A) (3b) | H H 1-butenil (9i)
133 (1A) (3b) |OH | H 1,3-butadienil (9a)
134 (1A) (3b) | OH | CH3 1-butenil (9a)
135 (1A) (3b) |OH | H 1-propenil (9a)
136 (1A) (3c) | H 1-butenil (9b)
137 (1A) (3c) | H 1-butenil (9c)
138 (1A) (3c) | H H 1-butenil (9d)
139 (1A) (3¢c) | H | CHs 1-butenil (9a)
140 (1A) (3c) |OH | H 1-butenil (9a)
141 (1A) (3c) | H H | 3-hidroxi-1-butenil | (9a)
142 (1A) (3c) | H H | 3-hidroxi-1-butenil | (9c)
143 (1A) (3c) | H H 1,3-butadienil (9a)
144 (1A) (3¢c) | H H 1-butenil (9e)
145 (1A) (3¢c) | H H 1-butenil (9f)
146 (1A) (3c) |OH | H 1-butenil (9e)
147 (1A) (3c) |OH | H 1-butenil (99)
148 (1A) (3c¢) H 1-propenil (9a)
149 (1A) (3c) CHs 1-butenil H

150 (1A) (3c) |OH | H 1-butenil H

151 (1A) (3c) | H H | 3-hidroxi-1-butenil | H

152 (1A) (3¢c) | OH | H | 3-hidroxi-1-butenil | H

153 (1A) (3c) | H H 1,3-butadienil H

154 (1A) (3c) | H H n-butil H

155 (1A) (3c) | H H 1-butenil (9h)
156 (1A) (3c) | H H 1-butenil (9i)
157 (1A) (3c) |OH | H 1,3-butadienil (9a)
158 (1A) (3c) | OH | CHs 1-butenil (9a)
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Compuesto n® | Formula R* | R* R® R® R
159 (1A) (3¢c) | OH H 1-propenil (9a)
167 (1A) (3d) | H H butan-3-ona (9a)
168 (1A) (3d) | H H 1,2-epoxi-butil (9a)
169 (1A) (3e) | H H butan-3-ona (9a)
170 (1A) (3e) | H H 1,2-epoxi-butil (9a)
171 (1A) (3e) | H H butan-3-ona (9a)
172 (1A) (3e) | H H 1,2-epoxi-butil (9a)
173 (1A) (3b) | H H butan-3-ona (9a)
174 (1A) (3b) | H H 1,2-epoxi-butil (9a)

* Las férmulas (3a)-(3f) son como se definieron anteriormente.
** Las férmulas (9a)-(9i) son como se definieron anteriormente.

El escalado de la cepa 30141.8 permitio el aislamiento de varios nuevos derivados de butenil-espinosinas (1) con nueva
sustituciéon en la posicién C-21 como se ejemplifica mediante los compuestos 165 (24-ceto-22-23-dihidro-for-(3°-O-
demetil-ram)-1) y 166 (22-23-epoxi-for-(3-O-demetil-ram)-1). Por tanto, los expertos en la técnica esperarian que la cepa
padre produjera todos los metabolitos presentes en la cepa padre NRRL 30141 modificados con cada uno de los nuevos
patrones de modificacién en la posicion C-21 descritos en la presente memoria, en todas las combinaciones (tabla IlIb).
Tales metabolitos pueden obtenerse realizando el aislamiento con extractos de lotes mas grandes de caldo de cultivo.

Tabla Illb

Compuesto n® | Formula®™ | R* | R* | R® R® R %
175 (1A) (3a) H butan-3-ona (9a)
176 (1A) (3a) H 1,2-epoxi-butil | (9a)
177 (1A) (3a) |OH | H butan-3-ona (9a)
178 (1A) (3a)|OH | H 1,2-epoxi-butil | (9a)
179 (1A) (3a) CH3 butan-3-ona (9a)
180 (1A) (3a) CHs | 1,2-epoxi-butil | (9a)
181 (1A) (3a) | OH | CH3s butan-3-ona (9a)
182 (1A) (3a) | OH | CHs | 1,2-epoxi-butil (9a)
183 (1A) (3a)| H H butan-3-ona (9b)
184 (1A) 3a) | H H butan-3-ona (9¢)
185 (1A) (3a)| H H butan-3-ona (9d)
186 (1A) 3a) | H H butan-3-ona (9e)
187 (1A) (3a)| H H butan-3-ona (9f)
188 (1A) (3a)|OH | H butan-3-ona (9e)
189 (1A) (3a)|OH | H butan-3-ona (99)
190 (1A) 3a) | H | CHs butan-3-ona H
191 (1A) (3a)|OH | H butan-3-ona H
192 (1A) (3a) butan-3-ona (9h)
193 (1A) (3a) butan-3-ona (9i)
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Compuesto n® | Formula®™ | R* | R* | R® R® R
104 (A | @ay| H | H | 1.2-epoxibutil | (ob)
195 (A | @ay| H | H | 1.2-epoxibutil | (9c)
196 (A | @ay| H | H [12-epoxibuti | (2d)
197 (A | @ay| H | H [1.2-epoxibutil | (9e)
199 (A | @ay| H | H [ 1.2-epoxibutil | (9f)
200 (1A) | 3ay|OH| H [ 1.2-epoxibutil | (9e)
201 (1A) | 3a)|oH| H [ 1.2-epoxibuti | (9g)
202 (1A) | 3a)| H | cHs | 1,2-epoxi-buti H

203 (1A) | 3a)|oH| H [ 1.2-epoxi-buti H

204 (A | @ay| H | H [ 12-epoxibuti | (oh)
205 (A | @ay| H | H [ 1.2-epoxibutil | (9i)
206 (1A) H H H butan-3-ona (9a)

207 (A | H | H | H | 1.2-epoxibutil | (@a)

1 La formula 1A es como se definié anteriormente.
* Las férmulas (3a)-(3f) son como se definieron anteriormente.
** Las férmulas (9a)-(9i) son como se definieron anteriormente.

Otro aspecto de esta invencion es un procedimiento para producir compuestos de férmula (1A), el cual comprende
cultivar una cepa de Saccharopolyspora sp., seleccionada de las cepas 30141.2, 30141.3, 301414, 30141.5, 30141.8, y
30141.13 en un medio adecuado para producir los compuestos deseados. Los compuestos de férmula (1A) son
extraidos del caldo de fermentacion y del micelio con disolventes organicos polares. Los compuestos pueden ademas
purificarse mediante técnicas bien conocidas en la técnica, tales como cromatografia en columna.

Debido a que las cepas 30141.2, 30141.3, 301414, 30141.5, 30141.8 y 30141.13 son cepas recién descubiertas, esta
invencion proporciona ademas un cultivo biolégicamente purificado de estos microorganismos. Estas nuevas cepas se
depositaron segun los términos del tratado de Budapest en el Midwest Area Regional Research Center, Agricultural
Research Service, United States Department of Agriculture, 818 North University Street, Peoria, IL 61604, en las fechas
indicadas en la siguiente tabla.

Cepa Numero de depdsito Fecha de depdésito

30141.2 NRRL 30424 8 de marzo de 2001
30141.3 NRRL 30423 8 de marzo de 2001
301414 NRRL 30422 8 de marzo de 2001
30141.5 NRRL 30438 15 de marzo de 2001
30141.8 NRRL 30421 8 de marzo de 2001
30141.13 NRRL 30437 15 de marzo de 2001

Los compuestos de formula (1A) en la que R® es diferente de H, de aqui en adelante denominados en la presente
memoria compuestos de formula 1B, son utiles para el control de acaros e insectos, particularmente de las especies
Lepidoptera, Coleoptera, Homoptera y Diptera. Por lo tanto, las composiciones insecticidas y acaricidas y los métodos
para reducir las poblaciones de insectos y acaros usando estos compuestos también son parte de esta invencion.

Los compuestos de férmula (1A) también son utiles como compuestos intermedios en la preparacién de compuestos
insecticidas y acaricidas. Por ejemplo, estos compuestos pueden ser alquilados o acilados en cualquier grupo hidroxilo
libre de ramnosa. La alquilacion o acilacion pueden llevarse a cabo por sintesis quimica o por bioconversién microbiana,
usando procedimientos descritos, por ejemplo, en el documento WO 97/00265.
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Descripcion detallada de la invencion
Descripcion del cultivo

Las cepas recién aisladas derivadas de Saccharopolyspora sp. LW107129 (NRRL30141) se hicieron crecer en siete
medios de agar extendidos en placas y se compararon respecto al crecimiento, color inverso, produccion de hifas areas,
color de la masa de esporas y produccion de pigmentos. Ademas, los mutantes fueron analizados respecto a la
capacidad de fermentar 14 azucares. Tanto en los ensayos morfolégicos como en los fisiolégicos no se observé ninguna
diferencia significativa entre NRRL 30141, que se describe en el documento WO 01/19840, y cualquiera de los cultivos
descritos en la presente memoria (30141.2, 30141.3, 301414, 30141.5, 30141.8, 6 30141.13).

Un aspecto de la presente invencion es la preparacion de un compuesto de féormula 1A cultivando una cepa que produce
3’-ODM-ram tal como 30141.3, 30141.5, 30141.8 6 uno de sus mutantes que producen 3’-ODM-ram. Un “mutante que
produce 3'-ODM-ram” es una cepa derivada de una cualquiera de las cepas de NRRL 30141 productoras de butenil-
espinosinas o de cepas de NRRL 30141 que producen ODM-ram, la cual es capaz de producir cantidades recuperables
de compuestos tipo 3-O-demetil-ram.

Otro aspecto de la presente invencion es la preparacion de un compuesto de férmula 1A cultivando una cepa que
produce 2°-ODM-ram tal como 30141.2, o uno de sus mutantes que producen 2’-ODM-ram. Un “mutante que produce 2°-
ODM-ram” es una cepa derivada de una cualquiera de las cepas de NRRL 30141 productoras de butenil-espinosina o de
las cepas de NRRL 30141 que producen ODM-ram, la cual es capaz de producir cantidades recuperables de
compuestos tipo 2°-O-demetil-ram.

Auln otro aspecto de la presente invencién es la preparacion de un compuesto de formula 1A producido cultivando una
cepa que produce 4°-ODM-ram tal como 30141.4, o uno de sus mutantes que producen 4’-ODM-ram. Un “mutante que
produce 4°-ODM-ram” es una cepa derivada de una cualquiera de las cepas de NRRL 30141 productoras de butenil-
espinosinas o de las cepas de NRRL 30141 que producen 4’-ODM-ram, la cual es capaz de producir cantidades
recuperables de compuestos tipo 4°-O-demetil-ram.

Los compuestos de formula (1A) pueden separarse del medio de cultivo en el que son producidos usando varios
procedimientos de aislamiento y purificacion, los cual son bien entendidos en la técnica. Por razones de economia de
produccion, rendimiento 6ptimo y facilidad de aislamiento del producto, se prefieren ciertos medios de cultivo. Por
ejemplo, la fuente de carbono preferida en la fermentacion a gran escala es glucosa, aunque también pueden usarse
ribosa, fructosa, glicerol, manosa, manitol, ribosa, almidén soluble, dextrina de patata, aceites como aceite de soja y
similares. Las fuentes de nitrégeno preferidas son harina de semilla de algodoén, harina de soja, caseina peptonizada y
licor de la maceracién del maiz, aunque pueden usarse peptona, extracto de levadura, caseina hidrolizada con enzimas,
extracto de came y similares. Entre las sales inorganicas nutrientes que pueden incorporarse al medio de cultivo son
sales solubles habituales capaces de dar zinc, sodio, potasio, magnesio, calcio, amonio, cloruro, carbonato, sulfato,
nitrato, fosfato e iones semejantes. Los elementos traza esenciales cominmente aparecen como impurezas en otros
sustituyentes del medio en cantidades suficientes para reunir los requisitos de crecimiento del organismos, aunque
pueden afadirse sales capaces de proporcionar molibdeno, cobalto, cobre, manganeso, boro, hierro y similares.

