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MIMORIA DESCRIPTIVA
que ae presenta para unir a la solicitud 

* dé
P A T E N T E  DE I N T R O D U C C I O N  

formulada el 83 de Diciembre de 1968, oon el N̂ .385.638

a nombre de: AETIEBOLÁCET LEO, entidad sueoa, eatdblecida
én: 166, Léñgvinkelsgat an, Îsingborg, Suecia, po%$
"UN PROCEDIMIENTO DE REPARACION DE COMPUESTOS CON ACCION 

ANTI-ENZIMATIOA AUMENTADA"

El presente invento tiene por objeto,en la medida en 
que ae hayan de destinar a servir cano remedios, sustancias 
con poder ántilenzimatico exaltado frente a la fosfatase

ia preparación de tales sustánoias.
Sé conocen ya sustancias diversas que sjarean una 

acción anti-enzimátioa da sata tipo; otras se han obtenido 
durante el curso de trabajos de investigación qús constitu­
yen la base del presente invento. ASÍ, por ejemplo, la 
heparina, el ácido hialurónico éulfoñado, la rutina, ia

en
E S P A Ñ A  
por DIEZ aRoa

aicaíina y a la hiélúrónidaSá. Tiene por objeto igualmente
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quercetina, el ácido aacárbioo, la floretina y algunaâ "̂"* 
otrae austanoiaé tienen un efecto antagonista dei de le 
hiaíuronidésa, mientras que la hepariña, el ácido asco ib i- 
oo, el fosfato de eatroné, la floretina y otrae tienen un 
efecto antî foafatáeico, part ioúlaimente frente a la ioafal­
tase alcalina.

Ahora bien, la eolicitante ha encontrado que, en la 
mayoría dé loe oaaoa, el efecto anti-hialuronidáeico y el 
efecto antî foefatáeico eetán relacionados entre sí, Sin em- 
bargo, el efecto de lae austanciae enmaradas arriba y de 
lae euetanciae análogas ee dábil.

La eolicitante ha encontrado, además, que, para un gru­
po de éuatanoiae que comprende algunas de las sustancias 
mencionadas añteriormenté, era poeible aumentar coneidérable- 
mantó al efecto anti-enzimátióo por fosforilación. En la 
mayor parte de loe caéoe, él efecto ee há aumentado apróxi- 
madamante de 10Ó a 10.000 veces per esta fosforilación. Él 
hecho de que ía exaltación del poder de loe fosfatos orgánîir
eos asícbtenidos, y por otra parte desconocidos hasta ahora, 
nó ee atribuible a su solubilidad mayor én agua, ee démúes- 
tra por lo siguiente: lea sustaaoiaS fosforilades son más 
efioaoee que laa qué no están fosforiladaa, incluso a con­
centraciones para lee cuales las austanoiaé no fosforiladae 
son solubles én el agua.

El invento tiene, pues, por objeto, principalmente, pro­
curar nuevos compuestos que son fosfatos de una o varias sus­
tancias que tienen cada una por lo ménos un hidroxiio fenó- 
lioo y que tienen una de las configuraciones, estrechamente 
afines, que sé detallarán más adelanté.

Tiene igualmente per objeto procurar nuevos produotos



de reacción que contienen fósforo, que derivan de caRR una 
de las sustancias conocidas especificadas más adelanté y 
dél oxiolorúro de fósforo, y aoñ solubles en ai agua o, por 
lo menos, en ios álcalis diluidos.

Otro objeto dél inventó es sministrar un procedimiento 
de preparación de compuestos con efecto anti-enzimático 
exaltado frente á los enzimas oitados arriba; según este 
procedimiento, sé disuelva úna sustancia qué pertenece al 
grupo menolonado arriba en un disolvente capas de favorecer 
la fosforilación por un agente adecuado para asegurarla, 
por ejemplo, el oxidoruro de fóeíoro; se añade el mención 
nado agente y, si hay lugar, promotores ds fosforilación; 
se deja en repoeo la mezcla reaccional hasta que la fosfo­
rilación ha ¿íoanzado el grado deseado y se hidroiiza el 
producto dé iá reacción.

Otros objetos y ventajas del invento se deaprenderán 
de la descripción que sigue, bien entendido que ño tiene ca­
rácter limitativo, particularmente en lo que se rsfiére a 
láe condiciones de realización y a la* proporciones.

8e Obtienen, en conjuntó, buenos resultados sometiendo 
a la fosforilación sustanoiaé que poseen por lo menos un 
hidroxilo fenólioo y responden a uña da lée fórmulas 1 a 4 
del esquema adjunto.

