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DESCRIPCION
Nuevo derivado de sintesis de la ecdisterona, procedimiento de preparacion y utilizacion del mismo

La presente invencion se refiere a quimica de medicina natural, y en particular, a un nuevo derivado de sintesis de la
ecdisterona, al procedimiento de preparacion y a la utilizacién del mismo.

Antecedentes de la técnica relacionada

La ecdisterona es el nombre global de un tipo de productos naturales que fueron descubiertos por primera vez en los
insectos. Las ecdisteronas tienen actividad de muda, asi como el efecto de inducir el crecimiento celular. Después
de los afios 60, se descubrié que las ecdisteronas también estan presentes en las plantas. Su distribuciéon en las
plantas es mayor y mas amplia que en los animales. Las ecdisteronas estan ampliamente presentes en plantas,
tales como raiz de Achyranthes bidentata, hoja de la mora, rhaponticum uniflorum y similares. Las cantidades de
ecdisteronas en el cuerpo de los insectos son extremadamente bajas. Por lo tanto, actualmente, las ecdisteronas de
plantas son la principal fuente de ecdisteronas comerciales. Las investigaciones muestran que las ecdisteronas
poseen una variedad de acciones farmacolégicas, tales como la induccién de la sintesis de acido ribonucleico y
proteina, la afectacion del sacarometabolismo, la induccion del metabolismo de los lipidos, la inmunorregulacién, la
afectacion del sistema nervioso central, la antioxidacién, la activacion de la circulacion sanguinea para disipar la
estasis sanguinea y similares.

La patente china CN 1280010A, publicada en 17 de enero 2001, de Chongren Yang y otros, da a conocer un
medicamento oral para el tratamiento de la diabetes que comprende B-ecdisona y acetato de 2--ecdisona como
principios activos medicinales en una proporcion en peso de 50-95% de B-ecdisona con respecto a 5-50% de
acetato de 2-B-ecdisona.

Am. J. Physiol. Endocrinol. Metab. Volumen 296, paginas 433-E439 (2009) da a conocer la 20-hidroxi-ecdisterona y
sus efectos hipoglucémicos.

La patente china CN 1557324A, publicada el 29 de diciembre de 2004, de Qiu Chen y otros da a conocer la
utilizacion de la ecdisterona en la preparacion de un medicamento para tratar la resistencia a la insulina.

“The effect of ecdysterone on glucose consumption of HepG2 cells” (El efecto de la ecdisterona sobre el consumo de
glucosa de las células HepG2) en el CHINESE PHARMACOLOGICAL BULLETIN volumen 11, 2005, Qiu Chen y
otros, da a conocer que la ecdisterona en un intervalo de concentraciones de 1 x 10° ~ 10 mol-I* aumenta el
consumo de glucosa de las células HepG2 (en un 44% ~ 77%); disminuye el efecto de la ecdisterona en la reduccién
de la glucosa a medida que aumenta la concentracion de glucosa en la solucién de cultivo; y la insulina obviamente
no realiza la accion de la ecdisterona para disminuir la glucosa. La ecdisterona no presenta la accion de estimular la
secrecion de insulina de las células B-TC3, lo que sugiere que la ecdisterona puede desarrollar una funcién no
dependiente de insulina de reduccién de la glucosa a través de los hepatocitos, pero no puede estimular la secrecién
de insulina.

“The effect of ecdysterone on protein expression of insulin receptor in insulin resistant HepG2 cells” (El efecto de la
ecdisterona sobre la expresién de proteinas del receptor de insulina en células HepG2 resistentes a insulina),
SHANDONG MEDICAL JOURNAL, volumen 04, 2008, Qiu Chen y otros, da a conocer que 1 X 10° mol/l de
ecdisterona aumenta de manera significativa la expresion de la proteina InsR en células HepG2 IR, lo que
demuestra que la sensibilizacién a la insulina por la ecdisterona puede estar asociada con el aumento de la
expresion de la proteina InsR, una molécula de transduccion de sefiales de la insulina.

“The effect of ecdysterone on protein expression of PI3K, Glut-4 in insulin resistant HepG2 cells” (El efecto de la
ecdisterona sobre la expresion de proteinas de PI3K, Glut-4 en células HepG2 resistentes a insulina), JJANGSU
MEDICAL JOURNAL, volumen 3, 2009, Chen y otros, da a conocer que ecdisterona 1 x 10° M aumenta la expresion
de las proteinas PI3K y GLUT-4 en células HepG2 resistentes a insulina (P < 0,05), lo que demuestra que la
sensibilizacién a la insulina por la ecdisterona puede estar asociada con el aumento de expresiéon de las proteinas
PI3K y GLUT-4 que son moléculas de transduccion de sefiales de la insulina.

“A proteomic study on the insulin resistant HepG2 cell treated by ecdysterone” (Un estudio proteémico sobre células
HepG2 resistentes a insulina tratadas por ecdisterona), CHINESE PHARMACOLOGICAL BULLETIN volumen 12,
2009, Min Song y otros, da a conocer el efecto de la ecdisterona sobre el consumo de glucosa en células modelo
resistentes a insulina, demostrando que las dianas para la sensibilizacién a la insulina por la ecdisterona se refieren
a una variedad de proteinas y quinasas relacionadas con resistencia a la insulina.

