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El presente invento concierne a un procedimiento
para la preparacion de nuevos derivedos de isoflavona con
valiosas propiededes fermacolégicas.

Los nuevos compuestos a preparar de acuerdo con

5 el invento corresponden a la fdrmula general
0 . R
/
“ ® (1)
lo -~ X
R0 o~ x*

en donde R2 y R3 gsignifican un atomo de hidrégeno, un

grupo alcoxi, nitro, haldgeno, sulfo o hidroxij; R* signi-

15 fica un atomo de hidrogeno, un grupo alcohilo o -COOH; y
R5 significa un grupo alcohilo o aslgquenilo eventualmente
sustituide que contiene més de dos atomos de carbono. El
grupo aleohilo o alquenilo designaedo con R5 puede llevar
en cago deseado, en calidad de sustituyentes, anillos

20 aromgticos o heterosromaticos, grupos dislcohilemino (ta-
les como un grupo dimetilamino o dietilamino), un grupo
cerboetoxi, ademas grupos alcoxi, slcohilo o hidroxial-
cohilo, El anillo heterociclico contiene preferiblemente
un atomo de nitrdgeno y lleva preferiblemente un grupo

25 aleoxi, haldgeno, elcohilo o ~COOH como otros sustituyen-

13.5.74 -2 -



lo

25

13.5.74

tes,
El procedimiento para la preparacidn de los nue-

vos compuestos de la férmula I esta caracterizado porque

ée deshidratan derivados de 2-hidroxi-isoflavona de ls

formula general

(I1)-

R6O

en donde R2 Yy R3 tienen los significados antedicpos N R6

representa R? o hidrdgeno o bien acilo, y después de ello
ge transforma eventualmente el grupo R6 en un grupo RS.

La deshidratacion se e%ectﬁa por calentamiento
o mediante tratamiento térmico en un medio acido em un
disolvente polar,

En la primera etapa del procedimiento de acuer-.
do con el invento, a partir de los compuestos de la foérmu-
la II pueden formarse derivados en los cuales el susti-
tuyente R6 no es el grupo ﬁs deseado en el vroducto final.

6

En tales casos se puede transformar al grupo R° en el gru- -

PO R®, Esto se puede llevar a cabo mediante una alcohila~
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cidén parcial o completa de monohidroxi-isoflavonas o poli-
hidroxi-isoflavonas., La alcohilacidn se puede llevar a ca-
bo preferiblemente mediante la reaccidn con halogenuros
de alcohilo o con halogenuros de alcohilo sustituidos,
sulfatos de alcohilo, olefinas y epodxidos, calentando el
agente de alcohilacidn en un disolvente apropiado, tal
como cetonas, dimetilformamida o éteres con un nimero ele-
vado de atomos de carbono, con las isoflavonas que hen de
ser alcohiladas, en el caso de compuestos halogenados pree-
feriblemente en presencia de un agente fijedor de acidos
(tai como un earbonato de metal alcalino) o en el caso de
bromaros de alcohilo y cloruros de alcohilo preferiblemen-
te en pregencia de un yoduro de metal alcalino agregado.
Los compues tos de isoflavona que pueden obtener-
se de acuerdo con el invento estan con plena seguridad li-
bres de efectos estrdzenos. Los resultados de investigacio-
nes llevadas a cabo en este sentido confirman que de acuer-
do con el presente invento se acrecienta esencialmente el
efecto de aumento del peso corporal de ciertos tipos de
derivados de isoflavona - junto con simulténea disminueidn
o eliminacidon total del efecto estrdgeno - y que se supera
significativemente gl efecto acrecentador del peso corporal
de los compuestos de isoflavona con manifiesto efecto es-
trdgeno.

