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Ia presente invencién se refiere a una sus-
tancia farmacoldgicamente activa, que se aisla de plantas
que pertenecen a la familia de las labiadas, a un procedi-
miento para el aislamiento de esta sustancia a bartir del
material de las plantas, y a preparados terapéuticos que
gontienen esta sustancia activa.

La familia de las labiadas contiene 180 es-
pecies, con 3.500 plantas diferentes. ¥ntre ellas hay que

mencionar en especial Plectranthus, Coleus, Anisochilus,

Lavandula v Leonitis. Alrededor 30 especies de Plectranthud

se encuentran en India,ds las cuales se presentan mds fre-

cuentemente P. macranthus, P. mollis, P. stocksii, P. coetsy

v P. inecanus. Hay alrededor de 9 especies de Coleus en In-

dia, que son designadas como C. amboinicus, (. forskohlii,

. malabraicus, C., parviflorus, C, spicatus, C. rotundifo-

lius, C. scutellarioides, C. blumei v C. lacinatus. In el

srupo Anisochilus, de las 13 plantas sobre cuya existencia
. . . ’
en Inoia se informd, se presentan mas frecuentemente A. car-

nosus y A. verticillatus. lintre las especies Lavandula sor

especialmente interesantes L. bipinatta, L. officinalis,

L. gibsoni y L. burmanni. Ve las dos especies Leonotis,

la mds conocida es leonotis nepetaefolia.

La presente invencion se refiere a un proce-
aimiento para el aislamiento de una sustancia farmacold;i-

camente activa a partir de las plantas antes mencionauas,
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que esta caracterizado porque el material de las plantas,
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que pertenecen a la familia de las labiadas. Is preferidd
un procedimiento para el aislamiento de una sustancia far-
macologicamente activa a partir de Coleus forskohlii, una
planta que pertenece a la familia de las labiadas.

Bl Coleus forskohlii es un arbusto indio,
que pertenece a la familia de las labiadas, ¥y que es equi-
parable con el Coleus barbatus (Benth.). lkistas plantLas
erecen en diversas repgiones dn la India, y se pucden hallar
por lo general en las regiones subtropicales del Himalaya,
asi como en la peninsula leccan, en Gujarat, en sihar ¥y en
la India meriaional. Asimismo las plantas son cultivadas
en diferentes lugares de la India, principalmente en kLom-
bay, en Gujarat y en Saurashtra. lLas particularidades
morfoldzicas y la difusidn del Coleus forskohlii han siuv
va descritas (véase The Wealth of India, Volumen II, C.3.
I.Li., India, 1950, pagina 308).

Ue Coleus forskohlii se aisldé una sustancia
farmacoldgicamente activa, que tiene esencialmente un ofec~
to hipotensor e inétfopo positivo. De preferencia se uti-
lizan las raices de Coleus forskohlii para la extraccion
de la sustancia farmacoldéciamente activa.

Objeto de la presente invencidn es un pro-

cedimiento para el aislamiento de una sustancia farmacold-

- camente activa a partir de la planta Coleus forskohlii,

I
(&)
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molido v secado, se extrae con un hidrocarburo ¥y después
con disolventes, tales como por ejemplo hidrocarburoes aro-
maticos, hidrocarburos halogenados aromdticos vy alifaticos,
dteres dialconil-éteres, dialcohil-cetonas, alcanoles, dci-
dos carboxilicos v sus ésteres, o disolventes que aisuel-
ven la sustancia farmacologicamente activa deseada, por
ejernplo, dimetilformamida y dimetilsulfdxido, porque el
extracto se concentra por evaporacién, o bien se trata el
residuo con un élcanol y la sustancia solida se separa por
filtracién de la solucién alcandlica, o bien el residuo se
reparte entre dos disolventes no miscibles, siendo la sus-
tancia farmacoldgicamente activa soluble sélo en un disol-
vente, la solucidn alcandlica o la soclucidén que contiene
1a sustancia deseada se concentra por evaporacion, el resiq
duo obtenido es sometido a una cromateografia de columna,
y el residuo, obtenido por concentracidén por evaporacion
de las fracciones que contienen la sustanciay s recris-
talizauo. -