Ademas, ecdibase.org da a conocer derivados de fosfato de ecdisterona separados tal como se indica a
continuacion:

1. 26-Hidroxiecdisterona-2-fosfato (THOMPSON, J.A. y otros, (1987) Arch. Insect Biochem. Physiol. 4, 183-190);
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6-Hidroxiecdisterona-26-fosfato (THOMPSON, M.J. y otros, (1985) Arch. Insect Biochem. Physiol. 2, 227-236);
0-Hidroxiecdisterona-22-fosfato (TSOUPRAS, G. y otros, (1982) Steroids 40, 551-560);
20-Hidroxiecdisterona-3-acetato-2-fosfato (ISAAC, R.E. y otros, (1984) Biochem. J. 231, 459-464);

5. 20-Hidroxiecdisterona-3(2)-fosfato (TSOUPRAS, G. y otros, (1983) C.R. Acad. Sci. Paris, Sér. lll, 296, 77-80);
6. 20-Hidroxiecdisterona-3(2)-acetato-22-fosfato (TSOUPRAS, G. y otros, (1983) C.R. Acad. Sci. Paris, Sér. I, 296,
77-80);

7. ecdisterona-3-fosfato (TSOUPRAS, G. y otros, (1982) (Tesis, Estrasburgo, Francia));

8. ecdisterona-2-fosfato (ISAAC, R.E. y otros, (1984) Biochem. J. 217, 239-243);

9. ecdisterona-2,3-diacetato-22-fosfato (TSOUPRAS, G. y otros, (1982) (Thesis, Estrasburgo, Francia));

10. ecdisterona-2-acetato-3-fosfato (ISAAC, R.E. y otros, (1984) Biochem. J. 217, 239-243);

11. ecdisterona-3(2)-acetato-22-fosfato (ISAAC, R.E. y otros, (1984) Biochem. J. 231, 459-464).

NN

2.
3.
4.

Contenido de la invencion

Los presentes inventores han preparado de forma inesperada un nuevo compuesto con una estructura estable,
buena solubilidad en agua y una excelente actividad en la reduccion de la glucosa mediante la utilizaciéon de
20-hidroxi-B-ecdisterona, un tipo de compuestos de ecdisterona, como material de partida en un gran nimero de
investigaciones sobre derivados de ecdisterona.

Un objetivo de la presente invencion es dar a conocer un derivado de ecdisterona.

Otro objetivo de la presente invencion es dar a conocer un procedimiento para preparar el derivado de ecdisterona
descrito anteriormente.

Otro objetivo de la presente invencién es dar a conocer una composicion farmacéutica que comprende el derivado
de ecdisterona descrito anteriormente.

Otro objetivo de la presente invencion es dar a conocer la utilizacion del derivado de ecdisterona descrito
anteriormente en la preparacion de un medicamento hipoglucémico.

En particular, en la solucién técnica de la presente invencion, la presente invencion da a conocer un compuesto con
la estructura de la siguiente formula I:

Ho

o sales o solvatos farmacéuticamente aceptables del mismo.

En la solucién técnica de la presente invencion, las sales farmacéuticamente aceptables se seleccionan entre sales
metdlicas, o sales de aminas organicas o de amonio, en las que las sales metalicas se seleccionan entre sales de
metales alcalinos, sales de metales alcalinotérreos; las sales de metales alcalinos se seleccionan entre las sales de
litio, sodio, potasio o cesio o similares; las sales de metales alcalinotérreos se seleccionan entre las sales de calcio,
magnesio o aluminio o similares; las sales de aminas organicas o de amonio se seleccionan entre amina primaria,
amina secundaria, amina terciaria o sales de amonio cuaternario de alquilo C1-C4.

En la solucién técnica de la presente invencion, ésta da a conocer una sal sddica del compuesto de féormula I, cuya
estructura es la siguiente formula I':
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HoO
Il

En la solucion técnica dada a conocer por la presente invencion, los solvatos se seleccionan entre solvatos o
hidratos organicos, en los que los solvatos organicos se seleccionan entre alcanol C1-C4, tal como metanol, etanol,
propanol, isopropanol o butanol, o similares; o dimetilformamida; o dimetilsulfoxido, o similares.

En otro aspecto, la presente invencion da a conocer un procedimiento para preparar el compuesto de férmula I, tal
como se ha descrito anteriormente, o las sales o solvatos farmacéuticamente aceptables del mismo, que comprende
las siguientes etapas:

(1) utilizar 20-hidroxi-B-ecdisterona como material de partida para reaccionar con acido fenilborénico en presencia de
un disolvente organico, para producir un compuesto de férmula Il

>

(2) hacer reaccionar el compuesto de férmula Il con un compuesto de formula Il en condiciones acidas para producir
un compuesto de féormula 1V; en el que, R1 y Rz en los compuestos de formulas 1l y IV son cada uno, de manera
independiente, hidrégeno, alquilo C1-C4 o fenilo, Rx y Ry en el compuesto de formula Il son cada uno, de manera
independiente, alquilo C1-C4, fenilo, o RxO- y RyO-, junto con el carbono al que estan unidos, forman carbonilo, de
manera preferente, R1, Rz, Ry y Ry en el compuesto de férmula Il son de manera simultanea metilo:

O’B\

e}

(3) hacer reaccionar el compuesto de férmula IV con un compuesto de formula V para producir un compuesto de
férmula VI, en el que Rs, R4 y Rs en la formula V se seleccionan cada uno, de manera independiente, entre alquilo
C1-C4, de manera preferente, Rs, Rs y Rs son de manera simultanea metilo o etilo; X es halégeno y, de manera
preferente, X es cloro; las definiciones de Ri, Rz, R3, Ra y Rs en la formula VI son las mismas que en la férmula IV y
la férmula V:
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5 Rs
+ R4—Sli-X —_—
Rs
10
W, Vv ‘ Y .
15 ’
(4) desproteger el compuesto de férmula VI en presencia de una base y un peréxido para producir un compuesto de
férmula VII; siendo las definiciones de Ri1, Rz, R3, Ra y Rs en la formula VIl las mismas que en la formula IV y la
férmula V:
20
OH
25 Ry O
1
Ry~ $1~Rs
Ry O R
30

vi ’ - Y/

35 (5) hacer reaccionar el compuesto de férmula VII con POCI; para producir el compuesto de férmula VI, siendo las
definiciones de Ri1, Rz, R3, Rs y Rs en la formula VIl las mismas que en la formula IV y la formula V:

40

45

50

Vi vill
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(6) desproteger el compuesto de formula VIl en condiciones acidas para producir el compuesto de férmula I:

HO
N\ P Ho_0
oR.
/,"4 p
—_—
e
[-
R& o Ry $Rs
HO R
Vil | ,

En el procedimiento de preparacion tal como se ha descrito anteriormente, dado a conocer por la presente
invencién, de manera opcional, después de obtener el compuesto de formula | en la etapa (6), se utiliza un
procedimiento de salificacion convencional en la técnica para producir la sal del compuesto de férmula I.