Ademss se ha comprobado un nuevo efecto biologi-



co extraordinariemente interesante, a saber el efecto
acrecentador del peso corporal en un sector todavia no des-
crito hasta ahora en la bibliografia - en el grupo de los
compuestos de isoflavona que no poseen ningun efecto es-
5 trogeno - . Ademés de este efecto, una parte considerable
de los compuestos posee también un efecto snagtdxico libre
de efectos andrdgenos (como consecuencia de la retencidn
de N y basandose en el ensayo con el Musculus levator o
de la medicion del efecto reforzador de los musculos del
lo esqpeleto). La mayor parte de estos compuestos consistia
en nuevos compuestos todavia no sintetizados hasta shora,
Se debe hacer resaltar ademas que ciertos compuestos de
estos grupos de compuestos tienen un efecto que supera
cuglquier efecto acrecentador del peso corporal hasta
15 ahora conocido, pero en otrog respectos son sustancias
practicamente inocuas con respecto al organismo vivo
(DLgy> 5 g/kg de peso corporal) bastante independientes
de la composicion del pienso, sintetizables a gran escala
indus trial de manera relativamente facil y economica, es-
70 tables, ilimitademente almacenables, insipidas e inodorass.
Ciertos miembros de este grupo de compuestos se pueden
utilizar también para fines de cria de animales, tal como
por ejemplo para sumentar la produccidn de leche, huevos
y lana, en factorisms piscicolas para aumentar la rentabi-

25 lidad de la cria de peces, en la cria de animales para
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peleteria, en la conservacidén de animales salvajes, etc.

En lo que se refiere gl efecto de log  compuestos
obtenibles segin el invento se deben hacer resaltar sdemés
las siguientes investigaciones farmacologicas que sbajo
se especifican,

Investigacién del efecto anabdlico:

La investigacidn se 1levo a csbo con ratas cas-
tradas mediantahensayoé con el Musculus levator ani y con
la Vesicula seminalis, Los preparsdos fueron administrados
por via oral durante un periodo de investigacion de tres
semanas. Lés investigaciones ge llevaron a cabo de acuer-
do con el método de Eisenberg y Gordan (Eisenberg, E.,
Gordan, G,S.J.: J. Pharmacol 99,38, 1950), Ademss, se pe-
saron también los diafragmas extraidos de los animales., De
acuerdo con egtas investigaciones, el peso del Musculus
levator ani tuvo una elevacidn con el grado de importan-
ciam segin Student de p 0,01,el peso de la Vesicula semi-
nalis no aumentd, mientrss que el peso del diafregma ex-'
traido de los animales manifestd un aumento con un grado
de importancia de p 0,05, Basandose en estos datos, el
preperado se manifestd como un agente anabdlico sin efec-
tos andrdgenos,

Durante el tratamiento se adm%nistraron a los
animales 30 mg/kg de sustancia activa.

La retencion de nitrdgeno fue investigada tambien
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con ensayos oon ratag, Con un tratamiento sistematico se
disminuyd la segregacidn de nitrdgeno de los animales tre-
tados en los dias 20 6'30 con un grado de importancia de
P 0,05,

Lag investigaciones arriba c¢itadas confirman
igualmente el efecto anabolico.

La investigacidén de la incorporacidén de la me-
tionina mercada con S-35 mostrd que bajo la accidn del tra-
tamiento la metioninag es incorporada en el tejido muscular
de los animales tratados en un grado acrecentado,

Para la investigecidn del efecto acrecentador de
la ectivided muscular se hizo uso del método de natacion
de ratas, Se hizo nadar a los animales con una carga de
3 kg/100 g de peso corporal, en agua a 292 C, El contenido
de calorias y la cantidad de la sustancia nutricia adminis-
trada eran iguales que en el grupo testigo no tratado.

La diferencia de la duracién de natacidn hasta el
sgotamiento de los animales tratados a lo largo de 45 dias
¥y hechos nadar diarigmente, y de los gnimales del grupo
testigo (que por lo demds hebian sido tratados de manera
enteramente igual, exceptuando la sugtancia activa, no
administrada en este caso) fue de 33 minutos, es decir el
rendimiento natatorio en los animales del grupo tostigo
qumenté de 162 minutos a 196 minutos, mientras que en los

animales tratados aumentd 162 minutos a 225 minutos.
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Estos ensayos se llevaron a ¢abo con administra-
cién de una dosis diaria de 5 mg/kg de peso corporal,

En otros ensayos se hizo posible eliminar parcial-
mente con las sustancias tratedas el efecto anticatebodlico
de la cortisona y se confirmd que los esteroides ansbdli-
cos, en la misma dosificacidén, no ejercen ningin efecto
anabolico mas intenso que los preperados utilizados.

