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1 El presente invento tiene por objeto un procedimiento
ide extraceibén y de purificacién compuesto de un conjunto de
formas operatorias dirigidge & la obtencién de una hormona pen
creética que actia sobre loe centros respiratorios, siendo es-
ta hormone pancredticea totalmente carente de insulins y de va-
gotonina, hormona pancreétice esta dltime que actia sobre el
perasimpético.

El procedimiento segfin el presente invento consiste
esenclalmente en tres operacilones de preparacién.

En la primera operscién se procede a la extraccidén de
la hormone active sobre los centros respiratorios, contenida
en el péncreas del buey. Al mismo tiempo que esta hormone se
extraeh le insuline y la vagotonina,

En la segunda operacién se elimina del extracto bruto
obtenido anteriormente toda la vegotonine y al mismo tiempo
une parte de la insuline.

La tercera operacidn consiste en eliminer totalmente
las Ultimas trezas de insuline y ciertas impurezes, perticuler
mente une sustancia hiperglicemiante.

Pare ilustrar el invento se sefiala despuds un ejemplo
no limitativo del procedimiento de extraccidn y de purifice~

¢ién de le hormone pancredtica.

ibruto, puede reslizarse por tres métodos.
|

; En el primer método se hace macerar durente 24 horas
ipéncreas de buey tomados el sacrificar el enimal y finemente

!

|
!

!
b

] La primera operacidén consistente en obtener un extractq

|
g
|
|
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| ficedo el mnimal, en los sparatos de secado en frio mediante

picados, en un ligquido extractivo compuesto de alcohol etilicq
de 95¢ y écido clorhidrico de densidad igual & 1,18 en la pro-‘1
porcién de 11 o 12 centimetros cibicos de &cido por litro de
elcohol. Se emplea 1,5 litros de liquido por kilogramo de pén-
creas, lo que comunica & la macerscién un greado alcohélico
préximo & 502 y un pH comprendido entre 3 y 4.

Después de escurrir y prensar la maceracién, los cal-
dos alcohélicos écidos reciben une disolucién de acetato sbdi-
co & 50 % en cantided suficiente pare lograr una iniciecién
de floculecibn. Se necesita aproximademente de uno a cuatro
centimetros cibicos de acetato sddico por litro y el pH debe
quedar alrededor de 5, Después de algunas horas de reposo se

filtra sobre lienzo.

Los liquidos limpios se concentran luego & 1/15 de su'
volimen inicial por destilacién al vacio sin pasar de la tempé
ratura de 202 C, }

El 1iguido concentrado, enfriado a 0¢ C, recibe el }
1/10 de su volimen de cloroformo enfriado a 0% C y después de |
egitar se le abandone en reposo & baja temperature durente un
noche, Por sifonedo se recoge le cape sobrenadante. E1 pH de
este 1iquido se ajuste a 2,5 y se satura de cloruro sddico.
El precipitado recogido por centrifugacién se deshidrata me- |
diante alcohol y se seca al vacio.

Un segundo modo de extraccidén consiste en tratar el

péncreas de buey congelado & menos de 302 C después de sazri-

vacio. El péncreas desecedo se pulveriza, se desengrase por |
agotamiento mediante tricloretileno. El polvo de péncrees se §

esteblliza con acetona. Luego se le pone a macerar durante 12f
|
i
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a 18 horeas en cinco veces su peso de agua enfriada g 22 C. El
pH de lea dizolucibén se ajusta a 5. Después de escurrir el 1li-
quido de le macerecién se ajusta & un pH 4. Se deja en reposo
une © dos horas y se centrifuga el precipitado formado. E1 1i-
quido recogido por centrifugacibn recibe una disolucién de ace
‘taxo s6dico al 50 % en cantided suficiente para lograr se ini-

horas. El pH es alred4dor de 5. Cuando el precipitado comienzea
a depositarse se filtra sobre tele o lienzo. Se pone el liqui-
do & un pH 1guai e 2,5 mediante écido clorhidrico y se satura
de cloruro sédico. Se centrifuge el precipitado formado, se deg
hidrata por alcohol absoluto y se seca al vacio.

