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, | _ PATENTE DE INVENCION '

que por veinte aflos, para Esgpafia y sus Posesiones, se solicita g =
favor de la firma X N O L L AeGe CH:WISOHJ:J mmm, entidad ale-
mang, residente en LUDWIGSHAFEN (ALEMANIA), por: "PROCEDIMIENTO PA-
RA TA SEPARACION DE PRODUCIOS DE DESINTEGRACION IE A 120022 _ gy

FATRTEN S o

Memo; Des H

Reacolones de disooimocion en glicdsidos que contienen co
mo aglucén A 420,22 - 'bufatrienolidos; oconducen en dependencia de
las oondicio:}es de remccifn elegidas a diferentes productos de dew
sintegracifn, porque el aglucdn liberado del glicosido sufre por -
1lae reacciones secundarias ficilmente unss variacionese. En muchos-
caso0s8 80 bresenta por lo tanto, despues de la dlsociacidn de la —
parte de azuecar una mezcla de distintos productos de desintegra——-
oldne Ademds de ello la mezcla de 1a reaccidn puede contener mate-
riai base invariable, por lo que es hecho dificil ademds la prepa-
bacidner

De los dos lsomeros de la escilaremina el Srej AeStoll y -

sus colaboradores han obtenido de proscllariding mediante separa?-
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cién enzimatioa la forma - /4 / HelveChimsActa 34; 2301 (1951) 7 =
Propias investigaclones demostraban que la separacifn doida de ==
progoilaridina conduce al 3of, 14 4 =-dihidroxi- A 4,20,22 © bufa-
trienolido no deserito an'beriomen‘beol-

El producto de transformacién escilaridina se forma segh
A«Stoll y sus colaboradores en hidrolisis dcida de proscilaridina -
a las condloiones indicadas en Helvs Chim.! Acta _1.5, 703 (1?33)%6.3
més las propias investigaciones daban por resultado el que, en ca=
so de una separacion aoida de 'bu:fadienolidos que contienen esollgw
renina, puede originarse el 5/ , 14 4 - dthidroxt=- /A 372012 _yueg
trienolido no desorito todavias; Finalmente se encontrd que A4 204
?2 - bufatrienclidos que en posicién - 19 = - poseen un grupo 0xoico
o hidroxico, producen igualmente en reacciones de separaciln mez—
clas de productos de desintegraciém correspondien"tesd;

La separacifn de iales mezclas posee interés praotioo —
porgue los productos puros asi ailslados son de in'terés para la te-
rapia ¥ pueden servir de material base para medicinas oardiaaotivas-.

.Objeto de 1a invencifn son productos de desintegracidn =
deA4’2o 122 :-bufatzd.enolidos ¥ un procedimiento para su separa——
o:Lono El mismo se vefiere especislmente a la obtenocién de fraceciom
nes puras de 3, 147 -dihidroxi A 4,20,22 -bufatrieslido, 3 A,
14 3 -aimtdroxi= A"’ -bufstrienolido ¥ 5/, 14 /3’ = aihidroxi-
AN 3,20,22 ~bufatrienclido de mezclas que pueden contener ademis -
escilaridina ¥y material basica invarisble, por ejemplo, proscilari
dinae EL procedimien‘bo ge refiere ademis a la obteneidn de fracecip
nes puras de productos de desintegraoién deA hi20,22 -bufatrieng
lidos que en posioion -_- 19 = poseen de las mezclas de los mismos -
un grupo oxlco y un grupo hidroxloos; ElL procedimiento se adapta -
ademﬁs para la aepargoién de mezclas sinteticas y mezolas parcige-
les de dichos componentes tal como pueden producirse en la sinte—

gis de glicdsidos cardloactivoss Debido a si intimo parecido P
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tructural no se podfan aislar segin experiencis apenas fraccianes
puras de tales mezclas naturales o sinteticage—

El procedimiento segiin invencidn puede ser dealizado en
dos variantess Seglin el método (a) son absorbidas las mezclas gue
e han de separar sobre gel de s{lice, siendo eludidas con disol-
ventes organicos, preparadas las sendas fracciones de modo co-—-—-
rriente y cromatografiada una fraccidn de mezola que se produoe -
eventualnente de/f ~epeilarening y 5 /3; 14 /3 dibidroxi - A
20022 ~ bufatrienclido o sus derivados sustituidos en la posicidn
19 de nuevo despues de una scetilacién parciale-