En la investigacion del analisis del peso corpo-
ral se confirmé que el gumento de la mesa muscular es es-
pecificamente mayor que el de masa grasa, y que disminuye
la cantidad de la grasa en el tejido muscular y aumenta
la cantidad de las proteinas,

Los ensayos de toxicidad demostraron la total
inocuidad del preparado, Segun ello, en ensayos con rato-
nes no se registrd ningin caso de muerte durante un perio-
do de observacidn de 48 horas el sdministrarse una dosis
de 4.000 mg/kg de peso corporal, Tampoco con una dosis sub-
cuténea de 3,500 mg/kg de peso corporal se observd ningin
caso letsal,

En ensgyos con rates con una dosis de 3.500 mg/kg
de peso corporal no se observd en 48 horas ninguna modifi-
cacidn epreciable y una sdministracidén subcuténea de 3,500
mg/kg de peso corporal did resultados similares,

En ensayocs con perros, una dosis de 3,500 mg/kg
de peso corporal no provoed durante una seﬁana de periodo

de observacidén ninguna modificacidn aprecieble.

-8 -
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Los ensayos de toxicidad subaguda sé 1levaron a
cabo con rates, En ellos con una dosificacién por via orsl
diaria de 200 mg/kg de peso corporsl y 500 mg/kg de peso
corporal no se comprobd ninguna modificagién durante un
perfodo de la observacién de un mes,

Se obtuvieron resultados similareg en el caso
de investigaciones subsgudas con ratones,

Los ensayos de toxicided crénica cin rates y pe-
rros ya 68 estan realizando actualmente, Hasta ashora se Lan
terminsdo les investigaciones de toxicidad crdnica trimes-
tral. En el caso de una edministracion diaria de dosifica-
ciones de 100 mg/kg de peso corporal o de 10 mg/kg de pe-
so corporal que ha durado 3 meses no se manifestdé ninguna
modificaeidn ni en rates machos ni tampoco en ratas hem-
bres (investigacion completa de la sangre, experimentos
histoldgicos y otros experimentos clinicos.

Se produjeron resultados similarmente negativos
en los ensayos de toxicidad con perros, después de termi-
nado el primer periodo trimes tral (en dosificaciones de 20
ng/kg de peso corporal y de 50 mg/kg de peso corporal).

El efecto estrdgeno de los compuestos fue inves-
tigado mediante el experimento con el utero de ratones in-
fantiles, con una administracidn por via oral o subcutanes,
En los compuestos no se comprobé ningun efecto estrdgeno.

En gellines, les glandules endocrinas, despuss

de una administracidn durante 30 dfas de 5 mg/kg de peso
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corporal, fueron sometides a una investigacidn histold-
gica detallada, pero tampoco se pudo comprobar ninguna
modificacidn histoldgica apreciable,

El efecto acrecentador del peso corporal era,
con una concentracién de 2 g de sustancia activa por 100

kg de pienso en las diferentes especies de animales, el

siguiente:
En terneros 8 - 15%
_ En genado vacuno 7 - 10%
En cerdos 7 - 10%
En gallinas 8 - 20%
En conejos 10 - 20%
En cobayss 8 - 12%

El periocdo de administracion varidé entre 1 y 4
meses, dependiendo de la especie de animales y de las con-
diciones de cria, Durante el periodo de administracion del
plenso, los animales de ensayo no consumieron mas pienso
que los animales testigo; en lugard ello, en algunos ca-
808 se manifestd un shorro de pienso totalmente indepen-
diente del efecto acrecentador del peso. 7

