10

i

i 186224

MEMORIA DESCRIPTIVA

pars una patente de Invencidn, por veinte sfios, por: = PROCEDIMIEN_
70 PARA AISLAR EI. PRINCIPIO HEMOPOYETICO ALMACENADO EN EL HIGADO =

a favor de Don Fidel Gonzalez - Bfrcena Fonsdeviela, residente en

Madrid, oalle Leocadia Alba, 4, ==

La presente solicitud de patente de Invencidn se refiere a
un proecedimiento paera aislar el principioc hemopoyético almecensdo
en el higado.

De todos es sabido el amplioc empleo que se hace de los pre-
peredos de higado pars combatir las anemfas y especialmeﬁte la ane-
mia perniciosa desde que por Minot y Murphy se descubrié en 1926
su aceidn curativa contra esta dltima enfermeded. Los trabajos de
Cestle y sus coleboradores pusieron més tarde en claro el fundamen-
to de esta esceidn curativa del hfgado, debida a una sustancie de -
nominade principio hempoyético, y ademés explicaron el mecdnismo
de formecidén de este prineipio en condiciones normales y la razén
de su ausencia en la anemia pefniciosa.

A estos estudios y & 10s buenos resultados conseguidos en
las anem{as gracies a la administracidén de hfgado, se ha debido
gue su empleo se generalice. Como las altas temperaturas destruyen .

el prinecipio hemopoyético, el hfgado comenzdé a propinarse en erudo:
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pero ante la repugnancia de los enfermoé, se procurd obtener extrac
tos que en el menor voldmen eontuviesen la mayor eanfidad posible
del principio activo.

Hasta la fecha los procedimientos seguidos para obtener los
indicédos exﬁractos consisten-:.: todos‘ellos, con_lfgerae variantes,
en someter el hfgado fresco a ciertos procedimientos quimioo:meci -
nicos, en desegar los eitractos obtenidos, generalmente pof evaps =
recidn al vacio, y en preparar 1u.eg§ disoluéiones para su adminis -
traoidn por vfa oral o parenteral. Comp consecuencia del proceso
de elaboracidn, todos estos preparados contienen materias protef -
cas ajenas al principio hemopoyético, materias 1ﬁdtiles e incluso
nocivag,'que pudieramos calificar de -ganga; del principio activo
Yy & las que indudablemente se deben las intolerancias observadas
en los enfermos sometidos a la hepatoterapia'(alorgia, urticaris,
etc.).

Los procedimientos de preperacidn de estas soluciones de
hfgado y las mismas disoluciones, adolecen de defectos importantes.
En primer luger la eficacia de los extrsctos hepdticos asf obteni -
dos viene reducida como consecuencis de la necesidsd de disminuir
las dosls parae evitar, en lo posible, las indicadas intolerancias
a gue se ha hecho referencig. En segundo lugar, siguiendo los mé -
todos ﬁasta hoy utilizados, resuita impdsible gonocer la verdade -
ra concentracidn en sustancie activa de los preparados.hepaticos.,
Le titulacidn de los extractos de hfgedo, en efecto, se hace segin
la férmula 1 ¢ X, en la que X representa la cantidad de hfgado
fresco de gue se ha partido y 1 su reduccidn‘a un litro de solu =
eidn. Por consiguiente, 8i se ha partido, por ejemplo, de 100 kg.,
de hfgado fresco y por concentracién se ha llegado a un litro de
éolucidn, el t{tulo del extracto serd 1 ¢ 100, lo gue gquiere decir

que un litro de extracto contiene el principio entisndmico de 100
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xg., de drgano fresco. Pero como no todos los higados contienen
igual cantided de principio hemopoyético, tel titulacidén nos deja
ignorante. de la concentracidén y vslor absoluto de este principio
en el extracto prépérado. '

El procedimiento objeto de este invento, evitabtotalmente
los inconvenientes acabados de citar, grasisas a gue reslize arti -
fiocielmente todos los trabajos gue el organismo humano efectis al
destruir las sustancias protdicas gue acompafian al prineipio hemo -
poyético contenido en los extractos de h{gado, 1o cual permite en -
tregar al to‘rrente circulatorio la cantidaed necesaries de dicho
ﬁrincipio, sin necesidad de que el orgédnismo gaste sus energfas
en destruir y expeler las indicadas sustencias protéicas, no solo
innecesarias, sino en este caso ingconvenientes.

Como se podrd apreciar por la siguiente descripcidn del
presente procedimiento, este e jecuta artificislmente todo el prose -
go de digestidn, desde la masticacidén & lea expulsidn de los excre-
mentos.

