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‘quina pueden tener las fdérmulas generales III o IV

1taja nam, 2 ) 1804_7_

Esta invencidn se refiere a sustancias poli-
fandlicas farmacoldgicamente gctivas, y a procedimientos
para su produccidn,

La catequina (I) y la epicatequina (II) son
sustancias polifendlicas que estdn ampliamente distribui-

das en la naturaleza.
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La solicitante ha encontradoc ahora que la epj
catequina y ciertos nuevos derivados ds la catsquina y ds
la spicatequina, poseen una notable actividad colerética,
hipocolesterolémica, hipulipémica y protectora hepética,
y que son de una toxicidad rslativamente baja.

Por lo tanto, de acuerdo con un aspecto de
la presente invencidn, se proporcionan composiciones far-
macéuticas que comprenden epicatequina y/o uno o mis ceta
les o ésteres de catequina o de epicatequina, farmacéuti-
camente aceptables, y un diluyente o vehiculo farmacéuti-
camente aceptable,

Los ésteres y cetales de catequina y epicatg
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en las quse, en la fdérmula III, Rys» Ry ¥ Ry, representan
cada uno de ellos, un 4toma de hidrdgeno o un grupo acilo,
y R4 y R5 repressentan, cada uno de ellos, un grupo alcohi-
lo inferior (como se define en lo gue sigue), y, en la

férmula IV, por lo menos unc de los Ry» Rys Ray Rg y R

senta un grupo acilo o un &tomo de hidrdgeno, y tales és-
teres y cetales forman un aspecto adicional de la presente
invencidn. | .

Se apreciard que cuando un compuesto de la
fdrmula III o IV ss un derivado de la catequina, el grupo
-0R; estard en la configuracidn P s ¥ que cuando 8l com=-
puesto es un derivado de la spicatequina, el grupo —DR3
estard en la configuracidn o ,

Los radicales acilo representados por Rl, R2’
Rys Rg ¥ R, pueden derivar de 4cidos de la férmula RCOOH,
en la que R es un grupo alcohilo o alcohilo sustituidas,
un grupo arilo o arilo sustituido, unm grupo aralcohilo o
aralcohilo éustituido, grupos aralquenilo o aralquenilos

sustituidos, o un grupo hetsrociclico.




10

15

25

30

| no debe contensr més de 20 y, preferiblemente, no mis de

'quenilu, son preferiblemente fenilo, Estos grupos arilo

Hoju nhm. 4 l.BDé'?_

Aunque el peso molecular maximo del 4cido

RCOOH no es indebidamente critico, generalmente el &cido

15 4tomos ds carbono. Asi, se prefiere que los grupos al-
cohilo sustituida o no sustituidos, representados por R,
sean grupbs alcohilo inFeriores,;sustituidos 0 no sustitui
dos, entehdiéndose como tales los grupos alcohilo que con-
tienen de 1 a 8 Atomos de carbono, por ejemplo, metilo,
etilo, propilo, butilo, pentilo, hexilo, heptilo y octilo,
y debiendo ser talss grupos de cadena recta, como sn el
n-butile, ramificada, como en sl isopropilo, o cfclica, cg
mo en sl ciclohexilo. También se prefiere que los cunsti-
tuyentes alcohilo y alquenilo de los grupos aralcohilo y
aralquenilo, sustituidos y no sustituidos, deriven de gru-
pos alcohilo inferior y alquenilo inferior, en los que el
término "inferior" es como se ha definido anteriormente.
Los'grupos arilo representados por R y también

los constituyentes arilo de los grupos aralcohilo y aral-

pusden estar sustituidos ellos mismos por uno o mis grupos
alcohilo, como se ha definido antsriormente.

Los grupos heterociclicos representados por
R pueden ser, por sjemplo, grupos heterociclicos que cone-
tienen nitrdgeno, tales como piridilo.
' .Ejemplos de posibles sustituysntes en el gru-
po R de los &cidos carboxilicos RCOOH, incluyen haldgeno,
hidroxi, alcoxi (y, preferiblemente, grupos alcoxi infe-
rior derivados de los grupos alcohilo inferior definidos

anteriorments), & hidroxi esterificado, esn particular hi-

droxi esterificade con un &cido RlCDDH, en el que RY s al
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cohilo inferior como se ha definido anterinfmenta.

