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Extracto de la descripcidn. ILos compuestos de

pilosina son recuperados por extraccidn de las hojas de
Jaborandi Microphylous.

Preparados dermatoldgicos que contienen un com—
puesto de pilosina como ingrediente activo y el método de
tratar diversas enfermedades o afecciones de la piel y dle
cuero cabelludo, por aplicacidén a las zonas afectadas de
dicho preparado dermatoldgico.

Iundamento del invento,. La pilosina y la iso-~

pilosina son alcaloides que corresponden a la férmmla:

* X x
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En la férmula anterior, los dtomos de carbono
marcados con un asterisco son asimétricos, y la pilosina
¥y la isopilosine difieren una de otra por estereoisomeria
en uno de estos tres dtomos de carbono activos.

La pilosina y posiblemente la isopilosina, apare-
cen en las hojas de la planta Jaborandi Microphylous en
una centidad total de aproximadamente 0,05% en peso de las
hojas secas. En las hojas naturales, la cantidad de pilo-
sina es predominante con relacidn a la de isopilosina,
pero la isomerizacidn se verifica bajo condiciones alcali-
nas suaves, Las hojas de Jaborandi Microphylous contienen
también los alcaloides pilocarpina e isopilocarpina, que

son conocidos y utilizados en farmaciz.
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Campo del invento. Il campo del invenlo se

refiere a preparados dermatoldgicos, al método de utilizer
los preparados dermatoldgicos para reprimir enfermedades

o afecciones de la piel y del cuero cabelludo, y al método
de recuperar los alcaloides pilosina e isopilosina de las
hojas del ‘TJaborandi Microphylous.

Descripeidn de le técnica anterior. La recupera-

¢idén de pilocerpina e isopilocarpina de las hojas de Jabo-
randi Microphylous por via de extraccidn ha sido descrita
en la bibliografia (véase, por ejemplo, H. Thomas —-

" The Plant Alkeloids"; F. Hamerslag "Technology and Che~
mistry of Alkeloids"; G. Schwyzer—— "Die Fabrikation dexr
Alkaloide"; P. Ilebeau-- "Traite de Pharmacie Chimique", y
R.H.P. Manske y H.L. Holmes "The Alkaloids" Vol. 3, 1953).

Algunos de estos procedimientos conocidos para
la extraccién de pilocarpina e isopilocarpina trabajan bajo
condiciones alealinas, y otros bajo condiciones dcidas, pe-
ro en ninguno de ellos se puede recuperar ni obtener ninguna
cantidad de pilosina o de isopilosina, »or lo gue conoce
el solicitante.

La pilosina y la isopilosina, asi como varias sa-
les de las mismas, son también conocidas y fueron aisladas
vy descritas por Pyman en el JOURNAL OT THE CHEMICAL SOCIETY
101, 2260 (1912) y Leger Rques Compte Rehdus 155, 1008
(1912)., I isopilosina fue descrita con mayor claridad
por Voigtlander Rosenberg Berichte der Deutschen Pharmazeu-
tischen Gesellschaft 292, 579 (1959).

Ia pilosina y la isopilosina estdn caracterizadas
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FITES LN

Pilosina - p. de f£f.  1792C ("<):D al 1% en alcohol = 84¢
Isopilosina - p, de f, 1879C; (%) 2l 1,16% en cloroformo
= 40,29
Sulfato de Isopilosina - p. de f. 194-1952C; @*\) q &
4,45% en H O = 4+ 219,

2
Resumen del invento: Este invento se refiere a

preparagos dermatoldgicos que contienen, como ingrediente
activo, un compuesto de pilosina.

El invento incluye ademds el método de tratar
diversas enfermedades o afecciones de la piel y del cuero
cabelludo aplicando un preparado dermatoldgico, que contie~
ne un compuesto de pilosina como ingrediente activo, a las
zonas afectadas de la piel y del cuero cabelludo.

El invento incluye ademds un nuevo procedimiento
para la recuperacidén de compuestos de pilosina en forma
sustancialmente pura y con altos rendimientos a partir de
las hojas de Jaborandi Microphylous.

Tos términos “"compuestos de pilosina" y "un com~
puesto de pilosina", tal como se utilizan aqui, incluyen
la pilosina propiamente dicha asi como composiclones deri-
vadas o derivados farmacoldgicemente activos de la misma,
incluyendo isopilosina y las sales farmacoldgicamente acti-
vas tanto de pilosina como de isopilosina,

El procedimiento de recuperar compuestos de pilo-
gina desde las hojas de Jaborandi Microphylous implica tres
operaclones bdsicas: (1) la extraccidén desde las hojasvde

Jaborandi Microphylous de sustancialmente todos los alcaloi
des de pilocarpina, isopilocarpina, pilosina e isopilosina
bajo condiciones que aseguran la extraccidn de pilosina y

la posible isopilosina, y para evitar la destruccidn o

342537
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degradacidn de las moléculas de pilosina oisopilosinay

(2) la separacién selecctiva de sustancialmente toda la can
tidad de pilocarpina e isopilocarpina desde el extracto; y
(3) la recuperacién de los compuestos de pilosina desde las
aguas madres, que quedan después de la separacidén de la
pilocarpina e isopilocarpina, en forma sutancialmente pura
¥y con altos rendimientos. Cada una de luos tres cperaciones
bésicas antes bosquejadas implica tambidn operaciones subsi
diarias que son convenientes para obtener una pureza y un
rendimiento dptimos de los compuestos de pilosina.