La primera fase de este nuevo procedimiento en nade se ai -
ferencia de los seguidos hasta shora, pues consiste en picar el
higado en médquina adecnada hasta reducirlo a uns mase y en mezclar

esta masa con agus destilada h#sta lograr unsa mezcla uniforme. La
segunda fase ya es caracter{stice del nuevo invento, pues a la meg-
cle anterior se le agréga pepsina o bien une cantided igusl de es -
témego e le empleads de hfgado y luego se procede al picado simul -
téneo de ambas sustancias. La mezcla de hfgado y pepsina o de nf -
gado y estdmazo se acidifica luezo hasta obteher un pE de 2 como
mfnimo o de 4 como méximo. El valor pH depende de las calidedes
de higado, estdmago o pepsina utulizados. Le masa acidificeda se
deja luego en una estufa durante un plazo mfnimo de 8 horeas y mé -

ximo de 12 & una temperatura entre 302 y 409, El tiempo y tempers «
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tura dependen del pH obtenido anteriormente.

Durente su permenencia en ls estufa se producen en la megz -
cla dos capas perfectemente definidas, gque deben volvérse e mezelar
mediante un batido ligero, dejando 1usgo reposar y enfriar hasta
la temperaturs ambiente. Acto seguido se procede'a su neutralizs -
cidn por alcali hasta obtener un pH de 6 esomo minimo y de 8 como
méximo. La fijacidn exacta de este dltimo depende del tiempo de
Permanencia en la estufa.

Por cuelquiers de los prpcedimientqs ususles se filtra desf
pués la mase obtenide para eliminar la materia sélida. En el 1fqui-
do remanente se procede luego a precipitar laes protefnas existen -
tes por medio de sulfatos (emdnico, mesgnésico, cinc, etc.), y luego
se repite la filtracidén. La porcidén sélida resultante de la dl -
tima filtracidn, se disuelve en alcdhol de 702 a 802 yrse vael -
ve a filtrar. Se repite el tratamiento con alcéhol de 90 a 98%;
la solucidn riltrada, se la dejJa en reposo durante 2 & 4 horas y
nuevaménfé se vuelve a filtrar. El precipitedo gue gqueds en el fil.
tro y que debe secarse a la temperatura amblente, es el principio
hemopoyético de hfgado en condieidn ye de ser administrado el or -
génismo humeno,

Si se quiere depurar todavia mds el producto obtenido, el
dltimo precipitado se disuelve en agus destilada y a esta solucidn
se agrega otra de ale6hol de 962 y éter sulfirico al 20 %, agitan :
40 y dejando reposar. Se filtra y el precipitado que queda en el
tiltro, se seca a temperatura ambiente y el polvo blanguecino re -
gultante es el prineipic hemopoyético de higado.

Para titular este preparado no se puede seguir el procedi -
miento gue arriba se ha explicado, por lb que para su valoracidn

se parte de su sctividad bioldglce, pars la cual se ha aceptado
el concepto de Unided Clfnica, que se define diciendo gue "inidad
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Clinica es la cantidad que diariamente se dehe administrar de prin -
cipio entianémico de higado para gue en un plazo méximo de 8 sema -
nes se restablezca el cuadro hemdtico de un enfermo de anemfe per -
niciosa, siempre que no padezeca otras enfermedades ni trastornos
nerviosos®, Pues bien, el prineipio hemopoyético de hfgado obtenide
por el pregente procedimiento, restablece el ocuadro hemético de en -
fermos de las condiciones sefialadas en un plazo mdximo de 8 semanas
mediante una administracién de 2 mg., diarios., Por consiguiente,

el preperado obtenido seg¥n el procedimiento contiene 500 unidades

elfnicas por gramo y su contrastacidén por los medios agostumbreados

para ello, es en extremo sencilla.

EJEMPLO DE EJECUCIOR

Se tomardn 200 kg., de higado fresco de vaca, privado de
tejido eonjuntivo, y después de lavado al ohorro de agua, se redu -
jo a trozos y. se §136 en une méquina y luego se le agregaron 35 a
40 litros de agum destilada ¥ se batid el conjunto hasta obtener

uns mezcla uniforme.
A continuacidn se acidified la enterior mezcla hasts alcan -

zar un pH 2.
Se puso la mezcle resultente en recipientes adecuados de

eristel y se introdujo en una estufa donde se la dejd a 1la tempera-

tura de 402 durante 8 horas.
Extrafida esta papilla de la estufa se de jé enfriar hasta

la temperatura ambiente, previo un batido de la misma, y luego se

le neutralizé hasta un pE 6.
La mase obtenida se filtré por filtro & presidn (también

pueden utilizarse coladores de tela).
Al 1{fquido resultante se le agregaron 300 gramos por gada

litro, de sulfato aménico {(lo mismo puede utilizarse el magnésieo,
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el efncico, ete.), se disolvid el sulfato, se precipité la solucion
durasnte 4 horas y luego se procedid e nuevo filtrado. |
| La poreidn sdlide que guede sobre el pepel de filtro, se

disolvio en 20 litros de &lcohol de 708 y seguidamente se £iltrd
por papel. La solucidn filtradae se volvid a tratar con 60 litros
de alcohol de 902, ge la agitd y se dejé reposar durante 2 horas.
Se repitio varias veces esta agitacidn y filtracidén por papel,
hasta egotamiento.

