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 baje caliente, Ella normalmente hace estc despuds de haber

pasado sin un periodo menstruzl v de este modo probablemen—

Bsta invencidn se refiere z un'método para exbreer
una suﬁstancia bioldgicemente activa de productos de plan-
tas, v 2 un método para aislar, separer y purificar extrac-
tos de la planta zoapatle que conduce a compuestos puros,

La plante zoapatle es un arbusto de unos 2 m de alto
que se desarrolla silvestre en Méjico, Botdnicamente se cq;
noce como Liontanoa tomentosa de acuerdo con Cervanies, Fam,

‘

Compositae, Raza Helianthneae; otra variedad de la especie

es lMontanoz floribunda. La planta se describe con gran de-

telle en Las Plentas Hedicinales de México, tercera edicién
Ediciones Botas (1944). '

Lz planta se ha utilizado durante siglos en forma de
un "te" u otras preparaciones acuosas impuras bdsicamente
como un induetor del parto o inductor de menstruacién para
las personas, Su ubtilizacidn ha sido documentada en la bi-
bliografia pero no se han llevado a cabo estudios ﬁuimicos
y fermacoldgicos definitivos. Que se haya hecho tan pocﬁ
empleo de una suvbstancia real es contradictorio en sus con-
clusiones.

Enlel uso popular comén de la planta Zoapatle la con-
sumidora dé modo tipico babe un "te" de sabor smargo elabo-
redo a partir de las hojes de la planta hirviéndolas con

agua del mismo modo que el utilizado vara preparar un bre-—

te estar emvarazada, aungue es sabido gue muchas mujeres
francamente embarazadas utilizan el te para poper fin 2 un

emberzzos o deseado, Bl Y{e! evidszxzts—ente conitiesnég una mesz-
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cla de productos complejos, muchos de los cuales pueden ser
indeseables e innecesarios para producir el efecto desezdo.
Las sustencias de planitas naturales se sabe qﬁe genéralmen—
te son excesivamente complejas en su composicidn. Riuchos
compuestos de propisdades fisicas y quimicas similares, asi
como los de propiedades notablemente distintas,'se encuen—
tran normalmente en estas sustancias y generalmente presen-
tan un trabajo de separacibn e identificacién dificil. An-
tes de la presente invencidén, no se ha descrito un método
para separar las sustancias activas de la planta zoapatle.
Un objetivo de la presente invencidn.es proporcionar
un método para separar sustancias Gtero-svacuantes puras
a partir de extractos impuros de la planta zoapatle.

Otro objeto de la invencidén es proporcionar compues-—

t08 esencialmenie puros aislados a partir de extractos im-

puros de la planta zoapatle que son GUtiles como z2gentes
tero-~evacuantes, _
IET0D0 A
En el método A) de la presente invencibn, se utiliéa
la extreccién acuosa, pero siempre es precedida o seguida
de gné extraceidn orgénica, For ejemplo, métodos adecuados
suponen el tratasmiento de uma parite de la planta, preferen—
temente las hojas, que contienen las sustancias Utero-eva—
cucntes como gigues
(a) extraccién zcuosa de las hojas de la planta se-
guida por exiraccidén con un disolvente orgédmico
de lz capa acuosa,
(b) extraccidn con un disolvente orgdnico de las ho-
jas de l= plante seguida por extraccidn acuosa

de la capa orgdnica,
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. ce que el dtero de animales de sangre caliente se conirai-

Por dtero—-evecuante se quiere decir un 2gente que ha-

ga o expulse su contenido. Tales agentes se emplean genefal-
mente para inducir la menstruacidén, para expulsar unz mola

hidatiforme, para expulsar o reabsorber un feto, pera pro-
vocar el zborto o demorar el parto y en situaciones en las

que el contenido del dtero, tal como el feto o la placenta,
sé debe evacuar,

El método preferido de la invencibn A), se represeﬁ—
tae por (2) anteriormente. De modo caractéristico los- disol-~
ventes preferidos en este procedimiento son los ésteres de
cadena corts alifdticos no miscibles con el agua tales -‘como
el acetato de metilo, acetato de etilo, acetato de butilo
y otros ésteres de cadena mas larga, hidrocarburos aliffti-
cos tales como pentano, hexano y heptano e hidrocarburos
clorados tales comb cloroformo, - tetraclorurc de carbono,
cloruro de metileno e hidrocarburos arométicos tales como
benceno, tolueno, xileno y similares; alcoholes alifdticos
superiores no miscibles con el z2gua tales como butanol y
pentanol, Si bien la extraccidn douosa es una varta impo?-
tanie ds este procedimiento, se debe indicar que los disol-
ventes miscibles con el agua se pueden emplear con buenos
resultados mezclados con agua durante la fase de extraceidn
acuosa, De ezt2 modo, se puede emplear metvenol o etanol a-
cuoso de modo adecuzdo en la fase de extraccidn acuosa de
este procedimiento seguide o precedida de la extraccibn or~
génica. Ademds, se pusden utilizar pasos y técnicas>inter~
medias para un busen veneficio como serd evidente de una des

cripcidn detalleda de la presente invencidén mes adelante,

-

-

Una cantidad adecuada, del ordsn de 3,5 Hg, de

Ny

S

o

0J

Sveqe
-
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con un disolvente orgdnico, como se indicd de modo general

~ra a sequedad preferiblemente a presidn reducide, y a tem-

de zoapatle, secas o frsscas, se elige y lave con agua friaj
opcionglmente, las hojaz se pueaen paritir en pequeflas tri-
zas y luego extrasr con zgue, preferiblamente‘caliente, 0
anteriormente, La etaze de extraccidn con agua se hace -con-
venientemente & temperaturas de 252C a 1002C y preferible~
mente a ebullicidn durante_ﬁo minutos o mes, Tiempos de ex-
tracecidn prolbngadqs sugerior¥es a 2 horas nofmalmente no )
son necesarios y son antiecondmicos. A continuacidn la capa
acuosa asi obtenida se separa del residuo de la planta ob-
teniendo una disolucidn de color oscuro,

