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MEMORIA DESCRIPTIVA
que se presents para unir a la solicitud
PATENTE DE INTRODUCCION
fomulade el 33 de Diolembrs de 1983, ocon el N°, 383,832

. en
ESPaARAA
| _ por DIEZ efics
a nombre ds: AKTIEBOLAGET LEO, entidad suecs, establecide
sn: 166, Li_igvinkelsgatan, Hhlaingoorg, Suecia, po:.‘% -
*UN PROCEDIMIENTO DE PREPARACION DE COMPUESTOS CON ACCION .
' ANTI-ENZIMATIOA AUMENTADA®

E1 presente invento tiene por cbjeto,en la medida en
que se hayan de destinar a servir ocmo remedios, sustancias
con poder anti-enzimatioco exaltado frente a la fosfatass -
alcalina y a le hialmn:.daﬂa. Tiene pox objeto 1gud.mente
ia pxeparaoién de tales sustancias,

" 7 Se conocen ya sustancias diversas que ejercen una
a00idn enti-enzimitios de este tiroj otras se han obtenido
dursnte el curso de trabajes de ifvestigacidn que constitue
yen la base del presente'iﬁvonﬁo. m{, por ejemplo, la '
heparins, el 4oido hialurénico sulfonade, la rutina, la

ul-



10

16

30

85

30

-w»sv\'v"’

quercetina, el aoido ssodrbico, la floretina ¥ algunas”“‘
otras sustancias tisnen un efecto antagonista del de la
higluronidasa, mientras que 1a heparina, el 40ido asodzbim
oo, el fosfato de estrona, la floTetina y otras tiensn un
efecte aati»toata.ta,s&oa, partioulmente frente a la fosfe~
tasa aloalina, ' '

" Ahora dien, lg solioitante ha encontrado que, en la
nayorfa 36 los oasos, el efeote anti-hisluroniddsico y el
efecto anti-fosfatdsico estdn relacionados entre sf, Sin em-
bargo, ol efecto de las sustanciae enumeradas arridba y de
las sustanciss andlogas es débil,

Le soliocitante ha encontrado, ademds, que, para un gru
po de sustanoiss que comprende algunas de las sustanclas
mencionadas anteriomente, era posible aumenter oox';aid.éraple-'-
mente el éfeoto anti-enzingtiso por fosforilesidn, Bn la
mayor parte de 1os ocasos, el afecto se ha aumentado aproxi-
nadamente de 100 a 10,000 veces por este fosforiladidn, El
héoho de qus 1a ekaltecidn del poder do ‘los fosfatos ‘orgdme
cos as{ obtenidos, y por otra parte desconocidos hasta ahora,
no es atrivuible a su solubilided mayor en agua, e demues—
tra por 1o siguisnte: las sustanciss fesforilsdes son mds \
eficaces que las que no estén fosforiladas, incluso a oon-
centraciones para 1as cuales las sustancia® no fosforiladas
son solubles on ol agua. o

El invento tiene,’ pues, por objeto, principalmente, pro-
OUrar NUSVOS oompuestos que son fosfatos de una o varias sus-
tancias que tienen oada una por 1o menos un hidroxiloc fends
1300 y que tienen una de lss configuraciones, estrechamente
afines, qtib 8¢ detellerén mds sdslante.

" Tieme igualmente por objeto procurar nuavos productos
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de reaccidn que contienen fdsforo, gque derivan de om

de las sustancias conoocidas especificadas més adelante y
del’ oxiolomo de £dsforo, y son soiubles en el agus o, yor
10 menos, en ies dlcalis dilufdos, T
" Otrc objeto del invento es suministrar un procedimiento
de preparacién de compusstes oon efecto anti-enzimatiod |
exaltado frente a los enzimas oitados arriba; segin eate
procedimiento, s8 disuslve une sustanocis que pertensce al
grupo mencionado arriba en un disolvente capaz de favorecer
la fosforilssidn Por un sgente adecusdo para ssegurarla,
por ejemplo, o1 oxicloruro de fdsforo; se afade el mencio-
nado agente v, si hay lugar, promotores de fosforilecién;
se dejs en reposo le mezols reacolonal hasta que. la fosfo- |
rilacidn he alcanzado el grado deseado y se hidroliza el
producto dé la reaccidn, ' ’

Otzos” objetos v ventajas del imvento se desprenderan
de la desoripsidn que sigue, bien entendido qus no tiené oce
rdoter limitativo, particulammente en lo que se refiere a
1a8 condiciones de reslizadidn y a les proporciones,

Se Bb,‘bienen,"en conjunto, busnod resultados sometiendo
a la fosforilacidn sustancias que poseen por lo menos un
hidroxilo fendlico y respondon a una d6 las fémulap l1a4é
del esquams adjunto., ' ’

En estad férmulas: :

z iepréeem un dtomo de hidrdgeno © wn hidroxilo,

Z,X,U y U’ yepresentan oada uno un hidroxilo, un

grupo aonoxﬁ._ioo o aloohilox{lico o un dtomo 4o hi-

drégeno, a ocondioidn de que una sola de las letras

Z o Y y una sols de las letres Uy U°’ pusda repre-
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V represents un hidroxilo o un grupo a.ciloxﬂioo 0

a:l.cohuoxflico.

