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DESCRIPCION

Procedimiento para producir una fraccion enriquecida hasta 100% de acido 3-O-acetil-11-ceto-beta-boswélico a
partir de un extracto que contiene una mezcla de acidos boswélicos

Ambito de lainvencién

Esta invencion se refiere a un procedimiento para producir una fraccion enriquecida hasta 100% de acido 3-O-acetil(]
11-ceto-B-boswélico a partir de un extracto que contiene una mezcla de acidos bosweélicos.

Antecedentes de lainvencion

La gomorresina de las especies de Boswellia conocidas como francoincienso ha sido usada como un agente
antiinflamatorio en la medicina tradicional Ayurvédica en la India. Los estudios llevados a cabo han establecido
actividad antiinflamatoria de un extracto alcohdlico de la gomorresina obtenido de Boswellia serrata en ratones y
ratas. Este extracto también muestra que inhibe la formacién de leucotrienos en neutréfilos peritoneales de rata in
vitro. La fuente de las acciones antiinflamatorias ha sido atribuida a los acidos boswélicos (Safayhi, H., et al., Planta
Medica, publicada en EEUU y 63, 487-493, 1997; J. Pharmacol. and Exp. Ther., 261, 1143-46, 1992) publicada en
EEUU, un grupo de acidos triterpénicos aislados de la resina de Boswellia (Pardhy, R. S., et al., Indian J. Chem,
16B, 176-178, 1978). Estos compuestos ejercen actividad antiinflamatoria inhibiendo la 5-lipoxigenasa (5-LO), una
enzima clave para la biosintesis de los leucotrienos y 5(S)-HETE a partir de acido araquidénico. Un estudio detallado
sobre los requisitos estructurales para los acidos boswélicos indicé que de los seis acidos, el acido 3-O-acetil-11(]
ceto-B-boswelico, en lo sucesivo referido como AACB, muestra la actividad inhibitoria mas pronunciada (Sailer, E.
R., et al., British J. Pharmacology, 117, 615-618, 1996). El AACB actia mediante un Unico mecanismo, en el que se
une a 5-LO de manera dependiente de calcio y reversible y actia como un inhibidor de tipo no-redox y no
competitivo (Sailer, E. R., et al., Eur. J. Biochem., 256, 364-368, 1998).

Se ha sabido que la gomorresina de Boswellia y los acidos boswélicos poseen otras actividades terapéuticas y estan
siendo usados para tratar malestares humanos tales como asma bronquial (Gupta, I., et al., Eur. J. Med. Res., 3(11),
511-514, 1998), colitis ulcerosa (Gupta, I., Parihar, A., et al., Eur. J. Med. Res., 2(1), 37-43, 1997) y leucemia
humana (Yu Sao, Chi-Tang Ho et al., Planta Medica publicada en EEUU, 64, 328-331, 1998). La propiedad
anticarcinogena del extracto alcohdlico de esta resina ha sido descrita por Mukherji, S., et al., (Indian J. Pharma., 32,
48-49, 1970). La actividad inmunomoduladora de los acidos bosweélicos ha sido informada por Sharma et al., en
Phytotherapy Research, (10, 107-112, 1996), publicada en EEUU.

Gupta, 1., et al., Eur. J. Med. Res., (1998) 3: pgs. 511-514, declara en la pagina 512 que la gomorresina de Boswellia
serrata en polvo encapsulada contenia 0,7% de AACB.

Hasan Safayhi et al., Planta Med., 66; (110-113), (2000), declara en la pagina 111 que los extractos etandlicos de
Olibano en granos y goma de Boswellia serrata conte nian 4,5 + 0,1% de AACB y 2,2 + 0,1% de AACB,
respectivamente.

Descripcion de lainvencion

Se ha encontrado que el extracto con disolvente organico de la gomorresina de Boswellia serrata contiene un total
de seis &cidos boswélicos. Estos acidos se muestran en la Fig. 1 y se representan por B1, B2, B3, B4, B5 y B6. La
concentracion de AACB, indicado como B2 en la Fig. 1, asciende sélo al intervalo de 1 hasta 10% en la fraccion
natural de acidos boswélicos.

La presente invencion esta dirigida a enriquecer la concentracion de AACB en la fraccion de acidos boswélicos hasta
una concentracion deseada hasta 100%. Otro objetivo de esta invencion es separar los acidos boswélicos inactivos
0 menos potentes convirtiéndolos en AACB altamente potente. Es posible obtener AACB de alta pureza hasta 100%
mediante el sencillo procedimiento seguido por los inventores.

Una combinacién de reacciones quimicas y separaciones fisicas por métodos cromatograficos alcanza estos
objetivos.

La presente invencion crea el procedimiento de la reivindicacion independiente 1 y el procedimiento de la
reivindicacion independiente 2. Las reivindicaciones dependientes especifican las caracteristicas preferidas pero
opcionales.

