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io o l  _ l^ c r r  o sa-.ro fran to  a opra y s.,c...ndo ^oo eo o. -l^L.:ióa e l  

dialisa.To. Arnyna o l  producto r o í  oktonàde es o.n r o v i l i o m t e  

poderoso do l ip id o s ,  o oa t iea -  cantidades coiai.oe..rd-les do u te ­

r in i  i r o r t o .
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49670
'Jno d é lo s  ob je tos  de oste  invento es proporcionar un me­

todo de separación  s e le c t iv o  de l o a te r ia l in e r te  y obtener e l  - 

m ovilisan to  de l ip id o s  en mea fo rca  muy p u r ifica d a  y poten te .

De acuerdo con e l  presen te inven to , so crea un mètodo de 

5 p u r if ic a c ió n  de m ov ilizan te  de l ip id o s  contenido en e l d is i is a -  

do do plasma sanguíneo obtenido a p a r t ir  de la  sangre de mamífe­

ros exc itados no específicam ente cu e conprende:la  ad ic ión  a una 

so lución  acuosa d e l soluto di a lisado  en porciones sucesivas un 

a lcoho l a l i f á t i o o  in fe r io r ,  so lub le en agua, la  separación  del 

10 p rec ip itad o  fo rrad o  en c.da ad ic ión  do a lcoh o l, e l  ensayo b io ló ­

g ico  de una nuecúra do cada p rec ip itad o  y la  recuperación del -  

p rec ip itado  pee presenta una a c tiv id a d  mejorada como m ovilizan te  

de l ip id o s .

Fonos descubierto  que es to  puede consegu irse mediante la  

15 adsorción do l m ov ilizan te  de l ip id o s ,  designado aquí en lo  que 

sigue como H .L . , a p a r t ir  del di a lisado  de plasma o suero en un 

adsorbente apropiado, la  d iso lu c ión  d e l adsorbente en un no d i­

so lven te  orgán ico para e l  H .L ., la  separación d e l H .L. sin  d is o l­

v e r  poi' ejemplo por c en tr ifu g a c ió n , y la  p u r if ic a c ió n  p o s te r io r  

20 d e l residuo só lid o  recuperado mediante fraccionam iento con d i­

so lven te  o crom atografía  de reparto  o mediante ambos métodos.

Pueden u t i l iz a r s e  d iversos  adsorbentes, so lub les e in solu­

b le s , Como adsorbente so lub le en lo s  d iso lven tes  orgánicos e - 

in so lu b le  en agua, henos encontrado par t i  cu i ásmente ú t i l  e l  á c i-  

25 do benzoico . Pueden ese le e rs e  o tros ácidos orgánicos só lid os  -  

in so lu b les  en agua, como por ejemplo e l  ácido f t a l i c o .  La ace­

tona es un d iso lven te  apropiado para e l  adsorbente y no d iso lven ­

te  para e l  H .L. Otros d iso lven tes  adecuados para esta  fa se  que -­

no son d iso lven tes  para e l  H .L . , son e l é te r  e t í l i c o ,  c loro form o, 

dioxano, m e t ile t i lo e to n a , te trah id ro fu ran o  y análogos.

— a
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Por o tra  p a rte , ruede emplearse un adsorbente i., so luble 

co n , por ejeraplo, polvo de ce lu lo sa  (-'Polka P lo c " , de la Broun 

Oo), ur!. producto do t ie r r a  de día toreas (- ''ly f lo  Ju.percel", Jokns- 

d a n v i l le ) ,  o una res in a  adecuada cambiadora de cationes ("Dowex" 

5 50, 200-4-00 m allas, Dow Chemical C o .).  Un e l  d i tirio  caso, e l  -

n .L . se oluyo d e l adsorbente u t iliz a n d o  una técn ica  do prad íento, 

mediante a¿pia o form iato  a ión ico  acuoso C ,3-1 ,0  F 6, en el caso 

de una tie rra , do diatoneas o un adsorbente de ce lu losa , -radian­

te  un a lcoho l acuoso acidu lad) cono, or ejem plo, una solución  -  

10 acuosa de n-butanol y ácido a c é t ic o .

Pa..-  ̂ la  fa se  de fraccionam iento con d is o lv en te , h.-.r-s an­

cón.''nad.o arpio piado e l  e tano l acuoso, au n ye  pueden u t i l iz a r s o  -  

o tros  d iso lven tes  a la c ió le s  con :;1 ayua ccu-o e l motanol y n- o 

i-p rop an c l.

