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OBERTIFPFIOCADO
ADICILON
por PMBJORAS INTRODUCIDAS BV EL OBJETO DE LA PATENTE
PRINCIPAL N® 222.411" por "Procedimiento de extracciln
y de ;iuzifi;acidn dequua hc;rmoaa pauoreftica que aétﬁa
sobre los ceutros respiratorios”, a favor de Don Jules
Pierre Daniel SANTENOISBE, de na.;ionalidad franceaé,, '
don_zicilia.do en PARIS (E‘ra.noia.), ‘o Avenue de la SBour-

dOn.ﬂ.aiS. ’ - . -

'MRMORIA DESCRIPTIVA

!

El presente Certificado de Adicién se refiere g
me joras introducidas en el objeto de la pateate prin-
oipal u® 222,411 por "Procedimiento de sxtraceién’y de
pnrifioécﬁa de unsa hSzmona. panorebtioa que actfia so-
bra los ocentros respiratorios?

Bste proocedimiento oonsta: de tres modos operato-
rios de los gue el primero permite la extraccidn de la
hormona activa sobre los centros respiratorio® oconteni~
da en el pdaoreas de buey, peroc ocomo gl mismo tiempo
la insulina ¥y la vagotonina se encuentran extraidas .
con lg hormona buscada, el segundo modo Ooperatorio es—
t4 destinado e eliminer del ex+tracto bruto que contieae
la normona buscada tda la vegotonina ¥y, &l mismo tiem~

po, la mayor parte de la insulinaj el tercer modo ope-

ratorio es el que permite eliminar completamente las



Se

10,

15.

25.

30

Al timas trazas de insulina y olertas impurezas oonsti;.
tuidas en partioular por una Substancig hiperglioemign-
te, segln se indioaba eu la oitada patente prinocipal.

Conforme a este certifiocado de adlcidn, en el ter-
cer uodo operatorio se proocede desde luego a un fracoio-
namiento del aloohol del extraoto panocreftico obtenide
en lJos dos modos operatorios precedentes y dializado;
después se procede seguidamente a un fracecionamiento al
cloruro de litio de la parte activa aislada por el tra-
tamiento alcondlico, siendo finalmente mecado el extrao—
to al aloohol &ter y vajo vacio.

ngﬁn otra partioularidad de este certificado de g~
dlocibu, el extracto obtenido es tratado de manera de eli-
Dinar la insulina restante utilizando la propiedad que
posse este Gltime de formar uu oomplejo irreversible
oou el ferrocianuro de potasio en ciertas condiciones de
ooncentracién y de pH.

8e da & contlauaocibn, & titulo de ejemplo no limite~
tivo, una desoripoidn del procediwiento. 7

Despubs de haver sacado el extracto bruto correspou-~
diente a varias 'boneladas de péncreas y Separado de exie
extracto la mayor parte de la vagotonina asi como la me~
yor parte de le iusuling denunciada por electroforesis
@ lgualmente la mayor parte de suostanocia hiperglicemien—
te, se procede a un fracoionamiento al aloohol del extrao-
t0 pancrefitioo precedsnteneante obtenido.

El extracto es disuelto en Siete veoces su peeo de
agua, siendo gjustado el pH g los alrededores de 6, y se
pore la solucidn en didlisis durante ouatro noras. Ter—

minada este operacibu, el liquido recibe uu volumeu de
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aloohol etilico absoluto tal que el titulo aloondli-
00 final esté oomprendido entre 15 y 202, siendo el
pH ajustado a 4,7. Bste operacidn deve éer sjecutada
a temperatura wuy vajas alrededor de los - 5¢ 0., y
la adiocidn de aloohol depe naocerse por oanti&ades way
pequefias oon agitecién constante.

El preocipitado que se forma es eliminado por ocea—
trifugacifun. E1 liquido limpido reoogido es llevado
ceroa de la neutralidad por la sosa a 50% y vertido
en 10 voltmenes de aloohol sbsoluto enfriado a - 52 O,
Se recoge el precipitado por centrifigaoida, se le»se-'—
ca al aloohol éter y bajo vacfo. I’ar-!:‘iendo de 100 gra-
mos del extracto se viene a parar en 35 gramos, apro—
ximadamente. '

El extracto pancrefitioco as{ obteuldo sufre segui-
damente un fraceioneamiento a. 3= #pl.Es entonces pues—
to en solucién eu 10 veoes su peso de agua. El pi es
ajustado a 3,45. la solucién es enfriada a U2 O., v
recibe wa semi-volumen de ung sglucién al 50% de clo-—
ruro de litio. El preocipitado formado es eliminado por
centrifugaocidn después de ung medig noTra 36 reposos

Bl 1{quido recogido es ajustedo a uu pi igual g ’
2,7, después el preeipitado es dejado en reposo dur aa~
te una medis Lora sates de ser gentrifugado, redisuelto
e un minimo de aloohol a 602; esta Solucién neutrali-
zadg ©S precipitada por 10 vc;lﬁmenes de slconol absow .
luto. 81 preoipitado reocogido por oceutrifugacidn es se-
cado al alecohol éter y bajo vacic, Se obtienen ssi ge
15 a 20 gramos del extracto aotivo sobre los ceutros

respiratorios a razén de 20 a 40 unidades por miligre-
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woe Bste extraoto no ocontiene naje de substancia hipexr—

glicemiante, pero contiene aun trazas de insulina neta-
meante deauuoiables por el estudio de la gliocemig en el
perro antes y después de la inyecocidu del producto. ‘
Se Para obtenser w. extraoto puro, sSe procede a la eli-
minacin de estas trazas de insuline utilizando la
propiedad que posee esta Ultima de foxmar ua oomplejo
irreversible con el ferrocianuro de potasio en ciertas
condiciones de ovoaceutraoidu y de pﬁ. _

10. El extraoto pauorefitioo obtenido eu el wodo opera—

' torio precedente (15 a 20 graucs) es disuelto en una
solucibn gl 2 pprAIOOO de ferrooianuro de potasio. Se '
necesltau 2o cm3 de ®sta soluciéu por grawo del extrao-
t0 a purifiocar.