En estas fórmulas:
1 representa un átomo de hidrógeno o un hidroxilo, 
Z,Y,Ú* y u" representan cada uno un hidroxilo, un 
grupo aoiloxílioo o aloohiloxflico o un átomo de hi­
drógeno, a condición de que una sola de las letras 
Z e Y y uña sola de las letras U* y U** pueda repre­
sentar el hidrógeno, y
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Y representa un hidroxilo o un grupo aciloxilico o 
alcohiloxilico.
Sé ve qué ias fámulas dadas corresponden a las de 

derivados de flavoaa, flavanona, oaloona y dihidro-oaloona, 
respeotivsmenté. En las flámulas 3 y 4, V representa siempre 
un hidroxilo, o un grupo aolloxflico o aloohiloxílico, de 
manera que las sustancias que responden a estas fórmulas 
están estrechamente relacionadas con las sustancias que res­
ponden a las fórmulas 1 y 8; se sabe, en efecto, perfecta?- 
mente que, tratando por un ácido un derivado de oaloona que 
posea un OH en posición orto oon reapeoto al átomo de carbo­
no del núcleo aromático I unido al grupo cétónico, se obtie­
ne el derivado correspondiente de flaránona. En eolucipn al­
calina, eétá reacción puede invertirse. Así, cuando se trata 
la heéperetina por un álcali, se obtiene la 3.3/ 4.5 - 
tétrahidréxi-ásáétoxi-sélcona, y, por tratamiento ácido, se
transfórma oste oompuesté en hesperetina.

Por io que se ha exidioado anteriormente, se comprende 
claramenté también que uña dé las letras Y,Z/U* o u" o V 
debe representar un hidroxilo, pero, eñ tanto que la posición 
de V debe estar en orto con respecto si átomo de carbono 
unido al grupo oetónioó, la posición de Y,Z,Ú' y u" es ar­
bitraria.

Se han ensayado diversos grupos alcoxflicos habiendo 
dado resultado satisfactorio, por ejemplo, CHgO y CgH50. 
Igualmente, se ha ensayado un cierto número dé grupos acf- 
licos diferentes, por ejemplo, el grupo benzoilioo y grupos 
oarbalcoxflicos tal ocmo el grupo oarbóbenzoxíllco.

Asi pues, de acuerdo con ei presente invento, se obtie­
nen efeotóa anti-fósfatásico y anti-hialuronidásioo fuerte-

- 4
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manta amantado# con el producto da 1a, fosforilación dal ^  
derivado dihidrogsñado dé la 4.3̂ 4 Jg' - tstrahidroxi-céicona, 
ea decir, da la fioretina. Adamas, a fin da mencionar ájam­
pios particulares de compuestos indicados arriba, se indicar 
rá que se ooáeigue una exaltación m^ satisfactoria del po­
der inhibidor con respecto a la fosf atasa alcalina y de la 
hialuronidasa oon loe productos de la fosforilación de la 
qusrcstina, de la naringina, de la hesperetina, da la apiga- 
nina, de ía 4.3̂ 4̂ 8 ̂-tetrahidroxi-calcóna, de la 4.3̂ 4̂ - 
trihidroxi-calcona, de la 3.3̂ 4̂ g ̂-tetrahidroxi-4-metoxi- 
oalcona, de la 4.3 J4 *-trÍhidroxi-3-metoxl-oalcona, de la 
4-̂ netií-floretina y de la 3 '-metií-floretina.

Como ejemplo del efecto que se puede conseguir gracias 
al preaenteeinveñto, se puede mencionar que la floretiña 
ejerce in vitro una acoión inhibidora deteotéble sobre la 
fosfatase alcalina a la dosis de 0,03 mg. por cm3 , pero 
no a dosis menores, eñ tanto qué si produotó de la fosfori­
lación ds la fioretina es todavía eficaz, en las miañas con­
diciones, a la dosis de 0,00003 mg. por cm3. cón respecto a 
la hialuroáidáea, ía fioretina es activa a la dosis de 
Ó,03 mg. por cm3 pero n¿ lo es ya a dosis inferiores, en 
tanto que el compuesto fosf orilado inhibo si sfsoto enzimá- 
tico a la dosis de 0,00003 mg. por om3. A una dosis ds
0,003 mg. por cm3, as obtiene uña inhibición total del efso­
to enzimatioo. Los otros compuestos preparadles de acuerdo 
oon el iwsnto ejercen una acción análogamente aumentada.

Cuando los oompuestoé qua sa han de someter a la fosfo­
rilación no llevan más que un solo hidroxilo fenóiioo libra 
(es deoir, qué los otros, si los hay, se enouentran bloquea­
dos, por ajampió, por causa da una aloohilaoión o da una