Se ve que las fémulas dadas ocorresponden a las de
derivedos ds flavona, flavanona, oslcoona y dihidro-csloona,
respectivemente, En las féimulas 3’y 4, V representa siempre
un hidroxile, o un grupo aciloxflico o alcohiloxflico, de
manera que ias sustancias que responden a estas fémulas
85tdn estrechamente rolanionadga con las sustancigs que res-
ponden & las #rmulas 1y 3; se sabe, en efecto, perfecta-
mente que, tratando ror un acido un derivado de celoona qus
posea un OH en posicidn orto con respecto al dtomo de carbo-
10 dél miclec aremdtioco I unido al grupo cetdnico, se obtie-
ne el derivedo correspondients de flavanona, En soluoign al-
oalina, eata reasoidn pueds inversirse, as{, ouandd se'trﬁ%a.
1a hespersting por un alcali, se obtiens lg 3.3. 4.8’ T
totrahidroxi-@mtoxi-ulcom, y, por tratamiento apido,
transfoma este ‘compuesto en hosperotina..

Por ic qus se ha explicado anterioiments, se comprends-
clarauente también que una de 1gs letras Y,2,U o U "o V -
debe represeatar un hidroxilc, pero, en tanto que la posiocidn
de V debe estai en orto con respecto al &tomo de carbono
unido al grupo oeténiao, 1a posicidn de ¥,%2,0° y U’/ es ar-
bitraria, ‘ '

"Se han ensayado diversos grupos alcox{licos habiendo
dado resultado eatisfactorio, por ejemplo, CH;0 y CgH50,

_ Igualmente, se ha eénssyado un cierto mmero dé grupos aof-

licos diferentes, por ejemplo, el grupo benzoilico ¥ BrUPes

oarbalooxflicos tal ocmo 8l grupo carbobenzex{lico. '
‘asf puss, de acusrdo con el pressnte invento, se obtie-

nen efeotos mti-fos:a’caoioo y anti-hialuronidasioo fuerte=
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mente mmentados con el producto de la fosforilasidn P
derivado dinidrogenado 48 la 4.3/4.6" - tetrahidroxi-caloona,
es decir, de la floretina, Ademds, a fin de mencionar éjem-
ploe particulares de'omﬁtiesto‘a'indicados arrive, se indios~
T4 que se consigue ung exaltasidn muy satisfactoris del po-
der inhibidor con respecto a la fosfatasa alcalina y de la
Bialuronidasa oon los produdtes de la fesforilacién de la
quercetina, de ls naringina, de la hesperetina, de la epige-
nine, de la 4.3/478 ‘=tetrahldroxi=calcona, de la 4.374°-
trihidroxiccaloons, de la 3,3/4)6 ‘~tetrahidroxi-4-metoxi-
oalcona, de la 4.3/ ‘etrihidroxi-3-netoxi-caloons, de la
4~metil-ﬂoretina 7 do ls 3‘-metil-flovetina,

Como ojemplo del efecto que se puede conseguir gracies
al presente:zinvento, se pueds menolonar que la floretinag
ejerce in ¥itro una acoidn inmhididora detectable sobre la

- fosfatasa alosiing a 'la dosis de 0,03 mg, por omd , pero’

16 & d9sis menores, en tanto qus el producto de la £o8fori-
laoién de 1la fioretina es todavia eficaz, en las mismas con-
diciones, a'la dosis de 0,00003 wg. por om3, Con respecto a
1s higluronidasa, la floretina es setiva a la dosis de

0,03 mg. por ud pero no 1o es ya & dosis infericres, en
tanto que el ooiphosto fosforilado inhive el efeoto ensima-
t100 @ la dosis de 0,00003 mg, por am?. A ung dosis de

. 0,003 ng. Por an3; se cbtiene uma inhibioidn total del efeo-

to enzimético. Los otros compuestos preparsbles de acuerdo
oon el iwvento ejercen una ascoién gndlogamente aumentada,
Cuande los compuestos que se han do scmeter a la'féé:o-
rilaoién no llevan mds que un eolo hidroxilo fendlico libre
(es deoir, que 10s otres, 8l los hay, 88 enousntran bloguea~

dos, por ejemplo, por osnsa ds una alcohilacién o de una
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aoilacidn), se supone qus 108 compuestos fosforizadoa “son
nono-dsteres, Si hay varios hidrexilos 1ibres durante el
ourso ds la fosforilacidn, éste o estos otros hidroxilos

