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MEMORTA DESCRIPTIVA
que se presenta para unir a la solicitud
de
PATENTE DE INVENCION
formulada el 13 de Marzo de 1.967, con el nifmero 337,959
en
ESPAKA
por VEINTE asfios
a nombre de CHEMISCH ~ PHARMAZEUTISCHE FABRIK ADOLF XTINGE
& CO., entidad alemana, establecida en Leonoldstr. 16,
Munich, Replblica Federal Alemana, por:
"UN PROCEDIMIENTO PARA TA PREPARACION DE UNA SAPONINA DE
CASTANA SILVESTRE SOLUBLE EN AGUA"

El invento se refiere a un procedimiento para
la preparacidn de una escina (alfa-escina) soluble en
agua, a partir de partes del arbol de castafla silvestre,
especialmente semillas de castafla silvestre, la cual en
comparacién con la parte de escina (beta-escina) diffcil-
mente soluble en agua de un extracto de castafia silvestre,
muestra solo aproximadamente la mitad de la accidén hemoli
tica.

Hay que indicar que, segin las investigacio-

nes efectuadas hasta ahora, ni la beta-escina ni la alfa-
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-escina parecen ser materiales definidos; segun los cono-
cimientos actuales se trata de mezclas de glicbdsidos con
propiedades fisico-quimicas similares (por ejemplo compor
tamiento de reparto en mezclas de disolvenbtes de dos fa-
ses o sobre adsorbentes).

Se ha encontrado ghora que bajo debterminadas
condiciones se logra una transformacién de la escina difi
cilmente soluble en agua (la forma 4cida de la beba-esci-
na es dificilmente soluble en agua), en la escina fécil-
mente soluble en agua (la forma Acida de la alfa-escina
es facilmente soluble en agua), sin que se verifique en
este caso ninguna saponificacidn considersble a productos
mas pobres en acilo, la cual se verifica, segfin es conoci
do, de manera comparativamente fécil en las saponinas de
castafia silvestre en medio alcalino por saponificacidn,
con separacidén de sus grupos acilo, para obtener el esci-
nol dificilmente soluble, hemoliticamente inactivo.

Segln el invento, a partir de un extracto de
castafla silvestre, por transformacidn de la denominada
beta-escina, que en el extracto de reciente estd en gran
exceso sobre la parte de alfa-escina, se prepara una gran
parte de la alfa-escina valiosa con un IH de aproximada-
mente 1:15.000 a 1:22,000, por ejemplo 1:18.000.

El invento se basa en el conocimiento de que
la beta-escina puede ser transformada en alfa-escina y se
puede evitar una separacién de los grupos acilo o una sa-
ponificacién a escinol - al menos en lo esencial - , dis-
minuyendo la acidez de un extracto acuoso-alcohblico o de

una solucién de beta-escina y regulando o ajustando la

reaccidén de la solucidn por adicibén de sustancias tampdn
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que reaccionan de manera aproximadamente neutra, o de for
ma més sencilla, de medios alcalinos, por ejemplo lejia

de sodio, a un valor de pH de 5,0-7,5, en cualquier caso
superior a 4,5, preferiblemente por encima de 6,0 y por
debajo de 7,0, de manera que el invento propone ajustar
una solucidn que contiene beta-escina a un valor de pH cn
el margen de mis de 4,5 y menos de 7,5, preferiblemente en
el margen de 5-7, especialmente por encima de 6 y por de-
bajo de 7, y dejar reposar dicha solucidn.

Se comprobd que, en un medio aproximadamenﬁe
neutro, la beta-escina se presenta en forma de un anidn,
el cual al almacenar a la temperatura ambiente y mas répi
damente a temperatura mis elevada, preferiblemente en el
margen de 50-1002C, se transforma en alfa-escina, es de-
cir en un producto, el cual une un bajo IH con una alta
actividad farmacoldgica, sin que resulten en este caso ma
yores cantidades de productos de saponificacidén hemoliti-
camente inactivos.

Es conocido, que la beta-escina puede ser
transformada, por trituracidn durante 50 horas en un mor-
tero, en un producto smorfo frente a los rayos X, que en
concentraciones hasta de 2%, permanece disuelto en agua
durante algunas horas. También se describe la incorpora-
c¢idn de 1-3% radicales acetilo, que conducen a una eleva-
¢ibén de la solubilided. Finalmente, es conocids la oblLen-
cibén de alfa-escina a partir de la parte de saponina de
extractos de castafia silvestre susceptible de ser precipi
tada con colesterina.