Una clase de:compuestos de acusrdo con la in-
vencidn, particularmente preferidos, son aquellos en los
que uno o mis de los radicales acilo repressentados por Rl,
Ry» R3y Rg y Ry, derivan de dcidos que en su forma libre o
esterificada poseen actividad colerética, hipocolesterolé-
mica o hipolipémica. Ejemplos ds tales &cidos soﬁ el 4cida
nicotinico, el dcido cafeico, el Acido acetilferlico y ei
dcido 2-(para=-clorofenoxi)=-2-metil-propidnico.

Los compuestos de las fdrmulas III y IV que
son ésteres, pueden ser preparados de acuerdo con un as-
pecto adicional de la invencidn, por reaccidn de catsqui=-
na, epicatequina o un cetal de catsquina o epicatequina,
con un agente acilante apropiado, por ejemplo, un anhidri-
do de 4cido o un cloruro de acilo, preferiblemente sn prg
sencia de un disolvente aprdtico polar, tal como, por ejem
plo, piridina o dioxano. La reaccidn puede efectuarse a la
temperatura ambiente o a una temperatura superior, de
acuerdo con ia reactividad del agente acilante.

De acuerdo con un aspecto adicional de la in-|
vencidn, los compuestos de la fdrmula III pueden preparar-
se a partir de catequina, a partir de epicatequina o a par
tir de un compuesto de lg férmula IV, en la que R6 y R7

son hidrdgeno, por reaccidn con una cetona, en presencia

de un catalizador 4cido.

Como se ha indicadoc anteriormsnte, la pressn-
te invencidn incluye composiciones farmacéuticas que com-

prenden epicatequina y/o uno o mis cetales o ésteres de

catequina o de epicatequina, farmacéuticamente aceptables,

y un vehfculo farmacduticamente aceptable. La invencidn




10

15

20

25

30

Hoja nam. B 18047

proporciona, también, métodos para producir tales composi-
ciones que comprenden llevar los ingredientes actives an-

teriormente mencionados, a una forma adscuada para la ad-

ministracidn, por ejemplo, mezcldndolos con un excipients

farmacéuticamente aceptable.,

La forma galénica particular de las composi-
ciones de la invencidn, depends de la via de administra-
cién pretendida, y tales formas pueden ser amorfas o pue=-
den estar en forma de unidades de dosis configuradas, Los
ejemplos incluyen liquidos estériles adecuados para la ad~-
ministracién parenteral y formas adecuadas para la adminis
tracién oral (por ejemplo, tabletas, cdpsulas, confites,
soluciones o suspensiones).

Rl formular composiciones de acuerdo con la
invencidn, ss puede utilizar una amplia gama de excipien-
tes, cuya naturaleza depende, como es natural, del modo de
aplicacidn pretendids para la composicidn, Ejemplos inclu-
yen agentes de conservacidn y agentes tamponadores, espe-
santes, de suspensidn, estabilizadores, .humectantes, emul-
sificantes, colorantes y aromdtizantes. Ejemplos especifi~
cos de excipientes adecuados incluyen polimercs carboxivi-
nflicoé, propilenglicol, alcohol et{lice, agua, alcohol ce
tilico, triglicéridos vegetales saturados, esteres de 4ci-
dos grasos y propilenglicol, trietanolamina, glicerina,
almidén, lactosa, sacarosa, sorbita de celulosa, bentoni-
ta, celulosa, metil-celulosa, carboximetil-celulosa, sul
fato de laurilo, fosfato bicdlcico, sflice en polvo, didxi
do de titanio, lecitina, carbonato magnésico, estearato
magnésico, stc.

El aislamiento de la epicatequina y la prepa-
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racidén de los compuestos de acuerde con la presente inven-
cién, se describirin ahora con mds detalle en los siguien-

tes ejemplos:

Ejemplo 1.

i Aislamiento de la epicatsguina.