partioipan igualmente en la reccidn, Por otra parte, s

supons quse, en muchos 0asos, se produce ung condensacicn

por combinacidn de un grupo de acide fosfdrico con varios
hidroxilos, Como corroboracidn de est':a nipdtesis, se ha -
comprobado que, en muchos 0asoe, la fosforilacidn efectuads
de acuerdo oon el invento conducfa & productos con moléculs
m4s o menos grands, Suceds: especialmente as{ ouando el com-
puesto que hay qus someter & la fosforilaoién lleva por 1o
menos tres hidroxilos fendlises: astives. Por regla general,
se obtiens el efeoto inmhibidor de acoidn enzimdtica de meaxi-
ma intensidad oon 108 oaupuestos dé fosforilacidn de pesd
molecular mayor. Para uh mismo oompuesto organico y 1oé mis-
mos ‘agentes dé fosfoiilacidn, es posible fomier Froductos
fosforiledos de diversas magnitudes moleculares si se inte-
rruaps ia i'oaoiiién & intervalos, Cuanto més tiempo se deja
proeeguir la, :eaoaion, wes parece que amonta. a1 efocto 10w
hividor frente & 108 enzimas, a condioicn, sin ambargo,

que el products de la fosforilacidn sea:todarfa soluble en
6l agus, en aloali dilufdo o en ambos, No obstante, se puede
1levar la reaccidn haste la fase en que al producto se hace,
no sélamente poco soluble en agua o insoluble, sino que se
hace tambidn insoluble en dlocali dilufdo, Los compuestos £o8-
forilados qus ofrecen interds y ée pusden preparar de souer-
do con el invento son los que son solubles en agua y en alca-
i1 dilufdo, Se pueds iguslments provoocar cambics de magnitud
moledular y'de solubilidad en el agua, en aloali dilufdo, o

en anbos, modificando el disolveante empleado durante la fos- .
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forilacidn o modificando el orden ds mezolado, © bién a.un,
cambiando 1_a cantidad de 108 agentes de fosforilacidn emplea-
da. Se siprim que estas amplitudes de varieciones son provo-
cadas por la diferencie de actividad del hidroxilo en diver—
sas condiciénes,

Nomaluente, los compuestos fosforilados que son objeto
del invento son insolubles en los disolventes organicos ta-

‘les ocomo aloohol, acetona, y éter et{lico, snhidro, aun ouan-

do se presentan excepoiones, como 88 verd por 108 ejémplos
partioulares que se deran mis adelante, Los compuestos obte-
nidos oontienen eproximadamenté de 6 a 12 % de fdeforo.
~ Guendo se han obtenido productos de fosforilacidn ds
moldculs dmasiado grands, se pueden frmentu- Por hidrolie

8is para foma:c "productos solubles.

"En'los ejemplos gque siguen, se han detominade los efec-
t0s anti-ensimgtiocos sobre la fosfatesa aloalina midiendo la
acoidn de un’ prepazado de fo8fatsha de riadn sobre fosfato de
fenilo y de ébd.ib 'en presencia de las sustanciss consideradas.
Para determinar los efectos inhibidores freénts a ls hislufo-
nidass, se observa la acoidn de estas sustancias sobre la
higluronidasa por un método visoosimotrioo. '
EJEMPLO 1

Se .iusue_lvon 1,4 partes de floretina en 10 partes de
piridina snhidra., A una tewperatura de =10 a -15°, se aflade
lentamente uns soluocidn de 0,8 partes de oxicloruro ds fdsfo-
70 en 5 partes de piriding anhidrs, Al oabo de § a 10 minu-
tos a la temperatura de -10'a «18°%, la mézola de reaccidn co-
mienza & pénéiéé turbie y viscosa, Después ds otro minuto,
se hidroliza ocon hielo finamente machacado oon 1o oual se
obtiens uns solucidn lfmrida que contiens un produoto bruto

T Y 833
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de fosforilasién de floretins. Este Producto puado"ﬁ“;
carse de diversas manerss:

&) Se goiduls la soluoidn que contiene el producto bru-
to de fosforilacidn con doido olorhfdrico, oon io oual pre-
cipita un acelte, Se separa el aceite de la fase aocudss y
se lava oon scetona y oon Ster, Se disuslve el residuo en .
una soiucidn acuosa de bicarbonato sédice y, sobre la solu-
oion cbtenida, se anade aoido olorhfdrico, con 10 oual re-
sulta un products sdlide. .

) 88 evepors én veofo ls aoluoién cotentda por la
hidrélisis y que dontiens ol producto bruto de fosforila-
oidn, despuds de 1o oual se eiimina ia mayor parte de ia
piriding por tratamiemto con dcido clornfdrico dilufde, E1
residuo sami-sdiido se frata con una soluocidn acuosa satura-
da de bloarbonato 8ddice, oon io cual se disusive el adido
poli~floretina~-£osrdricd, La soiucién obtenida se extras con
étex, luego eé afiade doido clorhfdrico dilufde, lo cual pro-
vooa la precipitasidn ds un producto semisdlido, Se trata
gaté primero con acetona, luego con éter y se obtiene asf |
un prodﬁotﬁ'séiidé. o o

" El produsto sdlido que se obtiens, bien sea por la
purifiocecidn a, o bien por la purificacién b, es un polifoe-
Zato de floretina , sustancia incolora que se disuelve £d-
oilmente sn las soluoiones aduesas de bicarbonato y bastante
bien en‘aéiia,’;'es insoluble en etanol anhidro, acetona anhiw
dra y €tér anhidro. Ejerce una ecoidn netaments inhividora
so‘ozo la hialuronid.au ¥ 1a Zosfatasa alcalina a oonoentra-
ciones de 0,00003 mg. ‘por om3 o '
EIRNPLD 3, ) '