Son preferidos dos modos de procedimiento.
Sepun la primera, se extraen Coleus forskohlii con un hi-
drocarburo con 5 a 10 dtomos de carbono, ¥ luego con un
Lidrocarburo halogenado con 1 a 3 gtomos de carbono ¥
hasta 6 dtomos de haldgeno, se concentra por evaporacion

el extracto preparado con el hidrocarburo halogenado para

obtener un residuo, se extrae el residuo con un alcanol cor
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1 a 6 dtomos de carbono, se concentra por evaporacion el ex+

tracto alcandlico para obtener un residuo, y el residuo asi
obtenido se somete a una cromatografia en columna, se con=-

centra por evaporacion las fracciones eluidas, que contie-

nen el producto, para obtener un residuo, y el residuo se r¢-

cristaliza para obtener la sustancia farmacologicamente ac-

. . ’ - . 7
tiva segun la invencion.

En particular, el primer modo de procedimien+t

to seglin la invencidn consiste en una extraccién de las
raices secas de la planta Coleus forskohlii con un hidro-
carburo halogenado alifdtico con 1 a 3 dtomos de carbono y
hasta 6 dtomos de haldgeno, de preferencia dtomos de cloro,
concentracidn por evaporacidn del extracto para obtener un
residuo, tratamiento del residuo con un alcanol inferior coy
1 a 6 dtomos de carbono, separacidn por [iltracidn del re-
siduo insoluble en el alcanol, concentracidn por evaporacior
del producto filtrado alcandlico para obtener un residuo,‘
cromatografia en columna del residuo, de preferencia sobre
el de silice u éxido de aluminio, utilizdndose como elu-

vente los disolventes organicos habituales con polaridad

creciente, que son conocidos por el egpecialista en la maw-|

teria, concentracidn por evaporacidn de las fracclones que

contienen el producto deseado, y recristalizacion del resi-

duo.
Seglin el segundo modo de procedimiento, Co-

3

|
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leus Torskohlii se extrae con un hidrocarburo con 5 a 10

dtomos de carbono v luego con un alcanol con 1 a & dtomos

de carbono, el extracto alcandlico se concentra por eva o-

racidn para obtener un residuo, el residuo sé renarte en-
tre dos uisolventes no miscibles, sicendo la sustancia Uur-
macoldzicamente activa soluble sélo en un disolvente, la
solucidn se concentra por evaporacion para obtemor un re-
siduo, v el residuo asi obtenido es sometiao a una croma-
tografia en colﬁmna, las fracciones eluldas que contieaen
el prouucto son concentradas por evaporacidn para outencr
un residuo, ¥y el residuo se recrictaliza para obtener la
sustancia farmacologicamente activa segin la invencion.
un particular, el gegunuo modo de procedi-
miento sezdn la invencidn consiste en una extraccidn de

las raices secas de la planta Goleus forskohlii con un

alcanol con 1 a 6 datomos de carbono, de preferencia meta-
rol o etanol, concentracion por evaporacién del extracto
para obtener un resiuuo, reparto del residuo entre dos di-
solventes no miscibles, de los cuales sdélo uno disuclve la
sustancia deseada, de preferencia cloroformo-asua o ben-
ceno-agua, concentracidén por evaporacidn de la capa de di-
solvente organico para obtener un residuo, cromatografin
en columna del residuo, de preferencia sobre gel de sili-
ce u 6xido de aluminio, utilizandose como eluyente los di-

solventes organicos habituales con polariuad creciente, qu

o
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son conocidos por el especialista en la mteria, concen=-
tracidn por evaporacién de las fracciones que contienen
el producto deseado, ¥y recristalizacidn del residuo.