15 Para la  preparación  de tandas poquclas en e l  la b o ra to r io ,

la  primera fa se  de adsorción puede om itirse  y el en,arduo seco 

por coiipelación  del d ia liza d o  del plasma acuoso puede fra c c ion a r­

se uir^etmaone*c mediante e l  empleo da- d iso lven tes  p rec ip ita n tes  

ap-opiados irasc ib les  con e l eyiiu, or ejem plo, e tano l acuoso.

20 P..,:,e. obtener un pro..neto do pureza aun -.ryor, o l  m aterial

resu ltan te  d,.l f  iu.-.coionamiento por d iso lven te  puedo crouato¿,r¿- 

f i . r s ü ,  por ejem plo, en una columna de ce lu lo sa . Do este rodo 

puede obtenerse un producto c r is ta l in o  d e 'p o ten c ia  e levada.

Los ejemplos simulantes de formas do r e a liz a c ió n  de l inven- 

25 to so pretende que saan solamente a c la ra to r io s  y que no l i r i t e n

suoumpo.

mjomplo 1

Se tu v ieron  caba llos  en ayunas durante 24 horas y na le s  

in yecté  por v ía  intram uscular 21-acetato de 11 -d ih id ro-17-h id ro - 

30 x i-o o r t io o s te ro n a  a razón de 5 my/ky de peso de cuerpo. Cuatro
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horas más ta rde , se desangraron asépticamente _or la  vena yugu­

la r ,  recib iéndose la  sangro en una parte  de c itrato  trisódico  

0,1 i'I por cada 9 partes de sangre t o t a l .  La s e r ,re se gturdó 

a 5- C. durante 72 horas para p erm it ir  la  sedimentación de la s  

célu las. E l plasma decantado se d ia lis ó , en recipientes esté­

r i le s  cerrados, a través de una membrana."No-Jax", lavada pre­

viamente con 0,5/" de fenol y agua desmineral i  m-iu e s té r i l ,  l i ­

bre de pirógenos, en un volumen iguáL de agua e s té r i l dosninera- 

lisada  durante 72 horas a 25̂ ' C. con agitación constante.

50 mi (equ iva len tes  a 12 g . de pe so seco) do d i a lis  ado -  

se apestaron a pH 3,5 con MCI 2 N y 20 mi. de ana so lución  de 

ácido bensoico a l 2Cy en acetona so añadieron lentamente a tem­

peratura ambiento coa a g ita c ió n . El r e c ip it rd o  de ácido bensci- 

co se a g ité  en la  solución  durante 1 hora, aproximadamente, y 

a continuación se soparé ,.eee f i l t r a c ió n .  El p rec ip itado  mee 

co ..e.-endo ,̂1 b^.L. adsorbido, se lavó  2 veces con 50 mi. de agua 

se d is o lv ió ,  a continuación , cu 20 n i . de acetona, en Iq  que 

ee inaolublo e l p r in c ip io  a c tivo  I?.L. El m etano s , separó por 

cen tr ifu gac ión .

10 g. de m ateria l in a c t iv o  se separaron en 1 prt.-e^ - 

f i l t r a d o  y 0,4 g en la s  agu,.,s d^ lavado. To„,,.. la  a c tiv id a d  - 

a .L . e s té  contenida en e l  p rec ip itad o  de 25 mg. i 's o lu b le  en - 

acetona. Este u ,te-'ia l presenta una m o v iliza c ión  mejorad de -

l íp id o s  en la  ra ta . Este m ater ia l puede p u r i f i c .rse despees por

lo s  -étodos de lo s  ejemplos 2 j  3. '

El d ia lio  udo de sanpuo obtenido s ,̂uú, 

ejemplo 1, so secó por congelación .

d escrib ió n e.

23 g. d e l residuo- só lid o  (que ten ía  una a c t iv id a d  1-5 mgág
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aproar,mm aento, 90-95r -lo m ateria l pn i

cipalmente por sa les  de la  sanare. La so lución  liberamente ai 

r i i l a  se f i l t r ó ,  se a justó  a pH 3 ,5 -4 ,0  rad ian te la  adioiónde 

HC1 4 N, se d iluyó hasta 125 mi y se si

.odi ante la

ió roxim

0. d i a ja s te  d e l pii es importante para obtener un bren ren- 

ento y p a r i f io  ación . Se ..aludió a continuación etano! abso-

lu to  en porciones sucesivas a un 

ción  y e l  iro c ip ita d o  resu ltan te

muestra de 20 mi. de In so lu ­

te separò deapues de cada ad ir

O i  Ó r , *! *: J*-.'!;

parcam ente 

t e .  Los oosr

se añadió ó to r . Cad-. ari;

un deseemos vuoi n V P!: ensayó biolópioamei

15
m ateria l

PO
p a r t i la

m ateria l
añadido

Concentra­
ción f in a l  
do etano l 

vo lp

Peso re. 
p r e c ip i­

tado.