La primera etapa en el procedimiento implica la oxidacion de la mezcla de acidos boswélicos a acidos cetol]
boswélicos. Para esta etapa se usa preferiblemente un oxidante usado convencionalmente para oxidacion alilica. La
segunda etapa implica la conversion de los acidos 11-ceto-B-boswélicos obtenidos por oxidacion en acido 3-O-acetil []
11-ceto-B-bosweélico por acetilacion. EI material seco obtenido después de la acetilacion mostré 30-40% de AACB
por analisis por HPLC.

Alternativamente, la primera etapa en el procedimiento implicaba la acetilacion de la mezcla de acidos bosweélicos a
acidos bosweélicos acetilados. Esta etapa de podria ejecutar mediante cualquier agente acetilante tipico como
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anhidrido acético/piridina. La segunda etapa implica la conversion de los acidos boswélicos acetilados en acido 3-O1
acetil-11-ceto-B-boswélico por oxidacion. Los agentes oxidantes tales como didéxido de selenio en un disolvente

apropiado, dicromato sodico AcOH-Acp0, cromato de t-butilo en CCls-AcOH-Ac20, CrOs-piridina, también se
pueden utilizar para llevar a cabo la etapa de oxidacién. El material seco obtenido después de la oxidacion mostrd
30-40% de AACB por analisis por HPLC.

AACB de mayor calidad se obtiene a partir de la mezcla de acetilacion por metodologia cromatografica. En el
procedimiento se pueden usar soportes solidos tales como uno o mas de gel de silice, silice de fase inversa,
alumina, Sephadex y Toyopearl. Las técnicas cromatograficas se seleccionan de columna de gravedad,
cromatografia “flash”, cromatografia de fase inversa, cromatografia liquida de alta presion preparativa y sus
combinaciones. Se usan disolventes tales como acetona, cloroformo, diclorometano, acetato de etilo, hexano y
agua, tanto solos como en combinacion para desarrollar una columna de gravedad o columna “flash” o columna de
media presion.

Esta invencion se refiere a un procedimiento para producir una fraccién enriquecida en AACB en el intervalo de 10%
hasta 100% a partir de un extracto que contiene una mezcla de acidos boswélicos obtenido de gomorresina de las
especies Boswellia, que comprende las etapas de oxidar dicha fraccion que contiene los acidos boswélicos y
posterior acetilacion de dicha fraccion oxidada, seguido por separacién cromatografica para obtener una fraccion
enriquecida en AACB en el intervalo de 30 hasta 100%. Una fraccion enriquecida en AACB en el intervalo de 100}
30% se puede conseguir diluyendo apropiadamente una muestra enriquecida de 40% con un excipiente apropiado o
mezcla natural de acidos boswélicos o controlando el grado de oxidacion limitando el oxidante durante el proceso de
conversion.

Breve descripcion de los dibujos
La Figura 1 muestra los seis acidos bosweélicos presentes en un extracto obtenido de la gomorresina.

La Figura 2 es un diagrama de flujos que muestra el esquema de reaccién que consiste en oxidacion y acetilacion
que dan como resultado AACB de 40,3% después de la conversién de los otros acidos p-bosweélicos en AACB.

Mejor método de llevar a cabo esta invencion
El siguiente ejemplo ilustra uno de los mejores métodos de llevar a cabo el procedimiento segun esta invencion.

Etapa de oxidacién: La mezcla de acidos boswélicos (85%, 20 g) que contiene 2,7% de acido 3-O-acetil-11-ceto-B1
boswélico se disolvié en 1,2 L de dioxano en un matraz de fondo redondo de 2 L. Después se afiadio a la mezcla N[
bromosuccinimida (24 g). Después se afiadié carbonato calcico (20 g) seguido por 0,12 L de agua. La mezcla de
reaccion se agité después a temperatura ambiente. Después de 24 horas, se vertio la mezcla en hielo triturado y se
extrajo con 2 x 300 mL de acetato de etilo. La capa organica combinada se lavo sucesivamente con 200 mL de agua
y 200 mL de salmuera y se seco sobre 50 g de sulfato sodico. El extracto se evapord y se secd bajo vacio para
obtener 18,4 g de una mezcla que contenia 28% de acido 11-ceto-B-bosweélico (B1) y 13,2% de acido 3-O-acetil-11]
ceto-B-boswélico (B2).

Etapa de acetilacion: A una mezcla de acidos ceto-bosweélicos (20 g), obtenida en la etapa de oxidacion, en 20 mL
de dicloroetano, se anadieron 12 mL de cloruro de acetilo y 10 mL de piridina. La mezcla se agité a 60°C durante 3 h
y a temperatura ambiente durante 12 h. La mezcla de reaccién se vertié en hielo triturado y se continu6 la agitacion
durante alrededor de 10 min. El precipitado blando formado se filtré y lavé a fondo con agua destilada y se seco a
50°C en un secador de vacio durante tres horas para obtener una mezcla de acidos bosweélicos como acetatos (20,3
g). El analisis por HPLC mostré que la mezcla contenia 40,3% de acido 3-O-acetil-11-ceto-B-boswélico (AACB).