Se d.:lsuelven 0,7 partes de 4.2 4.6 -tetrahid.roxi-

- . 283632
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caloons en § partes de piridinag anhidra. Se enfrfs la solu-
cidn a'una temperatura de -10 & <15° y'se afiade léntamente
uha s6luoidn 48 0,4 partés de oxioloruro de £¢eforo én 5
partes de piridina anhidra, Al osbo de 5 minutos, a la teu-
pératura 48 -10 a'=15°", comiensa a enturbiarse la soiucién
7, 10 minufos wds tarde, se Zoma un precipitado Fojo-pardo,
Se hidroliza le mezola de reacoidn con hielo finsmente ma~
chaoado, 16 cual da una solucidn que contiens un producto
bruté de fosforiladidn ds 1a 4,3°.4°,6 °-tetranidréxi-calcona.
Este ‘producto brute pusde purificarse de diversas manerss:
a) 8e afiade {oido clorhfdrico para acidular la solucién
y entonces precipita in aceite, Se separa el aceite de la
fase acusa y se lava oon adetons y éter. El residuo ge di-
suelve en una solucidn scudsa de dicarbonato sddice y se
efiade doido clorhfdrioo sobre la solucidn asf obtenida. De

oste modo resulta un producto sdlido,

b) Se evapora la sclucidn en vasfo, después de lo oual
8e sop'an; 13 mayor parte de la piridins por tratamiento oon
doido clorhfdrico dailufdo, El residuo semi-s=6lids se trata
don una s6lucidn’ achosa satureda ds bloarbonato addice, oon
1o ocual se disuelve un polifosfato de 4.2 °,4°.8 -tetrahidro-

‘xi-calcona. La solucién cbtenida se extras con éter y des-

puds se afiade doido. clornfdrice diiufdo, lo oual provioe 1a
ire'cipitébiéi de un produoto semisdlido, Se trata dste pri-
mergnenté con acetons 7 luego -oon 5tor obtoniéndoso asf un
Producte sdiide, I

" £l productc 241ido obtenido, bien sea por la purifics-
o1én 4 o blen por 1a parificacidn b es un doido Polifosfato
de 4,3, 4.6 -tetrahidroxi-caloona, sustancia anaranjsds
que e8 Soluble en 61 agua y on 1as soluciones acupsss 4o

283732
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vicarbonato y es insoluble en etancl anhidro, 508 bonts an=
hidra ¥ €ter anhidro, Ejerce una acoidn netamente inhibido-
ra sobre la hialuroaidass y la fosfatasa aloglina s Gonoene
traciones de o,oooos mz. ‘por m3 ' '
EJEMPLO 3. ~ "

Se disuelven '1,5 vartes de hesperitina en 10 partes de
piridina anhidra, A una temperatura de -10 a -159, se aflen
de lentamente una solucidn de 0,8 partes de oxiolorure de
2ésforp en 5 partes ds piridina anhidra, Al cebo de 5-10°
minutos & la tamperatura de ~10 e «15°, 1a mezola de reas-
01én domienza a pomerse turbia y visooss, Un mimito después
se 1a hidroliza con hielo finamente maohacedo; se obtiens
entonces una solucidn 1fmplda que contiene un producto ‘oruto
de fosforilacién de hesperitina, Este produoto “bruto puede
puriﬁca.rao ‘40 diversas manerss,

) Se scidulg la solucidn ssdiendo doido olornfdrico,
con 16 ousl precipits un sceite, Se separa sl aceite de 1s
fass aocuosa ‘y‘ ge 1e lava con acetons y dter, Se disuelve el
residuo en solucidn acudsa de bioarbonato sddioe y ee aflade
461do olornfdridd, 16 cusl da un produsto sdlido,- '

‘b) Be evapora ia solucién od'vé,gfo, ‘después de 1o cual -
se retira la mayor parte de la piridina por tratamiento con
d01d6 clorhfarios dilufde, Se trata sl residuo sémi-sdifdo
60n una solucion acuosa saturada deé bioarbonate y entonces
se disuelve el poli-fosfato de hesperetina. Se extras la
80luoidn as{ obtenida con éter, luago se aiads a0ido 0lor-
nfdrico dilufdo a 1a fase acuosa, como consecusncia de 1o
cual p:i:eci'pita'ﬁa bﬁodﬁoﬁo'sem;sﬂido Se le trata priﬁia
ramente oon acatona., luego con éter Yy se obtiene entonces

283“*32
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El produoto sdlido que resulta, bien sea por la punﬁ...
cacién &, o bien por la purificacidn b, es un poli-fosfato
de hesperetina, Es una sustancia incolora que 68 disuwelve
fdciimente én 'las soluciones aoioses de bHioazbonato, 8 Pooo
soluble en agua, Y €8 insoluble en etanol anhidro, acetona
anhidi;é y éter anhidro, Ejerce une a06idh netamente innibi-
dora sobre la hialuronidaﬂa y la fosfabasa aldaline a oon-
centraciones de 0,001 mg. por m3 ‘ oo

