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DE
INVENCION

por "PROCEDIMIENTO PARA IA OBTENCION DE POLIHIDROXIFENILCRO-
MONAS ESTABILIZANTES DE IA ESTRUGTURA CELULAR Y EL CITOMETA-
BOLISMO", 'a favor de le firma alemans DR. MADAUS & CO., re-
sidenté en Ostmerheimer Str. 198, KULN-MERHEDM (Alemenia).

MEMORIA DESCRIPTIVA

~ 8e ha descubisrto gue ciertas polihidroxifenilcromo-
nas (por ejemplo, la silimarina) ejercen efecto protector y
estabilizador sobre las bilomembranas intracelulares en los
lugares del citometabolismo y & cansa de esta accidn inédita
constlituyen medicamentos valiosos.

Para obtenerlas en escala industrial son impropias

las propuestas emitidas hasta hoy dfe para el aislamiento a
egcala de laboratorio, pues el material de partida, el fruto
del Silybum marienum Gaerth., contiene hasta el 30 % de acei-

tes grasos y materias concomitantes diffciles de separar y
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vnicamente se obtienen concentrados crasos gue vuelven exira~
ordinariamente diffcil 1a elaboracidn ulterioxr. Asimismo, la
operacidn segin dichas propuestas senfe mala de realizar en
escala técnica & causa del grandisimo dispendio de tiempo y de
los muchos disolventes distintos gue se utilizan por separado
y en repeticidn consecutiva para separar las materias ooncomi-
tantes ilnactivas y los aceites grasos.

Asi, el método, usual para los procedimientos de ob=
tencidn, de desengrar por extraccidn exige varios dfas y la
mayorda de las veces no es suficientes

En cambio, si se renuncia, como prevé el invento, al
desengrase completo y se modifica la operacign de manera que
pueda utilizarse materiel de partida con un 5 a 10 % de giaaa,
el desengrase puede efectuarse mediunte presidn aita, de pre~
ferencie con empleo de prensas helicoidales, como las que se
utilizan para las semillas oleaginosas, y puede separarae del
20 al 25 % del aceite graso sin pédrdida de substancia activa.

Con este mdtodo de desengrase se ahorra tambign la mol~
turacidn que en otro caso es necesaria, pues el complejo celu=
lar ge desgarra hasta tal punto con la gran presién ¥y la tri-
turacidn en la prensa helicoidal que las materias activas pue~-
den pasar de manera rgpida y completa el medio de extracaidn.

Pero a causa del contenido residual de acelte graso,
debe todavia buscarse primeramente un agente de extraccidn eﬁ
el que tengan muy buena solubllidad tante los agentes grasos
como lag materias activas. En ensayos en serie se ha hallado

que la aptitud dptima corresponde al acetato de etilo. Este
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permite una extraceidn a fondo ya en 24 horas, mientras que
para la extraccidn con acetona en escala de laboratorio se
indicacaba un tiempa de extraceidn de 14 dias.

Aungue después de la evaporacidn del acetato de eti-
1o se obtiene un producto parcialmente grumoso, 0leoso y cra-
g0, con un 20 & 30 % de materia activa, habfa de intentarse,
pare evitar tratamientos repetidds con diversos disolventss,
gseparar las materias activas de las materias concomltantes y
los aceites grasos validndose de un proceso de distribucidn
entre dos fases liguidas limitadamente miscibles.

La busca de un sistema disolvente apto para esto fra-
casd durante mucho tiempo porque, en todos los pares de fases
investigados, del fndice de distribucidn Gy de la mezcla de
las materias concomitantes y el acéite greso y del indice de
distribucidn Gy de las materias activas se deriveba un factor
de separacign 3 tan bajo que el mimero de las etapas de dis-
tribucidn necesarias hubiera exigido un gasto de equipo inso=
portable.