35 kg de corteza de Aesculus hippocastanum L,

se extrajeron varias veces con 80 litros de alcohol en a-
gua al 50%. Ds los extractos hidroalcohdlicos reunidos, se
elimind el disolvente orgdnico a presidn reducida., Segui=-
damente, se extrajo el concentrado repetidamente con ace-
tato de etilo, y las fases orginicas reunidas se concentra
ron bajo presidén reducida hasta un volumen de aproximada-
mente 20 litros. A continuacidn, el concentrado se vertid
en 100 litros de hexano, con vigorosa agitacidn mecénica.

Despuds de filtracién y de ssecado, ss obtu-
vieron 1,2 kg ds catequinas brutas, lo§ cuales, por cris-
talizacidn repetida an alcohol, proporcionaron 130 g de
epicatsquina pura.

Punto de fusidn: 236 - 2389C con descomposi-

cidn L;L7Hg = =692 (7% en stanol),

Ejemplo 2,

Acetdnidos ds epicatequina.

6 g de spicatequina se disolvieron en 50 ml
de acsetona, con agitacidn, a una temperatura de 02C. A tra
vés de la solucidn se hizo burbujear cloruro de hidrdgeno

gassoso, durante 1 minuto, y finalmente la mezcla de reace
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cidn se vertid en 500 ml de soluﬁién al 5% de bicarbonato
s6dico, y se sxtrajo repstidaments con 100 ml de acetato
de etilo.

Las fases orgdnicas reunidas se concentraron
hasta 50 ml y se vertieron en 5 vollmenes de cloroformo.,
Después de haber filtrado y secado al précipitado, se ob-
tuvieron 3,8 g de acetdnidos en forma de polvo amorfo blan
co. (Encontrado: C, 65,503 H, 5,32; ClBHlBDS requiere:

C, 65,45; H, 5,45).

Ejemplo 3.

Triacetato de acetdnido de catequina

5 g de acetdnido de catequina se disolvieron
en 25 ml de piridina y se afiadiercn a la solucidn 25 ml
de anhidrido acético, dejédndose a ésta qus rsaccionara du-
rante la noche a la temperatura ambiente. La mezcla ds
reaccidn se vertid subsiguientements, con agitacidn mecé-
nica, en 500 ml de agua a 4-52C, El precipitado obtenido
se filtrd y se lavé con agua hasta nsutralidad. Por crista
lizacién en una mezcla de isopropanol y agua, se obtuvieron
5 g de triacetato de acetdnido de catsquina. El producto
fundfa a 120-12292C. (Encontrado: C, 63,12; H, 5,30;

ooy lg rgquiere: C, 63,16; H, 5,26).

Ejemplo 4.

Penta-acetato de catequina

La reaccidn se realizd de la manera descrita

en el Ejemplo 3, pero partiendo de 5 g de catequina. Ss ob
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tuvieron 5§ g de pentaacetato de catequina, que fundian a
131-132¢9C. (Encontrado: C, 59,87; H, 4,82; C,cH,,0,, Te-

quiere: C, 60; H, 4,8).

Ejemplo 5.

! Pentanicotinato de epicatequina

2,5 g de epicatequina se disolvieron en 25
ml de piridina y se afiadieron a la solucidn 25 g de anhidrj
do nicotinico disueltos en 100 ml de piridina. La solucién
se calentd con agitacidén en un bafio controlado termostdti-
camente a 1009, durante 12 horas. Seguidamante, se conbeﬂ
trd a vacfo hasta sequedad la mezcla de reaccidn, y el re-
siduo se purificd por medio de precipitacidn repetida en
una mezcla de acetona/hexano. Se obtuvisron 5,2 g de pentg
nicotinato de epicatequina. (Encontrado; C, 66,22; H,
3,48; N, B,52; C45H29N5011 requiere: C, 66,263 H, 3,56;
N, 8,59).

Ejemplo &

Pentacafeato de catequina

S5g disolvieron 1,8 g de catequina en 30 ml
de dioxano. Esta solucidn se vertid en una suspensidn de
6 g de cloruro del acido tionilcafeico en 20 ml de ﬁiridi-
na. La mezcla se dejé reaccionar durante la noche a la tem
peratura ambiente y, seguidamente, se vertid con agitacidn
en 500 ml de agua a 4-5¢9C,

A continuacidn, la totalidad del producto se

gxtrajo repetidamente con cloroformo, y las fases orgéni-
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cas combinadas se lavaron en contracorriente con agua fria
hasta neutralidad. Después de evaporacifn hasta sequedad
se obtuvisron 5 g de un producto amorfo. (Encontrado: C,

65,39; H, 3,9; CggH,,40, requiere: C, 65,45; H, 4).