En ambos modos de procedimiento es convenienteg
utilizar las raices secas v molidas de Coleus forskohlii, ¥
someterlas a una extraccidén previa con un hidrocarburc,
para eliminar la mayor parte de las grasas y ceras vegeta-
les presentes. Se utilizan venta josamente hidrocarburos
que tienen 5 a 10 dtomos de carbono, de preferencia éter
de petréleo, pentano o hexano, en la proporcidn de 1 & 2

a l: 10 partes en peso de material de las plantas a disols

vente,

Para la extraccién de la sustancla activa a
partir de Coleus forskohlii se utilizan hidrocarburos
halogenados alifiticos con 1 a 3 dtomos de ¢arbono y hasta
6 dtomos de haldgeno, de preferencia hasta 6 dtomos de clof
ro, o alcanoles con l-6 dtomos de carbono. De estos agen-
tes de extraccidn se. utilizan preferentemente alcanos clo-
rados, en especial cloruro de metileno v cloreformo, o
alcanoles inferiores, en especial metanol y etanol, Estos
agentes de extraccion se utilizan de'preferencia en una
proporcién de 1 : 2al: 10 partes en peso de material

de las plantas de agente de extraccion.

Bl extracto a partir del hidrocarburo haloge-
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or ejemplo en vacio, v proporciona entonces un
Jemp 1 P

Segun cémo se haya obtenido el residuo, éste

es transformado luego de modo uiferente, como se describe

en los dos parrafos siguientes v en el siguiente esqu ena,

ae flujo.
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Esquema de flujo para el procedimiento de alslamiento

- - - - S (8 My D o O D D mt S o W S Y P M Ol O P D i D G BB B B B P B e 2 O Ut (o 0 A

Faterial de las plantas molido y desengrasado *

extraido

liidrocarburo halogenado alcanol
fxtracto en hidrocarburo fxtracto alcanolico
halogzenado
concentrado ' concentrads
por evapora= por gvapo-
cion a seque- racion a
dad - sequedad
Lkesiduo Residuo
tratado con al- reparto
canol y filtrado entre CHCY3-
C 6}'16 -HZO
P, v J |
Solucion Residuo Capa acuosa (Capa en clorot
alcanoclica formo o benceno
concentrado concen=-
por evapora- trado por
cion a seque- evaporas
dad , clion a
seqguedadl
Lesiduo o Residuo
cromatografia, cromatot
cristalizacion grafia,
crista-
lizacioh

Producto final Producto final
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bloja s,

1 residuo a partir del hidrocarburo haloge-
nado se extrae con un alcanol con 1 a 6 dtomos de carbono,
de preferencia con metanol, hasta que se haya eliminado
por completo todo el material soluble en alcbhol. Bl
alcanol se utiliza preferentemente en una proporcidn de
1:10 al: 40 partes en peso de residuo a alcanol.
Luego” los extractos alcanolicos son reunidos y filtrados.

Segiin el segundo modo de procedimiento, el
residuo del extracto alcandlico se reparte entre qos di-
solventes no miscibles, de los que sdlo uno disuelve la
sustancia farmacoldgicamente activa, de preferencia clore
formo~agua ( l: 1) o bencenc-agua (1 : 1). Se separa la
capa en disolvente organico.

La solucidn alcandlica resultante ael primer
modo del procedimiento, o la capa en disolvente organico
del segundo modo de procedimiento, son concentradas por
evavoracidn a sequedad bajo presidn reducida, de preferen-
cia en vacio, y el residuo es sometido a una crom1tografia
en columna, de prefcrentia sobre una columna de zel de si-
lice o de 4xido de aluminio, utilizdandose como eluyente
aisolverntes organicos o mesclas de los mismos con polari-
cad creciante, como son conocidos para los expertcs. Los
disolventes organicos preferentemente utilizados, que son
usados ¢omo eluyente para la cromatogratia en coluusaa, sorf:

éter ae petrdleo (punto de ebullicidn $0-80¢C), menclas dd
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éter petrdleo-bencenoc, benceno, mezclas de benceno-ucetatq
de etilo o de benceno-cloroformo, acetato de etilo o clo-
roformo, mezclas de acetato de etilo-metanol o de cloro
rormo-metanol, v metanol. Las fraccilones eluidas con
benceno-acetato de etilo o benceno=-cloroformo, que con-
tienen el compuesto deseado, como se comprueba por Cro-
matografia en capa delgada, se reunen, se concentran bor
evaporacién a sequedad bajo presién reducida, de preforen-
cia en vacio, & el residuo se recristaliza en un disolveny
te orginico, de preferencia en acetato de etilo/éter de
petréleo (punto de ebullicion 60-80¢C), y proporciona en-
tonces un producto cristalino, incoloro, con un punto de
iusidn de 230 - 2328C, que representa la sustancia farma-
coldgicamente activa de la presente invencidn.
La Prmula empirica de la sustancia activa

022H3407, y fue aeterminada por el peso molecular de

410 unidades de masa, determinado por espectrografia de

masas, asi como por los datos de andlisis elemental,

It

Eh-65 y H = 8-8,5%. Caplly), 0 da ¢ = 64,37% v
8,y 35%.

C
i

1 espectro ultravioleta muestra una absor-
cidn a A max. 208-210 ( & max. 900-1200) y 305 - 310
m (¢ max. 45-55).

il espectro infrarrojo asl como el espectro

de resonancia magnética nuclear estan representados en
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las Figuras 1 y 2. La rotacidn dptica es
"o 7% = 20 2a-302C (c = 1,7 en CHClg)
yi _/D = -20 a-302C (¢ = 1,7 en 3).

La sustancia activa es soluble'en disolven=~
tes orgdnicos; tales como por ejemplo metanol, etanol, pro
panol, acetona, cloroformo, cloruro de metileno, acetato
de etilo, benceno vy éter.

La sustancia activa tiene las propiedades
fisicas y quimicas que. presentan habitualmente los ter-
penoides. Se obtuvieron diferentes derivados cristalinos
de esta sustancia, por ejemple (a) un derivado dihicroge
nado, p.f. 245-2482C;‘(b) un acetato, p.f. 199-2058C, y
(¢) un éter ﬁetilico, p.f. 174=1762C, Los valores del :
andlisis espectral y dei:anélisis-quimico muestran que la
sustancia activa es un diterpenoide, que tiene un esquele-

to hidrocarbonado de labd-l4-eno.

que lleva grupos funcionales que contienen oxigeno, que
estdn sustituidos de modo que la sustancia activa muestra

los siguiente elementos estructurales: (a) dos grupos hi
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droxilo secundarios, (b) un grupo hidroxilo terciario, (c) uh
grupo 6xido, (d) un grupo acetoxi, y (e) un grupo ceto.
La nucva sutancia activa segin la invencidn
{iene un efecto hipotensor muy bueno. Ademds tiene un
efecto vasodilatador sobre los vasos periféricos, asi co-
mo un buen efecto calmante sobre el sistema nervioso cen-

tral.

A causa de su efecto hipotensor, la nueva
sustancia activa es adecuada para el tratamiento de enfer-
nedades cardfacas y circulatorias, tales como por ejemplo
hipertonia esencial y maligna, insuficiencia cardiaca,
angina pectoral, y alteraciones de la circulacidn perifé-
rica. La sustancia activa pueds ser utilizada en la tera-
pia en combinacién con otras sustancias farmcoldgicament e
activas, por ejemplo con diuréticos, antiarritmicos, blo;
quedadores j5, tranquilizantes, agentes vasodllatadores
cardiacos, hipolipidémicos, etce

La sustancia activa segin la invencion pue-
ae ser administrada por via peroral o intravenosa. Segin
la gravedad de la enfermedad ¥ el peso del paciente, la
dosis diaria puede estar entre 25 y 1000 mg.

Para la administracidn por via peroral entran

en consiaeracidn en especial tabletas o grageas, que con-

tienen la sustancia activa en una cantidad de 25=-1000 mgz,
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tales como por ejemplo talco, almiddn, lactosa, etc. TFara
administracién por via intravencsa entran en consideracion
soluciones o suspensiones de la sustancia acpiva en un
aceite vegetal farmacéuticamente compatible, tal como
por ejemplo aceite de cacahuete o de sésamo,s asi como
soluciones alcohdlicas de la sustancia activa en, por
ejemplo, etanol, propanodiol o glicerina, o en mezclas
de los disolventes antes mencionados.