Usualmente, si la formacion de espuma es un problema, pueden afiadirse al medio de fermentacion a gran escala
pequefas cantidades de un agente antiespumante tal como polipropilenglicol u otros antiespumantes cominmente
usados por los expertos en la técnica. Adicionalmente, si se desarrolla espuma puede afiadirse un aceite.

Para producir cantidades sustanciales de los compuestos de formula (1A) se prefiere la fermentacién aerobia sumergida;
sin embargo, pueden obtenerse pequefias cantidades de un compuesto de férmula (1A) mediante cultivo en un matraz
agitado. Es preferible usar un indculo vegetativo para la inoculaciéon de biorreactores grandes. El inéculo vegetativo se
prepara inoculando un pequefio volumen de medio de cultivo de un cultivo madre conservado en nitrégeno liquido o en
un congelador a temperatura ultra baja, para obtener un cultivo reciente de ese organismo que crezca activamente. El
cultivo vegetativo se transfiere a continuacion a un biorreactor mayor. El medio de in6culo vegetativo puede ser el mismo
que el usado para la fermentacioén, pero también son adecuados otros medios.

El compuesto de féormula (1A) es producido por las cepas productoras de ODM-ram cuando se hacen crecer a
temperaturas entre aproximadamente 24°C y aproximadamente 33°C. Las temperaturas 6ptimas de produccion parecen
ser de aproximadamente 28°C a aproximadamente 31°C. Como es habitual en procedimientos de cultivos aerobios, se
hace borbotear aire estéril por el depédsito desde el fondo, mientras que el medio es agitado con rodetes de turbina. En
general, el caudal de aireacion debe ser suficiente para mantener la concentracion de oxigeno disuelto requerida por el
organismo.

La produccion de compuestos de férmula (1A) puede ser seguida durante la fermentacién analizando extractos del caldo
de cultivo. Un método preferido para seguir la produccion es el andlisis de extractos de caldo de cultivo por
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cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC). Un método mas preferido para seguir la produccion es el andlisis de
extractos de caldo de cultivo por HPLC-espectrometria de masas (LC-MS). Sistemas adecuados para analizar se
describen en los ejemplos 1y 2.

Tras la produccion en matraces agitados o en reactores agitados, los compuestos de formula (1A) pueden recuperarse
del medio de fermentacion mediante métodos conocidos por los expertos en la técnica. Los compuestos creados durante
la fermentacion de la cepa que produce butenil-espinosinas se producen tanto en el micelio como en el caldo de cultivo.
En ausencia de un aceite en la fermentacion, una recuperacion mas eficiente del compuesto de férmula (1A) se consigue
filtrando inicialmente todo el caldo de cultivo para separar el micelio del caldo de cultivo. Los compuestos de férmula (1A)
son lipdfilos; por lo tanto, cuando se usa un aceite en la fermentacion, una cantidad sustancial de los compuestos de
férmula (1A) puede estar en el caldo de cultivo.

Una técnica preferida para aislar los compuestos de formula (1A) del caldo de cultivo implica afiadir un volumen igual de
etanol a todo el caldo de cultivo, agitar durante 1-2 horas para completar la extraccion y centrifugar para separar la masa
de células extraidas. Los compuestos de formula (1A) se extraen a continuacion repartiendo el extracto acuoso-etandlico
del caldo de cultivo con diclorometano, el cual se seca a vacio. Los compuestos de formula (1A) se purifican a partir de
la fase de diclorometano secado por HPLC preparativo, como se describe con mas detalle en el ejemplo 4.

Una técnica mas preferida para aislar los compuestos de férmula (1A) (en los que R®es un resto que contiene nitrégeno
basico) del caldo de cultivo implica afadir metil isobutil cetona (MIBK) al caldo de cultivo. Después de agitar durante 1-2
horas, el caldo de cultivo se centrifuga y el extracto de MIBK se separa. El extracto de MIBK se reparte usando una
disolucién acuosa acida amortiguadora del pH a pH 3, la fase acuosa se ajusta a pH 10 usando hidroxido de amonio y a
continuacion se extrae usando dietil éter (DEE). La fase de DEE se seca a vacio y los compuestos de féormula (1A) se
separan y purifican por HPLC preparativa, como se describe con mas detalle en el ejemplo 5.

Alternativamente, los sodlidos del cultivo, que incluyen los constituyentes del medio y el micelio, pueden usarse sin
extraccion o separacion, pero preferiblemente después de la separacion del agua, como una fuente de los compuestos
de férmula (1A). Por ejemplo, después de la produccién de los compuestos de féormula (1A), todo el caldo de cultivo de la
fermentacion puede secarse por liofilizacion, en un tambor rotatorio, o por destilacion azeotrépica y secado. El caldo de
cultivo secado puede entonces secarse directamente, por ejemplo mezclandolo directamente en una premezcla de
alimentacion o en formulaciones para pulverizaciones y polvos.

Ejemplo 1

Método LC-UV para analizar el caldo de fermentacion respecto a metabolitos tipo butenil-espinosinas que contengan O-
demetil-ramnosa

Los siguientes métodos de HPLC son utiles para monitorizar una fermentacién para la produccién de compuestos de
férmula (1A) y otros componentes:

Se afiade un volumen de etanol desnaturalizado igual al del caldo de fermentacion. Se agita la mezcla durante 1 hora, a
continuacioén se centrifuga para separar los restos celulares voluminosos. Se microcentrifuga una parte alicuota de 1 mL,
a continuacion se analiza el extracto clarificado mediante uno de los siguientes sistemas de HPLC:

Sistema de HPLC 1: fase estacionaria de la columna: columna de 250 x 4,6 mm, gel de silice desactivado para bases,
C8 5 um (HypersiITM-C8-BDS). Fase mavil: gradiente lineal acetato de amonio 10 mM-metanol-acetonitrilo sumarizado a
continuacion:

En la que el disolvente A es acetato de amonio 10 mM y el disolvente B es metanol-acetonitrilo (1:1).

Caudal: 1 mL/min

Tabla IVa
Tiempo (min) | Porcentaje de disolvente A | Porcentaje de disolvente A
0 100 0
20 0 100
25 0 100
30 100 0
35 100 0
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Deteccion: UV a 244 nm

Los tiempos de retencion se sumarizan en la tabla Va:

Sistema de HPLC 2: fase estacionaria de la columna: columna de 250 x 4,6 mm, gel de silice desactivado para bases,
C8 5 um (HypersiITM-C8-BDS). Fase movil: gradiente lineal acetato de amonio 10 mM-acetonitrilo sumarizado a

continuacion:

ES 2496 940 T3

Tabla Va
Compuesto | Tiempo de retencion (min)
(5) 23,5
(6) 23,6
(32) 23,5
(33) 22,4
(34) 211
(35) 22,6
(36) 23,8
(37) 231
(38) 21,6
(39) 21,4
(40) 20,4
(41) 21,3
(42) 22,4
(43) 22,4
(44) 23,6

Tabla IVb

Tiempo (min)

Porcentaje de disolvente A

Porcentaje de disolvente A

0
20
25
30
35

100
0
0

100

100

0
100
100

0

0

En la que el disolvente A es acetato de amonio 10 mM vy el disolvente B es acetonitrilo.

Caudal: 1 mL/min

Deteccion: UV a 244 nm

Los tiempos de retencion se sumarizan en la tabla Vb:

Tabla Vb
Compuesto | Tiempo de retencion (min)
(165) 17,3
(166) 18,5
(10) 18,7
(11) 18,9
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Sistema de HPLC 3: fase estacionaria de la columna: columna de 250 x 4,6 mm, gel de silice desactivado para bases,
C18 5 um (HypersiITM-C18-BDS). Fase movil: gradiente lineal acetato de amonio 10 mM-acetonitrilo sumarizado a

continuacion:

Tabla IVc
Tiempo (min) | Porcentaje de disolvente A | Porcentaje de disolvente A
0 100 0
20 0 100
25 0 100
30 100 0
35 100 0

En la que el disolvente A es acetato de amonio 10 mM y el disolvente B es acetonitrilo.

Caudal: 1 mL/min

Deteccion: UV a 244 nm

Los tiempos de retencion se sumarizan en la tabla Vc:

Tabla Ve
Compuesto | Tiempo de retencion (min)
(76) 22,7
(163) 23,4

Ejemplo 2

Método LC-MS para analizar el caldo de fermentacién respecto a metabolitos tipo butenil-espinosinas que contengan O-
demetil-ramnosa

El método de LC descrito en el ejemplo 1, excepto con la adiciéon de un espectrometro de masas con electropulverizacion
(ESI) unido para analizar el eluyente de HPLC, es util para monitorizar una fermentacion para la produccion de
compuestos de férmula (1A) y otros componentes. Tal sistema también se usé para determinar pesos moleculares de los
factores purificados, por deduccion de los iones aductos generados en la electropulverizacion. Estos datos se sumarizan
en la tabla VI.

Se afiade un volumen de etanol desnaturalizado igual al del caldo de fermentacion. Se agita la mezcla durante 1 hora, a
continuacioén se centrifuga para separar los restos celulares voluminosos. Se microcentrifuga una parte alicuota de 1 mL,
a continuacion se analiza el extracto clarificado mediante uno de los siguientes sistemas de LC-MS:

Sistema de HPLC: fase estacionaria de la columna: columna de 250 x 4,6 mm, gel de silice desactivado para bases, C8
5 pum (HypersiITM-C8-BDS). Fase movil: gradiente lineal acetato de amonio 10 mM-metanol-acetonitrilo sumarizado a
continuacion:

Tabla VI

Tiempo (min)

Porcentaje de disolvente A

Porcentaje de disolvente A

0
20
25
30
35

100
0
0

100

100

0
100
100

0

0

En la que el disolvente A es acetato de amonio 10 mM y el disolvente B es metanol-acetonitrilo (1:1).

Caudal: 1 mL/min; division después del detector UV tal que la relacién MS:residuo sea aproximadamente 5:95.
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Deteccion: ESI positiva adquirida en los modos de voltaje del cono bajo y alto.

Los iones caracteristicos de espectrometria de masas se sumarizan en la tabla VII:

Tabla VII

Compuesto m/z para [M+H]"? | m/z del ion secundario®
5 744,3 142,0

6 744,6 1421

32 7445 1421

33 716,4 1421

34 760,3 142,0

35 730,5 1281

36 758,6 1421

37 730,2 142,0

38 603,4 [M+acetato]” = 661,5
39 603,4 [M+acetato]" = 661,4
40 746,4 1421

41 760,4 1421

42 746,2 1421

43 716,3 142,0

44 744 .4 1421

137 730,5 128,0

141 760,5 142,0

143 742,5 142,0

148 730,4 142,0

161 744 .4 142,0

163 729,9 NO°

165 760,5 NO°

166 760,5 NO°
Compuesto de férmula (10) 571,5 NO°
Compuesto de formula (11) 571,5 NO°

@ m/z del ion padre observado en el modo ESI+, bajo voltaje del cono

® miz del fragmento o aducto mas abundante observado en el modo ESI+, alto voltaje del cono

°NO = no observado en las condiciones experimentales usadas.