283632- 5 -
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aoilación), ee supone que loa compuestos foaforilados Ison 
mono-wateres. Si hay varios hidroxilos libres durante el 
ourao de la fosforilación, este o estos otros hidroxilos 
participan igualmente en la reoción. Por otra parteé se 
supone que, en muchos casos, se produce una condensación 
por combinación de un grupo de ácido foafórioo con varioe 
hidroxilos. Como corroboración de esta hipótesis, se ha 
comprobado que, en muchos casos, la fosforilación efectuada 
de acuerdo con si invento oónduoia a productos con molécula 
más o menos grande. Suceda especialmente así cuando el com­
puesto que hay que someter a la fosforilación lleva por lo 
menos tres hidroxilos fenólioos activos. Por regla general, 
se obtiene el efecto inhibidor de acción enzlmátiéa de máxi­
ma intensidad con lóe compuestos dé fosforilación de pesó 
molecular mayor. Para un mismo compuesto orgánico y loé mis­
mos agentes dé fosforilación, es posible formar productos 
foefóriladcs da diversas magáitudéá moiéoulares ái se inte­
rrumpe íá reacción a intervalos. Cuanto máé tiempo se deja 
proseguir la reacción, más paraca que aumenta el efecto in­
hibidor frente á loe enzimas, a condioión, sin embargo, de 
que eí prodüoto de la fosforilación sea.ítodaa?ia soiubis eñ 
el agua, en álcali diluido o sn ambos. No obstante, sé puede 
llevar la reacoión hasta ía fase sn que al producto se hace, 
no solamente poco soluble én agua o insolubíe, sino qus se 
hace también insoluble en álcali diluido. los oompuestoa fos- 
forilados que ofrecen interés y sa pueden preparar de acuer­
do con el invento eon loa qus son solubles en agua y en álca­
li diluido. Se puede igualmente provocar cambios ds magnitud 
molecular y de solubilidad en el agua, en álcali diluidô  o 
en ambos, modificando el disolvente empleado durante la fos-



§
forilación o modificando el orden de mezclado, o bien aun, 
cambiando la cantidad dé loa agentes de fosforilación emplear 
da. Se supone que estas amplitudes de variaciones son provo­
cadas por i& diferencia de actividad del hidroxilo en diver-

del invento son ineolúbles en loe disolventes orgánicos tar 
les como aloohol, acetona, y eter etiiíco, anhidro, aun cuan­
do se presentan excepciones, como ea verá por loe ejemplos 

10 particulares que se darsm más adelante. Los compuestos obte­
nidos contienen aproximadamente de 6 a 12 % da fósforo.

Cuando sé han Obtenido productos de fosforilación de 
molécula demasiado grande, aé pueden fragmentar pór hidróli­
sis para formarproductos solubles.

15 Én los ejemplos que siguen, es han deteaninado les efec­
tos anti-énzimaticoe sobre la fósfatasa alcalina midiendo la 
acción de un preparado de fosfatase de riáóñ soîre fosfato de 
feniío y de sodio en presencia de las sustancias consideradas. 
Para determinar ios efsotos inhibidoras frente a la hialuro- 

20 nidasa, sa observa la acoión de estas sustancias sobre la 
hiaíuronidasa por un método viscosimstrico.
Ejsm.0 i ,

Se disuelven 1,4 partes ds flore tina en 10 partes de 
piridiaa enhidra. A una temperatura de -10 a -15*>, se añade 

25 lentamente una solución de Ó,8 partes da oxiolóruro de fósfo­
ro en 5 partes de piridina anhidra. Ai oabo dé 5 a 10 minu­
tos a la temperatura de -io a -=*15̂, la mezcla de reacción co­
mienza á ponerse turbia y visoosa. Después ds otro minuto, 
se hidróliza con hielo finamente machacado con lo cual se 

30 obtiene una soiuoiÓn límpida que oontiene un producto bruto

? 5 aas condiciones.#

Normalmente, los oempuestos fosforilados que son objeto

7 -



de fosforilación de floretina. Este producto pueds'púrifi- 
oaree de diversas manera#:

a) Se acidula ía solución que contiene el producto bru­
to de fosforilación óon acido clorhídrico, con ío cual pre- 

" 5 cipita ún aceite. Se separa él aceite de la fase acuosa y 
^ se lava con acetona y con áter. Se disuelve ei residuo en

una solución acuosa ds bicarbonato sódico y, sobro la solu­
ción obtenida, sé añade ácido olorhidricó, con lo cuál re­
sulta un producto sólido.....................

10 b) Sé evapora éñ vacio la solúoi& obtenida por la
hidrólisis y qué contiene el producto bruto dé foéforila- 
cíón, después de ió cual se elimina ía mayor parte de la 
piridina por tratamiento con acido clorhídrico diluido. El 
residuo eámi-sóíido ee trata con úna solución acuosa saturé­

is da de. bioérbonato eódioo, con ío cual se disuelve el ácido 
póli-flórétiñarfóefóricó. La séíuciwi Obtenida ee extrae con 
eter, luego se añade ácido clorhídrico diluido, lo cual pro­
voca la precipitación dé ún prcductc smaisólido. Se trata 
esté primero con acetona,, luego con eter y se Obtiene asi 

SO un producto solidó.
El producto sólido que se obtiene, bien sea por la 

purificación a, o bien por la purificación b, es ún polifoe- 
fato de floretina , sustancia incolora que se disuelve fá­
cilmente én las áoluolonéa acuosas ds bioaibÓnato y bastante 

35 bien en agua; ss iñaolúble én stand anhidro, acetona ahbî- 
dra y star anhidro.. Ejerce úna acción netaménté inhibidora 
sobre ía hiélúronidaea y la fóefataca alcalina á ooñoentrá- 
oionés deó,Ó00Ó3 mg. por óm̂ .
ÉÍÉMK.0 3.

