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DESCRIPCION
Derivado de esterol, procedimiento de preparacion y finalidad del mismo

Campo técnico

[0001] La presente invencion pertenece al campo quimico-farmacéutico y se refiere a un derivado de esteraol,
asi como a un procedimiento de preparacion y usos del mismo.

Técnica anterior

[0002] El arroz fermentado con Monascus es un koji de arroz rojo plrpura preparado con arroz como materia
prima a través de su fermentacién con Monascus. El arroz fermentado con Monascus, también denominado Danqu

(ﬂ“ ‘E]) en la antigua China, se obtiene mediante una fermentaciéon en la que el koji, un cultivo de moho con
Monascus como componente principal, se cultiva sobre arroz cocido; es de color rojo y, por tanto, también se
denomina koji rojo o poso de vino rojo; y también se denomina koji de Fujian, arroz de Fujian, etc., porque se
produce principalmente en Fujian.

[0003] China tiene una larga historia de utilizacién de Monascus, que se ha usado para la preparacion de koji
desde la dinastia Han. El arroz fermentado con Monascus es una medicina tradicional china que se usa como
alimento y como farmaco. Desde hace mucho tiempo, ha tenido un uso muy extendido como colorante alimentario,
en la elaboracion de vino, en la fermentacién y en la medicina tradicional china. En “Principle of Correct Diet”

4 &
((@*H“ 'E‘%») se registra que el arroz fermentado con Monascus es de “sabor dulce y naturaleza neutra,
agradable al paladar y no téxico” y “vigorizante para el bazo, aporta Qi y calienta el bazo y el estbmago”; en

“Compendium of Materia Medica” («Z’S‘iﬂ H >>) se registra que es “dulce, calido y no toxico”, “capaz de tratar la
dismenorrea y la hemorragia postparto, al molerlo con vino de arroz y beberlo”; en “Addendum for Amplification on

Materia Medica” («j&ﬁﬁiﬂ‘jﬁ») se registra que “activa la sangre, ayuda a la digestion, es vigorizante para el
bazo y calienta el estémago, y es capaz de tratar el flujo vaginal rojo y blanco y la diarrea, asi como lesiones
trauméticas”.

[0004] Desde los afios 70, cuando el profesor japonés Endo aisl6 por primera vez una sustancia
fisiolégicamente activa del Monascus rojo (Monascus ruber), monacolina K, numerosos investigadores, tanto a nivel
nacional como internacional, han seguido descubriendo otras sustancias fisiolégicamente activas a partir de los
metabolitos de Monascus, incluidos compuestos de monacolina, el pigmento de Monascus, el componente reductor
de la presion GABA y el componente antioxidante acido dimerdmico, asi como algunos terpenoides aislados
recientemente. Con el desarrollo de la bioquimica y la farmacologia modernas, se continian describiendo funciones
del arroz fermentado con Monascus, tales como una funcién hipolipémica, reductora de la presion sanguinea,
hiperglucémica, contra la obesidad, contra el cancer, profilactica y de tratamiento de la demencia senil y la
osteoporosis, lo que afiade mas connotaciones al arroz fermentado con Monascus tradicional.

[0005] Las capsulas de “Xuezhikang” son una medicina china eficaz, segura y moderna para la regulacion de
los lipidos que se preparan mediante fermentacién con Monascus y han sido desarrolladas por Beijing Peking
University WBL Biotechnology Co., Ltd. Son utiles para el tratamiento de indicaciones como enfermedades
cardiovasculares y cerebrovasculares causadas por hiperlipemia y aterosclerosis. Su mecanismo de accion es la
inhibicion de la sintesis enddgena de colesterol, la reduccion del colesterol sérico total (TC), los triglicéridos
sanguineos (TG) y la lipoproteina de baja densidad (LDL) y el aumento de la lipoproteina de alta densidad (HDL) a
través de la inhibicion de la 3-hidroxi-3-metilglutaril-coenzima A (HMG-CoA). Las capsulas de Xuezhikang contienen
un extracto alcohdlico de arroz fermentado con Monascus, que es rico en una serie de estatinas naturales. Ademas
de estatinas, las capsulas de Xuezhikang contienen también pigmentos, isoflavonas, esteroles, 20 tipos de
aminoacidos, acidos grasos insaturados y numerosos oligoelementos. Por consiguiente, todavia es necesario
encontrar nuevos compuestos capaces de reducir los lipidos o inhibir la actividad de la HMG-CoA-reductasa.

[0006] Ademas, el Xuezhikang puede comprender también algunos ingredientes desconocidos contra el
cancer. Por consiguiente, también es necesario encontrar nuevos compuestos contra el cancer.

[0007] La obesidad es una enfermedad metabdlica universal que afecta a la secrecién interna y tiende a
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extenderse ampliamente en todo el mundo. No solo afecta a la postura y la actividad, sino que esta estrechamente
asociada con hiperlipemia, aterosclerosis, cardiopatia coronaria, diabetes, etc. La aparicion de la obesidad se
relaciona con muchos factores, tales como factores genéticos, factores ambientales y factores dietéticos, entre los
cuales, una dieta rica en grasa es un factor importante de la obesidad. En los dltimos afos, la farmacoterapia ha
resultado un medio eficaz para el tratamiento de la obesidad y su objetivo terapéutico se alcanza normalmente
mediante la reduccién de la absorcidon de grasa. Las lipasas del pancreas y el estbmago son necesarias para la
digestion y la absorcion de las grasas en el tubo intestinal. Después que las grasas de los alimentos se han
hidrolizado a monoacilglicerol y acidos grasos libres, se absorben en el tubo intestinal y entonces, las grasas se
sintetizan de nuevo in vivo, lo que causa la acumulacién de grasa y resulta finalmente en obesidad. El uso de
inhibidores de lipasa puede inhibir eficazmente los efectos de descomposicion y catalisis de las lipasas sobre las
grasas en el tubo intestinal, para asi lograr el objetivo de reducir la absorcion de grasa y el control y el tratamiento de
la obesidad (CHEN Jin, etc., Advances in studying drug therapy of obesity, Chinese Archives of Traditional Chinese
Medicine, 2007, 25(5): 947-948; WU Jing, etc., Advances in drug therapy of obesity, Medical Recapitulate, 2006,
12(11): 693-693).

[0008] Actualmente, solamente hay dos farmacos aprobados por la FDA de los EE. UU. para el tratamiento a
largo plazo de la obesidad: sibutramina (ayuda a la reducciéon de peso actuando sobre el sistema nervioso central) y
orlistat (inhibidor de lipasa en el tubo gastrointestinal). Sin embargo, los dos farmacos tienen reacciones adversas
significativas: sibutramina tiene efectos secundarios que incluyen principalmente sed, sensacion astringente, mareos
e insomnio, mientras que orlistat tiene reacciones adversas que incluyen principalmente sintomas gastrointestinales
como diarrea, dolores abdominales, manchas aceitosas, flatulencia, etc. y sus efectos a largo plazo deben seguirse
evaluando.

[0009] El documento WO 2011003284 describe un compuesto de 3,16,20,22,25-hexahidroxiergosterol con
actividad de inhibicion de la HMG-CoA-reductasa y un procedimiento de preparacion del mismo.

[0010] Por consiguiente, en la actualidad todavia es necesario encontrar nuevos farmacos con una funciéon de
inhibicion de lipasas.

[0011] Con una gran cantidad de experimentos y trabajo inventivo, los inventores de la presente invencion
han obtenido un nuevo derivado de esterol y han encontrado sorprendentemente que el compuesto de la presente
invencion puede inhibir eficazmente la HMG-CoA-reductasa y, por tanto, es un farmaco potencial para la reduccién o
la regulacion de la grasa sanguinea o la profilaxis y/o el tratamiento de la dislipidemia, la hiperlipemia, la
hipercolesterolemia o la aterosclerosis. Ademas, también sorprendentemente, los inventores han encontrado que: 1)
el compuesto de la presente invencion puede inhibir eficazmente la proliferacién de las células cancerosas (células
tumorales) y es un farmaco potencial para la profilaxis y/o el tratamiento y/o el tratamiento adyuvante del cancer; 2)
el compuesto de la presente invencion puede inhibir eficazmente la actividad de la lipasa, por lo que es un farmaco
potencial para la profilaxis y/o el tratamiento y/o el tratamiento adyuvante de la obesidad o enfermedades asociadas
con la obesidad. Por consiguiente, se proporcionan las invenciones siguientes.

[0012] Un aspecto de la presente descripcion se refiere a un compuesto de la férmula | o a una sal, éster o
éter farmacéuticamente aceptable del mismo,

Férmula |

en el que,
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R1 se selecciona del grupo que consta de -OH, =O (carbonilo), H y alquilo C:1-Cs;
R2 se selecciona del grupo que consta de -OH, H y alquilo C:1-Cs;

R3 se selecciona del grupo que consta de -OH, =0, H y alquilo C1-Cs3;

R4 se selecciona del grupo que consta de -OH, H y alquilo C:1-Cs;

y ninguno, uno, dos, tres o cuatro de R1, R2, R3 y R4 son -OH.

[0013] En cuanto al éster o éter del compuesto de la formula I, los sitios para la formacién del éster o éter son
ninguno, uno, dos, tres o cuatro de Ri1, Rz, Rs y Ra.

[0014] En una realizacién de la presente descripcion, R1 es -OH 0 =O (carbonilo) y Rz, Rs y Ra son todos H.

[0015] Un aspecto de la presente invencion se refiere a un compuesto de la formula 1l 0 a una sal, éster o
éter farmacéuticamente aceptable del mismo,

HO, i OH
0]
HO
Formula Il.
[0016] El nombre quimico del compuesto de la formula Il es: 16,22-epoxiergosta-5,7-dieno-3,20,23,25-tetraol.
[0017] En el compuesto de la formula Il 0 una sal, éster o éter farmacéuticamente aceptable del mismo, dicho

éster puede seleccionarse del grupo que consta de formiato, acetato, propionato, p-tolilsulfonato y
trifluorometilsulfonato; o dicho éter puede ser éter terc-butildimetilsililico.

[0018] En el compuesto de la formula Il o una sal, éster o éter farmacéuticamente aceptable del mismo, dicho
éster 0 éter puede seleccionarse del grupo que consta de tetraacetato del compuesto de la féormula Il, tetra-p-
tolilsulfonato del compuesto de la formula Il, tetra(trifluorometilsulfonato) del compuesto de la férmula Il y tetra(éter
terc-butildimetilsililico) del compuesto de la férmula Il.

[0019] La presente invencién se refiere ademas a un hidrato o solvato del compuesto de la férmula Il.

[0020] Otro aspecto de la presente invencion se refiere a un procedimiento para la preparacion del
compuesto de la formula Il que comprende las etapas siguientes:

1) Proporcionar arroz fermentado con Monascus y/o un extracto alcohdlico de arroz fermentado con Monascus,
llevar a cabo una extraccion ultrasonica una o mas veces con uno o mas disolventes organicos seleccionados del
grupo que consta de diclorometano, acetato de etilo, acetona, metanol y etanol en 2-6 veces el volumen durante 20-
40 minutos cada vez, combinar las disoluciones extraidas y eliminar el disolvente para obtener un extracto refinado.
Opcionalmente, el extracto alcohdlico puede obtenerse por el procedimiento siguiente: usar etanol al 50-100 % o
metanol al 50-100 % en 2-6 veces el volumen durante 20-40 minutos cada vez, combinar las disoluciones extraidas
y eliminar el disolvente para obtener el extracto alcohdlico.

Sin limitarse a ninguna teoria, dado que el Xuezhikang mismo es un extracto alcohdlico del arroz fermentado con
Monascus, el arroz fermentado con Monascus puede usarse directamente como materia prima y las etapas de
extraccion son sustancialmente las mismas para obtener el contenido de Xuezhikang, aunque el arroz fermentado
con Monascus tiene un contenido relativamente bajo del compuesto. Las cepas especificas del arroz fermentado con
Monascus no estan especificamente limitadas, sino que incluyen cualquier cepa de Monascus. Las capsulas de
Xuezhikang (por ejemplo, las producidas por Beijing Peking University WBL Biotechnology Co., Ltd.) estan
disponibles comercialmente en hospitales y farmacias.