- Los siguientes ejemplos describen la extrac-
cion de la nueva sustancia activa a partir de Coleus
forskohlii. Sin embargo, las posibilidades de extraccidn

no estdn limitadas a estos ejemplos.

Ejemplo 1

kafces secas y molidas de Coleus forskohlii
(12 kg) se extrajeron dos veces cada vez con 15 litros de
dter de petrdleo (p. eb. (60-80¢C). Luego las raices se
extrajeron varias veces cada vez con 15 litros de cloruro
de metileno, hasta que habfan sido completamente extraidas|

Se utilizaron en total 60 litrous de cloruro de metileno. Lg

filtraron y Se concentraron por evaporacién a presidén ree-
ducida. 111 residuo (aproximadamente 200 g), fue extraido
dos veces cada vez con 3 litros de metanol. Los extractos

metandlicos reunidos se filtraron, vy el producto filtrado
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metandlico fue concentrado por evaporacién a presion re-
ducida. Il residuo (aproximadamente 130 g) fue cromato-
grafiado sobre una columna de gel de s{lice, utilizdndose
como eluyente los disolventes siguientes: éter de petré-
leo (p. eb. 60-80¢C), mezclas de éter de petrdleo-benceno,
benceno, mezclas de benceno-acetato de etilo, acetato de
etilo, mezclas de acetato de etilo y metanol, asi como
metanol. Las fracciones eluidas con benceno-acetato de
etilo, que cdntenian,gl compuesto segin la invencidn, como
se comprobd por cromatografia en capa delgada y/o por
ensayo de la actividad farmacoldgica, se reunieron y se
concentraron por gvaporacion a sequedad bajo presiéﬁ Te=~
cucida. Il resiuuo se recristalizd en una mezcla de ace-
tato de etilo vy éter de petrdleo (p. eb. 60=~804C) y pro-
porciond entonces cristales incoloros en una cantidad de

8,6 g wstos cristales tienen las propiledades antes men-

cionadas. ,

lijemplo 2 !
1a{ces secas y molidas de Coleus forskohlli
(12 kg) se extrajeron dos veces con 15 litros de dter de
petréleo (p. eb. 60-802C). Después las raices fueron '
extraidas repetidamente cén 25 litros de metanol, hasta
que hablan sido cbmpletamenﬁe extraidas. Ln total se uti-

ligaron 100 litros de metanol. Los extractos en metanol
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reunidos se filtraron y se concentraron por evaporacion en
vacio. il residuo (aproximadamente 650 g) se repartid
entre, cada vez, 2 litros de cloroformo y 2 litros de
agua, y se separd la capa en cloroformo. Ia capa acuosa
fue extraida repetidaménte con 2 litros de cloroformo.

Los extractos en cloroformo reunidos se filtraron, se se-
caron sobre sulfato de socio y se concentraron por evapo-
racidén en vacio. Il residuo (aproximadamente 300 g) se
cromatografid sobre una columna de gel de silice o de &xi-
do de aluminio y se trato como en el ejemplo 1. Se obtu-
vieron cristales incoloros {9,0 g) con las propiedades ya

mencionadas.

Iijemplo 3

15 kg de plantas enteras, secadas y molidas,
de Coleus forskohlii fueron tratadas segun el procedimien-
to de los ejemplos 1 y 2, y dieron 8,5 g de sustancia ac-
tiva; esta sustancia activa tenia las propiedades ya des-
critas.,
niemplo 4

12 kg ue raices secas y molidas de Coleus
forskohlii fueron extraldas como se ha descrito en el
primer pirrafo del ejemplo 1. Ul residuo (aproximacamente
130 ) fue cromatografiado sobre dxido de aluminio, utili-

ndndose como eluyente los siguientes disolventes: éter de
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petrdleo (p. eb. 60 - 802C), mezclas de éter de petrdleo y
benceno, benceno, mezclas de benceno ¥ c¢loroformo, clorotfor-
mo, mezclas de cloroformo y metanol, asi como metanol. Ilas
fracciones correspondientes fueron concentradas por evapo-

.’ N .’ v N ’ R
racién a sequedad bajo presion reducida, ¥ despucs de re-
cristalizacidn del residuo en una mezcla de acetato de

. 14 : ’ ) .
etilo ¥ éter de petrdleo (p. eb. 60 = g0eC) dieron 8,1 g de
sustancia activa. Esta sustancia activa tenia las propie-
dades ya descritas anteriormente.