Mientras que, por una parte, la obbencidn de

alfa-escina pasando por la colesterida de saponina es re-
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lativamente molesta, y por otra parte, la escina tritura-
da hasta tamafio de micras produce solo soluciones inesta-
bles de pequeila concentracidén, una acetilacién conduce ya
a una escina parcialmente modificada sintébticamente.

5 Por el contrario, segin el invenbto, se logra,
de manera sencilla, preparar, a vartir de la escina difi-
cilmente soluble en agua, un producto flcilmente soluble
en agua, que permanece estable en solucidn en asua duran-—
te aflos, pudiéndose esterilizar en calor soluclones acuo-

10 sas al 1-10/ de alfa-escina, sin conducir a una disminv-
¢idn de la actividad hemolitica.

Soluciones de alfa-escina acuosas de alto por
centaje (al 10-20%) tienden después de almacenamientos mis
largos a la formacibén de compuestos de asociacidn que se

15 hacen perceptibles por la formacibén de gelatinas. Un cor-
to calentamiento hasta 50-602C hace desaparecer de nuevo
este fenbmeno, sin que aparezcan precipitaciones.

A causa de estas propiedades fisico-quimicas
favorables, las soluciones de alfa-escina son tan apropia

20 das tanto como preparado para inyeccidn, como para una
utilizacibn oral.

Se ha comprobado, que la parte de escina (alfa
-escina) de por si conocida - identificada por los inven-
tores - que permanece en solucidn, cuando la escina insolu

25 ble en agua (beta-escina) es precipitada por acidificacidn
de la solucibn de extracto - tal como es igualmente cono-
cido - , posee un indice hemolitico (IH) relabivamente pe
queflo, dentro del orden de magnitud de aproximadamente
1:20.000, mientras que, sin embargo, muestra sorprendenﬁg

30 mente una considerable accidn antiedematosa, que se puede
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La actividad hemolitica de las saponinas de
castafia gilvestre es determinada preferiblemente segin
los métodos fotométricos descritos en lo que sigue, que
proporcionan valores exactos y dptimos.

Se mide la extincidn del colorante de la san-
gre que se ha disuelto, estabilizado en forma de cianohemo
globina.

Se compara la concentracibén de la saponina de
ensayo con la de la saponina normalizada (beta-escina,

TH = 1:40.000), que causa la disolucidn de la mitad de
una suspensién al 2% de eritrocitos (obtenida mezclando

1 ml de suspensidn de eritrocitos de carnero al 47 con 1
ml de solucidén de saponina) a un pH 7,2, después de un re
poso de 24 horas a la temperatura ambiente.

Hasta ahora se conducia de obtra manera la ob-
tencibn de la beta-escina considerada especialmente acti-
va, ¥ Se pensaba que lo que de saponinas de castaila sil-
vestre, permancce en el exbtracto, después de precipitar y
separar la beta-escina, o estaba enteramente exento de va
lor (a causa del pequeiio IH) o tenfa poco valor y podia ser
desechado, ya que eran los vestigios de beta-escina no
abarcados o incluidos en la precipitacibén. F1 invento ense
na ahora un camino opuesto, es decir que se debe obtener
la mayor cantidad posible de alfa-escina, mucho mis de la

que estd presente en el extracto reciente de castafias

Seglin una forma de realizacién preferida del
invento se parte de un extracto de castaila silvestre, es-

pecialmente de un exbtracto de castafla silvestre reciente-
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mente preparado de semillas de castafia silvestre recien-
temente cosechadas; subsiguientemente a la extraccidn se
transforma, segin esbta forma de realizacidn del invento,
al extracto en beta-escina, de manera de por si conccida
por ejemplo por adicidn de &cido fuerte o utilizando un
cambiador de cationes, precipiténdose la beba-escina en
su forma &cida.

Esta beta-escina es convertida o transformada
entonces a la forma de su sal, preferiblemente sal aloali'
na, por ejemplo sal de sodio, por ejemplo nor adicidn da
lejia de sodio acuosa, hasta que se alcanza un valor de
PH en el margen de 4,5 a 7,5, especialmente 6,4 a 6,9. Es
ta solucidn es dejada a la temperaturs ambiente o, vrefe-
riblemente, es calentada con lo que por insignificante se
paracién de radicales acilo, el pH puede disminuir hasba
aproximadamente 6, en ausencia de sustancias tampbn, y la
beta-escina se transforma parcialmente o completamente,
en un producto soluble en agua, dependiendo del bLiempo,
temperatura y concentracidn.