Esta disolucién es luego utilizable para le etapa de
extraceidén con disolvente orgénico descritz de modo gemeral
anteriormente, En la préctica es preferible utilizar un vo-

lumen igual del disolvante orgdnico adecuado 2n la extrac-

cibn de lz fase acuose, -Iste aspecto de le invencidn se lle+

va & cabo convenientemente a temperaturas que oscilan desde

muy poco por encima de la tempemtura ambiente hasta el pun-

to de ebullicidn del disolvente particular., Se prefiere ex-

traer a la temperatura del punto de ebullicidn Yel disol-
vente,
Ia extraccibn orginica se prolonga hasta que se obtie-

ne la cantidad descada de producto normalmente del orden

de 1-2 horas. Se mezclan los extrectos orginicos, se evapo-

peraturas preferiblemente en el intervalo de 30-802C,
Como se indicé anieriormente, la etapa de exbraccién

acuosa puede ser precedida de la etapa de exitraceidn con

un disolvente orgénico, En t2l caso, las condiciones descri4

tes anteriormente con respecto & cada etape, se aplican.i-

¥
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sualmente a lo extrcceidn de hojas o o 1z extrzecidn de
extracto de hojas, For otra parite, el producto gue resulta
del procsdimisnto de sxtraceién doble se puede tratar ulte-
riormente con disolventzs adecuados para mejorar la calidad
del producto. Zsts a2zpecto se expone en los ejemplos, espe—~
cialmente en el Bjemplo I,

Como resultado del procedimiento anterior, se obiiene
un extracto dtero-svacuante muy reducido en la centided de
impurezas en comparacibén con el materiel de pertida,

La presenciz de productos Utero-evacuantes en el ex-
tracto impuro se determina mediante 91 uso de procedimicen-
tos empleados parz lae deteceidn de contracciones uterinas -
® interruveidn del embarazo en animales hembra. En los ex—
tractos llevedos a czbo sobre los extratos impuros, las
contraccionzs uterinas se devectan cuando se emplsan apro-
ximadamente 150-50C mg/%g de extracto. Ia interrupcidén del
embarago en conejillos de Indias se observa cuando el es-
trecto impuro se zdministra en dosis que oscilan entre
300-500 mg/Kg.

' LET0D0 B
_ EL producto obtenido por el procadimiento ds extrac-—
cibn inicizl A) sungue conteniendo el principio acctivo ¥y
voseyendo actividad bioldgica Util, todavia contiens algu-
nos materizles indeseakbles que no son necesarios para pro-
ducir el efzcto desesedo. Zste producto puede ser purificado
posteriormente gpor el mdtodo descrito mas abajo,
3e emplea como matsria prima producto semi-purificado

i
edecuado, tal como, vor 2jemdlo, el obtenido 2 partir del

e300 ar
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primero en un disolvente orgdnico; la disolucién resultan-
te se Ffiltra y se lava con une disolucién zcuosa de una ba-

se dévil, tal como, por ejemplo,

bicarbonato sédico, carbonato sédico, aceteto sédico y simid
lares para extrasr las impurezas solubles en ague ¥y 4cidas.
Bs preferible utilizar una disolucidn saturada de la base.
Loas disolventes orgdnicos adecuados son dteres alifdticos
inferiores tales camo éter dietilico y éter dibutilico, és—

teres alifdticos inferiores tales como acetato de metilo,

acetato de etilo, acetato de butilo y otros ésteres de cade-

na larga, hidrocarburos alifdticos tales como pentano, hexad
no y heptano, hidrocarburos clorados tales como cloroformo,
tetracloruro de carbono y cloruro de metileno, e hidrocar—
buros aromdticos tales como benceno ¥ tolueno; y similares,
Ia disolucién se puede concentrar y ubtilizar en la etapa

siguiente, 0 el disolvenfe orgénico se puede eliminar por

técnicas conocidas a los expertos en la materia y el resi-’

duo se pasa a través de unz columna de material adsorbente

en un disolvente orgidnico. Los disolventes orgdnicos adecuat

dos son benceno y tolueno, y similares, Los materieles ad-
sorbentes que se pueden utilizar son los materiales copoli-~
meros polimeros tales como el copolimerc de acetato de vi-
nilo, varios tipos de gel de silice, y a2limina, El adsor~
bente preferido es el copolimero de acetato de vinilo, Ge-~
neralmente se recogen verias fracciones y el material bio-
1légicemente activo se observa por cromatografiz en capa fi-
na. Sin embargo, cuando se desea material mas puro, las . .
fracciones que contiencn el principio activo se mezclan y

cromatografizn sobre un material adsorbente tal como gzel de

sflice, florisil o alimina. La colurma se eluye con un di-
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solvente orgdnico o con una mezela de disolventes, Los di- -
solventes adecuados son hidrocarburos aromdticos tales como
benceno, tolueno, xileno y similares, ¥y ésterés alifdticos
inferiores tales como acetato de metilo, acetato de etilo,
acetato de butilo y similares, o mezclas de estos disolven-
tes. Se recogen varias fracciones ¥y el principio activo

se observa de nwevo por cromatografiz en capa fina, Ss mez-
clan las fracciones que contienen el productb deseado y se
separa el disolvente para obtener un producto Giero-eva~-
cuante, .