En el procedimiento de preparacion tal como se ha descrito anteriormente, dado a conocer por la presente
invencion, de manera opcional, en la etapa (6) se desprotege el compuesto de formula VIII en condiciones acidas vy,
a continuacién, se utiliza un procedimiento de salificacion convencional para producir la sal del compuesto de
férmula 1. Por ejemplo, el compuesto de férmula VIII se desprotegié en condiciones &cidas y, a continuacién, se
afiadio NaHCOg3 para reaccionar produciendo la sal sddica del compuesto de férmula I:

NaO\ / O
\

Vil 2 I

En el procedimiento de preparacion tal como se ha descrito anteriormente, dado a conocer por la presente
invencién, en la etapa (1), el disolvente organico se selecciona entre dimetilacetamida, dimetilformamida,
tetrahidrofurano o dimetilsulféxido, o similares; la temperatura de reacciéon es de 0 ~ 50C, y de manera mas
preferente, la reaccion tiene lugar a temperatura ambiente.

En el procedimiento de preparacion tal como se ha descrito anteriormente, dado a conocer por la presente
invencion, en la etapa (2), las condiciones acidas significan en presencia de un catalizador &cido. El catalizador
acido se selecciona entre acido para-toluenosulfénico, para-toluenosulfonato de piridinio o cloruro estannoso, o
similares.

En el procedimiento de preparacion tal como se ha descrito anteriormente, dado a conocer por la presente
invencion, la reaccion en la etapa (3) se lleva a cabo en presencia de una base organica y un activador. La base
organica se selecciona entre imidazol, N-metilmorfolina, piridina o trietilamina, o similares. El activador se selecciona
entre DMAP (4-dimetilaminopiridina) o dimetilformamida, o similares.

En el procedimiento de preparacion tal como se ha descrito anteriormente, dado a conocer por la presente
invencion, en la etapa (4), la base es hidroxido sédico, hidréxido potasico, carbonato potasico, carbonato sédico, o
similares, y el perdxido es perdxido de hidrégeno.

En el procedimiento de preparacion tal como se ha descrito anteriormente, dado a conocer por la presente
invencion, la reaccién en la etapa (5) se lleva a cabo en presencia de una base organica. La base organica se
selecciona entre piridina, trietilamina, imidazol o similares.

En el procedimiento de preparacion tal como se ha descrito anteriormente, dado a conocer por la presente
invencion, la condicién acida en la etapa (6) se refiere a acido clorhidrico, acido acético, acido fluorhidrico, acido
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sulfarico, acido para-toluenosulfénico, o similares.

En el tercer aspecto, la presente invencion da a conocer una composicion farmacéutica que comprende el
compuesto de férmula I, o las sales o solvatos farmacéuticamente aceptables del mismo, en la que la composicién
farmacéutica comprende una cantidad eficaz del compuesto de formula |, o las sales o solvatos farmacéuticamente
aceptables del mismo. La cantidad eficaz es, por ejemplo, aproximadamente de 0,01 mg a 1000 mg. La composicién
farmacéutica dada a conocer por la presente invencién comprende ademas un excipiente farmacéuticamente
aceptable. Ademas, la composicidn farmacéutica dada a conocer por la presente invencién se puede formular en
una formulacién adecuada para la administracién oral, la administracién externa o inyeccion, tal como comprimidos,
granulos sélidos, capsulas, inyeccion o polvos liofilizados.

En el cuarto aspecto, la presente invencion da a conocer la utilizacién del compuesto de formula | tal como se ha
descrito anteriormente, o las sales o solvatos farmacéuticamente aceptables del mismo, en la preparacion de un
medicamento hipoglucémico. La dosis diaria es aproximadamente de 0,01 mg a 1000 mg dependiendo de la
especie, la edad, el género, el modo de administracion y el estado.

Los experimentos in vitro del consumo de glucosa en células HepG2 llevadas a cabo utilizando el compuesto de
férmula | dado a conocer por la presente invencion, muestra que el compuesto posee una actividad significativa en la
reduccion de glucosa y en un intervalo de concentraciones de 2 x 107 ~2x10° M, puede aumentar el consumo de
glucosa en células HepG2 por encima del 500%. Mientras que la 20-hidroxi-B-ecdisterona en la concentracion de 2 x
107 ~ 2 x 10® M aumenta el consumo de glucosa en células HepG2 por debajo del 15%, cuando la concentracién se
diluye a 2 x 107 M, la 20-hidroxi-pB-ecdisterona no tiene ningun efecto en la reduccion de la glucosa en células
HepG2. Por lo tanto, cuando se compara con la actividad en la reduccion de glucosa del compuesto original
20-hidroxi-pB-ecdisterona, la actividad en la reduccién de glucosa del compuesto de formula | es significativamente
superior a la de 20-hidroxi-B-ecdisterona. El experimento de la disolucién muestra que la solubilidad en agua del
compuesto de formula | o la sal sédica del mismo es 10 veces y 50 veces la de la 20-hidroxi-B-ecdisterona,
respectivamente. Ademas, el experimento farmacoloégico in vivo muestra que el compuesto de formula | y la sal
sddica del mismo poseen efecto de reduccién de la glucosa.