Segln otra forma preferida de realizacibn del
invento, después de una parcial transformacidn de la be-
ta-escina, se realiza una separacidn de la parte soluble
en agua por acidificacidn, preferiblemente hasta un pH de
1,5 - 2,0, precipitando la forma 4cida libre, dificilmen-
te soluble en agua, del resto de la beta-escina, se sepa-
ra de la solucidn y puede ser transformada de nuevo en
una solucidn neutra, la cual es transformada entonces de
nuevo por reposo, preferiblemente bajo suave calentamien-
to, en saponina soluble en agua. Esta transformacldén in-

completa de beta-escina en saponina soluble en agua hace
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posible la obbencidn éptima de material farmacoldgicamente
activo.

5i, después de tener lugar la transformacidn
en la saponina soluble en agua, Se sobrepasa mucho el nla

5 zo de conservacidén en el medio de reaccidn, aparece, de-
pendiendo del pH, la temperatura y la concentracidn, la
separacidn ya observada anteriormente de los gruvos acilo,
que conduce a productos hemoliticamente inactivos con pe-~
quefia solubilidad.

10 Se prefiere -~ tal como se indica anberiormen-
te - la transformacidén de toda la beba-escina en alfa-esci
na, es decir la obtencibén de la saponina de casbafla sil~
vestre del extracto, en su tobalidad en forma de alfa-es-
cina.

15 Por encima de la influencia del tiempo, la
temperatura y la concentracidén es especialmente importan-
te el valor de pH de la solucidbn, en la que se realiza la
transformacidén de beta-escina en alfa-escina, inhibiendo

la transformacidn valores de pH por debajo de 4,5, mien-

20 tras que valores de pH por encima de 7,5 conducen a una
répida separacidn.

También es importante, para la velocidad de
la transformacibén y también para la magnitud o grado de
la transformacidén, la temperatura a la que es mantenida

25 la solucidén. Aqui se dieron acciones favorables a Tempera
turas en el margen desde la temperatura ambiente hasta
100eC, nreferiblemente de 50-202C.,

En lugar de precipitar la beta-escina, a par-~
tir de la solucibn de extracto, por acidificacidn o paso

20 a través de un cambiador de cationes, y separar de esta
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manera la beta-escina del extracto, es decir de la alfa-es
cina y de los restantes componentes del extracto, se pue-
de proceder también, segfin otra forma de realizacidn pre-
ferida, dejando el extracto de castafia silvestre reciente
5 mente preparado en la proximidad del punto neutro a la
temperatura ambiente o de manera més corba, a temperatura
elevada, teniendo lugar la transformacién por ejemplo cuan
tltativa en alfa-escina de la parte presente en el extrac
to inicialmente en forma de beta-escina. En 1o que se re-
10 fiere al tiempo, la temperatura, la concentracidn v les
valores de pH, sirven también para esta forma de realiza—
cibén las reglas antes indicadas.
La siguiente tabla muestra la transformacidn
de beta-escina en alfa-escina a un pH de 6,9, dependiendo
15 del tiempo, la temperatura y la concentracién. Como Sus-—
bancia de ensayo se escogld una beta-escina (punto de fu-~
sibn 223-2242C), muy purificada pox miltiple reprecipita—
cidn, que fue convertida en la sal soluble en agua en sus
pensidn acuosa al 15%, despuds de mezclar con lejia de so
20 dio hasta un pH 6,9, Después de la correspondiente trans-
formacidén, se hizo pasar la solucidn a bLravds de una co-
lumna cambiadora de cationes y la solucidn Acida saliente
fue calentada durante 7 minutos hasta 962C, para precipi-
bar la beta-escina todavia presente. La alfa-escina que
25 se encontraba en solucién fue secada en vacio y debermina
da gravimétricamente. La actividad hemolitica de la parte
soluble en agua habia disminuido en todas las cargas apro
ximademente hasta la mitad, con relacién a la escina aifi