Ejemplo 3

Preparacion por medio de fermentacion de metabolitos tipo butenil-espinosinas que contienen O-demetil-ramnosa

Metabolitos de formula (1A) que contienen O-demetil-ramnosa son producidos cultivando la cepa deseada de
Saccharopolyspora escogida de una de las siguientes cepas 30141.2, 30141.3, 30141.4, 30141.5, 6 30141.8 en un
medio de fermentacion como el descrito posteriormente. Se descongelaron 1,8 mL de cultivo vegetativo congelado, se
inocularon en 100 mL de medio vegetativo en un matraz Erlenmeyer y se hicieron crecer a 30°C agitando a 150 rpm
durante 48-72 horas.
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Tabla VIII
Medio vegetativo (por litro de agua)
Ingrediente Cantidad (g)
Dextrosa 9,0
Caldo de cultivo de tripticasa de soja 30,0
Extracto de levadura 3,0
Sulfato de magnesio.7H,0 2,0

A. Fermentacion en matraces agitados

Para inocular 800 mL de medio de fermentacion en un matraz de fermentacion TunAir™ de 2 litros se usaron cincuenta
mililitros de simiente de la primera etapa de maduracién. La produccion de los compuestos de formula (1A) puede
monitorizarse en la fermentacion en el matraz agitado mediante los métodos de HPLC descritos en los ejemplos 1y 2.

Tabla IX
Medio de fermentacion (por litro de agua)
Ingrediente Cantidad (g)
Dextrosa 80,0
Harina de semilla de algodon 32,0
Harina de soja 8,0
Licor de maceracion de maiz en polvo 8,0
Carbonato de calcio 5,0
Estracto de levadura 2,0

La fermentacion se mantuvo a 30°C, 200 rpm (carreras de 50 mm) durante 7-12 dias.
B. Fermentacion en reactor agitado

Para inocular un segundo cultivo vegetativo de 1 litro en un matraz de cultivo de 2 litros se usaron sesenta mililitros de
cultivo vegetativo de la primera etapa de maduracion. Este cultivo se incub6 a 30°C durante 48 horas agitando a 195
rpm. Para inocular 70 L de medio de fermentacion en un depdsito agitado de fermentacion se usoé simiente de la primera
etapa de maduracion. La fermentacion se mantuvo a 30°C, 400 rpm durante 7-14 dias. La produccion de los compuestos
de férmula (1A) puede monitorizarse en la fermentacion en el depdsito agitado mediante los métodos de HPLC descritos
en los ejemplos 1y 2.

Puede extraerse cerveza de fermentacion madura con un disolvente adecuado y recuperarse los metabolitos mediante
separacion por formacion de sales y/o separacion cromatografica, como se describe en los ejemplos 4 y 5.

Ejemplo 4
Aislamiento de metabolitos insecticidamente activos de caldo de cultivo usando un método neutro

El siguiente ejemglo muestra como se aislaron metabolitos cuando se purific6 una mezcla de compuestos de férmula
(1A) (en la que R” = H y/o un azicar que contenia nitrégeno basico). El ejemplo da un procedimiento especifico usado
para aislar los compuestos 39 y 17, pero esto seria aplicable a cualquiera de tales mezclas cuando fuera tratada por un
experto en la técnica.

El cultivo total de la cepa 301414, es decir las células mas el caldo de cultivo, de la fermentacion de 800 mL de medio
inoculado tenia un volumen total de aproximadamente 600 mL después de que la fermentacién terminara. La muestra se
extrajo con un volumen igual de etanol desnaturalizado agitando vigorosamente y permitiendo a continuacion que
permaneciera a temperatura ambiente durante dos horas. Los restos celulares se separaron por centrifugacion y los 1,2
litros de extracto acuoso de etanol al 50% se repartieron usando diclorometano (DCM; 2 x 600 mL). El extracto de DCM
se concentré a vacio para dar 470 mg de residuo. El residuo se disolvid6 en metanol y se sometié a cromatografia
mediante inyecciones repetidas en HPLC preparativa en las siguientes condiciones:
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Sistema de HPLC: fase estacionaria de la columna: columna de 250 x 10 mm, gel de silice desactivado para bases, C18
5 um (HypersiITM-C18-BDS). Fase movil: acetato de amonio 10 mM-metanol-acetonitrilo (25:37,5:37,5). Condiciones de
flujo: elucion isocratica a 5 mL/min. Deteccion: UV a 244 nm.

La mitad del extracto de DCM seco se separ0 preparativamente usando este meétodo, recogiendo las regiones que
eluyeron a aproximadamente 9 y 13,5 minutos. Estas se secaron para dar el compuesto puro 39 (1,7 mg) y el compuesto
puro 17 (0,8 mg), respectivamente.

Ejemplo 5
Aislamiento de metabolitos insecticidamente activos de caldo de cultivo usando un método de reextraccion acido

El siguiente ejemplo muestra como se aislaron metabolitos cuando los compuestos de interés eran una mezcla de
compuestos de férmula (1A) (en la que R? = un azucar que contenia nitrégeno basico). El ejemplo da un procedimiento
especifico usado para aislar los compuestos 6, 37, 42, 43 y 44, pero esto seria aplicable a cualquiera de tales mezclas
cuando fuera tratada por un experto en la técnica.

El cultivo total de la cepa 30141.3, es decir las células mas el caldo de cultivo, de la fermentacion de 6 litros de medio
inoculado tenia un volumen total de aproximadamente cinco litros después de que la fermentacion terminara. La muestra
se extrajo con metil isobutil cetona (MIBK; 2 x 2,5 litros) agitando continuamente durante una hora. Los restos celulares
se separaron por centrifugacion. El extracto de MIBK se repartié usando una disolucion amortiguadora del pH de acetato
de amonio/acido férmico (10 mM; pH 3; 2 x 1 litro). El pH del extracto acuoso se ajusté a 10 usando una disolucion de
hidréxido de amonio al 30% y la disolucion se extrajo con dietil éter (DEE; 2 x 1 litro). EI DEE pasé a través de un papel
de filtro y a continuacion se sec6 a vacio para dar 127 mg de residuo, denominado DEE-1. Este residuo se disolvié en
metanol (500 ulL) y se sometié a cromatografia mediante inyecciones repetidas en HPLC preparativa en las siguientes
condiciones:

Sistema de HPLC: fase estacionaria de la columna: columna de 250 x 10 mm, gel de silice desactivado para bases, C18
5um (HypersiITM-C18-BDS). Fase movil: acetato de amonio 10 mM-metanol-acetonitrilo (20:40:40). Condiciones de flujo:
elucién isocratica a 5 mL/min. Deteccion: UV a 244 nm.

El extracto DEE-1 seco se separé preparativamente usando este método, recogiendo las regiones que eluyeron a
aproximadamente 10,2, 10,8, 13,5 y 17,5 minutos. Estas se secaron para dar los compuestos puros 42 (0,2 mg), 43 (1,9
mg), 37 (23,4 mg) y una mezcla de los compuestos 6 y 44 (3,1 mg), respectivamente.

La fase de MIBK que quedd de la extraccion inicial con tampdn acido descrita anteriormente se concentré a sequedad a
vacio. El residuo se disolvié en DEE (200 mL) y se repartié con agua (2 x 100 mL; ajustada a pH 3 usando HCI 1N). La
fase acuosa se ajusté a pH 10 usando una disolucion de hidréxido de amonio al 30% vy la disolucion se extrajo con DEE
(2 x100 mL). La fase de DEE se pas6 a través de un papel de filtro y a continuacién se sec6 a vacio, dando 106 mg de
residuo, denominado DEE-2. Este residuo se disolvio en metanol (500 plL) y se sometié a cromatografia mediante
inyecciones repetidas en HPLC preparativa en las siguientes condiciones:

Sistema de HPLC: fase estacionaria de la columna: columna de 250 x 10 mm, gel de silice desactivado para bases, C18
5um (HypersiITM-C18-BDS). Fase movil: acetato de amonio 10 mM-metanol-acetonitrilo (20:40:40). Condiciones de flujo:
elucién isocratica a 5 mL/min. Deteccion: UV a 244 nm.

El extracto DEE-2 se separ6 preparativamente usando este meétodo, recogiendo las regiones que eluyeron a
aproximadamente 13,5 y 17,5 minutos. Estas se secaron para dar el compuesto puro 37 (22,6 mg), y una mezcla de los
compuestos 6 y 44 (10,6 mg), respectivamente.

Las mezclas de compuestos obtenidas de la primera etapa de las separaciones cromatograficas de DEE-1 y DEE-2 se
juntaron y secaron. La muestra seca se disolvié en metanol (500 pL) y se sometié a cromatografia mediante inyecciones
repetidas en HPLC preparativa en las siguientes condiciones:

Sistema de HPLC: fase estacionaria de la columna: columna de 250 x 10 mm, gel de silice desactivado para bases, C18
5 um (HypersiITM-C18-BDS). Fase movil: acetato de amonio 10 mM-acetonitrilo (30:70). Condiciones de flujo: elucion
isocratica a 5 mL/min. Deteccion: UV a 244 nm.

La mezcla de compuestos se separd preparativamente usando este método, recogiendo las regiones que eluyeron a
aproximadamente 12 y 16 minutos. Estas se secaron para dar el compuesto puro 44 (4,0 mg), y el compuesto puro 6
(8,4 mg), respectivamente.
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Caracteristicas espectroscoépicas

Las estructuras quimicas de los nuevos componentes se determinaron por métodos espectroscopicos, que incluian
espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN), espectrometria de masas (MS, que se sumarizo en la tabla
VIl), espectroscopia ultravioleta (UV) y por comparaciéon con for-ram-l (1) y analogos relacionados. Los espectros de
RMN de todos los compuestos se adquirieron usando técnicas de RMN comunes, y se compararon con los espectros
derivados de estructuras relacionadas. Cualquier diferencia entre los compuestos y los espectros de RMN de (por
ejemplo) el compuesto 1 fue investigada usando experimentos estandar de RMN 2D inversa tales como COSY, HSQC y
HMBC. Con el fin de identificar los derivados del sustituyente azucar en la posicion C-9 el sistema de numeracion usado
es como sigue:

Las caracteristicas espectroscdpicas de RMN distintivas usadas para identificar los compuestos de formula (1A) fueron
como sigue: los compuestos fueron facilmente identificados comparando el espectro de 1H con el del compuesto 1. El
sitio de demetilacion pudo determinarse facilmente por comparacion, y se confirmé mediante el uso apropiado de la
tecnologia RMN 2D. Cualquier otra caracteristica (por ejemplo, los compuestos 36 y 40) también se identifico faciimente
por comparacion con moléculas previamente reivindicadas (7 y 8). Los cambios relevantes en los espectros RMN se
ejemplificaron comparando el desplazamiento quimico del protdn de los protones del azucar en la posicion C-9 entre los
compuestos 5, 6, 32, 33 y 37, y los del compuesto 1. Se observaron desplazamientos hacia campo bajo en todos los
casos en los que no estaba presente el grupo metilo.