Enriquecimiento adicional de AACB: 10 g de la mezcla de acido boswélico anterior, que se habia ensayado que
contenia 40,3% de AACB, se sometié a cromatografia “flash” sobre una columna de silice usando 200 mL de
hexano, 200 mL de acetato de etilo al 8%/hexano y 200 mL de acetato de etilo al 12% en hexano como eluyentes.
Se recogieron fracciones cada 20 mL. Las fracciones que contenian AACB se combinaron y evaporaron para
obtener un residuo de 4,0 g que exhibié 80% de AACB por analisis por HPLC.

Enriquecimiento de AACB hasta 100%

El AACB 80% puro obtenido en la etapa previa se sometié a cromatografia repetida sobre gel de silice usando
mezclas de acetona y hexano como eluyentes para obtener AACB de 98 hasta 100%.

Alternativamente, se sometio AACB 80% puro a HPLC preparativa sobre columna de C18 (Phenomenex, Luna, 250
mm x 21,2 mm, 10 Y, Anax 248 nm, 20 mL/min) usando mezclas de acetonitrilo y agua como eluyentes para obtener
AACB de 99-100% (tr 13 min).

El anterior ejemplo describe una realizacion especifica de esta invencion.
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento para producir una fraccion enriquecida hasta 100% de acido 3-O-acetil-11-ceto-3-boswélico a
partir de un extracto que contiene una mezcla de acidos boswélicos obtenido de gomorresina de especies de
Boswellia, que comprende las etapas de oxidar la fraccion que contiene los acidos boswélicos de dicho extracto con
posterior acetilacion de dicha fraccion oxidada seguido por separacion cromatografica para obtener una fraccion
enriquecida en acido 3-O-acetil-11-ceto-B-boswélico en el intervalo de 10 hasta 100%.

2. Un procedimiento para producir una fraccion enriquecida hasta 100% de acido 3-O-acetil-11-ceto-f-boswélico a
partir de un extracto que contiene una mezcla de acidos boswélicos obtenido de gomorresina de especies de
Boswellia, que comprende las etapas de acetilar la fraccion que contiene los acidos boswélicos de dicho extracto
con posterior oxidacion de dicha fraccion acetilada seguido por separacion cromatografica para obtener una fraccion
enriquecida en acido 3-O-acetil-11-ceto-B-boswélico en el intervalo de 10 hasta 100%.

3. El procedimiento segun las reivindicaciones 1 o 2, en el que un extracto en disolvente organico de la resina de
Boswellia serrata que contiene seis acidos boswélicos se somete a oxidacidn, acetilacion y separacion
cromatografica para obtener una fraccién enriquecida en acido 3-O-acetil-11-ceto-B-boswélico.

4. El procedimiento segun las reivindicaciones 1 o 2, en el que dicha oxidacién se lleva a cabo tratando la fraccion
de &cidos boswélicos con N-bromosuccinimida y carbonato célcico en dioxano y agua.

5. El procedimiento segun la reivindicacién 3, en el que dicha mezcla de reaccion se diluye con agua y se extrae con
acetato de etilo; dicho extracto de acetato de etilo se lava, se seca y se evapora para separar el disolvente organico.

6. El procedimiento segun las reivindicaciones 1 a 5, en el que dicha etapa de acetilacion se lleva a cabo tratando
dichos acidos ceto-boswélicos de la etapa de oxidacién en dicloroetano con cloruro de acetilo en presencia de
piridina.

7. El procedimiento segun la reivindicacién 5, en el que dicha mezcla de reaccion se vierte en hielo triturado y el
precipitado blanco obtenido se separa y se seca bajo vacio.

8. El procedimiento segun las reivindicaciones 1 a 7, en el que dicho extracto después de la oxidacion y acetilacion
se somete a cromatografia en columna de gel de silice y se eluye con disolventes organicos tales como acetato de
etilo y hexano o solos o en combinacion.

9. El procedimiento segun la reivindicaciéon 7, en el que la fraccion eluida de dicha columna se seca y se rel]
cromatografia para obtener 98% hasta 100% de acido 3-O-acetil-11-ceto-3-boswélico.

10. El procedimiento segun la reivindicacion 8, en el que dichos soportes soélidos se seleccionan de silice de fase
inversa, alumina, Sephadex y Toyopearl y los disolventes se seleccionan de acetona, cloroformo, diclorometano,
acetato de etilo, hexano y agua o solos o en combinacion para desarrollar una columna de gravedad o columna
“flash” o columna de media presion.

11. El procedimiento segun la reivindicacion 8, en el que dicha fraccion eluida de dicha columna se seca y se
somete a HPLC sobre columna de C18 y se eluye con una mezcla de agua y acetonitrilo o metanol para obtener
acido 3-O-acetil-11-ceto-B-bosweélico mayor que 99% puro.

12. El procedimiento segun las reivindicaciones 1 a 11, en el que los acidos B-bosweélicos en dicha fraccion natural
de &cidos boswélicos tienen diferente proporcion relativa.

13. El procedimiento segun las reivindicaciones 1 a 10, en el que se obtiene una fraccién enriquecida con 30% hasta
100% de acido 3-O-acetil-11-ceto-B-boswélico.
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