Asi mismo, el extracto semi-puro obtenido mediante-
los procedimientos de pdrificacién inicieles se puede puri-
ficar posteriormente mediante cromatografia sobre materia~
les adsorbentes tales cdmo, por ejemplo, dcido silieico,
gel de silice o florisil utilizando une mezcle de disolven—
tes polares ¥y no polares como e;uyénte. Bl adsorbente pre-
ferible es el 4cido silicico. Se puede emplear dcido sili-
cico neutro o 4cido, pero es preferible emplear 4cido sili—
cico neutro, E1 material que se cromatografia preferible;
mente se disuelve primero en un disolvente adecuado, el di-~
solvente preferido es cloroformo, se afiade a una columna
del material adsorvente rellenado en un disolvenie adecuado
y la columqa se eluye con unz mezcla de un disolvente polar
¥ no pplar. Los disolvenies polares que se pueden utilizar
son zlconoles alquilicos inferiores tales como etanol, me-
tanol, propanol, isopropznol, butanol y similares, ésteres
alquilicos inferiores tales como acetato de etilo, acetato
de butilo y similares, cetonas aliféticas, tales como acetoq
na, metil etil cetona, metil isobutil cetona y similares,

Disclventes no polares son hidrocarburcs clorados tales co-
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‘no utilizado en crometografie liquida. Se pueden emplear

mo cloroformo, disolventes hidrocarburos tales como pentano,
hexano, heptano y similares e hidrocerburos aromdticos ta—
les como bence:o, tolueno y similares. la mezcla de Gisol-
ventes preferible es isopropanol-cloroformo. Las fracclones
recogidas se evaporan 2 sequedad 2 iemperaturasque oscllan
entre la temperatura ambiente y aproximadamente 402C, La
composicidn de las fracciones recogidas se controla median-
te cromatografia en capa fina o cromatografiéhgaseosa. Asi~
mismo, la disolucidn del extrzcto impuro se puede cromato-
grafiar directamente sin separacidn del disolvente., La di-
solucidn se puede concentrar antes de la etapa cromatogri-
fica para facilitar la manipulacién,

En otro procedimiento posible, la materia prima semi-~
pura se puede purificar utilizando cromatografia liquida
de alta ?resién. La materia prima se disuelve primexo en
un disolvente orgdnico adecuado y la disolucién resultante
se lava con un dlcali débil, Se elimina el disolvente por

téenicas conocidas a los expertos en la materia y el resi-

L3

duo se mezcla con una pequefiz cantidad de material de rellet

como adsorbente rellenos tales como los distintos tipos de
gel de silice, aldmina y cuticula de poliesmida. Como relle-
no es preferivle utilizar gel de silice. ILa mezcla de resi-
duo y adsorbente se coloca en una columna preparativa que
contiene relleno adicional y la columna.se eluye con un di-
solvente no polar o con una mezcla de disolventes no pola-
res tales como dioxano, haptano, hexano, pentenc y simila-
res. Las fracciones recogidas se controlan mediante croma-
tografia gaseosa y/o cromatografia en capa fina. A continuaT

cién se meszclan las fracciones que coniienen el principio
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activo y se separa el éisolvente, Zn la realizacidén de l=
cromatografia liguida cés alta prssidn en general se puede
émplear una presidén desde aproximademente 21 é 35 atmbsfe-
ras. El intervalo preferible es desde 24,6 a 31,6 atmésfe-
ras a lz temperatura emviente,

Como consecuencia 42 los procedimientos de purifica-
cidn anteriores se obtisren producios Utero-evecuantes que
contienen por lo menos ires componentes mayofitarios en 1a:
mezcle como se demuestrs mediante cromatografia geseosa. Ia
presencia de productos diero—evacuantes en la mézcla se de-
termine a través de la ubtilizacidn de procedimientos emplea;
dos pare la deteccidn de conmtracciones uterinas e interrup-
cidn del embarazo en animales hembra, Ia interrupeidén del
eﬁbarazo en conejillos de Indias se observa cuando la pmez-
cla se administira en dosis gus osclilan desde aproximadamen-
te 75-100 mg/Kg. las conﬁraeciqnes uterinas se obsservan
cvando se emplean aproximadasmente 2,5-5,0 ng/Eg de la mez-—
cla,

S3TCD0 . C

Los productos Utero-evacunantes burificados se pueden
separar de los extractos anieriores rediente etapas de pu-
rificacién adicionales como se describe a continuacién.

1 exitracto iniciszl & partir del cual se obtienen los

=3

productos dtero—evacuanies purificados se obtisnen a partir

de la planta zoapatle a irevés de una serie de etapas de

extraceién y purificzcidn, 3n un nétodo las hojas se sus-

penden primero en agua y lz mescla se calienta a aproxima-—
Se filtra la mezcla

caliente v el residuo sélido se lava con agua caliente. Se

filtrs l2 mezcla por seguniz vez ¥ se mezclan los filtra-
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‘adecuado tal como acetona, por ejemplo, ¥y se agita con un

dos, Los extractos acuosos mezclados se extraen varias ve-
ces con un disolvente orgdnico. Después de la separacién
de las capas acuosa ¥ no acuosa, se elimina el disolvente
orgéniéo mediante técnicas conocidas por los expertos en
la materia, Los disolventes adeéuados para la extraccidn
orgénica son ésteres alifdticos no miscibles con el agua
tales como acetato de eiilo y acetato de butilo, hidrocar-
buros alifdticos tales como pentano, hexano & heptano, hi%
drocarburos clorados tales como cloroformo, tetracloruro

de carbono y cloruro de metileno, hidrocarburos aromdticos
tales como benceno y tolueno, y alcoholes alifdticos no
miscibles con el agua tales como butanol, pentanol, hexanol
v similares, El disolvente preferible es el acetato de eti-
lo, E1 residuo obtenido después de la eliminacidén del di-
solvente orgdnico se extrae a cpntinuacién varias veces con
un disolvente orgdnico caliente tal como benceno o tolueno,
Bl disolvente se eliminz de nuevo y el residuo se lava va=-
rias veces con un disolventeiorgénico caliente, preferible-
mente hexano a reflujo, Como etapa de purificacidn a@icio—

nal, el remiduo asi obtenido se disuelve en un disolvente .

adsorbente tal como .carbdén vegetal, 1 residuo asi obteni—r
do despuds ﬁe Tiltracidén y eliminacidn del disolvente se
utiliza como materia prima a partir de la cual se obtienen
los productos Utero-evacuantes purificados, que son objéto
de eata invencidn.