Se disuelven 0,7 partes de 4.3*.4*.6*-tetrahidróxi-30



s

calcona en 6 partee de piridiná anhidra. Se enfría la solu­
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oiga a una temperatura de -10 á ̂ 5^ y ee ¿Hade léntáaeñte

parteé de piridiná anhidra. Al oábó de 5 minutos, a la tw- 
pératura de -Í0a-Í5^ , cómiénzá á enturbiarse lasoiución 
y, ÍO minutosmáé tarde, se íoaná un precipitado rojo-pardo. 
Se hidrolizá la mazóla de reacción con hiéle finamente ma- 
ohaoédo, íó cuál da úna solución qué contiene ún producto 
bruto de fosforilación dé la 4.2 '.4 ".6 '-tetraMdrÓKi-oalcona. 
Este p̂roducto bruto puede purificarse de diversas maneras:

a) 3e añade ácido clorhídrico para acidular la solución 
y entonces precipita ún aceite. Se separa el aceite de la 
fase acuosa y se lava con acetona y ótér. El residuo se di­
suelve eñ úna solución acuosa de bioaibonaté sódioo y ee 
añade ácido clorhídrico sobre la solución así obtenida. De 
éste modo resulta un producto sólido.

b) Se evapora la solución en vacío, después de lo cual 
se separa la mayor parte de la piridiná por tratamiento cóú 
ácido clorhídrico diluido. El residuo éemi-sÓlidó ee trata 
con una solución acuosa saturada de bicarbonato sódioo, oón 
ló cual sé disúélvé ún poíifosfáto da4.3 '.4 *.6 '-tetrahidro- 
xi-calcona. La solución obtenida se extrae con óter y dee- 
púós se añade ácido clorhídrico diluido, lo cual provoca ia 
precipitación de uñ preduóto aémisólidó. Sé trata esté pri­
meramente con acetona y luego con áter Obténióndóeé así uñ 
producto sólido.

El producto sólido obtenido, bien sea por la purifioar 
ción ¿ o bien por la purificación b ee un ácido poíifosfáto 
de 4.3Í 4 \6 ̂-tetrahidroxi-caloona, sustancia anaranj ada 
que eé eolúble en el agua y én las solucionee acuosas dé

uñé eóluoión da 0,4 partes de óxicloruro dé fósforo én 5



Bicarbonato y es insoldble en otanol anhidro, acetona *an̂ 
hidra y éter anhidro. Ejerce una acción netamente inhibido­
ra sobre lá hialuroñidaea y la fosfatase alcalina a cóncen- 
tracionee de Ó,Ó00Ó5 mg. por cm̂ .
BJÉMPÍ.0 3. "

Se disuelven 1,5 partee de hesperitina en 10 partee de 
piridina anhidra. A una temperatura de -10 a -15̂ , se aña­
de ientámente uña solución da Ó,6 partee de oxicloruro de 
fósforo en 5 partes de piridina anhidra. Al cabo de 5-10 
minutos a la temperatura dé -ló á -15̂ , la mezcla de reac­
ción comienza a ponerse turbia y viscosa. minuto después 
se la hidroÜzá con hielo finamente machacado; se obtiene 
entonces uñé. solución láapid& que contiene un producto bruto 
de fosforilación de hesperitina. Bate produoto bruto puede 
purificarse de divéreaa maneras.

a) Se "acidula la solución añadiendo acido clorhídrico, 
con ló cual preoipita un aceite. Se aspará el aceite de la 
face áouoáá y se ie lava con acetona y ótér. Se disuelve el 
residuo én solución acuosa de bicarbonato sódico y se añada 
ácido clorhídrico, ló cúai da un producto solido.

b) Se avapora ia eolúción en váoío, después de lo cual 
aa retira la mayor párta de ia piridina por tratamiento con 
ácido clorhídrico diluido. Se trátá él réeiduo eémi-aóíidó 
con una solución acuosa saturada dé bicarbonato y entonces 
ee disuelve ei poli-fosfato dé hespsretina. Se extrae la 
solución asi obtenida ooñ eter, luégo aa añade ácido clor­
hídrico diluido a ia fase acuosa, como consecuencia de lo 
cual precipita un producto semi-sólido. Se la trata prime­
ramente con acetona, luego con éter y se obtiene entonces 
un producto sólido.

10 -



El producto sólido que resulta, bien sea por la purifi-
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caoión ¿  o bien por la purificación b, es un poli-fosfato 
dé hespe retina,. Es uná súetanoiá incolora que sé disuelve 
fÓciíménte én las soluciones acuosas de bicarbonato, es poco 
soluble en aguáj y és insolubie an etanol anhidro, acetona 
anhidra y eéer anhidro. Ejeroé una acción netamente inhibi­
dora eóbre la hialúronidasá y la fosf atasa alcalina a cón- 
centraqiones de Ó,001 mg. por cm̂ .
EJEMPLO 4........