Ia primera operacidén del procedimiento implica
la extraccidn de sustancizlmente toda la cantidad de los
alcaloides de pilocarvpina, isopilocarpine, pilosina e iso-
pilosina desde las hojas. Las hojas, preferiblemente en
forma triturada y seca, son impregnadas en primer lugar
con una solucién alecalina acuosa, Ia cantidad de solucidn
alcalina acuosa, la concentracidn en dlcalis de la misma,

y el tiempo de esta primera operacidn de impregnacidén debe-
rén ser suficientes para asegurar una impregnacién a fondo
de las hojas, y para que las hojas resulten débilmente al-
calinas con un pH de oproximadamente 7,5 a 8, para permitir
una extiraccidén sustancielmente total de todos los alecaloi-
des desde las mismas. Isto se puede lograr convenientemen-
te impregnando las hojas secas con una solucidn acuosa
aproximaéamente a2l 5% de carbonato de sodio, utilizando
aproximadamente 80% en peso de la solucidén basado en el pe-
80 en seco de las hojas secas de Jaborandi. Bajo estas
condiciones, los objetivos de esta primera operaciédn de

0] +« I
impregnacion se pueden lograr generalmente en ¢l ocurso de

342537
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La utilizacidn de diferentesﬂhateriales alcali~
nos, para lograr el objetivo de hacer débilmente alcalinas
a las hojas, permitird desde luego alteraciones en la con-
centracién de la solucidn alcaline acuose, en el tiempo de
impregnacidn etec. con el fin de llevar a las hojas al esta-
do debilmente alcalino requerido, tal como resultard eviden
te para los técnicos en la materia.

Se deberd utilizar una cantidad suficiente de so-
lucidn alcalina acuosa para asegurar que las hojas estén
completamente impregnadas., Esto se puede lograr convenien
temente utilizando aproximadamente 80% en peso de la solu—
cidén alcaline acuosa, basado en el peso de las hojas secas
de Jaborandi, El tiempo en el que las hojas son impregna-
das puede variar, desde luego, y es conveniente dejar que

les hojas se impregnen en la solucidn alcalina acuosa a
un pH entre aproximadamente 7,5 y 8,0 durante aproximadamen-

-

te 2 horas.

Las hojas impregnadas son extradéds entonces con
un disolvente orgénico no polar capaz de extraer sustancisle
mente todos los alcaloides de pilocarpina, lsopilocarpina,
pilosina e isopllosina, El extracto en disolvente, que con
tiene todos los alcaloides, es separado entonces de las ho-
jas de cualquier manera apropiada, por ejemplo por filtra-
cidn,

El extracto en disolvente no polar, qué contiene
los alcaloides, es entonces extraido de nuevo con una solu-
cidn 4ciGa acuosa diluida haciendo circular al extracto en
disolvente no polar a iravés de la solucidn dcida acuosa
dilufda. Bl disolvente no polar, utilizado en la exiraccidn

original desde las hojas impregnadas con soluciédn alealina

342537
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acuosa, puede ser entonces reciclado para ulterior extrac
cién de hojas impregmadas con solucién alcalina.

Todos los alcaloides extraidos desde las hojas
impregnadas, con el disolvente no polar, estdn contenidos
de esta manera en la solucidn decida acvoss en la forma de
la sal soluble del dcido witilizado para la nueve extrac—
cidn.

Ia solucidn 4cida acuosa que contiene todos los
alcaloides es entonces neutralizade de manera conveniente,
¥y cualiquier cantidad de materizl que no se haya disuelto
ec separada por filtracidn bajo condiciones sustancialmen-
te neutras. El plI de las aguas madres transperentes re-
sultanies es elevado entonces hasta entre aproximadamente
75 ¥y 8 y, tan pronto como es posible después de esto, ge
extrae la solucidén alcalina acuosa de los alcaloides con
un dicolvente no polar, preferiblemente un disolvente clo-
rado tal como dicloroetzno. Esta extraccidn de la solucidn
acuogd alcalina de los alcaloides es repetida conveniente-
mente wn mimerc suficiente de veces con el fin de asegurar
la extraccidén de sustancialmente la totalidad de loe alca-
loides desde la solucidn zcuosa alcalina, dentro del Gisol-
vente no poler o clorado. In esta operacidn son preferi-
bles tres extracciones separadas con el disolvente no po-
lar, y los extractos en disolventes no polar sor combinadose.

Estos extractos combinados en disolvente no polar
son evaporados entonces en vacio a temperaturss por deba-—
Jo de aproximadamente 502C, dejando como residuo las bases
de alcaloide en forma semisdlida.,

Tos alcaloides combinades son disueltos entonces

en una solucién deida diluida y la pilocarpina es separada

342537

25.8,67 - T -



10

15

20

25

30

por cristalizacién o precipitacién desde la wisma, en forma
de la sal del dcido wtilizado para disolver las bases de
alcaloides, Convenientemente, los alcaloides son disuel-
tos en una solucidn orgdnics no polar de un dcido mineral,
tal como deido clorhidrico, en acetona, y la pilocarpina

es cristalizads enfriando la solucidn hasta aproximadamen-—
te 09C, preferiblemente ~102C., Bajo estas condiciones,
sustancialmente toda la pilocarpina se separard por crista-
lizacidn de la solucidn en el espacio de aproximadamente

24 horas, en la forma del clorhidrato de pilocarpina. Des-
vuds de la cristalizacidén del clorhidrato de pilocarpina,
este puede ser separadc de las aguas madres por cualquier
procedimiento convencional. Entonces, el clorhidrato de
pillocarpina puede ser recrigtalizado por procedimientos
convencionales, para producir un producto mds puro.