EJEMPLO 4,

‘Se disuslven 1,3 partes de 4.3°.4 -trihidroxi.caloons
on 10 Partes ds piriding enhidra, A una temperaturs de w10
a ~15°, se aiade lentaménte una solucidn ds 0,8 parte de
oxioloruro db'fésforo'qn 5 partes de piridina anhidras., Al
cabo de 5 minutos s -10°, 1la solucidén oomienza a enturbiar-
se, Al csbo de 5«10 mini':.tosfmés; se forma un residuo rojo-
pardo, Sé hidroliza entonces la mezola dé Teaccién con hielo
?inmmente mashacado, Se evapora en vasfo la solucidn asf.
obtenida y 86 elimina del residuo la mayor parte de la piri-
dine tratdndole oon £0ido olorhfdrico diiufdo, Se trata el
residuo semi-sdlide con ﬁnﬁ.' soluocion acuosa Saturada de biw
carbonato 80dico y se extras la solucidn ss{ dbtenida con
dter, Se afiade doido clorhfdrice dilufdo & la fase acuosa,
lo oual precipita ui produdto semisadiide qué 86 trate pri-
meramente con acetona y lusgo con éter, Se obtiene asf un
produoto s6ilds. Es un poli-fosfato de 4.2°.4 “frinidroxi-
caloona, de un color rojo-pardo, soluble en agus, miy solus
ble en las soluciones acuosas de bicarbonato e insoluble en
etencl anhidre, soetona anhidra y éter anhidro, Ejerce una
accidn netamente inhibidora sobre la hialuronidasa y la
foe!s.tasa aloaling a dosis de 0,0005 mg. por aa®

. »
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EJEMPLO S,

Se disuslven 1,5 partes de quesrcetina en 10 partesrde
piridina anhidra. A una tempsraturs de-10'a -15°, se afiede
lentaments uha solucida ds 0,8 partes de oxisioruro dé £¢5-
070 en 5 partes de’jhridine ;naiaz.'. Dispiids'de 18 ntmutos
zg & euturbiarse y_, 5 minntos nas tarde, se forma un Precie
pitado pardo-guerillento, Se hidrolizg entonces il mezola
de reaseidén con hielo finamente machadado, lo ocual da una
solucidn, Se pueds preoipitar el poli-fosfato de quercetina
afigdiendo doido olorhfdrice ailufdo a la solucidn acuosa,
§in embargo, 8 preferivle el método que sigue,

Be evapore en vacfo lg solucidn obtenidas poi' hidrdli-
sis y s6 traba el residuo con doids clorhfdrico dilufds, de
obtiene wn poive’ amarillo que ée disuaive en sosa cdustioa
d1lufda, Se extras la soilucidn variss veces oon e"co't vy, &
continuacion, se precipita con 401dd olorhfdrico dilufdo,
EL producte as{ obtenido és un poli-fosfato de quercetina,
sustancia marilla que se disheive fdoilmente en lss solu-
ciones asucsas’ 48 ‘viosxbonato y bestante bien en agua, pero
que &8 insolible”en efancl sinidre, acetona salildrs y Ste:
anhidro, Ejerce une acoidn netsments imhibidora sobre la’
hialuronidasa y la’ fosf.a.taaa. a.ioalina & concentraciones de
0,001 mg. por an31 B B
EJBIPLO 6, )

8e disuelven 3,7% partes de floretina en 30 partes de
piridineg anhidra. A -ﬁ10°, se aitade lentsmente una solucién
de 0,8 partes de oxialomo 'de fdsforo én 10 partes de pin..
dina anhidza. Al csbo de unaa dos horss, ls soluocidn comien~
za & enturbisrse v, 15 minutos nmds tndo, se forma un pro-
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cipitado viscoso, A ocontinuacidn, se nidroliza la mezole, de '
reaccion con hiélo finamente machaocsdo, Se evapora la aolu-
cidn obtenida en vaofo, y se trata é1 aceite que dqueda con
doido clorhfdrico diiufdo, Se obtiens a continuacidn uns
Bustancia 8dlida, incolora, que se separa por filtrasidn y
eo séca. Se elinmina de is Sustancis sdiida ia floretina que
no ha reaccionado y que pueds quedar tratando primero com
aoetona y luegd con éter. El residuo es un poli-fosfato de
floretina que se disuelve racilmente en agus y 6n las solu~
ciones 46 bloarbonato, pero que es imscluble en etanol an-
hidrd, acetona anhidra y éter anhidre, Ejerce una accidn’
netamente inhibidors scbre la hisluronidasa y la fosfatasa
aloalina a concentraciones de 0,00008 mg. por au:’ L
ETEMPLO 7, '

Se disuelven 3,74 partes de floretina en 30 partes de
quinolefna anbidra, A -i0°, se aade lentamente una soluoién
de 0,8 pattés de oxiclomro de fosforo en 5 partes ds qui-
nolefna anhidra. 5¢ amients poco & pooo la temperatura 4o
1a mezola do reéaccidn hasta 30° y se mantiens as{ durante
dos horas, A oontinuacidn, se enfrias séta mesola & -i0° ¥
se le afiade lentamente una solucidn ds 1,6 partés.ide’ oxi-
olorurd ds £dsforo en 5 partes de quinolefna anhidra. Luege,
se awsenta otza ved la temperatura de la mezola de reacoion
v sé la mantiens a 30°, hasta que comlenza a haderse semi-
sélida. Eato 1léva sproximadamente una bora.