_  Para la realizacin de la separacidn cromatografica la
mezcla es disuelta en una cantldad reducida de disolvente organi~-
cp; por ejem;_plo;_ en un tetracloruro de carbono adsorbida sobre —-
gel de silice y eluida con dlsolventes organi_co_s,ﬁ'-

- Es conveniente emplear oomo medio de elucidn primerc d
solventes no polares y posteriormente disolventes polares o las -
mezolas de los mismoss Una forma de realizacidn preferida del pre
cedimiento consiste en el empleo de un tetracloruro de carbono al
que pe afiaden cantidades en descenso de un hidrocarburo aromatico
¥ cantidades en ascenso de una quetona 0 un alcohole;

Como tetraclom de carbono puede aplicarse clorgformo
0 tr:l.olorurolde etileno, como hidrocarburo aromatico benzol, to—
luol o xilol, oomo quetonas acetona o metil~etil-quetona y como -
alooholes metsmol; etenol o propanole Ia elecoidén del disolvente
es ampliamente variables para ambos metodose

Ias fraociones de disolvente o'btenidag son preparadas de
$al manera que se separa 4l disclvente al vacio, purificando el 9
reato eventualmente por recrimtalizacidne

Seglin el método (b) las mezelas de los productos de de-
sintegracidn primero son acetilados parcialmente de manera conoci -

da y a continunocidn cromatografiadase
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Ia acetilacién parcial es efectuada de msners conocida -
eventualmente en presencia de disolventes organicos con cloruro de
acetilo o anhddrido acético a temperaturas de 209C hasta 1502Cs: De
las posibles partes componentes de una mezela que se ha de geparar
son esterificados o estas condiciones solamente 30( ’ 14/‘7 = dihidro

SRVANL L bufatrienolido3/d, 14/3 - aihiaroxl-A 120422 =bufa
trienolido ¥ prose:l.laridina 0y respectivamente, sus derivados de =
19~0xo mientras que 54,~14/3 -dihidroxi-AB’ 2ee <bufatrienclido y
escllariding o respectivemente sus derivados de 19-oxo queden invg
riabless; S1 los bu.fatrienolidos que se han de separar poseen emn la
posicién 19 un grupo de hidroxil, forma a estas condiciones de —
reaceidn el 30 1448 ,19-1mmarox1-A 120,22 -’-bufatrggng%mo los
dieters, mientras que el 5/ ,14/')’,19-tﬁ.hidroxi-A3’ _' ~bufg—
trienolido ¥ el 19~hidroxi-escllaridina forman solemente un menoeg

Combinaciones de acetil a'si_ obtenidas pueden ser trang—
formadas de manera conocida fAcilmente mediante saponifiocacién con
bases debiles 0 Acidos en la combinacién desacetiladae-

De los productos de desintegracién que fuerdn obtenidos
segin el proceso de la invenoidn mediante separacién oromatografi-
ca; no :f}terén descritos hasta el presente en la literatura, los si
gulentess ’

3 ;14/3 —aintaroxte A1 ’22 “butatrienolido;

5/, 14ﬁ-dihidroxi-A3’2°’22 ~bufatrienolido; _
300,14/ ~dinidroxi=-19-0x0/\ | F920022 ~bufatrienolido;
5/3 ,14/5-dihidroxi-1 9-oxo-A 22 2_2_J-bu:fafl:rienolido;
3o ,14ﬁ -19-trihidroxi~A 20,22 ~bufatrienolido;
5/3,14/3, 19-tr:.hiarox1-A 120422 - putatrdenclidos
5/3,14/3 ,19—trihidroxi~A 120022 fatrienclidos
19-hidroxlacilaridinaor-

Estas oombinaoiones son en sus caracteristiocas tera:peut;,
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oaa'pareoidaa a la proscilaridina y aparecen interesante para la -
terapia de la insufidencia cardimcas Ademis son algunns de ellas =
valioses materias bésicas para la Sintesis de otros medicamentos =~
cardioectivoss;