En el tratamiento se pudo observar que los anima-
les tratados disponian de una mayor vitalided, y que el
gumento de peso fue causado principalmente por el aumento
de la magsa muscular. Esto se puso de menifiesto especial-

mente en el cebado o alimentacidén de cerdos, siendo, en el

- 10 -~
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caso de cerdos para carne significativamente mayor la
proporcidn de los cerdos mas pobres en grasa de clase A,

En el caso de las ratas se investigd especial-
mente también el efecto sobre drgancs de reproduccidén, La
capacidad reproductora y el nimero de animales por camada
fueron iguales en el caso de las ratas méchos ¥y hembres
tratedas con la substancia activa que en el caso de los
grupos testigo.

También se investigeron la resorcidén y la segre-
gacidn de igoflavonas marcedas con C-14. Se comprobd en
eatos casos que la resorcidn, tanto en el caso de sdminis-
tracién por via intramuscular como tembién en el caso de
adminis tracidn por via oral se realiza de menera bestan-
te rapida., Después de una sdministracidén por via oral la
segregacion se efectia en la mitad en la orina y en la
mited en las heces,

En muchos Orgenos se enconird una actividad
detectable radiograficamente 48 hores después de haberse
terminado él tratamiento,

De acuerdo con extensas investigaciones farma-
coldgices y biologicas se encontrd con sorpresa que com-
puestos - que tienen una estructura quimics enteramente
afin a la de los compuestos con efecto enabdlico - poseen
un efecto catebdlico que disminuye el grado de aprovecha-

miento de las sustencias nutricias y provocan unag dismi-

-1 =
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nueidn del peso corporal. Estos compuestos no poseen nin-
guna considersble toxicidead.

Tos compuestos ejercen el efecto catsbélico tam-
bidn en pequeflas concentraciones (por ejemplo de 0,0001-0,1%,
calculado con respecto al peso del pienso), El efecto cata-
bolice puede ser aprovechado en primer término en la medi-
cina humans. Los compuestos con efecto catabdolico son exce-
lentes agentes moderadores del apetito, que no influyen
sobre la sctivided cardiaca, sobre la circulecion ni sobre
el sistema nervioso.

Pollitos, conejos y rates, que hebisn sido ali-
mentados con un pienso que contenia los compuestos sntedi-
chos en una concentracion de 2 g/100 kg, muestran, con un
consumo idéntico de pienso, un gumento del peso corporal
menor en 8 a 20% que el de los animales testigo,

Otra ceracteristica del efecto anabdlico es el
efecto retentor de calcio y de fosfato, Estas investigacio-
nes se llevaron a cebo con carneros y ratas jovenes y se
comprobd que con una dosis de 20 mg/kg de peso corporal
el preparado suments muy significativamente el efecto re-
tentor de caleio y de fosfato.

Por lo demés, en esta serie de ensayos se confir-
mé tembién el efecto retentor de potasio y de nitrdgeno.

La esencialided del método consiste en que en el

caso de animales que son llevados a equilibrio en lo que

- 12 -
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se fefiere al metabolismo de calcio, fosfato, potasio o
nitrdgeno, el intercambio de iones total citedo fue cone-
trolado antes y después del tratemiento,

La determinacion de los iones metalicos en el
pienso y en los excrementos se efectuo por fotometria con
1lama Mlescomposicidn/destruccion; en la orina y en el
agua potable se efectud por fotometria en-llama inmedig-
tamente despuds de dilucién. E1 contenido de fésforo inor-
génico ge determind de acuerdo con el método de Fiske-
Subbarow y el contenido de nitrodgeno fue determinedo de
gcuerdo con el micrométodo de Kjeldaﬁl. El efecto reten-
tor de calcio fue determinado en el caso de ratas también
por el método de isdtopos.

Después de estas investigaciones se realizé el
ensayo del preparado en la psteoporosisninmovilizadora,

o en la osteoporosis de origen endocrino, También en
este caso se hizo posible confirmar el efecto retentor de
caleio con ung dosis diaria de 300 mg por dia.