2) Cargar el extracto refinado obtenido en la etapa 1) en una columna de gel de silice para su separacion y eluir con
un gradiente de éter de petréleo y acetato de etilo; la relacion volumétrica entre el éter de petréleo y el acetato de
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etilo es de 75:25, 50:50 - 25:75, 0:100 secuencialmente.

3) Tomar la fraccion de elucion eluida con éter de petrdleo-acetato de etilo en la relacién volumétrica de 50:50 o
25:75 de la etapa 2) y someterla a cromatografia de fase inversa en una columna C18, con metanol-agua para la
elucion en gradiente y una relacion volumétrica metanol-agua de 10:90, 50:50, 75:25, 100:0 secuencialmente.

4) Tomar la fraccién de elucién eluida con metanol-agua en la relacion volumétrica de 50:50 o 75:25 de la etapa 3),
someterla a purificacion mediante cromatografia liquida de alto rendimiento semipreparativa, con acetonitrilo y una
disolucién acuosa de acido acético al 0,2 %, 45:55, como fase mévil y una columna C18 semipreparativa como fase
estacionaria, y recoger las fracciones del pico cromatografico a 9,2 minutos.

5) Liofilizar el producto de la etapa 4) para obtener un compuesto de la formula II.

[0021] El extracto alcoholico del arroz fermentado con Monascus puede ser el contenido de las capsulas de
Xuezhikang.

[0022] El procedimiento de preparacion de acuerdo con uno cualquiera de los puntos de la presente
invencion satisface uno cualquiera o mas de los puntos siguientes (1) a (5):

(1) en la etapa 1), dicho disolvente organico es preferentemente diclorometano;

(2) en la etapa 1), dicha extraccién ultrasénica se realiza tres veces;

(3) en la etapa 1), el disolvente se elimina por concentracién a presion reducida;

(4) en la etapa 4), se combinan las fracciones recogidas del pico cromatografico a 9,2 minutos; y

(5) en la etapa 5), las condiciones de la liofilizacién son: la temperatura de la trampa fria es de -40 °C a -85 °C y el
grado de vacio es de 0-100 Pa; preferentemente, la temperatura de la trampa fria es de -50 °C a -82,7 °C y el grado
de vacio es de 2-13 Pa; con mayor preferencia, la temperatura de la trampa fria es de -82,7 °C y el grado de vacio
es de 2 Pa o la temperatura de la trampa fria es de -50 °C y el grado de vacio es de 8,5 Pa.

[0023] Ademas, otro aspecto de la presente invencion se refiere a un procedimiento para la preparacion de
un compuesto de la férmula Il que comprende las etapas siguientes:

uso de hexahidroxiergosterol (por ejemplo, 3,16,20,22,23,25-hexahidroxiergosterol, abreviado como compuesto A)
como sustrato y deshidratacion en presencia de acido p-toluenosulfénico monohidratado o cloruro de 2,4,6-
triisopropilsulfonilo para generar un compuesto de la férmula Il

HO, o OH HO i OH
OH O
OH —_—
HO HO
Compuesto A Formula Il
[0024] El compuesto A puede prepararse por referencia al procedimiento de preparacion de la publicacion de

patente china CN 101469014 A (el nimero de solicitud es 200710304346.0).

[0025] La relacién molar entre el compuesto A y el acido p-toluenosulfonico monohidratado puede estar en el
intervalo de 5:1 a 2:1. El compuesto A y el acido p-toluenosulfénico monohidratado en disolucion en tolueno pueden
reaccionar a reflujo durante 5-10 horas para obtener el compuesto de la férmula II.

[0026] La relacion molar entre el compuesto A y el cloruro de 2,4,6-triisopropilsulfonilo puede estar en el
intervalo de 5:1 a 2:1. El compuesto A y el cloruro de 2,4,6-triisopropilsulfonilo en disoluciéon en piridina pueden
reaccionar a una temperatura de 30 °C a 70 °C durante 10 a 30 horas para obtener el compuesto de la férmula Il.

[0027] En ciertas condiciones, el compuesto de la férmula Il puede usarse para generar distintos derivados
del mismo, por ejemplo, derivados éster como acetato o sulfonato.
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[0028] Los derivados éster del compuesto de la férmula Il pueden prepararse por reaccién de un compuesto
de la férmula 1l con un anhidrido, un cloruro de acilo, un cloruro de sulfonilo o un acido sulfénico. Puede haber
presente un catalizador Gtil para la reaccién con anhidridos, en que dicho catalizador se selecciona entre piridina,
acido sulfarico concentrado, NaHCOg, etc.

Derivados ejemplares:

[0029] Tetraacetato del compuesto de la formula Il (correspondiente a un compuesto de la férmula I, en el
gue R1 = R2 = R3 = R4 = -OC(=0)-CH3), preparado por: la reaccidon de un compuesto de la férmula Il con anhidrido
acético como agente de reaccion y disolvente, en presencia de una cantidad catalitica de acido sulfénico
concentrado a 40-80 °C, durante 1-3 horas.

[0030] Tetra-p-tolilsulfonato del compuesto de la férmula Il (correspondiente a un compuesto de la formula |,
en el que R1 = Rz = R3 = R4 = -OTs), preparado por: la reaccion de un compuesto de la formula Il con cloruro de p-
toluenosulfonilo en una relacién molar de 1:4 a 1:8, en diclorometano a 20-40 °C, en presencia de trietilamina como
agente secuestrante de acido.

[0031] Tetra(trifluorometilsulfonato) del compuesto de la formula Il (correspondiente a un compuesto de la
férmula |, en el que R1 = R2 = Rs = R4 = CF3S03-), preparado por: la reaccion de un compuesto de la formula Il con
anhidrido trifluorometanosulfénico en una relacién molar de 1:4 a 1:6, en diclorometano a 20-30 °C, en presencia de
piridina, durante 1-5 horas.

[0032] Un compuesto de la formula Il puede reaccionar en ciertas condiciones para formar un derivado éter
sililico, como un éter terc-butildimetilsililico del compuesto de la féormula Il. Por ejemplo:

tetra(éter terc-butildimetilsililico) del compuesto de la formula 1l (correspondiente a un compuesto de la férmula I, en
el que R1 = R2 = R3 = R4 = TBDMSO-), preparado por: la reaccion de un compuesto de la férmula Il con hidruro de
sodio en la relacion molar de 1:4 en tetrahidrofurano y la posterior reaccion con terc-butildimetilclorosilano a 20-40
°C, durante 1-3 horas.

[0033] Ademas, otro aspecto de la presente invencién se refiere a un extracto que comprende un compuesto
de la formula Il de la presente invencion, en que dicho extracto es un extracto del polvo seco contenido en capsulas
de Xuezhikang o un extracto de arroz fermentado con Monascus, en que dicho extracto es uno de los siguientes (1)
a (3):

(1) la fraccion de elucién eluida con éter de petréleo-acetato de etilo en una relacion volumétrica de 50:50 o 25:75,
segun se prepara en las etapas anteriores 1) a 2) de la reivindicacion 4; preferentemente, la relacién volumétrica éter
de petréleo-acetato de etilo es 25:75;

(2) la fraccion de elucion eluida con metanol-agua en una relacién volumétrica de 50:50 o 75:25, seguin se prepara
en las etapas 1) a 3) de la reivindicacion 4; preferentemente, la relacién volumétrica metanol-agua es 75:25; y

(3) las fracciones del pico cromatografico a 9,2 minutos, segln se preparan en las etapas 1) a 4) de la reivindicacion
4.

[0034] El compuesto de la formula Il puede estar presente en una cantidad del 0,0001-5 % (p/p), 0,001-2 %
(p/p) 0 0,001-1 % (p/p). La cantidad del compuesto de la féormula Il puede regularse variando la concentracién del
extracto de la presente invencion. La concentracion puede realizarse por un procedimiento conocido por los expertos
en la técnica.

[0035] Ademas, otro aspecto de la presente invencion se refiere a una composicion que comprende un
compuesto de la férmula Il y/o el extracto de la presente invencién; opcionalmente comprende ademas un vehiculo o
excipiente farmacéuticamente aceptable. La composicién puede ser una composicién farmacéutica.

[0036] Normalmente, la composicién farmacéutica de la presente invencién comprende el 0,1-90 % en peso
de un compuesto de la formula Il y/o una sal, éster o éter farmacéuticamente aceptable del mismo. La composicién
farmacéutica puede prepararse de acuerdo con un procedimiento conocido en la técnica. EI compuesto de la formula
| o la formula Il y/o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo puede combinarse con uno o mas excipientes
y/o adyuvantes farmacéuticamente aceptables sélidos o liquidos para obtener una forma de administracion o forma
de dosificacion adecuada.
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[0037] El compuesto de la férmula Il o la sal, éster o éter farmacéuticamente aceptable del mismo o la
composicion farmacéutica de la presente invencién puede administrarse en una forma de dosificacion unitaria. La via
de administracion puede ser administracion por via intestinal o administracion por via parenteral, por ejemplo,
administracion por via oral, muscular, subcutanea, nasal, de la mucosa bucal, cutanea, peritoneal o rectal. La forma
de dosificacion para administracion puede ser, por ejemplo, comprimidos, capsulas, pildoras de gotas, aerosoles,
pildoras, polvos, disoluciones, suspensiones, emulsiones, granulos, liposomas, agentes transdérmicos, comprimidos
bucales, supositorios e inyecciones de polvos liofilizados. Las formas de dosificacion para administraciéon pueden ser
preparaciones normales, preparaciones de liberacion sostenida, preparaciones de liberacion controlada o diversos
sistemas de administracion particulados. Con el fin de preparar comprimidos adecuados para usar como forma de
dosificacién unitaria para administracion, pueden usarse ampliamente diversos vehiculos conocidos en la técnica.
Los ejemplos de tales vehiculos incluyen, por ejemplo, diluyentes y absorbentes como almidén, dextrina, sulfato de
calcio, lactosa, manitol, sacarosa, cloruro de sodio, glucosa, urea, carbonato de calcio, caolin, celulosa
microcristalina, silicato de aluminio, etc.; humectantes y aglutinantes como agua, glicerol, polietilenglicol, etanol,
propanol, lechada de almidon, dextrina, jarabe, miel, disolucién de glucosa, mucilago de acacia, mucilago de
gelatina, carboximetilcelulosa de sodio, goma laca, metilcelulosa, fosfato de potasio, polivinilpirrolidona;
desintegrantes como almidon seco, alginatos, polvo de agar, laminarina, bicarbonato de sodio y acido citrico,
carbonato de calcio, polioxietileno, ésteres de acido graso de sorbitol, dodecilsulfato de sodio, metilcelulosa,
etilcelulosa; inhibidores de la desintegracion como sacarosa, triestearina, manteca de cacao, aceite hidrogenado;
mejoradores de la absorcién como sales de amonio cuaternario, dodecilsulfato de sodio; lubricantes como polvos de
talco, didxido de silicio, almidén de maiz, estearatos, acido bérico, parafina liquida, polietilenglicol. También pueden
procesarse adicionalmente para formar comprimidos recubiertos como comprimidos recubiertos de azUlcar,
comprimidos recubiertos de una fina membrana, comprimidos con recubrimiento entérico o comprimidos bicapa o
comprimidos multicapa. Con el fin de preparar pildoras como unidad de administracion, pueden usarse ampliamente
diversos vehiculos conocidos en la técnica. Los ejemplos de vehiculos son, por ejemplo, diluyentes o absorbentes
como glucosa, lactosa, almidéon, manteca de cacao, aceite vegetal hidrogenado, polivinilpirrolidona, Gelucire, caolin,
polvo de talco, etc.; aglutinantes como goma de acacia, goma de tragacanto, gelatina, etanol, miel, aztcar liquido,
pasta de arroz o pasta de harina, etc.; desintegrantes como polvo de agar, almidon seco, alginatos, dodecilsulfato de
sodio, metilcelulosa, etilcelulosa, etc. Con el fin de preparar supositorios como unidad de administracién, pueden
usarse ampliamente diversos vehiculos conocidos en la técnica. Los ejemplos de vehiculos son, por ejemplo,
polietilenglicol, lecitina, manteca de cacao, alcoholes grasos, ésteres de alcoholes grasos, gelatina, glicéridos
semisintéticos, etc. Con el fin de preparar capsulas como unidad de administracion, el compuesto de la formula | o la
férmula Il o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, como principio activo, puede mezclarse con uno o mas
de los diversos vehiculos anteriores y la mezcla obtenida puede incluirse subsiguientemente en capsulas de gelatina
dura o capsulas blandas. EI compuesto de la formula Il o una sal, éster o éter farmacéuticamente aceptable del
mismo, como principio activo, también puede procesarse para formar microcdpsulas y después suspenderse en un
medio acuoso para formar una suspension, usarse como relleno de capsulas duras o procesarse para dar lugar a
una inyeccion. Con el fin de preparar preparaciones inyectables como unidad de administracién, por ejemplo,
disoluciones, emulsiones, inyecciones de polvo liofilizado y suspensiones, pueden usarse todos los diluyentes
usados normalmente en la técnica, por ejemplo, agua, etanol, polietilenglicol, propano-1,3-diol, alcohol isostearilico
etoxilado, alcohol isostearilico polioxidado, éster de acido graso de sorbitol y polioxietileno, etc. Ademas, con el fin
de preparar disoluciones de inyeccion isotonicas, puede afiadirse una cantidad adecuada de cloruro de sodio,
glucosa o glicerol a las preparaciones para inyeccién y también pueden afadirse disolventes auxiliares
convencionales, tampones, reguladores del pH, etc.