1%, Se ocowienza a disolver la suvstancie eu la cuarta
perte del‘ volumeu de solucidu a enplear y 8e ajusta el
pia entre 3,0 y 4. Después de diez winutos de reposo se
ariade el resto de la solucibéu de ferrociaauro de po te-
8i0 en trew adiciones sucesivas de volumen igusl sepe—

20. rando oada adiocibu por un tiem?o de reposo de dieg minutos
tos y se eoaservé. el pu entre 348y 4. ‘

Se deja depositarse el precipitado duraunte dos uo-
ras a 08 d. Y se le separa por ceatrifugacibu.
El 1fquido 1impido recogido es acidifiocado por el

25. Scido olortifdrico BN hasta uu pH = 2,8. Bn el ourso de
esta operacifu se elimina por centrifugacibn los preoci-
pitedos que puedau formerse., Bl 1ifquido acidificado eu-
friado a 02 O, recive u. semi~volumes de solucibn al ‘
50 de oloruro de litio, Se deja reposar duracte trein-

30, te miautos g 02 O, y se recoge el precipitado por oeu—
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(trifugaoidgo Se disuelve en el minimo de alochol a

602, siendo luege neutralikada  la solucidu y vertida
au 10 voltmenes de aloohol sbSoluto. Bl precipitado
ceutrifugado es secado al alooaol éter y vajo vaocio.
Se Se obtienea de & a 10 gramos de wu extraoto aoti~
vo sobre los centros respirstorios a razfa de 100 g
200 uaidades por miligramo. Bste extracto uso tieue
actividad alguaa sobre el parasimpftioo, ali tiene go-
cidu uipergliocemiente ui nipoglioemiante,
10. La electroforesis muestra que la SubStaucia se
ha empcbrecﬁiglo en impurezgg y que la parte aotiva se
ne enriquecido.
Diversas modificaciones puedeu Ber gportadas, por
otra parte, a los modos8 operatorios del proceaimim*bo.
15, de extraoceidu y de purificaciéu de la Lormona pancreb-
tioca actuaundo sobre los oentros respiratorios, siu Ba—

lirse del ouadro de este Certifiocado de Adioidue

N 0 7 A

Heona la descripcid. del preseute inveuto Se naoce
20. constar, que esta solicitud se acoge a los benefiolos
de prioridad de la soliocitud de pateante adicional fraa—
oesa N2 P,V. 55,480, depositada eu 31 de iayo de 1955,
¥y que se declarau oomo nuevas y de propia ianvencidu
las reivindiocaoiones siguieutes: ' |
25. 12 .- lie joras introducidas en el objeto de la pa-
tente prinocipal p¥m.222,411 por *Prooedimiento de ex—

-
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irecciba y de purificaocién de uns iorméas paucredti-

ca que agotfia sobre los centros respiratorios®, carac—
terizadas porque se somete el phnoreas de bt;;y al tre-
tamiento de uua mezola gleoohdlica &Lcida, Obteailéndose
después por precipitacién global g la sal insulina,
vagotouina, y le hormona aotivae Soore los gentros res-
piratorios, as{ oomo diversas iwpurezas, procedibudose
eutouces g la separacidu de le insulina por precipite-
cibu de esta &ltima a su punto iso-eléoirioco, reouperan-
do después por prgoipitaoién al ocloruro de litio eu me—
dio 4oido la vagotonina y la oitada wormona aotive So-
bre los oeatros respiratorios, procediendo seguidamen—
te a la eliminacidén total de le vagotouiua por diflisis
¥ a un fracoionamieuto al aloohol del extractc pauoreb-
ti00 obteaido, siendo finalmeute sometido el extraocto

a este fraoccionamiento al oloruro de litlo, mecéndolo al
aloohol éter y bajo vacio.

28 ,~ lejoras, seghn la reivindicacidén 12, caracteri-
zadas porque el extracto obtenido es tratado de manera
de eliminar la insulina restante utilizando la propledad
que posee e3+ta Gltima de forma,r‘ un ocomplejo irreversible
con el ferrocianuro de potasio en oiertas ocondiciones
de opnoeutraoién y de pH.

32 ,~ Wejoras, segfin la reivindicaoidn 22, caracteri-
Zadas porque la soluocidn empleada del ferroocianuro de po-
tasio es de concentracidén al 2 por 1000, .

4!‘.- Me joras, segfn la reivindlocaocién 28, oaracteri-
zadgs porque el pHi es ajus tado entre 3,5 y 4.

58 .— mejoras introduocidas en el objeto de la pa teu-

te principal u® 222,411 por ”Procedimiento de extracoidn

-



¥ de purificacién de una uormoas pa.uoreéticé que ao-
tfa sobre los centros respiratorios?

Segliu se descoribe y reivindioca ;n la preseunte me—
moria gue oconsta de siete hojJas foliadas y meocanogra
fiadas por uua Scla ocarae.

Madrid, a 1& de woviewbre de 1955,

Jules Pierre Danilel SANTEWO1SE,

Ps 8o | |
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