ILes aguass madres, que quedan después de separar
el clorhidrato de pilocarpina, son evaporadas entonces ba-
jo condiciones adecuadas para evitar la degradacidn de las
moléculas de pilosina o isopilosina, y los clorhidratos
que permanecen o quedan en las aguas madres son converti-
dog en las bases libres por la adicidn de una solucidn al~
calina acuosa para ajustar el pl entre aproximadamente 7,5
y 8,0, Después de ajustur las aguas madres a un pH entre
aproximadamente 7,5 y 8, las aguas madres son extraidas
con un disolvenle no polar tal como dicloroetanc., El ex~
fracto resultante en disolvente no polar es entonces evapo-
rado hasta sequedad en vacio bajo condiciones adecuadas
para evitar la degradacidén del contenido de pilosina e
isopilosina, y el residuo es tratado con una solucidn dilui-

da de dcido mineral y disolvente polar, convenientemente

342537
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una solucidn de acetona y dcido nitrico. Ia solﬁcién de
disolvente polar y dcido es entonces enfriada hasta aproxi-
madamente 02C, preferiblemente - 102C, durante aproximada-
mente 24 horas, lo cual da como resultado la cristalizacidn
desde la misma del contenido de isopilocerpina asi como

de cualquier vestigio remanente de pilocarpina, en la for-
me de los-regpectivos nitratos, ILos nitratos de icoplilo-
carpina y pilocarpine son separados de las aguas madres
por procedimientos convencionales,

Las aguas madres remanentes después de separar
los nitratos de isopilocarping y pilocarpina son concentra-
das entonces de nuevo en vacio bajo condiciones apropiadas
para evitar la degradacién de las moléculas de pilosina e
isopilosina, y el pH de la solucidn es aumentado hasta en-
tre aproximadamente 7,5 y 8,0 por la adicidén de uns solucidn
alcalina acuosa dilufda, preferiblemente al 10%, Ia pilosi-
na, y posiblemente la isopilosina, son extraidas entonces
de la solucidén alcalina acuosa con un disolvente no polar,
tal como dicloroetano, y el extracto resultanie en disolven
te no polar es concentrado de nuevo en vscio bajo condicio-
nes que evitan la degradacidén de los compuestos de pilosi-
na.

Ia concentracidén en vacio se Geberd efectuer nre-
feriblemente hasta que el producto resultante se encuentre
en una forma siruposa.

Se eafiade entonces un disolvente polar al extracto
siruposgo, y la solucidn es enfriada hesta aproximadamente
0¢C y es dejada reposar dvrante aproximadamente 24 horas,
durente cuyo periodo de tiempo cristalizan la pilosina y

la isopilosina, TLos cristales de pilosina y de isopilosina

342537
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son separados entonces por filtracidn de la solucidn en
dlsolvente polar.

Entonces, los compuestos de pilosina y de isopi-
losina son convenientemente purificados adicionalmente di-
solviendo el producto crudo en un deido mineral, tal como
decido sulfdrico, filtrando la solucidn dcida conveniente-
mente a través de carbdn vegetal y recuperando la solu~
cidn transparente resultante que contiene une mezcla de pi-
losina e isopilosine sustancialmente puras. Ia pilosina
y le isopilosina son precipitadas entonces desde la solucidn
dcida transparente por la adicidn de una solucidn alecalina
acuosa, tal como de carbonato de sodio, en une cantidad tal
que el pH es ajustado dentro del margen entre aproximada-
mente 7,2 ¥ 7,7

En las operaciones de extraccidn antes descritas
se pueden utilizar diverscs disolventes no polares. 5in
embargo, es conveniente utilizar benceno en la primera ex-
traceidn de las hojas impregnadas con solucidn alczlina, y
utiligar un disolvente clorado, tal como dicloroetanc, en
las subsiguientes operaciones de extractidén. Ejemplos
adicioneles de disolventes no polares, que se pueden utili-
zar para las operaciones de extraccidnm, incluyen disolventes
clorados tales como cloroformo y cloruro de metileno,

Pambién se pueden utilizar diversas soluciones
deidas dilufdas en la operacidn de extraccidn de retorno o
para las operacliones de acidificacidén antes descritas, inclui
das entre las cuales se pueden menclonar, a titulo de ejem-—
plo soluciones de doido sulfirico, dcido acético y 4cido
tartdrico.

En las operaciones de alcalinizacidén antes descri-

342537

2!'.8068 L 10 had



10

15

20

25

30

tas, se pueden utilizar diversos materiales alcalinos acuo~-
sos para ajustar los pH de las diversas soluciones, inclu-
yendo carbonatos, tales como carbvonato de sodio y bicarbo-
nato de sodio, e hidrdxidos de metales alecalinos, tales
como hidrdxido de sodio.