Se disuelven 1,3 partee de 4.3 '.4 ̂trihidroxi-oalcona 
en 10 partee de piridiñá anhidra. A una temperatura de -1Ó 
a **15̂, se añade lentamente una soluoión da 0,8 parte de 
oxicloruro dé fósforo en 5 partes de piridina anhidra. Al 
cabo de 5 minutos a -10̂ , la soluoión comienza a enturbiar­
se. Al cabo de M Ó  minutos más, se forma un residuo rojo- 
pardo. se hidroliza entonces ia mezcla dé reacción oon hielo 
finamente machacado. Se evapora en vacio la solución asi 
obtenida y sé elimina del residuo la mayor parte de lá piri- 
dina tratándole con acidó olorhidrico diluido. Se trata el 
residuo sémi-sólido con una soluoión acuosa saturada dé bi­
carbonato sódico y sa extras ía solución asi Obtenida con 
eter. Se añade acido clorhídrico diluido a la fase acuosa, 
le cual precipita un producto aémi-sóíido qué sé trata pri- 
méraiénté con acetona y luego con ótér. Se obtiene ¿sí un 
producto sólido. Es ún poli-fosfato de 4.2 \ 4 ̂trihidroxi- 
ó alconâ  dé un color rojo-pardô , soluble en agua, muy solu­
ble en las soluciones acuosas de bicarbonato e insoluble en 
etanol anhidro, acetona anhidra y éter anhidro. Ejéroe una 
acción netamente inhibidora sobre la hialuronidasa y la 
fosf atasa alcalina a dosis de 0,0005 mg. por cm̂ .

- 11
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EJEMPLO 3. -
Se diauelven 1,5 partea de quercetina en 10 partear-de 

piridiña anhidra. Á una temperatura de-ÍO a -15̂ , áe añade 
lentamente uña éoluoióñ da ó̂ 8 partea dé oxicioruro de foa- 
foro en 5 partea de piridiña anhidra. Deapüea de 15 minutoe 
a la temperatura da *4.0*a',-Í5̂, la mazóla de re¿oói3n comien­
za a entúrbiaraé y, 5 miñutóa maa tarde, ae forma un preci­
pitado pardo-amarillento. Se hidrolíza entonoea la mazóla 
de reacción con hielo finamente machacado, lo cual da uñé 
aoluoión. Se puede precipitar el pdi-f oaf ato de quercetina 
añadiendo óoido clorhídrico diluido a la aoluoión aouoaa.
Sin embargo, eá preferible el mótodo qué aigue.

Se evapora en recio la aoluoión obtenida por hldróli- 
aia y ae trata el residuo oon ácido ciorhidrioo diluido. Se 
obtiene un polvo amarillo que áe disuelve en aoaa óáuatioa 
diluida. Se "extrae la ablución variae**vacea oon atar y, a 
continuación, ee precipita oón acidó clorhídrico diluido.
¿i producto ¿ai obtenido éa un poli-foeiato de quaróetiñá, 
sustancia amarilla qúá áe diaúaivé fácilmente en laa aolú- 
oionea éóuóáéa dé bioaafbónato y báatánta bien en â ua, pero 
que éa inaolñble en ataMl anhidro, ácatoná anhidra y eter 
anhidro. Éj orcé "uña aooión netamente inhibidora sobre la 
hiaíurónidaaa y la fóefatasa aloalina a concentraciones de 
0,ÓÓ1 mĝ  por cm̂ í 
EJEMPLOS/ *'

Se disuelven 3,74 partee de floretina en 30 partee de 
piridiña anhidra. A *ÍQO, ae añade lentamente una aoluoión 
dé 0,8 partee dé oxicioruro dé fósforo án 10 partea da piri- 
dina anhidra. Al cabo de unaa doa horaa, la aoluoión comien­
za a enturbiarse y, 15 minutoa más tarde, ae forma un pre-

- 13



oipitado viscoso. & continuación, se hidroliza la mezcla de 
reacción con hielo fiñaménté machacado. Se evapora la solu­
ción Obtenida én vaoio, y se trata él aceite que queda con 
acido clorhídrico diluido, se Obtiene a continuación úna 

J 5 sustáncia. sólida, incolora, qué sé separa por filtración y 
 ̂ se seca. Se elimina dé ía sustanoia sólida ía floretina qus

no ha reaccionado y que puede quedar tratando primero con 
acetona y luego con aterí El reeiduo es uñ poli-fosfato de 
floretina que ee disuelve fácilmente en agua y en las solú- 

10 cienes dé bioaa&onato, pero qué ee inaolúblé en etanol an­
hidra, acetona anhidra y eter anhidro. Ejerce una aooíón 
netamente inhibidora sobre la hialurónidasa y la fosfatada 
alcalina a conoentracicnes dé 0,00006 mg. por cm̂ .
EJEMPLO 7.