[0038] Ademas, en caso necesario, también pueden afadirse a las preparaciones colorantes, conservantes,
perfumes, correctivos, edulcorantes u otros materiales.

[0039] La dosis del compuesto de la formula Il o un éster, éter o sal farmacéuticamente aceptable del mismo
de la presente invencion puede depender de numerosos factores, como las caracteristicas y la gravedad de la
enfermedad que ha de prevenirse o tratarse, el género, la edad, el peso corporal y la reaccion individual del paciente
0 animal, el compuesto especifico para usar, la via de administracion y la frecuencia de administracion. La dosis
puede administrarse en forma de dosis Unica o en varias series, como 2, 3 0 3 series.

[0040] El término “composicion”, segun se usa en este documento, se refiere a un producto que comprende
diversos componentes en cantidades determinadas y cualquier producto derivado directa o indirectamente de los
diversos componentes en cantidades determinadas en combinacion.

[0041] Los niveles de dosificacion reales de los diversos componentes activos en la composicion
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farmacéutica de la presente invencion pueden modificarse, de manera que los efectos terapéuticos esperados
puedan conseguirse por medio de la cantidad resultante en relaciéon con un paciente, una composicién y un modo de
administracion especificos. El nivel de dosificacién debe seleccionarse de acuerdo con la actividad del compuesto
especifico, la via de administracion, la gravedad de la enfermedad que ha de tratarse, el estado del paciente y el
historial médico. Sin embargo, la practica en la técnica es aumentar gradualmente la dosis del compuesto desde un
nivel inferior al necesario para alcanzar los efectos terapéuticos deseados hasta una dosis capaz de alcanzar los
efectos terapéuticos deseados.

[0042] Ademas, otro aspecto de la presente invencién se refiere al compuesto de la presente invencion, el
extracto de la presente invencidn o la composicion de la presente invencién para uso en la reduccion o la regulacion
de la grasa sanguinea o en la profilaxis y/o el tratamiento de la dislipidemia, la hiperlipemia, la hipercolesterolemia o
la aterosclerosis.

[0043] Ademas, otro aspecto de la presente invencién se refiere al compuesto de la presente invencion, el
extracto de la presente invencion o la composicién de la presente invencion para uso como inhibidor de la HGM-
CoA-reductasa.

[0044] Ademas, otro aspecto de la presente invencion se refiere a un procedimiento para la inhibicion de la
HGM-CoA-reductasa in vitro, que comprende la etapa del uso de una cantidad eficaz del compuesto de la presente
invencion, el extracto de la presente invencion o la composicion de la presente invencién.

[0045] Los resultados experimentales del ejemplo 1 confirman que el compuesto de la presente invencién
tiene actividad inhibitoria sobre la HGM-CoA-reductasa y que la actividad depende de la dosis.

[0046] Ademas, otro aspecto de la presente invencién se refiere al compuesto de la presente invencion, el
extracto de la presente invencién o la composicién de la presente invencién para uso como medicamento para la
profilaxis y/o el tratamiento y/o el tratamiento adyuvante de un cancer. El cancer puede ser cancer de colon, cancer
de higado, cancer linfatico o melanoma.

[0047] Ademas, otro aspecto de la presente invencion se refiere al compuesto de la presente invencion, el
extracto de la presente invencion o la composicion de la presente invenciéon para uso como medicamento o agente
para la inhibicion de células tumorales. Las células tumorales pueden ser células de cancer de colon, células de
cancer de higado, células de cancer linfatico o células de melanoma.

[0048] Ademas, otro aspecto de la presente invencién se refiere a un procedimiento para la inhibicién de
células tumorales in vitro, que comprende la etapa del uso de una cantidad eficaz del compuesto de la presente
invencion, el extracto de la presente invencién o la composicion de la presente invencién. Las células tumorales
pueden ser células de cancer de colon, células de cancer de higado, células de cancer linfatico o células de
melanoma. Los resultados experimentales del ejemplo 2 confirman que el compuesto de la presente invencion
puede inhibir eficazmente células tumorales.

[0049] Ademas, otro aspecto de la presente invencién se refiere al compuesto de la presente invencion, el
extracto de la presente invencion o la composicién de la presente invencion para uso como medicamento para la
profilaxis y/o el tratamiento y/o el tratamiento adyuvante de la obesidad o una enfermedad asociada con la obesidad
0 para uso como agente contra la obesidad. La enfermedad asociada con la obesidad puede ser hiperlipidemia,
aterosclerosis, cardiopatia coronaria o diabetes.

[0050] Ademas, otro aspecto de la presente invencién se refiere al compuesto de la presente invencion, el
extracto de la presente invencion o la composicion de la presente invenciéon para uso como medicamento o agente
para la inhibicion de la lipasa in vivo o in vitro.

[0051] Ademas, otro aspecto de la presente invencion se refiere a un procedimiento para la inhibicion de la
lipasa, que comprende la etapa del uso de una cantidad eficaz del compuesto de la presente invencion, el extracto
de la presente invencién o la composicion de la presente invencién. El procedimiento para la inhibicion de la lipasa
puede ser un procedimiento para la inhibicién de la lipasa in vivo o in vitro.

[0052] Los resultados experimentales del ejemplo 3 confirman que el compuesto de la presente invencién
puede inhibir eficazmente la lipasa.
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[0053] En el tratamiento y/o la profilaxis y/o el tratamiento adyuvante anterior, un compuesto de la presente
invencion puede usarse en una cantidad eficaz, desde el punto de vista terapéutico y/o profilactico y/o terapéutico-
adyuvante, en forma del compuesto puro o en forma de sales, ésteres o éteres farmacéuticamente aceptables.
Alternativamente, el compuesto de la invencién puede administrarse por medio de una composicién farmacéutica
que comprende el compuesto y uno 0 mas excipientes farmacéuticamente aceptables. Debe entenderse que la
cantidad total diaria del compuesto o la composicion de la presente invencion debe ser determinada por el médico,
dentro del margen de las decisiones médicas fiables. En cuanto a los pacientes especificos, la cantidad
terapéuticamente especifica debe determinarse a partir de diversos factores, incluidas las enfermedades que han de
tratarse y su gravedad, la actividad del compuesto especifico usado, la composicién especifica usada, la edad, el
peso corporal, el estado de salud general, el género y la dieta del paciente, el momento y la via de administracion y
la tasa de excrecion del compuesto especifico usado, el farmaco o farmacos administrados en combinaciéon o
simultaneamente con el compuesto especifico y factores similares bien conocidos en la técnica de la medicina. Por
ejemplo, un procedimiento comun en la técnica es aumentar gradualmente la dosis del compuesto desde un nivel
inferior al necesario para alcanzar los efectos terapéuticos deseados hasta un nivel suficiente para alcanzar los
efectos terapéuticos deseados. En general, la dosis de un compuesto de la férmula Il para mamiferos, en particular
humanos, puede ser de 0,001-1.000 mg/kg de peso corporal al dia, por ejemplo, 0,01-100 mg/kg de peso corporal al
dia, por ejemplo, 0,01-10 mg/kg de peso corporal al dia.

[0054] El compuesto de la presente invencién puede prevenir y/o tratar eficazmente las diversas
enfermedades y trastornos que se mencionan en la presente invencion.

[0055] En la presente invencion, el término “alquilo C1-C3” comprende metilo, etilo, propilo e isopropilo.

[0056] El término “obesidad” incluye, pero no se limita a obesidad simple (sin una causa significativa en la
secrecion interna ni el metabolismo, relacionada con factores hereditarios y los habitos dietéticos), obesidad
secundaria (normalmente asociada con una enfermedad subyacente concreta, por ejemplo, hiperadrenocorticismo.
En tales casos, la obesidad (secundaria) puede eliminarse cuando se cura la enfermedad subyacente). La obesidad
puede ser obesidad de un mamifero. EI mamifero puede ser un humano o un cerdo.

[0057] El término “enfermedad asociada con la obesidad” incluye, pero no se limita a hiperlipidemia,
aterosclerosis, cardiopatia coronaria y diabetes.

[0058] El término lipasa (numero de clasificacion enzimatica: EC3.1.1.3) incluye, pero no se limita a una
lipasa de un mamifero como una lipasa de un humano o una lipasa de un cerdo; la lipasa de un humano puede ser

la lipasa pancreatica humana y la lipasa de un cerdo puede ser la lipasa pancreatica porcina.

[0059] El término “cantidad eficaz” se refiere a una dosis que puede consumar el tratamiento, la profilaxis y/o
la remision de las enfermedades o trastornos de la presente invencién en un sujeto.

[0060] En la presente invencion, si no se describe especificamente, el contenido en porcentaje de un
ingrediente se refiere al porcentaje en peso (p/p).

[0061] La presente descripcion se refiere ademas a los aspectos 1 a 22 siguientes:

1. Uso de uno cualquiera de los puntos (1) a (4) en la preparacién de un medicamento para la profilaxis y/o el

tratamiento y/o el tratamiento adyuvante de un cancer; especificamente, dicho cancer es cancer de colon, cancer de
higado, cancer linfatico o melanoma,

1) un compuesto de la formula | o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo,
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Férmula |

en el que,

5 R1 se selecciona del grupo que consta de -OH, =0, H y alquilo C1-Cs3;
R2 se selecciona del grupo que consta de -OH, H y alquilo C:1-Cs;
R3 se selecciona del grupo que consta de -OH, =0, H y alquilo C1-Cs3;
R4 se selecciona del grupo que consta de -OH, H y alquilo C1-Cs;
y dos, tres, cuatro o cualquiera de R1, Rz, Rs y R4 son simultaneamente -OH;

10 (2) un compuesto de la férmula Il o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo,
OH
HO, OH
O
HO
Formula Il ;

(3) un extracto que comprende un compuesto de la férmula ll; y
15 (4) una composicién que comprende uno cualquiera de los puntos anteriores (1)-(3).

2. Uso de uno cualquiera de los puntos (1) a (4) del aspecto 1 en la preparacion de un medicamento o un agente
para la inhibiciéon de células tumorales in vivo o in vitro; especificamente, dichas células tumorales son células de
cancer de colon, células de cancer de higado, células de cancer linfatico o células de melanoma.

20
3. El uso de acuerdo con el aspecto 1 o 2, en que el extracto del punto (3) es un extracto de arroz fermentado con
Monascus y/o un extracto de un extracto alcohdlico de arroz fermentado con Monascus (por ejemplo, el contenido de
capsulas de Xuezhikang).

