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- RESUMEN DE LA TNVENCION

Esta invencidn se refiere a un procedimiento para la

preparacidn de un extracto dé'Téudrium marum Gtil en te-
rapéutica, seglin el cual se sbmetg,la planta entera o una
parte de esta ﬁltimala un tratamiento con un disolvente,
caracterizéndose este.procédimienfo porque el citado trata-

miento se realiza con un disolvente seleccionado entre el

_grupo formado por agua a ebullicidn en presencia de NHg,

pentano, hexano, heptano, ciclohexano, ciclopentano, éter
de petrbleo, cloruro de metileno y sus mezclas y porque, si
es necesario, el extracto resultante se somete a una puri-

ficacidbn.

COMPENDIO DE LA INVENCION 7

Esta invencién se refiere a un nuevo procedimiento de

preparacidn de un extracto purificado de Teutcrium marum.

Dicho extracto purificado es un producto industrial nuevo,
Gtil principalmente en terapéutica.

Se sabe que el Teucrium marum, igualmente denominado

"tomillo de gato" o ?germandriné marftima" es un arbusto
que pértenece a la subclase'detlas'gamopétalas, familia

de las labiadas, que crece brinciéélmente en Cércega. Esta
\ﬁl;nta, que tiene hojas enteras brevemente pe¢ioladas, blan
cas y algodondsas pof el enwéé; flores purpurinas, un céliz

velloso de dientes casi'iguales que no llegan a su mitad,

un fruto velloso y un olor etéreo (que hace que sea busca-
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~da por los,gatOS),'ha sido descrita'principalmente por

G. Garnier y colaboradores en la obra "Ressources Médicina-

les de la Flore Ftangaiéé", tomo iI,'édiciones'V;got, Paris

(1961) . Se sabe tambiéﬁ'dﬁé'Sé ﬁ&«éibbuésfo en el pasado

utilizar esta planta en terapéutlca, en espec1al en forma
de infusién (es dec1r, de extracto obtenldo por tratamien-
to de. la planta con agua callente, alrededor de 60°C).

La invencisén tiene ro; olje o la obtencidn de un ex-

tracto de Teucrlum marum que sea Gtil en tefépéutica, prin-

cipalmente como agente antiespasmddico y como agente ana-
léptico respiratorio.
El procedimiento de extraccién de la invencidn, segfn

4

el cual se somete la planta entera (es decir los tallos,

las hojas, las dimas floridas, los frutos y las rafces) o

una parte Ae la planta a un tratamiento con un disolvente,
se caracteriza porque dicho tratamiento se efectfia con un
disolvente seleccionado entre ei grupo formado por agua

hirviendo y en presencia de\NH3, pentano, hekano, heptano,
ciclqhexano, CH,Cl,, ciclopentano, éter de petrdleo y ‘sus

mezclas y porque, en caso necesario, se somete el extracto

resultante a purificacidn.

De forma ventajosa se preconiza utilizar dicho tra-
.

tamiento empleando, por cada litro.de disolvente, una can-

A

tidad'de 30 a 150 g de planta molida y seca, siendo la

cantidad preferida de 100 g de planta molida y seca por li
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tro de'disélvente{

ﬁaiatﬁgﬁéf eﬁ'pféctiéé”esfé Efééémiéhto, también

se puede utilizar el cloroformo. Sin embéﬁgd, la experien-

cia demueéfia'éue'éété'disolbeﬁté éé esfﬁhteresante desde
el punfb défﬁigté ihaﬁstiiai:'Eﬁ efédté} solubiliza sustan
cias contenidaélén ;é Eiénié'qué'ho §fé§éﬁ£an las propieda—r
des‘antiesbaéméaiéas y énaiéﬁticégfiéépiratdiias deseadas.
Tampoco se ha éréségﬁiﬁo la ﬁtiliééciéﬂ-dél’éloroformo poxr-
que implica tratamientos secundarios onerosos para eliminar
dicha sustanci'a:.

'Ei clbruro de'metiiéﬂb;-qué no gfééénta todos los
inéonveniéntes,'es ﬁtiiiiable“eﬁ“él procédimiento de la in-
vencién; siﬁ‘eﬁbéygo: cbmo.géﬁaﬂée’a fena;mientos inferio-
res se'pfgfiere utilizar més bien agué a ebullicién Yy en
presenéia dé'NH3 (4 a ldjé_de NH3 §o£ iitfo de agua) 6 pen-
tano, hexano; héﬁféhé;aéiclahéXénay cicldbeﬁtano, éter de
petréleo o sus mezclas, siendo el hexano el mejor disolven=-
te desde el punto de vista industrial.

El tratamiento con un disolvente puede ;edlizarse se-
gfin cﬁatro variantés, relatiyas las tres primeras a la uti-
lizacién de agua a ebullicién y en presencia de.NH3 vy la

AS

cuarta a la utiiizacién de otro disolvente de la invencié6n,

\

a saber:

Y

Variante A: tratamiento a reflujo y después filtracién para

recoger la solucibn acuosa resultante;
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Yariante B: arrastre de vapor y después conde_nsacién para re-
coger el condensado resultante;

Variante C: tratamiento a reflujo,,filtracién, arrastre dé
vapor de la solucién acuosa resultante y después
‘condensacidén y '

Variante D: tratamieﬁté con un disolvente orgdnico y después
concentracién'dé la solucién resultante.

Seafin la Variante A, el fratamiento con agua 'en presen
cia de NH3 se realiza a reflujo durante 2 horas aproximadamen
te y después es ventajoso dejar macerar el medio de reaccifn
durante 24 horas aproximadamente a la temperatura ambiente
(15-25°C) . '

Segfin la Variante B, el tratamiento se interrumpe cuan
do el condensado recogido tiene un volumen como m&ximg igual
a 2500 ml; en la prictica, dicho tratamiento se interrumpe

cuando se red§ge un condensado de 500 a 2500 ml. La Varian-

te C, qué combina las Variantes A y B, da resultados equiva-

lentes a los de la Variante B desde el punto de vista de la

actividad terap&utica. En lo que sigue, el extracto obteni-

do segfin la Variante A es denominado extracto total acuoso

de Teucrium marum.