A ctiv idad
--i.L.

20

20 mi. 80 mi.EtOH 80 0,290

(Solución— 0 r<3 ^— i5 20 " " 83 0,512
de so lu to )

8o " '' 90 0,620

200 '= " 95 0,170

600 'í LtgO - 1.750

Tota l 3.342

A ctivo  a 
20-50 y/lrg

In a c t ivo

25 na a..iv.. de resu ltados se orosenta en la  Tabla I I :

5
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¿O
ptíj? bí laLÍ,

H a te r ía !
aaaardo

Concentra 
cion  f in a l  
do etanol 

v o l-k

Peso d e l 
p r e c ip i­

tado.

A ctiv iau d
í.'I.L

(ra ta s )

125 ml. 625 mi EtOH

<UCO - In a c tivo

(so lución
2 ̂  ;r̂ (3 Û 500 " " 90 — H

so lu to )
1250 " " 95 350 ny A ctivo  a

25-50 / k,

Por o tra  p a rte , puede u t i l iz a r s e  como ücrj-ajL partiu a

10 e l  producto d e l ejemplo I .

ejemplo 3

La p u r if ic a c ió n  p o s te r io r  de la  fra c c ió n  en a^anol a l 95,

15

Ì0

30

mida como en e l  ejemplo 2, pue-e e fec tu a rse  por crom ato.ra­

f i a .

reparsa una columna de po lvo  do ce lu losa  de un diámetro

de 3,3 cm. y lonp itud  do 32 cm. dol modo que si^ue:

de tra ta  "S o lía  Bloc B.V 200" (da la  Broun Co, B e r lín , N .H .) 

en porciones de 100 g. con porciones de 3 1 de H01 0,1 N, apua y

la s  dinan-ácido a cé tico  0,1 N. Una caimana tubulas de v id r io  

sienes a n te r io res  so r e lle n a  de una suspensión de 50 y. do la .c e ­

lu lo s a  tra tada  que s e  escurre y r e lle n a  mediante la  ap licac ión  

de presión  p o s it iv a  Je a ir e .

se prepara una solución  do 300 mg dol _ re c lu ita d o  en etanol 

a l 95/. (obten ido como en e l  ejemplo 2) en 25 mi' de ácido acé tico  

0,1 N y se adsorbe e-n la  ce lu losa  haciéndola n  car a través da 

la  columna a ana ve lo c id ad  de 1-1,2  mi. por minuto. la  columna 

se oluye a continuación con n-eu tencl* ácido a c é t ic o : agua 4:1 :5  

a la. misma ve loc id ad  , recogiéndose fracc ion as  a lo s  10 minutos, 

d i m ateria l a c t iv o  sa le , en forma de sena reducida cue da ensayo

6
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p o s it iv o  con n inh id rln a , en el in te rv a lo  aprontando do 180-220 

mi do e lu a to .

Las fra cc ion es  p o s it iv a s  con n in h id rln a  se combinan y se se

can por con re lac ión . A p a r t ir  de TOO mg do matrr ia l  de partid:

5 se oa tien en , aproximada';rente, 210 mg de un ŝó lido  amorfo amari

. l i o , a c tivo  en la  ra ta  íì una concecntr ación  (Re 1 0 ^ /kg.

.o 4

!on ob jeto  do obtener e l  producto p r in c ip a l a c t iv o  as fo:

.0

15

:0

na c r i s i d in a , e l 1T.L* obtentdo cono so in d icó  en ter ' em ente se

v o lv ió  a cromatogr:i f i a r ut i l i  saio do e l  mi s.ie ^.i,-tema "Polka P loc"

pero a ujna v o lo c iü i di dísü paso m á l enta - 0,5 ml/minuto y roco-

siendo i caooiones ehas r educidas-, esto , es y a in terven ier Re 5 ;si

ñutos. Be esto acción de unos 350-375 mi. de -eluyen-

pro du j o una co lorac ión  amar i l l a intana a con n inh i d r in a. For

„.¡oración de esta  fra c c ió n  pa a t ir la r ,  oe obtuviere n adujas —

nuanças in co lo ra s  que se  . cu r is i a l is a r on una ves do atem ol-

.a. Esta educción presentó una ac t iv id a d P .L . nási ua en la  ra—

t ^ .