La figura 1 representa el expectro de resonan-

cia magnética nuclear de la sustancia activa.

La figura 2 representa el espectro infrarrojo

de la sustancia activa.

- REIVINDICACIONES =

Los puntos de invencioén propia y nueva, que
se presentan pare que sean objeto de esta solicitud de ra-

tente de Invencidn, en ispafia, por VEINTE afios, son los que
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se recogen en las reivindicaciones siguientes:

18.- Procedimiento para la obtencidn de una sus-

tancia farmacoldgicamente activa que tiene un punto de fu-

s%én de 230 - 2322C y la férmula empirica 022H3407, carac-
terizado porque elrmaterial de las plantas, evenfualmenfe
extrafdo previamente con un hidrocarburo para la elimina-
cibn de las sustanéias acompaiiantes, procecdente de una,plaé
ta de la familié de las labidas, se exirae con wn hidrocar-
bﬁro halogenado o con un alcohol y se purifica de manera co-
nocida. |

28,~ Procedimiento segin la reivindicaecidn 12, ca-
racterizado porque se extrae con un hidrocarburo halogena-
do, el residuo del extracto se trata con un aleanol, se ac-
tiva a partir de la solucién alcohblica. |

32.- Procedimiento segln la reivindicacidén 12, ca-
racterizado porque se extrae con un alcanol, el residuo del
extracto se reparte entre dos disolventes no miscibles en-
tre si, y la sustancia activa se afsla de la fase que la
contiene.

42,~ Procediniento segﬁn las reivindicaciones 22 y
38, caracterizado porque el aislamiento se reaiiza por con-
centracién por evaporacién de la solucidn, y cromatografia
Y cristalizacién del rediduo.

58.~ Procedimiento seglin las reivindicaciores 28 y
38, caracterizado porque se afsla la sustancia activa con-
centrando por evaporacidén las soluciones obtenidas, some-
tiendo.al resi@uo a una cromatograffa de columa, concen-
trendo por evaporacidén las fracciones elufdas que contienen
el ovroducto y recristalizando el residuo vera obbener la

sustancia activa.
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N 8,~ Procediniento segin la reivindicacidén 22, ca-
racterizado poréue se utiliza uwn hidrocarburo halogeﬁado
coh 1 a 3 4ftomos de carbono y hasta 6 &tomos de halbgeno.
78,~ Procedimiento segin la reivindicacidn 32, ca-
racterizado porque se utiliza un alcanol con 1 a G‘étomos
de carbono. ' ! | ‘

88,- Procedimiento segin la reivindicacién 32, ca-
racterizado porque los dos disolventes no miscibles entre
s{ son cloroformo y agua, o benceno y'agua.

98 ,~ Proceéimiento segtn la réivindiéacidn 18, ca-
racterizado porgue se utiliza matefial vegetal de la planta
Colecus forskohlii. X

102,.~ PROCEDIKIENTO PARA LA OBTENCIOﬁ DE UNA SUS-
TAVCIA FARNACOLOGICANENTE ACTIVA QUE TIENE UN PUKTO DE FU-
SION DE 230 « 232¢C Y LA FORULA EMPIEICA 02223407.

"Tél.f como se ha descrito en la'memoria que antece-
de, representado en los dibujos que se ééompaﬁan ¥y con los
fines-que se han especificado. |

Esta lemoria consta de DIECINUEVE hojes escritas a
médquina por uma sola cara. ‘

Madrid, 14 0C1.1977
E P-A- ‘
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