" Be entrfa la mézola nuevamente a -10° y se la hidroli-
za oon hielo finamente machadado: de este modo se obtiene
una solucidn, Se alosliniza esta eolucidn hasta un PH do

11 afiadiendo una seluoidn de sesa cmstioa dilufda, despuds

. e . . BN - . .« -
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con uns mezcla de aodtona y de éter (1:3). A 1a fase aoucw
sa se afiade a continuacidn aeide olorhfdrioce éu'.lufdd, 10
oual da i preoipiiads parde alare. EL prodicte’ sb{ cbbéni-
do es un poli-fosfato ds floretina, solubie en lés aicaits
souosos diiufdos, poso solible en egua y en el bicarbenato
20u080 . insslible en etgrol anhidro, scetons enhidre y
dter anhidro,. El producto ejerce una adeidn netaméente in-
hibidora sobre ia hialuronidasa y la fosfatasa alcaling a
concentraciones ds 0,00001 mg., poz a3, T
Se disuslve ung parte do naringenina en 10 partes de
riridina anhidra, A =10°, ‘se afiade lentamente una soluoidn
de 0,5 paites dé oxioloruro dé fdeforo en 5 partes de piri-
dins enhidra, Al cabo de media hore, la solucidn comienza
a az’xt{ﬁrbi*‘a:s'd. 5 mimitos despuds, se hidroliza 1ls mezolg’
de ‘reaccidn don hislo finamente machacado y 8é obtiene asf
ung solucidn, La Bolucién se evapora entonces en vasfs,

despuds de lo oual se eiiming la mayor parte dé la piridina

- por tratamiento oon acido ociorhfdarico aiiufdo, 'Se trata el

residué eemi-sdlido con una soluocidn aouosa saturads dé
bioarbonate s4disco, con lo cual se disueiveé el poiifosfato

_ de naringenina. Se extras oon éter la soluoidn obtenida,

despude de 1o oual se adede ecido olérnfdrico dilufdo & la
fase souosa, precip2tandd un producto semi-sdlido, Se le
trate primero con acetons y despuds oon dtex. Se cbtiens
aaf un producto sdiido que es un poli-fosfato do naringe-
nina. Es Una sustancis inoolora, bien soluble en el bicar-
bonato aocuoso, POGo soluble en agua @ insolubls an etanol
anhidro, acetona anhidra y éter anhidre. Ejerce una acocidn
izetﬁneix‘ae'iﬁhibidéija' sobze la hialuronidesa y la fosfatass

w. 283332
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e.loa.u.na & ooncentracionss de o,oo:L mg. por om3

"  EIBIPLO'S,

Se disuelve 1,1 partes de 3,3°,4°,6 '-tetrahidroxi-4-

metoxi-caloona en 10 partes de piridins anhidra, A -10°,

se afiade léntamente una solucidh de 0,6 Partes de oxioclo-
ruré de fosforo en 5 partes de piridina anhidra. Al osbe’

" -de 5 minutos mas, a -10°, la soluocidn comienza a enturbiars
. 86, Pasados 10 minutos, se forme un precipitado pardo-roji-

- 20, 8¢ hidroiiza entonces la mesola de readcidn o6n hiele

finanente machacado obtenidndose una soludidn, Se svapora:

~ on vacfo 'y se elimina la mayor parte de la piridina don

soido olorhfdrice diiufdo, El residuo esta ahora sémisdlide
¥ contiene un poli-fosfato 48 3.3°.4°.6°.-~tetrahidroxi-4w

. metoxi-oalcona que se disvelve en ung soluoidn’ acuosa sati~

rads de bicarbonato sédico, Se extras 1a solucidn obtenida
con dter y, sobre lg fase acucsa, 86 aflade dotdo olornfdri-
oo dilufdo; se provocs asf la precipitecidn de un producto
sent-sdlido, Se 1e trata con éter, 1o dual da un producto
8611do, en este caso, un poli-fosfato de 3,3°.4°.8°-tetra~
hidroxi-dmstoxi-caloons, Se trata de una sustancia pardoe
rojiza, ‘bien soluble en fﬁicar’ooziaﬁc.;v acuoso, soluble en el
aguas @ 1nbolubis eh ‘etancl annidro, acetona anhidrs y éter
anhidro, Ejerce una acotéh netamente inhibidéra sobre la
hia.lu*onide.sa y 1a'fosfatasa alcalina o concentraciones ‘de
o,oooosmg.po:cns A T
EJEMPLO 10,