Beta fra co ió a  se desplanó en forma de ¡rancha única en la  

crom atografía  de papel según la  técn ica  descendente en bu 'anol: 

ácido á c é t ic o : agua 4 :1 :5 . Rn la  e lo c t r o fo r e s is  esta  fra c c ión  -  

se desplano asim.s ..o on forma de .p ich a  única hacia e l  ánodo. B1 

sistema ^..eorti, uador fuá ácido fórm ico: ácido a cé tico  1 :1 , pH 1,9 

Lo, h id r ó l is is  de cute producto con Hül 5 M

30

te  15 hor as proRujo una ec r ie  ¿e d i feren tes ae:in oá c i dos, de lo s

que pndie ron id e n t if ie p o s e alanin a , g l io 1encina , á c i (1 Q ..'--*1 19 —

úáui co y ;a*4^Q.;p . -- ¿u separa.,.- on e id en ti f i carón cuPLc ta t iv a -

m-onto uo¿ ian te  ci-omatogra f ía  Je P^p e l.

La a c t iv id a d  en la rato se t„.rn i nc c0 o sign e: se u t i l i -

*



10

15

4 96 7 0
zaron para lodos lo s  ensayos ra tas , macho y hembra, de la  ra ta  

W is ta r- Las ra tas se tuvieron  en acamas durante 18  horas anyes 

de u t i l i z a r la s  en e l ensayo. El m ater ia l a ano arar se peopa.ró 

en solución  f i s io ló g ic a  de s a l. Los animales se in yectaron  con 

e l  compuesto por la  vena safena recu rren te . Dos horas después, 

la s  ra tas  se anestesiaron  con é te r ,  se abrió  e l tórax  y se obtu­

vo una muestra de sangro l e í  v en tr ícu lo  izq u ie rd o , la  aaa re so 

d iluyó 1:9 coa c it r a to  sódico 0,1 1-1 y , a con tiguación , se cen­

tr ifu g ó  a 5- 0. hasta que tuvo luyon- la  scs^r c ióa  del plasma.

1.- densidad óp tica  del plasma so doterm*'nó an 'en eepectrofotóm e-

tro
4-

echnar, modelo 1 . ,  a 6.500 A. do d .t .rm  marón la,., concon- 

meionss Jo c o le s te r in a  on s.nyre mediante urna .cod ificac ión  del 

mótase l i c o r  (P roc . lo e .  Emp¿ f i e l ,  and mea. 1953, v.83, 468—

473). L „ h ip e r lip e n ia  producida ^oy la adm in istración  do ca n ti­

dades e fic a c e s  do I '.L .  so ia d i .a per mn mea-cebo incremento en- 

la  doñead .:d óp tica  del plasma en oorpmemción con lo e  con tro les .

la t a  s o l ic i t a d ,  yae coa- espaimo a la  p r 's en ta d - en beta ­

dos buidos de AíiÓL.ioa, e l  11 do junio do 1958, ba jo  e l  nm:e.ero -  

741.229, se  acoge a lo s  b en e fic io s  d e l  am-t-iculo 51 del v i .  ente 

Estatuto sdbre Propiedad In d u s tr ia l.

'? 0 T A

30

Loe puntos do invención  prop ia  y nuova qeie se mu montan 

poma nuo sean ob je to  de osta patente do invención  na bsp-u.a, por 

YJldT'.l abos, son lo o  s igu ien tes :

l.-TJn método do p u r i f ic a r  m óvil rocador es de líp id o s  contení 

do en e l díebizacb de plasma sr.n-uíneo obtened o de l a  em  re de 

lamaíferos excitados de nodo no e s p e c íf ic o , que comprende; la  adi 

ción a una solución  acuosa de l so lu to  d ia liaado  en porciones -

- 8 -
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sncesiv^a do uo a lcoh o l a l i  fa t ic o  i*i.foib.:r s e lc i lo  or. acne se-

p a r a c ió n  daL p r e c ip it a d o  fo r r a d o  en cad a  a d ic ió n  de a lc o h o l ,  

en sayo  b io ló g ic o  l e  ana r r '.e s tro  de cod a p r e c ip i t a d o  y  re c u p e r a ­

c ió n  d e l p r e c ip i t a d o  quo pro .sen tó  a c t iv id u d  n o v é l is a n t e  de l í -  

5 p id o s  a^.n.entá'da .

