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DESCRIPCION

Nuevo compuesto con un entramado de carbonos quiral y espiro, método para la preparacion del mismo y
composicion farmacéutica que lo contienen

[Campo técnico]

El presente invento se refiere a un nuevo compuesto con un entramado de carbonos quiral y espiro, a un método
para la preparacion del mismo y a una composicion farmacéutica que contiene el mismo.

[Técnica de antecedentes]

El reciente crecimiento econémico rapido y el desarrollo médico condujeron a una hipernutricién y a un aumento en
la poblacién anciana, dando como resultado una obesidad y un repentino aumento en el numero de pacientes con
higado graso debido a la obesidad y a un aumento en el nimero de las personas que padecen osteoporosis debido
a la edad.

Durante un largo periodo de tiempo se ha creido que el tejido adiposo protege al tejido corporal y conserva el calor
del cuerpo, y que es un sitio de almacenamiento de energia para la actividad fisica. Sin embargo, muchos recientes
resultados de estudios estan demostrando que el tejido adiposo desempefia un cometido importante en la fisiologia
y la génesis del cuerpo humano. En particular, se han encontrado los hechos de que unos materiales capaces de
regular diversas actividades fisiologicas, tales como equilibrar la energia, controlar el nivel de azucar en sangre,
regular la sensibilidad a la insulina, generar vasos sanguineos y similares, se segregan por ejemplo, TNFa, leptina,
etc., en adipocitos, unos tras de otros, y por lo tanto se ha pensado que los adipocitos son un centro para regular el
metabolismo del cuerpo humano.

Por otro lado, puesto que unas graves enfermedades sociales eran causadas por la obesidad, se esta realizando
activamente el desarrollo de medicaciones para inhibir la formacion de los adipocitos. Sin embargo, incluso aunque
un rapido aumento en el nimero de los pacientes de higado graso no alcohdlicos debidos a la obesidad amenaza
gravemente la salud de la poblacién moderna, y hasta el momento no se ha desarrollado ninguna medicacion para
tratar de manera efectiva a ésta.

La osteoporosis es el resultado de un aplastamiento del equilibrio osteogénico entre la capacidad de formacion de
hueso de los osteoblastos y la capacidad de absorcion de hueso de los osteoclastos. Se ha conocido que la
generacion de los osteoblastos y de los osteoclastos es regulada a la vista de hormonas, nutrientes externos y
genes, pero no se han encontrado todavia muchos genes que sean causantes directamente de una enfermedad de
los huesos.

La mayor parte de las medicaciones actualmente usadas en métodos de tratamiento inhiben la capacidad de
absorcion de hueso de las células éseas para equilibrar la formacion de células 6seas. Sin embargo, tales
medicaciones tienen unos graves efectos colaterales y unos insignificantes efectos clinicos, y por lo tanto se
necesitan desarrollar medicaciones con nuevos conceptos. Incluso aunque muchos investigadores han intentado
desarrollar unas medicaciones que sean capaces de favorecer la formacién de células 6seas, es decir la activacion
de osteoblastos, todavia no se han desarrollado unas medicaciones que tengan efectos beneficiosos.

[Divulgacion]
[Problema técnico]

Un objeto del presente invento es el de proporcionar un nuevo compuesto que tenga una muy superior capacidad
de diferenciacion en osteoblastos. Otro objeto del presente invento es el de proporcionar un nuevo compuesto que
tenga una excelente capacidad de inhibir la diferenciacion en adipocitos.

Todavia otro objeto del presente invento es el de proporcionar un nuevo compuesto que tenga una actividad
selectiva contra un receptor hepatico X (LXR, acronimo de Liver X Receptor) y una excelente actividad antagonista
para éste.

Todavia otro objeto del presente invento es el de proporcionar nuevo compuesto que inhiba la biosintesis y la
absorcion de grasa en el higado.

Todavia otro objeto del presente invento es el de proporcionar una composicion farmacéutica destinada a su uso en
el tratamiento de la osteoporosis, del higado graso o de la obesidad, que contenga el nuevo compuesto como un
componente activo.
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[Solucién técnica]

En un aspecto general se proporcionan un compuesto de la férmula 1 siguiente, un estereoisémero del mismo, un
enantiomero del mismo, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

[Férmula 1]

en donde:

W es CO o CHOR;

Xes N3, NHRz, ORz, SRz, SeRz (o] TeRz;

R1 y Rz se seleccionan, independientemente, entre hidrogeno, alquilo de C1-C8, alquenilo de C2-C8,

alquinilo de C2-C8, lineal o ramificado, cicloalquilo de C3-C8, arilo de C6-C20, heteroarilo de C4-C20, o
Y

11
—C—Z-Rs,

Y es O, So NRg;

Z es un enlace simple, NH, O, S, Se o Te;

R3 y R4 se seleccionan, cada uno de ellos independientemente, entre hidrégeno, alquilo de C1-C8, alquenilo
de C2-C8, alquinilo de C2-C8, lineal o ramificado, cicloalquilo de C3-C8, arilo de C6-C20 o heteroarilo de
C4-C20,y

M y N son, cada uno de ellos independientemente, hidrégeno, OH, o no existen; en donde un atomo de
carbono unido a M o N forma un enlace simple o un enlace doble con otros atomos de carbono y el nimero
de enlaces dobles es de uno o menos para cada uno de los atomos de carbono.

En otro aspecto general se proporciona un método de preparacion del compuesto de férmula 1, incluyendo el
método:

(a) cortar y secar la esponja Phorbas sp., seguido por una extraccion usando un alcohol de C1-C4;

(b) repartir el extracto obtenido a partir de la etapa (a) por uso de agua y de cloruro de metileno, y luego eliminar el
disolvente de la capa organica, seguido por repartir de nuevo por uso de n-hexano y de una solucién en una mezcla
de metanol y agua; y

(c) eliminar el disolvente de la capa alicuota de metanol, obtenida a partir de la etapa (b) y luego obtener una parte
alicuota por cromatografia usando silice como la fase estacionaria y usando una solucion en metanol como el
eluyente, conteniendo o no la solucién en metanol 20 % en peso o menos de agua basado en el peso total de la
misma.

En todavia otro aspecto general, se proporciona una composicion farmacéutica destinada a su uso en el tratamiento
de la osteoporosis que incluye un compuesto de Férmula 1, un estereocisomero del mismo, un enantiomero del
mismo o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, como un vehiculo aceptable farmacéuticamente y un
agente activo.

En todavia otro aspecto general se proporciona una composicion farmacéutica destinada a su uso en el tratamiento
del higado graso, que incluye un compuesto de Férmula 1, un estereoisdmero del mismo, un enantidmero del mismo
0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, como un vehiculo farmacéuticamente aceptable y un agente
activo.

En todavia otro aspecto general, se proporciona una composicion farmacéutica destinada a su uso en el tratamiento
de la obesidad, que incluye un compuesto de Férmula 1, un estereoisémero del mismo, un enantiomero del mismo o
una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, como un vehiculo farmacéuticamente aceptable y un agente activo.
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En todavia otro aspecto general, se proporciona una composicion farmacéutica destinada a su uso en antagonizar a
un receptor hepatico X (LXR), que incluye un compuesto de Férmula 1, un estereocisémero del mismo, un
enantiomero del mismo o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, como un vehiculo farmacéuticamente
aceptable y un agente activo.

[Efectos ventajosos]

El compuesto de Formula 1 de acuerdo con el presente invento tiene una muy superior capacidad de diferenciacion
en osteoblastos, y por consiguiente se espera que el compuesto del presente invento pueda desempefiar un
cometido muy innovador en el tratamiento de la osteoporosis. Ademas, el compuesto de Férmula 1 de acuerdo con
el presente invento tiene una fuerte eficacia antagonista contra receptores hepaticos X para inhibir la sintesis de
grasa y la absorcion de grasa en el higado, y por lo tanto se espera que el compuesto del presente invento pueda
ser muy eficaz en el tratamiento del higado graso.

Ademas, el compuesto de Férmula 1 de acuerdo con el presente invento tiene una excelente capacidad inhibidora
de la diferenciacion en adipocitos, y por lo tanto se espera que el compuesto del presente invento se pueda usar en
el tratamiento de una obesidad.