Con el par de fases metanol/éter de petrdlec (40-602),
que se investigd por {ltimo, se calculd a base de los coefi~
cientes de distribucidn Gy = 0,25 y Gy = 0,038 resultantes pa~
ra una concentracign de substancia del 2 % el factor de sepa~-
racién.ﬁ3 6,5, 10 que tedricamente, para un enriguecimiento
del 70 a 80 #, hublera exigido todavia alrededor de 20 etapas
de distribucidn. Perc en la realizacidn prédctica aparecid,
durente la distribucidn, un corrimiento de fases muy intenso

dentra del sistema. Tos intentos de reducirlo por adicidn de
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El sistema ternarlo metanol/agua/éter de petrdleo que
a continuacidn se investigd demostrd ser utilizeble. Por Kl-
timo, se halld que 1o dptimo era una mezcla de metanol-agua=
~&ter de petréleo : metanol/agua (95 : 5) como fase inferior
en equilibrio con 4ter de petrdleo puro (40 - 60%). El sis-
tema puesto en equilibrio moatrd ademgs la ventaﬁa de un co~
rrimiento inesperado de los Indices de distribucidn en favor
del proceso de purificacidn perseguido para las materias ac-
tivas.

En la utilizacidn préctica del sistema segin este in~
vento se comprobd, smorprendentemente, que un mimero de etapas
n = 6 basta ya para obtener un enriquecimiento de materia ac-
tiva del 70 al 80 % '

En la distribucién multiplicativa, que puede efectuar-
se por salltos o uniformemente y gue de preferencia se realliza
en contracorriente. ILas materias actiwvas se enriguecen en la
fase inferior y puedsen ser retiradas con la fase inferior al
final de la ingtalacidn.

En el aspecto de eguipo se necesitan para la distri-
bucidn multiplicativa uniforme seis etapas individuales, poxr
ejemplo con un separador centri{fugo y un emulsionador para ca=-
da una, conectados de tal modo uno tras otro que la materia
activa purificada selga continuamente con la fase pesada, mien-
tras que la fase superior, llevada en contracorriente contra
la- fase inferior, sale por el extremo opuesto de la baterfa

después de pasar por seis etlapas de emulsidn ¥y separacidn.
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Se logra un grado de accidn comparable en una insta-
lacign de columnas segiin Zishl, para 1o cual hay que disponer
un nimero tedrico de fondos de 10 a 12 (caloulado a base de
HTU = hight for one iransfer unit).

N En ambas modalidades de procedimiento se ha acredita-
do tanto el aporte de substancia al principio de la bateria,
segin Jantzen, como el aporte al centro, segin van Dyk. El
aporte se efectua en forma de disolucidn al 2 % en la fase in-
farior.

Despuds de la distribucidn, pueden obtenerse de la fa-
se inferior, por evaporacidn, las materlas activas purificadas,
en forma de producto seco de color beige. Este producto con-
tiene da 70 a 80 % de silimarina y puede utilizarse directamen-
te en esta forma o también después de ulterior purificacidn o
separacidn.

_ En la separacidn por cromatografia de capa delgada de
la silimarina obtenida pueden descernirse sobre placas de po-
liamide con el separador cloroformo : metanol : metiletilceto-
na (60 : 14 : 26) y una solucidn al 1 # de dinitrofenilhidrae-
cine cuatro substancias I, II, IIT y IV, claramente separadas

una de otra.

Ta substanoia silimerina I, que presenta el fndice R,
mayor, pudo ser dilucidada en su estructura esencial. Tiene
la fgrmula aditiva CogHyp0qq ¥ 8 un 5, 7—dihidro-2-(3'-meto~
xi-4'~hidroxifenil)-cromanon~3~ol que estd substitufdo en la
posicidn 3 con un radical 09 9}3. Presenta un punto de fusidn

de 1672 C.
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Tes otras substancias IL, III y IV no estdn todavia
diluclidedas en su estructura, ééro.ﬁﬁedeﬁ gepararse por cro-
natografis en columna y por cristalizacidn. Todas ellas pre-
sentan en la prueba farmacoldgica las mismas acciones gue la
gilimarina I.