\\

Segfin la Variante D, 1la extraccién se realiza mediante
un soxhlet; después de filtrar para separar la materia inso-
luble, -se concentra el filtrado a sequedéd a presién redu-

cida.
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La purificacién del extfaéﬁb optéﬁidé épr tratamiento
con agua a ebulliciéh § en érééencia de NH3 o perfectamente
con un disolvente o;géﬁidb'como'éi'définid§ m&s arriba, pue-
de' ser efectuada s¢§ﬁn un método conoéida;.La purificacién
preconizadé en la invencidn comprende la fijacidén de dicho
extracto sobre un sbpoite y déspués la elucién mediante uno
0 varios agentes éluyehées.“ :

Més éxactaménté, elimétodo <deﬂ- pﬁfifn;:'cacfién del extrac-
td acuoso oﬁteﬁidé sggﬁﬁ la Variénte_A se caracteriza porque:
a) se somete la solucién acuosa a absorcién sobre resina,

despreqiéndose la fréécién no absorbida sobre la resina
‘después de paéar sobre &sta;

b) a continuacién se lava la resina con agua destilada has-

ta que el agua de lavado, que se desprecia, sea incolora;

c) 1la resina asf lavaaa-y sobre la qué esti fijado el pro-~

ducto a recéger, se somefé'a una elucién con un alcohol
0 una mezcla de agua y aléghdilhasta'que el eluato, que
se desprecia,_sea ihcdloro;

d) la resina asf tratéda, sobre la que estd fijado el prb-
ducto a reébgef, se somete a elucién con un alcohol o una
mezcla de égua y alcohol, en ﬁfesencié de un agente alca-

™, lino, hasta que el eluato resuiféhte -sea incoloro;

e)ﬂél eluato obtenido en la etapa d) se somete a evaporacidn

a vacfo y despuds, si es necesario,

' £) el residuo de evaporécién obtenido en 1a'etapa e) se some-
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té a un tratamiento con éter y la fase etérea se reco-
'ge y se concentra a vacio, |
g) el concentrado asi obtenido se somete a absorcién sobre
silice; _ |
h) la sflice asf tratada se somete a elucidn con una mez-
cla de hexano-&ter (90:10 en volumen) y
1) el eluato asf obtenido se concentra a sequedad a vacio
pard llegar a un producto seco {(que se presenta en forma
de un polvo).
La absorcidn de la etapa a) se realiza mediénte una re-
sina macromolecular, por ejemplo un poliestireno reticulado

cpmercializado con el nombre de Amberlite XAD2.

Los alcoholes de las etapas ¢) y d) son’alcanocles infe-

“riores tales como metanol, etanol y propanol; las mezclas

de agua y alcohol contienen por lo menos un 90 % en volu-
men de uno de los alcanoleé inferiores mencionados. El elu-
yente preferido en las etapag c) y d) estd constituido por
etanol o la mezcla de agua etanol 4:96 en volumen.

El agente alcalino de la etapa'd) puede seleccionarse
prinéipalmente entre NaOH, KOH y NH3.VSe observard en el

Ejemplo 2 dado m&s adelante qﬁe el agente alcalino preferi=-

‘do es el NH4 utilizado a una concentracién de 30 g/l de

eluyente.
‘La evaporacién a vacto previséa en la etapa e) se rea-

liza a 60°C. Esta evaporacién se efectlia hasta la obtencién
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de un producto seco si no se quiere prosequir la purifica-

cidn. Por el contrario, si se desea proseguir la purifica-

cién segfin las etapas f) a i), se puede efectuar indife-
rentemente el tratamiento cdn étg;_ﬂe 1; étapa f) sobre di-
cho producto seco o sobre un residuo de'eQaporacién concen
trado a vacfo. | _ »

En la étapa £), gi éter utilizado puede ser el &ter
dimetflico o el éter dietflico. Se preéoniza ventajosamente
la utilizacidn de &ter dietflico desgerokidado.

Son posibles dos métodbs de purificacidn de los ex~
tractos obtenidos segfin las Variantes B y C, siendo el mé-

todo preferido'e; sequndo porQue ‘es més préctico.

El primer método de purificdcién del extracto obteni-

‘do segfin una cualquiera de las Variantes B y C se caracte-

riza por realizar sucesivamente las siguientes operaciones:

al) se somete el condensado a absorcifn sobre resina tampo-

nada a pH 9 aproximadamente, recogiéndose la fraccién
no absorbida sobre la resina después de pasar por &s-
ta, que es Gtil en terapéutica;

bl) lﬁ resina asi tratada se somete a elucibn mediante un
agente alcalino, principalmente NaOH 1N o kOH IN y se
recoge un primer eluato fitil en terapéutica y

cl)'}a resina se somete a elucidn pediante un alcanol infe-

rior, principalmen;e etanol y se recoge un segundo elua

to Gtil en terapéutica.
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La resina utilizada en la éta?a a,) es preferiblemen-
té una resina sélida, por ejemplo un bolieéfireno reticula-
do comercializado con el nombre de Amberlite IRC-50. Esta
resina es tamponada 'a pH 9 aproximadamente antes del paso
del condensado; por ejemplo; puede ser tamponada principal-
mente con un agente tampén como ex boraﬁo s6dico 0,02M, a
pH 9,1.