EIRMPTO 18 .
50 gr de mezcla de escilaremina en bruto cbtenids por separaciln =
éolda de prosoilaridina son dlsueltos en 200 am3 de oloroformo y =
dados a una columng crematografica Junto con 3300 gr de gel de sl-
lioke La columa es desarrollada con oloroformo gue para la mejor
separaoﬁn contiene cantidades en reduccifn de toluol y cantidades
en aumento de acetana (cloroformos Toluol = 80 .: 20 hasta clorofor
mo j acetona = 80 .: 25)« Se cbiienen varias :Eraécionea en la suce-
sifn descrita a continuaocidng
Fraccifn 18 s 2,6 gr de escllaridina;
Fracclfn 28 :21,1 gr de 30[,14ﬁ-a1marou-A ’2‘ ~bufatrienc=
Lidoe F 195 - 2002¢ [d_7 -l- 82,50 (en cloroformo),
[O(J 4- 620 (en metanol) eXteyzs 46 0804
Fracoidn 3% : 1,0 gr do 30(;14 fpmainidroxi- A '20'22
do ¥ mezcla de 3/3, 14/c3-dihidroxi—A =bufg=——
trienclido | :
Fraccidn 42 :3,0 gr de 3 ﬂ,14/3 -aihiaroxi-A4'20’22 ~hufatrienocli
do, P 228-2362¢ (de Aloohol)
LAd7 ) +16.5% (en metanol) exteqgs 46 080
Tracoidn 5% 12,6 gr de 54,14/ ~athtarori-A\ 31202 puratriano1y
do, ¥ 128 - 13090 {de alecohol/azua)
[Qf] -i- 58,59 euct-.355 44 500
¥raccifn 62 :7,7 gre de proscilaridina (material base invariable),
EJRMPIO 2%
Para 1la disol\zo%:&n de 7 ,'7 gr de una mezola yrocedente de 5 ﬂ,‘Mf
dihidroxi~ A3’ 2 -bufa“brienolido y 3/3,14/3-&1111&:0:1— -
~bufatrienolido en 35 cm> de piridina se afiaden 35 om3 de anhfdri-
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do ace‘a:!.co; dejando en reposo durante 20 horas a 2020; separando el
dimolvente por destilacidn al vacio; introduciéndose el residuo de
1z destilacién en agua. EL precipitado formado es absorbido en ace-
tato etilico y la solueildn de acebato stilico lavada primero con sg
lucién de bicarbonatc sodico y luego con aguae Una vez secada la Ig
se organica sobre sul:?ato s6dioo ¥y aeparado el disolvente por desti
lac:l.én; se obtienen 7,6 gr de residuo quo es oromatografiado sobre
400 gr de gel de sillce junto con tolwol y acetona en la proporeién
de 85 # 15 como elemento de eluoiom Una vez separado el disolvente
pox des‘bilacién se obtlenen 4,3 gr de 5ﬁ,14ﬁ-dihidroﬁ.—ﬂ3’2o'22
-bufatrienclido en brutos Vélumen de produccion neto: 2,45 gre F =
128-1302C (e alcohol/agua).‘-

,20,22

. | %nacetil-ut-hidrox:l,-A ~bufatrienclido que -
ge enocuantra en el primer producto puede ser desace'bilado segin el
método de A von Wartburg / HelveOhimeActa i_, 1232 (1964%7 Se Obe
tlenen de esta manera 2,3 gzr de 3%3 14%3-dihidroﬁ.-A -bui‘a;-
trienolidoe.

Segun ol mismo método puede descomponerse una .fraooién. —

mezolada de % ,14/3-a1maron-A $e20,22 ~bufatrienolido y 5 /3 .14/-1’
~&ihidroxi~/\ -bufatrienolido, como puede originarse segin
ejemplo 1Rem=

EJEMPIO 3%

4,'7 gr de mezcla e bruto de 19-oxo-exoilarenina o‘bten.idos POT * Gleies
sociacidn acide de 3ﬁ-ramnosidc - 14/3’—111&:'0::!. - 10 = oon 4120,2
~bufatrienclide oon dcido sulfurico diluido son disueltos en 20 g£r
de cloroformo o cromategrafiados sobre 420 gr de gel de shllice con
clor¢formoe!