Ejemplo 7

Penta-acetilferulato de epicatequina

5 g de epicatequina se disolvieron en 30 ml
de piridina y la solucidn se vertid en una suspensidn cong
tituida por 30 g del cloruro del 4cido acstilfer@lico en
100 ml de piridina. La mezcla ses dejd reaccionar durante
48 horas a la temperatura ambiente y, seguidamente, se ver
tid, con agitacidén mecdnica, en 1.000 ml de agua a 4-59C,
El producto se extrajo repetidamente con cloroformo y las
fases orgédnicas reunidas se lavaron en contracorriente,
hasta neutralidad con agua a 4-5¢9C,

A continuacidn, el residuo ss recogid con 100
ml de acetona y el filtrado se vertid con agitacidn en 500
ml de hexano. Después de filtrar el precipitado y de se~
carlo, se obtuvieron 13 g de pentaacetilferulato de epica-
tequina, en forma de polvo blanco amorfo. (Encontrado: C,
65,15; H, 4,695 CocHe,0,¢ requiere: C, 65,225 H, 4,64),

¥

Ejemplo 8

Penta-2~(para~clorofenoxi)=-2-metilpropionato

de catequinag

5,2 g de catequina se disolvieron en 30 ml de

dioxano y la solucidn se vertid en una suspensidn de 25 g




10

15

20

25

30

18047

Hojn nm,

de cloruro del &cido 2—(para-clorofénoxi)-2-metil propidni
co en 100 ml de piridina, La mezcla se dejd reaccionar du-
rante la noche a 40°C y, seguidamentse, se vertid, con agi-
tacidn, en B0OO ml de agua a 4-59C. A continuacidn se efec-
tuaron extracciones repetidas con cloroformo, y las fases
orgénicas se lavaron en contracorriente con agua a 4;59C,
hasta neutralidad y, seguidamente, se concentraron hasta
sequedad., Se obtuvieron 12 g de polvo blanco amorfo.
(Encontrado: C, 69,3; H, 5,12; C1, 3,165 CggHegCl0,, TB=
quiere: C, 69; H, 5,22; C1l, 3,14).

La actividad farmacoldgica de los compuestos
de acuerdo con la presents invencidn, se ilustra por los

siguientes ensayos:

"A. Actividad colerética

La actividad colerética se determind de acuer
do con la técnica descrita por R. Lambsert en "Surgery of
the Digestive System in the Rat", 1965. Se utilizaron ra-
tas "Sprague Dauwley" de un peso medio de 230 g. Los produg
tos fueron inyectados intraperitonealmente, en la dosis de
100 mg/kg, midiéndose seguidamente, de hora en hora, has-
ta 4 horas después de la administracién, el volumen de la
bilis y el correspondiente residuo seco. Se encontrd que
el peracetilferulateo de epicatequina y de catequina aumen-
taban el volumen de la bilis un 38% y un 64% respectiva-
mente, y aumentaban el residuo seco de la bilis en un 35%
y un 36% respectivamente, en comparacidén con los valorss

basales. Estos aumentos son significativos.

B, Actividad sobre el metabolismo de los lipj
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1. Aétividad hiperlipémica a partir de aceite

de oliva

La actividad hiperlipémiéa se detesrmind an
ratas de Sprague Dawley de un peso medio de 160 g, en las
cuales se habia inducido hiperlipemia mediante la adminis=-
tracién de 20 ml/kg de aceite de oliva, por via oral, sn
animales que habian sido mantenidos en ayuno durante 16 ho-
ras. Se efsctuaron dos tratamientos .con los productes ba-
jo examen (sobre grupos de 1B animales), el primero 2 ho-
ras anpes de la administracidn de aceite de oliva, y el se
gundo 2 horas después. Las dosis se administraron por via
oral y eran iguales a 100 mg/kg. Las ratas se sacrificaron
2 horas después del tratamiento Finai, y se determinaron
los triglicéridos en el plasma, mediante el método colori-
métrico de SIGMA CHEM CO. Se encontrd que la epicatequina
y la pernicotinilcatequina disminufan significativamente
la concentracidn de triglicéridos.en el plasma, en un 42%

y un 27% respectivamente, en comparacidn con los testigos.