Los compusstos Utero-evacuantes purificados de eéta
invencidn se’obtienen primero disolviendo el extracto impu-
ro obteﬁido mediante el procedimiento A en un disolvente -

orgénico 20 misecible con el agua, Tilirando la dizolucién
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resultente y lavando el filtrado con una disolucidén acu&sa
de un2 base dévil, tal como, por ejemplo, bicarbdnato s6di~
co, bicarbonato potdsico, éarbonato sbédico o éarbonato po- .
tdsico, y similares pera eliminar las impurezas solubles
en agua y dcidas. Is preferible utilizar una disolucidn sa-
turada cde la base. Disolventes orgénicos adecuados son los
éteres alifdticos inferiores tales como el &ter dietilico,
éter di-n-propilico, éter diisopropilico, étér metil n~bu€
tilico, éter etil n-~butilico y éter'dibutilico, ésteres a—
lifdticos inferiores tales como acetato de mefilo, acetato
de etilo, acetato de butilo, propiocnato de etilo, ¥ otros
ésteres de cadens larga, tales como acetato de amilo, ace-
tato de hexilo y similares, hidrocarburos clorados tales
como cloroformo, tetracloruro de carbono y cloruro de mefi-~
leno, e hidrocarburos aromdticos tales como benceno, tolue~
no, xileno y similares,

El disolvente orgdnico se elimina mediante técnicas
conocidas por los experitos en la materia, prefefibiemente
a vacio, y el'extracto semi-puro asi oﬁfenido se purificé
posteriormente mediante cromatografia sobre un material ad-
sorbente, tal como, por ejemplo, dcido silicico, gel de si~|
lice o florisil, utilizando como eluyente una mezcla de di-
solventes polares y no volares, E1l adsorbente preferible es
el dcido silicico. Se puede utilizar dcido silicico neutro
0 dcido, pero es preferible emplear dcido silicico neuiro.
£l material que se croratografi{a preferiblemente se disuel-

“ .

ve primero en un disolvente adecuado, el disolvente preferi:
ble es el cloroformo, se afiade a una columnz de relleno del
material adsorbente en un disolvente adecuado y la columna

se eluye con una mezcla de un disolvente polar y no polar,
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‘mismo, la disolucién del -extracto impuro se puede cromato-

Los disolventes polares que se pueden utilizar son alcoho-
les alguilicos inferiores tales como etanol, metanol, pro-
panol, isopropanol, butanol y similares, éstefes alquilicos
inferiores tales como acetato de etilo, acetato de butilo
v similares, cetonas alifdticas tales como acetona, metil

etil ceﬁona, metil isobutil cetona y similares: Los disol—

ventes no polares son hidrocarburos clorados tales como clo+-

roformo, cloruro de metileno y tetracloruro de carbono, y

disolventes hidrocarburos alifdticos tales como pentano, he-
xano, heptano y similares e hidrocarburos arométicos tales
como benceno, tolueno y similares, Lq mezcla de disolventes
preferible es isopropandl—cloroformb. Las fracciones‘réco~
gideg se evaporan za sequedad a temperaturas que oscilan des+
de le temperatura ambiente hasta aproximadamente'4090. La
composicidn de las fracciones recogidas se controla median~

te cromatografia en capa fina o cromatografia gaseosa, Asi~

grafiar directamente sin eliminacién del disolvente. Ia di-
solucibn se puede concentrar antes de la etapa cromatogrﬁ»
fica para facilitar la manipulacidn,

Como resultado de este pfocedimiento de purificacidn
se obtiene un material ﬁtero-évacuante gue contiene por lo
menos tres .componentes mayoritarios en lz mezcla como se
demuestra mediante cromatografisz gaseosa, Ia presencia de
los productos Utero-evacuantes en la mezcla se determina a
través de la utilizecidén de procedimientos utilizados para
la deteccidn de céntraccioneé uterinas e interrupcién del
embarazo en animales lembra, La interrupcién del embarzzo en
conejillos de Indias se observa cuando se administra la mezq

cla. en dosis que oscilan entre aproximadamente'75-1oo mg/Kg




B e an e be nt e en e e -

10

15

20

mediente andlisis por cromatografia gasecosa espectral.
P . gas S PS

‘se determinan midiendo el alcance de las contracciones u-

- 14 -

Las contraccionss uterinas se detectan cuando se emplean
aproximadsmente 2,5-5,0 mg/Kg de la mezcla,

Las frscciones que contiensn lds producéos dtero~eva-
cuentes se mezeclan y cromatografian a traves de una columnz
de un gel polimero compuesto de materiales polimeros orgi-
nicos que se inchan en disolventes orgénicos. Los materia-
les polimeros adecuzdos gque se pueden utilizar son polime-
ros tales como el copolimero de acetato de vinilo, dextrané
entrecruzado y geles de poliestireno, Los disolventes ade~
cuzdos son benceno, tolueno, tetrahidrofurano, ciclohexanb

v similares. 51 materiel polimero preferible es el copoli-

mero de acetato de vinilo. Ia columna se eluye con un disol-d

vente orgdnico, preferiblemente aquel en el que se disuelva

el residuo., Se recogen generalmente une serie de fracciones|

¥ la composicidn de las mismes se controlza mediante croma-
tografia geseosa2 o cromatografia en cape fina, Como resul-
tado del procedimiento anterior, se obtienen por lo menos

dos compusstos dtero-evacuantes distinitos como se evidencia
Las propiedades dtsro-evacuantes de los productos aislados

terinas y el grado al cual se interrumpe el embarazo en a-
ninales hembra. 5i se desea, se pueden separar las impure=
zas minoritarias de los compuestos puros nmediante ulterior
cromatografi{a sobre adsorbentes, talss como, por ejemplo,
dcido silieico o florisil, Ie columnz se eluye con un disol-
vente orgdnico o una mezcla‘de disolventes, siendo la cloro-
formo-isopropanol la mezcla de disolventies,preferida, y le
composicidn de las fracciones recogidas se comprueba median,

te cromatografia en capa fima.
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‘Biemplo 1.~ Extraccién con disolventes orgdnicos de hojas

Los compuestos Utero-evacuantes purificados son efica
ces cuzndo se administren en dosis que oscilan desde 1,0 ng
hasta aproximadamente 100 mg/Kg. La dosis real utilizeda
dependerd de la especie de animal al que'se adninistre el
compuesto. Los compuestos se pueden administrar en formula-—

ciones preparzsdas de acuerdo con prdciticas farmacéuticamen-~

te aceptables. Las formulaciones adecuadas son formas de do
sificacidn en disoluciones, suspensiones y séiido.