Por tanto, a causa de la gran coincidencia farmacold-
gica, estq justificado retener para el producto del procedi-
mianto constitufdo por una mezcla de las substancias I, II,
III y IV la designacidn de "silimarina® y llamar a los compo-
nentes individuales "silimaripa I, "silimarina II®, ®silima-
rine ITI* y Ysilimarina IVW. - o

Ia silimarina I puéde separarse inmediatamente, por
cristalizacidn, de la fase inferior que sale del aparato de
distribucidn. DPara ello, despuds de tratar la fase inferior
con carbdn activo, se la concentra primeramente sdlo hasta el
punto de gue, después de separar el carbdn activo, la silima-
rina I se precipite en forma cristalina cuando se prosigue la
concentracidns

Ta obtencidn de las polihidroxifenilcromonas, y en par-
ticular de la silimarina o de sus componentes, asbarca por lo
tanto, segin este invento, los pasos de procedimiento siguien;
tes .

1)e Pxpreaidn bajo presidn alta, preferentemente en una
prensa helicoidal, de la cantidad principal de los acelites
grasos.

2). Extraccidn a fondo, con acetato de etilo, de los re-

siduos de prensa todavia oleosos, evaporacidn del disolvente
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y dbtencién de un extracto primario oleoso y oraso.

3). Distribucidn multiplicativa uniforme del extracto pri-
mario en el sistema disolvente de este invento y obtencidn de
un producto seco con un contenido de 70 a 80 % de silimarina.

4(. Eventualmente, separacign previa de la silimarina I,
por cristalizacidn, de la fase unferior y obtencidn de 3as

otras polihidroxifenilcromonas de las aguas madres.

Ejemplo

1).~ En una prensa helicoidel para semillas oleaginosas se
exprimen bajo gran presidn 100 kg de frutos desecados de Sily-
bum merianum, para separar la cantidad principal de aceltes
grasos. Quedan alrededor de 75 a 80 kg de residuos de prensa
con un contenido de aceite residual de 5 a 10 %.
2).= BSe extraen a fondo con acetato de etilo 80 kg de los
residuos de prensa. Después de evaporar el acetato de etilo,
quedan alrededor de 5 a 6 kg de un residuo seco, oleoso y gra-
s0, en parte grumoso, con un contenido de materia activa de 20
a 30 %.
3)e~ Se disuelve el residuo seco, hasta el 2 % en peso, en
la fase inferior del sistema, puaesto en equilibrio, metanol/
agua (95 : 5) / éter de petrdleo (40-602) y se centrifuga para
clarificarlo de las materias sélidas floculentas. Volumen fi-
nel : alrededor de 300 litros de fase inferiorx.
Se conectan en sarie 6 separadores centrifugos indivi-
duales para separacidén de lfquido/1iguido, con intercalacidn
cada vez de una etapa de emulsidn y de modo que la fase infe-

rior circule en direccidn opuesta a la superior, con lo cual
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ambas fases se emulsionan entre si en cada una de las etapes
de emulsidn, para cambiar materia. En la etapa de separador
que sigue cada vez, la emulsién se vuelve a separar en fasge
pesada y fase ligera. ILas conducciones estan dispuestas de
modo que la fase superior separada llegue en contracorriente
a la fase inferior en la etapa de emulsifn que precede en ca-
da caso, y asi sucesivamente.

Ta fase superior y la inferior se llevan primeramente
una hacia otra en la bateris de distribucidn sin recargo de
substancias y de manera continua, 10 que hace que se establez~
ca el equilibrio de fases. Iuego se alimenta continuamente a
la fase inferior circulante la solucidn de substancia al 2 %.
Al alimentar a la entrada de la fasae inferior hay que procurar
que no se altere la relacidn de volumen total flunente fase su~
perior : Pfase inferior=1: 1.

Ia rapidez de ¢irculacidén de ambas fases depende en
gren medida del grado de eficacia de los aparatos de emuleidn
y de los separadores. ElL ajuste §ptimo puede averiguarse gra-
vimétricamente por medio de determinaciones cuantitativas del
{ndice de transicidn de materia. '

Ia fase inferior (alrededor de 300 litros) que sale
de la bateris de distribucidn se seca en vacio de 20 mm de
Hg, 1o que da un polvo de color beige hasta pardusco, con un
rendimiento ponderal de 3,1 kg. EL contenido de materia acti~
va (silimarina) se halla entre 70 y 8o %, da lo que se deduce
un rendimiento de materia activa de 2,2 %, caloulado respecto

al material de partida.
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4)i= Modificacign para la obtencidn directa de silimarine
I de la fase inferior :
' Se recoge la fase inferior (alrededor de 300 litros)
que sale de la bater{a de distribucién, se la trata con 1,5
kg de carb@n activo y se la concentra en vacio de 20 mm de
Hg hasta 100 litros. Se clarifica en una brensa de f£iltro
la solucidn todavia caliente y a continuacién se la concen~-
tra agn mgs. Al lleger al volumen residual de unos 50 a 30
litros, se inicia una cristalizecidn creciente. Segiin ei .
grado de concentracidn, se obtiene un cristalizado de color
blanco a ocre.