2 .-  rretodo do acuerdo con la  reivindio ,c ión 1, que -  

co .prende la  adición do otanol a dicha so loc ión  ó'ci - r ía lo  dia­

lisado  en porciones sucesivas a un pH de 3,5-4 ,0  hasta una con­

centración  de eterno! del 90% en ve la ron , sopor solón de lo s  pre- 

10 cipitados inactivos resu ltan tes , ad ic ión  de rás etanol a la  

so lución  resid -ra l hasta una concentración ddL 95,-' en vo laren  

y recuperación  d e l p rec ip itad o  le s u lta o te ,  con lo  craL se o b t ie ­

ne un -material só lid o  que t ien e  una potencia  muy aumonird. co­

no m ovilioan te  de líp id o s .

15 3 .-  Un método de acuerdo con. la s  re i  vind ic s c i  ono s 1 ó 2,

que comprm.de separación  del so lu to  del d ia lisa d o  mediante 

adsorción daL solu to d ia li^adc en un ácido orpánico in so lu b le  

en anua en suspensión, separación del ácido orgánico 2" solu to 

adsorbido daL d ia lisa cb  acuoso, d iso lu c ión  daL ácido orgánico 

20 en un no d iso lven te  orpánicopara e l  m o v iliza n te  de l íp id o s  ac­

t iv o ,  obteniendo con e l l o  e l  so lu to  adsorbido in so lu b le  on fo r ­

ma de suspensión, separando e l  so lu to  in so lu b le  de la solución  

daL ácido orgán ico , d iso lv ien do  e l  soluto separado en agua y 

prec ip itando  fraccionadaiAente un producto de a c t iv id a d  me je ra -  

25 do. mediante la s  c itadas adió ñores sucesivas de un a lcoh o l a l i -

f ático in fe r io r .  *

i . -  Un método de acuerdo con la  reivindicac ión 3, en e l 

que e l ácido orgánico es,ácido benzoico y e l no disolvente or­

gánico para e l movili.agite de líp ido s activo en acetona.

30 5 .-  Un método de acuerdo con la  re iv ind icación -1, que

9
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c o /prende la  separación del so lu to  de l ¿ ia lin a !!) mediante ad- ' 

eorción  del so lu to  d ia lisad o  débilmente acidulado en un só lid o  

in so lu b le  amorfo, y/o tonno la  propiedad de adsorber s e le c t iv a ­

mente e l  m ov ilizan te  de líp id o s  a p a r t ir  de una solución  acuo­

sa ¿ e l '-cismo que contonea sale s inorgán icas do la  .. .n j r e ,  la  - 

e lución  fra cc im .a la  d e l //ovimionto de líp id o s  a p a r t ir  del adsor­

bente con un a lcoh o l a l i f á t i c o  in fe r io r  acuoso ¿abilmente a c i­

dulado y la  recuperación de '.roa fra cc ión  ¿el e lu a to  que t/nya - 

a c t iv id a d  'm ovilizan te de l íp id o s  aumentada .

6 . -  'n mótodo ¿e acuerdo con. la  neio 'ind ícación  $, en e l  

que e l  adsorbente os ce lu losa  p u lver izad a , t ie r r a  de d ia to -eas  

o una i-'.sina c.sabiadora de ca tión .

7 .  -  Un metodo de acu rdo con l.oo re iv in d ic a ) iones 1 ó 2, 

que co\o-ronde la  p u r if ic a c ió n  ¿ e l p r e c ip ita lo  obtenido en e ta - 

n o l a l  95% en volumen d iso lv ien do  dicho p rec ip ita d o  en ácido -  

a có tico  0,1 W, e l  paso de l a  so lución  re su lta n te  a través  de -  

una columna ¿o ce lu lo sa  p u r ific a d a , lavada con ácido a cé tico ,

a continuación la  e lu ción  do la  columna con una co rr ien te  len ­

ta ¿o buten o l- íc id o  a cé tico  d ilu id o  con a qua, recarci- e l  cima­

to en una s e r ie  de fracc ion es  separadas, ensayar cada fra cc ión  

mediante la  reacción  con n inh id rin a  y secar por congelación  -  

3a s fracc ion es  que presenten una co lo ra c ión  a m arilla  con n ih h i-  

d r i ia ,  con lo  cual se outiene un m ovilizan te  de líp id o s  de po­

ten c ia  elevada.

8 . -  Un método de p u r if ic a r  m ovilizadores  de l íp id o s .

10 -
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