Tabla X
Desplazamiento quimico del protén (ppm)

Factor 2’ 3’ 4’ 5

(1) For-ram-| 3,50 3,46 3,11 3,55
(5) For-(2"-O-demetil-ram)-I 3,96 3,45 3,08 3,62
(6) For-(3"-O-demetil-ram)-1 3,42 3,83 2,98 3,56
(32) For-(4"-O-demetil-ram)-1 3,58 3,42 3,59 3,50
(37) For~(3",4°-di-O-demetil-ram)-1 3,42 3,72 3,38 3,53
(33) For-(27,3",4"-tri-O-demetil-ram)-| 3,89 3,78 3,46 3,58

Actividad insecticida y acaricida

Los compuestos de formula (1B) (es decir, los compuestos de férmula (1A) en los que R? es un resto azucar) son utiles
para el control de insectos y acaros. Por lo tanto, otro aspecto de la presente invencion se dirige a métodos para inhibir a
un insecto o a un acaro el cual comprende aplicar al lugar de crecimiento del insecto o acaro una cantidad del
compuesto de formula (1B) que inhiba al insecto o al acaro.

El “lugar de crecimento” del insecto o acaro se refiere al entorno en el cual vive el insecto o acaro o donde sus huevos
estan presentes, incluyendo el aire que lo rodea, la comida que come, o los objetos con los que entra en contacto. Por
ejemplo, los insectos o acaros que ingieren plantas pueden controlarse aplicando el compustos activo a partes de la
planta que los insectos o acaros comen o en las que habitan, particularmente al follaje.

Mediante la expresién “inhibir un insecto o un acaro” se quiere decir que hay una disminucién en el niumero de insectos o
acaros vivos o una disminucidon en el numero de huevos. La extension de reducciéon conseguida por un compuesto
depende, desde luego, de la tasa de aplicacion del compuesto, el compuesto particular usado, y la especie diana de
insecto o acaro. Al menos debe usarse una cantidad desactivante de insectos o de acaros. Por “cantidad desactivante”
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se quiere decir que se usa una cantidad de compuesto para provocar una reduccién medible en la poblacion de insectos
o de acaros tratada. Tipicamente, se usa de aproximadamente 1 a aproximadamente 1.000 ppm (6 0,0247 a 247
kg/hectarea).

Los compuestos muestran actividad contra varios insectos y acaros. Mas especificamente, los compuestos muestran
actividad contra miembros del orden de insectos Lepidoptera, tales como el gusano de la remolacha, gusano de la yema
del tabaco, gusano de la manzana, gusano medidor de la col. Otros miembros tipicos de este orden incluyen el gusano
soldado del sur, los gusanos cortadores, las polillas de la ropa, polilla india de la harina, rodillos de la hoja, gusano del
maiz, gusano del algodon, barrenador europeo del maiz, gusano importado de la col, gusano rosado, gusanos del saco,
orugas de tienda orientales, orugas del césped y gusanos soldados de otofio.

Los compuestos también muestran actividad contra miembtos del orden Coleoptera (los escarabajos y los gorgojos tales
como el escarabajo de la patata de Colorado, los escarabajos moteados y rayados del pepino, el escarabajo japonés y el
picudo) y Diptera (las moscas verdaderas tales como la mosca doméstica, los mosquitos, las moscas de las frutas, las
moscas de los establos y de los cuernos, y los minadores de las hojas).

Los compuestos también muestran actividad contra miembros del orden Hempitera (chinches tales como los chinches
de las plantas, los chinches apestosos y los chinches del pasto), Homoptera (tales como los é&fidos, salta hojas, salta
plantas, moscas blancas, escamas y cochinillas), Thysanoptera (arafiuelas), Orthoptera (tales como cucarachas,
saltamontes y grillos), Siphonaptera (pulgas), Isoptera (termitas), y miembros de orden Hymenoptera familia Formicidae
(hormigas).

Los compuestos también muestran actividad contra la arafia roja, la cual es un miembro del orden de los Aracnidos
familia Acarina. Otros miembros tipicos de este orden incluyen parasitos de las plantas tales como el acaro rojo de los
citricos, el &caro rojo europeo y el acaro plano de los citricos, y parasitos de los animales tales como el acaro de la sarna
desplumante, el acaro de la sarna, el acaro de sarna ovina, el acaro del pollo, el acaro de la sarna de las patas, el acaro
desplumante y el acaro del foliculo del perro.

Plagas de artrépodos especificas representativas las cuales pueden controlarse mediante los presentes compuestos,
incluyendo las siguientes: Amblyomma americanum (garrapata de la estrella solitaria), Amblyomma maculatum
(garrapata de la costa del Golfo), Argas persicus (garrapata de las aves), Boophilus microplus (garrapata del ganado),
Chorioptes spp. (acaro de la sarna), Demodex bovis (acaro del foliculo del ganado), Demodex canis (acaro del foliculo
del perro), Dermacentor andersoni (garrapata de la fiebre maculosa de las Montafias Rocosas), Dermacentor variabilis
(garrapata del perro americano), Dermanyssus gallinae (acaro del pollo), Ixodes ricinus (garrapata comun de la oveja),
Knemidokoptes gallinae (acaro de la sarna desplumante), Knemidokoptes mutans (acaro de la sarna de las patas),
Otobius megnini (garrapata del oido), Psoroptes equi (acaro de la sarna soroptica equina), Psoroptes ovis (acaro de la
sarna soroptica ovina), Rhipicephalus sanguineus (garrapata marrén del perro), Sarcoptes scabiei (acaro de la sarna),
Aedes (mosquitos), Anopheles (mosquitos), Culex (mosquitos), Culiseta, Bovicola bovis (piojo mordedor del ganado),
Callitroga homnivorax (moscardén), Chrysops spp. (tabano), Cimex lectularius (chinche de las camas), Cochliomyia spp.
(gusano barrenador), Ctenocephalides canis (pulga del perro), Ctenocephalides felis (pulga del gato), Culicoides spp.
(mosquitos mordedores, jejenes, punkies), Damalinia ovis (piojo mordedor de las ovejas), Dermatobia spp. (tabano),
Gasterophilus haemorrhoidalis (larva de las fosas nasales), Gasterophilus intestinalis (larva comun del caballo),
Gasterophilus nasalis (mosca del mentén), Glossina spp. (mosca tsé-tsé), Haematobia irritans (mosca de los cuemos,
mosca de los bufalos), Haematopinus asini (piojo chupador del caballo), Haematopinus eurysternus (piojo de nariz corta
del ganado), Haematopinus ovillus (piojo corporal), Haematopinus suis (piojo del cerdo), Hydrotaea irritans (mosca de la
cabeza), Hypoderma bovis (mosca bombardera), Hypoderma lineatum (mosca del talén), Linognathus ovillus (piojo
corporal), Linognathus pedalis (piojo del pie), Linognathus vituli (piojo de nariz larga del ganado), Lucilia spp. (mosca del
gusano), Melophagus ovinus (garrapata de ovinos), Musca spp. (mosca doméstica, mosca de la cara), Oestrus ovis
(larva de la nariz), Pediculus spp. (piojos), Phlebotomus spp. (jejene), Phormia regina (moscardon), Psorophora spp.
(mosquito), Pthirus spp. (piojos), Reduvius spp. (chinche asesino), Simulium spp. (mosca negra), Solenopotes capillatus
(piojo pequefio azul del ganado), Stomoxys calcitrans (mosca de los establos), Tabanus spp. (mosca de los caballos),
Tenebrio spp. (Qusanos de la harina), Triatoma spp. (chinches besuconas).

En una realizacion preferida, la presente invencion se dirige a un método para inhibir un insecto susceptible del orden
Lepidoptera que comprende aplicar a una planta una cantidad efectiva desactivante de insectos de un compuesto de
férmula (1B) segun la presente invencién. Otra realizacion preferida de la invencion se dirige a un método para inhibir a
las moscas mordedoras del orden Diptera en animales, el cual comprende administrar oral, parenteral o topicamente al
animal una cantidad efectiva desactivante de plagas de un compuesto de férmula (1B). Otra realizacién preferida de la
invencion se dirige a un método para inhibir acaros del orden Acarina el cual comprende aplicar al lugar de crecimiento
del acaro una cantidad desactivante de acaros de un compuesto de formula (1B).
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Las sales de adicidon de acidos de los compuestos descritos en la presente memoria, cuando sea posible, también son
utiles para producir productos agricolas. Estas sales son utiles, por ejemplo, para separar y purificar los compuestos de
férmula (1A). Ademas, algunas de estas sales pueden haber aumentado la solubilidad en agua. Las sales de adicién de
acidos pueden prepararse a partir de los compuestos descritos en la formula (1A) en la que R* es una molécula de
azucar que contiene atomos de nitrégeno basicos, tal como forosamina. Las sales de los compuestos se preparan
usando tecnologia estandar para preparar sales que son bien conocidas por los expertos en la técnica. Las sales de
adicién de acidos que son particularmente preferidas incluyen, pero no se limitan a, sales formadas mediante reacciones
estandar tanto con acidos organicos como inorganicos tales como los acidos sulfurico, clorhidrico, fosférico, acético,
succinico, citrico, lactico, maleico, fumarico, célico, pamoico, mucico, glutamico, canférico, glutarico, glicolico, ftalico,
tartarico, férmico, laurico, estearico, salicilico, metanosulfénico, bencenosulfénico, sérbico, picrico, benzoico, cinamico y
similares.

Mosquiteras

Bioensayo de alimentacion de gusano de la yema del tabaco (Heliothis virescens) y gusano soldado de la remolacha
(Spodoptera littoralis)

Para comparar las actividades insecticidas de los compuestos de ensayo contra Heliothis virescens o Spodoptera
littoralis en las etapas de larva o huevo se afiadieron 50 pL de una disolucion de acetona:agua 1:1 a cada muestra y a
continuacion se solubilizaron durante una hora usando un agitador orbital. Cada una de las disoluciones de muestra
resultantes (50, 120 6 250 rpm) se aplicé a continuacion a un pocillo en una placa de microtitulacion de 96 pocillos,
conteniendo cada pocillo una dieta artificial para lepidopteros basada en agar (dieta Shorey modificada, Southland
Products, Lake Village, AR). Cada muestra se realiz6 por triplicado. Se dej6 que las placas se secaran durante
aproximadamente 4 horas, se cubrieron y se mantuvieron para infestarlas al dia siguiente. Cada pocillo de la placa
tratada se infestd con 3-5 huevos (0-2 dias de edad) de H. virescens o S. littoralis. A continuacion, las placas se
cubrieron con guata de algodén y se sellaron con una tapa de microplacas. Las placas tratadas se mantuvieron
invertidas en una incubadora (HR +80%) durante seis a siete dias. Tras el periodo de incubacion, las placas se
clasificaron segun el porcentaje de mortalidad usando un microscopio binocular. Los datos de cada muestra se dieron
como la mortalidad media en porcentaje de los tres replicados. Los resultados para los compuestos seleccionados se
dan en la tabla XI.

Tabla XI
Gusano soldado de la remolacha Gusano de la yema del tabaco
Dieta (6 dias) Dieta (6 dias)

Compuesto | Tasa (ppm) Mortalidad (%) Tasa (ppm) | Mortalidad (%)
1 50 100 50 100
5 50 100 50 100
6 50 100 50 100
32 50 100 50 100
33 50 100 50 100
34 50 100 50 100
37 50 100 50 100
40 50 93 50 100
41 50 100 50 100
43 50 80 50 33
44 50 100 50 100
137 120 100 120 100
141 120 67 120 100
163 120 100 120 100
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Composiciones insecticidas

Los compuestos de formula (1B) se aplican en la forma de composiciones, las cuales también son una parte de esta
invencion. Estas composiciones comprenden una cantidad desactivante de insectos o acaros de un compuesto de
féormula (1B) en un vehiculo inerte fitoldgicamente aceptable. EI componente activo, el compuesto de férmula (1B),
pueden estar presentes como un compuesto Unico de férmula (1B), una mezcla de dos o mas compuestos de formula
(1B) o una mezcla de cualquiera de los compuestos de formula (1B) junto con la porciéon secada del medio de
fermentacion en el cual se produce.