[Descripcion de los dibujos]

Los/las anteriores y otros/otras objetos, caracteristicas y ventajas del presente invento resultaran evidentes a partir
de la siguiente descripcion de formas preferidas de realizacion que se dan en conjuncion con los dibujos anejos, en
los que:

La FIG. 1 muestra la correlacion de hidrégeno (lineas negritas) y la correlacion de HMBC (flechas que presentan
visualmente la correlacion de la fijaciéon desde nucleos de hidrogeno a nucleos de carbono) obtenidas por el
experimento COSY (a), y muestra las estructuras de los compuestos 1 hasta 4 del presente invento (b);

La FIG. 2 muestra los espectros dicroicos circulares exhibidos por los compuestos 1 y 2 del presente invento;

La FIG. 3 muestra una imagen que representa los resultados de la medicion de la capacidad de diferenciacion en
osteoblastos de una parte alicuota 116V del extracto y de los compuestos 1 hasta 4 del presente invento (Ejemplo
experimental 1);

La FIG. 4 muestra los datos de una RT-PCR que verifican los grados de transcripcion de factores de marca de
diferenciacion en osteoblastos (Runx2, osteocalcina, Msx2, etc.) mediante una PCR (reaccién en cadena de la
polimerasa) en tiempo real (RTPCR, acrénimo de real time PCR), después de haber tratado unos linajes de células
C3H/10T1/2 con los compuestos 1 hasta 4 del presente invento durante 6 dias (Ejemplo experimental 1);

La FIG. 5 muestra los datos de transferencia de borron Western que verifican la expresion de proteinas de un factor
de marca de diferenciacién en osteoblastos, TAZ, usando un borrén de transferencia Western, después de haber
tratado unos linajes de células C3H/10T1/2 con los compuestos 1 hasta 4 del presente invento durante 6 dias
(Ejemplo experimental 1);

La FIG. 6 muestra unos datos de borrén de transferencia Western que verifican la expresion de proteinas de factores
de marca de diferenciacion en osteoblastos, TAZ y Runx2, usando un borrén de transferencia Western, después de
haber tratado unos linajes de células C3H/10T1/2 con los compuestos 1 hasta 4 del presente invento durante 6 dias
(Ejemplo experimental 1);

La FIG. 7 muestra una imagen que representa el resultado de la medicién de la capacidad de diferenciacion en
osteoblastos del compuesto 5 del presente invento en el Ejemplo experimental 1;

La FIG. 8 muestra una imagen que representa los resultados de la medicion de la capacidad de diferenciacion en
adipocitos (C3H/10T1/2) de la parte alicuota del extracto 116V y de los compuestos 1 hasta 4 del presente invento
en el Ejemplo experimental 2;

La FIG. 9 muestra una imagen que representa el resultado de la medicion de la capacidad inhibidora de
diferenciacion en adipocitos (3T3-L1) del compuesto 1 del presente invento en el Ejemplo experimental 2;

La FIG. 10 muestra un grafico que representa el resultado de la medicion de la actividad antagonista del compuesto
1 del presente invento contra un receptor nuclear LXR en el Ejemplo experimental 3;

La FIG. 11 muestra un grafico que representa el resultado de la medicién de la actividad selectiva del compuesto 1
del presente invento para diversos receptores nucleares en el Ejemplo experimental 3;

La FIG. 12 muestra un grafico que representa el resultado de la medicién de la fijacion directa del compuesto 1 del
presente invento sobre la proteina del receptor nuclear LXR en el Ejemplo experimental 3 ;

La FIG. 13 muestra un grafico que representa el resultado de la medicion de la citotoxicidad del compuesto 1 del
presente invento en células esplénicas de raton en el Ejemplo experimental 4;

La FIG. 14 muestra unos graficos que representan los resultados de la medicién de la regulacién de la expresion de
genes del compuesto 1 del presente invento en células hepaticas (células AML12 y HepG2) en el Ejemplo
experimental 5;

La FIG. 15 muestra un grafico que representa los cambios en el peso corporal durante unos periodos de
administracion entre conjuntos en tratamiento y conjuntos testigos mientras que el compuesto 1 del presente invento
se administraba a ratones en el Ejemplo experimental 6;

La FIG. 16 muestra un grafico e imagenes que representan los resultados de la eficacia inhibidora del higado graso
del compuesto 1 del presente invento en un modelo de animal de una enfermedad en el Ejemplo experimental 6; y
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La FIG. 17 muestra unos graficos que representan los resultados de la medicion de la eficacia de la regulacion de
expresion de genes exhibidos por el compuesto 1 del presente invento en el modelo de animal después de que
fueron verificadas las eficacias antes mencionadas en estos animales por medio del Ejemplo experimental 6.

[Mejor modo]

El presente invento se dirige a un compuesto de férmula 1 siguiente, a un estereoisémero del mismo, a un
enantiomero del mismo, o a una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

[Férmula 1]

en donde:

W es CO o CHOR;

Xes N3, NHRz, ORz, SRz, SeRz (o] TeRz;

R1 y Rz se seleccionan, independientemente, entre hidrogeno, alquilo de C1-C8, alquenilo de C2-C8,

alquinilo de C2-C8, lineal o ramificado, cicloalquilo de C3-C8, arilo de C6-C20, heteroarilo de C4-C20 o
Y

11
—C—Z-Rs,

Y es O, So NRg;

Z es un enlace simple, NH, O, S, Se o Te;

R3 y R4 se seleccionan, cada uno de ellos independientemente, entre hidrégeno, alquilo de C1-C8, alquenilo
de C2-C8, alquinilo de C2-C8, lineal o ramificado, cicloalquilo de C3-C8, arilo de C6-C20 o heteroarilo de
C4-C20,y

M y N son, cada uno de ellos independientemente, hidrégeno, OH, o no existen; en donde un atomo de
carbono unido a M o N forma un enlace simple o un enlace doble con otros atomos de carbono y el nimero
de enlaces dobles es de uno o menos para cada uno de los atomos de carbono.

El compuesto de Formula 1 es separado de un material de extracto (KNUE116) a partir de la esponja Phorbas sp
que habita en nuestro pais, o es sintetizado usando el compuesto separado como un material de partida, y un nuevo
compuesto que tiene un entramado de carbono quiral y espiro. El compuesto de Férmula 1 favorece la diferenciacion
en osteoblastos de una manera innovadora, inhibe notablemente la capacidad de diferenciacion en adipocitos, y
suprime la sintesis de grasa y la absorcién de grasa en el higado. Por lo tanto, se espera que el compuesto de
Férmula 1 pueda desemplear un cometido innovador en el tratamiento de la osteoporosis, en el tratamiento del
higado graso y en el tratamiento de la obesidad.

Los compuestos de Formula 1 se ejemplifican especificamente de la siguiente manera:
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En las férmulas anteriores,

X1 es N3, NH, OH, SH, SeH o TeH;

X2es NH, O, S, Se o Te;

Z es un enlace simple, NH, O, S, Se o Te;

R+ es hidrogeno, alquilo de C1-C8, alquenilo de 02-C8,$Iquinilo de C2-C8, lineal o ramificado, cicloalquilo

11
. . —C—Z—-Ry;
de C3-C8, arilo de C6-C20, heteroarilo de C4-C20, o y

los Rz, R3 y R4 son, cada uno de ellos, hidrégeno, alquilo de C1-C8, alquenilo de C2-C8, alquinilo de C2-C8,
lineal o ramificado, cicloalquilo de C3-C8, arilo de C6-C20 o heteroarilo de C4-C20.

En otro compuesto mas preferido tomado entre los compuestos de la Férmula 1 anterior, en donde
W es CO o CHOR¢; X es N3, NHR2, OR2, SRz, SeR; o TeRz; R1 y Rz se seleccionan independientemente entre
Y

11
hidrégeno, alquilo de C1-C8, alquenilo de C2-C8, alquinilo de C2-C8 lineal o ramificado, o C=2Z-Rs;
Y es O, S 0 NRy; Z es un enlace simple, NH, O 0 S; R3 y R4 se seleccionan cada uno de ellos independientemente
entre hidrogeno, alquilo de C1-C8, alquenilo de C2-C8 o alquinilo de C2-C8, lineal o ramificado, y M y N son, cada
uno de ellos independientemente, hidrégeno, OH, o no existen, en donde un atomo de carbono unido a M o N forma
un enlace simple o un enlace doble con otros atomos de carbono y el nimero de los enlaces dobles es de uno o
menos para cada uno de los atomos de carbono.