Se pueden utilizar diversos disolventes polares
donde se indica anteriormente, y particularmente en lo que
respecta a la precipitacién de les nroductos crudos de pilo-
sina e isopilosina, por ejemplo cetonas tales como acetona,
tal como resultard evidente para los téenicos en ls materia,

En la préetica del vrocedimiento de este invento
para asegurar la extraccidn de compuestos puros de pilosi-~
ne con altos rendimientos existen tres factores imvortantes
y criticos que deben ser controlados. BEstos factores in-
cluyen el control del pH alcalino durante la impregnacidn
de las hojas, asi como durante las diversas operaciones de
extraceidén que tiemen lugar bajo condiciones alcalinas, el
tiempo durante el cual son sometidas & condiclones alcali-
nas las hojas y los exitractos alcalinos, y la temperatura
utilizada mientras que las hojas y los diversos extractos
se encuentran bajo condlciones alcalinas.

Cuando las hojas y los diversos extractos son so-
metidos a condiciones alcalinas, el pH deberd montenerse en-
tre aproximadamente 7,5 y 8. Desde luego, se podrian uti-
lizar pH ligeramente inferiores a T,5 y ligeramente superio-
res a 8, pero los rendimientos de los compuestos de pilosina
disminuyen hasta aproximadamente cerc a un pH de aproximada-
mente 10 a 11 o def8 a T, Isto es debido al hecho de que
los compuestos de pilosine pueden ser extraidos en ninguna

cantidad significativa pon disolventes orgdnicos bajo condi-

342537
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ciones deoidas, Bajo condiciones de pH superiores aproxi-
madamente 8, tales como de 10 a 11, lo= compuestos de pi~
losine son destruidos por apertura del anillo de lactona.

El tiempo de impregnacién de las hojas, o el tiem
po durante el cual los diversos extractos son sometidos
a condiciones alcalinas, incluso entre los pH de 7,5 a 8,
es también importante, ya que una prolongada accidn aleali~
na también dard como resultado la destruccidn de los come
puestos de pilosina incluso a temperaturas bastante bajas.
Por lo tanto, es importante gue la extraccidn de los com-
puestos de pilosina bajo condiciones alcalinas se efectie
rdpidamente, pero desde luego el tiempo deberd ser suficien
temente prolongado paru asegurar la extraccidén sustancial-
mente completa de los compuestos de pilosina,

Ia temperatura de las hojas y de los diversos
extractos mientras se encuentran bajo -condiciones aleali-
nas también deberd controlarse cuidadosamente, incluso du-
rante la utiligacidn de las condiciones alcalinas suaves
entre un pH de aproximadamente 7,5 a 8. Aparecen resulta-
dos dSptimos, tanto con respecto al rendimiento como a la
pureza, cuando la temperatura de las hojas y extractos alw
calinos es mantenida a aproximadamente 50¢C, Temperaturas
muy por debajo de 459C, o superiores a 55¢C, afectan de ma—
nera significativa al rendimiento de los compuestos de pilo-
sina. Desde luego se podrian utilizar temperaturas mas
altas en algunds casos, tales como en la produceidn de iso=-
pilosina, pero el tiempo durante el cual se mantienen estas
temperaturas mas altas deberd ser de corta duracidn.

Descripeidn de las realizaciones preferidas.

Bjemplo 1. 1000 kg de hojas secas de Jaborandi

342537
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Microphylous fuweron impregnadas con 800 litros de una so-
lucidn acuosa al 5% de carbonato de sodio, Las hojas se~
cas fueron dejadas impregnarse en la solucidn alcalina du-
rante aproximademente 2 horas, durante cuyo perlodo de tiem
po el pi de las hojas impregnades se mantuvo entre aproxi-
madamente 7,5 y 8.

Jas hojas impregnadas fueron extraidas entonces
con 50,000 litros de benceno, DIurante la extraccidn, la
temperatura se mantuvo entre 45 y 5520, Ia extraccidn se
realizd haclendo cireular al benceno a traves de las hojas
impregnadas, de la forma mds rdpida posible en la préctica
pero durante tiempo suficiente para extraer sustancialmen~-
te todo el contenido de alcaloides (95-93¢%) d:sde las mis-
mas. Una extraccién sustancialmente completa de los alcaloi
des desde las hojas impregnadas se rcalizd en este ejemplo
particular en un periodo de aproximadamente 2,5 horas.

El extracto resultante en benceno fue hecho cir-
cular entonces a traves de 500 litros de una solucidn acuo-
sa al 10% de dcido acédtico, y el benceno que salia de la
solucibn fue reciclado nara ulterior extraccidn de hojas
impregnadas con solucién alcalina. Después de aproximada~
mente 2 horas, se completd la extraccidn del contenido to-
tal de alcaloides en la solucidn de dcido acético, y el con-
tenido total de alcaloides de las hojas se Gisolvid en for-
me de acetatos en la solucidn acuosa. Ia solucién contenia
entre aproximadamente 95 y 98% del contenido total de alcaloi
des de las hojas, Is conveniente mantener la concentracidén
del contenido total de alcaloides en la solucidén acuosa de
acetato entre aproximadamente 4 y 5%,

Entonces la solucién dcida acuosa fue neutraligzada

342537
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hasta un pH de 7 y el material que no se habia disuelto

fue separado por filtracidn y eliminado o desechado.