Las composiciones se preparan segun los procedimientos y formulas que son convencionales en la técnica agricola o de
control de plagas, pero que son nuevas e importantes debido a la presencia de uno o mas de los compuestos de esta
invencion. Las composiciones pueden ser formulaciones concentradas, las cuales estan dispersadas en agua o pueden
estar en la forma de un polvo, cebo o formulacién usada sin mas tratamiento.

Las dispersiones en las que los compuestos o el material seco bruto se aplican son tipicamente suspensiones o
emulsiones acuosas preparadas a partir de formulaciones concentradas de los compuestos o del material bruto. Las
formulaciones solubles en agua o supendibles o emulsionables en agua son solidos, polvos humectables, o liquidos,
conocidos como concentrados emulsionables o suspensiones acuosas. Los polvos humectables pueden aglomerarse o
compactarse para formar granulos dispersables en agua. Estos granulos comprenden mezclas de compuesto o de
material seco bruto, vehiculos inertes y tensioactivos. La concentracion del compuesto o del material seco bruto esta
tipicamente entre aproximadamente 0,1% y aproximadamente 90% en peso. El vehiculo inerte es tipicamente arcillas de
atapulgita, arcillas de montmorillonita y las tierras de diatomeas o silicatos purificados.

Los tensioactivos comprenden tipicamente aproximadamente 0,5% a aproximadamente 10% del polvo humectable,
donde los tensioactivos son tipicamente ligninas sulfonadas, naftalén-sulfonatos condensados, los naftalén-sulfonatos,
alquil-bencenosulfonatos, alquilsulfonatos o tensioactivos no idnicos tales como aductos de oxido de etileno de
alquilfenoles o mezclas de los mismos.

Los concentrados emulsionables de los compuestos reivindicados tipicamente varian de aproximadamente 50 a
aproximadamente 500 gramos de compuesto por litro de liquido, equivalente a aproximadamente 10% a
aproximadamente 50%, disuelto en un disolvente inerte el cual es una mezcla de un disolvente inmiscible con agua y
emulsionantes. Los disolventes organicos incluyen compuestos organicos tales como xilenos y fracciones del petréleo
tales como porciones naftalénicas y olefinicas del petréleo de alto punto de ebullicion que incluyen nafta pesada y
aromatica. También pueden usarse otros compuestos organicos tales como disolventes terpénicos — derivados de
rosina, cetonas alifaticas tales como ciclohexanona y alcoholes complejos. Los emulsionantes para concentrados
emulsionables son tipicamente tensioactivos i6nicos y/o no i6nicos mixtos tales como los mencionados en la presente
memoria o0 sus equivalentes.

Pueden prepararse suspensiones acuosas que contengan compuestos insolubles en agua de esta invencion, en las que
los compuestos estan dispersados en un vehiculo acuoso a una concentracién tipicamente en el intervalo de entre
aproximadamente 5% y aproximadamente 50% en peso. Las suspensiones se preparan moliendo finamente el
compuesto y mezclandolo vigorosamente en un vehiculo de agua, tensioactivos y dispersantes como se trata en la
presente memoria. También pueden emplearse ingredientes inertes tales como sales inorganicas y gomas sintéticas o
naturales para aumentar la densidad y/o la viscosidad del vehiculo acuoso cuando se desee.

Pueden prepararse formulaciones fluibles precipitadas disolviendo la molécula activa en un disolvente miscible con agua
y tensioactivos o polimeros tensioactivos. Cuando estas formulaciones se mezclan con agua, el compuesto activo
precipita con el tensioactivo que controla el tamafio del precipitado microcristalino resultante. El tamafio del cristal puede
controlarse por medio de la seleccidon de mezclas especificas de polimero y tensioactivo.

Los compuestos también pueden aplicarse como una composicion granular que se aplica al suelo. La composicion
granular contiene tipicamente de aproximadamente 0,5% a aproximadamente 10% en peso del compuesto de formula
(1B). El compuesto se dispersa en un vehiculo inerte el cual es tipicamente una arcilla o una sustancia equivalente. En
general, las composiciones granulares se preparan disolviendo el compuesto en un disolvente adecuado y aplicandolo a
un vehiculo granular que ha sido preformado en el tamafio de particula deseable. El tamafio de particula esta
tipicamente entre aproximadamente 0,5 mm y 0,3 mm. Las composiciones granulares también pueden prepararse
formando una masa o pasta del vehiculo y del compuesto, secando la mezcla combinada y aplastando la masa o pasta
hasta el tamafio de particula deseado.

Los compuestos también pueden combinarse con un disolvente organico apropiado. El disolvente organico es
tipicamente un aceite de petréleo templado que se usa ampliamente en la industria agricola. Estas combinaciones se
usan tipicamente como una pulverizacion. Mas tipicamente, los compuestos se aplican como una dispersion en un
vehiculo liquido, en la que el vehiculo liquido es agua. Los compuestos también pueden aplicarse en forma de una
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composicion en aerosol. El compuesto se disuelve en un vehiculo inerte, el cual es una mezcla propulsante que genera
presion. La composicién en aerosol se envasa en un recipiente, en el que la mezcla se dispersa por medio de una
valvula de atomizacion. Las mezclas propulsantes contienen halocarbonos de bajo punto de ebullicion, los cuales
pueden mezclarse con disolventes organicos o suspensions acuosas presurizadas con gases inertes o hidrocarburos
gaseosos.

La cantidad de compuesto aplicada a los lugares de crecimiento de los insectos y acaros no es critica y puede ser
determinada facilmente por los expertos en la técnica. En general, concentraciones desde aproximadamente 10 ppm a
aproximadamente 5.000 pmm de compuestos de formula (1B) proporcionan el control deseado. Para cultivos tales como
habas de soja y algodon, la tasa de aplicacion es aproximadamente 0,01 a aproximadamente 1 kg/ha, en la que el
compuesto se aplica en una formulacion para pulverizar de 46,8 a 468 L/hectarea. Los compuestos pueden aplicarse a
cualquier lugar de crecimiento habitado por un insecto o un acaro. Tal lugar de crecimiento tipicamente es algodén,
habas de soja y cultivos vegetales, frutas y nogales, vides, plantas domésticas y ornamentales.

La accion de las composiciones segun la invencion puede ampliarse considerablemente afiadiendo otros ingredientes,
por ejemplo insecticida, acaricida y/o nematocidamente activos. Por ejemplo, uno o mas de los siguientes compuestos
pueden convenientemente combinarse con los compuestos de la invencion: compuestos organofosforados tales como
acefato, azinfosmetilo, cadusafés, cloretoxifés, clorpirifés, coumafés, demetdn, demeton-S-metilo, diazindn, diclorvos,
dimetoato, EPN, ertoato, etoprofés, etrimfés, fenamiféds, fenitrotion, fensulfotion, fention, fonoféds, formotion, fostioazato,
heptenofés, malation, metamidofés, metil paratiéon, mevinfés, monocrotofés, paration, forato, fosalona, fosmet,
fosfamidén, fosfocarb, foxim, profenofds, propaféds, propetamfds, protiofds, pirimifés-metilo, pirimifés-etilo, quinalfos,
sulprofos; tebupirimfés, temefos, terbufos, tetraclorvinfés, tioafenox, tiometon, triazofos, y triclorfon, carbamatos tales
como aldicarb, bendiocarb, benfuracarb, bensultap, BPMC, butoxicarbocim, carbarilo, carbofurano, carbosulfano,
cloetocarb, etiofencarb, fenobucarb, furatiocarb, metiocarb, isoprocarb, metomilo, oxamilo, pirimicarb, promecarb,
propoxur, tiodicarb, y tiofurox, piretroides tales como acrinatrina, aletrina, beta-ciflutrina, bifentrina, biorresmetrina,
ciflutrina, cihalotrina, lambda-cihalotrina; gamma-cihalotrina, cipermetrina; alfa-cipermetrina; zeta-cipermetrina;
deltametrina, esfenvalerato, fenvalerato, fenflutrina, fenpropatrina, flucitrinato, flumetrina, fluvalinato, tau-fluvalinato,
halfenprox, permetrina, protrifenbute, resmetrina, silafluofeno, teflutrina, tetrametrina, tralometrina, piretroides seguros
para los peces, por ejemplo etofenprox, piretrina natural, tetrametrina, s-bioaletrina, fenflutrina y praletrina, acilureas,
otros tipos de agentes reguladores del crecimiento de los insectos y analogos de las hormonas de los insectos
tales como buprofezina, cromfenozida, clorfluazuréon, diflubenzurén, fenoxicarb, flufenoxurén, halofenozida,
hexaflumurén, hidropreno, leufenurén, metopreno, metoxifenozida, novalurén, piriproxifeno, teflubenzurén y
tebufenozida, N-[3,5-dicloro-2-fluoro-4-(1,1,2,3,3,3-hexafluoropropoxi)fenil]-N'-(2,6-difluorobenzoil)urea, neonicotinoides
y otros nicotinicos tales como acetamiprid, AKD-1022, cartap, TI-435, clotioamidina, MTI-446, dinotefurano,
imidacloprid, nicotina, nitenpiram, tioametoxam, tioacloprid, macrélidos tales como avermectinas, milbemicinas,o
espinosinas tales como, por ejemplo, abamectina, ivermectina, milbemicina, emamectina benzoato y spinosad, y otros
compuestos insecticidas, acaricidas, moluscicidas y menatocidas o compuestos activos tales como aldrin,
amitraz, azadiractina, azociclotina, bifenazato, bromopropilato, clordimeform, clorfenapir, clofentezina, clorobenzilato,
clordano, cihexatina, ciromazina, DDT, dicofol, dieldrina, DNOC, endosulfano, etoxazol, fenazaquina, fenbutatin 6xido,
fenproximato, beta-fenpiroximato, fipronilo, flubenzimina, hexitioazox, IKI-220, indoxacarb, lindano, metiocarb,
metaldehido, metoxiclor, aceites de neem, de petréleo y vegetales, piridabeno, pimetrozina, pirimidifeno, rotenona, S-
1812, S-9539, espirodiclofeno, azufre, tebufenpirad, tetradifon, triazamato, un extracto de una planta activo contra los
insectos; una preparacion que contenga nematodos activos contra los insectos, una preparacion obtenible de Bacillus
subtilis, Bacillus turingiensis, un virus de polihedrosis nuclear, u otro organismo similar genéticamente modificado o
natural, asi como compuestos que actuan sinérgicamente tales como piperonil butéxido, sesamax, safroxano y dodecil
imidazol, y fagoestimulantes tales como cucurbitacina, azucares y Coax.

El documento WO 00/56156 sobre “Synergistic Insecticide Mixtures” describe el uso de ciertos compuestos tipo
espinosinas previamente conocidos en combinacién con agonistas y antagonistas de receptores nicotinicos de la
acetilcolina para controlar plagas de animales. Ejemplos particularmente preferidos de tales compuestos son
imidacloprid, acetamiprid, tiametoxam, nitenpiram, clotiamidina, dinotefurano, tiaclopirid, y el compuesto
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Mezclas de los agonistas y antagonistas de los receptores nicotinicos de la acetilcolina precedentes con los compuestos
tipo butenil-espinosinas son similarmente utiles para controlar las plagas de animales.