15 Se dieualven 3,74 partee da floretina en 30 partee de
quinoléfna anhidra. A -ÍÓ̂ , ee añade lentamente uña solución 
de 0,8 partes de óxieleruro dé fósforo en 5 partes de qui- 
noleina anhidra. Sé aumenté poco a poco la temperatura de 
lá mezcla dé réaocióá hasta 30̂  y eé mántiené asi durante 

30 des horas. A continuación, sé enfria esta mezcla a -ióo y 
sé le añade lentamente úna solución da 1,6 partéŝ de oxi- 
cleruró de fosforo en 5 partee de quinoíef na anhidra. Luego, 
ee aumenta otra'veS la temperatura de ía mezcla de reacción 
y ee la mantiene a 3ÓP, ha¿t a que comiéñza a háoarae semi- 

35 sólida. Esto lleva aproximadamente una hora.
Se enfria la mezcla nuevamente a -10̂  y es la hidroli­

za con hielo finamente machacado: de asta modo sé obtiene 
una aolucióá. 8s alcaíiniza esta solución hasta un pH de 
11 añadiendo una soluoión da sosa cáustica diluida, deepuáe 

30 dé io cual ée elimina la quinóle inapor extraed^ repetida
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oon una mazóla do acdtona y do otar (1:3). A la fase aouô  
sá aa añado a continuación ácido olorhídrioo diluido, lo 
oúal dá ún praoipitadó pardo claro. El producto aái Obteni­
do áa ún polilfóáfato do floratina, aólúbia án lós áíoaiié 
aouoaoa diluidos, poco oolúbla an agua y áñ al bicarbonato 
ácuoaó a ínaólóble en etañol anhidro, acetona anhidra y 
atar anhidro. El producto ajorca una acción ñatamente la* 
hibidóra scbra i a hiaiúrónidas a y la fosf atasa alcalina a 
concentraciones da Ó,000Ó1 mg. por 

EJEMPLO 8.
Se disuelve una parta da naringanina an lo partas de 

piridina anhidra. A **ÍÓ°, so añado lentamente una solución 
de 0,6 partas do oxióioruro dá fosforo án 5 partas dá piri­
dina anhidra. Al cabo da mádia hora, ia solución comienza 
a añtúrbiarse. 5 minutos deepúee, se hidroiiza la mezcla 
de reacción con hielo finamente machacado y aá obtiene asi 
uña solución. La solución sá evapora eñtóncas añ váóió, 
despuaá dá ió oúal áe elimina lá mayor parte de la piridina 
por tratamiáñto óon ácido ólórhidríoó diluido. So trata ál 
residuo sámi-sÓlido coñ úna solúoion acuosa saturada dé 
bicarbonato sódico, cón lo cuál se disusivs ai poiifoafato 
dá ñaringeñina. So extrae con atar la aoiuoión óbtánida, 
dáspúás de ío cual se añade ácido cíórhidricó diluido á la 
íasá aouosa, precipitando ún producto semi-sóíido. Se ía 
trata primero coñ acetona y deapuás oon áter. Se obtiene 
asi ún"producto sólido qúe as úñ poli-fosfató dá u&rioge- 
ñina. Es úna sustancia inóolora, biáñ soluble an ai bicar­
bonato acuoso, poco soluble en agua a insolúbla en atanol 
anhidro, acetona anhidra y atar anhidro. Ejerce una acción 
netamente inhibidora sobra la hialuronídasa y la fóaf atasa



4  -9
„ aloalina a concentraciones da 0,0(3, mg. por on̂ .

EJEMPLO 9.
Se disuelve 1,1 partes de 3.8 \4 \6 ̂-tetrahidroxi-4- 

metoxi-calcona en 1Ó partes dé piridina anhidra. A -ÍÔ ,
5 se añade ient amenté una eolucióñ de 0,6 partes de oxiclo- 

 ̂ ruré de fosforo ea 5 partes de piridiaa anhidra. Al oaho
de 5 minutos mas, a -10̂ , la sclución comienza a enturbiar-̂  
sé. Pasados 1Ó minutos, se forma ua precipitado pardo-roji­
zo. Sé hidroíiza entonces la mezcla de reaooión coa hieio 

10 finamente machacado obteniéndose úna solución. Se evapora: 
en vacío y se elimina la mayor parte de la piridina con 
acidé clorhídrico diiufdo. El residuo esta ahora sémisolido 
y contiene un poli-fosfato dé 3.3 *.4 *.6'.-tetrahidroxi-4̂  
metoxi-calcona qué sé disuelve en una solución acuosa satú- 

15 rada de bicarbonato sódico. Se extras la solución obtenida 
con éter y, sobré la fase acuosa, se aááde éoido clorhídri­
co diluido; se provoca asi la precipitación de un producto 
semi-sólidó. Se le trata con éter, lo cual da un producto 
sólido, en este caso, uá poli-fosfató de 3.3\4\6̂ -tetrá- 

80 hÍdroxi-4̂ metoxi-caícona. Se trata de una sustancia pardo- 
rojiza, bien sélubié en bicarbonato acuoso, soluble éñ el 
agua é insolUbié en etanol anhidro, acetona anhidra y éter 
anhidro. Ejércé una acción netamente inhibidora eobre la 
hiaíurónldasá y ia'fééfátasa alcalina a ccúcéntracicneé de 

35 0,ÓÓ005 mĝ  por é¿3,
EJEMPLO 10."