25 4. El uso de acuerdo con el aspecto 3, en que el extracto del punto (3) es una fraccién de elucion de éter de
petréleo-acetato de etilo (50:50 - 25:75), segun se prepara en las etapas siguientes 1) a 2); o una fraccion de elucion
de metanol-agua (50:50 - 75:25) segun se prepara en las etapas siguientes 1) a 3); o las fracciones del pico
cromatografico a 9,2 minutos segun se preparan en las etapas siguientes 1) a 4):

30 1) proporcionar arroz fermentado con Monascus y/o un extracto alcohdlico de arroz fermentado con Monascus
(por ejemplo, el contenido de cépsulas de Xuezhikang, que es un polvo seco), llevar a cabo una extraccion
ultrasénica una 0 mas veces con uno 0 mas disolventes organicos seleccionados del grupo que consta de
diclorometano, acetato de etilo, acetona, metanol y etanol en 2-6 veces el volumen durante 20-40 minutos cada
vez, combinar las disoluciones extraidas y eliminar el disolvente para obtener un extracto refinado;

35 2) someter el extracto refinado obtenido en la etapa 1) a separacion cromatografica en una columna de gel de
silice y eluir con un gradiente de éter de petréleo y acetato de etilo; la relacién volumétrica entre el éter de
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petréleo y el acetato de etilo es de 75:25, 50:50 - 25:75, 0:100 secuencialmente;

3) tomar la fraccion de elucion de éter de petroleo-acetato de etilo (50:50 - 25:75) de la etapa 2) y someterla a
separacion cromatografica de fase inversa en una columna C18, con metanol-agua para la elucioén en gradiente y
una relacién volumétrica metanol-agua de 10:90, 50:50 - 75:25, 100:0 secuencialmente; y

4) tomar la fraccion de elucion de metanol-agua (50:50 - 75:25) de la etapa 3), someterla a purificacion mediante
cromatografia liquida de alto rendimiento semipreparativa, con acetonitrilo y una disolucién acuosa de acido acético
al 0,2 % (45:55) como fase mdvil y una columna C18 semipreparativa como fase estacionaria, y recoger las
fracciones del pico cromatografico a 9,2 minutos.

5. El uso de acuerdo con el aspecto 4, caracterizado por uno cualquiera 0 mas de los puntos (1) a (8):

(1) en la etapa 1), dicho disolvente organico es diclorometano;

(2) en la etapa 1), dicha extraccion ultrasénica se realiza tres veces;

(3) en la etapa 1), el disolvente se elimina por concentracion a presion reducida;

(4) en la etapa 2), la relacién volumétrica éter de petréleo-acetato de etilo es 75:25, 50:50, 25:75, 0:100
secuencialmente;

(5) en la etapa 3), se toma la fraccién de elucion de éter de petrdleo-acetato de etilo (50:50 0 25:75) de la etapa
2);

(6) en la etapa 3), la relacion volumétrica metanol-agua es 10:90, 50:50, 75:25, 100:0 secuencialmente;

(7) en la etapa 4), se toma la fraccion de elucién de metanol-agua (50:50 o 75:25) de la etapa 3);

(8) en la etapa 4), se combinan las fracciones recogidas del pico cromatografico a 9,2 minutos.

6. El uso de acuerdo con el aspecto 1 0 2, en que la composicién del punto (4) comprende ademas un vehiculo o
excipiente farmacéuticamente aceptable.

7. Un procedimiento para la inhibicion de células tumorales in vivo o in vitro, que comprende la etapa del uso de una
cantidad eficaz de uno cualquiera de los puntos (1) a (4) del aspecto 1; especificamente, dichas células tumorales
son células de cancer de colon, células de cancer de higado, células de cancer linfatico o células de melanoma.

8. El procedimiento de acuerdo con el aspecto 7, en que el extracto del punto (3) es un extracto de arroz fermentado
con Monascus y/o un extracto de un extracto alcohdlico de arroz fermentado con Monascus (por ejemplo, el
contenido de capsulas de Xuezhikang).

9. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 8, en que el extracto del punto (3) es la fraccion de elucién de
éter de petréleo-acetato de etilo (50:50 - 25:75) seglin se prepara en las etapas siguientes 1) a 2); o la fraccién de
elucion de metanol-agua (50:50 - 75:25) segun se prepara en las etapas siguientes 1) a 3); o las fracciones del pico
cromatografico a 9,2 minutos segln se preparan en las etapas siguientes 1) a 4):

1) proporcionar arroz fermentado con Monascus y/o un extracto alcohdlico de arroz fermentado con Monascus
(por ejemplo, el contenido de capsulas de Xuezhikang, que es un polvo seco), llevar a cabo una extraccion
ultrasonica una 0 mas veces con uno o mas disolventes organicos seleccionados del grupo que consta de
diclorometano, acetato de etilo, acetona, metanol y etanol en 2-6 veces el volumen durante 20-40 minutos cada
vez, combinar las disoluciones extraidas y eliminar el disolvente para obtener un extracto refinado;

2) someter el extracto refinado obtenido en la etapa 1) a separacidon cromatografica en una columna de gel de
silice y eluir con un gradiente de éter de petroleo y acetato de etilo; la relacién volumétrica entre el éter de
petréleo y el acetato de etilo es de 75:25, 50:50 - 25:75, 0:100 secuencialmente;

3) tomar la fraccion de elucion de éter de petroleo-acetato de etilo (50:50 - 25:75) de la etapa 2) y someterla a
separacion cromatografica de fase inversa en una columna C18, con metanol-agua para la elucién en gradiente y
una relacién volumétrica metanol-agua de 10:90, 50:50 - 75:25, 100:0 secuencialmente; y

4) tomar la fraccién de elucién de metanol-agua (50:50 - 75:25) de la etapa 3), someterla a purificacion mediante
cromatografia liquida de alto rendimiento semipreparativa, con acetonitrilo y una disolucion acuosa de acido
acético al 0,2 % (45:55) como fase mévil y una columna C18 semipreparativa como fase estacionaria, y recoger
las fracciones del pico cromatografico a 9,2 minutos.

10. El procedimiento de acuerdo con el aspecto 9, caracterizado por uno cualquiera o mas de los puntos (1) a (8):

(1) en la etapa 1), dicho disolvente organico es diclorometano;
(2) en la etapa 1), dicha extraccion ultrasénica se realiza tres veces;

11
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(3) en la etapa 1), el disolvente se elimina por concentracion a presion reducida;

(4) en la etapa 2), la relacién volumétrica éter de petréleo-acetato de etilo es 75:25, 50:50, 25:75, 0:100

secuencialmente;

(5) en la etapa 3), se toma la fraccidn de elucion de éter de petrdleo-acetato de etilo (50:50 o 25:75) de la etapa
5 2);

(6) en la etapa 3), la relacion volumétrica metanol-agua es 10:90, 50:50, 75:25, 100:0 secuencialmente;

(7) en la etapa 4), se toma la fraccién de elucién de metanol-agua (50:50 o 75:25) de la etapa 3);

(8) en la etapa 4), se combinan las fracciones recogidas del pico cromatografico a 9,2 minutos.

10 11. El procedimiento del aspecto 7, en que la composiciéon del punto (4) comprende ademas un vehiculo o excipiente
farmacéuticamente aceptable.

12. Uso de uno cualquiera de los puntos (1) a (4) en la preparacion de un medicamento para la profilaxis y/o el
tratamiento y/o el tratamiento adyuvante de la obesidad o una enfermedad asociada con la obesidad o un agente

15 contra la obesidad; especificamente, dicha enfermedad asociada con la obesidad es hiperlipidemia, aterosclerosis,
cardiopatia coronaria o diabetes:

1) un compuesto de la férmula | o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo,

Férmula |

20

en el que,
R1 se selecciona del grupo que consta de -OH, =0, H y alquilo C1-Cs;
25 Rz se selecciona del grupo que consta de -OH, H y alquilo C1-Cs;
Rs se selecciona del grupo que consta de -OH, =0, H y alquilo C1-Cs;
R4 se selecciona del grupo que consta de -OH, H y alquilo C1-Cs;
y dos, tres, cuatro o cualquiera de R1, Rz, Rs y R4 son simultaneamente -OH;

30 (2) un compuesto de la férmula Il o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo,

o/, 7 | oH

HO
Férmula ll;

(3) un extracto que comprende un compuesto de la formula Il; y
35 (4) una composicion que comprende uno cualquiera de los puntos anteriores (1)-(3).

12
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13. Uso de uno cualquiera de los puntos (1) a (4) del aspecto 12 en la preparacién de un medicamento o un agente
para la inhibicién de la lipasa in vivo o in vitro.

14. El uso de acuerdo con el aspecto 12 o 13, en que el extracto del punto (3) es un extracto de arroz fermentado
con Monascus y/o un extracto de un extracto alcohdlico de arroz fermentado con Monascus (por ejemplo, el
contenido de capsulas de Xuezhikang).

15. El uso de acuerdo con el aspecto 14, en que el extracto del punto (3) es la fraccion de elucion de éter de
petréleo-acetato de etilo (50:50 - 25:75), segun se prepara en las etapas siguientes 1) a 2); o la fraccion de elucion
de metanol-agua (50:50 - 75:25) segun se prepara en las etapas siguientes 1) a 3); o las fracciones del pico
cromatografico a 9,2 minutos segln se preparan en las etapas siguientes 1) a 4):

1) proporcionar arroz fermentado con Monascus y/o un extracto alcohdlico de arroz fermentado con Monascus
(por ejemplo, el contenido de capsulas de Xuezhikang, que es un polvo seco), llevar a cabo una extraccion
ultrasonica una 0 mas veces con uno o mas disolventes organicos seleccionados del grupo que consta de
diclorometano, acetato de etilo, acetona, metanol y etanol en 2-6 veces el volumen durante 20-40 minutos cada
vez, combinar las disoluciones extraidas y eliminar el disolvente para obtener un extracto refinado;

2) someter el extracto refinado obtenido en la etapa 1) a separacidon cromatografica en una columna de gel de
silice y eluir con un gradiente de éter de petroleo y acetato de etilo; la relacién volumétrica entre el éter de
petréleo y el acetato de etilo es de 75:25, 50:50 - 25:75, 0:100 secuencialmente;

3) tomar la fraccion de elucion de éter de petroleo-acetato de etilo (50:50 - 25:75) de la etapa 2) y someterla a
separacion cromatografica de fase inversa en una columna C18, con metanol-agua para la elucién en gradiente y
una relacién volumétrica metanol-agua de 10:90, 50:50 - 75:25, 100:0 secuencialmente; y

4) tomar la fraccién de elucién de metanol-agua (50:50 - 75:25) de la etapa 3), someterla a purificacion mediante
cromatografia liquida de alto rendimiento semipreparativa, con acetonitrilo y una disolucion acuosa de acido
acético al 0,2 % (45:55) como fase mévil y una columna C18 semipreparativa como fase estacionaria, y recoger
las fracciones del pico cromatografico a 9,2 minutos.

16. El uso de acuerdo con el aspecto 15, caracterizado por uno cualquiera o mas de los puntos (1) a (8):

(1) en la etapa 1), dicho disolvente organico es diclorometano;

(2) en la etapa 1), dicha extraccion ultrasénica se realiza tres veces;

(3) en la etapa 1), el disolvente se elimina por concentracion a presion reducida;

(4) en la etapa 2), la relacién volumétrica éter de petréleo-acetato de etilo es 75:25, 50:50, 25:75, 0:100
secuencialmente;

(5) en la etapa 3), se toma la fraccién de elucion de éter de petrdleo-acetato de etilo (50:50 o 25:75) de la etapa
2);

(6) en la etapa 3), la relacion volumétrica metanol-agua es 10:90, 50:50, 75:25, 100:0 secuencialmente;

(7) en la etapa 4), se toma la fraccién de elucién de metanol-agua (50:50 o 75:25) de la etapa 3);

(8) en la etapa 4), se combinan las fracciones recogidas del pico cromatografico a 9,2 minutos.

17. El uso de acuerdo con el aspecto 12 o 13, en que la composicién del punto (4) comprende ademas un vehiculo o
excipiente farmacéuticamente aceptable.

18. Un procedimiento para la inhibicién de la lipasa in vivo o in vitro, que comprende una etapa de uso de una
cantidad eficaz de uno cualquiera de los puntos (1) a (4) del aspecto 12.

19. El procedimiento de acuerdo con el aspecto 18, en que el extracto del punto (3) es un extracto de arroz
fermentado con Monascus y/o un extracto de un extracto alcohdlico de arroz fermentado con Monascus (por
ejemplo, el contenido de capsulas de Xuezhikang).

20. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 19, en que el extracto del punto (3) es la fraccién de elucion de
éter de petréleo-acetato de etilo (50:50 - 25:75) segln se prepara en las etapas siguientes 1) a 2); o la fraccién de
elucion de metanol-agua (50:50 - 75:25) segun se prepara en las etapas siguientes 1) a 3); o las fracciones del pico
cromatografico a 9,2 minutos segun se preparan en las etapas siguientes 1) a 4):

1) proporcionar arroz fermentado con Monascus y/o un extracto alcohdlico de arroz fermentado con Monascus

(por ejemplo, el contenido de capsulas de Xuezhikang, que es un polvo seco), llevar a cabo una extraccion
ultrasonica una 0 mas veces con uno o mas disolventes organicos seleccionados del grupo que consta de
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diclorometano, acetato de etilo, acetona, metanol y etanol en 2-6 veces el volumen durante 20-40 minutos cada
vez, combinar las disoluciones extraidas y eliminar el disolvente para obtener un extracto refinado;

2) someter el extracto refinado obtenido en la etapa 1) a separacidon cromatografica en una columna de gel de
silice y eluir con un gradiente de éter de petroleo y acetato de etilo; la relacién volumétrica entre el éter de
petréleo y el acetato de etilo es de 75:25, 50:50 - 25:75, 0:100 secuencialmente;

3) tomar la fraccion de elucion de éter de petroleo-acetato de etilo (50:50 - 25:75) de la etapa 2) y someterla a
separacion cromatografica de fase inversa en una columna C18, con metanol-agua para la elucién en gradiente y
una relacién volumétrica metanol-agua de 10:90, 50:50 - 75:25, 100:0 secuencialmente; y

4) tomar la fraccién de elucién de metanol-agua (50:50 - 75:25) de la etapa 3), someterla a purificacion mediante
cromatografia liquida de alto rendimiento semipreparativa, con acetonitrilo y una disolucion acuosa de acido
acético al 0,2 % (45:55) como fase mévil y una columna C18 semipreparativa como fase estacionaria, y recoger
las fracciones del pico cromatografico a 9,2 minutos.

21. El procedimiento de acuerdo con el aspecto 20, caracterizado por uno cualquiera o0 mas de los puntos (1) a (8):

(1) en la etapa 1), dicho disolvente organico es diclorometano;

(2) en la etapa 1), dicha extraccion ultrasénica se realiza tres veces;

(3) en la etapa 1), el disolvente se elimina por concentracién a presion reducida;

(4) en la etapa 2), la relacién volumétrica éter de petréleo-acetato de etilo es 75:25, 50:50, 25:75, 0:100
secuencialmente;

(5) en la etapa 3), se toma la fraccidn de elucion de éter de petrdleo-acetato de etilo (50:50 o 25:75) de la etapa
2);

(6) en la etapa 3), la relacion volumétrica metanol-agua es 10:90, 50:50, 75:25, 100:0 secuencialmente;

(7) en la etapa 4), se toma la fraccién de elucién de metanol-agua (50:50 o 75:25) de la etapa 3);

(8) en la etapa 4), se combinan las fracciones recogidas del pico cromatografico a 9,2 minutos.

22. El procedimiento del aspecto 18, en que la composicion del punto (4) comprende ademas un vehiculo o
excipiente farmacéuticamente aceptable.

Efectos beneficiosos de la invencion
[0062]

1. El compuesto de la presente invencién puede inhibir eficazmente la HMG-CoA-reductasa y la actividad de
inhibicion de la HGM-CoA-reductasa es dependiente de la dosis; como resultado, el compuesto de la presente
invencién es un farmaco potencial para la reduccion o la regulacién de la grasa sanguinea o para la profilaxis y/o el
tratamiento de la dislipidemia, la hiperlipemia, la hipercolesterolemia o la aterosclerosis.

2. El compuesto de la presente invencion puede inhibir eficazmente la proliferacién de células cancerosas (células
tumorales) y la actividad inhibitoria presenta una relacién concentracion-efecto; como resultado, el compuesto de la
presente invencidon es un farmaco potencial para la profilaxis y/o el tratamiento y/o el tratamiento adyuvante del
cancer.

3. El compuesto de la presente invencién puede inhibir eficazmente la actividad de la lipasa y la actividad inhibitoria
presenta una relacion concentracion-efecto; como resultado, el compuesto de la presente invencién es un farmaco
potencial para la profilaxis y/o el tratamiento y/o el tratamiento adyuvante de la obesidad o enfermedades asociadas
con la obesidad.

Breve descripcién de los dibujos

[0063]

Figura 1: curva de inhibiciéon de un compuesto de la férmula Il sobre el crecimiento de células HCT116.
Figura 2: curva de inhibicion de un compuesto de la férmula Il sobre el crecimiento de células H22
Figura 3: curva de inhibiciéon de un compuesto de la férmula Il sobre el crecimiento de células HepG2
Figura 4: curva de inhibiciéon de un compuesto de la férmula Il sobre el crecimiento de células S180
Figura 5: curva de inhibicion de un compuesto de la férmula Il sobre el crecimiento de células YAC-1
Figura 6: curva de inhibicion de un compuesto de la féormula Il sobre el crecimiento de células THP1
Figura 7: curva de inhibicion de un compuesto de la férmula Il sobre el crecimiento de células U937
Figura 8: curva de inhibicion de un compuesto de la férmula Il sobre el crecimiento de células B16-F10
Figura 9: curva de trabajo de la absorbancia del acido oleico.
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Ejemplos especificos de realizacién de la invencién

[0064] La presente invencion se ilustra adicionalmente con los ejemplos siguientes. Sin embargo, los
expertos en la técnica entenderan que los ejemplos siguientes se usan meramente para ilustrar la presente
invencion, mas bien que para limitar el alcance de la proteccion de la presente invencién. En los casos en los que en
este documento no se describe especificamente una tecnologia o unas condiciones en concreto, la tecnologia o las
condiciones son una tecnologia o unas condiciones conocidas en la técnica o de acuerdo con una especificacion de
producto. En los casos en los que en este documento no se describe el fabricante de reactivos e instrumentos, el
reactivo/instrumento es un producto convencional disponible comercialmente.

Ejemplo 1: Preparacién del compuesto de la férmula 11 (1)

[0065] Etapas de operacion:

1) Se proporcioné aproximadamente 1 kg de polvo seco del contenido de capsulas de Xuezhikang (producidas
por Beijing Peking University WBL Biotechnology Co., Ltd.) y se llevé a cabo tres veces una extraccion
ultrasonica con diclorometano como disolvente en 2-6 veces el volumen durante 20-40 minutos cada vez; se
combinaron todas las disoluciones extraidas, se concentraron y se sometieron a la recuperacion del disolvente a
presion reducida, para obtener 91 g de extracto refinado en diclorometano.

2) Se cargaron 50 g del extracto refinado en diclorometano en una columna de gel de silice para su separacion
cromatografica y la elucion se realizd6 con un gradiente de éter de petroleo y acetato de etilo. La relacién
volumeétrica éter de petréleo-acetato de etilo fue de 75:25, 50:50, 25:75, 0:100 secuencialmente.

3) Se tomaron 5,0 g de la fraccion de éter de petréleo-acetato de etilo (25:75) y se separaron mediante
cromatografia de fase inversa en una columna C18; la elucién se realiz6 con un gradiente de metanol-agua
(10:90 - 100:0) para obtener cuatro fracciones (metanol-agua 10:90, 50:50, 75:25, 100:0), en que 1,3 g de la
fraccion de elucion de metanol-agua (75:25) se purificaron por cromatografia liquida de alto rendimiento
semipreparativa, con acetonitrilo y una disolucion acuosa de acido acético al 0,2 % (45:55) como fase mévil, una
tasa de flujo de 4 ml/min y una columna cromatografica semipreparativa C18 (10 x 250 mm, 5 um) como fase
estacionaria; la longitud de onda de deteccion del detector DAD fue de 270 nm; se recogieron los picos
cromatograficos a 9,2 minutos, acumulando los de varias veces y después se concentraron y se liofilizaron para
obtener aproximadamente 40 mg del compuesto.

Ejemplo 2: Preparacién del compuesto de la férmula 1l (2)

[0066] Etapas de operacion:

1) Se proporcionaron 5 kg de polvo seco de arroz fermentado con Monascus y se llevé a cabo tres veces una
extraccién ultrasénica con diclorometano como disolvente en 2-6 veces el volumen durante 20-40 minutos cada
vez; se combinaron todas las disoluciones extraidas, se concentraron y se sometieron a la recuperacion del
disolvente a presion reducida, para obtener 78 g de extracto refinado en diclorometano.

2) Se cargaron 30 g del extracto refinado en diclorometano en una columna de gel de silice para su separacién
cromatografica y la elucién se realiz6 con un gradiente de éter de petr6leo y acetato de etilo. La relacion
volumétrica éter de petréleo-acetato de etilo fue de 75:25, 50:50, 25:75, 0:100 secuencialmente.

3) Se tomaron 3,0 g de la fraccion de éter de petroleo-acetato de etilo (25:75) y se separaron mediante
cromatografia de fase inversa en una columna C18; la elucién se realizé con un gradiente de metanol-agua
(20:90 - 100:0) para obtener cuatro fracciones (metanol-agua 10:90, 50:50, 75:25, 100:0), en que 0,8 g de la
fraccion de elucion de metanol-agua (75:25) se purificaron por cromatografia liquida de alto rendimiento
semipreparativa, con acetonitrilo y una disolucion acuosa de acido acético al 0,2 % (45:55) como fase movil, una
tasa de flujo de 4 ml/min y una columna cromatografica semipreparativa C18 (10 x 250 mm, 5 um) como fase
estacionaria; la longitud de onda de deteccion del detector DAD fue de 270 nm; se recogieron los picos
cromatograficos a 9,2 minutos, acumulando los de varias veces y después se concentraron y se liofilizaron para
obtener aproximadamente 25 mg del compuesto.

Ejemplo 3: Preparacién del compuesto de la férmula 1l (3)

[0067] Se afiadio tolueno (350 ml) a un matraz de reaccion, después se afiadieron el compuesto A (4,4 g, 9,2
mol) y acido p-toluenosulfénico monohidratado (0,59 g, 3,1 mol), se calenté a reflujo y el agua se elimin6é por
destilacion azeotrépica durante 7 horas; después de la reaccion, la mezcla se enfrié a temperatura ambiente, el
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disolvente se elimind a presion reducida y después se llevo a cabo una purificacion por cromatografia en columna de
gel de silice para obtener un compuesto aceitoso y pegajoso, es decir, el compuesto de la formula 1.

HO | oH HO | oH
OH 0O
OH =
HO HO
Compuesto A Férmula Il

5
Ejemplo 4: Preparacién del compuesto de la férmula 11 (4)

[0068] Se afiadio piridina (100 ml) a un matraz de reaccion, después se afiadieron el compuesto A (4,4 g, 9,2

mmol) y cloruro de 2,4,6-triisopropilsulfonilo (0,93 g, 3,1 mmol), se calentd y se dejé reaccionar a 50 °C durante 20
10 horas; el disolvente se elimind a presion reducida y después se llevo a cabo una purificacién por cromatografia en

columna de gel de silice para obtener un compuesto aceitoso y pegajoso, es decir, el compuesto de la formula Il.

HO | oH HO | oH
OH 0O
OH —
HO HO
Compuesto A Foérmula Il

15 Ejemplo 5: Identificacion de la estructura de los compuestos

[0069] Las muestras usadas fueron los compuestos preparados en los ejemplos 1, 2, 3 y 4. Los resultados
confirmaron que todos los compuestos preparados en los ejemplos 1-4 eran el mismo, es decir, el compuesto de la
férmula Il.

20
1. Datos fisicos y quimicos de los compuestos

[0070] Polvo blanco, actividad éptica: [a]*®p -50,00 (c 0.118, CH2Cl2:MeOH = 1,1); el espectro de UV mostro
tres picos de absorcion maxima por separado, Amax (CH2Cl2:MeOH) = 271,6 nm, 282,2 nm, 293,8 nm.

25
[0071] Espectro IR-TF (KBr, cm™): 3.392 (-OH), 2.969, 2.933 (hidrocarburo saturado), 1.652, 1.647 (C=C),
1.456, 1.378 (gem-dimetilo).