Los ejemplos que sigusn son ilustratives de la incor-
poracidn especifica de la presente invencidn,

EETODO A

seguida por la extraccidn acuosa de la capa or-

génica 7
Se someten a reflujo en Cl3CH durante una hora 2,0

Kg de nojus secas. Después de filtracidn, el extraéto ¢clo-

roférmico se coricentra a sequedad a presidén reducida y tem~
peratura de 35-50¢C y se proﬂucen 196 2 de una msa semisb-
lida oscura. Este residuo se exirae con agua-etanol calien-|
te (1:2). Ia fase acuosa etanblica se vuelve a extraer con

ClBQH, lz capa dg Cl3CH se separa y concentra a sequedad a

presidn reducide produciendo un jarabe amarillo-pardo, Es-

te se disuelve en éter y la disolucidén se lava con una di-

solucién acuosa saturada de bicarbonato sbédico, hidréxido

sédico acuoso al 5 %, agua, y e seca sobre sulfatq sédico.

anhidro, La evaporacién del éter deja el extracto impuro

en forma de un aceite amarillo (11,9 g).

Eiemplo 2.- Bxtroccidn con 2zuz de hojas seguida de la ex~

traceibn con disolventa orgdnico de la capa a-

cuosa .
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clan y secan sobre sulfato sddico anhidro, Ia filtracién y
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Se gometen a reflujo con 4,0 1 de agua durante una
hora 634 g de hojas secas. Se decanta el extracto Yy se ex~
trae con cloroformo, Ia capa clorofidrmica se éeca ¥y se fil-
tra, y el disolvente se evapora & presién réducida, quedan~
do 4,55 g de una masa semisdSlida., La capa acuosa se vuelve -
a extraer con acetato de etilo., Ia capa orgdnica se seca
sobre sulfato sédico annidro, se filtra, y se concentra a
presibén reducida para obtener 1,99 g. Ambos fesiduos a par-
tir de cloroformo y a partir de acetato.de etilo se mezclan
para producir el sxtracto impuro,

Bijemplo 3.- Extraccidn con 2gua de hojas seguida por extrac

cién con acetato de etilo de la capa acuosa

Se calientan a reflujo durante una hora 140 g de ho-
jas de zoapatle y 2,5 1 de agua. El extracto acuoso se con-
centra a un volumen total de 250 ml, y se extrae cuatro ve-

ces con 750 ml de acetato de etilo. Los extractos se mez-

eliminzcién del disolvente 2 vecio proporciona 1,3 g de una
masa de color oscuro. Esta se extrae posteriormente con 100
ml de cloroformo, se filtra y concentra a vacio para produ-
cir el residuo impuro (0,840 g).

Bjemplo 4.~ Extreccidn con hexano de hojas

966 g de hojas de zoapatle secas se calientan a reflud
Jjo duranie tres horas con hexano suficiente para cubrir to-
telmente las hojas, Despuds de filtrar y concentrar el li-
quido’resuitante a sequedad como se describid anteriormente,
ge obtienen 56,8 g de un extracto impuro verdoso oscuro.

Biemolo 5,~ Extraccidn con hexano seguida por extraccidn

con agua de la capa orgdnica ségﬁida pob extrac-

cién con scetato de etilo de la capa acuose
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350 g de hojas de zoapatle sscas se cubren con hexano
vy la mezcla se calienta hasta ebullicidén durante 15 a 20
minutos con agitacibn, E1 extracto de hexano‘se decanta, se
filtra y se trata con un volumen igual de agua (aproximada-—
mente 700 ml). Se separan las capas y la capa de hexano se
trata de nuevo con un volumen igual de agua con agitacidnm,
Después de la separacién de las capas, la ocapa de hexano
se trata de la misma manera unz vez mas. las capas acnosasg
se mezclen todas y se extraen tres veces con un volumen i-
gual de acetato de etilo. Los extractos de acetato de eti-
lo se mszclan y evaporan a sequedad, produciendo 6,6 g del
extracto impuro en forma de un jarabe amarillo parduzco os=

curo.

Ejemplo 6.~ Extraccidn con agus de hojas sesguida por extrac-

¢ibén con benceno de producto activo

Un Kg de hojas de zoapatle secas se calientan con 15
1 de agua durante tres horas a reflujo (aproximédamente:
922(C) a 585 mm de mercurio de presién, la capa acuosa se
decanta y se filtra a través de .gasa. Despuds de esto se
trata con aproximadamente 700 g de carbén vegetal activado
hasta que se produce la floculacién. A continuacién se agi-

ta la mezcla durante dos horas, se filtra répidamente a va-

cio, produciendo un filtrado transparente. El sélido filtrad

do se seca a vacio a temperatura zmbiente durante tres dias
y después de esto se suspende en tres litros de benceno, La
destilacidn del benceno produce la eliminacidén de aproxima-
damente 200 ml de agua, quedando una capa Ge benceno que

cuando se evapora a sequedad como se describid anteriormen-

te produce 3 g dsl extracto impuro en forma de un aceite,’
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Bjemplo 7.~ Extraccibn con 2gua de hojas seguida por extracH

cibén con acetzto de etilo de la capa acuosa

Dos Kg de hojas de zoapatle frescas se cubfén con a-
gua (10 2 12 1 de agua) y se hierve durante una hora, A con
tinuacidn la mezcla se filtra a través de estopilla mien~
tras estd caliente y se deja enfriar. A continwacidn le par
te acuosa se extrae dos veces con dos volimenes cada uﬁa
de acetato de etilo. A continuacién el acetato de etilo sé'
lleva a sequedad a 502C a vacio para producir 12 g de una
masa verde oscura, Le mssa oscura se trata con 500 ml de
benceno y la mezcla se calienta a ebullicién durante apro-
ximadamente 15 minutos, Se decanta la capa de benceno y el
residuo se lava con benéeno hasta que no se extrae mas pro-
ducto. Los extractos bencénicos sz mezeclan y reducen a se-
quedad a 502C a vacio. Se produce una masa parduzca que a
continuacién se extrae sucesivamente con porcionss separa-
das de hexano de la misma panera que se deseribid anteriof—