Un tercer procedimiento consiste en recoger, esn el de-
curso de 1la preparacién de la insulina pertiendo de péncreas
de buey, las eguas medres proveniente de la separacién de la
insulina en su punto isoeléctrico en los liguidos de extraccié:
del péncreas. El pH de estas aguas madres se ajusta a 2,5 y se
le satura con cloruro sédico. El precipitado recogido se seca
con alcohol y &l vacio.

Le sustancia pencreétice obtenida por uno de estos mé-
todos de extreccidn se somete luego & las operaciones de puri-
ficacién que eliminen totelmente la vagotonina y le insuline

que pueden comprobarse en el extracto mediante reactivos o en-

sayos adecuedos, |

| Los ensayos o test biolégicos gue se emplean para conpr
{trolar la depuracién progresive de la hormona buscada, permiten
determinar el sumento de actividad respiratorie del extracto y;
la desapariecién total de la activided sobre el parasimpético; :
|

al mismo tiempo la electroforesis permite apreciar si desapare—

6
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ce progresivamente la insuline en el transcurso de le purifica,

cidn. Tembién se eliminan las otras impurezas proteidicas.
Le activided respiratorie se mide por medio del test

siados y no sometidos & contencidn. Se les hace inhaler une

mezcle de alre y de CO. conteniendo dosis progresivamente cre=-

cientes de CO,. L& dosis de CO, que provoca un aumento de le
ampliecién torécica; fenémeno gue puede registrarse gréficamen
te, es aquélle por la que se elcenza el umbral de le excitabi-
lidad de los centros respiratorios.

Después de inyectar en los cobeyas el extracto pencred
tico purificedo conteniendo la hormona respiratoria, el aumen-
to de la eampliacién tordcica aparece para dosis menores de CO,|

en lg mezcla inheleda, menifestendo un aumento de le excitabi~-

lidad quimice de los centros respiratorios. ,
En el decurso de la purificacién del extracto pancreé-
tico se puede seguir el enriquecimiento de este dltimo en hormL
na respiratorie, por el hecho de que se necesitan cede vez pe-
s08 menores de extracto para aumenter le excitebilidad de los
centroes respiretorios. De este modo se puede graduar con gran-
disime precisién la accién de los extractos pancreéticos sobre
la excitaebilidad quimica de loes centros respiratorios.

La actividad sobre el paraesimpético se pone de mani-

fiesto por el test del reflejo Sculo-cardiaeco en el conejillo

|

El estudio experimentel y estedi{stico he demostrado |

que bastan 5 gamme por kilogremo de conejo en inyeccién subou-

tdnea, de vagotonine muy purificade pare obtener un sumento im,

portente y duredero del efecto cardio-moderador consecutivo a |
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i procedimiento se hae escogido como sal al cloruro de cinc que

se hace actuar sobre une disolucién muy dilufde de extracto pal

25
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{
la compresién de los globos oculares, y siguiendo este método |

es fécil verificer que una centided dade de extracto pancreéti?

co contiene menos de 5 gemmg de hormona vagotonizante. é
l
|
tracién y de pH las seles de los metales pesados precipitan 1af

Se ha comprobado que en ciertes condicliones de concen-

vagotonina de disoluciones de extractos pancreéticos. En este %
|

L

creético bruto, del que se precipita la vegotonine., La cantidad
de cloruro de cinc que se ha de emplear, para eliminer total-
mente le vegotonina puede variar con los extractos brutos que
ge han de purificar. Por congiguiente para un lote importante

de extracto pancredtico bruto se determinan las diferentes can

tidades de cloruro de cinc & partir de pruebas tomades del lo-!
te de extracto pancreético bruto. §

El segundo modo de operar en el procedimiento eonsiste;
en determinar primeramente las cantidades necesarias de sales
¥ proceder luego & la purificacién del lote total. Para resli-
zar easto se tome une prueba correspondiente a 50 kg de pénereag,
se le somete & las operaciones de purificacién después descri—i
tas, empleando p. ej., un centi{metro cibico de disolucién al
20 % de cloruro de cince.