El documento WO 00/35282 sobre “Combination of Active Ingredients” describe el uso de espinosad en combinacién con
A) un compuesto fungicidamente activo de la serie que consiste en benomilo, tiofanato-metilo, acibenzolar, flutolanilo,
furametpir, fumoxadona, mealaxilo, mefluoxam, azoxiestrobina, metominoestrobina, capropamida, diciclocimet, triciclazol
y orizemato, y B) un compuesto insecticidamente activo de la serie que consiste en
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Para controlar insectos y hongos. Mezclas analogas en las cuales espinosad es sustituido por un compuesto tipo butenil-
espinosina son similarmente utiles para controlar insectos y hongos.

Cl

El documento WO 00/35286 sobre “Combinations of Active Ingredients” describe el uso de una combinacién de
espinosad con A) un compuesto seleccionado del grupo que consiste en
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y B) 1-(6-cloro-3-piridinil)-metil]-N-nitro-2-imidazolidinimina para controlar plagas y hongos en animales. Mezclas
analogas en las cuales espinosad es sustituido por un compuesto tipo butenil-espinosina son similarmente utiles para
controlar plagas y hongos en animales.

El documento WO 99/60856 sobre “Use of Spinosynes as Soil Insecticides” describe el uso de ciertas espinosinas
previamente conocidas para tratar semillas y para aplicar a plantas via el suelo o por irrigacion para controlar insectos.
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Los compuestos tipo butenil-espinosinas pueden similarmente usarse para tratar semillas para aplicar a las plantas via el
suelo o por irrigacion para controlar insectos.

El documento WO 99/33343 sobre “Use of Macrolides in Pest Control” describe el uso de espinosinas para controlar
plagas en cultivos transgénicos, el uso de espinosinas para proteger al material de propagacion de las plantas y a los
érganos de las plantas formados posteriormente al ataque por las plagas y el uso de espinosinas para controlar plagas y
moluscos de la madera. Los compuestos tipo butenil-espinosinas de la presente invencién también pueden usarse para
estos fines.

Utilidad para la salud de los animales

Los compuestos de la presente invenciéon también son utiles para el tratamiento de animales para controlar artropodos,
es decir, insectos y aracnidos, los cuales son plagas de los animales. Estas plagas de artropodos atacan tipicamente a
sus anfitriones sobre la superficie externa (‘eco”); a los agentes que controlan tales plagas se les denomina
“ectoparasiticidas”. Todos los animales estan sometidos al ataque de tales plagas, aunque los problemas son mas
graves entre los anfitriones vertebrados. Los seres humanos son anfitriones potenciales de muchos parasitos, y en areas
tropicales y en areas con higiene minima las infecciones debidas a parasitos son un problema regular en la practica
médica. También muy sometidos al ataque de los parasitos son los numerosos animales de la cabafia de ganado, tales
como el ganado vacuno, ovejas, cerdos, cabras, bufalos, bufalo de agua, ciervos, conejos, pollos, pavos, patos, gansos,
avestruces y similares. Los caballos y otros animales de recreo estan sometidos al ataque de los parasitos, como lo son
los visones y otros animales que se crian por su piel, y las ratas, ratones y otros animales usados en laboratorios e
instalaciones de investigacién. Los animales de compafiia, tales como los perros y gatos, estan muy sujetos al ataque de
los parasitos y, debido a su estrecha relaciéon con los seres humanos, tal parasitismo plantea problemas a los seres
humanos con quienes estan asociados. Los peces, crustaceos y otras especies acuaticas también estan sometidos al
ataque de los parasitos. Brevemente, el parasitismo implica como anfitriones a esencialmente la gama completa de
animales.

El peaje econdmico de las infestaciones ectoparasitas es grande. En el &mbito ganadero, los animales padecen de una
menor eficiencia alimentaria y de menores tasas de crecimiento. La produccion de leche y de lana se resiente y hay dafio
al vellon, a las pieles y a los pellejos. Los animales se vuelven susceptibles a infecciones microbiolégicas secundarias y
a ataques posteriores de los parasitos. Los ectoparasitos también provocan considerable malestar incluso cuando no son
gravemente perjudiciales para la salud y la produccion.

Aunque estan en uso varios parasiticidas, adolecen de una variedad de problemas, que incluyen un espectro de
actividad limitada, toxicidad medioambiental, necesidad de tratamiento repetido y, en muchos casos, resistencia a los
ectoparasitos. Por lo tanto, hay una necesidad continua de nuevos ectoparasiticidas.

Los compuestos de formula (1B) proporcionan una nueva herramienta al arsenal para controlar los parasitos. En esta
realizacion, la presente invencion se dirige a un método para inhibir o matar una plaga causada por artrépodos en un
animal anfitrién, el cual comprende poner en contacto a la plaga con una cantidad efectiva de un compuesto de la
presente invencion.

Los compuestos de férmula (1B) pueden usarse para controlar una amplia variedad de plagas causadas por artropodos
que incluyen varias moscas y larvas de moscas, pulgas, piojos, acaros y garrapatas. La actividad ectoparasiticida de los
compuestos se logra cuando los compuestos entran en contacto con las plagas. El contacto puede ser con los huevos,
larvas, adultos o con otras etapas de vida. “Entrar en contacto” incluye la ingestion del compuesto por la plaga.

Las técnicas para administrar ectoparasiticidas son bien conocidas por los expertos en la técnica. En general, se aplica
un compuesto presente a la superficie exterior de un animal, mediante lo cual entra en contacto con las plagas ya
presentes sobre el anfitrion asi como con las que llegan al cuerpo del anfitrion dentro del periodo de eficiencia del
compuesto. Tipicamente, el compuesto se formula en una formulacion liquida la cual se pulveriza o se vierte sobre la
superficie del animal. Otro tratamiento convencional es una “inmersién”, mediante la cual el ganado vacuno se trata
sumergiéndolo sustancialmente en una disolucion diluida de un ectoparasiticida. Para algunos anfitriones y plagas, la
formulacién puede ser un polvo, el cual se rocia sobre el anfitrién, o un champu o crema que se emplean en el bafio del
animal. También se emplean collares en perros y gatos como una forma de administrar un ectoparasiticida directamente
a la superficie del animal.

En otra realizacion, los compuestos de la invencion pueden administrarse a animales usando etiquetas en las orejas, un
método de administracién descrito en el documento 4.265.876.

En otra técnica, se aplica un ectoparasiticida a localizaciones frecuentadas por animales, de modo que las plagas sean
de este modo puestas en contacto con el compuesto incluso en la aplicacién directa al anfitrién. La aplicacién al lecho
del animal es bien conocida, como es la aplicacion a las alfombras. Para el ganado vacuno, son bien conocidas las
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bolsas de polvo. Estas estan posicionadas en una puerta donde el ganado vacuno se frota inevitablemente contra la
bolsa y las plagas entran en contacto con el presente compuesto.

En aun otra realizacion, los presentes compuestos pueden usarse para controlar insectos y aracnidos que son plagas en
las heces del ganado vacuno y de otros animales. En esta realizacion, los compuestos se administran oralmente y los
compuestos viajan a través del tracto intestinal y emergen en las heces. El control de plagas en las heces protege
indirectamente a los animales de las plagas.

Los compuestos se formulan para uso como ectoparasiticidas de las maneras conocidas por los expertos en la técnica.
En general, una formulacién incluird un compuesto de la presente invencién y uno o mas compuestos auxiliares
fisiol6gicamente aceptables. Las formulaciones incluyen versiones concentradas en las cuales el presente agente activo
esta presente en una concentracién de 0,001 a 98,0 por ciento, siendo el contenido restante vehiculos fisiologicamente
aceptables. Tales formulaciones, especialmente aquéllas con menos que 50 por ciento del presente compuesto, pueden
usarse algunas veces directamente, pero estas formulaciones también pueden diluirse con otros vehiculos
fisioldgicamente aceptables para formar mas formulaciones de tratamiento diluidas. Estas ultimas formulaciones pueden
incluir el agente activo en menores concentraciones desde 0,001 a 0,1 por ciento.

Utilidad farmacéutica para los seres humanos

Los compuestos de la presente invencion también son Utiles como compuestos farmacéuticos para seres humanos para
controlar parasitos, por ejemplo, piojos. Los compuestos pueden, por ejemplo, usarse en las formulaciones para
controlar piojos que se describen en el documento WO 00/01347.

El orden Anoplura, o piojos chupadores, son parasitos encontrados en casi todos los grupos de mamiferos. De las 15
familias reconocidas de Anoplura, dos familias, Pediculidae y Pthiridae, tienen especies encontradas en seres humanos.
Pediculus humanus es la unica especie de la familia Pediculidae que infesta seres humanos. Incluye el piojo de la
cabeza, Pediculus humanus capitis; y el piojo corporal o de la ropa, Pediculus humanus humanus, algunas veces
llamado Pediculus comoris. El piojo cangrejo, Pthirus pubis, es una especie distinta y es el unico miembro de la familia
Pthiridae que infesta a seres humanos. Cuando se usa en la presente memoria, la expresion “piojo o piojos de ser
humano” incluye un miembro de Pediculus humanus o Pthirus pubis.

Por consiguiente, en uno de sus aspectos, la invencion proporciona formulaciones pediculicidas/ovicidas (anti-piojos)
para controlar una infestacion de piojos en un ser humano, que comprenden como un ingrediente activo una espinosina,
o uno de sus derivados o sales fisioldgicamente aceptables, y un vehiculo fisiologicamente aceptable. Formulaciones
especialmente Utiles de esta invencion son las formulaciones para el cuidado del cabello. Formulaciones para el cuidado
del cabello especialmente utiles son los champules. La invencién también proporciona métodos para usar estas
formulaciones para controlar especies de piojos en seres humanos. Estas formulaciones y métodos controlan piojos de
una manera mas segura y mas efectiva que las formulaciones y métodos anti-piojos previamente conocidos.

Las formulaciones anti-piojos de esta invencion pueden formularse de varias formas. Formulaciones particularmente
utiles son champues, acondicionadores y lociones del tipo descrito en el documento WO 00/01347.

Cuando se usa en una formulacién para champues, una formulacion para el acondicionamiento del cabello, o una locion,
el componente tipo espinosina esta presente en una concentracién de aproximadamente 0,1% a aproximadamente 30%,
preferiblemente de aproximadamente 1% a aproximadamente 10%.

Las realizaciones especificas contempladas incluyen:

A. Una formulacion para controlar la infestacion de piojos en un ser humano que comprende como un ingrediente activo
un compuesto de formula 1 6 2 en las que R®es un grupo que tiene una de las férmulas 4a a 4i; o uno de sus derivados
o sales fisioldgicamente aceptables, y un vehiculo fisiologicamente aceptable.

B. Una formulacién de la realizaciéon A que es una formulacion para el cuidado del cabello.
C. Un champu pediculicida que comprende:

(a) de aproximadamente 0,1% a aproximadamente 30% de un compuesto de formula 1 6 2 en las que R®es un grupo
que tiene una de las formulas 4a a 4i; o uno de sus derivados o sales fisiolégicamente aceptables;

(b) de aproximadamente 5% a aproximadamente 30% de un tensioactivo sintético;
(c) de aproximadamente 1% a aproximadamente 7% de una amida; y

(d) agua.
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D. Un champu segun la realizacion C, en el que el tensioactivo sintético es aniénico, anfétero, catiénico, zwiteriénico, no
idnico, o una de sus mezclas.

E. Un champu segun la realizacion D, en el que la amida es monoetanolamida de coco, dietanolamida de coco, y una
mezcla de las mismas.

F. Un champu segun la realizacion D, que adicionalmente comprende de aproximadamente 1% a aproximadamente 10%
de un material de silicona no volatil.