mente para el tratamiento con benceno hasta que el hexano

tiene la comnsistencia de jarabe espeso. A continuacién es—
te producto se disuelve en acetona (100 ml o menos) y se.
afiaden 2 esto 5 g de carbdn vegetal activado (Darco). lLa
mezcla se agita & temperatura ambienie durante una hora hasd
te que flocula el carbén vegebtal. Se filtra la mezcla y el
filfrado se evapora a sequedad a vacio y calor suave (3990)
para producir 4 a 6 g del extracto impuro.
I2T0D0 B |

Ejemplo 8

4,33 g del extracto impuro obtenido segﬁn-el Ejemplo

7 se disuelven en 500 ml de &ter y la disolucidén reéultahte

¥
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se filtra y lave con 50 -zl de disolucidén =aturada de bicar—

bonato sddico, E1 dier se seca sobre sulfato sbdico anhidro)

i se filtra y concentra a sequedad para producir 3,4 g de a-

ceite amaerillo claro, 4 continuacibn el aceite amarillo se
disuelve en 50 ml de berceno y la disolucién se pasa & una
coluﬁna de 2 m x 10 cm rellena con 2 Kg de OR—PVA Herck~0-
g2l 2000%, Ia columna se eluye con benceno y después dg é#g;'

porar el disolvente se rscogen las fracciones siguientes: -

Praccién Volumen {litros)  Hesiduo (gré&os)
1 5,1 0,320
2 3,1, 0,305
3 5,3 1,1
4 4,3 0,440 o
1 producto procedente de la . raccidén N2 3 (1,1 g)

‘'se disuelve en 10 ml de benceno y la disolucibén se afiade
a 60 g de una columnz dé g2l de silice seco de 1 m x 2 om,
Ia columne se &luye con una mezcla de benceno ¥ acetato
de etilo (4:1). Despuds de recoger 25 fracciones de 125 ml"
cada una, se cambia el sluyente a una -relacidén de 1:1'de
benceno a acetato de etilo, Bl producfo deseado se encuen~
tra en las fracciones 2¢-31 seglin se comprueba mediante la
cromatografia en capa fina. Se elimins el disolvente de
la fracecidn 28 y se obtienen 0,046 g del producto semi-pu-
ro. 0,350 g de las fraccionss 29-31 se disuelven en clo-
roformo; ol residuo se gplica a cinco placas de cromato- -
grafia en capa fina preparativa y las placas se aesarro~
llah seis veces con bernceno y tres veces con benceno-ace—

tato de etilo (4:1). Se separa la banda mayor ¥y

™ Un copolimero de acetaito de vinilo que se incha en disol-

ventes orgdnicos, producido por E. M. Merck, Inc.
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eluye con acetato de etilo. Se elimina el disolvente para

“obtener un producto seri-puro.

Zijemwlo 9

El extracto impuro obtenido segin el Ejemplo 7 (4,5'
g) se disuelve en 50 ml de éter y la disolucién resultante
se filtra y lava con 50 ml de uns disolucidn saturada de :
bicarbonato sbédico. £ continuacidn la disolucibn eterea se
seca sobre sulfato sédico y se evapora a seqﬁedad. El~reéi;
duo resultante (3,6 g) se disuelve en 25 ml de cloroformo
y se afiade a una columna (40 mm de didmeiro interior, 40,6
em de‘altura) de 200 g de ‘gel de silice neutro4relleno en
cloroformo. ILa co;umna se eluye con cloroformo, mezclas de
cloroformo~-igsopropanol, y se recogen fracciones de 25 ml.
Cinco de tales fracciones de 25 ml se mezclan para obiener
una fraccidn de 12% ml, Se recogen aproximadamente 75 de
tales fracciones de 125;ml ¥ se evaporan a sequedad & vacid
a una temperatura por debzjo de 4QQC. La columna se eluye
como sigues ' ' |

Proceciones de 125 ml

1-18 | 01,08

1¢-30 isoPrOPanol:Cl3CH (1:99)
31-44 ' isopropanol: C1;CH (1:49)
45-51 isopropanol:CL,CH (3:97)
52-66 isopropanol:ClyCH (1:24)
67~75 isopropanol:C13CH (1:19)

Ias fracciones se controlan mediante cromatografia en
capa fina como en el Ejemplo 8§ anteribr. Sobre la base de .
la cromatografia en capa fina, se mezclan ias fracciones
Nos. 49-66 y se eolimina el disolvente para obtener 0,725 g

de un residuo aceitoso,

canwd
"
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' durante 30 minutos. Las fracciones recogidas (el producto
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El residuo se purifica ulteriormente aplicdndolo so-
bre placas de cromatografia en capa fina preperativa de gel
de silice. las placas se desarrollan con isopfopanol—cloro—
formo (2:23) y la banda mayor se eluye con Me‘OH-Cl30H (1:3)
y se evaporé\para producir un residuo de 540 mg., Una por-
c¢ibn de 400 mg de este producto se cromatografia de forma
similar para producir 268 mg de un producto semi-puro en
forma de un aceite.. '

Ejemplo 10

1 g del extracto impuro segin el Ejemplo 7 se mezcla
poco a poco con 5 ml de éﬁer en un tubo de ensayo de 15 ml,
Ia disolucién resultante se mezclza con 2 ml de bicarbonato
sédico durante un minuto, se centrifuga la mezcla y se se-
para el éter. La disolucidn de bicarbonzto se lava con dos
porciones de éter adicionales de 2 ml. Se mezclan los extrad-
tos etereos y se elimina el disolvente por evéporacién. Bl
residuo seco se mezcla con una pequefla cantidad de Peilosil?
y la mezcla se introduce en el extremo inicial de una colum-
na preparativa (1,22 m x 9,5 mm) que contiene Pel;osil*..