Este cristalizado presenta un punto de fusidn de 167
a 169 C. Eeta constituido por silimarina I y tiene un gra-
do de-pureza de 95 a 100 %.

Tas aguas madres que quedan después de la separacidn
del cristelizado y que contienen silimarina II, IIT y IV se
secan por ulterior concentracidén en vacio de 20 mm de Hg.

Las polihidroxifenilecromonas obtenidas por el proce~
dimiento de este invento mosireron ya en las primeras expe~
riencias con animales marcada &ccidén protectora frente a las
influenciss nocivas para el higedo. En el interin pudo dilu-
cidarse, en particular mediante investigeciones con el micros-
copio electrdnico, en qué radice la proteccidén, sorprendemen-
te siempre igual e intensa, conira los agentes nocivos de la.
mas diversa naturaleza.

Tas lesiones experimentales con tetracloruro de car—-

bono ocasionan en el higado de las ratas alteraciones compa~
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rables histoldgicamente con la hepetitie humena. Ias imAge-
nes del microscopio electrdnico muestran alteraciones estruc-
turales en las células parenquimatosas, destruccidn y tume-
faceién en los mitocondrios y junto a ellos y un decrecimien-
to del reticulo endoplasmético, de las ribosomas y del glicd~
geno. Esto es atribuible a una lesidn, ocamionada por el te-
tracloruro de carbono, de las membranas extracelulares e ln-
tracelulares que circundan tanto la célula como las diversas
particulas endoplasmeticas, pues toda alteracidn de estas bio-
membranas gltera el curso normal de una 0 varias funciones
parciales y conduce también a una salida de fermentos y otras
naterias y, viceversa, a la inclusidén de materias perjudicia-
les. ,

En los higados de las rates que hebian recibido siii—
marina antes del tetracloruro de carbono no se manifesid ya |
en ninguno de 1os organulos celulares de las células parenqui-
matosas lesidn alguna, los mitocondrios y el retfculo endoplas-
mgtico estaban estructurados con regularidad y el élicégeno
esteba distribuido normelmente en las células parenguimatosas.
Ta silimarina ha podido impedir, por 1o tanto, la lesign inmi-
nente de las biomembranas y las alteraciones de la ultraestruc~
tura y del metabolismo de la célula.

Esta accidn protectora de la silimarina sobre la es~
tructura celular y el citometabolismo quedd tembién confirme-
da en otras humerosas series de ensayos, en los que pudieron
evitarse o reducirse conaideidblemente con la silimarina las

consecuencias, llevadas hasta las mas graves nhecrosis, de in-
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Yoxicaciones experimentales, por ejemplo con ticacetemida, al-
cohol alilico, alfm~amanitine, feloidina y aloxano. Incluso
pudieron eliminarse con la gilimarina lesiones gue ya se ha-
b{an producido. Por microscopia electrdnica se demostrd que
la estructura de los mitocondrios y del retfculo endoplasmé-
tico, considerablemente destruida después de mdministraciones
de alfa~amanitina, se restableci{a por completo con la silima-
rine. El resteblecimiento de la integridad perturbade signi-
fica que la silimarina no sdlo ejerce aceidn protectora, sino
también estebilizante.

Se ofrece asi, como prinéipioc terapéutico completamen-
te nuevo, la actuacidn directe sobre los elementos estructura-
les de las células hepaticas.