G. Un champu segun la realizacion F, en el que la silicona no volatil es un polialquil siloxano, polialquilaril siloxano,
copolimero poliéter siloxano, o una mezcla de los mismos, cuya viscosidad es de aproximadamente 100 centipoises a
aproximadamente 150.000.000 centipoises a 25°C.

H. Un champu segun la realizacion G, que adicionalmente comprende de aproximadamente 0,5% a aproximadamente
5% de un agente de suspension seleccionado del grupo que consiste en materiales anfifilicos cristalinos que tienen
estructuras semejantes a agujas o plaquetas, materiales poliméricos, arcillas, 6xidos metalicos de pirdlisis, y mezclas de
los mismos.

I. Un champu segun la realizaciéon H, en el que el agente de suspension es un material anfifilico cristalino seleccionado
del grupo que consiste en derivados acilo de C16-C»2, alcanol de C+s-C22-amidas de acidos grasos, y mezclas de los
mismos.

J. Un champu segun la realizacion |, en el que el agente de suspension es un diéster de etilenglicol.

K. Un champu segun la realizacion D, en el que la cantidad de espinosina, o de derivado o sal de la misma, esta en una
concentracion de aproximadamente 0,25% a aproximadamente 1,5%.

L. Un método para controlar una infestaciéon de piojos en un ser humano, que comprende administrar topicamente una
formulacion de la realizacion A a un ser humano.

M. EI método segun la realizacién L, en el que la infestacion de piojos es Pediculus humanus capitis.
N. El método segun la realizacion L, en el que la infestacion de piojos es Pediculus humanus.
O. El método segun la realizacion L, en el que la infestacién de piojos es Pthirus pubis.

P. Un método para tratar el cabello humano para matar y facilitar la separacién de piojos y sus huevos, que comprende
las etapas de:

(a) aplicar al cabello humedo de aproximadamente 10 g a aproximadamente 30 g de una formulacién que comprende un
compuesto de formula 1 6 2, en las que R® es un grupo que tiene una de las férmulas 4a a 4i; o uno de sus derivados o
sales fisioldgicamente aceptables, y un vehiculo fisioldgicamente aceptable;

(b) extender la formulacion a través del cabello y del cuero cabelludo;
(c) dejar la formulacion sobre el cabello y el cuero cabelludo durante aproximadamente 6-10 minutos;
(d) separar la formulacion del cabello enjuagando con agua.

Q. El uso de un compuesto de formula 1 6 2, en las que R® es un grupo que tiene una de las formulas 4a a 4i; o de uno
de sus derivados o sales fisioldgicamente aceptables, o de una formulaciéon que contenga ambas cosas, para la
fabricacién de un medicamento para controlar piojos en un ser humano.
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto de férmula (1A) o (2A)

en las que:

5 R®es un grupo seleccionado de

Me pre OH Mme Me e
O OMe o OMe O OMe
OMe OMe OH

(3a) (3b) (3c)
Me Me
ol Zou o] o o of e
OMe OH F!{/Z?ﬁ"’
(3d) (3e) (31

R* es un atomo de hidrégeno o un grupo hidroxilo,
R® es un atomo de hidrégeno o un grupo metilo,
R%es 1-butenilo, 1,3-butadienilo, n-butilo, 3-hidroxi-1-butenilo, butan-3-ona, 1,2-epoxi-butilo o 1-propenilo,

10 R? es un atomo de hidrégeno o un grupo seleccionado de
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H,C
3\ H_,,CHQ.
HC © N
CTHE g H,C™  H,C
H. HG  HO
N\H\ N
HC™ R g HC™ RC
(9c)
MO LG How O
H,C H,C
(9e) OH
HEC.
o)
oL
HC hc O
(99) CH,
~N
H CH,

siempre que:

a) Si R es un grupo de formula (3b) o (3c), R? y R® son H, y R® es 1-butenilo, entonces R no es ni H ni un grupo de

férmula (9a); y

b) Si R®es un grupo de formula (3a), entonces R? y R®son H, R%es 1-propenilo, y R%es H.

2. Un compuesto segun la reivindicacion 1, en el que R® es 1-butenilo, 1,3-butadienilo, n-butilo, 3-hidroxi-1-
butenilo, butan-3-ona 6 1-propenilo.
3. Un compuesto segun la reivindicacion 1, en el que R®, R*, R®, R® y R? estan presentes en una de las siguientes
combinaciones:

Compueston® | Formula | R®* | R* | R® R® R®

32 (1A) (3d) H 1-butenil (9a)

33 (1A) (3f) H 1-butenil (9a)

34 (1A) (3d) |OH | H 1-butenil (9a)

35 (1A) (3d) | H H 1-butenil (9c)

36 (1A) (3d) | H | CHs 1-butenil (9a)

37 (1A) (3e) | H H 1-butenil (9a)

38 (1A) (3a) | H H 1-propenil H
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Compuesto n° | Formula | R® ‘1 R® R® R®
75 (1A) (3e) H 1-butenil H
76 (1A) (3e) | H | CHs 1-butenil H
77 (1A) (3) |OH | H 1-butenil H
78 (1A) (3e) | H H | 3-hidroxi-1-butenil | H
79 (1A) (3e) | OH | H | 3-hidroxi-1-butenil | H
80 (1A) (3e) | H H 1,3-butadienil H
81 (1A) (3e) | H H n-butil H
82 (1A) (3e) | H H 1-butenil (9h)
83 (1A) (3e) | H H 1-butenil (9i)
84 (1A) (3e) |OH | H 1,3-butadienil (9a)
85 (1A) (3e) | OH | CH3 1-butenil (9a)
86 (1A) (3e) | OH 1-propenil (9a)
87 (1A) 3f) | H 1-butenil (9b)
88 (1A) 3f) | H 1-butenil (9c)
89 (1A) 3f) | H 1-butenil (9d)
90 (1A) (3f) | H | CHs 1-butenil (9a)
91 (1A) (3f) |OH | H 1-butenil (9a)
92 (1A) 3f) | H H | 3-hidroxi-1-butenil | (9a)
93 (1A) 3f) | H H | 3-hidroxi-1-butenil | (9c)
94 (1A) 3f) | H H 1,3-butadienil (9a)
95 (1A) 3f) | H H 1-butenil (9e)
96 (1A) 3f) | H H 1-butenil (9f)
97 (1A) (3f) |OH | H 1-butenil (9e)
98 (1A) (3f) |OH | H 1-butenil (99)
99 (1A) (3f) H 1-propenil (9a)
100 (1A) (3f) H 1-butenil H
101 (1A) (3f) CH3 1-butenil H
102 (1A) (3f) |OH | H 1-butenil H
103 (1A) 3f) | H H | 3-hidroxi-1-butenil | H
104 (1A) (3f) | OH | H | 3-hidroxi-1-butenil | H
105 (1A) 3f) | H H 1,3-butadienil H
106 (1A) 3f) | H H n-butil H
107 (1A) 3f) | H H 1-butenil (9h)
108 (1A) 3f) | H H 1-butenil (9i)
109 (1A) (3f) |OH | H 1,3-butadienil (9a)
110 (1A) (3f) | OH | CH3 1-butenil (9a)
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Compueston® | Formula | R®* | R* | R® R® R®
111 1A | @f [oH ]| H 1propenil | (9a)
112 A | @) | H | H 1-butenil (9b)
113 A | @) | H | H 1-butenil (9c)
114 A | @) | H | H 1-butenil (@d)
115 (1A) | @30y | H | CHs 1-butenil (9a)
116 (1A) | @b) | oH | H 1-butenil (9a)
117 (A) | @) | H | H | 3-hidroxi-1-butenil | (9a)
118 (1A) | @) | H | H | 3-hidroxi-1-butenil | (9c)
119 (A | @) | H | H | 13butadieni | (9a)
120 A | @) | H | H 1-butenil (9e)
121 A | @) | H | H 1-butenil (9f)
122 (1A) | @3b) | oH | H 1-butenil (9e)
123 (1A) | @b) | oH | H 1-butenil 99)
124 (1A) | (3b) H 1propenil | (9a)
125 (1A) | (3b) CHs 1-butenil H
126 (1A) | @b) | oH | H 1-butenil H
127 (A | @) | H | H | 3-hidroxi-1-butenil | H
128 (1A) | @) | oH | H | 3-hidroxi-1-butenil | H
129 (A | @) | H | H | 13butadienit | H
130 (A | @) | H | H n-buti H
131 A | @o)| H | H 1-butenil (9h)
132 A | @) | H | H 1-butenil (i)
133 (1A) | @) |oH| H | 13butadieni | (9a)
134 (1A) | (3b) | OH | CHs 1-butenil (9a)
135 (1A) | (3b) | oH 1propenil | (9a)
136 aA | 3o | H 1-butenil (9b)
137 A | 3o | H 1-butenil (9c)
138 (A | 3o | H | H 1-butenil (@d)
139 (1A) | 3c)| H | CHs 1-butenil (9a)
140 (1A) | (3¢c) | oH | H 1-butenil (9a)
141 (1A | 3c)| H | H | 3-hidroxi-1-butenil | (9a)
142 (1A) | 3c)| H | H | 3-hidroxi-1-butenil | (9c)
143 (A | 3oyl H | H | 13butadienil | (9a)
144 A | 3o | H | H 1-butenil (9e)
145 A | 3o | H | H 1-butenil ()
146 (1A) | (3¢c) | oH | H 1-butenil (9e)

34




ES 2496 940 T3

Compueston® | Formula | R®* | R* | R® R® R®
147 (1A) (3c) | OH | H 1-butenil (99)
148 (1A) (3¢) H 1-propenil (9a)
149 (1A) (3c) CHs 1-butenil