El pH de la solucidn transparente resultante fue
elevado entonces hasta 8,0 y fue extraido muy rdpidamente
con disolvente de dicloroetano. Esta extraccidn se logra
de la manera mas conveniente por etapas, tal como con 3
porciones, de 100 litros cada una, de dicloroetano. Los
extractos en dicloroetano fueron entonces combinados y el
disolvente fue evaporado en vacio, dejando como residuo
las bases de alcaloides en ls cantidad de aproximadamente
10 kg

Entonces, se afiadieron al anterior residuo 10 1i-
tros de una solucidn en acetona de dcido clorhidrico. Se
wtilizd suficiente cantidad de deido clorhfidrico para lo-
srar la completa neutralizacidn de las bases libres y pars
llevar a aproximadamente 5 al pH de la mezcla, Ia solu -~
cién acidificada fue enfriada entonces hasta 102C y fue deja
da reposar durante 24 horas, después de lo cual se separd
por cristalizacidn el clorhidrato de pilocarpina y fue se-
parado por centrifusacidén. El clorhidrato de pilocarpina
puede ser recristalizado, si se desea, para nueva purifica-
cidn, por prfcedimientos convencionales.

A partir de las aguas madres resultantes, la ace-
tona fue evaporade y los clorhidratos remanentes fueron con
vertidos en las bases libres por la adicién de carbonato de
sodio, para llevar al pH a un valor entre aproximadamente
T,5 ¥ 8.

Bntonces las aguas madres alcalinas fueron extrail
das con dicloroetano. El extracto resultante en dicloroe-

tano fue evaporado entonces en vacio, y el residuo fue tra-
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tado con una golucidén de dcido nitrico en acetona al 10%.
La mezcla fue dejada renosar durante 24 horas a 102C, lo
cual @id como resultado la cristalizacién de isopilocarpi-
na y de cualquier cantidad remanente de pilocarpina en la
forma de los respectivos nitratos.

Las aguas madres resultantes fueron separadas y
concentradas en vacio, y el pH fue elevado a 8 por la adi-
cidn de séiucién acuosa al 10% de carbonato de sodio. Ias
aguas madres alealinas fueron extraidas entonces con disol-
vente de dicloroetano y el dicloroetano resultante fue con
centrado hasta sequedad en vacio, y se afiadieron 6 litros
de acetona,

Ia solucidn en acetona fue enfriada y, después de
24 horas, cristalizaron la pilosina y la isopilosina. En-
tonces, la pilosina y la isopilosina crudas fueron separa-—
das por filtracidn y disusltas en 6 litros de Acido sulfiri-
co dilufdo, utilizando suficiente cantidad de dcido sulfdri-
co para asegurar que se digolviesen la pilosina y la isopi-~
losina. Ia solucidn en dcido sulfdrico fue filtrada enton-
ces a traves de carbdén vegetal, y se afiadid suficiente can-
tidad de solucidn acuosa de carbonato de sodio a la solucidn
transparente resultante para ajustar el pH de la solucién den
tro del margen entre aproximedamente 7,2 vy 7,7. Ls impor-
tante en esta operacidén un margen de pH de aproximadamente
7,2 & 7,7, y& que no tlene lugar ninguna precipitacidén sus-
tancial de pilosina o isopilosina muy por debajo o por en -~
cima del margen de pH indicado,

El ejemplo anterior utiliza Jaborandi Idcrophylous
como meanantial de los compuestos de pilosina, pero el inven-

to no execluye lea utilizacién de otros manantiales naturales
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en los que existan los compuestos de pilosina,

Ejemplo 2.~ Para la isomerizacidén de pilosina
en isopilosina, 1 kg de la anterlior mezcla pura fue intro-
ducido en 5 litros de una solucidn acuosa al 5% de hidrdxi-
do de sodio, Ia mezcla fue calentada rdpidamente hasta
1008C, después de lo cual se disolvid toda la pilosina. E1
wmaterial que no se habia disuelto fue separado por filtra-
cidn y al filtrado transparcnte se afiadid una solucidn
acuosa al 50% de dcido sulfdrico hasta que sl pH descendid
& 1. ILa solucidn fue calentada entonces durante 10 minu~
toe a 1002C, fue enfriada hasta 202520, y se afiadieron
gradualmente 600 cm3 de wna solucidn acuosa al 10% de hidrd
xido de sodio hasta que el pH llegd a 7,2-7,5. Entonces,
la solucidn fue dejada reposar durante 20 horas, después
de lo cual estaba completa la cristalizacidn de la isopilo-
gina. P de f. 178-1808C./cf/ al 1% en alcohol = 39-40°,

¥l anterior producgo fue recristalizado a partir
de alcohol, despuds de lo cual el punto de fusidén habia
aumentado a 185-1879¢C,

Bjemolo 3.~ Isopilosina seca fue suspendida en
dos volimenes de alcohol isopropilico ( la cantidad doble
de alcohol isopropilico con relacidn al peso de la isopilo-
sina) y la solucién fue calentada hasta 802C. Se afiadid a
la anterior solucidén una mezcla de l:1 en yvolumen de dcido
sulfirico y alecohol isopropilico que contenfa una cantidad
estejuioméirica del dcido, y la mezcla de reaccién fue enton
ces enfriada, Se obtuvo un precipitado de sulfato de iso-
pilosina., El precipitado fue separado por filtracién y fue
gecaGo, y se obtuvo el sulfato puro con un rendimiento de

93%, Se obtuvo una nueva cosecha o tanda de 5% por la
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concentracién de las aguas madres, de manera que el vendi-
miento total fue de 93% de la teoria. P. de f. 194-1959C;
/o/D al 4,45% en agua = + 21,

Se prepard tartrato de isopilosina de une manera
similar, p. de f. 135-1369C; /qVD al 3,8% en agua = 22,292
También sé pueden preparar otras sales activas por proce-
dimientos similares a los del ejemplo 3, por ejemplo el
clorhidrato, tal como resultard evidente para los téenicos
en la materia,