Se disuelve 1 parte da 4.2 *.4 ̂trihidroxi-3 m̂etoxi- 
calcona en 10 parteé de piridina anhidra. A -10̂ , se añade 
lentamente úna solución dé Ó,6 parteé dé oxicíoruro de fós- 

30 foro en 5 partes de piridina ahhidra. Al cabo de 5 minutos

15
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a "10°, la aoluoión comienza a enturbiarse. Pasados Yó^inú- 
tcs más, se forma un precipitado pardo-rojizo. Se hidroliza 
entonces la mezcla de reacción ooú hielo finamente machaca­
do y se obtiene asé una solución. Se evapora esta en vacio, 
después de lo cuál se separa la mayor parte de lá piridina 
por tratamiéúto con acidó oíorhidrico diluido. Éí residuo 
és ahora sémisolido y contiene un poii-foefato dé 4.s\4- 
trihidróxi-3̂ mét¿xí-oaíconaJ Se la disuelve por tratamiento 
con úna solución acuosa saturada da bicarbonato sódico. Se 
extrae la solución obtenida con éter y se añade entonces 
ácido clorhídrico diluido a la fase acuosa* Precipita un 
producto semi-éoiido. Sa lé trata primero con acetona, des­
pués con éter, obteniéndose asi ún producto sólido que es 
un poli-fosfato de 4.8^4 ̂-trihidroxi-3̂ aetoxi-caícona. se 
trata de úna sustancia roja, solublé en agua, muy eolúble 
en eí bicarbonato acuoso e insolubie en etañol anhidro, ace­
tona anhidra y eter anhidro. Ejerce una acción netamente 
inhibidora ¿Obre la hialurónidasa y la fosf ataca alcalina 
a concentraciones de 0,0005 mg. por ¿¿3.
EJEMPLO 11.

Se disuelve una parte de â metil-floretina en 10
partes de piridina anhidra. A "10°, sé añade lentamente
úna solución de 0,6 parteé de oxicloruro de fosforo en 5
Partee de piridina anhidra. Á los 15 minutos, a-1Ó°, se
forma unjprécipitédé cristalino de cloruro de piridiñio.

..............  ........................  -.Se eleva poco a pooo la temperatura a 30̂  y ae mantiene
aai durante ÍS minutos. Per seta procedimiento, ia solución 
se enturbia y el precipitado se transforma en un grumo vis­
coso. Se hidroliza entonces la mezcla de reacción con hie­
lo finamente machacado. No se forma inmediatamente una éo-

15 <*
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lución límpida; el precipítalo voluminoao se disuelve poco 
a, pooo. Se evapora entonces la solución en vacío y se trata 
él residuo con ácido clorhídrico diluido. Se obtiene asi una 
sustancia incolora, se la separa deí liquido y se la disuel­
ve eñ bióarboñéto acuoso. Se extrae la solución varias veces 
con éter y luego sé añade ácido oiorhidrico. Precipita un 
producto incoloro. Esté producto és un poli-fosfató dé 3 
metil-floretíña, soluble añ bicarbonato acuoso e insoluble 
en étañóí anhidro, áoetona anhidrayeter anhidro. Ejeroe 
una aooiÓn netamente inhibidora a6bre la hialuroñidaŝ  y la 
fosfatasa alcalina a concentraciones de0,6ÓÓ05 mg. pór
<T..... - - - . - ' ' 'cm̂ .

EJEMPLO 13.
Se disuelve una parte de 4-metil-floretina en 10 partes 

de piridina anhidra. Á se añade lentamente una solución
de 6,6 partes dé oxioloruro de fósforo.en 5 partes de piridi­
na anhidra. Al oabo de 15 minutos a -10̂ , se" forma ̂  preci­
pitado oristaiino de cloruro de piridinio. Se eleva poco a 
poco la temperatura a ¡SÓ** y se mantiene así durante 15 minu­
tos. Pór éste procedimiento, la solución se enturbia y el 
precipitado se transforma én un grumo viscoso. Se hídroliza 
la mezcla dé reaocion con hielo finamente machacado. No se 
obtiene inñédiatamsnte úna solución límpida; ei precipitado 
voluminoso se disuelve poco a poco. Se evapora eñtoñoés ía 
solución én vacio y luego se traté el residuo con ácido ólor- 
hídríoó diluido. Se obtiene asi uña sustancié incolora, sé 
la separa dei liquidó y ¿a lé disuelve eñ bicarbonato dilui­
do. Se extrae ia solución obtenida oon eter, varías veces, 
y se le añade ácido dorhidrioo. Precipita un producto inco­
loro. Éste producto es un poli-fosfato de 4-metil-floretina,

O ^
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soluble en bicarbonato acuoso a ineolUble en etanol anStĉ ó*̂  
acetona anhidra y atar anhidro. Ejerce úna aocion netamente 
inhibidora sobre la hiaiurónidasa 7 la foéfátasa alcalina a 
concentraciones de 0,00005 mg. por oa3.
EJEMPLO Í3.