El segundo método de purificacién del extfacto obteni-
do segfin una cualquiera de las Vériantes B y C se caracteri-
za por sometef el condensado (qﬁe ha sido obtenido por arras
tre ae vapor) a una rectificacidn a 98°C (bajo 1 atmdsfera);
1a‘fracciéﬁ rectificada se recoge Yy a continuacidén se trata
s egfin las modalidades de las etapas f) a i) descritas ante-
riormente. El producto final obtenido segln este método es

idéntico al obtenido en la etapa i) de la purificacién del

" extracto de la Variante A.

El método de purificacién del extracto obtenido segfn

la Variante D se caracteriza'porque sucesivamente-se redi-

suelvé el producto seco (que se ha obtenido por evaporacién

a vacfo del disolvente de tratamiento) en hexano, se filtra
para separar'la materia insoluble, se somete el filtrado asi
obtenido a absorcién sobre sflice, se eluye mediante una mez-
clé de hexano-8ter (90:10 en volumen) y se evapora a seque-
dad a vacfo el eluato agi obtenido.

‘En esteé @iltimo método de absorcién sobre silice, la elu.
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cién y la evaporacidn a sequedad del eluato se realizan se-

gtin las modalidades de las etapaé g) a i). Igualmente el

prédﬁcto final es idéntico ai dbtenido’en ia etapa i) de la
purificacidn del extracto de la V@éiante.A;

El procedimiento de e%traccién Y de purificacién de
esta invencifn ha Sido'resﬁmiéo é# ei diégféha I dado més
adelante. | .

Otras ventajas y caracterfsticas de la invencién serdn
comprendidas mejor ﬁedianﬁe la lectura de los ejemplos de

preparacidn en modo alguno limitativos sino dados a titulo

ilustrativo.

" EJEMPLO 1 -

Preparacidn del extracto total acuoso -

La planta entera de Teucrium marum, secada en estufa

a 37°C y molida, se somete a extraceidn mediante agua des-

liada en las condiciones siguientes:

A 300 g de planta se agregan 3 litros de agua destila-

-da y después se lleva a ebullicidn; antes de que comience la

ebullicién, se agregan 10 ml de NH4OH al 20 % de NH;. A con
tinuacién se realiza la ebullicidn a reflujo durante 2 ho-
ras. Después se deja macerar a la temperatura aﬁbiente du-
iante 20 horas. A continuacidn se filtra el extracto sobre
filtro plegadb con el fin de recupérar la solucién acuosa.
La solucidn acuosg asi obtenida coﬁStituye el extrac-

to total acuoso de Teucrium marum que ha sido codificado
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como "C-63" en los ensaYoérférmacolﬁgiéos dados m&s ade-
lante.
' EJEMPLO 2

- purificacién del extracto total acuoso

La solucién acuosa obtenida en el Ejemplo 1 se some-
te a cfohat@gféfié de ébsbréiéﬁ sbbréafeéiﬁa. La resina uti-
lizada es un ﬁoiiﬁéro~inéélﬁblef'aqu£ un poliestireno reti-
culado (Amberlite XAD-2); esta resina rellena una columna
de 5 cm de didmetro interno y 60 cm de altura, siendo el
peso himedo de resina ufilizada-lzboig y.paSando la solu-
cién acuosa sobre la resina a la velocidad de 10 ml/minuto.

‘ Se'eiiminéhlawfracciSn (A;Ij'que no ha sido absorbida
después de pasar por la reéina.'DeEpﬁés se lava la resina
con agua destilada hasta que el agua de lavado recogida en

la parte inferior de la columna es incolora. Este agua de la

* vado se desprecia.

A continuacifn se realiza la elucidn:

1) mediante la mezcla de etanol-agua (96:4) hasta que

‘el eluato sea incoloro; se obtiene asi una segunda fraceidn

(denominada fracciénri—iIi que se desprecia y

2) mediante la mezcla volGmica etaﬁol-ggﬁa (96:4) que
éontiene 30 g/ml de NH3 hasta qué el eluato sea incoloro;
se ré%pge asf una.terce;a fraccibn (denominada fraccidn A-III)

que se lleva a sequedad por evaporaéién a vacio reducido, me=-

"diante un evaporador rotatorio a 60°C.

H

PV

-y
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El rendimiento de producto findl esqul 6 % en peso
con'respecto al peso de planta seca de partida.

El producto-obtenido por eVaporaéién;de.la fraccidn
A-IITI a vacio, ségﬁn las modaiida@gs délréjemplo anterior,
ha sido dendminado "C-6302" y'éomeﬁidq a ensayos analfiti-

cos y farmacolégicos.

-

Caracteres analfticos
La crdmaﬁpgfafia en.cééé fina de sflice ~ utilizando

como fase mbévil la mezcla'volﬁmica'de cloroformo-etanol-

dietilaminé;(95{4:1) de la frdcciéﬁ‘IIi; ébr una parte, y

del pfoduéto C-6302 redisuelto en la mezcla etanol-agua’

v

(96:4), por otra pérte, da las tres mismas manchas, a saber:

- una mancha n°® 1, Rf'¥'0,7l;'revelada bajo léampara
U.V. a 254 nm,
- una mancha n°® 2, Rf = 0,80, revelada en azul malva

por pulverizacién de la é;ghiente mezcla:

H2504 1ml
Vainillina 300 mg
Etanol 10 ml1

Yy calefaccién en estufa a 110°C y

- una mancha n° 3; RE = 0,87, revelada en.azul_gri-
géqeo por el reactivo anterior. ’
e EJEMPLO.é

Arrastre de vapor

Se suspenden 150 g de plantalentera de Teucrium marum,
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secada en estufa a 37°C y mollda, ‘en 4 lltros de agua desti-

‘lada y se lleva a ebu111c1on. Se procede a uniarrastre de

vapor. Los vapores ‘se condensan por refr1gerac16n y se reco-

~gen hasta un volumen de 2500 ml

El extracto asf obten;do ha'sido designado en lo que
sigué con el nfimero de clave"C-63-E".
| - 'E'.iémém 4

urlflhacnén'del'aytracto ﬁb zd- por arxastre de vapor

@ El productb obtenido en el Ejémélo 3 se somete a croma-

tpgrafia de absorcibn. La resina utilizada es un polfmero in-

sblu?ie constitufdo por un gﬁliéStiréﬁo reticulado y comer-
cializado con el nombre de Amberlite IRC-50. Una columna de
25 mm de di&metro se reiiené'cbn Amberlite IRC-50 hasta una
altura dé;30 cm y:éé ﬁroéée en su saiida de un dispositivo

de regisfro coﬁectédo a una ééldla ﬁ.v. (con objeto de cono-

" cer la absorc16n del eluato de la columna, principalmente a

una 1opgltud de onda flja a 270 nm).