En otro compuesto mas preferido tomado entre los compuestos de la Férmula 1 anterior, en donde
W es CO o CHOR¢; X es N3, OR2 0 SRy; R1 y Rz se seleccionan cada uno de ellos independientemente entre
Y

11
hidrégeno, alquilo de C1-C8, alquenilo de C2-C8, alquinilo de C2-C8, lineal o ramificado, o C=2Z-Rs;
Y es O 0 S; Z es un enlace simple; Rs se selecciona entre hidrégeno, alquilo de C1-C8, alquenilo de C2-C8 o
alquinilo de C2-C8, lineal o ramificado; y M y N son, cada uno de ellos independientemente, hidrégeno, OH, o no
existen; en donde un atomo de carbono unido a M o N forma un enlace simple o un enlace doble con otros atomos
de carbono y el numero de enlaces dobles es de uno 0 menos para cada uno de los atomos de carbono.

Los compuestos de Férmula 1 se ejemplifican especificamente como sigue.
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Ademas, el presente invento proporciona un método de preparacion del compuesto de Férmula 1.

El método de preparacion del presente invento incluye:

(a) cortar y secar la esponja Phorbas sp., seguido por una extraccion usando un alcohol de C1-C4;

(b) repartir el extracto obtenido a partir de la etapa (a) usando agua y cloruro de metileno y luego eliminar el
disolvente de la capa organica, seguido por repartir de nuevo usando n-hexano y una solucién en una mezcla de
metanol y agua; y

(c) eliminar el disolvente de la capa alicuota en metanol obtenida a partir de la etapa (b) y luego obtener una parte
alicuota por cromatografia usando silice como fase estacionaria y usando una soluciéon en metanol como el eluyente,
conteniendo o no la solucion en metanol 20 % en peso o menos de agua basado en el peso total del mismo.

También el método de preparacion del presente invento puede incluir ademas (d) purificar la parte alicuota obtenida
(c), después de esta etapa (c).
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En la etapa (a) se puede usar una liofilizacion (= desecacion por congelacion) para la desecacién y se puede usar
metanol como el alcohol de C1-C4. La extraccion se puede realizar a la temperatura ambiente y de manera
preferible durante 2 horas o mas.

En la etapa (b) la solucién en una mezcla de metanol y agua puede contener 60-90 % en peso de metanol y 10-40 %
en peso de agua basado en el peso total de la solucion.

En la etapa (c) se puede realizar una cromatografia de evaporacién subita en fase inversa. La cromatografia se
puede realizar una vez o mas veces en el orden desde donde el eluyente tenga la mas alta polaridad hasta donde el
eluyente tenga la mas baja polaridad, usando una mezcla de agua y metanol que tenga una polaridad mas alta que
el eluyente, antes de usar la solucion en metanol que contiene o no 20 % en peso de agua, basado en el peso total
del eluyente, como el eluyente. En particular una mezcla liquida de agua y metanol se puede usar como el eluyente.

En la etapa (d) la purificacion se puede realizar por una cromatografia de fase liquida de alto rendimiento (HPLC,
acronimo de high performance liquid chromatography) y como el eluyente, se puede usar una mezcla liquida de 50-
80 % en peso de acetonitrilo (ACN) y de 20-50 % en peso de agua basado en el peso total del eluyente.

Por de pronto, los compuestos de Formula 1 del presente invento se pueden sintetizar usando los compuestos
separados por medio de los anteriores métodos como material de partida y por un método tal como una reaccion de
esterificacion, una reaccion de sustitucion de azida, una reaccion de eterificacion, u otra similar.

Ademas, el presente invento se dirige a una composicion farmacéutica destinada a su uso en el tratamiento de la
osteoporosis, del higado graso y de la obesidad, que incluye un compuesto de férmula 1, un estereoisémero del
mismo, un enantidmero del mismo, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, como un vehiculo
farmacéuticamente aceptable y un agente activo.

Ademas, el presente invento proporciona una composicion farmacéutica destinada a su uso en antagonizar a un
receptor hepatico X (LXR), que incluye un compuesto de Férmula 1, un estereoisémero del mismo, un enantiomero
del mismo, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, como un vehiculo farmacéuticamente aceptable y un
agente activo.

En la composicion farmacéutica, la sal farmacéuticamente aceptable puede ser un vehiculo o medio que es usable
en la administracion de medicaciones, y se puede usar sin ninguna limitacion cualquier material que generalmente
se use en la especialidad. Por ejemplo, se pueden usar agentes disolventes, dispersantes, materiales de carga,
extendedores, aglutinantes, humectantes, desintegrantes, tensioactivos o similares.

La composicidon farmacéutica del presente invento se puede formular en un formato de formulacién oral tal como un
polvo, un granulo, una tableta, una capsula, una suspension, una emulsién, un jarabe, un aerosol, o otra similar, de
aplicacién externa, supositorio, solucion inyectable estéril u otra similar.

La dosificacion del compuesto de Féormula 1, el estereoisémero del mismo, el enantidmero del mismo o la sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, o el presente invento puede variar dependiendo de las condiciones, de los
pesos corporales y la gravedad de enfermedad de los pacientes, de los tipos de formulacién de las medicaciones, de
las vias de administracién y de los periodos de administracion, pero se pueden seleccionar apropiadamente por
parte de los expertos en la especialidad. Por ejemplo, se puede administrar una dosificacion de 0,01 mg/kg a 200
mg/kg por cada dia. La administracion se puede realizar una vez por dia o varias veces por dia.
Correspondientemente, la dosificacion no limita el alcance del presente invento en ninguno de sus aspectos.

La composicion farmacéutica del presente invento se puede administrar a mamiferos tales como ratas, ratones,
reses de ganado, seres humanos y similares por medio de diversas rutas. Se pueden usar para la administracion
todos los tipos de administracién conocidos con anterioridad, por ejemplo por via rectal, o por inyeccion intravenosa,
intramuscular, subcutanea, intrauterinodural, o intracerebroventricular.

[Mejor modo]

Seguidamente se describiran con detalle formas de realizaciéon del presente invento con referencia a los dibujos
anejos.

Ejemplo 1: Separacion y purificacion de nuevos compuestos

La esponja Phorbas sp. que habita en nuestro pais se recogié mediante uso de barredoras de piel de buceo, se

cortd a un tamafo de aproximadamente 10 cm o menos y se liofilizé durante 3 dias, para producir unos materiales

secados que tenian un peso en seco de aproximadamente 1 kg. Se afadieron 3,0 litros de metanol a los materiales

secados Yy luego se realizd una extraccion a la temperatura ambiente en total dos veces durante 2 dias. El extracto
9
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fue repartido usando agua y el disolvente cloruro de metileno, y luego el disolvente se eliminé desde la capa
organica mediante una evaporacion en vacio, seguido por un reparto usando n-hexano y una soluciéon de mezcla de
85 % en peso de metanol y de 15 % en peso de agua. El disolvente se elimind desde la capa alicuota con 85 % en
peso de metanol, y se obtuvo una parte alicuota de aproximadamente 5 g. Una cromatografia de evaporacion subita
con silice en fase inversa se realizdé con la parte alicuota obtenida. En el presente caso se usé una silice de fase
inversa C18 como fase estacionaria, y el eluyente se uso en el orden de desde una alta polaridad hasta una baja
polaridad, es decir en el orden de 50 % de agua y 50 % metanol, 40 % de agua y 60 % metanol, 30 % de agua y
70 % de metanol, 20 % de agua y 80 % de metanol, 10 % de agua y 90 % metanol, 100 % de metanol, y 100 % de
acetona. Se midi6 la capacidad de diferenciacién en osteoblastos del material correspondiente a cada capa. Los
resultados demostraron que la capacidad de diferenciacion en osteoblastos se encontraba en una parte alicuota con
10 % de agua y 90 % de metanol (116V), y en una parte alicuota con 100 % metanol (116VI), cada una de estas dos
partes alicuotas se obtuvo en una cantidad de aproximadamente 1 g.

Con el fin de purificar los compuestos con respecto de las dos partes alicuotas que tienen actividades, se realizd una
HPLC semi-preparativa de fase inversa. En primer lugar, se realizé una cromatografia con la parte alicuota 116V en
las siguientes condiciones, para obtener los compuestos 1, 9y 10.