Los siguientes ejemplos son ilustrativos de diver-
sos preparados dermatoldgicos que se pueden preparar y uti~
lizar de acuerdo con este invento, e incluyen lociones,

champis, unglientos y cremas.,

(1) Sulfato de pilosina /isopilosina 4
Alcohol de 502 96

(ii) Sulfato de pilosina/isopilosina 4
Agua 96
(iii) Tartrato de pilosina/isopilosina 4
Alcohol isopropilico 96

(iv) Sulfato de pilosina/isopilosina 2
Aceite de ricino 10
Alcohol 88

(v) Sulfato de pilosina/isopilosina 4
Aceite de ricino 10
Champd ' 86
(vi)CGlorhidrato de pilosina/isopilosina 4

Cetrimide (k)

Champi 3 4 2 5 3 7 92

2908067 - 17 -



{vii) Sulfeto de pilosina/isopilosina 4

Alcohol cefilico 5
Agua 10
Phlietilen glicol como base para

ungiiento 81

(viii) Sulfato de pilosina/isopilosina 2 -

Cetrimide (*) 2
Aceite Ge ricino 5
Tauril-sulfatc de sodilo 1l
Alcohol cetilico 15
Agua 35
Parafina blanda blanca 40

(*) Una mezcla que contiene principalmente bromu-
rc de tetradecilirimetilemonio junio con menores cantidades
de brormuros de dodecil- y hexadecll~{trimetil-amonio,

Todas las lociones, chempis, ungientos y cremas
descritas en los precedentes ejemplos estdn dadas solo a ti-
tulo de ilustracidn. Se pueden preparar otras composicio-
nee en lag que sean diferentes las proporciones relativad
del material activo y de los vehiculos y agentes auxiliares.
También se pueden emnlear diferentes sales de pilosina y
de isopilosina., Ias composiciones también pueden estar en
forma pulverulenta., Tanbién se pueden utilizar en mezcla con las

mismas otros diverscs materiales farmacoldgicos o dermato-
18gicos, siempre que no interfieran con la utilidad o con la
funcidn de los compuestos de pilosina,

Los preparados de acuerdo con el invehto son Wi~
les, entre otras cosas, contra al acnd y contra perturbacio-
neg o afecciones del cuero cabelludo tales como Seborrhea

Capitis, Defluvium Capiilorum, Alopecia Areatig Psoriasis

5425
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Capitis, y otras.

[©]

Los ensayoe de toxicidad de la isopilosina die~

ron los siguientes resultados,

1. oL ((intrevenoso) = 144 mg/kg
2, ‘pLSSO (intraperitoneal) = 470 ng/kg
3e DL (crema para la piel) = 660 ng/kg
4 DL;Z (peroral) = 900 mg/kg

Se observa de esta menera que la isopilosine es
esencialmente no téxica. Da toxicidad de las gales es
ineluso menor.

Los ensayos alergoldgicos por el método de
Schelansky-Druize y ensayoe con parche o emplasto, o al des
cubierto no han mostrado absolutamente ninguna sensibiliza-
cién o irritacidn sobre 24C vacientes tratados,

En experimentos preliminsres, realizados sobre
79 pacientes, la aplicacidén de sulfato de isopilosina en
solueidn acuosza-alcohdlica mostrd un poreentaje exiremada-
mente elevado de resultados positivos. S0lo se habian
escogido pacientes con casos agraves, y oue ya habian sido
tratados sin exito anteriormente con obros preparados,

El preparado utilizado para los enseyos era una
soucidn al 4% en peso, trausparente, inodora e incolora, de
sulfato de isopilosina en alcohnol al 30%. A los pacientes
que padecian de Seborrhea Capitis, Defluvium Capillorum y

Peoriasie se les entregaron frascos de 50 cml de la anterior
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solucidén., Fueron instruidos para dividir el cuero cabe-
1ludo en cuatro zonas, y pars frotar en dias sucesivos
separadamente una de éstas zonas de forma suave, dos veces
por dia, con un trozo de gasa o de algoddn previamente su-
mergido en la solucidn. Por este procedimiento, cade una
de las zonas era tratada cada cuatro dias.

A los pacientes que padecian de Alopecia Areata
se les aconsejé aplicar la solucidén solo sobre las zonas

afectadas dos veces por aia,

TABTA I

Marcadamente Ningun
Afeccidn Ke de pacientes me jorados camblo
Seborrhea 27 21 6
Defluviun Capilorum 30 27 3
Alopecia Areata 13 9 4
Psoriasis Capitis 9 = 7 2
TOTAL 79 64 15

Tanto con Defluvium Capillorum como con Alopecia
Aresata se pudo observar un crecimiento incrementado del ca-
bello., Este efecto era notable o sorprendente no solo en
casos comunes Ge Alopecia Areata, sino también en cinco
casos de Alopecia Gravis, que comenzaron en la forma de
Ophiasis o en forma de una Alopecia Areata miltiple. Estos
cinco pacientes hablan sido tratados anteriormente con di-
versas aplicaciones locales o por inyecciones intralesiona
les de esteroides y con €0, pero sin ningdn resultado,
Dos de estos cinco pacientes habian sido forzados & llevar

342537
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E1l primer nueve crecimiento de cabello fue ob-
servado clinicamente & los 20-40 dias después del comien-
zo del tratamiento,

Con el fin de excluir la wosibilidad de factores
psicoldgicos y de otros factores gue pudieran influlr so-

bre la ééusa de Seborrhea y Defluvium Capillorum, se¢ rea-
lizé un doble ensayo a clegas sobre un mayor gruno de pa-
cientes.