A continuacidén la resiﬁa se tampona con borato sédico
0,02M a pH 9,1 hasta que el eluato de la columna tenga un pH
equivalente. Entonces el extracto C-63-E se absorberen la
resina a la velocidad de 3 ml/minuto.

‘ Se recége una pfimera fraccién (denominada "B-I" y
clasificada como "C—63-El“h que no es absorbida después de

pasar sobre la resina, conteniendo esta fraccién un consti-

tuyente odorifero.
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Una vez recogida esta primera .fraccidn, se realiza una

elucidn mediante 140 ml'de_NEOH.lNrrée récpge_una segunda
fraccién (denominada "“B-II" y.élaéificéaa:»"C-63-Eﬁ“).

A continuacidn se realiza una ﬁﬁévé‘eludién mediante
etanol anhidro y se récpgé una tefcera fraccién de eluci6n
.(dehominada'"B;iii" f élasifié&dé&i"c;63;E3").

,'Noﬁa: Aunque los enséyaé-daéoéra continuacién hayan
sido‘realizados con las fracciones B-I: B-TT y-B-III asi
obteJiaas y eventualmente dilufdas con'égﬁé, si es necesa-
rio es posible concentrarlas a éresién reducida antes de

utilizarlas.

Andlisis espectroscdpico

El andlisis especfroécéﬁféo se realizé en un aparato
Pérkin?Elmgr. El extracto "C-63-E" prééénta en su éspectro

U.V. picos de absorcién a 200 nm, 225 nm, 262 nm, 268 nm y

' 280 nm. Los extractos "C-63-EL" § "C-63-E2" presentan picos

de absorcién a 200 nm, 225 nm y 280 nm. El extracto "C-63-E3"

presenta picos de absorcifén a 200 nm; 262 nm y 268 nm,

Andlisis cfomathrafico

La cromatograffa en caéa fina de éiiiée, utilizando
como fase mévil la mezcla volfmica de cldroformo-metanol—
géua (40:45:15), de los extractos "C-63-E" y "C-63-E3" da

las dos mismas manchas, a saber:

- una primera mancha de Rf

0,65y

- una §¢gunda mancha de Rf 0,75;
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dmbas manchas son reveladas:
\ .

- en naranja por el reactivo ae Dfaggeﬁdo;f y cale-
facci6n en estufa a 110°C; ‘ .
| - en malva por el reactivo de Marquié y calefaccién
en estufa a 110°C duréhté 10 minutos y
- en amarillo sobre fondo violeta por el reactivo de
yodbplétinato,- | |
; EJEMPLO 5
% Se prbcede como se ha indicadern el Ejemplo 3 con

la diferencia de que s8lo se recogen los 500 primeros mili-

litros deicondénsado. Sé obtiene un extracto que es idéntico

alrextracéo nc-63-E" desde el punto de vista espectroscépi-
coy cromatpgréfiéo, que presenta la ventaja de ser mds con

centrado que el extracto "C-63-E" del Ejemplo 3 y que, co-

mo consecuencia, es mds interesante en el sentido de que

puede evitarse una operécién de concentracién.
Los ejemplos que siguen tratan de la obtencién del

extracto de Teucrium marum preferido desde el punto de vis-

ta terapéutico. El Ejemplo 6 describe el mejor modo de pre-
paracién de dicho extracto.

EJEMPLO 6

a) Preparacidn seg(n el método D .

Se extrae en el soxhlet 400 g de planta molida y se-

cada con 4 litros de hexano. Se desprecia la materia insolu-

ble y la solucién hex&dnica se evapora a sequedad a presifn
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b) Purificacidn

reducida para obtener un extracto seco.

- 16 -

El extracto seco se recoge en hexano. La cantidad de

hexano a utilizar para este fin es de 1 volumen por cada

10 volfimenes de disolvente del tratamiento precedente, es

decir, en el caso presénte, 400 ml de hexano. Se filtra

para separar la materia insoluble y el filtrado se vierte

en una columna de absorcién rellena de sflice. Se procede

a.-una elucidn con 1la

mezcla de &ter dietflico-hexano 90:10

en volumen. A continuacién se concentra el eluato a pre-

sibn reduﬁida y: por

evaporacién a sequedad, se obtiene.

un extracto final pﬁlverulentb (2,3'g) designado en lo que

sigue con el nfimero de clave "C-63-JA" cuyas caracterfsti-

| cas analiticas son las siguientes:

.Crématografia en capa'fina

El C-63-JA da una maﬁcha revelada en azul malva, de

Rf 0,45, en las condiciones operatorias siguientes:

Soporte . :
Fase movil :
Revelado :

Cromatograffa gas-liquido

sflice

cloroformo

dcido sulfGrico-vainillina (1 g de vai-
nillina por 100 ml de &cido sulffrico

concentrado de densidad 1,84)

En las condiciones operatorias siguientes:
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columna  ~  : Carbowax 20.m al 50 % de longitud:
182,8 cm (6 éies)

tem?erafura del

inyector : 250°C

teﬁpefatﬁfa del -

detector s 250°C

_gaé vector o : nitrbgeno

programacidn de , .

temperaturas - : 100 a 200°C a razdn de 4°C por min.,

el C-63~JA de dos picos, siendo los tiempoé de retencién,
expresados en cm, dé-7,75 ch"pafa el primer pico y de 8,35
cm para el segundo pico.