[Columna: YMC ODSC18, diametro de particulas: 5 ym, tamafio de la columna: 250 x 10 mm (longitud x diametro),
velocidad de elucion: 2,0 mi/min, detector: un detector del indice de refraccion, eluyente: una mezcla liquida de 65 %
en peso de acetonitrilo (ACN) y de 35 % en peso de agua]

Cuando se inyectaron 50 mg de esta parte alicuota liquida, unos componentes en forma de aceite coloreado de
anaranjado se separaron en los tiempos de retencién de aproximadamente 33 minutos (compuesto 1), 15 minutos
(compuesto 9), y 40 minutos (compuesto 10) en unas cantidades de 25 mg, 1,5 mg, y 1,0 mg, respectivamente. La
misma HPLC se uso6 también para la parte alicuota 116VI, pero se usaron unas diferentes condiciones del disolvente
de revelado con el fin de separar otros componentes aditivos. En este caso, se usé una mezcla liquida de 70 % en
peso de acetonitrilo y 30 % en peso de agua. El tiempo de revelado total de cada tanda ascendi6 a
aproximadamente una hora y media. Una vez que se hubieron inyectado 5 mg de la parte alicuota liquida 116VI, un
compuesto 2 que tenia la forma de un aceite coloreado de anaranjado, un compuesto 3 y finalmente un compuesto 4
fueron separados, purificados y obtenidos con unos tiempos de retencion de aproximadamente 1 hora y 10 minutos,
de aproximadamente 1 hora y 40 minutos, y finalmente de 1 hora y 57 minutos en unas cantidades de 0,5 mg, de
0,08 mg, y finalmente de 0,004 mg.

Ejemplo 2: Analisis de las estructuras quimicas de los nuevos compuestos

En primer lugar, se midieron los espectros de resonancia magnética nuclear en hidrégeno de los compuestos 1
hasta 4, 9 y 10 obtenidos a partir de las partes alicuotas liquidas 116V y 116VI con el fin de comprobar las purezas
de los mismos y luego se obtuvieron datos espectroscopicos por uso de los siguientes instrumentos. Se us6 un
espectrometro de masas (espectrometro JMS700 de Jeol Inc.) con el fin de medir los pesos moleculares de los
respectivos compuestos, y luego se usé un espectrometro de resonancia magnética nuclear (espectrémetro VNMRS
500 de Varian Inc.) con el fin de analizar las estructuras quimicas exactas de los mismos. Junto a esto, se usaron un
espectrometro Cary50 (de Varian Inc.) y un espectrometro FT_IR 4100 (de JACSO Inc.) con el fin de medir las
bandas de absorcion de ultravioletas y las bandas de absorcion de infrarrojos de las moléculas de los compuestos,
respectivamente, y se usé un polarizador P1010 (de JASCO Inc.) con el fin de medir sus angulos de polarizacion.

El compuesto 1 se separd en forma de un aceite coloreado de anaranjado palido y los datos espectroscépicos de
masas FAB de alto rendimiento ([M+H]" m/z 399,2533) identificaron que el compuesto 1 tiene la férmula molecular
de CzsH3404. Se supuso que el compuesto 1 contenia un grupo hidroxilo y un grupo funcional carbonilo a partir de
las bandas de absorcién caracteristicas mediante analisis de los espectros de infrarrojos a 3.433 cm™ y 1.680 cm™.
Se usaron los espectros de C"RMN y HRMN para determinar la estructura del compuesto.

Los valores de los desplazamientos quimicos para el compuesto 1 se recopilan en la Tabla 1 siguiente.

[Tabla 1]

10
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Compuesto 1 (116-3) |

N 5o 6 (7 en H2)

] 38.8, 1 a 2.43, dd (16.1, 13.7)
B 2.57, dd (18,1, 8.9)

2 200.7. s

3 138.3, s

A 15,9, q 1.81, s

5 1416, d 6.68, br d (5.4)

6 64,7, d 4,49, dd (5.4, 8.4)

7 3.7, d 2,59, ddd {13.7, 3.9, 3.4)

8 143.7, s

g 63.8. t 1.03, d (14.7)
4.07, d (14.7)

10 124.7, d 554, br s

11 96.1, s

12 123.0, d p.28, br s

13 138.7, s

14 228, ¢ 1.75, s

15 3.4, d a 1.85, dd (17.8, 3.4)
B 2.01, dd (17.6, 11.5)

16 66.9, d 4.7, ddd (1.3, 7.8, 4.4)

17 125.8, d 5.2, br d (7.8)

18 1420, s

19 16.9. g 1.78, 5

20 40,8, | 2,06, m

21 21.5, ¢ 2,12, w

22 125.0, d 5.12, br t (7.4)

23 132.6, s

24 17.8, o 1.61, s

25 25.9, q }.B8, s

11
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Un experimento ROESY se realizé con el fin de determinar la estructura estérea relativa de este compuesto. Se
determind que los anillos A y B estan unidos en una configuracion cis, a partir del NOE entre el hidrégeno (4,49 ppm)
y el hidrégeno (2,59 ppm). La configuracion estérea del anillo C se pudo determinar de acuerdo con la informacion
del NOE entre el hidrogeno (a 5,28 ppm) y el hidrégeno (a 5,54 ppm) y entre el hidrégeno (a 5,28 ppm) y el
hidrégeno (a 2,43 ppm). Finalmente se pudo suponer la configuracion espacial del hidrégeno en C-16 a partir de las
constantes de acoplamiento (11,3, 7,8, 3,4 Hz) entre atomos de hidrogeno contiguos, lo cual se demuestra
indirectamente por el hecho de que el hidrégeno del metilo H-19 tiene unas relaciones de NOE con H-5 y H-6.

La estructura estereoquimica absoluta del compuesto 1 se determiné mediante un analisis del espectro dicroico
circular (CD). Las configuraciones estéreas absolutas en los centros quirales en ciclohexinona se determinaron de
acuerdo con la regla del sector de Snatzke. Cuando un centro quiral, C-7, en la ciclohexinona del anillo A, tiene una
configuracion estérea absoluta (S), el compuesto 1 exhibe una absorcion positiva en la region de transicion nn*
(330 nm™ - 350 nm'1) en el espectro dicroico circular. Puesto que el compuesto 1 exhibe una absorcion positiva en
330 nm™ - 350 nm™, la configuracién absoluta de C-7 en el compuesto 1 se determiné como la configuracion estérea
(S) (FIG. 2).

Las estructuras quimicas de los otros cinco compuestos se determinaron usando el método antes mencionado. Los
datos de RMN en carbono y los datos de RMN en hidrégeno de las respectivos compuestos se representaron en las
Tablas 2 hasta 4 siguientes y los datos fisicos y espectroscopicos fueron tabulados en la Tabla 5.

12
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[TABLA 2]
. Compuesto 2 | Compuesto 3 ' Compuesto 4 rCumpuE'S-tbdﬁﬁ(-:Erer_t;é{qu
I .7, 1 251 | 2931 383, L 388, 1
2 200.3, s 1.1, d | 73.2. d 200.7. s 2007, s
3 139.6, s 1385, s 141.5, 5 1385 s 1395, 5
4 159, q 21.12, q 19.0, g 159, q 15.9. 1
5 404, d 127.2. d 125.5, d 1416.d | 14179
6 64.5. d 65.1, d 65.0, d 64.7, d 64.7, d
7 5.1, d 3.1, d 337, d 347, d 347, d
8 | 1388 s 1438, s 143.9, s 1437, s | 1437 s
9 J 857, t 63.9, 1 63.8, t 638, t 63.8, d
0§ 1279,d 124.7, d 124.8. d 1246.d | 1287 4
11 ' 959, s 65,5, 5 05.7, s 91,5 | U6l s
12| 1226 d 123,5. d 1235, d 1230, d | 1230, d
13 139.1, s 138.4. s 1384, s 138.7, 5 48,7, §
14 22.49, g 208, q 229, q 228, q 228, 0
15 36.3. d 36.4, d 36,4, d 36.3. d 36.3, ¢
16 66.9, d 66.7, d 86.7, d 66.9, d 66.9,
17 125.7, d 125.8, d 125.8, d 1263, d | 1239, d
18 1420, s 1421, s 1421, 5 1411, s | 1420, s
19 16.9, q 16.4, g 16.9. ¢ 169.q 6.9, g
20 40,6, ¢ 40,6. t 40,6, t 43.2, t 36.6. 1
2] 27,5, 1 27.5. 1 27.5, t 125.1. d M3t
22 1250,d | 1250.4 | 12504 | Mi4d | 7624 |
23 132.6, s 132.6, s 1326, s 710, s 1488, s
24 1 178 17.8, q 178, q 299, q 1.5, d
25 | 20 4 259, q 259, q 299, | 1774
oAC=0) | 1728, | 1727 1724, 5
| OAc (M) | 207, L2107, q 209.q | L