El precipitado gque quedd sobre el filtro, es el prineipio
hemopoydtico de hféado.

La calidad de higado empleado se debe calificer de dptima
y & ella se refieren los fndices de PH, de temperatura y tiempo an -
tes indicados, los cusales naturalmente variaran dentro de los 1f -
mites sefialados éegﬁn gue varién las calidades y condiciones de
la primere materiea.

De lo expuesto anteriormente se deducen claramente las
importantisimas ventajas gque el presente proscedimiento introduce
en la hepatoterdpia. Las materias protefnas y todos los deméds acom =
pafientes molestos del principioc hemopoyético, guedan eliminsdos
y consigulentemente los efectos perjudiciasles de 10s mismos en el
orgénismo. Lea dos{s del medicamento buade precisarse con toda exa¢ -
titud y en general todo el tratemiento se facilitﬁ de modo extraor-

dinarioc.

Le presente patente de Inveneidn, consta de las siguientes

reivindiceciones?

1. - Procedimiento pars aislar el principio hemopoyétice

elmacenado en el higado, caracterizaﬂo porque les sustancias pro z
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tefces que acompefian sl prineipio hemppoyético contenido en los ex -
tractos de hfgado se eliminen totalmente siguiendo un proceso and -
logo a8l de la digestidn naturel.

2. - Procedimiento para eisler el principio hemopoydtieo
almecenado en el hfgado, segdn lo reivindicado en el punto 1, ca -
racterizado porgue preparada uieg masa uniforme ocon hfgado pleado
y agua destileda, se le incorpore pepsina 0 una cantided igusl de
estomego (en este ¥ltimo caso las dos visceras se picen simultédnes-
mente) y le mezcla obtenide se acidifice hasta un pH de 2 como mf -
nimo o de 4 como méximo.

3. - Procedimiento para aislar el principio hemopoyético
elmacenado en el hfgado, segin 1o reivindicedo en los puntos 1 y
2, caracterizado porque la mass acidificads se deja en una estufa
a una temperaturas de 30 a 402 durente un plazo mfnimo de 8 horas
vy méximo de 12, segdn el pH obtenido.

4. - Procedimiento pera aislar el principio hemppoyétieo

slmacenado en el higado, segin lo reivindicado en los puntos 1 a

%, caracterizado porque mezcladas por un batido lfgerc las dos c& -
peas perfectamente definides gque se originan en le estufa, se deja
la masa reposer y enfriar hasta la temperature embiente y luego se
neutraliza por dlcell hesta un pH de 6 como mfnimo y de 8 como mé -
ximo, segin el mayor o menor tiempo de permanencia en la estufa y
segdn el pH inieial.

5. - Procedimiento pars aisler el principio hemopoyétisco
elmecenado en el hfgado, segdn lo reivindicedo en los puntos 1 e
4, caracterizedo porgue se filtre ls masa obtenide, en el l1fquido
se precipitan las protefnes por medio de sulfatos (eménico, magné -
sico, ofneigo, ete); se repite le filtracidn, la poreidén sélide re -
sultente de esta @ltima precipitacidn se disuelve en aleohol de 70

a 80%; ge filtre de nuevo y se repite el tratemiento con &leohol
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de 90 m 9682, ge deja reposar durante 2 a 4 horss y se vuelve a

filtrar y el precipitado que guede en el filtro se seca a la tem

peratura smblente y constituye el prineipio pemopoyético de higa
do en condicidn ya de ser propinado.

6. - Proceaimiento pers aislar el principio hemopoyético
elmacensdo en el hfgado, segin lo reivindicedo en el punto 5, ca -
recterizado porgue para purificar todavie m€s el producto obteni -
do, se le disuelve en agus destilads, a esta disolucidn se agregs
otra de slcohol de 962 y dter sulfdrico sl 20 %, se sgite, se de -
Ja reposar, se filtre y el precipitado se secea a la temperatura

ambiente.
7. - Procedimiento pare aislar el principio hemopoyético

slmacenado en el hfgado -
Segién se describe y reivindiba en esta memorie deseripti -

va., x

La cual consta de ocho hojes, foliadas y escrites & mdqui -

na por una sola de sus caras,

Medrid, a 9 1ciembre de 1948, -
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