Espectro inffartbjo

El C-63-JA presenta tres bandas de abso;cién:
2700-3000 cm © (funcién aldehido)
1700-1730 em ! (funcién cetona)
1380-1460 o™t (grupo CH, o CHy).
Para los ensayos farmacolbégicos, el C-63-JA se utili-
za disuelto en la mezcla de agua-etanol (95:5 en volumen).
EJEMPLO 7

Purificacién del extracto obtenido por arrastre de vapor

Se someten 100 ml del condensado obtenidcg: en el Ejem-
plo 3 a rectificacién a 98°C. Se obtienen 40 ml de residuo
no'rectificado gue se desprecia y 60 ml de destilado repar-

tido en 6 fracciones de 10 ml cada una. Las dos primeras

. fracciones, que contienen la mayor parte de la sustancia



actlva del Teucrlum marum, se comblnan Y. se extraen con

\éter d;etillco desperox1dado (a raan.de 3 Volﬁmenes de

;éte; pSr volumen de destilado). Se fééége la fase etérea y
‘sé'cbnéentfa a vacfo a una teﬁbefé%dfé iﬁféribr o igual a
I30°C (evaporando a sequedad, se obtiene el extracto clasi-

;flcado C—63-F1) ' Como se ha 1nd1cado en el Ejemplo 6, el

!concentrado resultante ‘se absorbe»en una columna de sflice

v se eluye para obtener por evaporacifn a sequedad a vacio !

ldel eluato una sustancia pulverulenta terapéuticamente acti-

1(,) va, que . despues deanallzada, resulta ser idéntica al extracto

\
C-63-JA. |

" EJEMPLO 8

 Se recoge en éter el extracto C-6302 obtenido en el
15

Ejemplo 2. El é&ter utilizado es el éter'dietilico previamen-
.te desperoxida&o: Se obtiene una fase etérea que se concentra
‘a vacfo a una temperatura inferior o igual a 30°C. El con-

centrado resultante se vierte en una columna de sflice, a

continuacibn ée'eluye y el eluato se evapora a seguedad ba-
20 jo presién reducida para obtener una sustancia pulverulenta

ferapéuticamenﬁé activa que, una vez énalizada, resulta ser
idéntica al extracto C-63 -3A. o '
Procedlendo como se ha indicado en el Ejemplo 8 pero
25 utilizando la fraccién A—III obtenida en el Ejemplo 2, y

conservando solamente la fase etérea, se obtiene el extracto
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C"' 63-JAD

Ensayos'faimacolégiCOS

- Toxicidad

La tokiaidad se ha détéfminadé en fatones machos de

20 g repartidos en lotes de 20 énimales, por via intrave-

nosa, por via Eﬁt}aperiiohéal y por via oral.

dos correspondientes esté&n consignados en la

esta tabla, las dosis utilizadas se expresan

planLa_de partida necesario para obtener los

tractos, teniendo en cuenta los rendimientos

Los resulta-
Tabla I. En
en peso de
diferentes ex-

de extraccién.

Accibn antiespasmddica "in vitro"

Los resultados de los extractos "C-63",

" TABLA I
) Toxicidad exprésada en g de planta
L ' vfa intraperi. Vfa intra- ’
" Extractos '° toneal = ' venosa "~ via oral
C-63 20 g/k: mofti- 20 g/kg: mor -
. 1idad nula talidad nula
C-63-E 12 g/kgi moftg 12 g/kg: morta- 12 g/kg: mortali- -
lidad nula lidad 40 % dad nula
6 g/kg: morta-
lidad 30 %
3 g/kg: morta-
}idad 30 8 - .
C-63-F1 - DL-50 = 2 g/kg- -
.C~63-JA - DL-50= 1,2 g/kg -

"C-6302".y

 "C-63-JA" relativos a la accién antiespasmédica, que se han
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realizado en el fleo aisladode éobaYa (éh lo que se refie-~
re a un posible efecto antihistaminiéo)} en el duodeno aisla-
do de rata (en lo que se féfiere a_los'efectos anticolinér-
gicos y anti-BaCl,) y sobre fitero aiSladb aerratar(en lo
que se refiere al efecto aﬁtiserotonina),rest&n resumidos
a continuacién. »

Los protocoloé operatbrios fueron.ios siguientes:

a) los fleos aislados de'cobaya se obtienen por la
técnica de Magnus: ios cobayas se sacrifican por ruptura
de 1! nuca y después se desangran. Se exéirpa un extremo
de.iieo de 1 a2 cm aproximadamente, se epjuaga y se trans-
fiere a una cubeta de 6rganos que contiene Tyrode atropini-
zad§ mantenido a la temperatura de 34°C. La aireacién de la
cubeta'se‘realiza medianfe'uh compresof de aire.

VLés concentraciones'subméximas de agente agonista son
determinadas anteriormente sobre el éfgano.

El agente agbnisté se-deja en contacto durante 20 se-

_gundos y los aportés de agonista se repiten cada dos minutos.

El agente antagonisté se deja en contacto durante 2
minutos con el drgano y el agente agonista se agrega al mis-
mo medio y se deja de nuevo 20 segundos.

Los ensayos se repiten a continuacién cada 2 minutos

hasta retorno a la normalidad.