' Se disuelve 1 parte de 4.2°.4 ‘strihidroxi-3.metoxi-

calcona en 10 partes de piriding anhidra. A -10°, se afiade

<

. lentaménte una solucidn de 0,8 Paites dé oxicloruro ds fds=
" foro en 5 partes de piridina anhidra, Al cebo de 5 minutes

- s
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8 =10°, la solucidn cemienza a enturbiarss, Pasados 10 miti
toé'm&,'ée fome un preaipitéd:o pa::d"o-'-rojizo.' Se hidroliza
entonces la mezcla de reacoidn con hielo finemente machasa~
do y se obiiens as{ una solucion. Se evapora dsta en vecfo,

despuds ds 1o cual se sspara la mayor parte de la piridina

- por tratamiente con acido olorhfdrice aiiufde, Tl residue’

&6 shora'semisélido y contisne un poii-fosfato de 4,3°.4°-
trinidroxi-3-metoxi-calcona, Se le disueive por fr.alﬁam_iénfo'
con una Soluoidn aouosa saturada de bicsrbonato sddido. Se
extrae la solucidn obtenida ocon éter y se afiade entonces
§0146 clornfdrice dilufdo & la faee acuosa. Précipita un
producto semi-sdiido, Se 16 trabta primero con acetona, des
pués con éter, obteniéndose as{ un producto sélido que es

wn poli-fosfato de 4.3°.4 -trinidroxi-3.metoxi-calcona. Se )

trate de una sustancis 7oja, soluble en agua, muy solible
en ol bicarbonato acuogo @ insoluble en etanol anhidro, ace-
tona a.nhidro.:y‘e"kei anhidro, Ejerce una acoidn netamente
inhibidora sobre 1a hialuronidassa y la fosfatasa aloalina
a concentraciones de 00005 mg, por amd, o
EIEMPLO 11, | ' a

Se disuelve una parte de 3 ‘-metil-fioretina en 10
partes ds piridina amhidra. A -10°, se afiade lentamente

- ina solucida de 0,6 partes de oxicloruro ds foeforo en §

partes de plridina anhidra, A 108 15 minutos, & -10°, se
foms unyprecipitadé oristaline de oloruro de piridinio,
36 sleva Poo6 & pocé la temperatura a 30° y se mantiene
as{ ‘aurante 15 minutos, Por este procediniento, la solucidn
se enturbia y efpredipitéd.dse ‘transforms en un grumo vis-
0080, Se hidrolizs entonces la mezcla de reaccidn oon hie-

w. 283332
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lucidn 1fmpida; 61 precipitado voluminoso se disueie poao
a podo, Se evapora entonces la solucidn en vacfo y se trata
81 residup con soido clorhfdrico dilufdo, Se obtiene as{ wna
sustancig incolora. Se la separa del 1{quide y se la disusle
ve en bidarbonato acuoso, Se extras la goiﬁbio'n verias veces
con 61:5: v luego sé afiads soido olorhfdrico, Precipita um
produoto incolore, Esté producto es un poli-fosfato dé 2°-
metil-floretina, soluble en bicerbonato acucso e insolubls
en etancl anhidre, acetona anhidrs y éter anhidro, Ejerce
ung acoion netamente inhividora scdbre la hi’al\’arohidasg 7 la
fosfatasa alcalina a concentraciones de 0,00005 mg, por

S,

EJEMPLO 13,

Se disuelve una parte de 4-metil-floretins en 10 partes
de piriding snhidra, A =10°, se afiade lentamente una solucidn
de 0,6 partes de oxioloruro de Eré@t'oz'-o'. en 5 partes de piridi-
na anhidra, Al oabo de 15 minutos a -10°, se fomma un preci-
pitado oristaline de cloruro ds piridinio, Se eleva Foco a
pooo ia temperatura a 20° y se mantiens as{ durante 15 minu-
tos. Por este proocedimiento, la Solucidn Ba enturbia y 61
precipitado 36 transforma en ur grumo viscoso, Se hidroliza
1a mezola 48 reacdion con hielo finamente machacado, No se’
bbtiihe' ms'aiatmm {ma saiaoaan'lfmpmg ol 'prfcéapitaao

soh_:.cicn en vacfo y lusgo se trata el residuo’ oon $0ido alor-

- nfdried dilufdo, Se cbtiens asf una sustancia incolora. 86’

la separe del ifquids y se 1a disiélve en biserbonato dilif-
4. 90 eitrad la solioidn cbienids oon dter, varias veces,
y se le anads doido clorhfdrico, I"recipifa, un producto inco-
loro. Este produoto es un poli-fosfa.to de Metil-ﬂoretina,

- 'J;qu3®
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soluble en bicarbonato aouoso 6 insoluble en etanol ARRYAIGS
acetons anhidra y éter anhidro, Ejerce una acoidn netamente