13
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[TABLA 3]
i Cnmpuesm-z Lompuesto 3 , Compuesto 4 .
-_1_ w24, dd (14,2, 11.7) a LT3 ddd (142, 1322 39 [n. 135, ddd 003, 113, 1.1.'-.'}‘
pLeg, cd +14.2, 3.0 P LYG, dod (112, 3.4 200 t BLIZ
2 552, m R, dd (105, 5.9) f
i |13 8 175, & 172, s
A A6, (54, 13) 575, ke d (54) 5065, b d (D) "
§ | 450, dil (54, 341 .43, m 27, m
Yoo 255 did 007, 34, 34 ' 2,99, did U3 34, 40 217, b U132 |
5 |25, il 1152, 1.5) 402, df (1.2, 1.0 4.0, ad (159, 1.2)
445, di (1LE, 1.5 <AL, dd (14,2, 140 408, dd (15.8, 1.4
10560, br s Eam. d (1.0 51, 4 (1,2
12 526 brs Eﬁ.f-!-l, i 285 m
i | Lia s 1T, s 175, &
15 P LAn (170, A4 a LA, dd {170, 34)  LBY o 1174, 32
202, dd QAF1, 113 [V 200, dd {170, 1.8 P20 od (174 113
16 | 4.7, ddd (11,3, 8.3 347 | 472 dé (113, 8.3, 14 472, deld €103, 834 338
1T | 524 bre d (3.3) 521, wd (B3 520, 0 (B L2
8 1 0L7%, a5 1.7, & LT3 d (.2
20 TEDS m 2057, an 245, n
201 1215 m 212 211, m
i 22 g:‘.‘,li. lir | (5.4} I ELL Y i S0, B (500
ORI T 161, 407 160, d 0.
23| LT, e s ET, 105 167, d 0.7
% Odc | 2o, & 21, 2, s

14
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[TABLA 4]
— i = - e e e
Compuesto 9 i Compuesto 10|
-~ i |
| a 24y, dd (16,6, L35 w24l dd (6.5, 13.9) !
« B2.55, od (16.6, 3.6) (258, dd (16,6, 3.7y !
| ’ i
4 182 s 1B ¢ (1.5) {
5 671 ddd (4.1, 16, 1.6) 870, dl (6.9, 151 ‘
| 6 |450, m 450, dd (5.9, 34)
! T 2.56, gig (139, 3.6, 2./) 260, dd 1139, 3.4
4 44, d (1d.) 404, 8 (14,2
|
| 407, a 014y | aer. ¢ (4.2 '
10 16553 Ir 8 084, brs
l2 | 529, m N9, hrs
! 14 | LG, d (1.3 L7 s
15 |« L8G, il (174, 3.4 Dald86, dd (17.4, 340
P04, dd (7.4, 11.3) L p203, ad (17,4, 17.3)
: {
| 4,75, ddd (11.3, 8.3, 3.4) { .75, ddd (11.3, 4.3, 3.4)
1T | 547, br d (8.3  5.25. dd (8.3, 1.5)
9 | L75, d 1.2} 1744 [1.5) !
! }
20 | 273, 4 (6.4) 2.08, m
21| 559, dd (165, 6.4) 168 W (7.8, 6.0)
| 22 | 865, U (16,5 :{i.E}[J, LY
)12 = 4.82 bes: 4.92, br s
25 1128, s L7, e s I
[TABLA 5]
Compuesto Compuesto | Compuesto | Compuesto | Compuesto | Compuesto
1 2 3 4 9 10
Foérmula molecular 025H3404 Cz7H3605 Cz7H3805 Cz7H3805 025H3405 025H3105
Peso molecular 398 440 442 442 414 414
Color Anaranjado Anaranjado Amarillo Amarillo Amarillo Amarillo
palido palido palido palido palido palido
Banda de absorcién de 3433, 2913, 2920, 1743, | 3430, 2918, | 3387,2914 | 3414,2917, | 3413, 2925,
infrarrojos (cm') 1680, 1000 1681, 1225 | 1735,1238 | 1673, 1000 | 1678 1678
Banda de absorcion de 203, 230 203, 229 203 203 203, 227 204, 225
Ultravioletas (nm)
Angulo de polarizacién -118,1 -63,9 -102,3 -148,7 -78,7 -57
[alo>* en MeOH (c0,15) (c0,15) (c0.15) (c0.15) (c0.15) (c0.15)
Solubilidad Facilmente disuelta en un disolvente organico de acetona, metanol, DMSO, etc

15
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Ejemplo 3: Sintesis de un derivado del compuesto 1 mediante una reaccion de esterificacion

' ood

() )

El compuesto 1 del presente invento se disolvié en tetrahidrofurano, y luego la temperatura se disminuy6 a 0-5°C. Se
afiadieron secuencialmente a esto diisopropil-etil-amina y cloruro de butirilo. El material resultante se agité a 0-5°C
durante 1 hora y se extrajo por adicion de acetato de etilo y agua y luego la capa de disolvente organico se separo y
destilé. El material residual fue purificado mediante una cromatografia en columna de evaporacién subita para
obtener el compuesto 5.

Compuesto 5 (CagH410s): [M+H]" = 469,29

Ejemplo 4: Sintesis de un derivado del compuesto 1 mediante reaccion de sustitucion de azida

1) THO,- DTBMP, MC
; »
2) NaN;, DMF

El compuesto 1 del presente invento se disolvid en cloruro de metileno, y luego la temperatura se disminuyé a 0-5°C,
y se afiadieron secuencialmente a esto di-terc.-butil-metil-piridina y anhidrido de acido trifluorometanosulfénico. El
material resultante se agité durante 30 minutos, y se extrajo mediante la adicién de cloruro de metileno y agua. La
capa de disolvente organico se separd y destild, y la totalidad del disolvente se evaporé. El material residual se
disolvio de nuevo en dimetilformamida y se afiadié a ello aziduro de sodio. El material resultante se agit6 a la
temperatura ambiente durante 3 horas, se diluyé mediante la adicién de cloruro de metileno y luego se lavd con
agua varias veces. La capa de disolvente organico se separd y destilo y luego el material residual se purificd
mediante una cromatografia en columna de evaporacion subita para obtener el compuesto 6.
Compuesto 6 (Ca5H34N303) : [M+H]" = 424,26

16
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Ejemplo 5: Sintesis de un derivado de éter del compuesto 1

MeOTY, DTBMP, MC
. .

El compuesto 1 del presente invento y la di-terc.-butil-metil-piridina se disolvieron en cloruro de metileno y luego se
afadié a ello un trifluorometanosulfonato. El material resultante se agit6 a la temperatura ambiente durante 3 horas y
luego el disolvente se evapor6. El material residual se purific6 mediante una cromatografia en columna de
evaporacion subita para obtener el compuesto 7.

Compuesto 7 (CasH3704) : [M+H]" = 413,27

Ejemplo 6: Sintesis de un derivado de carbonato del compuesto 1

W 'w]_ ffxl\_ cloroformiato de vinilﬁ
A piridina, MC
H

0

OH:
() (8)

El compuesto 1 del presente invento se disolvio en cloruro de metileno y luego la temperatura se disminuy6 a 0-5°C.
La piridina y cloroformiato de vinilo se afiadieron secuencialmente a éste. El material resultante se agité a la
temperatura ambiente durante 1 hora, se diluyé con cloruro de metileno y luego se lavé con agua. La capa en
disolvente organico se separ6 y destild, y luego el material resultante se purific6 mediante una cromatografia de
columna de evaporacion subita para obtener el compuesto 8.

Compuesto 8 (CasH3706) : [M+H] * = 469,26

Ejemplo experimental 1: Medicion de la actividad de formacion de osteoblastos de los nuevos compuestos
(ensayo de deposicion de calcio)

Unas células C3H/10T1/2, que son unas células progenitoras mesenquimales de raton adquiridas de ATCC, fueron

diluidas en un DMEM (medio de Eagle modificado por Dulbecco) que contenia HEPES 5,958 g/l, bicarbonato de

sodio 3,7 g/l, y FBS (suero de bovino fetal) al 10%, y se cultivaron en unas placas de cultivo de 24 pocillos con una
17
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densidad de 4x10* células/pocillo en la presencia de CO, al 5 % a 37°C durante 2 dias. Las células cultivadas se
hicieron crecer hasta una confluencia de 90-100 % en las placas de cultivo, las células se cultivaron en un medio
DMEM que contenia FBS al 10 %, al que se habian afadido B-glicerofosfato 10 mM y acido ascérbico 50 ug/ml, en
la presencia de COz al 5 % a 37°C durante 6 dias, con el fin de inducir una diferenciacion en osteoblastos. EI medio
se intercambi6 una vez cada dos dias durante la diferenciacion. El linaje de células C3H/10T1/2, en donde se habia
inducido una diferenciacion en osteoblastos, se lavo con una PBS (solucion salina tamponada con fosfato) una vez y
se fij6é con etanol al 70 % a 20°C durante 1 hora. Las células, después de la fijacion fueron lavadas tres veces con
PBS frio y se tifieron con una solucién 40 mM del colorante Rojo de Alizarina S a la temperatura ambiente durante
20 minutos. La solucion de colorante se elimind y las células se lavaron tres veces con agua destilada con el fin de
observar selectivamente tan sélo las células que se habian diferenciado en los osteoblastos.