De manera adicional, en los ejemplos, se obtuvo finalmente el compuesto de férmula I, en lugar de la ecdisterona 20
o0 el 22-monofosfato, lo que demuestra ademas que el compuesto de férmula | forma una lactona de fosfato de cinco
elementos con una estructura estable

Realizaciones preferentes de la invencion
Las realizaciones de la presente invencién se ilustraran adicionalmente con referencia a los siguientes ejemplos.
Para un experto en la materia, las modificaciones realizadas en base a la técnica anterior con las ensefianzas de la

presente invencién se encuentran también dentro del alcance de proteccion reivindicado por la presente invencion.

La ruta de sintesis del compuesto de féormula | o la sal sédica del mismo

1. Acido fenilborénico, DMF

2,2,2-dimetoxipropano, acetona,
OH TsOH

HO
HO

20-hij droxj -B-ecdisterona
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CH,Cliy, TESCI,imidazol ,DMAP 1MNaOH,30%H,0,,CH,Cl,

1,Piridina ,THF,POCI3
OSiEts 2 1M HCI,THF

1,Piridina ,THF,POCl;

2, HCL,CH5OH N R
3.NaHCO, 2%

Ejemplo 1
Preparacion del compuesto de formula 1:

En primer lugar, se prepard el compuesto 1 (es decir, el compuesto de férmula 1V, en el que R; y Rz son metilo,
respectivamente).

Se disolvieron 20-hidroxi-B-ecdisterona (1,54 g, 3,21 mmol) y acido fenilborénico (412 mg, 3,38 mmol) en 20 ml de
DMF. La solucion se agitdé a temperatura ambiente durante 8 horas, y a continuacion se afiadieron 40 ml de solucion
acuosa saturada de cloruro sodico. El liquido de reaccion se diluyd con 150 ml de acetato de etilo. La fase organica
se lavo con solucién acuosa saturada de cloruro sédico (50 ml x 3), se secd sobre sulfato sddico anhidro, se filtro, y
se concentr6 para producir un solido blanco. El producto en bruto se utilizé directamente en la siguiente etapa sin
purificacién adicional.

Se disolvieron el producto en bruto anterior y acido para-toluenosulfénico (55 mg, 0,32 mmol) en 40 ml de disolvente
que comprende acetona y 2,2-dimetoxipropano (es decir, la férmula lll, en la que Ri, Rz, Rx y Ry son metilo,
respectivamente) en una proporcion en volumen de 50:50. La mezcla se agité a temperatura ambiente durante 12
horas y, a continuacién, se afiadieron 10 ml de NaHCO3 para interrumpir la reaccion. El disolvente organico se
extrajo por evaporacion. El residuo se diluyé con 150 ml de EtOAc (acetato de etilo), se lavd con soluciéon acuosa
saturada de cloruro sédico (50 ml x 3), se sec6 sobre sulfato sédico anhidro, se filtré y se concentré. El residuo se
separ6 mediante cromatografia en columna (EtOAc al 50%/petr6leo) sobre gel de silice, para obtener el compuesto
1 en forma de una espuma blanca (1,774 g, rendimiento del 91% en dos etapas).

En segundo lugar, se prepar6 el compuesto 2 (es decir, el compuesto de formula VI, en el que R; y Rz son metilo,
respectivamente, y Rs, R4 y Rs son cada uno, de manera independiente, etilo).

Se disolvieron el compuesto 1 (es decir, el compuesto de férmula IV, en el que R1 y R2 son metilo, respectivamente)
preparado anteriormente (1,95 g, 3,21 mmol), imidazol (656 mg, 9,63 mmol) y DMAP (4-dimetilaminopiridina, 40 mg,
0,33 mmol) en 40 ml de CH.Cl,. A la solucién, se afiadié gota a gota a temperatura ambiente TESCI (es decir, el
compuesto de férmula V, en el que R3, R4 y Rs son cada uno, de manera independiente, etilo; X es cloro) (1,13 ml,
6,43 mmol). El liquido de reaccién se agit6 a temperatura ambiente durante 4 horas, se diluydé con EtOAc (150 ml),
se lavé con solucién acuosa saturada de cloruro sédico (50 ml x 3), se sec6 sobre sulfato sodico anhidro, se filtro y
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se concentré. El residuo se separdé mediante cromatografia en columna (EtOAc al 17%/petroleo) sobre gel de silice,
para obtener el compuesto 2 en forma de una espuma blanca (2,11 g, rendimiento del 91%). 'H RMN (400 MHz,
CDCls) 8 7,79 (d, J = 7,2 Hz, 2H), 7,46 (t, J = 7,2 Hz, 1H), 7,36 (t, J = 7,2 Hz, 2H), 5,82 (s, 1H), 4,26-4,21 (m, 2H),
4,13-4,09 (m, 1H), 2,84 (t, J = 2,84, 1H), 2,38-2,34 (m, 2H), 2,11-2,04 (m, 3H ), 2,04-1,81 (m, 7H), 1,78-1,57 (m, 4H),
1,54-1,45 (m, 1H), 1,50 (s, 3H), 1,34 (s, 3H), 1,33 (s, 3H), 1,27-1,22 (m, 1H), 1,26 (s, 3H), 1,25 (s, 3H), 1,00 (s, 3H),
0,96 (t, J = 8,0 Hz, 9H), 0,95 (s, 3H), 0,59 (g, J = 8,0 Hz, 6H); *C RMN (50 MHz, CDCls) & 202,6, 162,9, 134,8,
131,3, 127,9, 127,7, 121,5, 108,3, 86,2, 85,4, 85,0, 73,0, 72,1, 71,6, 51,9, 50,8, 47,3, 42,1, 37,8, 37,6, 34,5, 31,6,
30,9, 30,4, 29,7, 28,5, 26,7, 26,4, 23,6, 22,5, 21,2, 20,5, 17,0, 14,2, 7,1, 6,8; HRMS (M+Na+) calculada para
Ca2HesBNaO7Si 743,4490, encontrada 743,4452; IR (KBr) 3461, 2959, 1660, 1356, 1242, 1056 cm™.