Siempre se realiza otro ensayo de control empleando

" solamente el-disolvente del producto ensayado{_
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b) En el céso de los duodends, el agente agonista se
deja 30 segundos y los intervalos de tiempo entre cada inter-
vencién son de 5 minutos.

c) El efecto antiserotonina ée deterﬁina en el Gtero
aislado de rata hembra virgen de dgﬁs 200 g. Se sensibiliza
el animal con dietilestilbestrol a la dosis de 1 mg/kg me-
diante inyeccién éubcuténea; a continuacidn se extirpa el
itero y se introduce el liquido de JALON mds carblgeno. La

dosis de serotonina en la cubeta varfa entre 0,5 y 2 Wg/ml.

El tiempo de contacto es el de los ensayos sobre duodenos

(el mismo aparato y el mismo procedimiento).

Los resultados estén consignados en la Tabla II, don-
de la dosis de extractos estin expresadaé en peso (mg) de

planta de partida.
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Histamina
Histamina
Histamina

Histamina

Histamina
BaCl2
Acetilcolina
Serotonina

Histamina
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TABLA II
Dosis aportada Antagonista
0,2 pg/0,5 ml c-63
0,2 3g/0,5 ml c-63
0,2 1g/0,5 ml c-63
0,4 $g/0,5 ml C-6302

0,4 ug/0,5 ml
0,5 mg/0,5 ml

0,5 1g/0,5 Ml
1 g/l mlT

0,4 pg/0,5 ml

Extracto seco

disuelte-en-la’mez -

cla-de etanol~agua’

40:90 en volumeny
C-63-JA
C-63-JA
C-63-JA
Cc-63-JA

C-63-E
no dilufdo
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TABLA 1I
aportada Antagonistai Dosis aporiada Inhibicibn, 3%
,5 ml C-63 i 50 mg/1 ml 10
5 ml Cc-63 ‘ 100 mg/1 ml ;5
(5 ml Cc-63 r 200 mg/1 ml 40
,5 ml c-6302 16 ug/1 ml 10
Extraéto Seco. 160 ﬁg/l ml 57
disveltorensla’mez - .- 7 .
tla-de etanol~agua’’ 1600 ug/1 ml 56
, 0:90 en volumeny :
1,5 ml C-63-JA 1000 yg/1 ml 50
),5 ml C-63-J2 20000 ug/1 ml 50
1,5 hl  C-63-JA 5000 pg/1 ml 50
LmlT C-63-JA 1800 pg/1 ml 50
),.5 ml C-63-E 60 mg/1 ml 68,5 -

no diluido
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Agonista
Histamina
Histamina

1

Acetilcolina

BaCl2

e i e

-2 3 -

“TABLA II (continuacifn)

Dosis aportada

0,4 ug/0,5 ml
0,4 pg/0,5 ml
1 yu9/0,1ml
0,5 mg/0,5 ml

C-63~E, gilucién
C-63-E dilucidn
C-63~-E no diluic

C-63~E no dilui¢
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“TABLA II (continuacifn)

aportada . Ahiagbnista Dosis aéortada
/0,5 ml C-63~E, 4ilucidn 1/2 30 mg/1 ml
/0,5 ml o C-63-E dilucién 1/4° 15 mg/l ml
1/0,1 ml C-63-E no dilufdo .60 mg/1 ml

1/0,5 ml C-63-E no diluido 60

ng/1 i

Inhibicidn, %

25,9
4,7
17,8
23,8

s’

' Ao gers vre

Suvrey -

g r e emp—— b
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‘Accién antiespasmédica in vivo
' El m&todo y el aparato son los preconizados por
Konzett y Rossler. El animal ekpe;imental es un cobaya anes-
tesiado, mantenido con respiracidén artifiéial mediante una
cdnula traqﬁeal. La bomba es regulada de manera que sumi;is-
tre un volumen de aire conocido, superior al que admite el
animal, midiéndose el exceso de éire que se escapa por una
canalizacifn lateral. La broncoconstriccidn reduce la can-
tidid de aire admitido y, .por éonsiguiente; se traduce en
un humento del volumen de aire en exceso. En un primer tiem
po ;e deterﬁina la cantidad mfnima de histamina gue provoca
uﬁ BrohcoesPasmo mensurable. Despuds, en un segundo tiem-
po, se'inyectan lqs productos a estudiar por—vza venosa,
un minﬁto_antes que la histamiha.

- Se calcula el pdrcentaje de inhibicidén del bronco-
espasmo tepiendq en cuenta la amplitud de broncoespasmo
de los testigos que reciben ;gua y la del broncoespasmo de

los animales tratados con los extractos "C-63" y "C-63-E",

segln la relacidn:

Amplitud broncoespasmo testigos - amplitud

% de inhi : : .
nh broncoespasmo animales tratados

Amplitud broncoespasmo testigos

Los resultados (que representan cada uno de ellos una
media de 10 medidas) estén consignados en la Tabla III, en

la que las dosis de extractos estén expresadas en peso (mg).-
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lde planta de partida.
4 C e '

- RABiA TII
Dosis en mg/kg . . LB L
S _ administrada por, %..de inhibicidn del bron- -
Extracto yia intravenosa - ‘coespasmo a la histamina
i .- . &
C-63 - . 1250 48 % -
‘Cc-63 . 2500 o 69
Cc-63 5000 . 100%.
! C=63-E 600 ' 55,3 %

" Actividad énéléptica?reépifﬁforia

Se‘regisffa en el ébﬁéya‘machb dé'400—600'g, una
vez anestfsiadd,‘lé reépifédfén eééohtﬁhea mediante una
sonda tra&ueél'cbneétada a un captédor electrénico.

En un primer tiempo, la respiracién es deprimida

mediante una inyéééiéh intravenosa de 10 mg/kg de morfina.

En upléégundd tiempd; 20 minutos después de la morfina,
se'inyecta pof via intrdveﬁosé el ﬁrodﬁcto.a estudiar.