Entonces ge realiza el test del reflejo Sculo~cardiacol

S1i mediante inyeccién al conejo del producto obtenido,
a razén de 50 mg por kg de enimal, se observe todavie un aumen
to de la reflectivided perasimpdtiica, se deduce de ello que no

ge ha eliminado tode la vagotonina,

Se vuelve otra vez a purificer otras pruebas del miamo;
peso eumentando la cantidaed de désolucién de cloruro de cine

|
|
g
3
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" ague. lMediante sose céustice o dcido clorhidrico (que son los

al 20 % de dos o tres décimas de centimetro cibico hasta que |
ge obtenge un producto purificado totalmente inactivo sobre el
parasimpético. |

Esta investigacidén mediante ensayos sucesivos de la
cantidad de cloruro de cine minima neceseria pare la eliming-
cibn totel de le vagotonina, es indispenseble, pues se corre
el riesgo &l emplearse une vez una gran cantided de cloruro de
cine que evidentemente precipitaria tode le vagotonina, de
errastrar con esta dltima una parte o incluso la totalidad de
le hormona respiratoria gque se guiere aisler.

A continuaecibn se sefiala un ejemplo numérico gue perm
te purificaer un lote de extracto bruto correspondiente a va-
rias toneladas de péncreas. Se comprende que las ceantidades dq
sales de cinc empleadas en esta purificacibn solo tienen valiJ
dez para el lote de extracto pancreédtico considerado.

300 g de extracto bruto se disuelven en 900 ccm de

¥nicos agentes alcalinos 0 écidos empleados en el decurso de !
la purificecién) se ajusta el pH de la disolucién a unos 6. LJ
disolucibn se somete a la diélisis durante una noche a la tem-
peratura de unos 15¢ C, hebiehdo demostrado le experiencie gue

las didlisis a baja temperatura no permiten eliminsr ciertas

sustancias de accidén antirrespiratoria o téxice. ‘

Le disolucién privede de sales se filtra, se completaé
el volumen & 4 litros mediante agua destilada y el pH se ajus%
te & 5. Se afiaden 9 om3 de disolucidn de cloruro de cinc al i
20 %. Se deja reposer media hora & 15¢ C, hebiéndose comproha;
do ser ineficaez la operacién & beja temperatura. Se eleve el j
PH haecia el estado neutro haste que aparece un precipitado. Sé

deje repdsar durante 2 hores & 1592 C, El precipitado formedo i
i
|
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f El pH de la disolucién se pone & 2,6 y se le agregs

| cién se seca sl vacio.

‘:rias por miligremo de extracto.
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que contiene la vagotonina bajo forma de vagotonina-cinc com-

2
|
|
!
|
; B

fpleja, se separa por centrifugacidn.

gcloruro sédico a saturacién, agitando pars faciliter la disolu
loién de la sal. Se centrifuge el precipitado formedo después
'de 3 horas de reposo & muy baja temperatura, inferior a 02 C. i
| Las tortas de centrifugacién se disuelven en 300 cm3
de ague; el pH de la disolucién se pone a unos 6 y ésta se so-
mete a une didlisis durente una noche a unos 15¢ C.

