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Memoria descriptiva

Como se conoce ya de las investigaciones detalladas
de Stoll y otras (comparar Ullmanns EnzyklopHdie der te-
chnische Chemie, 3% edicién. vol. 8 (1957), pigina 234 y
giguientes), la cebolla albarrana, Scilla (= Urginea) ma-

5 ritima Baker L., Var, alba, contiene un cierto nimero de
glucdésidos cardioactivos interesantes desde el punto de

vista farmacolégico. Recientemente, en partigular la pros-
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cilaridina-A, ha adquirido una importancia terapetitica
considerable. )

De manera sorprendente se ha encontrado shora qQ?Z}
se puede obtener a partir de la cebolla albarrana, otgg
glicosido gue no ha sido deserito todavia en la bibliégrg.
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A fin de obtener el nuevo glicosido; se pueden uti-

sessa

lizar las aguas madres que resultan de la produccién de

la proscilgridina-A. Estas aguas madres constituyen:?yzmg
terial de partida particularmente econdmico. La pro'dl.a?:-.a
cién de proscilaridina-A se realiza segun los proceiimientoa
conocidos en la bilbiografia, haciendo fermentar con adi-
cién de agua, cebollas albarranas frescas 6 secas. La pul

pa de fermentacién se extrae con un disolvente apropiado,
los extractos se separan del material residual mediante las'
etapas acostumbradas de purificacién, y a continuacién se
gsepara mediante cristalizacidn la proscilaridina-A que ha
sido producida por digestién enzimdtica, (véase por ejem-
plo Stoll Helv. Chim. Acta 16/703 (1933) o DAS 1 198 484).
Las aguas wadres de la cristalizacidn contiene el nuevo
glucdsido conjuntamente con la proscilaridina-A restante y
otros materiales residuales en cantidades considerables. El
nuevo glucésido es, de manera sorprendente y al contrario

de la proscilaridina-A, bastante resistente a la hidrélisis,

lo gque segin el invento, puede utilizarse oon ventaja para



- um método simple y econémico de obtencién y de purifica-
cién. A este objeto las aguas madres de la cristalizacién
. 35 gue se obtienen, como se ha descrito antes, durante &l1°°,

LI

tratamiento de la proscilaridina-a, se evaporan, el reei-~

2 e q

duo se disuelve en un disolvente adecuado, tal como po}

L ]
focvas

ejemplo metanol y se calienta a reflujo durante un corto

LI

tiempo con 4cidos diluidos (preferentemente con dcidos sul-

50 firico acuoso a2l 1%). La escilaridina obtenida de esta ma-

P

nera a partir de la proscilaridina-aA restante, puede}kg:
pararse de una manera sencilla (por ejemplo por tilérdgién).
A continuacién se purifica todavia mds la solucién ééifhac-
cién de una manera conocida para el glucésido deescila. Por
45 ejemplo,'extrayendo varias veées la solucidén con tetraclo-
ruro de carbono se pueden separar las agluconas restantes
Yy los demds materiales residuales y se puede aislar el gld-
césido bruto mediante nueva extraccién de la solucién de
metanol/dcido sulfirico con cloroformo/metanol o con clo-‘
50 roformo. Después de haber evaporado el extracto asi obteni-
do, el residuo de glucdésido puede ser prepurificado me-
diante cromatografia sobre gel de silice con adicidén de 5%
de agua utilizando un aluyente a base de cloruro de metileno/
metanol {(100:5) A partir de las fracciones enriquecidas con
55 el nievo glucdésido, éste puede ser obtenido mediante otra
cromatografia sobre gel de silice con adic.ién de 50% de agua

¥ la utilizacidén de un eluyente a base de acetato de etilo-
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metanol saturadc de agua (100:0,5) bajo la forma de agujas
dispuestas en haces y el producto puede ser purificado me-
diante recristalizacién en acetona acuosa caliente al 50%.