En tercer lugar, se preparé el compuesto 3 (es decir, el compuesto de formula VII, en el que R; y Rz son metilo,
respectivamente, y Rs, R4 y Rs son cada uno, de manera independiente, etilo).

Después de disolver el compuesto 2 preparado anteriormente (2,17 g, 3,01 mmol) en 30 ml de CHCl,, se afiadieron
a temperatura ambiente NaOH 1 M (20 ml) y H20, al 30% (10 ml). El liquido de reaccion se agité a temperatura
ambiente durante 30 minutos y, a continuacion, se diluyé con EtOAc (100 ml). Se separo la fase organica. La fase
organica se lavé con solucion acuosa saturada de cloruro sodico (50 ml x 3), se sec6 sobre sulfato sédico anhidro,
se filtro y se concentrd. El residuo se separé mediante cromatografia en columna (EtOAc al 25%/petréleo) sobre gel
de silice, para obtener el compuesto 3 en forma de una espuma blanca (1,88 g, rendimiento del 98%). 'H RMN (400
MHz, CDCls) 4 5,82 (d, J = 0,8 Hz, 1H), 4,27-4,20 (m, 2H), 3,42 (d, J = 10,4 Hz), 2,81 (t, J = 8,4 Hz, 1H), 2,36-2,30
(m, 2H), 2,11-2,03 (m, 4H), 1,98-1,93 (dd, J = 14,4, 5,6 Hz, 1H), 1,88-1,81 (m, 2H), 1,78-1,66 (m, 6), 1,62-1,46 (m,
2H), 1,48 (s, 3H), 1,37-1,32 (m, 1H), 1,32 (s, 3H), 0,98 (s, 3H), 0,95 (t, J = 8,0 Hz, 9H), 0,86 (s, 3H), 0,59 (q, J = 8,0
Hz, 6H); "*C RMN (50 MHz, CDCls) & 202,7, 163,3, 121,4, 108,3, 84,9, 76,6, 73,9, 72,2, 71,6, 50,8, 49,1, 47,6, 42,1,
37,8, 37,6, 34,5, 31,8, 31,2, 30,2, 29,7, 28,5, 26,7, 26,4, 26,1, 23,6, 20,8, 20,5, 20,4, 17,4, 7,1, 6,6; HRMS (M+Na")
calculada para CzsHs2NaO7Si 657,4163, encontrada 657,4131; IR (KBr) 3450, 2960, 1659, 1378, 1239, 1056 cm™.

Finalmente, se prepar6 el compuesto de férmula I.

Se disolvieron en THF (tetrahidrofurano) el compuesto 3 preparado anteriormente (1,28 g, 2,02 mmol) y piridina (3,4
ml). Se afiadi6é gota a gota POCI; (0,96 ml, 10,5 mmol) en el liquido de reaccién con enfriamiento en un bafio de
hielo y agua. El liquido de reaccion se agitd a temperatura ambiente durante 8 horas y, a continuacion, se afiadio
H20 (2 ml) con precaucion con enfriamiento en un bafio de agua y hielo para interrumpir la reaccion. El liquido de
reaccion se diluyé con EtOAc (150 ml), se sec6 sobre sulfato sédico anhidro, se filtrd y se concentrd. El producto en
bruto se utilizé directamente en la siguiente etapa sin purificacién adicional.

Se disolvio el producto en bruto descrito anteriormente en 30 ml de THF y, a continuacion, se afiadié HCI 1 M (10
ml). El liquido de reaccion se agit6 a temperatura ambiente durante 12 horas y, a continuacién, se concentré. El
residuo se separé mediante cromatografia en columna C18 (MeOH al 20%/H,0) sobre gel de silice, para obtener el
compuesto de férmula | como un polvo blanco (880 mg, 80%). 'H RMN (400 MHz, CD30D) 6 5,81 (s, 1H), 4,24 (s,
1H), 3,94 (s, 1H), 3,84-3,81 (m, 1H), 3,16-3,12 (m, 1H) , 2,40-2,36 (m, 2H), 2,17-2,10 (m, 2H), 2,02-1,88 gm, 2H),
1,84-1,62 (m, 10 H), 1,54-1,40 (m, 2H), 1,46 (s, 3H), 1,20 (s, 3H), 1,19 (s, 3H), 0,96 (s, 3H), 0,86 (s, 3H); **C RMN
(50 MHz, CD30D) % 206,3, 166,9, 122,4, 91,8, 86,7, 85,0, 70,8, 68,7, 68,5, 51,8, 51,0, 50,9, 41,5, 39,2, 37,4, 35,1,
32,8,32,1, 31,6, 29,6, 28,9, 25,9, 25,6, 24,4, 22,3, 21,4, 17 ,4; 3p RMN & 15,8 ppm hace referencia a HsPO4 externo;
HRMS (I\{I+Na+) calculada para Cy7Hi3sNaOgP 565,2542, encontrada 565,2520; IR (KBr) 3412, 2966, 1653, 1384,
1227 cm™.