Se obtienen verias fracciones en la sucesidn descrita a -
continuacifng

‘ ' o : 20
Fraocidn 18: 0,37 gre! de 19 = oxo - escilaridina F 2300 /<27 D~
1852 (en metamol)s
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Fracokén 28: 1,14 gr de 30,14 -t droxs ~ 19 = oxo A\ ~Dtm
fatrimglido ® 2022 ¢ (de etanol)
L7 ) + 1008 (en metanol)
Pracclén 3!° ,2O4g32:'0d§2mezcla de 30(',14/3 -dihidroxi - 19 = 0X0 ==
YN bufatrienclido y 381143 ~aihidrox - 19 -
4,20,22
oxo A ~ bufatrienolido
,20 22
Fraceidn 4l- 1,05 gre de 3/3 ,14ﬁ-—dihidroxi - 19 - 0X0 —A
bufatrd. gno'!ido, by 23890 {de etznol)
[OCJ + 542 (en meuanol)

Fraccifn 5': 0478 gr impurezas polares
1_: 81‘

Despues de la separacién por oristalizacién de la com-
binacién para unas agues madre adecuadss son acetiladas ¥ oromato—
grafiadas-' Asi ge o'b't:iene por ejemplo de 0,915 gr de mezola de ace-
tato 0,128 gre de 5/3., 14/8=aihidroxi = 19 - oxo -A " cbuta—
trieno%%do-, F 125 « 13020 (de etonolye~
LT p + 69¢ (e cloroformo)

_ EJEMPLO 4#

5 gr de 19 - hidroxi - proscilaridina son disueltos en 1 litro de ~
agua y reaccionados con 1 litro de dcido sulfurico al 2%e Se deja -
durante unz hora en reposo a temperatura amblente, neutralizando ~-
ocon 1 n 193:1.5'1 de sosg y extrae una vez oon 1 llitro y cinco veces og
da vez oon 0,5 litros de ester de etil moetico. Ia solucidn produce
despues del lavado, secado y la conoentracién por vgporizaoién 2y -
853 gr de residnos Si se concentra por vaporizaoién? la fase acuosa
hasta secarla; puede recuperarse de esto por extraceiin con ester =
etilico de éoido acetico 1;62 gr de la materié bases

2,85 gr de la mezcla de hidrolisls obtenlda son dlsueltos
en 10 ccm de cloroformo y dados & una columa cromatografiadesa con
100 gr de gel de silicg-' Ia columna es desarrollada con ester etili
co de Acldo acetico acetona (85 ¢ 15)+ Se obvitienan varias fracclones

de las que pueden separarse en forma purs lag slgvientes combinaclg
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4’20,22 .‘ . ’
a) 3oc,14 B 19 ~irihidroxi- A ~bufatrienciido 0,863 grs
La reeristaliaaoion an metgnol produce 0,635 gre de la combinacifn
2
oura T 227 - 23020; foo/ D 4-4438 gga metanol)
b) 3/,’,14/3,19-mm¢-ox1-A " ~oufatrienclido 0,608 ari

La reoristalizacifn en metanel produce 0,196 gre de la combinacién
pura F'2089€:} L7 ;0_ 142 {en mgtgg.o%%
c) 5/3414/3,19 ~ trikigrox ="  ~  -bufatrienolidos,
Disclucién y precipitacibn de ester etilico de 4cido acetico /hexa-
no progg.oe la combinaoir'm purae: F 138 - 14290
[ot.Z 3 + 202 (en metancl) ¢ = 0,5
d) 19 = hidroxiescilaridine
Recristalizacidn en tetrahidrofurano produce 1a combinacidn purae
F 226 - 30020 [oC7 20--- 412 (en tetraohidrofuranc)s

Degorita sufientemente la naturaleza y alcance de la pre
sen‘be invencidn se haoe constar eue en la misma podran ser varig=—
bles los materiales, dimensiones y en general squellos otros dela=-
lles accegorios o seoundarios que no alteren; cambien ni modifiquen
la esencialidad propucsciae

Tos términos en que queda re@aotada ésta memoria son cier
tos g £iel reilejo del objoto desorito, debiendose tomar en un sen=—
tido més amplio y nunca en forma limitativas;

RELIVINDY CACIONES

Se roivindica como de la propia ¥ nueva invencidén la propiedad y =

explotacidn exclusiva des

1&e=Procedimliento para la aeparacion de productos de desintegracidn
ae AN\ +,20,22 - bufatrienolidos, caracterizade porque