Bl glucésido producido de esta manera, secado con va-
cio sobre péntoxido de fésforo a 808 ¢, ha mostrado median-
te andlisis elemental poseer la composicidén C = 65,25% H =
T:36% y O = 27,65%. A partir de estos elementos se ha cal-
culado la férmula general:

CsoBaglq-  1/2 HyO

El nuevo glucdsido esta caracterizado por los siguientes
datos.
Punto de fusién: 197~1982 C (descomposicién), no corregido)
Rotacién 6pt{ca: Z2g7%O = - 45,02 T 22 (¢ = 1, metanol)
Espectro UV: mdx. a 298 mm. (log.£= 3,73)

Expectro IR: wmdx. a 2700, 1710, 1640, y 1535 et

y, tal como
se ve en la figura 1 gue muestra el espectro infrarrojo del
nuevo glucosido, verificado en pastillas de KBr.
reacciones de color: &) con reactivo Liebermann~Burchard:
transicién de colores desde violeta-
rosa hasta azul-verde pasando por
azul,
6) con reagente Rosenhein: negativo.

¢) con dcido férmico caliente concen-

trado: coloracidn verde.
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Las caracteristicas de cromatografia en capa fina -
sobre placa de gel de sf{lice G después de revelar tres

veces con formdto de etilo saturado con agua como alﬁyb?

oo

te (prueba mediante pulverizacién con 8bCls al 20%): .:

LA )
.

RF = 0,35, color: gris verdoso sucio: A t{tulo de,

A R XY

comparacién para la proscilaridina: RF = 0,42, color azul-

e
-

violeta,

Cuando se hace reaccionar el glucésido con anhidrido

e =
e ? o

acético en piridina anhidra, se produce un compuestq:ge
tri-O-acetilo que tiene la composicién CycH,0;, (p’un’c:S de
fusién 185 - 188% € sin correccién, /7 30 = -34,69. % 22
(¢ = 1, metanol)). '

Cuando se hace reaccionar con clorhidrato de hidroxila

. mina, se produce una oxima de composicién 2-(C3OH41093).'

1,5 H,0 (punto de fusidén = 178 - 1842 (descomposicidn):
(720 = —41,098 * 2s

La hidrélisis 4cida del glucéeido en condiciones in-
tensas (5 horas a 1052 C con 4cido sulf&rico acuoso al 1%)
suministra una aglucona que tiene la composicién 62432804
(punto de fusi6n 223-2282 G, /%730 = - 1512 (CHCl;) Estas
caracteristicas corresponden a los valores parap3>,5 - 3
anhidrosciliglaucosidina conocida en la bibliografia, (Stoll
y otros, Helv. 35 2513 {1952)). Como azdcar ha sido aisla-
do a partir de la solucién de hidrélisis la L-ramnosa, laA

cual ha sido identificada por determinacién del punto de
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fusién de la rotacidn éptica y por medio de la comparacién
cromatogrdfica, La p-bromofenilhidrazona realizada con el
azicar demostrdé también las caracteristicas de la L-rammosg

et

p-bromofenilhidrazona. .
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Estos resultados demuestran que el nuevo glucésidé es

el -esciliglaucosidin~o{~L~-ramnosido.

I3
e >

El glucésido es interesante desde el punto de vista
farmacoldégico en razén de su accién cardioactiva, adeumds,

PR

puede utilizarse como producto intermedio para la obtépdién

de nuevos glucésidos cardiocactivos. ‘ s

El glucdsido que se obtiene de conformidad con :g'i’.in-
vento puede formularse con ayuda de los excipientes galéni-
coe acostumbrados y portadores disolventes y solubilizantes
y puede combinarse con otras sustancias cardioactivas {(por
ejempio glucbésidos del tipo escila o digital, derivados de
pirimido-pirimidina, as{ como con derivados de la teofilina
que actuan a la vez como solubilizantes, tales como la 7-f-
oxipropilteofilina). Pueden realizarse combinaciones con
substancias que tiene otras propiedades'farmacodinémicas,
tales como los simpaticomiméticos. Como dosis oral para el
nuevo glucésido se puede utilizar 0,1 - 3 y preferentemente
0,15 - 1 mg. '