Se disuelven 1,5 partes de 3*.4*.6-tribenzoil-íloretina 
en 10 partes de piridina anhidra. A -ÍÔ , sé áCade lenta?* 
mente una solución de uña parte de oxioloruro dé fosforó en 
10 partes de piridina anhidra. Durante varias horas, se man­
tiene la solución a ía temperatura ambiente; a continuación 
se lá enfria y se ia hidroíizá con hielo finamente machacado. 
Se evapora entonces en vacío y se trata el residuo con acidó 
clorhídrico diluido. Por este procedimiento, se obtiene una 
sustancia incolora que se disuelve en bicarbonato eodióo 
acuoso. Se extrae la solución obtenida con éter y sé le aBade 
aoido clorhídrico. Se forma un precipitado. El producto así 
obtenido es*un poli-fosfató de 3̂ .4̂ 6̂ tribeñzóil-4̂ floreL 
tina, sustancia incolora, solUbis sn bicarbonato acuoso, 
etañol y acetona, pero ínsoiublé en éter. Tratando esta sus­
tancia con álcalis diluidos, se obtiene un fosfato de 4-flo- 
rétiná que éé puede aislar en forma de sal de bario gracias 
a su gran solubilidad eñ el agua. La sustancia sjaros una 
acción netamente inhibidora sobre la hiaiurónidasa y la fos­
fataba alcalina a concentraciones de, aproximadamente, 0,01 
mg. pór oâ .
EJEMPLO 14.

Se disuelven 1,5 partas de 4-hidroxi-3 '.4 *.S ̂-triben- 
zoil-oxi-caloona sñ 10 partes ds piridina anhidra. Se añade 
lentamente, a -iô , una solución de una parte da oxicloruro 
dé fósforo en ló partes ds piridina anhidra. Ss mantiene la

18



mezcla a la temperatura ambiente durante varias horas; a 
continuación, ae la enfria y ae la hidroliza con hielo fina­
mente machacado. Se evapora la aolución en vacio y se trata 
el residuo con acido ciórhidrioo diluido. Por este procedi- 

6 miento, sé obtiene una sustancia incolera que ee disuelve en 
bicarbonato sódico acuoso. Se extrae la solución obtenida 
con etér y se a#ade acido cíorhidrico, con lo oual se íoima 
un precipitadô  Él produoto es un poli-fósfáto dé 3\4\d^- 
tribeñzoíl-óxi-4̂ calcona, sustancia incolora, soluble en 

10 bicarbonato acuoso, pero insolúble en etér. Después de
haber tratado esta sustancia con álcalis diluidos, se ob­
tiene un fosfato de 3 '.4 '.6trihÍdroxi-4-oaloona. Las so­
luciones acuosas de este compuesto son de color naranja. 
Gracias a su solubilidad tan elevada, se aisla la sustancia, 

15 de preferencia bajo ferma de sal, por ejemplo la sal de 
bario. Ejerce una acción netamente* inhibidora sobre la 
hialuronidasa y ia f osfataaa alcalina á concéntracionés, 
de aproximadamente, O,Oí mg. por

30
- B 0 T A

Loe puntos de invención propia, no nueva, pero no 
establecida, practicada, ni divulgada en Espada que se pre- 

35 sentan para que aean objetó dó esta soiioitúd de Patenté 
de Introducción por DIEZ años, son los siguientes:

1.- Un procedimiento de préparéción de compuestos 
con acción anti-enzimática aumentada frente a la fosfatasa 
alcalina y. á la hialuronidasa, según el oual sé disuelve 
una sustancia que tiene per lo menos un hidroxilo fenólioo30
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que responde a una de laa fámulas 1 a 4 adjuntas (teniendo 
las letras la significación siguiente: X designa un átomo de 
hidrogenó y un hidroxiio, Z,Y,U' y designan cada una un 
hidróxilo, un grupo aoiíoxíiico o alcohiicxílioo o ún átomo 
dé hidrogeno, con la reserva de qué úna sola de las letras 
Z e Y y una sola dé las letras U* y puede representar 
hidrógeno y Y designé, un hidroxilo o un grupo acíloxflico o 
aioohiíoxflioo) én üñ disolvente anhidro y capas de fijar el 
ácido cióñhídricó, ee aSads oxiclóruro de fosforo, se deja 
i a mézoíé, en répóso a baj a temperatura o a una temperatura 
que va hasta la ambienté ée vierte la mesóla de reacción en 
agua y eeaisia él producto dé la hidrólisis así obtenido.

3.̂  Un próosdimisnto ds préparaoión dé compuestos oon 
acción anti-sñzimática aumentada.

Taí y como se ha dóeorito én la Memoria que antecede, 
y oon ios finas que ee han especificado.

Esta Memoria ooneta de veinte hojas escritas a máquina
3̂ 03? U3&& 80<LA CQJCA#

Madrid,

!

A.F.A
30 ̂
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