Ejemplo 2:
Preparacion de la sal sodica del compuesto de férmula | (es decir, el compuesto de formula | ):

Se disolvieron el compuesto 3 preparado en el ejemplo 1 (5,00 g, 7,88 mmol) y piridina (12,7 ml) en 50 ml de THF.
Se afiadieron gota a gota lentamente 5,7 ml de oxicloruro de fésforo con enfriamiento en un bafio de hielo y agua.
Después de la adicion, el liquido de reaccién se hizo reaccionar a temperatura ambiente durante 4 horas, se enfrid
hasta -30C y, a continuacion, se afiadié gota a gota lentamente una solucién saturada de bicarbonato sédico para
ajustar el pH a 7. El liquido de reaccion se diluyé con EtOAc (150 ml), se secé sobre sulfato sédico anhidro, se filtro
y se concentrd. El producto en bruto se utilizé directamente en la siguiente etapa sin purificacion adicional.

Se disolvio el producto en bruto anterior en 50 ml de soluciéon (metanol:acido clorhidrico al 5% = 1:9). El liquido de
reaccion se hizo reaccionar a temperatura ambiente durante 24 horas y, a continuacion, se afiadid una solucion
saturada de bicarbonato sédico para ajustar el pH a 7. La mezcla resultante se agitdé durante 30 minutos y se filtr6. El
filtrado se concentré a presién reducida a 45C. De spués de evaporacion a sequedad, se afiadieron 50 ml de etanol
para que el sélido se disolviera suficientemente y, a continuacion, se filtré. A continuacion, el filtrado se concentré a
presion reducida a 45C. Después de evaporacion a sequedad, mediante cromatografia en columna (eluato:
diclorometano:metanol = 3:1), se obtuvo la sal sddica del compuesto de férmula | como un polvo blanco (2,5 g,
56%). "H RMN (400 MHz, CDs0OD) & 5,80 (s, 1H), 4,13 (dd, J = 9,2, 2,8, 1H), 3,95 (s, 1H), 3,84-3,81 (m, 1H), 3,17-
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3,13 (m, 1H), 2,40-2,33 (m, 2H), 2,20-2,11 (m, 2H), 1,99-1,58 (m, 12 H), 1,51-1,40 (m, 2H), 1,42 (s, 3H), 1,20 (s, 3H),
1,18 (s, 3H), 0,96 (s, 3H), 0,86 (s, 3H); "*C RMN (50 MHz, CDsOD) & 206,3, 167,3, 122,2, 88,8, 85,1, 84,6, 70,9,
68,6, 68,4, 51,7, 50,9, 50,8, 42,0, 39,2, 37,3, 35,0, 32,8, 32,1, 31,7, 29,7, 28,8, 25,9, 25,8, 24,5, 22,4, 21,5, 17,5; >'P
RMN & 14,3 ppm hace referencia a HsPO4 externo; HRMS (M+H") calculada para Cz7Hs3sNaOgP 565,2542,

encontrada 565,2540 encontrg; IR (KBr) 3406, 2966, 1651, 1382, 1206 cm™.

Ejemplo 3:

Preparacién de un comprimido de composicién farmacéutica que comprende 5 mg del compuesto de formula I

El comprimido de composicion farmacéutica comprende los siguientes componentes:

compuesto de formula | 5mg
lactosa 70 mg
celulosa microcristalina 40 mg
hipromelosa 2mg
hidroxipropilcelulosa sustituida inferior 10 mg
estearato de magnesio 1mg

El comprimido de composicion farmacéutica se preparé mediante las siguientes etapas de cada componente del

contenido descrito anteriormente:

La hipromelosa se disolvié en una cantidad adecuada de agua, que esta lista para usar;

se mezclaron de manera uniforme el principio activo (el compuesto de férmula 1) y la lactosa, la celulosa
microcristalina, la hidroxipropilcelulosa sustituida inferior; se afiadi®6 una cantidad adecuada de solucion de
hipromelosa y, a continuacion, se agit6 la mezcla resultante para preparar el material blando;

el material blando se granulé mediante un tamiz de malla 20 para obtener granulos himedos;

los granulos humedos se secaron a 40~50C para obte ner granulos secos;

los granulos secos se pasaron a través de un tamiz de malla 20 para el acabado;

se afiadio estearato de magnesio y se mezclé de manera uniforme;

se determind el contenido de los granulos, y se calcul6 el peso del comprimido y, a continuacion, se prenso.

Ejemplo 4:

Preparacion de un comprimido de composicién farmacéutica que comprende 100 mg del compuesto de férmula I:

El comprimido de composicion farmacéutica comprende los siguientes componentes:

compuesto de formula | 100 mg
lactosa 150 mg
celulosa microcristalina 100 mg
hipromelosa 4 mg
hidroxipropilcelulosa sustituida inferior 20 mg
estearato de magnesio 4 mg

El comprimido de composicion farmacéutica se preparé6 mediante las siguientes etapas de cada componente del
contenido descrito anteriormente:

La hipromelosa se disolvié en una cantidad adecuada de agua, que esta lista para usar;

se mezclaron de manera uniforme el principio activo (el compuesto de férmula 1) y la lactosa, la celulosa
microcristalina, la hidroxipropilcelulosa sustituida inferior; se afiadi®é una cantidad adecuada de solucion de
hipromelosa y, a continuacion, se agité la mezcla resultante para preparar el material blando;

el material blando se granulé mediante un tamiz de malla 20 para obtener granulos himedos;

los granulos himedos se secaron a 40~50C para obte ner granulos secos;

los granulos secos se pasaron a través de un tamiz de malla 20 para el acabado;

se afiadio estearato de magnesio y se mezclé de manera uniforme;

se determind el contenido de los granulos, y se calcul6 el peso del comprimido y, a continuacion, se prenso.
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Ejemplo 5:
Preparacion de una capsula de composicion farmacéutica que comprende 50 mg del compuesto de féormula I:

La capsula de composicion farmacéutica comprende los siguientes componentes:

compuesto de formula | 50 mg
lactosa 50 mg
micropolvo de gel de silice 3mg
estearato de magnesio 1mg

La capsula de composicion farmacéutica se preparé mediante las siguientes etapas de cada componente del
contenido descrito anteriormente:

se mezclaron de manera uniforme el principio activo (el compuesto de férmula 1), la lactosa, el micropolvo de gel de
silice y el estearato de magnesio; se determind el contenido de polvo, se calculd la carga y, a continuacion, se cargo
la mezcla en una capsula dura con un tamafio adecuado.