2., Hiperlipemia debida al Triton

Se indujo hiperlipemia mediante la administra
cidn endovenosa de 225 mg/kg de Triton WR 1339 disueltos
en solucidn fisioldgica a ratas Sprague Dawley de un peso
medio de 200 g, las cuales habian sido mantenidas en ayuno
durante 24 horas.

Los productos bajo examen se inyectaron por
via intraperitoneal, en la dosis de 100 mg/kg, de los cua-

les se inyectaron 50 mg/kg inmediatamente después de la ad
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ministracidn del Triton, y 50 mé/kg al cabo de 4 horas.
Después de 4 horas adicionales, se sacrificaron los anima=-
les y se determinaron el colestsrol y los triglicéridos en
el plasma,

Se encontrd que la pernicotinilcatequina y la
peracetilcatequina disminufan significativamente la concen
tracién de colesterol en un 21,1% y un 16,3% aproximadamen
te, vy la de los triglicéricos en un 28,74 y un 23,19 rés-

pectivamsnte, en comparacidn con los testigos.

3. Metabolismo de los lipidos en la rata nor-

malmente alimentada

Los ensayos se efectuaron sobre ratas Spragus
Dauwley de un peso medio de 200 g, que sran normales en li-
pemia y a las que se habfan administradoc los productos por
via intraperitoneal, en una Unica dosis de 100 mg/kg. Al
cabo de 2 horas se sacrificaron los animales y se detsrmi-
naron los Acidos grasos libres en el plasma. Se encontrd
que el acetdnido de catequina y la pernicotinilcatequina
disminufan significativamente la concentracidén ds los &ci-
dos grasos libres en un 25,8% y un 13,1% respectivamente,

en comparacidn con los testigos.

C., Comparacidn de la actividad colerética e

hipolipémica de los compuestos de acuerde con la invencidn

v de la catequina

1, Actividad colerética -~ Administracidn oral

Las actividades colerdticas ds la catequina y

de la epicatequina se determinaron de la manera descrita
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en el pirrafo A antsrior, a excepcidn de que las sustancias
bajo ensayo se administraron por via oral en la proporcidn
de 200 mg/kg.

De los resultados mostrados en la Tabla 1,

‘pueds verse que la epicatequina tiene una actividad cole-

rética notablemente mayor que la catequina y, ademds, que

el efecto colerético es de una mayor duracién.

2. Actividad colerética - Administracidn ip

tra-paritoneal

Las actividades colerdticas de la catequina y
del pentacetilferulato de catequina se determinaron de la
manera descrita .en el péarrafo A anterior. |

De los resultados mostrados én la Tabla 2,
puede verss gque el penta-acetilferulato de catequina tie-
ne una accidn colerética notable cuando se administra por

via oral, como se determina por la medida del volumen ds

.bilis y de su contenido de residuo seco, tres horas des-

pués del tratamiento, mientras que la catequina exhibe un

efecto colerdtico carente de importancia sstadisticaments.

3, Efscto hipolipémico - Efecto sobre la hi=-

perlipemia inducida con aceite de oliva

La actividad hipolipémica de la catequina y
de la gpicatequina se determind de la manera descrita en
el pirrafo Bl anterior.

Como puede verse por los resultados dados en
la Tabla 3, la epicatequina tiene un notable efecto hipo-
lipémico, mientras qué la catequina no tiene un efecto hi-

polipémico significativo estadisticamente, cuando se admi-
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nistra en condiciones similares.

Catequina Dlgg més de 2000 mg/kg por via oral
DLgg mis de 1000 mg/kg i.p.

Pentaacstilferulato
de catequina Olgq mis de 1000 mg/kg i.p.