La parte alicuota 116V y la parte alicuota 116VI extraidas a partir de esponjas y repartidas se disuelven en el
disolvente DMSO vy se usan para tratar el linaje celular C3H/10T1/2 de células progenitoras mesenquimales, en unas
concentraciones de 1, 2,5, 5, 10 y 20 yg/ml. Como resultado se mostré que la capacidad de diferenciacion para dar
osteoblastos se habia aumentado notablemente de una manera dependiente de la concentracion y se observé una
débil citotoxicidad en una concentracion de 20 ug/ml. Desde entonces, se realizé el mismo experimento con el
compuesto 1 (1163), el compuesto 2 (1162), el compuesto 3 (1161) y el compuesto 4 (1164), que fueron puramente
separados desde las partes alicuotas 116V y 116VI, y como resultado de ello, se pudo confirmar que la capacidad
de diferenciacion en osteoblastos habia aumentado en los compuestos 1, 3 y 4. Las concentraciones con las que se
exhibia la maxima actividad eran un poco diferentes. El compuesto 3 (116-1) mostré la maxima actividad con 2,5
pg/ml, y su citotoxicidad era observable en las concentraciones que siguen a ésta. El compuesto 1 (116-3) mostrd
una actividad notablemente aumentada en las concentraciones hasta de 10 ug/ml de una manera dependiente de la
concentracion y la citotoxicidad en la concentracion de 20 ug/ml, de manera similar a la actividad de la parte alicuota
116V separada en forma impura. El compuesto 4 mostré la actividad maxima en la concentracion de 5 pg/ml y la
toxicidad del mismo se observé en las concentraciones que siguen a ésta (FIG. 3). Con el fin de estudiar el
mecanismo con respecto a la capacidad de diferenciacion en osteoblastos, los linajes celulares C3H/10TI/2 fueron
tratados con el compuesto 1 y con el compuesto 4 durante 6 dias, respectivamente. Se encontré que el grado de
transcripcion de los factores de marca de diferenciacion (Runx2, Osteocalcina, Msx2, etc.) de los osteoblastos se
habia aumentado notablemente, usando una PCR en tiempo real (RTPCR) (FIG. 4). También los linajes celulares
C3H/10TI/2 fueron tratados con el compuesto 1y con el compuesto 4 durante 6 dias, respectivamente. Se encontro
que la expresion de proteinas de Runx2 y TAZ habia aumentado, usando una transferencia de borron Western
(FIGS. 5y 6). Por lo tanto, se pudo encontrar que los compuestos del presente invento conducen a un aumento de
las cantidades de las proteinas Runx2 y TAZ por medio de una regulacion después de una transcripcion y por lo
tanto se podia favorecer una diferenciacion en los osteoblastos. Ademas se pudo averiguar que la combinacion de
las proteinas Runx2 y TAZ aumentaba por tratamiento de los compuestos y por lo tanto aumentaba la actividad de
una transcripcion mediada por Runx2. El compuesto 5, que es un derivado de éster del compuesto 1 (1163), se
sintetizd con el fin de preparar un material que tenia la bioactividad mas excelente y se determiné de esta manera la
estructura del compuesto 5. Ademas, mediante un ensayo de deposicion de calcio acerca de la actividad fisiolégica
(capacidad de diferenciacion en osteoblastos) del derivado obtenido se encontr6 que el compuesto 5, que es un
derivado del compuesto 1, también favorece la diferenciacion en osteoblastos en un grado similar al del compuesto 1
(FIG. 7). Por lo tanto se espera que los compuestos del presente invento y sus derivados favorezcan la
diferenciacion en osteoblastos y por lo tanto desempefian un cometido innovador en el tratamiento de la
osteoporosis.

Ejemplo experimental 2: Medicion de la capacidad inhibidora de la diferenciacion en adipocitos de los
nuevos compuestos

Unas células C3H/10T1/2 que son células progenitoras mesenquimales de raton adquiridas de ATCC, fueron
diluidas en un DMEM (medio de Eagle modificado por Dulbecco) que contenia HEPES 5,958 g/l, bicarbonato de
sodio 3,7 g/l, FBS (suero de bovino fetal) al 10 %, y se cultivaron en placas de cultivo de 24 pocillos con una
densidad de 4x10* células/pocillo en la presencia de CO; al 5 % a 37°C durante 2 dias. Cuando las células
cultivadas se hicieron crecer hasta una confluencia de 90-100 % en las placas de cultivo, las células fueron
cultivadas en un medio DMEM que contenia FBS al 10 %, al que se afiadieron insulina 5 pg/ml, dexametasona 1 uM
y troglitazona 5 uM en la presencia de COz al 5 % a 37°C durante 8 dias, con el fin de inducir la diferenciaciéon en
adipocitos. El medio se intercambié una vez cada dos dias durante la diferenciacion. El linaje de células C3H/10T1/2
en donde se habia inducido la diferenciacion en los adipocitos, se fijé con formaldehido al 3,7 % a la temperatura
ambiente durante 30 minutos. Una solucién en aceite rojo O disuelto en isopropanol en una concentracion de 0,5 %
se diluyd en agua destilada en una relacion de 6:4, se filtré a través de un filtro de 0,2 ym, y se vertié en el linaje de
células fijadas, que fue tefiido durante 1 hora. Con el fin de observar solamente las células que se habian
diferenciado en los adipocitos la solucién de colorante se retird y las células se lavaron dos veces con agua
destilada.

Una muestra 116V extraida a partir de la esponja se disolvié en el disolvente DMSO y se dejé que tratase a los
linajes celulares C3H/10T1/2, que son unas células progenitoras mesenquimales de ratdn, en unas concentraciones
de 1, 2,5, 5, 10 y 20 pg/ml. Los resultados mostraron que la capacidad de diferenciacién en adipocitos habia

18



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2423196 T3

disminuido notablemente de una manera dependiente de la concentracion. Luego, después de que se hubieron
obtenido muestras del compuesto 1 (1163), del compuesto 2 (1162), del compuesto 3 (1161), y del compuesto 4
(1164), que fueron separadas en estado puro a partir de las especies 116V y 116VI, se realizd el mismo
experimento. Los resultados experimentales mostraron que las capacidades de diferenciaciéon en adipocitos de los
compuestos habian disminuido notablemente en la concentracion de 10 pg/ml. En particular la muestra del
compuesto 1 (116-3) exhibié una notable capacidad inhibidora de la diferenciacién en adipocitos incluso en una baja
concentracion (1 pug/ml), en comparacion con la otra especie. No se observé ninguna citotoxicidad notable en cada
una de las muestras durante la diferenciacion en adipocitos (FIG. 8). Como resultado del ensayo de la eficacia de
ensayo del compuesto 1 en células 3T3-L1, el compuesto 1 exhibié una muy superior capacidad inhibidora de la
diferenciacion en adipocitos incluso en estas células (FIG. 9).