2. Determinacion de la formula molecular

30
[0072] El analisis de EM-IES de alta resolucion dio una m/z de 483,3104 [M+Na]* (calculada 483,3081, error
2,3), de manera que el peso molecular deducido para el compuesto fue de 460,32. Los andlisis de RMN 'H y RMN
13C mostraron que habia 40 sefiales de hidrégeno y 28 sefiales de carbono. El andlisis de DEPT mostr6 que habia 6
carbonos cuaternarios, 10 CH, 6 CH2 y 6 CHs. En RMN 13C, se observaron 4 sefiales de carbono olefinico a 117,2
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ppm, 119,6 ppm, 139,1 ppm y 140,6 ppm. El andlisis de la combinacién de HSQC y RMN 3C mostré que habia 6
carbonos oxigenados unidos a atomos de oxigeno a 70,5 ppm, 72,4 ppm, 74,5 ppm, 80,4 ppm, 83,4 ppm y 84,4
ppm. A la vista del peso molecular con los espectros de RMN *H, 13C y DETP combinados, si el compuesto tuviera 6
atomos de oxigeno, su peso molecular seria mayor de 460,32, por lo que pudo deducirse que el compuesto deberia
tener 5 atomos de oxigeno y 4 &tomos de hidrégeno que no presentaban sefiales en el espectro de RMN H. Por
consiguiente, de entre los 5 atomos de oxigeno anteriores, 4 atomos de oxigeno pertenecerian a 4 hidroxilos,
mientras que el quinto oxigeno existiria en forma de éter. De acuerdo con el analisis anterior, pudo determinarse que
la molécula tenia 28 atomos de carbono, 44 atomos de hidrégeno y 5 atomos de oxigeno y que la formula molecular
era CzsH440s.

3. Determinacion de la estructura quimica

[0073] Al analizar los espectros de RMN 13C y DEPT del compuesto se observo que habia 28 atomos de
carbono, de los cuales, 6 atomos de carbono eran formas metilicas. Dado que tres picos de absorcion maxima, a
271,6 nm, 282,2 nm y 293,8 nm, en el espectro de UV eran sustancialmente idénticos a los del ergosterol, se
determiné en primer lugar que el compuesto tenia la estructura del ergosterol. Basado en el célculo de la férmula
molecular, su grado de insaturacién era de 7. Por consiguiente, pudo deducirse que ademas de los 6 grados de
insaturacion que incluian los 2 enlaces dobles y 4 anillos de la estructura del ergosterol, el compuesto tenia un grado
de insaturacion adicional y que este debia ser un anillo, de manera que este anillo pudo determinarse como un epoxi
formado con el quinto atomo de oxigeno como centro. Los espectros de HSQC y HMBC se analizaron en
combinacién y mostraron que los 6 atomos de carbono unidos a atomos de oxigeno se asignaban individualmente a
4 atomos de carbono unidos a 4 hidroxilos (70,5, 72,4, 74,5, 80,4 ppm) y 2 atomos de carbono unidos al atomo de
oxigeno restante (83,8, 84,4 ppm). El andlisis en profundidad de los espectros de HMBC mostré que el quinto
sistema de anillo era un anillo de 5 miembros que constaba de C-16 (83,8 ppm), C-17 (66,9 ppm), C-20 (80,4 ppm),
C-22 (84,4 ppm) y un atomo de oxigeno. Esto satisfacia el grado de insaturacion y el nimero de atomos de carbono
unidos a atomos de oxigeno. El analisis adicional del espectro de masas dio el peso molecular y la férmula
molecular, lo que confirmé el analisis anterior. En resumen, el andlisis anterior indicé que el nuevo compuesto era:
16,22-epoxiergosta-5,7-dieno-3,20,23,25-tetraol. La estructura quimica se muestra en la formula Il a continuacién:

o/ 7 | oH

HO

Férmula ll

Formula I’ .

4. Datos de RMN del compuesto de la formula Il
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[0074] Los datos se muestran en la tabla 1.

Tabla 1: Datos de RMN del compuesto de la férmula Il (600 MHz, CDCls, J en Hz)

N.° RMN *H, (ppm) RMN 3C, (ppm) DEPT HMBC (H—C)
1,28 (1H, m)
1 1,90 (1H. m) 38,4 CH2 -
1,48 (1H, m)
2 1,89 (1H. m) 32,1 CH2 -
3 3,62 (1H, m) 70,5 CH -
2,39 (1H, m)
4 2.46 (1H. m) 40,9 CH2 -
5 - 140,6 C -
6 5,56 (1H, m) 119,6 CH 4.7
7 5,38 (1H, m) 117,2 CH -
8 - 139,1 C -
9 1,95 (1H, m) 46,0 CH -
10 - 37,3 C -
1,60 (1H, m)
11 177 (1. m) 20,8 CH: -
1,25 (1H, m)
12 208 (1H. m) 39,3 CHz -
13 - 43,0 C
14 1,87 (1H, m) 54,0 CH 13
1,75 (1H, m)
15 223 (1H. m) 34,2 CHz 14
16 4,66 (1H, m) 83,8 CH 13, 14, 15
17 1,90 (1H, m) 66,9 CH 20, 22
18 1,12 (3H, s) 14,6 CHs 27,12,13,14
19 0,96 (3H, s) 16,6 CHs 9,10,1
20 - 80,4 C -
21 1,43 (3H, s) 27,8 CHs 20, 22,24
22 4,19 (1H, sa) 84,4 CH 21, 24,23, 20
23 3,66 (1H, sa, J = 9,0 Hz) 72,4 CH 28, 24, 25, 20
24 1,75 (1H, m) 46,4 CH 27,28
25 - 74,5 C -
26 1,20 (3H, s) 30,3 CHs 25,24
27 1,23 (3H, s) 24,0 CHs 25,24
28 0,82 (3H,d,J=7,2 Hz2) 14,0 CHs 23,25,24
Notacién: “-“ representa que la sefial en cuestién no existe.

Ejemplo 6: Preparacién del tetraacetato del compuesto de la férmula Il

[0075] La mezcla del compuesto A (4,23 g, 9,2 mmol) y dos gotas de acido sulfdrico concentrado en 20 ml de
anhidrido acético se calentdé en un bafio de agua a 50 °C, se dej6 reaccionar durante dos horas, se enfri6, se le
afiadié una disolucion acuosa saturada de NaHCOz y se extrajo tres veces con tolueno; la capa orgénica se evapord
con rotacion para obtener un producto, que después se purific6 mediante cromatografia en columna de gel de silice
para obtener el tetraacetato del compuesto de la férmula Il. Para evitar la reversion de la configuracion pudo usarse
una catalisis de piridina.

Ejemplo 7: Preparacién del tetra-p-tolilsulfonato del compuesto de la férmula Il

[0076] A un matraz seco de 25 ml se afiadieron el compuesto de la férmula Il (4,23 g, 9,2 mmol) y 50 ml de
diclorometano seco, la mezcla se enfrio a 0 °C y se le afiadieron cloruro de p-tolilsulfonilo (10,56 g, 55,3 mmol) y
trietilamina (7,46 g, 73,6 mmol) gota a gota con agitacion. Después de finalizar la adicion goa a gota, la disolucién de
la mezcla de reaccién se agité a 20 °C durante una hora, se lavé con agua (50 ml x 3), se sec6 con sulfato de sodio
anhidro, se filtr6 y el disolvente se secd por evaporacion para obtener un producto crudo que se sometié a una
cromatografia en columna rapida para obtener el tetra-p-tolilsulfonato del compuesto de la formula 11.
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Ejemplo 8: Preparacion del tetra(trifluorometilsulfonato) del compuesto de la férmula Il

[0077] El compuesto de la formula 1l (4,23 g, 9,2 mmol) y piridina (4,36 g, 55,2 mmol) se afiadieron
secuencialmente a un matraz que contenia 50 ml de diclorometano seco con agitacion, después se afiadié
lentamente gota a gota sulfonato de trifluorometilo (12,46 g, 44,2 mmol) a temperatura ambiente (25 °C) en un plazo
de aproximadamente 20 minutos, se dejé reaccionar durante 2 horas, se concentré por filtracion y el residuo se
someti6 a separacion mediante cromatografia en columna de gel de silice para obtener el
tetra(trifluorometilsulfonato) del compuesto de la formula I1.

Ejemplo 9: Preparacién del tetra(éter terc-butildimetilsililico) del compuesto de la férmula I

[0078] A un matraz de fondo redondo de 100 ml se afiadieron 20 ml de THF y 1,26 g de NaH (contenido: 70
%, 36,8 mmol) en aceite mineral y se agit6 para dispersar suficientemente el NaH; el compuesto de la formula Il
(4,23 g, 9,2 mmol) en THF (10 ml) se afiadi6 gota a gota y se dejo reaccionar a temperatura ambiente con agitacion
vigorosa durante 1 hora. Se disolvi6 TBDMS-C1 (terc-butildimetilclorosilano) (5,53 g, 36,8 mmol) en 10 ml de THF y
se afiadio gota a gota a la disolucién de reaccion anterior con agitacion; la velocidad de la adicion gota a gota se
controld para que la temperatura de la reaccion no se elevara demasiado; después de finalizar la adicién gota a
gota, la reaccién se dejo continuar a temperatura ambiente con agitacién durante 1,5 horas. La disolucién de
reaccion se vertio en agua y se extrajo con diclorometano; la fase organica se lavé con agua hasta neutralidad, se
lavé con salmuera saturada y se sec6 con sulfato de sodio anhidro. El filtrado se concentré y se separé mediante
cromatografia en columna para obtener el tetra(éter terc-butildimetilsililico) del compuesto de la férmula Il.

Ejemplo experimental 1: Prueba de actividad de inhibicién de la HMG-CoA-reductasa

1. Materiales de prueba
1.1 Farmacos

Compuesto de la férmula II: preparado en los ejemplos 1-4.

[0079] Muestra estandar de lovastatina: adquirida de Sigma.
1.2 Enzimas
[0080] Microsomas de higado de rata (HMG-CoA-reductasa): pudieron ser disponibles comercialmente o

preparados por el procedimiento de preparacion siguiente: extraccion del higado de una rata macho, lavado con una
disoluciéon tampon de KESD, centrifugacion a 1.200 g durante 15 minutos, recogida del sobrenadante, después
centrifugacién a 105.000 dos veces, durante 90 minutos cada vez y recogida del depdsito de centrifugacion. Al
depdsito de centrifugacion se le afiadio el 8,3 % de glicerol y se calenté en un bafio a 37 °C durante 1 hora. El
producto crudo de microsomas de higado de rata se purifico con sulfato de amonio saturado y se recogio el 35-50 %
de la fraccion purificada. La fraccion purificada obtenida pudo almacenarse en un congelador a -80 °C.

1.3 Reactivos

[0081] Cloruro de potasio, dihidrogenofosfato de potasio, éacido etilendiaminotetraacético, ditiotreitol:
adquiridos de Beijing Chemical Reagents Co., Ltd.; dinucleétido de nicotinamida y adenina (NADPH): adquirido de
Merk; 3-hidroxi-3-metilglutaril-coenzimaA (HMG-CoA): adquirida de Sigma.

2. Procedimientos de prueba

[0082] El compuesto de la formula Il se disolvié en una disoluciéon de etanol al 75 %, con una concentracion
inicial de 8,0 mg/l, y se diluy6é en gradiente para alcanzar 4,0 mg/l, 2,0 mg/l y 1,0 mg/l; como control positivo se us6
lovastatina, disuelta con una disolucién de etanol al 75 % para alcanzar la concentracion de 2,0 mg/ml; en el sistema
de prueba, el volumen total fue de 250 pl y las concentraciones de los ingredientes fueron, individualmente: cloruro
de potasio 200 mM, dihidrogenofosfato de potasio 160 mM, acido etilendiaminotetraacético 4 mM, ditiotreitol 10 mM,
la concentracion individual del dinucleétido de nicotinamida y adenina y de 3-hidroxi-3-metilglutaril-coenzima A como
los dos sustratos fue de: 200 uM y 50 uM, pH 6,8; se afiadieron 30 pl de enzima y a 4 grupos de prueba individuales
se afiadieron 10 pl de disoluciones del nuevo compuesto en diferentes concentraciones; al grupo del control positivo
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se le afiadieron 10 pl de la disolucién de lovastatina y al grupo del control blanco se le afiadieron 10 ul de una
disolucién de etanol al 75 %; los cambios dinamicos de la DOz40 se detectaron mediante un aparato Versamax
ELISA a 37 °C. La tasa de disminucion de la DOz40 (expresada como valor de la pendiente) detectada en un plazo
de 5 minutos se usé para evaluar la actividad de la HMG-CoA-reductasa y después para evaluar la actividad del
inhibidor enziméatico y los resultados se muestran en la tabla 2.