&) se adsorbe '!;a‘.!.es mezclas sobre gel de silice, eluyendo con disol
ventes organicos, preparando las fracciones individuales obtenldas

de manera corriente y cromatografiando nuevamente sobre gsl de sili

¢c ¥ despues deo uas asetllaciln parcial Ia frzcoldn mezclada, que =
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,20 ,22

evmﬁmlmen'be ge produ(.e, de 3/1’ ,14/3’ -dlhidroxi - wbuf g
trienclide y Bﬁ,Mﬁ-dlhidron- A 20922 i ufatrienolido ¥y son de

rivados de 19 ~ oxo o sus derdvados de 19=hldroxido o

?) que se acetila talcs rf.ezclas primerc parcialments, oromatofram—
fiandoles a contintacidn; desacstilondose eventuslwmente las frac—-
ciones obtenidag.-

2I-~oncadimiento para la separacion de productos de deaintegracién
20,22
de /\ =bufatrisnclidos, segin :'eiﬂncieaeion 18, eerazte 22
20
do por su apli cacirSn a una mezcla de 30(23 /%—dihidroxi—A !
’t.

bufatrienolido, 3 /; 1% ~dihidroxd-A\ ~bufatrienolido y 5 /3,
14/5’ -dihidro:d.—A -bufatrienclido que pusde obtenerse me—
dlante disociacidén dclda de proscilaridina y que contiene eventual
mente adefios nateria basicm inveriable y escilariding«—
3#.=Procedimiento para la separacién de productos de desin‘begraci&n
de 4’20’22-'bu£atriemolidos, segvin reivindioaoién 18, caracterizg
do pzrzgfzz:-aaplica'ble a ung mezcla de 3 ,14/3 -dihidroxi-19;o§8 25-
AT -‘nufa'l:rienolido, 3/3,14/3 =d1h1 droxi=1gmoxo= A\
bufatrienolido ¥ 5/:?,14/3-dih.s.droxi-1 Gmox0- £\ ~bufatrieng
lido que puede obtenerse mediagtg disoclacidn doida de 3 /o’-ramnosi
do=14/8 ~hidroxi = 19=0x0 /\ ~bufatrienolidc y gue contiene
eventualmente ademds materia bdse inveriable y 19=oxo~escilaridinge.
4&--Pz~oggd%gien'bo pare la separacion de productos de desin‘begraoion
1=y

de D ~bufetrienclidos, segin reivindicacidn 18, caracteriz
’ ’ 9 <0y

do por ser splicable a una mezola de 306,14/3 s 19~trihidroxi~- A
22 4,20,

~bufatrienclido, 3,6,14/8,19 ~tribtgrogi-A " cbutatrienc-
1140, § 5/3,14 /3,19 -'tr..hidroxi—A ~bufatrienclido obteni—
ble mediante dimocimoiln dcida de jys-ramnésj.do - 14 3,19 ~dihidrg
xi - Af,20,22 ~bufatrienolido y que contiene eventualmente ademds
materia base Invariable y 19 ~hidroxi ~escllaridinae.
58«=Procediniento para la separaoi6n de productos de desintegracion

4,20,22 .
de A\ e =bufatrienolidos, segin reivindicacidn 18, ocaracteriza

e Y
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do porque sc utiliza como medio de clucidn tetracloruros de earbono
y/o havocarburos, creninalmente en mezcls con meeionas ¥y/o alcoho-

leges

6%e«=Procediniento pura la separacién as prodvctos de desin‘kegracién
9A4'20 122 -bufatricnolidos, sogin relvindicaclones enteriores,os
racterizado porque queda efcctusda la separacidn cromatografica de

a%g gon las formulas indicadas al principio, 3o 1%43-&117:).&1‘9*:1—
A ' _bnfatrienoltdo, 5 /3,14/3 -il:lbidr%d.-z-él -'bu:fatr.'geng
uag, 360y 14/3 =aintavord = 19 ~ ox0: 'z'oAaz' """ cbufatrienclido, —
5 ,5.14/3~dﬁzidrox14* 18 = oxo =\~ ~bufatrienolido, 30(,14/3
" utatrienolido, 5/8,14/3,19 ~trinidroxi-
A ~bufatrienolido, 19 ~hidroxiescilaridina.-

78 +=MPROCEITMITNTO PARA LA SFEPARACION 11 PRODUCTOS DE DESINTRGRACION

A T o BURATRIENOIIDOSVem

Consta la presente memoria descriptiva de diez hojas nume

radas y mecancgrafiadas por una gola cargew
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