Se régistré el ritmo respiratorio antes de la inyec-"
cidn de la morfina, antes y;un minuto después de la inyec-
cién del productd a estudiar. Los resultados estdn consig-
nados en la Tabla IV donde se ﬁtiliéa la teofilina como pro-

ducto de referencia Yy en la que las dosis de extractos estén

'expresadas en peso de plénéa de partida-~
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Producto Dosis

C-63-. 3 5 g/kg i.v.

c-63-10 2,5 g/kg i.v.
c-63-E.- 0,3 g/kg i.v.
C~-63~JA--. 16 mg/kg i.v.

Teofilina 20 mg/kg i.v.

TABLA IV

Ritmo respiratorio .
antes de la morfina

Ritmo respi
minutos despu

90 pulsaciones/min.
90 pulsaciones/min.
43 pulgaciones/min.
58 pulsaciones/min.

58 pulsaciones/min.

47 pulsaci
47 pulsaci
29 pulsaci
29 pulsaci:

29 pulsaci:



TABLA IV

Ritmo respiratorio .
antes de la morfina

Ritmo respiratorio 20
minutos después de la morfina

Ritmo respiratorio 1 mi-
nuto despugs de la admi-
nistracién del producto

90 pulsaciones/min.
90 pulsaciones/min.
43 pulsaciones/min.
58 puléaciones/min.

58 pulsaciones/min.

47 pulsaciones/min.

47 pulsaciones/min.

29 pulsaciones/min.

29 pulsaciones/min.

29 pulsaciones/min.

83 pulsaciones/min.
65 pulsaciones/min.
43 pulsaciones/min.
55 pulsaéiones/min.

47 pulsaciones/min,
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Ac%ividad antianafilfctica "in vitro"

Unos cobayas reciben 2 ml de ovalbfimina a 100 mg/ml
: . .
cada uwno: 1 ml por vfa intraperitoneal y 1 ml por via sub-

cutédnea. La sensibilidad_de los animales és aumentada median-

fte una inyeccidn de 10.mg en 2 ml, 4 dias después de la pri-
;era administracién. Tres semanas deépﬁés de la Gltima admi-
1nistracién, se extirpa el fleo y se coloca en un bafio de

%Tyrbde como se ha indicado anteriormente para el estudio del

%efeéto antieépasmédico. Se pone en contacto durante 2 minutos
!el extractoiC-63-Fl a una dosis de 807mg de planta. Entonces
se ahaden 0&2 ml de ovalbfimina a la concentracién de 1 mg/ml.
:e mide la Leduccién causada por el C-63-F1 sobre la amplitud
Ee las contracciones provdcadas pbr la ovalbiimina. Se comprue-
ba que ei'c—63—Fl a la dosis de 80 mg (expresada con respecto

a la planta) reduce en un 96 % las contracciones debidas a la

‘ovalblimina.

De forﬁa,geheral, loé'productos activos en terapéutica

extrafdos del Teucrium marum son los C-63, C-63~E, C~-63-El,
¢-63-g82, C-63-E3, C-63~-F1, C-6302 y C-63-JA. El extracto

C-63-JA es el mis interesante en terapéutica como agente

" antiespasmbdico y analéptico respiratorio, para el tratamien-

to de los espasmos y de las aiergias respiratorias. Los C-6302
y C-63-F1 son igualmente interesantes pero en un:grado menor
que el C-63-JA. .

En pruebas clfinicas, en el hombre, el C-63-JA ha dado



10

15

20

2>

- 28 -

buenos resultados en el tratamiento de las alergias respira-
toriaé, por Administracién nasal en forma de aerosol de una
dosis de 1 mg/kg/dia (es decir; alrededor de 200 mg de plan-
ta/kg/dia) durante 3 a 7 dfas. _ '

En esta.invencién se preconiza una composicién tera-
péutica Gtil Qrincipalmehte én el tratamiento de los espas-
mos y de las alergias re;pirahorias,jcaracterizada por qonte—
'ner, en asociacién con un éxcipiente fisiolbgicamente acepta-
ble, por lo ménos un extracto ségﬁn la invencién a una dosis
farmacéuticamenteVaceptable, tanto en medicina humana como
veterinaria.

La administracidn de las'cbmposiciones de la invencién
_buede realizarse por via oral en forma de grageas, cépsulas,
pfldoras, jarabes y ampollés bebibles, por via local, princi-
palmente en forma de éomada o'por inhalacién y nebulizacidn
y por via rectal, en forma de supositorios o cépsuias recta-
les. La administraci6én puede réalizarse igualmente por via
inyectable, principélmente pof via intramuscular, en forma

de ampollas ihyectables.
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Fn restmen, la Patente de Invencién que se solici

i

‘ta debers recaer sobre las siguientes:

RETVINDICACIONES

1.. Un procedimiénto de preparacibén de un extracto

de Teucrium marum Gtil en terépéuticé, seglin el cual se some- x

te la planta entera o una parte de &sta a un tratamiento con

|

un displvente, cuyo procedimiento se caracteriza porgue el
tratamiento se realiza con un disolvente seleccionado entre
el grupo formado por agua a ebullicibn en presencia de NH4,

'pentano, hexano, heptano, ciclohexano, ciclopentano, &ter de

petrbleo, cloruro'dermetileno y sus mezclas y porque, si es
necesario, el extracto resultante se somete a purificacién.

2. Un procedimiento segfin la Reivindicacién i, carac- |
terizado porque dicho tratamiento se realiza con 1 litro.de i
disolvente para una cantidad dé 30 a 150 g de planta molida
y seca y preferiblemente de 100 g de planta molida y seca.

3. Un procedimiento segfin la Reivindicacién 2, ca-
racterizado porque la'planta molida y seca se trata con agua
a ebullicién en presencia de NH3, a razén de 4 a 10 g de NH,
pof litro de agqua.