. 1nh1b1dora sobre la hialuron.idasa. y la fosfatasa alcalina a

concentrsciones de 0,00005 mg. ‘por cm3
EJEMPLO i3,

'Se disuelven 1,5 partes de 3°,4°.6 ‘=tribenzoil-floretins
on 10 partes de piridina anhidra. A -10°, se afade lenta~

mente una soluoidn de una parte de oxiolorure de fdsforo en

 10 partes de piriding anhidra, Durante varias horas, se man-

tiené 1a esolucidn a la temperatura ambiente; a continuacién

sé 1a enfria y se ia hidroliza con hielo finemente machacado,

' Se avapora entonces en vasfo y se trata el residuc con doide

olozhfarice ddilufdo. Por este procedimiento, se obtiens una’

‘sustadcia incbloia que'se disuslve en bioarbonsto sdido

aouodo, Se extrae la solucidn obtenida con dtex y ee le afiale
doido olornfdrioe, Se forma un precipitade, El producto asf
obtenido es un poli-fosfato de 3°,4°.6 -tribenzoil-4utlore-
tina, eustancia incolore, soluble en bicarbonato acuoso,
etanol y acetona, pero insoiuble en dter, Tratando esta sus-
tancia oon dloalis dilufdos, se cbtiens un fosfato de é-flo-
retina que Se pueds aislar en forma ds sal de bario graciss
a Su gran solubilidad en el agua. La sustancia ejerce una
acoidn netamente inhididora sobre ls hialuronidasa y la fos-
fatasa aloalina a concentracionss ds, aproximadameénte, ‘6,01
ng. ‘por . . . . -
EJEMPLO 14,

Se disuslven 1,5 partes de 4-hidroxi-3°.4°.6 ‘-$riben-
zoil-oxi-oaloona en 10 partes de 'ﬁﬁdiﬁb, anhidra, Se afiade
lentamsnte, a -109, ina solucidn de una parte de oxiclorure
de fdsforo en 10 pa,ztes de’ piridina anhidra. Se mantiene ia

. - N ;v :l "r . 2
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A,

mezola a la temperaturs amblente durante varias horas; a

continuacidn, se la enfrfa y se la hidroliza con hisle fine~
mente mé.chaaédo. Se evapora la solucidn en vacfo y 8e trata
el reaiduo'cén'éoido cierh{drioo dilufdo, Por este procedi-~
miento, sé cbtiene uns sustancia incolors que se disuelve en

bicarbonato sddico acuoso. Se extras la solucidn obtenida

" con dter y se afiade deido olorhfdrico, con 1o cual se fomma

un precipitado, El producto es un poli-fosfato dé 3°.4°,6°-
$ribenzoil-oxi-4-caloona, Sustancia incolora, soiubls en
bicarbonate mcuoso, pero insoliuble en dter. Despuds de
haver tratado esta sustanois con aloalis dilufdos, se ob-
tiene un fosfato de 3°.4°.6 - trinidroxi-s-caloons. Las so-
lucicnes acuwoses de este compuesto son de color maranja.
Gracias a su solubilidad tsn elevada, se afsla la sustanoia,
de preferencia bajo foma de sal, por ejemplo la sal de
berio, Ejerce una accidn netamente inhibidora scbre la’
hi‘alur'onidaaa; y 1a rosfatasa aloalina a concentraciones,

de aproximédamente, 0,01 mg, por amd,

-NBOT A=

Los puntos de invencidn propis, no nueva, Pero 1o’
establecida, practicada, ni dilvulgeda en Espafia que se pre-
sentan para que sean objeto de esta Soiicitud de Patents
de Iﬁtrbduéc}éﬁ por DIEZ afics, son log siguientes:

1,~ Un procedimiento de’ br'eiaa'zlwién de compuestos
con acoidn anti-enzimitios aummentada frente a la fosfatasa
alcalina y a la hialuronidesa, segun el ougl 6 disuelive |
una sustancie que tiene por 1o menos un hidroxilo fendlico

. 283732
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que responds g ung de las férmulas 1 a 4 adjuntas (teniendo

las letras la’ significaoion siguiente: X designa un atomo de
hidrdgeno y un hidroxile, %,Y,U’ y U’’ designan cada una un’
nidroxile, un grupo aciloxfiico o aloohiloxflico o un atemo
db nidrégano, con la'resérva ds que uhe sola de las letras
Z 6 ¥ y wia'sola 6 las letias U’y U'" pusde representar
hidrdgeno y V désigna un hidroxilo o un grupo aciloxflico o
aloohiloxflico) en un discivente anhidro y capaz de fijar el
aoido” ciorhfdrico, ee afiade oxicléruro de fdsforo, se deja
ia mezola en réposo a baja temperatura © 'Aa,ima.' temperatura
que va hasta la ambienté Se vierté la mezola de reacoidn én
a.gua y 8o afsia el producto de la hidrdlisis as{ obtenido,
L B Un procedimionto ds prepa.raoion de oompuestos oon
acoidn anti-enzimitica ammentada., '
Tal y como 86 he déscrito en la Memoria que anteceds,
Y con 108 fines que se han especificado, -
' Esta Mamoria consta de veinte hojas esoritas a mdquing

Por una 8ola cara.

8 MAR. 1983

Madrid,

AJ‘.-A&@
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