Ejemplo experimental 3: Medicion de la eficacia antagonista y la selectividad de los nuevos compuestos con
respecto al receptor hepatico X (LXR)

El linaje de células de animal CV-1 se us6 en una investigacion de transfeccion. Las células fueron cultivadas en un
medio DMEM dentro de un dispositivo de cultivo de células que contenia didxido de carbono al 5 % a 37°C. El medio
contenia FBS (suero de bovino fetal) al 19 %, penicilina 100 U/ml y estreptomicina 100 pg/ml. En el dia 1 del
experimento, se sembraron células CV1 en placas de 96 pocillos a razén de 5.000 células/pocillo. En el dia 2, las
células sembradas fueron transfectadas con un plasmido que expresaba el GAL-hLXR, un plasmido que expresaba
el gen de luciferasa, y un plasmido que expresaba la B-galactosidasa usando un reactivo de transfeccion, Superfect
(de QIAGEN). Después de 16 horas, las células transfectadas fueron tratadas con el compuesto 1, disuelto en
dimetilsulfoxido (DMSO) por ciertas concentraciones, juntamente con el agonista, TO901317 (2,5 yM)). Unas células
tratadas con dimetilsulféxido que tenian una concentracion final de 1% se usaron como un conjunto testigo negativo
y unas células tratadas con TO901317 que tenian una concentracion final de 500 nM se usaron como un conjunto
testigo positivo. Las células fueron cultivadas durante 24 horas, y lisadas usando un tampén de lisis. Se afadio
luciferina a las células con el fin de medir la actividad de luciferasa usando un luminémetro. La actividad de (-
galactosidasa después de haber afiadido un reactivo ONPG, se midié usando un aparato lector de ELISA. El valor
de luciferasa medido fue corregido por el valor de la actividad de B-galactosidasa. Los resultados mostraron que el
compuesto 1 tenia unos valores de Clso de 18,7 y 20,4 nM en LXRa y LXRB, respectivamente (FIG. 10). Ademas se
midieron las actividades sobre diversos receptores nucleares usando el mismo método, con el fin de medir la
selectividad para diversos receptores nucleares. Sin embargo el compuesto 1 nunca mostré una actividad sobre los
otros receptores nucleares (FIG. 11). También un experimento con Biacore prob6 que el compuesto 1 se habia
unido directamente con la proteina LXR (FIG. 12).

Ejemplo experimental 4: Medicion de la citotoxicidad de los nuevos compuestos

Se usaron unas células esplénicas de un ratén para la medicién de la citotoxicidad en células anormales, Las células
esplénicas del raton fueron preparadas de la siguiente manera. El bazo de un ratéon con 5-6 semanas de edad fue
finamente cortado en trozos y solamente se filtraron las células esplénicas flotantes a través de una red que tenia un
tamafo de poros de 100 um. Los eritrocitos mezclados con las células esplénicas fueron lisados usando un tampén
de lisis de eritrocitos y luego se retiraron por centrifugacion, precipitacion y lavado de las células. Las células
esplénicas preparadas fueron sembradas en placas de 96 pocillos en una concentracion de 5 x 10° células/pocillo.
Aqui, las células esplénicas fueron tratadas con el compuesto de Férmula 1 para la medicién de la toxicidad en
funcién de las concentraciones. Al dia siguiente, las células cultivadas durante 16-18 horas fueron tratadas con el
sistema de ensayo Cell Titer-Glo Luminescent Cell Viability Assay (de Promega), y después de 10 minutos, se midié
la viabilidad de las células usando el lumindmetro. Se ha mostrado que el compuesto 1 tiene poca citotoxicidad
sobre células normales al exhibir un valor de Cls de la citotoxicidad de 63 uM en células esplénicas de ratén, que es
1.000 veces mayor o mas comparado con una concentracion del antagonista contra el LXR (FIG. 13).

Ejemplo experimental 5: Verificacion de la funcion de la expresion de genes por nuevos compuestos en
células hepaticas

Con el fin de verificar la eficacia del antagonista del receptor hepatico X desarrollado, la funciéon de regular la
expresion del gen fue identificada en células hepaticas de ratdn y en células hepaticas humanas. En el presente
experimento, se usaron células hepaticas de raton, células AML 12 y células hepaticas humanas, y células HepG2.
Las células AML12 fueron cultivadas en un medio DMEM dentro de un aparato incubador de células con diéxido de
carbono 5 % a 37°C. El medio contenia suero de bovino fetal (FBS) al 10 %, penicilina 100 U/ml y estreptomicina
100 pg/ml. En el dia 1 del experimento, se siembran células AML12 en placas de 6 pocillos. En el dia 2, cuando las
células se habian HECHO crecer hasta una confluencia de 80 %, el medio fue reemplazado por el medio DMEM que
no contenia suero, y luego tres pocillos por cada conjunto en tratamiento fueron tratados con TO901317 y el
antagonista de receptores hepaticos X desarrollados. Unos pocillos tratados con dimetilsulféxido que tenian la
concentracion final de 0,2 % se usaron como conjunto testigo negativo, y unos pocillos tratados con TO901317 que
tenian la concentracion final de 500 nM se usaron como conjunto testigo positivo. EI compuesto 1, que fue
desarrollado para descubrir la eficacia del antagonista, se usé solamente en una concentracion de 1 pM, o se usé
juntamente con 500 nM de TO901317. A continuacién de la incubacidon durante 18 horas, los ARN’s de células
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hepaticas totales se extrajeron usando un estuche RNeasy total RNA extraction kit (de QIAGEN). Los ARN'’s
extraidos fueron cuantificados, y se us6 1 pg de los ARN's por cada muestra en la sintesis de un ADNc
(cromosomal). Un estuche Transcriptor First Strand cDNA Synthesis kit (de Roche) se usé en la sintesis de ADNc.
Un analisis genético se realizd con los ADNc's de células hepaticas sintetizados usando una reaccion en cadena de
la polimerasa en tiempo real. Los ADNCc'’s sintetizados para la reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real se
mezclaron con unos cebadores selectivos para el gen ACC1 o de actina y una mezcla QuantiTech Master Mix (de
QIAGEN). La reaccién en cadena de la polimerasa se realizé en 45 ciclos a 95°C durante 10 segundos, a 60°C
durante 15 segundos y 72°C durante 20 segundos. La reaccion en cadena de la polimerasa se realiz6 en triplicado
para cada muestra de ADNc. Con el fin de comparar entre si las cantidades expresadas de cada gen por cada
conjunto de tratamiento, se obtuvieron unos valores de Ct para cada muestra usando un software (programa logico)
de analisis de la reaccion de en cadena de la polimerasa en tiempo real. Los valores de Ct por cada grupo de
tratamiento fueron comparados con los valores de Ct del conjunto testigo negativo y se calcularon las diferencias en
la cantidad expresada de genes. La diferencia en la cantidad expresada del gen que interesaba por cada grupo de
tratamiento se corrigié por la diferencia en la cantidad expresada del gen de GADPH. Los resultados experimentales
mostraron que el compuesto 1 inhibia de una manera muy efectiva la expresion de genes de biosintesis de acidos
grasos causantes del higado graso, SREBPIc, ACC y FAS, (FIG. 14).

Ejemplo experimental 6: Medicion de la eficacia inhibidora del higado graso de los nuevos compuestos en
modelos con animales experimentales

Con el fin de verificar la eficacia inhibidora del higado graso del compuesto 1 desarrollado en el presente invento, se
usaron en este experimento unos ratones C57BL/6. Se construyd un modelo de higado graso por administracion del
TO901317, que genera el higado graso, a unos ratones C57BL/6 con una edad de 10 semanas mientras que se
alimentaba a estos ratones C57BL/6 con un aditivo general para piensos. Se observo la eficacia inhibidora del
higado graso del compuesto 1 mediante administracion por via oral de este compuesto. Se us6 un ratén alimentado
con 0,75 % de carboximetilcelulosa a solas, como suministrador de medicacién como un conjunto testigo negativo, y
se us6 un raton alimentado con solamente TO901317 como un conjunto testigo positivo. Ademas, con el fin de
analizar la expresion de genes de un higado de raton C57BL/6, los higados de ratones del conjunto testigo negativo,
del conjunto testigo positivo y del conjunto en tratamiento se extrajeron y trataron con Trizol, para obtener los ARN'’s.
Los ARN’s obtenidos fueron cuantificados usando un espectrometro de absorcion (Nanodrop), y los ADNC’s se
obtuvieron a partir de los ARN’s que tenian la misma cantidad entre conjuntos respectivos por medio de un método
de RT-PCR usando un oligo dT y una transcriptasa inversa. La reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real
se realiz6 usando los ADNCc'’s, que se obtuvieron para el analisis del cambio de ARNm (mensajero) entre conjuntos,
como moldes, y usando cebadores de genes transportadores relacionados con la sintesis de grasas y la corriente de
entrada de grasa en el higado. Los resultados experimentales mostraron que no habia ninguna diferencia en el peso
corporal entre el conjunto en tratamiento y los conjuntos testigos cuando el compuesto 1 se administré a ratones
inducidos para desarrollar el higado graso y el compuesto 1 exhibié también una muy superior eficacia inhibidora de
higados grasos en el modelo de animales experimentales (FIGS. 15y 16). Ademas, los resultados analiticos acerca
de la expresion de genes mostraron que el compuesto 1 inhibe de una manera muy efectiva la expresion de genes
de sintesis de acidos grasos, que son causantes del higado graso y de genes transportadores para el transporte de
grasas hasta el higado (FIG. 17). Correspondientemente, se espera que los compuestos del presente invento y sus
derivados desempefien un cometido muy innovador en el tratamiento de un higado graso alcohdlico, de un higado
graso no alcohdlico y de un higado graso debido a una infecciéon causada por virus.
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto de la formula 1 siguiente, un estereoisémero del mismo, un enantidmero del mismo o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo:
[Férmula 1]

en donde:

W es CO o CHOR;

Xes N3, NHRz, ORz, SRz, SeRz (o] TeRz;

R1 y Rz se seleccionan, independientemente, entre hidrogeno, alquilo de C1-C8, alquenilo de C2-C8,

alquinilo de C2-C8, lineal o ramificado, cicloalquilo de C3-C8, arilo de C6-C20, heteroarilo de C4-C20, o
Y

1l
—C—Z-Rs;
Y es O, S o NRg;
Z es un enlace simple, NH, O, S, Se o Te;
R3 y R4 se seleccionan, cada uno de ellos independientemente, entre hidrégeno, alquilo de C1-C8, alquenilo
de C2-C8, alquinilo de C2-C8, lineal o ramificado, cicloalquilo de C3-C8, arilo de C6-C20 o heteroarilo de
C4-C20,y
M y N son, cada uno de ellos independientemente, hidrégeno, OH, o no existen; en donde un atomo de
carbono unido a M o N forma un enlace simple o un enlace doble con otros atomos de carbono y el nimero
de enlaces dobles es de uno o menos para cada uno de los atomos de carbono.

2. El compuesto de Férmula1, el estereoisémero del mismo, el enantiomero del mismo o la sal farmacéuticamente
aceptable del mismo, de la reivindicacion 1,

en donde W es CO o CHOR;
Xes N3, NHRz, ORz, SRz, SeRz (o] TeRz;

R1 y Rz se seleccionan, independientemente, entre hidrogeno, alquilo de C1-C8, alquenilo de C2-C8,
Y

1l
alquinilo de C2-C8, lineal o ramificado, o C=2Z-Rs;
Y es O, So NRg;
Z es un enlace simple, NH, O o, S;
R3 y R4 se seleccionan, cada uno de ellos independientemente, entre hidrégeno, alquilo de C1-C8, alquenilo
de C2-C8 o alquinilo de C2-C8, lineal o ramificado, y
M y N son, cada uno de ellos independientemente, hidrégeno, OH, o no existen; en donde un atomo de
carbono unido a M o N forma un enlace simple o un enlace doble con otros atomos de carbono y el nimero
de enlaces dobles es de uno o menos para cada uno de los atomos de carbono.

3. El compuesto, el estereoisémero del mismo, el enantiomero del mismo o la sal farmacéuticamente

aceptable del mismo de la reivindicacion 2,

en donde W es CO o CHOR; ;
Xes N3, OR2 (0] SR2
R1 y Rz se seleccionan, cada uno de ellos independientemente, entre hidrégeno, alquilo de C1-C8, alquenilo

1l
—C—7—-Rs.
de C2-C8, alquinilo de C2-C8, lineal o ramificado, o c-2 3

YesOoS;
Z es un enlace simple
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R3 se selecciona entre hidrogeno, alquilo de C1-C8, alquenilo de C2-C8 o alquinilo de C2-C8, lineal o
ramificado; y

M y N son, cada uno de ellos independientemente, hidrégeno, OH, o no existen; en donde un atomo de
carbono unido a M o N forma un enlace simple o un enlace doble con otros atomos de carbono y el nimero
de enlaces dobles es de uno o menos para cada uno de los atomos de carbono.

4. El compuesto, el estereoisémero del mismo, el enantiémero del mismo, o la sal farmacéuticamente aceptable del
mismo de la reivindicacion 3, en donde el compuesto de Férmula 1 se selecciona entre el conjunto que consiste en:

5. Un método de preparacion del compuesto de Férmula 1 de la reivindicacion 1, comprendiendo el método:

(a) cortar y secar la esponja Phorbas sp., seguido por una extraccion usando un alcohol de C1-C4;

(b) repartir el extracto obtenido de la etapa (a) usando agua y cloruro de metileno y luego eliminar el disolvente de la
capa organica, seguido por repartir de nuevo usando n-hexano y una solucién en una mezcla de metanol y agua; y
(c) eliminar el disolvente de la capa alicuota de metanol obtenida de la etapa (b) y luego obtener una parte alicuota
por cromatografia usando silice como una fase estacionaria y usando una solucién en metanol como eluyente,
conteniendo o no la solucion en metanol 20 % en peso o menos de agua basado en el peso total del mismo.
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6. El método de la reivindicacion 5, en donde en la etapa (a) se usa una liofilizacién para la desecacion y se usa
metanol para el alcohol de C1-C4.

7. El método de la reivindicacion 5, en donde en la etapa (b) la solucién en una mezcla de metanol y agua contiene
60-90 % en peso de metanol y 10-40 % en peso de agua basado en el peso total de la solucién.

8. El método de la reivindicaciéon 5, en donde en la etapa (c), la cromatografia se realiza una o mas veces en el
orden de desde el eluyente que tiene la polaridad mas alta hasta el eluyente que tiene la polaridad mas baja, por uso
de una solucion en una mezcla de agua y metanol que tiene una polaridad mayor que el eluyente, antes de usar la
solucion metanol que contiene o no 20 % en peso o menos de agua basado en el peso total del eluyente, como el
eluyente.

9. El método de la reivindicacion 5, que comprende ademas (d) purificar la parte alicuota obtenida a partir de la
etapa (c), en donde la purificacion se realiza meditante una cromatografia de liquido de alto rendimiento (HPLC) y
como el eluyente se usa una mezcla liquida de 50-80 % en peso de acetonitrilo (ACN) y de 20-50 % en peso de
agua, basado en el peso total del eluyente.

10. Una composicion farmacéutica destinada a su uso en el tratamiento de la osteoporosis, que comprende el
compuesto de férmula 1, el esterecisémero del mismo, el enantidmero del mismo o la sal farmacéuticamente del
mismo, de la reivindicacion 1, como un vehiculo farmacéuticamente aceptable y un agente activo.

11. Una composicion farmacéutica destinada a su uso en el tratamiento del higado graso, que comprende el
compuesto de Féormula 1, el estereocisémero del mismo, el enantidmero del mismo o la sal farmacéuticamente
aceptable del mismo, de la reivindicacion 1, como un vehiculo farmacéuticamente aceptable y un agente activo.

12. Una composicidon farmacéutica destinada a su uso en el tratamiento de la obesidad, que comprende el
compuesto de Féormula 1, el estereocisémero del mismo, el enantidmero del mismo o la sal farmacéuticamente
aceptable del mismo, de la reivindicacion 1, como un vehiculo farmacéuticamente aceptable y un agente activo.

13. Una composicion farmacéutica destinada a su uso en antagonizar a un receptor hepatico X (LXR), que
comprende el compuesto de Formula 1, el estereocisémero del mismo, el enantidmero del mismo o la sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, de la reivindicacion 1, como un vehiculo farmacéuticamente aceptable y un
agente activo.
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[FIG. 1]
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[FIG. 2]
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[FIG. 3]
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[FIG. 7]
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[FIG. 9]
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[FIG. 10]
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[FIG. 11]
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[FIG. 14]

<, Actividad en células AML32 >

. - Acci FASIGAPDH
SREBP-1c/GAPDH ik ACCHGAPDH, 25 &
10 r—-—-—--.-»--‘[ ] . ".
1 ey
8 ! L5 L
=r) j N
o B 1.0 —
Ea 4 ! T
F 0.5 i
21 l l .,
o R S 0.0 ; O .

‘vehiculo©  T131] vehiculo  T1317° Ti317+ compuesto |

:_1"]31?:4» compuesto 1 :vehiculo

< Actividad en células Heps2 > GMDD:X '  .vehiculo |

- SREBP-1c 25 Acc- 5% FAS
=
g 23" 82.0
= 2.0 4 E
- 2]
T 215
B 1.5 T
2 E1.0.1
5 1.0 %
Lo 051
0.0 0.0 4

35



ES 2423196 T3

[FIF 15]
Cambio de peso corporal
40 _
30 = T0901317(10my/kg/dia }(n=6) N.S
5 = —— :
[
g 20 ) _
5 Vehiculo (n=6] T0901317(10mg/kg/dia )
3 + compuesto 1(50meg/ke/dia (n=6)
[1}]
0 10 -
43
o
T T ] I 1 |
1.0 1.5 20 2.5 3.0 2.5 4.0
Dias

36



ES 2423 196 T3

[FIG. 16]
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