4. Un procedimiento segfin la Reivindicacién 2, carac-
terizado porque el disolﬁénte es el hexano.

5. Un procedimiento segfin la Reivindicacién 1, carac-
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terizado por tratar de 30 a 150'5 de'planta (Qreferentemente

1qo.g} con 1 litro de agua en breéencia de 4 a 10 g de NHg

a ;eflﬁjo, durante 2 horas comé ﬁinimo y después recQger'lé

solucién acuosa résﬁltéhte-bdr filtggcién.r-

6. Un'procedimiento segln la Reifindicacibn 1, ca-
racterizado por tratar de 30 a 150.g de planta (preferente-
mente 100 g) con 1 litrbrde aéua en-ﬁfesencia de 4 a 10 g de
NH; a reflujé, durante‘é horas éomo miniwo v déspuéS'recoger
la solucién aéuosa resﬁlﬁénfe y pordue, sucesivamente,

a) se somete la solucién 'acuosa asabsorcién sobre resina y se
desprecia la fraccién no absorbida;

b) se l;ﬁa ia resina éon‘aéué‘deéfilada hés;a que el agua de
1av$do,lque se:désprédia, es incolora; ’

c) se eluye la resina aSi‘laQada, sobre la que estd fijada la
sﬁstangia a recQger; mediante un disolvente seleccionado
entre el grupo formado ﬁof los alcanoles Cl-C3 y sus mez-
clas con ggﬁa conteniendo como mfnimo 90 % en volumen ‘de
aicanol>inferidi, hasta qﬁé el eluatd, gue se,despfecia,

sea incoloro;

d) se eluye la fgéina ési-trétaéa; sobre la.que estd fijada
la sustancia a }écpger, mediante un disolvente selecciona?
xdg entre'el.grupo formado por los alcénoles inferiores
Cl-d3 y sus mezclas éop agua qﬁe contienen como minimo
90 % en volumen de alcénol inferior, en presencia de un

agente alcalino, preferiblemente NH; a razbn de 30 g de
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.I‘ENH3 por litro de eluyente, hasta que el eluato que se re-
coge sea incoloro;
e) se evapora a vacio el eluat§ obtenido enrla etapa d).

7. Un procedimiento segfin la Reivihdicécién 6, carac-
;erizado porque el residuo de evaporacidén de la etapa e) se
somete a una purificaéién que comprende sucesivamente:

%) tratamiento con éter, preféribleménte é;er dietflico, para

recoger la fase etérea que se concentra a vacio a una tem-

peratura inferior o iguai a 30°C;

q) absorciép del concentrado-asfwobfenido sobre silice;

|

.h)_elucién de la sflice asf tratada con una mezcla de hexano-

. | :
éter (90:10 en volumen) y

) evaporacibén a sequedad a vacio del eluato resultante.

8. Un procedimiento segln la Reivindicacién 1, carac-
terizado por tratar la pianta pof arrastre de vapor, a razén
de 30 a 156‘g (préferentéménfe 100 g) de planta por litro de
agua, en presencia de 4 a 10 g de NH, por litro de agua.

9. Un procedimfeﬁto ségﬁn la Reivindicaci6n 1, carac-
terizado pdr tratar la planta por arrastre de vapor, a razén

de 30 a 150 g (preferentemente 100 g) de planta por litro de

'agua, en présencia de 4al0g de'NH3 por liéro de agua y

porque el condensado resultante se somete’a una purificacién
que comprende sucesivamente:
- rectificacidn a 98°C bajo una atmdsfera para recoger el

destilado;
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- extracién con éter, principalmente éter dietflico, despre-~
cié&ndose la materia insoluble Yy recogiéndose la. fase etérea

que se concentra a vacfo a una temperatura inferior o igual

a 30°C- L%
3.

- absorcién sobre sflice de la fése etérea asi concentrada;

‘= elucibn de lg silice ési'tratada, mediante la mezcla de he-

xano-éter (90:10 en volumen) y

- evaporacién del eluato asf obtenido a sequedad bajo vacfo.
10.- Un.procedimiento segﬁﬁ la Reivindicacién 1, carac-

terizado por tratar la planta mediante un disolvente seleccio-

nado entre el grupo formado por pentano, hexano, heptano, ci-

clopropano, c1clohexano, &ter de petrdleo y sus mezclas, a

razén de 30 a 150 g (preferentemente 100 g) de planta por 1li-

tro de diso;vente, filtrar Yy recoger el filtrado que se eva-

pora a Séquedad a.vacio y'poféue el residuo de évaporacién

resultante se somete -a una purificacidén que comprende sucesi-

vamente:

= tratamiento de dicho residuo'de evaporacidn con hexano, a

razén de 1- volumen de hexano por 10 volidmenes de disolven-
te inicial, despreciéndose la materia insoluble y recogiéndo-
se la fase hex&dnica; -

- absorc16n de la fase hexénlca sobre sillce,

- eluc16n de la sflice asf tratada, mediante una mezcla de he-
xano-&ter (90:10 en vol&men) vy

- evaporacidn a sequedad a presifn reducida del filtrado're-
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dultante.
[ .
11. Un procedimiento segfin la Reivindicacién 10,

caracterizado porque el disolventé paré'el tratamiento de

la planta es el hexano y porque el &ter de la mezcla de

hexano-éter es el &ter dietilico.
| .
' 12, Se reivindica por Gltimo como objeto sobre el

due ha de recaer la Patente de Tnvencién que se solicita
Jor:‘UN TROCEDIMIENTO DE PREPARACION DE UN EXTRACTOQ DE
qEUCRIUM MARUM.

Todo fonforme queda descrito ¥y re1v1nd1cado en la

presente memoria descriptiva, que consta de treinta y tres

. A )
pAginas mecanografiadas.

s

1 : ' Madrid, 14 Octubre 1.977
| . BERNARDO UNGRIA
.0 Popo
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