De 600 casos evaluados de hepatitis crénica, estados
posthepdticos y cirrosis del higado se comprobd, después de
un promedio de 5 semenas de administracidn diaria de 0,2 g de
silimarina, una regresién superior al 60 %. Ias pruebas mas
importanteas de las funciones del higado mostraron por término
medio una regresidn del doble en comparacidn con un grupo de
control tratado del modo ordinario. En la adiposis del higa-
do, el hallezgo bidptico después del tratamiento con silimari-
ne indicd la curacidn para el 67 % de los casos, mientras en
un grupo de control sdlo se halld en el 40 % de los casos.

En todos los casos se advirtid al cabo de breve tiem-
po mejoria del estado general, remisidn del meteorismo y de la
sensacidn de tensidn en el hipocondrio derecho, sumento del
apetito y del peso corporal y mayor capacidad funeional. No

se observaron acciones secundarias ain después de tratemiento

prolongado.
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Descrito el objeto del presente invento, se declaran
nuevas y de propia invencidn las siguientes reivindicaciones
con prioridad de la solicitud de patente alemana n® P 19 23
082.1 del 6 de mayo de 1969. ‘

1.~ Procedimiento para la obtencidn de polihidroxife~-
nilecromonas establlizantes de la estructura celular y el cito-
metabolismo, caracterizado por desgarrarse en el complejo ce-
lular, mediante gran presidn mecénicas, preferentemente en una
prense helicoidal, frutoe desecados de Silybum mariamm Gaertn.,
para exonerarlos de la cantidad principal del aceite graso; ex-
traerse a fondo con acetato de etilo el residuno de prensa que
presenta todavia un contenido residual de aceite de 5 a 10 %}
evaporarse el acetato de etilo; disolverse en el 2 % en peso,
en la fase inferior de un sistema disolvente apropi#do para la
separacidn de las materias concomitantes indeseadas, por ejem-
plo el sistema disolvente constituido en'eseneia por metanol y
dter de petrdleo, el residuo seco, 0ledso-craso y parcialmente
grumoso, que contiene alrededor de 20 a 30 % de materia activa;
centrifugarse para clarificar y eliminar las particulas flocu~-
lentas de materia sdlida; someterse el residuo en dicho sistew
me disolvente a la distribucidn multiplicative, de preferencisa
uniforme, en contracorriente; separgrse de la fase inferior sa-

liente, por concentracidn en vacfo, un polvo pardusco gue con~

tiene 70 a 80 % de polihidroxifenilecromonas; y eventualmente
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gepararse ya directamente de la fase inferior la silimarine I

que durante la concentracidén se segrega en forma de cristali~
zedo de color blanco a ocre.

2.~ Procedimiento, segin la reivindicacién 1, caracte-
rizado por emplearse pare la distribucidén un sistema disolven~
te ternario de metanol (95), agua (5) y éter de petrdleo de
40-602 (100)-. '
" 3.~ Procedimiente, segfn las reivindicaciones 1 o 2,
caracterizado por emplearse una bateria de distribucidn cons-
titufda por varios (por ejemplo, 6) pares de emulsionadores y

gseparadores y disponerse la conduccidn de manera que la fase

.superior sepaerada en un separador llegue, contra la corriente

de la fase inferior, a la etapa de emulsidén precedente en ca-
da caso y a la fase inferior circulante se alimente continua~
mente la solucidn de substancia al'2 %, cuidando de mantener
en 1 ¢ 1 la relacidn volumétrica total circulante de fase su~-
perior/fase inferior.
4.~ Procedimiento, segin una de les reivindicaciones

enteriores, caracterizado por tratarse la fase inferior que
sale del sistema con 0,5 % aproximadamente de carbdn activo;
concentrarse en vacio de 20 mm de Hg primeramente s6lo hasta
un tercio del volumen inicial; clarificarse enh una prensa de
filtro la solucidn todavia caliente; y concentrarse en una pro-
poreidn de una sexta parte haste una décima parte del volumen
inicial, en cuya gema de concentracidn se segrege un eristali~-
zado de color blanco a ocre, la silimarina I, que es separada.

' 5.- Procedimiento para la obtencién de polihidvoxife-

nileromonas estabilizantes de la estructura celular y el cito-
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metaboliemo.
Segun se describe y reivindica en la presente memo:ia
descriptiva que consta de catorce hojas folladas y escritas a

de\sus caras.
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