Se prepararon 4 grupos de frascos (4, B, C ¥ D)
siendo desconocido el eddigo o clave para los médicos que
realizaron el ensayo. ILos frascos de los grupos A y D con-
tenfan cada uno una solucidn al 4% de sulfato de isopilosi-
na en alcohol de 30%, mientras que los frascos de los gru-
pos B y C contenian cada uno solamente el vehiculo., Je
seleccionaron 48 pacientes con grave Seborrhea (Oleosa,
asociada en la mayor perte de los casos con Defluvium Ca-
pillorum y Pruritus. EL tratamiento durd 4 meses. En la

Tabla II se muestran los resultados de este doble estudio

a ciegas, despuds de una observacidn de 4 meses,

TABLA II
N2 total de IMarcadamente FNinguna
Solucidn pacientes mejorado mejora  Dudoso
A 14 9 (64 4 1
B 9 0 9(100%) -
c 11 0 10 (91%) 1
D 14 9 (64%) 5 -

Estos resultados muestran claramente que so0lo

ge obtuvieron efectos positivos crvando la sclucidn conie-
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£l efecto del sulfato de isopilosina se manifes-
t6 por la desaparicidn de la secrecidén oleosa del cuero
cabvelludo, quedando este Wltimo limplo y suave,por la desa-
paricidn del Pruritus y por la paralizacidén del Defluvium
vy porque el cabello resultd visiblemente mds denso., Ia
mejora comenzé en un espaclo de aproximadamente 2 semanas
y alcanzd su méximo después de aproximadamente 4 semanas.
Los pacientes habian experimentado frecuentemente tales
brenos progresos que interrumpieron su tratamiento semanal
con champd. Ninguno de los pacientes se lamentd de ningin
efecto secundurio. Ia interrupecidn del tratamiento duran-—
te el periodo de experimentacién o después del mismo resul-
4 sezuida por nueva gparicidn de Seborrhea en el cuero ca-
belludo. Despuéds de reanundar el tratamiento, desaparecid
de nmuevo la Seborrhea,

Un mimero adicional de 102 pacientes, con diver-
sag irritaciones y afecciones o enferﬁédades de la piel,
incluyendo Seborrhic Alopecia del cuero cabelludc primiti-
va o aislada Seborrhic Alopecia del cuero cabelludo acomw
pafiada por acné de la cara y del pecho; 3eborrhea oleosa del
cusro czbelludo del tipo Seborrhic oriental; Alopecia acom-
pafiada por Pityriasis seca o grasa y Alopecia varones o
Alopecia progresiva de las hembras, dexominada "Hormonal
Alonecia",

Todos losppacientes recibieron un frasco que con~
tenia 4 5 de sulfato de isopilouina y 5C cm3 de una mezcla
de 90% de alcohol isobutilico y 10% de agua destilada.

Los hacientes reciblieron instrucciones de aplicar e§ta locidn
primerc dos veces por dia, y despuds una vez por dia, con

masaje enérgico y prolongado, utilizando un algodén

. 942537
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impregnado con la locidn, y dividiendo la zona afectada
0 el cuero cabelludo en 10 npartes, Una vez anarecid una

me jora notable, sge instruyd a los pacientes para espaciar
las anlicaciones a cada dos dias.

Estos ensayos mostraron que la lecidn era tolera-
da de forma notablementc buena no solo por el cuero cabellu-—
do sino dambidn por la piel, incluyendo la piel de la cara
a pesar de los antecedentes de irrvitacidn e intolerancia
con productos conocidos anteriormente empleados por algu—
nos de los pacientes,

Los signos funcionales, cuando ciistian (Ffuerte
plcazén, sensacidn de quemadural cesaron despuds de la pri-
mera aplicacidn. E1 aspecto oleoso del cuero cabelludo
seborreico acostumbrado o comin se anuld gfadualmente des-
pués de las dos primeras semanas del tratamiento, el cabe-
1lo estaba mas "tonificado", era mds resistente, y todos los
pacientes coincidieron en que su cabello era mds fdcil de
manejar. Ia pérdida de cabello disminuyd en la mayor parte
de los casos entre la segunda y la cuarta sem:na de itrata-
miento,

Los resultados eran maximamente favorablss en ca-
sos de Seborrhic Alopecia aislada, acompaliada por acné.,

In casos de aené con nredominancia de cspinillas o micro-
quiztes se observd la desaparicidén del aspecto brillante,
grasiento o seborreico de la piel asi comno une modificacidn

L)

fisica de las espinillas o de los micro-quistes, haciéndo-
loz mds accesibles a tratamientos terapeuticos tales como
extraccién. Ia facilidad de exiraccidén de espinillas es wmd
ximamente constante y evidente mientras que la locidn se

encuentra en uso, incluso en casos de acné polimérfico,
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ciones de extraccidn, a un pH desde aproximadamente 7,5 a

En los casos de Alopecia progresiva en la hembré,

o en el varén (Androide) o de Alopecia hermonal, los resui—
I

tados no eran tan concluyentes comoc con las otras dolenciés

de 1a piel antes observadas pero el cabello de estos pacien-

tes resultd mucho mds fdcil de peinar y estaban mds

"tonificados",
Ia locién era notablemente bien tolerada por to-
dos los pacientes. En todos los pacientes sobre los que %

se ensayaron métodos alérgicos " proféticos" no se encon -

traron ni irritacién ni reacciones tempranas o retardadas..