- Las afecciones subjetivas de los pecientes y .
tembién la sensacién de dolor fueron disminuidass esencisl-
mente,

El invento es explicado con mayor detalle con
gyuda de los siguientes ejemplos: '

Ejemplo 1: 18 g de 2-hidroxi-4-isopropoxi-fenil-

.beneil-cetona son disueltos en 150 ml de formiato de etilo,

- ;o
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después de lo cual se afiaden a la solucidn, en pequefies
porciones, con enfriemiento, 9 g de sodio en forma de pol-
vo, La mezcla es dejada reposar durante slgunas horss, des-
pués de lo cual se descompone con agus y se la neutraliza
cuidadosemente, E1 precipitado separsdo éé filtrado, lava-
do con agua y secado, La mezcle obtenida de los estereoi-
soémeros de 2-hidroxi-7-isopropoxi-isoflavon~-4-ona muestra
un intervalo de puntos de fusidn a partir de 120¢C con
formgcidén de espuma. El producto obtenido es calentado a
ebullicidn durante 15 minutos con una mezcla de 50 ml de
dcido acético glacial y 5 ml de &cido clorhidrice concen-
tredo, E1 punto de fusidn de 1la 7;isopropiloxi—isoflavona
cristalina, blanca como la nieve, es de 115 a 1172C ,
Ejemplo 2: 20 g de 2-hidroxi-4-iscbutoxi-fenil-
bencil-cetona son disueltos en 150 ml de formiato de etilo,
despuds de lo cual se afiaden a la solucibén en pequefias por-
ciones, con enfriamiento, 9 g de sodio en forma de polvo,
La mezela es dejeda reposar durante algunsas héras, es des-
compuesta con ggua y neutralizada culdadosamente, El pre-
cipitado obtenido es filtrado, lavado con agué ¥y secado,
La mezcla obtenidas de los estereoisomeros de 2-hidroxi-T7-
-igobutoxi-isoflavon-4-ona muestra un intervalo.de puntos
de fusién a partir de 1302C con formacidn de espuma, El
producto obtenido es calentasdo a ebullicidn durante 15 mi-

nutos con una mezela de 50 ml de 4cido aecético glacial y

- 14 -
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5 ml de acido clorhidrico concentredo. El punto de fusidn
de la T-isobutoxi-isoflavona blanca como la nieve, crista-
lina, obtenida es de 148 a 1502C,

La presente solicitud que corresponde a ls pre-
sentada en Hungria, el 27 de Mayo de 1970, con el nimero
CI-996, se scoge a los beneficios del articulo 51 del vi-
gente Estatuto sobre Propiedad Industrisl,

REIVINDICACIONES

Los puntos de invencidn propia y nueva que se
presenten psra que sean objeto de esta solicitud’de. Paten
te de Invencidn en Espefla, por VEINTE afios, son los que
se recogen en las reivindicaciones siguientes:

18,~ Procedimiento para la preparacién de nuevos

compuestos de isoflavona de la forula general

(1)

- 15 -
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en donde R% y R> .gignifican un &tomo de hidrégeno, un
grupo alcoxi, nitro, halégeno, sulfo o hidroxi, R signi-
fica un atomo de hidrdgeno, un grupo alechilo o COQH, y
R5 significa un grupo alcohilo o alqnsnilo eventualmente
sustituido que contiene mas de dos atomos de carbono;_ca-
éacterizado porque se deshidraten derivedos de 2-hidroxi-

isoflavona de la formula general

- (I1)

RO

en donde R2 y R> tienen los significedos antedichos y r®

representa R? © hidrdogeno-o bien acilo, y después de ello
se transforma eventualmente el grupo R® en un grupo 35.
28,- Procedimiento para la preparacién de nuevos
coﬁpuestos de isoflavona .
Tal y como se ha descrito en la Memoria que an~

tecede y para los fines que se han especificado.

13.5.47 (V - 16 -
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Esta Memoris consta de diecisiete hojes escritas

a maquina por una sola cara,
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