3. Resultados de la prueba

[0083] Los resultados se muestran en la tabla 2.
Tabla 2: Resultados de la prueba de actividad de los inhibidores enzimaticos

Nombre de la C(j’”l‘?e”F“'?‘C'O“ Volumen del Concentramon . Tasa de

muestra el inhibidor inhibidor (ul) final en el Pendiente inhibicion (%)
(mg/ml) sistema (pg/ml)

Control blanco - - - 16,0 -
Lovastatina 2,0 10 80 7,3 54,4
Compuesto 8,0 10 320 7,5 53,1

de la formula 4,0 10 160 8,7 45,6

I 2,0 10 80 11,3 29,4
1,0 10 40 13,7 14,4
* El control blanco fue disolvente; lovastatina fue el control positivo.

[0084] Los resultados de la prueba demostraron que el compuesto de la presente invencion, especialmente el
compuesto de la férmula Il, tenia un efecto inhibitorio sobre la actividad de la HMG-CoA-reductasa y presentaba una
relacion concentracién-efecto. Su valor Clso fue de aproximadamente 250 pg/ml, lo que indic6 que el compuesto
tenia buenos efectos inhibitorios sobre la actividad de la HMG-CoA-reductasa.

[0085] Estudios adicionales demostraron que los derivados éster o derivados éter del compuesto de la
férmula Il, por ejemplo, “tetraacetato del compuesto de la férmula II”, “tetra-p-tolilsulfonato del compuesto de la
formula 11", “tetra(trifluorometilsulfonato) del compuesto de la formula 1I” y “tetra(éter terc-butildimetilsililico) del

compuesto de la férmula I, segin se preparan en los ejemplos 6-9, también tenian una actividad similar de
inhibicion de la HGM-CoA-reductasa.

Ejemplo experimental 2: Prueba de inhibicién de células cancerosas con el compuesto de la férmula Il

1. Materiales de prueba

1.1 Lineas celulares

[0086] HCT116 y H22, adquiridas del banco coreano de lineas celulares, Seul, Corea; S180, HepG-2, YAC-1,
Thpl, U937 y B16-F10, adquiridas del banco de células del Comité de la Coleccién de Cultivos Tipo de la Academia
China de las Ciencias.

1.2 Farmacos
[0087] El compuesto nuevo (compuesto de la férmula Il) preparado en los ejemplos 1-4.

1.3 Reactivos

[0088] MTT se adquiri6 de Amresco; RPMI1640 y los dos antibiéticos se adquirieron de Sigma; el suero
bovino fetal (FBS) se adquiri6 de Gibco en los EE. UU.; todos los demas reactivos fueron de calidad analitica y
producidos en China.

2. Procedimientos de prueba

[0089] Se inocularon células cancerosas en fase de crecimiento exponencial en una placa de 96 pocillos, 2 x

10* células/pocillo, se les afiadieron los farmacos hasta concentraciones finales de dichos farmacos de: 500, 250,
125, 62,5, 31,25, 15,625 y 7,8124 pg/ml y se cultivaron a 37 °C con el 5 % de CO2 en un incubador de células
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durante 72 horas, al cabo de las cuales se les afadi6 MTT, 10 pl/pocillo, y se incubaron en oscuridad a 37 °C
durante 4 horas; el medio de cultivo se retird, se afiadieron 150 pl de DMSO o isopropanol acidificado, se agitd por
vibracion durante 5 minutos y después se midieron los valores de la DO a una longitud de onda de 570 nm. Esto se
repitié tres veces y se prepard un control blanco. Estas lineas celulares usaron el mismo medio de cultivo, es decir el
medio de cultivo RPMI1640 que contenia el 10 % del suero bovino fetal y el 1 % de los dos antibiéticos (penicilina y
estreptomicina).

[0090] Formula de célculo:
Tasa de supervivencia celular = (valor DO del grupo de prueba/valor DO del grupo de control) x 100 %.
[0091] Para las etapas de la prueba, también puede hacerse referencia a YANG Xiuwei y col., "Screening for

antitumor activities of strychnos alkaloids in vitro", Journal of Modern Chinese Medicine, 2006, 8(9): 11-13.
3. Resultados de la prueba
3.1 Actividad del compuesto de la férmula Il contra el cancer (cancer de colon) in vitro

[0092] Los resultados se muestran en la figura 1. Los resultados demostraron que el compuesto de la férmula
Il tenia un efecto inhibitorio sobre el crecimiento de la linea celular de cancer de colon humano HCT116 y
presentaba una relacidon concentracién-efecto. Pudo apreciarse que este compuesto tenia potencial para la profilaxis
y el tratamiento del cancer de colon.

3.2 Actividad del compuesto de la férmula Il contra el cancer (cancer de higado) in vitro
[0093]

3.2.1 Como se muestra en la figura 2, el compuesto de la férmula Il tuvo un efecto inhibitorio sobre el crecimiento
de la linea celular de hepatoma de ratén H22 y presentd una relacion concentracién-efecto. Su valor Clso fue de
aproximadamente 50 pg/ml, lo que sugiri6 que este compuesto tenia un buen efecto inhibitorio sobre la
proliferacién de las células de hepatoma de ratén.

3.2.2 Como se muestra en la figura 3, el compuesto de la formula Il tuvo un efecto inhibitorio sobre el crecimiento
de la linea celular de hepatoma humano Hep22 y presentd una relacion concentracion-efecto. Su valor Clso fue
de aproximadamente 200 pg/ml, lo que sugiri6 que este compuesto tenia un buen efecto inhibitorio sobre la
proliferacién de las células de hepatoma humano.

3.2.3 Como se muestra en la figura 4, el compuesto de la férmula Il tuvo un efecto inhibitorio sobre el crecimiento
de la linea celular de sarcoma de ratén S180 y presentd una relacién concentracion-efecto.

[0094] Pudo apreciarse que este compuesto tenia potencial para la profilaxis y el tratamiento del cancer de
higado.

3.3 Actividad del compuesto de la férmula Il contra el cancer (linfoma) in vitro
[0095]

3.3.1 Como se muestra en la figura 5, el compuesto de la férmula Il tuvo un efecto inhibitorio sobre el crecimiento
de las células de linfoma de raton YAC-1 y presentd una relacién concentracion-efecto. Su valor Clso fue de
aproximadamente 62,5 pg/ml, lo que sugiri6 que este compuesto tenia un buen efecto inhibitorio sobre la
proliferacién de las células de linfoma de ratén.

3.3.2 Como se muestra en la figura 6, el compuesto de la formula Il tuvo un efecto inhibitorio sobre el crecimiento
de las células de linfoma monocitico humano THP1 y presentd una relacién concentracién-efecto. Su valor Clso
fue de aproximadamente 250 pg/ml, lo que sugirié que este compuesto tenia un buen efecto inhibitorio sobre la
proliferacién de las células de linfoma monocitico humano. Figura 6.

3.3.3 Como se muestra en la figura 7, el compuesto de la férmula Il tuvo un efecto inhibitorio sobre el crecimiento
de las células de linfoma histocitico humano U937 y presenté una relacién concentracion-efecto. Su valor Clso fue
de aproximadamente 50 pg/ml, lo que sugiri6 que este compuesto tenia un buen efecto inhibitorio sobre la
proliferacién de las células de linfoma histocitico humano.

[0096] Pudo apreciarse que este compuesto tenia potencial para la profilaxis y el tratamiento del cancer
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linfatico (linfoma).
3.4 Actividad del compuesto de la formula Il contra el cancer (melanoma) in vitro

[0097] Los resultados se muestran en la figura 8. Los resultados demostraron que el compuesto de la férmula
Il tenia un efecto inhibitorio sobre el crecimiento de las células de melanoma de ratén B16-F10 y presentaba una
relacion concentracion-efecto. Su valor Clso fue de aproximadamente 62,5 pg/ml, lo que sugirié que este compuesto
tenia potencial para la profilaxis y el tratamiento del melanoma.

[0098] En resumen, el compuesto de la presente invencién, especialmente el compuesto de la férmula Il, tuvo
efectos inhibitorios eficaces sobre numerosos tipos de células tumorales y es un farmaco potencial para la profilaxis
y/o el tratamiento y/o el tratamiento adyuvante del cancer.

[0099] Estudios adicionales demostraron que los derivados éster o derivados éter del compuesto de la
férmula Il, por ejemplo, “tetraacetato del compuesto de la formula 117, “tetra-p-tolilsulfonato del compuesto de la
férmula 11, “tetra(trifluorometilsulfonato) del compuesto de la formula II” y “tetra(éter terc-butildimetilsililico) del

compuesto de la férmula 11", segin se preparan en los ejemplos 6-9, también tenian una actividad similar de
inhibicion de células tumorales y eran farmacos potenciales para la profilaxis y/o el tratamiento y/o el tratamiento
adyuvante del cancer.

Ejemplo experimental 3: Prueba de actividad de inhibicién de la lipasa

1. Materiales de prueba
1.1 Farmacos

El compuesto de la férmula II.

[0100] Orlistat: adquirido de Golden Elephant Pharmacy.
1.2 Enzimas
[0101] Lipasa pancreatica porcina: adquirida de Sigma.

1.3 Reactivos
[0102] Acido oleico: adquirido de Sigma.

[0103] Tolueno, aceite de oliva, piridina, acetato de cobre, NaH2PO4, K2HPO4: todos de pureza analitica y
producidos en China.

2 Procedimientos de prueba

[0104] Las etapas se muestran a continuacion y también puede hacerse referencia a JIANG Huifang, WANG
Yagqin, LIU Chunuo, Comparison and improvement of three methods for measurement of lipase activity, Journal of
Chemistry & Bioengineering, 2007, 24(8): 72-75; y ZHU Xiaoqing, LU Jingci, HUO Shixin y col., Inhibitory Effect on
Lipase of Alkaloid Derived from Lotus Leaf, Journal of Shanghai University (Natural Science), 2007, 13(1): 85-87.

2.1 Preparacion de una curva de trabajo de la absorbancia dptica de un acido graso: se tomaron 4 ml de cada una
de una serie de disoluciones de &acido oleico en tolueno con diferentes concentraciones (0-3,5 mmol/l, con
concentraciones individuales de 0, 0,225, 0,45, 0,675, 0,9, 1,125, 1,35, 1,8, 2,25, 2,7 y 3,5 mmol/l) y se pusieron 4 mi
de cada uno en un matraz cénico, se les afiadi6 1 ml de un agente revelador de color y se agité con fuerza
magnética durante 3 minutos; las moléculas de acido oleico y los iones de cobre formaron un compuesto complejo
verde y después de una centrifugacién, se tomé la fase organica de la capa superior y se midié a 714 nm para
determinar la absorbancia 6ptica.

2.2 La disolucion enzimatica fue una disolucion de lipasa pancreéatica de 0,5 mg/ml; la disolucion tampén fue una
disolucién tampoén de fosfato de NaH2PO4-K2HPO4 0,07 M (pH 7,0); el agente revelador de color fue una disolucion
de acetato de cobre al 5 %, regulada con piridina para tener un pH de 6,1.

2.3 Medicion de la actividad de la lipasa:
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se precalentaron 3 ml de la disolucion tampén de fosfato 0,07 M y 1 ml de aceite de oliva a una temperatura
constante de 37 °C durante 5 minutos en un bafio de agua con agitacion con un agitador magnético, se afiadieron
1,3 ml de la disolucion enzimatica (el control negativo fue aquel sin inhibidor enzimatico; el control positivo es aquel
5 al que se afiadieron 100 pl de la disolucion de orlistat de 0,1 mg/ml; se afiadieron 0,6, 0,9, 1,1, 1,3, 1,8 mg/ml de las
disoluciones del compuesto de la formula 1, en cada caso 100 pl) y se agité con fuerza magnética durante 10
minutos; inmediatamente se afiadieron 8 ml de tolueno, se agité continuamente durante 2 minutos y la reaccion se
termind y se extrajo el acido oleico generado. Las disoluciones se transfirieron a un tubo de centrifuga, se
centrifugaron a 4.000 rpm durante 10 minutos y la fase organica y la fase acuosa se separaron y clarificaron. Se
10 tomaron 4 ml de la fase organica de la capa superior y se pusieron en un matraz conico pequefio, se afiadié 1 ml del
agente revelador de color y se agitd con un agitador magnético durante 3 minutos; el acido oleico generado
reacciond con los iones de cobre para formar un compuesto complejo verde. Después de una centrifugacion a 4.000
rpm durante 10 minutos, se tomd la capa superior de la disolucion de tolueno que contenia el oleato de cobre y se
midié con un espectrofotdémetro a 714 nm para determinar su absorbancia Optica. Por el mismo procedimiento, se
15 prepar6 una disolucién blanca sin lipasa como control y la concentracion del acido organico puedo determinarse por
referencia a la curva de trabajo de la absorbancia 6ptica del acido oleico.