Los siguientes ejemplos ilustran el invento sin carac-

ter limitativo:



~d

135

140

145

150

A. Obtencidén

- Bjemplo 1

Ia cebolla albarrana seca se hace fermentar aﬁaQ&é%ﬂg
le agua y se extrae a continuacién con un disolvente géecuado
tal como metanol, cloroformo o acetato de etilo. Desgéég del
tratamiento usual y de la purificacién de los extracqgg, se
aisla la proécilaridina-A mediante recristalizacién en meta-
nol de ls manera conocida. Las aguas madres obtenidééié; es

4 ® @

ta forma se evaporan y los residuos obtenidos se traten pa-

« o

ra obtener esciliglaucosidin-o=I~-ramnosido. e s

. @

Se disuelven en caliente 380 g. de residuo de Fluyeosido
de la fabricacidn de la proscilaridina-A, en 3,8 litros de
metanol y se mezolan con agitacién a 2,8 litros de dcido sul
firico acuoso al 1% a 502 C. Se calienta la solucién en bailo
maria durante 30-45 minutos a reflujo y se filtra en calien-
te la esoilaridina-Alformada por hidrélisis de los residuos
de proscilaridina-A. Se obtiene 35 g. de escilaridina-A bru-
ta. ‘

La solucién'enfriada se extrae dos veces seguidas con
un litro de tetracloruro de carbono cada vez, con lo cual se
eliminan la escilaridina~A restante, las demds agluconas y
las impurezas lipofflicas ( en total 39 g. de residuo seco).
La solucidén metanélica acuosa se extrae para aislar el nuevo
glucésido dos veces, con un litro de cloroformo cada vez ¥y

a continuacibén se extrae tres veces con 0,5 litros cada vez
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de una mezcla de cloroformo/metanol (1:1). Los extractos
separados de cloroformo o de cloroformo/metanol se evapo-
ran a sequedad con vacio a 50¢ C¢. Después de lo cual €8 +0b

tienen 215 g. de un residuo de glucésido de color amarillo

*e
.

claro.

A fin de eliminar, la cantidad més importante d;'ﬁﬁpg
rezas molestas, se somete-el residuc a un purificacién pre-
via mediante cromatografia en columna. Tree

A fin de preparar la columna, se huwedecen con ﬁiﬁ'ml.
de agua 2,2 kg. de gel de s{lice (por ejemplo gel dergfiice
de Merck, tamafic de grédnulo 0,05~0,20 mm) y se poneé;%p susg
pensidén con una mezcla de cloruro de metileno-metanol (100:5)
en una columng de vidrio.

Se disuelven 215 g. de residuo de glucdsido en 500 ml.
de cloruro de metileno/metancl (100:5) se introducen en la
columna y se cromatografian con la misma mezcla ae disolven
tes. El extracto se separa en fracciones de 0,5 litros y se
controla la composicién de las fracciohes individuales me-
diante cromatograffa en capa fina. Después de que se haya
hecho circular un total de 14 litros de disolvente todas las
impurezas que tienenun valor Rf més elevado gue el del nuevo
glucésido han sido eliminadas de la columna. Las fracciones
separadas como previas contiensn 118 g, de residuo seco. Las
siguientga fracciones (en total 3 litros de extracto) que

contiene la totalidad del esciliglaucosidin-d}L-ramnésido,
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son reunidas y se destila el disolvente con vacio & una
temperatura del bafio de 502 C. Se obtienencomo residuo
73 g. de una sustancia debflmente amarilla. A f£in deixegli