cilmente soluble en agua.
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Ejemplo 1
10 g de beta-escina son suspendidos en 50 ml
de agua, son llevados cuidadosamente a pH 6,9 con NaCH
N/10 y la solucidn transparente es dilufda con agua hasha
5 100 ml. La solucidn al 10% de escinato de sodio es calen-
tada durante la noche (14 horas) hasta 902C, después de-
enfriar es mezclada con 100 ml de agua, y es hecha pasar
a través de una columna cambiadora de cationmes (aproximaia
mente 50 ml de cambiador). La solucidn Acida saliente es
10 calentada durante 7 minutos hasta aproximadamente 902C y el
precipitado de beta-escina, que se forma, es separado por
centrifugacidén. Ia solucibén ligeramente turbia es clarifi
cada a través de un filtro prensa, y el filtrado es seca-
do bajo vacio en el evaporador de rotacidn.
15 Rendimiento: 85% de saponina soluble en agua
(alfa-escina) con una actividad hemolitica de aproximada~

mente 1:20.000.

Ejemplo 2
Un extracto recientemente obienido a la tempe
20 ratura ambiente, a partir de castafias secas, con ebtanol o

metanol aproximadamente al 603%, es liberado de alcohol, es
ajustado hasta un residuo de material seco de 10% y es mez
clado culdadosamente con NaOH hasta un pH 6,7. Despuds de
calentar durante 2 horas hasta 962C, ya no se nuede preci-
25 pitar mds escina, por acidificacién hasta PH 2 y un calen-
tamiento hasta 96°C durante 10 minutos adicionales, en con
traposicidn con el extracto no calentade. Ta achtividad he-
molitica del extracto calentado ha disminufdo aproximada-

mente en una cuarta parte.
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Los puntos de invencidn propia y nueva que se
presentan para que sean objebto de esta solicitud de Pasen
te de Invencién en Espafia, por VEINTE afios, son los si-
guientes:

5 1.~ Un procedimiento para la preparacidn de
una saponina de casbafia silvestre soluble en agua, cou ac
tividad hemolitica relativamente mis pequefla, caracteriza-
do, porque la beta-escina diffcilmente soluble en agua en
su forma de 4cido libre es transformada, dejindola repo-

10 sar en solucidn acuosa en el margen de pH de 4,5 a 7.5, a
temperatura relativamente mis baja, por ejemplo la tempe-
ratura ambiente, y preferiblemente a temperatura elevada,
en la forma de escina con bajo Indice de hemblisis (IH)
en el margen de 15.000-22,000, por ejemplo 18,000,

15 2.~ Un procedimiento segin la reivindicacidn
1, caracterizado, porque a partir del extracto de casbaiia
silvestre, preferiblemente un extracto de reciente prepara
¢ibn a partir de semillas frescas, se precipita la beta-
-escina de manera de por si conocida, por ejemplo por aci

20 dificacidén o por paso a través de un cambiador de cabio-
nes, es separada de los restantes materiales componentes
del extracto y es transformada en forma de sal disuelta
con compuestos de reaccidn alcalina, especialmente lejia
de sodio, y es tratada para ser transformada en alfa-esci

25 na.
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3.~ Un procedimiento segln la reivindicacidn
1, caracterizado porque el extracto de castaila silvestre,
preferiblemente una solucidn de exbtracto de reciente pre-
paracidén, es neutralizado sin reposo mids largo, ¥ la be-
ta—escina de la solucidn de extracto es transformada en
alfa~escina.

4.~ Un procedimiento segln las reivindicacin-
nes 1, 2 § 3, caracterizado porque después de la transfor
macidén en alfa-escina, un resto de beta~escina, después
de acidificar o pasar a través de un cambiador de cabio-
nes, es precipitado por calentamiento y es separado.

5.- Un procedinmiento segln las reivindicacio-
nes 1, 2, 3 & 4, caracterizado, porque la transformacidn
se realiza en un margen de pH de 4,5 a 7,5, preferible-
mente un pH de 6,0 a 6,9.

6.~ Un procedimiento segln las reivindicacio-
nes 1, 2, 3, 4 6 5, caracterizado porque la transforma-
cibén mis favorable se realiza en un margen de Semperabu-
ras desde la temperatura ambiente ¢ menos, por ejemplo en
tre 102C y 1002C, preferiblemente de 60-902C.

7.= Un procedimiento para la preparacibn de
una saponina de castafla silvestre soluble en agua.

Tal y como se ha descrito en la Memoria que

antecede y para los fines que se han especificado.
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Esta Memoria consta de trece hojas escritas a

mdquina por una sola cara.
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