La presente solicitud gque corresponde s la pre—

sentada en Israel con fecha 3 de Julio de 1966 bajo el t

)
H

Ne 26,082 se acoge a los beneficios del articulo 51 del vi-

gente Estatuto sobre Propiedad Industrial.
H 0o T A

Los puntos de invencién propia y nueva, que se '
presentan para que sean objeto de este solicitud de Paten—f
te de Invencidén en Espafia por VEINTE afios son los siguien—§
tes: ;
l,~ Procedimiento para la recuperacidn de pilo-%
sina e isopilosina desde las hojas de Jaborandi Microphy- %
lous, que comprende, en una primera operacién, producir a i

partir de las hojas secas una solucidn de pilocarpina, iso-

pilocarpina, pilosina, posiblemente isopilosina, por opera-

%

18,0 ¥ a una temperatura de aproximadamente 45 a 55°C, y

342537
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‘precipitar a partir de dichas soluciones, sales de adicidn
:de dcido de pilocarpina e isopilocarpina por acidificacidn
con un dcido, y, en una segunda operacidn, ajustar el pH
de las aguas madres remanentes de dicha primera Operaciéng
‘& un pH entre 7,5 y 8,0, extraer con un disolvente inerte
las aguas madres alcalinizadas de esta manera, concenirar
.eén vacio el extracto resultante y cristalizar el compuesto
de pildsina, contenido en el residuo, por adicidn de un di-
‘solvente polar.

20~ Procedimiento de acuerdo con la reivindica-
cién 1, en que el producto ecristalino de pilosina obtenid&
jes purificado disolviendo en un Acido, tratando la soluciéﬁ
Eécida con carbdén orgdnico activado, ajustando el pH de la _
;solucién entre 7,2 y 7,7, y alslando el precipitado crista-
lino resultante de pilosina, |
' 3.~ Procedimiento de acuerdo con la reivindica -
cién 2, en que dicha primers operacién comprende impregnar
el material herbdceo, secado y preferiblemente triturado, |
icon un dlecali débil a un pH de 7,5 a 8,0 extraer el mate -
rial alcelinigzado de esta manera con un disolvente no polar
extraer de nuevo el extracto resultante con una solucién
dcida acuosa, ajustar el pH del extracto resultante hasta
dentro del margen de 7,5 a 8,0, extrser la solucidn alcali-
na acuosa asi obtenida con un disolvente clorado, separar
él extracto resultante y evaporar el disolvente desde el
ﬁismo, tratar el residuo con un disolvente organico a una
solucidén acuosa de dcido mineral para precipitar de esta ma-
nera wna sal de adicidn de dcido deppilocarpina, reajustar
las aguas madres remanentes a un pH dentro del margen de

7,5 a 8,0 extraer con un disolvente clorado la solucidn

‘ 342537

i
!
?
|
|
i



10

15

20

25

30

alcalinizads de esta manera, separar el extracto resultan{
te y evaporar el disolvente desde el mismo, tratar el resi}
duo con un disolvente orgdmico o con una solucién acuosa
de dcido mineral y separar la sal de adicién precipitada g
resultante de isopilocarpina y de pilocarpina residual.

4,- Procedimiento de acuerdo con la reivindica—%
cién 2, en que dicha primera operacidén comprende impregnaﬁ
el material herbiceo, secado y preferiblemente triturado, :

con un 4lcali débil a un pH de 7,5 a 8,0, extraer el mate-

rial alcalinizado de esta manera con un disolvente no polar,

extraer de nuevo el extracto resultante con una solucidn §

dcida acuosa, ajustar el pH del extracto resultante dentro{

del margen de 7,5 a 8,0, extraer la solucién alcalina acuo-

ga asi obtenida con un disolvente clorado, separar el ex —i
tracto resultante y evaporar el disolvente desde el mismo,’
tratar el residuo con un disolvente orgdnico o una soluciéﬁ
acuosa de dcido mineral para precipitar de esta manera unaé
sal de adicién de deido de pilocarpina, reajustar las agua§
madres remanentes a un pH dentro del margen de 7,5 a 8,0 i
extraer la solucién alcalinizada de esta manera con un di -
solvente clorado, separar el extracto resultante y evapo -

rar el disolvente desde el mismo, tratar el residuo con un.

H
i

disolvente orgdnico o una solucidn acuosa de Acido minerali
i

y separar la sal de adicién precipitada resultante de iso-'
pilocarpina y pilocarpina residual. :
oe~ Procedimiento de acuerdo con la reivindica-;

cién 2, en que la pilosina obtenida es tratada en una solu~
cién alcalina acuosa diluida pare la isomerizacidn de pilo-

sina e isopilosina,

6.~ Procedimiento de acuerdo con la reivindica-

342537



' tido en una sal de adicidn de deido por reaccidn con un
4cido minoral.

Te~ Procedimiento para la recuperacion de pilo-
sina e isopilosina desde las hojas de Jaborandl microPhylbus.

“al ¥ como se ha descrito en la liemoria gque an-
tecede y con los fines que se han especificado.

Esta Memoria consta de velnitisiete hojas escri«g
tas a miquina por una sola cara.

Madrid, <4 JUqgg
P.4,

v

i

Yt
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