Ia columna rellena se instala en el instrumento (cromatdégra-
fo para lfquidos du Pont 830) y la columnz se eluye con una
variacidn desde 2,5 % de dioxano en hexano a 7,5 % de dio-

xano en hexéno a 28 atmésfgras. La columna se eluye éon dio+
xano al 2,5 % en hexano durante 30 minutos, dioxano al 5,0%

en hexano durante 30 minutos y dioxano al 7,5 % en hexano

deseado se detecta mediante medida cromdfera en el U,V, a

% Relleno de ‘gel de silice utilizado para rellenos para cro- ‘
matografia en fase liquida y fabricado por Reeve Angel &JCo.‘

Clifton, New Jersey.
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la longitud de onda @e 254 nm) se controla mediante croma o
grafia geseosa y cromatografiz en capa fina, Después de re-
coger la fraccién del 7,5 % durante 10 minutoé, 868 recoge
la fraccidn de los siguientes 20 minutos y sé evapora & se-
quedad rajo atmdsfera de nitrégeno a 509C para producir un
producto semi-purc.
| METODO ¢ | g
OBTENCION DEL MATERIAL DE PARTIDA ;

Diez Kg de hojas de zoapatle y 136 litros de agua se

transfieren a un tanque de acero inoxidable con camisa de
vapor de 454,6 litros, Ie mezcla se calienta a 98-1002C du-
rante 2,5 hores con agitacidn periddica, La mezcla caliente

se filfra e traves de gasa para obtener una pbcime oscura

.transparente, de aproximademente 114 litros de volumen, El

residuo sélido se lava en el tanque con 18 litros de agua
caliente, se filtra y el filtrado se mezcla con la péeima
obtenida anteriormente. Los extractos acuosos mezclados: se
extraen con 136 litros de acetato de etilo. Ia mezcla sé
agita vigorosaments y se deja sedimentar, La_cgpa espumoéa
superior se sifonz para rompsr la emulsién ¥ se sepera tan-
to acetato de stilo como sea posible. Se afiaden a la mezcla
otros 9?~iitros de aceteto de etilo y se repite el procedi-
miento anterior, Los extractos de acetato de etilo mezcla-
dos se evaporan a 50¢C a vacio, El residuo se extrae con
tres porciones de benceno caliente (75-802C) (10'1itros'en
total). Los extractos bencénicos se evaporen a 508C 2 wvacio
y el residuo se lava tres veces con un total de 8 litros de
hexeno a reflujo. El residuo lavado con hexano se disuelve -
en 2 litros de acetona, se aiiaden 10 g de Huchar, y la mez~

ela se agita durante 1 hora a la temperatura ambiente. Se
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separa por filtracilén el carbén vegetal y el filtrado se
evaporz por destilacidn & 309C a vacio pars obtener 69 g de
extracto impuro,

Ejemplo 11,

50 g de extracto impuro utilizado como materia prima'
se disuelven en 5 1 de dter y la disolucidn resultante se
filtra y lava con 500 nl de dizolucidn saturada de bicarbo-
n2to sédico, E1 éter se saca sobre sulfato sédico anhidro;
se filtra y se concentra a sequedad para producir 44,6 g de
un.aceite amarillo pdlido, A4 continuacidn este aceite se
disuelve en 400 ml de cloroformo y la disolucién se pase a
una columna (102 mm x 1,22 m) de 2,5 Kg de écido_siiicico
neutro relleno en cloroformo. La columné se eluye con clo-
roformo, mezclas de cloroformo-isopropanol, y se recogen
110 fracciones. Las fracciones se evaporan a sequedad a va-
gig‘a une. temperatura por debajo de 402C, Iz columna se elu-
ye como sigue:

Volumen de la

Ffaccidn fraceibn (ml) ' Eluyente

1-7 ' 650 C1,CH _

8-30 500 isopropanol: Cl,CH (1:41,7) J
31-60 500 isopropanol:Cl,CH (1:33,3)
61-105 500 . isopropanol:C1;CH (1:28,6)

106-110 500 isopropanol:ClBCH (1:25)

Ia coﬁposioién de las fracciones se controla mediante
crometografia en capa fina (zel de silice, isopropanol-clo-
roformo (1:12,5)) y mediente cromatografia gaseosa—~ 3 % de
0V17 (retil silicona~fenil silicona (1':1)) en la columna
utilizendo un programador (15C-2502¢), Ias fracciones Nos,
78-84 e mezclan y el disolvente se elimina a vacio para

obtener 5,1 g de un residuo aceitoso que conbiene por lo -
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menos tres componentes meyoriterios como se indica mediante
croretografia gaseosa,

A continvacidn urz rerte del residuo (3,2 g) se di-
suelve en 50 ml de bendeno y la disolucidn se pasa a um
columna (102 mm x 88,9 cm) rellema con 2 Kg de OR-EBVA lierck:
0-Gel 2000% preperada en benceno. e columna se eluye con
benceno y se recogen un total de 47 fracciones. Pars con—
trolar 1z compésicién ds 1ds fracciones se utilize la cro-

metografia en capa fina y la cromatograffa gaseosa,

Fraccidn Volumen de la fraccibn (ml) .
3—7 E 1000
845 | 300

46-47 1000

Las fracciones 23-33 contienen 1,73 g, el 54 % del

ovroducito aplicado,

A) Las fracciones 24-25 se evaporan para obiener 0,251

g de un compussto en forma de aceite que tiene las siguien~

tes caracteristicas especirales:

I.R, (neto) 2,904, 5,964 , ¥y 6,21/u

e G1,CD L ] :

RN g 6,11, 5,48, 4,25, 4,13, 3,56, 2,11, 2,08,
1,48, 1,13 ¥ 1,01 ppm,

B) Ia fraccidén 31 se evapora para obtener 0,326 g de

un compuesto en forms de un aceite que tiens las giguientes

caracteristicas espectrales:

I.R. (peto) 2,914 ¥ 5,88 M

e G1CD . oz :
RN m“é 5,41, 4,26, 4,15, 3,58, 3,18, 2,18, 1,76,
{lite)

-~ oxr 4 NA
1,57, 1,12 ¥ 1,04 pon,

Para deiectar los contracelones uterinas en animales
Un copolimero de aceteto de vinilo qus se incha en disol-

ventes organicos, producido por E.I, Kerck, Inc.
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hembra se empleac el siguiente procedimiento general,

PROCEDILIERTO I

Conejos de Nueve Zelanda hembras en edad medura se
anestesian con pentobarbital sédico y se les»fisura el ova-
rio, A continuacién de un deriodo de recuperacién de una se-
mana, los conejos se tratan con 5/ug/dia s.c. de 17B-estra~-
diol Gdurante 6 dias consecutivos,‘seguido por el tratamien—
to con 1,0 mg/dia s.c, de progesterona durante 7 dias coné-
secutivos, El dtero y el oviducto de los conejos se rocian
72 horas después de la ltima dosis de progesterona segin
el método de Heilman, y otros, (Fertil, Steril, 23: 221~
229) con ligeras modificaciones, Bl dtero y el oviducto se
rocian a una veloc1aad de 5?/nl/m1n. E1l dtero se rocia con
un tubo 1ntroducldo 1,0 cm dentro del lumen del Gtero des-
de el extremo oviducal. E1 dtero se liga en la unidn Gtero-
tubo. Otra cdnula se introduce 1,0 cm dentro del ltero a
través de una pequedia inecisién en la vagina- con objeto de
recoger el liguido del rociado. ELl producto que se ensaya
se administra i.v. a travéds de lz vena yugular en un exci-~
piente que conbtiene polistilen glicol 200, polietilen gli-
cbl.4dd, etanol y tampbn de fosfatos. La cdnula se conecha
a2 un conversor P23-Dc Stathan que a su vez se acopla a un
voligrafo Gress Modeld 5 ¥ se mide la contractilidad ute-
rina.-

La administrecién intravenosa del compuesto obtenido
de la fraccidén 31 es eficaz en la induccién de contraccio~
nes uterinas y relajacién del oviducto en conejos privados
de progesterona 72 horas en una dosis que oscila de 1,0~
4,0 mg/Kg. E1l compuesto obbtenido a partir de las fracciones

24-25 es eficaz cuando se administra en dosis que oscilan’
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desde 25-40 mg/Kg.
Para detectar la interrupcidn del embarazo despubs que
ha tenido lugar 1la implantacién se emplea el procedimiento
general siguiente.

PROCEDIMIENTO IT

Conejillos de Indias hembras, de raza Hartley, adultos
se hacen cohabitar continuamente (de forma monogama)con wa
hasta que se encuentra en la jaula un tapén vagihal (tapénd:I
coﬁulacién).Este momento se considera que es el dia 1 de la
gestacibén. Los productos objeto de enéayo se administran a
grupos de 5-6 hembras intraperifonealmente en el excipiente
descrito en el Procedimiento I en el dia 22 de la gestacidn.
Los conejillos se sacrifican entre el dia 25 y 45 de la ges-
tacidn y se examinan para prueba de reabsorcién o aborto

La aduinistracidén intraperitoneal del producto obteni-
do a partir de la fraccidén 31 es eficaz en la interrupcidn
del embarazo ciando se administra en una dosis que oscila deg
de 25-85 mg/Kg. |

En resumen la patente de invencidn; que se solicita

deberd recaer sobre las siguientes:

REIVINDICAGIONES

1.~ Un metodo para purificar extractos que contienen
productos tero-evacuantes obtenidos a partir de la planta
zoapatle, que comprende las etapas de:

disolucidén del extracto en un disolvente orgénico no miscible
con el agua, lavado de la disolucidn resultante con una disox
lucién acuosa de una base débil y separacidén de la capa or-
génica de la capa acuosa, cromatografiado de la disoiucién a
través de una columna de material adsorbente, eluciéh.de la’

columna con una mezcla de un disolvente polar y uno no polar
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mezcla de las fracciones que contienen los productos Gtero-
evacuantes y eliminacidén del disolvente de la misma, diso-
lucién del residuo en un disolvente orgénico no miscible =
con el agua, cromatografiado de la disolucidn a través de
una columna de un gel polimero o orgénico, elucién de la -
coluuna con un disolvente orgénico no polar y recogida de ~
las fracciones gque contienen los productos Utero~evacuantes
2. E1 wétodo de la reivindicacidn 1, en el que Ia

planta zoapatle es Montanoa tomentosa o lMontanga floribunda

3. E1 método de la reivindicacién 1, en el gue el
disolvente organico no miscib;e con el agua se elige de un
hidrocarburo aromdtico, un hidrocarburo clorado o un éter
alifdtico.

4. E1 método de la reivindicacidén 3%, en el que el
disolvente organico se elige de éter, cloroformo o benceno.

5. E1 nétodo de la reivindicacidén 1, en el que el
material adsorbente se elige de &cido silicico, gel de si-
lice y flori§il.

6. El método de la reivindicacién 1, en el que la
nezcla de disolventes polares y no polares consta de cloro-
formo e isopropanol. |

7. E1 método de la reivindicacidn 1, en el qgue el
gel de polimefo es un copolimero de acetato de vinilo.

8. E1 método de la reivimdicacién 1, en el que el
disolvente no polar es benceno. . '

9. El1 método de la reivindicacidén 1 en el que la
base débil es bicarbonato sébdico.

10. Be reivindica por dltimo como objeto sobre el

gue ha de recaer la patente de invencidn que se solicita:
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1 UN METODO PARA PURIFICAR EXTRACTOS QUE CONTIENEN PRODUCTOS

| UTERO-EVACUANTES OBTENIDOS A PARTIR DE IA PLANTA ZEOPATLE.

Todb conforme gqueda descrito y reivindicado en la

presente memoria descriptiva que comsta de veintiocho pigi

5 nas mecanografiadas.
Madrid, abril de 1975
BERN. RIA '
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