LYY

zar una purificacién mds completa de la sustancia, s¢:la

somete a una nueva cromatograffa sobre gel de sflice. 4

MR RXY ]

eate objeto se llena una columna con un kilo de gel de si

LR X

lice atiadiendo 500 ml., de agua, se disuelve el glucdbido

bruto en 200 ml. de una mezcla de acetato de etilo éA?;fado
en agua.y metenol (100:0,5) se introduce esta mezCl&féﬁ la
columna y se cromatografia con la m1sma mezcla de digéfVen—
tes. Después de una elucién previa con 0,5 litros ei:giucdk
sido se aluye de la columna. De la fracciénm principal (1 1i
tro de extracto) cristaliza después de un corto tiempo el
nuevo glucésido en forma de agujas dispuestas en haces. Des
pués de que haya cristalizado durante 24 h. el glucdsido se
separa por filtracidén,se lava y se seca con vacio a 602 C.

El rendimiento es de 35,5 g de esciliglaucosidin-o{-L-
ramnééido puro. A partir de las aguas madres de la crista-
lizacién se pueden obtener después de una nueva cromatogra
fia 5,5 g. de glucdéeido. Después de recristalizacién en uns
mezcla acetona-agua (1:1) se obtienen el glucésido en agu=
Jaé incoloras. Estas agujas tienen después del secado con va
cfo a 802 C sobre pentéxido de fésforo un punto de fusién de
197 - 1982 ¢ (descomposicidén) y una rotacién dSptica de

Z:g7%oa ~45,08 : 22 (en metanol).
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Ejemplo 2

Se disuelven 200 g. de residuo de glucésido procedente
de 1ls fabricacidn de proscilaridina-A a partir de cebolla
albarrana seca de procedencia india en 2 litros de metanol
calentdndolos a reflujo. Después del enfriamiento de la so-
lucidén a 35¢ C se mezcla agitédndola con dos litros de dci-
do sulfdrico al 1% caliente (552 C). La solucién de ‘reaccién
se agita durante 3 horas a 552 C y a continuacién se extrae
por filtracién la escilaridina-A separada. E1 filtrado en-
friado se extrae dos veces con 0,6 litros de tetracloruro de
carbono cada vez. A continuacién a fin de aislar el escili-
glaucosidine~g-L~ramnésido, se extrae dos veces con 0,5 li-
tros de cloroformo cada vez y a continuacidn tres veces con
0,3 litros de una mezcla de cloroformo/metanol (1:1) cada
vez. Los extractos de cloroformo o de cloroformo/metanol se-
parados se purifican y se secan sobre sulfato de sodio an-
hidro. Después de la destilacidn del disolvente, se obtienen
140 g. de residuo de glucdsido. Las impurezas se eliminan a
continuacidn como se describe en el ejemplo. 1, mediante cro-
matograf{a del residuo sobre 1,4 Kgs. de gel de silice con
adicidén de 57 de agua utilizando una mezcla de clofuro de
metileno/metanol (100:5) como eluyente. El residuo seco ob-
tenido a partir de las fracciones que contiene esciliglauco-
sidin-ol-I-ramndésido (85 g.) se cromatografia a fin de reali-

zar una purificacién més completa tal como se describe en el



ejemplo 1, sobre 1,2 kga, de gel de silice con 600 ml, de
ggua y una mejzcla de acetato de etilo saturado con agua y
zetanol (100:0,5). El1 esqiliglaucosidin—“eL-ramnéeid? 5?8 g)
cristalizado a partir de la fraccién principal, se separa

235 y se purifica mediante recristalizacién en acetona aé&dsa
al 50%. lLas caracteristicas fisicas corresponden a las.de

*

la substancia del ejemplo 1. oye

B. Pormulacién (Gotas para administracidn oral)

AL X XY

(~)-1-p-hidroxifenil-2-metil . s e
240 aminoetanol-(1) qé;gb g,
nuevo glucdsido (esciliglaucosi ;} :
din-W-L-ramméaido) 0,75 g.
7-(-oxipropilteofilina 200,00 g.
Nay8,05 | | 1,50 g.
245 Sal sédica del 4cido
Etilendiaminotetracético 1,50 g.
dcido tartdrico 3475 8.
sacarina sodica . 1,00 g.
éster metf{lico del 4icido p-hidroxibenzoico 0,45 g.
250 éster propilico dei dcido p-hidroxibenzoico 15,00 g.
etanol 75,80 g.
agua destilada hasta 1500,00 ul.