150 (1A) (3¢c) | OH | H 1-butenil H
151 (1A) (3c) | H H | 3-hidroxi-1-butenil | H
152 (1A) (3¢c) | OH | H | 3-hidroxi-1-butenil | H
153 (1A) (3c) | H H 1,3-butadienil H
154 (1A) (3c) | H H n-butil H
155 (1A) (3c) | H H 1-butenil (9h)
156 (1A) (3c) | H H 1-butenil (9i)
157 (1A) (3c) | OH | H 1,3-butadienil (9a)
158 (1A) (3c) | OH | CH3 1-butenil (9a)
159 (1A) (3c) |OH | H 1-propenil (9a)
165 (1A) (3c) | H butan-3-ona (9a)
166 (1A) (3c) | H 1,2-epoxi-butil (9a)
167 (1A) (3d) | H H butan-3-ona (9a)
168 (1A) (3d) | H H 1,2-epoxi-butil (9a)
169 (1A) (3e) | H H butan-3-ona (9a)
170 (1A) (3e) | H H 1,2-epoxi-butil (9a)
171 (1A) (3e) | H H butan-3-ona (9a)
172 (1A) (3e) | H H 1,2-epoxi-butil (9a)
173 (1A) (3b) | H H butan-3-ona (9a)
174 (1A) (3b) | H H 1,2-epoxi-butil (9a)
175 (1A) (3a) | H H butan-3-ona (9a)
176 (1A) (3a) | H H 1,2-epoxi-butil (9a)
177 (1A) (3a) | OH | H butan-3-ona (9a)
178 (1A) (33) |OH | H 1,2-epoxi-butil (9a)
179 (1A) (3a) CH3 butan-3-ona (9a)
180 (1A) (3a) CHs 1,2-epoxi-butil (9a)
181 (1A) (3a) | OH | CHs butan-3-ona (9a)
182 (1A) (3a) | OH | CHs 1,2-epoxi-butil (9a)
183 (1A) (3b) | H H butan-3-ona (9b)
184 (1A) (3b) | H H butan-3-ona (9c)
185 (1A) (3b) | H H butan-3-ona (9d)
186 (1A) (3b) | H H butan-3-ona (9e)
187 (1A) (3b) | H H butan-3-ona (9f)
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Compueston® | Formula | R®* | R* | R® R® R®
188 (1A) (3b) |OH | H butan-3-ona (9e)
189 (1A) (3b) |OH | H butan-3-ona (99)
190 (1A) (3b) | H | CHs butan-3-ona H
191 (1A) (3b) |OH | H butan-3-ona H
192 (1A) (3b) | H H butan-3-ona (9h)
193 (1A) (3b) | H H butan-3-ona (9i)
194 (1A) (3b) | H H 1,2-epoxi-butil (9b)
195 (1A) (3b) | H H 1,2-epoxi-butil (9c)
196 (1A) (3b) | H H 1,2-epoxi-butil (9d)
197 (1A) (3b) | H H 1,2-epoxi-butil (9e)
199 (1A) (3b) | H H 1,2-epoxi-butil (9f)
200 (1A) (3b) |OH | H 1,2-epoxi-butil (9e)
201 (1A) (3b) |OH | H 1,2-epoxi-butil (99)
202 (1A) (3b) | H | CHs 1,2-epoxi-butil H
203 (1A) (3b) |OH | H 1,2-epoxi-butil H
204 (1A) (3b) 1,2-epoxi-butil (9h)
205 (1A) (3b) 1,2-epoxi-butil (9i)
4. Un compuesto segun la reivindicacién 1, de formula (1A).
5. Un compuesto segun la reivindicacion 4, en el que R3, R4, R5, RS y R® estan presentes en una de las siguientes
combinaciones:
Compueston®° | R®* | R* | R® R® R®
32 (3d) H 1-butenil (9a)
33 (3f) H 1-butenil (9a)
34 (3d) |OH | H 1-butenil (9a)
35 (3d) | H H 1-butenil (9c)
36 (3d) | H | CHs 1-butenil (9a)
37 (3e) | H H 1-butenil (9a)
38 (3a) | H H 1-propenil H
39 (3d) | H H 1-butenil H
40 (3) |OH | H 1-butenil (9a)
41 (3c) |OH | H 1-butenil (9a)
42 (3e) | H H 1-butenil (9b)
43 (3e)| H H 1-propenil (9a)
44 (3e) | H | CHs 1-butenil (9a)
45 (3d) | H H 1-butenil (9c)
46 (3d) | H H 1-butenil (9d)
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Compueston®° | R®* | R* | R® R® R®
47 (3d) | H H | 3-hidroxi-1-butenil | (9a)
48 (3d) | H H | 3-hidroxi-1-butenil | (9c)
49 (3d) | H H 1,3-butadienil (9a)
50 (3d) | H H 1-butenil (9e)
51 (3d) | H H 1-butenil (9f)
52 (3d) |OH | H 1-butenil (9e)
53 (3d) |OH | H 1-butenil (99)
54 (3d) H 1-propenil (9a)
55 (3d) CHs 1-butenil H
56 (3d) |OH | H 1-butenil H
57 (3d) | H H | 3-hidroxi-1-butenil | H
58 (3d) | OH | H | 3-hidroxi-1-butenil | H
59 (3d) | H H 1,3-butadienil H
60 (3d) | H H n-butil H
61 (3d) | H H 1-butenil (9h)
62 (3d) | H H 1-butenil (9i)
63 (3d) |OH | H 1,3-butadienil (9a)
64 (3d) | OH | CH3 1-butenil (9a)
65 (3d) |OH | H 1-propenil (9a)
66 (3e) | H H 1-butenil (9c)
67 (3e) | H H 1-butenil (9d)
68 (3e) | H H | 3-hidroxi-1-butenil | (9a)
69 (3e) | H H | 3-hidroxi-1-butenil | (9c)
70 (3e) | H H 1,3-butadienil (9a)
71 (3e) | H H 1-butenil (9e)
72 (3e) | H H 1-butenil (9f)
73 (3) |OH | H 1-butenil (9e)
74 (3) |OH | H 1-butenil (99)
75 (3e) H 1-butenil H
76 (3e) CHs 1-butenil H
77 (3) |OH | H 1-butenil H
78 (3e) | H H | 3-hidroxi-1-butenil | H
79 (3e) | OH | H | 3-hidroxi-1-butenil | H
80 (3e) H 1,3-butadienil H
81 (3e) H n-butil H
82 (3e) H 1-butenil (9h)
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Compueston® | R® 4 5 R® R®
83 (3e) H 1-butenil (9i)
84 (3¢) |OH | H 1,3-butadienil (9a)
85 (3e) | OH | CHs 1-butenil (9a)
86 (3e) | OH 1-propenil (9a)
87 (3) | H 1-butenil (9b)
88 (3) | H 1-butenil (9c)
89 (3) | H 1-butenil (9d)
90 (3f) | H | CHs 1-butenil (9a)
91 (3f) |OH | H 1-butenil (9a)
92 (3) | H H | 3-hidroxi-1-butenil | (9a)
93 (3) | H H | 3-hidroxi-1-butenil | (9c)
94 (3f) | H H 1,3-butadienil (9a)
95 (3f) | H H 1-butenil (9e)
96 (3) | H H 1-butenil (9f)
97 (3f) |OH | H 1-butenil (9e)
98 (3f) |OH | H 1-butenil (99)
99 (3f) H 1-propenil (9a)
100 (3f) H 1-butenil H

101 (3f) | H | CHs 1-butenil H

102 (3f) |OH | H 1-butenil H

103 (3f) | H H | 3-hidroxi-1-butenil | H

104 (3f) | OH | H | 3-hidroxi-1-butenil | H

105 (3) | H H 1,3-butadienil H

106 (3) | H H n-butil H

107 (3) | H H 1-butenil (9h)
108 (3) | H H 1-butenil (9i)
109 (3f) |OH | H 1,3-butadienil (9a)
110 (3f) | OH | CH3 1-butenil (9a)
111 (3f) | OH 1-propenil (9a)
112 (3b) | H 1-butenil (9b)
113 (3b) | H 1-butenil (9c)
114 (3b) | H 1-butenil (9d)
115 (3b) | H | CHs 1-butenil (9a)
116 (3b) | OH 1-butenil (9a)
117 (3b) 3-hidroxi-1-butenil | (9a)
118 (3b) 3-hidroxi-1-butenil | (9c)
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Compueston®° | R®* | R* | R® R® R®
119 (3b) | H H 1,3-butadienil (9a)
120 (3b) | H H 1-butenil (9e)
121 (3b) | H H 1-butenil (9f)
122 (3b) |OH | H 1-butenil (9e)
123 (3b) |OH | H 1-butenil (99)
124 (3b) H 1-propenil (9a)
125 (3b) CHs 1-butenil H
126 (3b) |OH | H 1-butenil H
127 (3b) | H H | 3-hidroxi-1-butenil | H
128 (3b) | OH | H | 3-hidroxi-1-butenil | H
129 (3b) | H H 1,3-butadienil H
130 (3b) | H H n-butil H
131 (3b) | H H 1-butenil (9h)
132 (3b) | H H 1-butenil (9i)
133 (3b) |OH | H 1,3-butadienil (9a)
134 (3b) | OH | CH3 1-butenil (9a)
135 (3b) | OH 1-propenil (9a)
136 (3c) | H 1-butenil (9b)
137 (3c) | H 1-butenil (9c)
138 (3c) | H 1-butenil (9d)
139 (3c) | H | CHs 1-butenil (9a)
140 (3c) |OH | H 1-butenil (9a)
141 (3c)| H H | 3-hidroxi-1-butenil | (9a)
142 (3c)| H H | 3-hidroxi-1-butenil | (9c)
143 (3c)| H H 1,3-butadienil (9a)
144 (3c) | H H 1-butenil (9e)
145 (3c) | H H 1-butenil (9f)
146 (3c) |OH | H 1-butenil (9e)
147 (3¢c) |OH | H 1-butenil (99)
148 (3¢) H 1-propenil (9a)
149 (3c) CHs 1-butenil H
150 (3c) |OH | H 1-butenil H
151 (3c)| H H | 3-hidroxi-1-butenil | H
152 (3c) | OH | H | 3-hidroxi-1-butenil | H
153 (3c) H 1,3-butadienil H
154 (3c) H n-butil H
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Compueston® | R® ‘1 R® R® R®

155 (3c) H 1-butenil (9h)

156 (3c) | H H 1-butenil (9i)

157 (3c) |OH | H 1,3-butadienil (9a)

158 (3c) | OH | CH3 1-butenil (9a)

159 (3c) |OH | H 1-propenil (9a)
6. Un compuesto de la férmula (10):

7. Un compuesto de la féormula (11):

(11).

8. Un compuesto segun la reivindicacioén 1, en el que R® es diferente de H.
9. Un compuesto segun la reivindicacion 3, en el que R® es diferente de H.
10. Una composicion insecticida o acaricida, la cual comprende una cantidad desactivante de insectos, acaros o

garrapatas de un compuesto segun la reivindicacion 8 en combinaciéon con un vehiculo fitolégica o fisiologicamente
aceptable.

11. Un compuesto segun la reivindicacién 8, para usar como un insecticida o un acaricida.

12. Un compuesto segun la reivindicacion 8, para usar en proteger un lugar de crecimiento de una infestacion de
insectos, acaros o garrapatas.

13. Un compuesto segun la reivindicacion 8, para usar en el control de una poblacion de parasitos que infestan a un
animal anfitrion.

14. Una formulacién para usar en el control de una infestacion de piojos en un ser humano, que comprende como
un ingrediente activo un compuesto segun la reivindicacion 8, o uno de sus derivados o sales fisiolégicamente
aceptables, y un vehiculo fisiolégicamente aceptable.

15. Un compuesto segun la reivindicacion 8, para usar en el control de una infestacién de piojos en un ser humano.

16. Un procedimiento para preparar un compuesto segun la reivindicacion 1, el cual comprende cultivar una cepa
seleccionada de

NRRL 30424,
NRRL 30423,
NRRL 30422,
NRRL 30438,

40
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NRRL 30421, y
NRRL 30437,

0 una cepa derivada de las mismas que produce un compuesto segun la reivindicacion 1, en un medio de cultivo
adecuado en condiciones de fermentacion aerobia sumergida hasta que se produce una cantidad recuperable de un
compuesto segun la reivindicacion 1, y recuperar un compuesto segun la reivindicacion 1 del medio de cultivo.

17. Un cultivo biolégicamente puro de NRRL 30424, o una cepa derivada de la misma que produce un compuesto
segun la reivindicacion 1.

18. Un cultivo biolégicamente puro de NRRL 30423, o una cepa derivada de la misma que produce un compuesto
segun la reivindicacion 1.

19. Un cultivo biolégicamente puro de NRRL 30422, o una cepa derivada de la misma que produce un compuesto
segun la reivindicacion 1.

20. Un cultivo bioldgicamente puro de NRRL 30438, o una cepa derivada de la misma que produce un compuesto
segun la reivindicacion 1.

21. Un cultivo biolégicamente puro de NRRL 30421, o una cepa derivada de la misma que produce un compuesto
segun la reivindicacion 1.

22. Un cultivo biolégicamente puro de NRRL 30437, o una cepa derivada de la misma que produce un compuesto
segun la reivindicacion 1.

M1
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