Las siguientes formulaciones scon ejemplos de

. . ’ ) . « &
composiciones farmacéuticas de acuerdo cen la invencian,

1. Tabletas recubiertas con azlcar

Peracetilferulato de catequina ' 150 mg
Excipientes (fécula de ma{z, lactosa, talco,

estearato magnésico, algihato sédico,vazﬁcar,

éoma ardbiga, carbonato magnésico) cantidad

suficiente 450 mg

2. Tabletas
Epicatequina 100 mg
Excipientes (fécula, lactosa) cantidad su-

ficients . 400 mg

3. Cépsulas
Epicatequina : 200 mg
Excipientes (lactosa, estearato magnésico)

cantidad suficiente 250 mg

4, Cépsulas de gelatina blanda

Peracetilferulato de catequina 200 mg
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Excipientes (aceite vegetal, aceites vegeta-
les hidrogenados, cera de abejas, lecitina de
soja, gelatina blanda de recubrimiento), can

tidad suficiente

Jafabe

Epicatequina

Excipientes (propilenglicol, polietilengli-
col 400, lecitina de soja, polimero carboxi
vihilico, trietanolamina, agua purificada)

cantidad suficiente

18047

500 mg

100 g
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‘Los puntos de invencidn propia y nueva que se
presentan para que sean objeto de esta solicitud de Paten-~
te de Invencién en Espafia, por VEINTE afios, son los que se
recogen en las reivindicaciones siguientes:

18,~ Un procedimiento para nroducir é¢steres de
catequina o epicatequina de la férmula genersal IV

OR,
O

—(

R1O N 0 L
OR?
2.
(3
OR,
OR,, ? Vs
en la guc por lo menos uno de entre R], Rz, RB’ R6 y R7

representan uvn grapd acilo seleccionado de entre grunos
nicotinilo, cafeilo, acetilfervlilo y 2~(p~élorofcﬁoxi)—
~2~metilpropionilo, y cada uno de los demds representa un
grupo acilo o un dtomo de hidrdgeno, y —OR3 estd en la
configuracidén ol o /% , procedimiento gue comprende esteri
ficar catequina o enicatequina.

22 ,~ Un procedimiénto segin la reivindicscidn
.2, en el c¢ue todos los susbituyentes Rl a R7 se seleccio
nen de entre los grupos meacionsdos.

2,~ Un procedimiento segin la reivindicacidn

a R

12, en el gue todos los sustituyentes R gon iguales.

1 7
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48,- Tn wrocedimiento segun la reivindicacidn 18,
en el que eﬁ calidad de agentes acilantes se utiliza halg
genuro o anhidrido de 4cido de log ‘dcidos nicotinico,
caféico, acetilferilico o 2-(p-clorofenoxi)-2-metilpropid
nico.

58,- Un procedimiento segin lag reivindicaciones
18 g 42 precedentes, en el que el halogenurc o anhidrido
de 4c¢ido es de dcido nicotinico y el compuesto que se some
te a esterificacidn es epicatequina.

62,~ Un procedimiento segin las reivindicaclones
12 a 42 precedentes, en el que el halogenuro o anhfdrido
de dcido es de dcido caféico y el compuesto que se somebe

sterificacidn es cateouina.

©
o

72.- Un procedimiento segin las reivindicaciones
precedentes, en el que el halogenurc o anhidrido
de 4cido es de dcido mcetilferdlico y el compuesto cue se
somete a esterificacidn es catecuina.

82,~ Un procedimiento segin las reivindicaciones
12 a 42 precedentes, en el gque el halogenuro o anhidrido
de dcido es de dcido acetilferdlico y el compuesto cue se
somete a esterificacidn es enicatecuina.

92,- Un procedinicnto sesin las reivindicacilones
12 a 42 precedentes, en el gque el halogenuro o erhidrido
de 4cido es de dcido 2~(p-clorofenoxi)-2-metilpronidnico y
¢l compuasto gue se somete a esterificacidn es catcouina.

102 ... U PROCENIMIEETO PARA PRODUCGIR ISTERES DE
CATEQUINA O EPICATEGUINA,
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— Tel y como se ha descrito en la Memoria que an—
tecede y con los fines cue se hen especificado,
Bsta Memoria consta de veintidds hojas escritas

a mdquina por una sola cara.
Madrid, 28.08R18°8
©P.A,

Oscar de Elzahury
Por Pader.
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