3. Definicién y formula de célculo de la actividad enzimatica

20 [0105] La unidad de actividad enzimatica de la lipasa se defini6 como sigue: la cantidad de enzima para
liberar 1 umol de acido graso en determinadas condiciones se definié como 1 unidad de actividad de la lipasa (U).

[0106] Para calcular la actividad enzimatica se uso la formula siguiente: X = (cV)/(tV’), en la que: X representa
la actividad enzimatica de la lipasa, U/ml; c representa la concentracion del acido graso, pmol/ml; V representa el

25 volumen de la disolucién del acido graso, ml; V' representa la cantidad de la disolucién enzimatica, ml; t representa
el tiempo de accion, minutos.

Tasa de inhibicién = [(actividad enzimatica de la lipasa - actividad enzimatica de la lipasa después de la inhibicion) /
actividad enziméatica de la lipasa] x 100 %

% 4. Resultados de la prueba
4.1 Curva de trabajo de la absorbancia éptica del acido oleico

35 [0107] Segun se muestra en la figura 9.

4.2 Resultados de la prueba de actividad de los inhibidores enzimaticos

[0108] Segun se muestran en la tabla 3 a continuacion.
40
Tabla 3: Resultados de la prueba de actividad de los inhibidores enzimaticos
Concentracion Concentracion
Nombre de Conc.enyrgcién . fir)al del . del écido Actjviglgd Tasa de
la muestra del inhibidor |nh|p|dor enel | Absorbancia oleico enziméatica inhibicién (%)
(mg/ml) sistema generado U/ml
(Hg/ml) (mM)
Control . . 0,6680 2,75 1,69 .
blanco
Orlistat 0,1 1,85 0,2042 0,81 0,50 69,84 %
6 111 0,5665 2,32 1,43 15,38 %
Compuesto 9 166 0,5035 2,06 1,27 24,85 %
de la 11 203 0,3998 1,63 1,00 40,83 %
férmula 1l 13 240 0,2743 1,10 0,68 59,76 %
18 333 0,2611 1,04 0,64 62,13 %

45

en que la actividad enzimatica se calcul6 de acuerdo con la formula de céalculo de la seccién 3 anterior, en la que:

V=8ml

V'=13ml

23

t = 10 minutos.
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[0109] Los resultados de la prueba demostraron que el compuesto de la presente invencion, especialmente el
compuesto de la féormula Il, tenia un buen efecto inhibitorio sobre la actividad de la lipasa, con un Clso de
aproximadamente 220 ug/ml, y presenté una relacion concentracién-efecto en el efecto inhibitorio. Pudo apreciarse
que los compuestos de la presente invencion eran farmacos potenciales para la profilaxis y/o el tratamiento y/o el
tratamiento adyuvante de la obesidad o enfermedades asociadas con la obesidad.

[0110] Estudios adicionales demostraron que los derivados éster o derivados éter del compuesto de la
férmula Il, por ejemplo, “tetraacetato del compuesto de la formula 117, “tetra-p-tolilsulfonato del compuesto de la
formula 11", “tetra(trifluorometilsulfonato) del compuesto de la formula 1I” y “tetra(éter terc-butildimetilsililico) del

compuesto de la férmula I, segin se preparan en los ejemplos 6-9, también tenian una actividad similar de
inhibicion de la lipasa y eran farmacos potenciales para la profilaxis y/o el tratamiento y/o el tratamiento adyuvante
de la obesidad o enfermedades asociadas con la obesidad.
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REIVINDICACIONES

Un compuesto de la formula Il 0 una sal, éster o éter farmacéuticamente aceptable del mismo,

Ho/ ¢ | oH

HO
Foérmula 1l

El compuesto de acuerdo con la reivindicacion 1 o una sal, éster o éter farmacéuticamente aceptable

del mismo, en que dicho éster se selecciona del grupo que consta de formiato, acetato, propionato, p-tolilsulfonato y
trifluorometilsulfonato; o en que dicho éter es éter terc-butildimetilsililico.

10
3.

El compuesto de acuerdo con la reivindicacion 1 o 2, o una sal, éster o éter farmacéuticamente

aceptable del mismo, en que dicho éster o éter se selecciona del grupo que consta de tetraacetato del compuesto de
la formula Il, tetra-p-tolilsulfonato del compuesto de la férmula I, tetra(trifluorometilsulfonato) del compuesto de la
férmula Il y tetra(éter terc-butildimetilsililico) del compuesto de la férmula II.

15

4.

Un procedimiento para la preparacion del compuesto de la reivindicacion 1, que comprende las etapas

siguientes:

20

25

30

35

5.

1) proporcionar arroz fermentado con Monascus y/o un extracto alcohdlico de arroz fermentado con Monascus,
llevar a cabo una extraccion ultrasénica una 0 mas veces con uno o0 mas disolventes organicos seleccionados del
grupo que consta de diclorometano, acetato de etilo, acetona, metanol y etanol en 2-6 veces el volumen durante
20-40 minutos cada vez, combinar las disoluciones extraidas y eliminar el disolvente para obtener un extracto
refinado;

2) cargar el extracto refinado obtenido en la etapa 1) en una columna de gel de silice para su separacion y eluir
con un gradiente de éter de petréleo y acetato de etilo; la relacion volumétrica entre el éter de petréleo y el
acetato de etilo es de 75:25, 50:50, 25:75, 0:100 secuencialmente;

3) tomar la fracciéon de elucion eluida con éter de petréleo-acetato de etilo en la relacién volumétrica de 50:50 o
25:75 de la etapa 2) y someterla a cromatografia de fase inversa en una columna C18, con metanol-agua para la
elucion en gradiente y una relacion volumétrica metanol-agua de 10:90, 50:50, 75:25, 100:0 secuencialmente;

4) tomar la fraccién de elucién eluida con metanol-agua en la relacion volumétrica de 50:50 o 75:25 de la etapa
3), someterla a purificacién mediante cromatografia liquida de alto rendimiento semipreparativa, con acetonitrilo y
una disoluciéon acuosa de acido acético al 0,2 %, 45:55, como fase mévil y una columna C18 semipreparativa
como fase estacionaria, y recoger las fracciones del pico cromatografico a 9,2 minutos; y

5) liofilizar el producto de la etapa 4) para obtener el compuesto de la férmula Il.

El procedimiento de preparacion de acuerdo con la reivindicacién 4, en que dicho extracto alcohdlico

de arroz fermentado con Monascus es el contenido de capsulas de Xuezhikang.

6.

El procedimiento de preparacion de acuerdo con la reivindicacion 4 o 5, que satisface uno cualquiera o

40 mas de los puntos siguientes (1) a (5):

45

(1) en la etapa 1), dicho disolvente organico es diclorometano;

(2) en la etapa 1), dicha extraccion ultrasénica se realiza tres veces;

(3) en la etapa 1), el disolvente se elimina por concentracién a presion reducida;

(4) en la etapa 4), se combinan las fracciones recogidas del pico cromatografico a 9,2 minutos; y

(5) en la etapa 5), las condiciones de la liofilizacion son: la temperatura de la trampa fria es de -40 °C a -85 °C y
el grado de vacio es de 0-100 Pa.
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7. Un procedimiento para la preparacion del compuesto de la reivindicacion 1, que comprende las etapas
siguientes:

uso de 3,16,20,22,23,25-hexahidroxiergosterol, abreviado como compuesto A, como sustrato y deshidratacion en
presencia de &acido p-toluenosulfénico monohidratado o cloruro de 2,4,6-triisopropilsulfonilo para generar un
compuesto de la formula 11

HO, (i OH HO OH OH
OH O
OH —_—
HO HO
Compuesto A Formula Il
8. Un extracto que comprende el compuesto de la formula 1l de la reivindicacion 1; en que dicho extracto

es un extracto del polvo seco contenido en capsulas de Xuezhikang o un extracto de arroz fermentado con
Monascus; y dicho extracto es uno cualquiera de los siguientes (1) a (3):

(1) la fraccion de elucion eluida con éter de petréleo-acetato de etilo en una relacién volumétrica de 50:50 o
25:75, segln se prepara en las etapas anteriores 1) a 2) de la reivindicacion 4;

(2) la fraccion de elucion eluida con metanol-agua en una relacion volumétrica de 50:50 o 75:25, segun se
prepara en las etapas 1) a 3) de la reivindicacion 4; y

(3) las fracciones del pico cromatografico a 9,2 minutos, segin se preparan en las etapas 1) a 4) de la
reivindicacion 4.

9. El extracto de acuerdo con la reivindicacién 8, en que el compuesto de la féormula Il esta en una
cantidad del 0,0001-5 % (p/p), 0,001-2 % (p/p) 0 0,001-1 % (p/p).

10. Una composicidon que comprende el compuesto de la reivindicacion 1 y/o el extracto de una cualquiera
de las reivindicaciones 8-9; y opcionalmente comprende ademas un vehiculo o excipiente farmacéuticamente
aceptable.

11. El compuesto de la reivindicacién 1, el extracto de una cualquiera de las reivindicaciones 8-9 o la
composicion de la reivindicaciéon 10 para uso como medicamento para la reduccién o la regulacién de la grasa
sanguinea o la profilaxis y/o el tratamiento de la dislipidemia, la hiperlipemia, la hipercolesterolemia o la
aterosclerosis o para uso como inhibidor de la HMG-CoA-reductasa.

12. Un procedimiento para la inhibicion de la HMG-CoA reductasa in vitro, que comprende la etapa del
uso de una cantidad eficaz del compuesto de la reivindicacion 1, el extracto de una cualquiera de las
reivindicaciones 8-9 o la composicion de la reivindicacion 10.

13. El compuesto de la reivindicacién 1, el extracto de una cualquiera de las reivindicaciones 8-9 o la
composicion de la reivindicacién 10 para uso como medicamento para la profilaxis y/o el tratamiento y/o el
tratamiento adyuvante de un cancer, por ejemplo, cancer de colon, cancer de higado, cancer linfatico o melanoma.

14. El compuesto de la reivindicacion 1, el extracto de una cualquiera de las reivindicaciones 8-9 o la
composicion de la reivindicacion 10 para uso como medicamento 0 agente para la inhibicion de células tumorales in
vivo o in vitro, por ejemplo, para la inhibicion de células de cancer de colon, células de cancer de higado, células de
cancer linfatico o células de melanoma.

15. Un procedimiento para la inhibicién de células tumorales in vitro, por ejemplo, células de cancer de
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colon, células de cancer de higado, células de cancer linfatico o células de melanoma, que comprende la etapa del
uso de una cantidad eficaz del compuesto de la reivindicacién 1, el extracto de una cualquiera de las
reivindicaciones 8-9 o la composicion de la reivindicacion 10.

16. El compuesto de la reivindicacion 1, el extracto de una cualquiera de las reivindicaciones 8-9 o la
composicion de la reivindicacion 10 para uso como medicamento para la profilaxis y/o el tratamiento y/o el
tratamiento adyuvante de la obesidad o una enfermedad asociada con la obesidad, por ejemplo, hiperlipidemia,
aterosclerosis, cardiopatia coronaria o diabetes, o para uso como agente contra la obesidad.

17. El compuesto de la reivindicaciéon 1, el extracto de una cualquiera de las reivindicaciones 8-9 o la
composicion de la reivindicacion 10 para uso como medicamento 0 agente para la inhibicion de la lipasa in vivo o in
vitro.

18. Un procedimiento para la inhibicion de la lipasa in vitro, que comprende la etapa del uso de una

cantidad eficaz del compuesto de la reivindicacién 1, el extracto de una cualquiera de las reivindicaciones 8-9 o la
composicion de la reivindicacién 10.
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