El 1iquido privado de sales se pone progresivemente a
un pH igual a 2,6 observando si se forma algin enturbiamiento

o floculado con un pH comprendido entre 5 y 4,7, en cuyo caso

hey que eliminar los cuerpos insolubles formados. Cuendo el pH
se vuelve a 2,6, la disolucién refrigerada a 02 C recibe medio!
volimen de disolucidén de cloruro de litio al 50 % enfriada a
0?2 C. Se deja reposar en frio durante 2 horas. Por centrifuge-
cién se separa el precipitado formado, se disuelve luego en el
minimo de alcohol & 702; la disolucién alcohbélica se pone a unE
PH igual a unos 6 y se vierte en 10 volimenes de alcohol abso-

luto enfriado a 02 (¢. E1l precipitado recogido por centrifuge-

El extracto purificado obtenido que es del orden de 30
a 35 g por 350 kg de péncreas trateado no debe contener ya vago

tonina, pero puede contener todavia insulina patentizable, por

electroforesis, y una sustancia hiperglicemiante. Su actifidad

' Bobre los centros respiratorios que se determina por el test

Ede 002 sobre el cobeya, es del orden de 10 unidades respirato—i

I
l
! Inmediatamente se procede a la tercera opergecién con-

|
|

I
li
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sistente en eliminer las Wltimas trazes de insuline &l mismo |
tiempo que las otras impurezas existentes en pequefia cantidadé

Se disuelve el extracto purificedo en 10 veces su pesﬁ
de egua. E1l pH de la disolucién se ajusta & unos 6. Por cent
fugecién se elimina todo enturbiamiento o floculado gque se f:j
me después de algunas horas de reposo en frio. El pH de la diﬁ
solucién que es iguel & 5, se mantiene despuds diluyendo pro- |
gresivemente medlentd ague hesta que se forme un enturbiamien4o
o floculecién que se separa por centrifugescibén. Si por disolu%
cién hasta un voldmen triple de su volidmen inicial no se prody
ce neda, el pH de la disolucién se ajusta a 4,7. Se elimina 1;
fluidez o floculado gque se forma con el reposo en frio; esta
fluidez o floculado estéd constituide por la sustancie hipergli
ceniante.

Le disolucidén, priveda de todos los elementos insolu-

bles, comprendide entre un pH iguel a 5 y un pH igual a 4,7,

se somete a la didlisis durante 5 horas a 152 C. '

Después de la didlisis y de verificar nuevamente la qg

l

(insoluble que se elimina por centrifugacién en el caso de pTQ

sencia de insolubles con un pH igual & 4,7 y un pH igual a 5

ducirse), la disolucién se ajusta & un pH igual a 4,7 y recibé
15 % de su voltmen de alcohol absoluto. Por centrifugacién se
separa el precipitedo formado. El liquido limpio y claro se

vierte en une mezcle de 5 volimenes de &lcohol absoluto y 3 vo

lémenes de &ter enfriada a 02 C. EL precipitado se recoge por

centrifugacidén y se seca al vacio.

Este precipitado seco se redisuelve en 10 veces su pe4
80 de esgua. Se elimina todo lo ineoluble gque se forma en lea qé
ne de pH camprendide entre 4,7 ¥ 5,5. Se diluye al doble del §
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- 10 -

222411

volémen y se elimine todavie todo lo insoluble entre un pH de
4,7 F 555

El 1{quido enfriado & 02 C recibe la mitad de su voli+d
men de una disolucién de cloruro de litio al 50 % enfriade g
02 C, después de haber ajustado el pH & 2,7.

El precipitado se centrifugsa después de 2 horas de repo
so en frio. Se le disuelve eh el minimo de alcohol de 702 en-
friado & 02 C. La disolucién se pone & un pH igual & 6 y se
vierte en 10 volimenes de alcohol absoluto enfriedo a 02 ¢. El
precipitado centrifugado se seca al vacio.