Se disuelve el nuevo glucésido en etanol, los éste-
res del &cido p-hidrobenzoico se disuelven en la cantidad

255 total de agua caliente. Después de enfrismiento todas las
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demds sustancias se disuelven y se Junta la solucién acuo

- sa a la solucién etanélica del nuevo glucésido. 20 gotas cg

rresponderdn a 1,5 ml de solucién. El valor del pH de. }a
*re o

solucidén es 5,0; si se requiere puede ser ajusfado perfgdtg

oo g

mente mediante una solucidén tampén. *

REIVINDICACIONES

mE= -3+ 33 3+ 234 *
sp e
v

l.—~ Procedimiento para la obtencidn de esciliglaucosi-

AT X X3

din-%-I-ramnésido a partir de cebolla albarrana, caragferiza

"do en purificar la cebolla albarrana, en someter a tyAXamien

to hidrolitico las fracciones que contienenproscilaéﬁé&ia-A,
en particular el residuo de las aguas madres de la é%&é%a-
lizacidén procedentes de la fabricacién convencional de la
proascilaridina-A, en separar la escilaridina producida de es
ta manera de la proscilaridina-A y en purificar la solucién
de reaccidén segin los métodos ya conocidos para la purifics
cidén de gluéésidos de escila.

2.- Procedimiento segin la reivindicacién 1, caracteri
zado por.evaporar las aguas madres bbtenidas a partir de la
obtencién de proscilaridina-A de manera convencional, por di
golver el residuo en metanol, por calentar durante un tiémpo
corto la solucién con dcido diluidos, por separar la escilari
dina obtenida, por extraer la solucién de reaccién en primer
lugar con tetracloruro de carbono y a continuacién con clorg

formo, as{ como con cloroformo/metanol (1:1), por reunir los ex

tractos de cloroformo o de cloroformo/metanol y por evaporarlos
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a sequedad, y por purificar el residuo obtenido de esta
forma por cromatografia sobre gel de silice.
3).- Procedimientc segin las reivindicaciones 1 Y{Z}
. o
caracterizado por hidrolizar el residuo obtenido a pag?}r
de las aguas madres de la obtencidn acostumbrada de pr; -

scve

cilaridina-A con 4cido sulfirico al 1% acuoso, por separar

oy >

la escilaridina obtenida y, en primer lugar, por eromato—
grafiar el residuo obtenido por elucidén con cloroformo.p
cloroformo/metanol después de la elacidn previa con tetra-

e,

cloruro de carbono sobre gel de sflice con adicién deeb%
de agua, mientres se aplica un eluyente tal como el;did%u-
ro de metileno/metanol (100:5) y, croﬁatografiando seguida-
mente las fracciones gue contienen el esciliglaucosidin-<-L-
ramnésido sobre gel de sflice con aaicién de 50% de agﬁa
mientras se aplica un aluyente a base de acetato de etilo
saturado 42 agua/metanol (100:5).

4).- "PROCEDIMIENTO PARA LA OBTENCIUN DE ESCILIGLAUCOSI-
DIN--1-RAMMOSIDO A PARTIR DE SCILLA MARITIMA ALBAY

Esta memoria consta de 13 hojas foliadas y mecanogra-
fiadas por un solo lado de sus caras.

Madrid, 5 de Diciembre 196
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