Ejemplo de experimento 1: experimento para el consum o de glucosa in vitro en células HepG2 del
compuesto de formula I:

El experimento para el consumo de glucosa in vitro en células HepG2 se realizé sobre el compuesto de formula |
preparado en el ejemplo 1, de la siguiente manera:

Se seleccionaron células HepG2 con buen estado de crecimiento y se digirieron con jugo digestivo con tripsinasa y
EDTA (acido etilendiaminotetraacético). Después de completar la digestion, la mezcla resultante se formulé con
DMEM (medio Eagle modificado por Dulbecco) que tenia suero bovino fetal (FBS) al 10% en una suspension de
células individuales. Las células se sembraron en placas de 96 pocillos, con 1 * 10* células por pocillo. Una vez la
confluencia celular alcanz6 el 50%, el medio se cambié a DMEM con alto contenido de glucosa sin suero, se cultivd
sin nutrientes durante 12 horas. Se pipeteé el sobrenadante celular y se afiadi6 DMEM fresco con alto contenido de
glucosa con o sin medicamentos. Las células se dividieron en un grupo de control blanco, un grupo con
20-hidroxi-pB-ecdisterona y un grupo con compuesto de formula I. Después de cultivar durante 24 horas, se analizé
cada grupo para determinar el cambio de glucosa en el medio utilizando el procedimiento de la glucosa oxidasa. El
resultado del andlisis se mostré en la tabla 1 a continuacion.

Tabla 1. Los efectos del compuesto de formula | y la 20-hidroxi-p-ecdisterona sobre el consumo de glucosa en
células HepG2 (x+s,n=8)

Grupo Concentracion de la Consumo de glucosa (mM) | Aumento del consumo de
medicacion (M) glucosa (mM)
grupo de control blanco 1,32 +0,17 -
2x107 1,45+ 0,28 0,13
20-hidroxi-B-ecdisterona 2x 10'2 1,38 +0,11 0,06
2x10 1,30 + 0,23 -
2x10” 6,96 + 0,23 5,64
el compuesto de formula | 2x10° 6,51+ 0,12 5,19
2x10° 6,46 0,19 514

Los resultados experimentales se muestran en la tabla 1. El compuesto de férmula | posee una actividad significativa
en la reduccion de la glucosa, y en un intervalo de concentraciones de 2 x 107 ~2x10° M podria aumentar el
consumo de glucosa en células HepG2 por encima del 500%. Mientras que la 20-hidroxi-B-ecdisterona en
concentracion de 2 x 107 ~ 2 x 10® M aumenta el consumo de glucosa en células HepG2 por debajo del 15%,
cuando la concentracion se diluye en 2 x 10° M, la 20-hidroxi-B-ecdisterona no tiene ningun efecto en la reduccion
de la glucosa en células HepG2. Por lo tanto, cuando se compara con la actividad en la reduccién de la glucosa del
compuesto original 20-hidroxi-pB-ecdisterona, la actividad en la reduccién de la glucosa del compuesto de férmula | es
significativamente superior a la de 20-hidroxi-B-ecdisterona.

Ejemplo de experimento 2: experimento de disolucién para el compuesto de formula 1 y la sal sédica del
mismo

El compuesto de férmula | (preparado segun el procedimiento del ejemplo 1) es un polvo cristalino de color blanco o
blanquecino, siendo el punto de fusién de 164 ~ 177°C, siendo la férmula molecular de C,7H4304P, y siendo el peso
molecular de 542,6. La cantidad de agua necesaria para disolver completamente este producto (1 g) es de 12 ml. La
solubilidad de este producto es 10 veces la de 20-hidroxi-B-ecdisterona.

La sal sédica del compuesto de formula | (preparado segun el procedimiento del ejemplo 2) es un polvo cristalino de

11



10

15

20

25

30

ES 2528045 T3

color blanco o blanquecino, siendo el punto de fusién de 173 ~ 185°C, siendo la formula molecular de Cz7H4209NaP,
y siendo el peso molecular de 564,6. La cantidad de agua necesaria para disolver completamente este producto (1
g) es de 2,5 ml. La solubilidad de este producto es 50 veces la de 20-hidroxi--ecdisterona.

Ejemplo de experimento 3: experimento farmacolégico
mismo

para el compuesto de férmula 1 y la sal sédica del

Los experimentos farmacoldgicos se llevaron a cabo con el compuesto de férmula 1 y la sal sédica del mismo
preparados en el ejemplo 1y el ejemplo 2, tal como se indica a continuacion:

40 ratones macho con un peso corporal de 21 + 1,8 g (ratdbn Kunming: grado SPF, macho, proporcionado por el
centro de animales de laboratorio de la Sichuan Academy of Chinese Medicine Sciences) se agruparon en 4 grupos
de forma aleatoria, que son un grupo de control, un grupo con 5 mg/kg del compuesto de férmula I, un grupo con 5
mg/kg de la sal sédica del compuesto de férmula I, y un grupo con 25 mg/kg de Glibenclamida (fabricada por Tianjin
Pacific Chemical & Pharmaceutical Co., LTD). Para el grupo de control, se administr6 agua destilada, mientras que
para otros grupos, se administraron los medicamentos correspondientes. El medicamento se administré por via
intragastrica en 0,2 ml/10 g de volumen de administracién dos veces al dia. Se continué con la administracion 19
veces. En la 52 vez y la 192 vez y después de ayunar completamente durante 2 horas, se analiz6 el indice de
glucosa en sangre para cada ratén mediante un medidor de glucosa en sangre, y se registraron los resultados de la
siguiente manera:

Tabla 2. Los efectos del compuesto de formula | y la sal sédica del mismo sobre el nivel de glucosa en sangre en
ratones normales (X £ S)

Glucosa en sangre mmol/l
Grupo Dosis (mg/kg) NUmero de animales 3 dias después de 10 dias después de
dosificacién dosificacién
control 10 11,4+2,1 115+19
compuesto de 5 10 10,4+ 1,7 9,1+2,3*
formula |
sal sédica del
compuesto de 5 10 10,2+1,9 9,8 £1,4*
férmula |
Glibenclamida 25 10 9,3+0,9* 9,9 +0,9*

En comparacion con el grupo de control:*P < 0,05.

En base a la tabla 2, el compuesto de formula | y la sal sédica del mismo presentan los efectos en la reduccién de la
glucosa en ratones normales.

Aplicabilidad industrial

La presente invencion prepara un nuevo compuesto con una estructura estable, buena solubilidad en agua y una
excelente actividad en la reduccién de la glucosa.
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REIVINDICACIONES

1. Compuesto que tiene la estructura de formula I:

Ho

o sales o solvatos del mismo farmacéuticamente aceptables.

2. Compuesto, segun la reivindicaciéon 1, en el que las sales farmacéuticamente aceptables se seleccionan entre
sales metalicas o sales de aminas organicas o de amonio.

3. Compuesto, segun la reivindicacion 2, en el que las sales metdlicas son sales sédicas, es decir, el compuesto de
formula I':

HO
Il

4. Procedimiento para preparar el compuesto, segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, que comprende las
etapas de:

(1) utilizar 20-hidroxi-B-ecdisterona como material de partida para reaccionar con acido fenilborénico en presencia de
un disolvente organico, para producir un compuesto de férmula II:

>
(2) hacer reaccionar el compuesto de férmula Il con un compuesto de féormula Il en condiciones acidas para producir
un compuesto de féormula 1V; en el que, R1 y Rz en los compuestos de formulas 1l y IV son cada uno, de manera

independiente, hidrégeno, alquilo C1-C4 o fenilo, Ry y Ry son cada uno, de manera independiente, alquilo C1-C4,
fenilo, o RxO- y RyO-, junto con el carbono al que estan unidos, forman carbonilo:

13
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5
ORy
*R, R, R, ©
ORy
R o
10 i

15 (3) hacer reaccionar el compuesto de féormula IV con un compuesto de férmula V para producir un compuesto de
férmula VI, en el que R3, R4y Rs en la formula V se seleccionan cada uno, de manera independiente, entre alquilo
C1-C4; X es halégeno; las definiciones de R1, Rz, Rz, R4y Rs en la formula VI son las mismas que en la formula IV y

la férmula V:
20
R3
_Qimy  ———
25 * ReSX T
Ri O Rs
30
v v ‘ Vi .

]

(4) desproteger el compuesto de férmula VI en presencia de una base y un peréxido para producir un compuesto de
35 férmula VII; siendo las definiciones de Ri1, Rz, R3, Rs y Rs en la formula VIl las mismas que en la formula IV y la
férmula V:

40
45
Vi ’ . VIl
50 ?
(5) hacer reaccionar el compuesto de férmula VII con POCI; para producir el compuesto de férmula VI, siendo las
definiciones de R1, Rz, R3, Ra ¥ Rs en la formula VIl las mismas que en la formula IV y la férmula V:
HO_ O
55 o-F
o
0.
60
.
o Ry~ $I™Rs
Ho Re
65 Vil vill

14



10

15

20

25

30

35

40

ES 2528045 T3

(6) desproteger el compuesto de formula VIl en condiciones acidas para producir el compuesto de férmula I:

HO\ //O

VI | |

5. Procedimiento, segun la reivindicacion 4, en el que, después de obtener el compuesto de féormula | en la etapa (6),
se utiliza un procedimiento de salificacidon convencional para producir la sal del compuesto de formula I.

6. Procedimiento, segun la reivindicacion 4, en el que R, Rz, Ry y Ry en el compuesto de formula 11l en la etapa (2)
son de manera simultanea metilo.

7. Procedimiento, segun la reivindicacion 4, en el que Rz, R4y Rs en el compuesto de férmula V en la etapa (3) son
de manera simultdnea metilo o etilo; X es cloro.

8. Procedimiento, segun la reivindicacion 4, en el que el disolvente organico en la etapa (1) se selecciona entre
dimetilformamida, dimetilacetamida, tetrahidrofurano o dimetilsulféxido; la temperatura de reaccion es de 0 ~ 50C;
las condiciones acidas en la etapa (2) significan en presencia de un catalizador &cido, y el catalizador acido se
selecciona entre acido para-toluenosulfénico, para-toluenosulfonato de piridinio o cloruro estannoso;

la reaccion en la etapa (3) se lleva a cabo en presencia de una base organica y un activador; la base organica se
selecciona entre imidazol, N-metilmorfolina, piridina o trietilamina, el activador se selecciona entre
4-dimetilaminopiridina o dimetilformamida;

la base en la etapa (4) es hidroxido sédico, hidroxido potasico, carbonato potasico o carbonato sédico, y el peroxido
es peroéxido de hidrégeno;

la reaccion en la etapa (5) se lleva a cabo en presencia de una base organica, y la base organica se selecciona
entre piridina, trietilamina o imidazol.

9. Composicién farmacéutica que comprende el compuesto segln cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3.

10. Utilizacion del compuesto, segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 en la preparacion de un medicamento
hipoglucémico.
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