Se redisuelve este precipitado en 10 veces su peso de
egue. E1 pH de le disolucibn se ajusta a unos 6. Se somete a
le diélisis durante 3 o 4 horas., Le disclucién privede de sa~
les se vierte en 10 volimenes de alcohol ebsoluto enfriado a |

02 C. El precipitado centrifugaedo se tritura en une nueva cané
tided de glcohol &bsoluto enfriado, se vuelve & centrifugar yi
a secar al vacio. !
Por pulverizecién se obtiene un polvo blenco & razén %
de 5 centigramos por ke de pdncreas tratado. ?
Los test de actividad y de pureze practicedos sobre qé

te extreacto purificedd revelan le presencie de uns actividad

mg de producto, la ausencila total de vagotonina, de insulins
¥ de toda sustancie hiperglicemiante.

=0=0=0=0=0=0=0=
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La presente patente de invencién comprende las siguigg;

tes reivindicaciones:

l.- Procedimiento de extraccién y de purificacién de
una hormone pencreética gue actia sobre los centros respirato-
rios, caracterizado porque se procede & la extraccidén de la
hormone active sobre los centroe respiratorios contenide en el
péncreas de buey y como &8l mismo tiempo gue la hormona buscada
se extraen la insulina y la vagotonine, le segunde operacién
ge destine & eliminar del extracto bruto conteniendo la hormo-
ne buscade, toda la vegotonine y simulténesmente la mayor par-
te de la insulina, permitiendo la tercera operacién eliminar
totalmente las dltims trezas de insulina y ciertas impurezas
constituides perticularmente por une sustancie hiperglicemian-
te. .v

2.~ Procedimiento de extracciédn y de purificacién de
une hormona pencredtica que actie sobre los centros respirato-
rios, ceracterizado porgque la primera operacién consiste en lg
extraccién de le hormona & partir de péncreas fresfo de buey
mediante un liquido compuesto de alcohol etilico y de 4cido
clorhidrico, tratén&oge en seguida los caldos obtenidos por
acetato sédico, cloroformo, cloruro sédico y recogiéndose fi-
nalmente por centrifugecién, se secan medianté alcohol al va~
cfo.

3.~ Procedimiento de extraccidén y de purificacién de

une hormona pancreética que actia sobre los centros respirato-
rios, caracterizado porgue el extracto bruto obtenido partien{

do de un polvo de pénecreeas estabilizado por acetona disuelta

en eague, se escurre y despuéds se trata por acetato sédico, poﬁ

|

i
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rificado por tratsmiento con alcoholy por di&lisis y por cen-
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écido clorhidrico, por cloruro sédico y se centrifuga el preci
pitaedo formedo, se deshidrata por alcohol absoluto y se sece
el vecio.

4,~ Procedimiento de extraceidédn y de purificacién de
una hormona pancreética que actiia sobre dbos centros respirstorios,
fcaracterizado porque el extractd bruto se obtiene a partir de
la preparacién de insulina recogiendo las aguas madres prove-
nientes de la separacién de la insulina en su punto isoeléectri
co, traténdose estas aguas medres por cloruro sédico pera obte
ner un precipitedo que se seca al alcohol y bajo vacio.

5.- Procedimiento de extraceién y de purificaciédn de
une hormone pancreética que actie sobre los centros respirato-
rios, ceracterizado porque la eliminecién de la vagotonina se
realliza tratando el extracto bruto por sales de metgles pesadog.

6.~ Procedimiento de extraccidn y de purificacién de |
une hormone pancreética gue gctia sobre pos centros respirato-
rios, caracterizado porgue como sal de metel pesado se utiliza
la sel de cloruro de cinc.

7.- Procedimiento de extracecién y purificacién de une
hormone pancreética que actie sobre los centros respiretorios,

caracterizado porque la insuline se separa del extracto semipu

trifugecibn.
8.= Procedimientc de extraccidén y de purificecién de
une hormone pancrefticea que actie sobre los centros respirato-
rios.
‘ Segin se describe y reivindica en la presente memorie
descriptica.

Consta este memoria de doce hojas fo adaéky escritas

a méquine por une sola de sus caras.
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