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W Procedimiento para la obtenciéh de un polisaceruro

nuevo "

CIBA SOCIETE ANONYME, entidad Suiza, reaidente en

'Basilea, Suiza.

mmsmmmrmewmesspmpsmen

El objeto de la invenqi&n os 1a obteneién‘: ’

" de un polisacaruro nuevo dbn efecto represor de tumorea,‘
~en forme pura, de material vegetal del Viscum album\
-(muérdago) o clases del Loranthus, especlalmente Loran~

thus suropeus Lo




5o

100

15,

20,

25,

30,

£

El muérdago se emplea desde hece centene~

res de afios en la medicina. En especial su efecto

en la epilepsia y mareos ya fué observado por
Plinius en el segundo siglo d.J. Ultimamente, los

preparados de muérdego se emplean, ademfs, en los

'»“caeoe de preeidn aénguinea elevada, en enfermedades

de los vasos y en la aberioesclerosis. Aqui se

trate de extractos'en bruto o los asi llamadoé'ex-

- tractos completos. A estos se les atribuye un cierto

efecto en las enfarmedédes_del oéncer. Por esta rézén

- no es asombroso que y@ se infentaran obtener los

pfincipios activos del material vegetal del Viscus -

" elbum. Ademds de la colina y acetilcdlina, ursone y

- ciertos alcoholes de resina se ais1d aquf, ante todo,

la viscotoxina (KoWinterfeld y MoLeiner, Naturwissens-

| cheften, 42,487 (1955)) Trétase aqui de un polipepturo

que se caracterlza por su efecto sobre el corazon y .

f ademés posee propiedadea irritentes y necrotizantea.

A egtas propiedades necrotlzantee de la v1ecotoxina

 .se leAatribuyefel atrofiamiento de tumores de inyec~

oidn observados en los ratones al aplicarse intratu——

143mpra1mente los extractos completos de muérdago.

Ias propiedades extraordinariamente téxicas_
de la vis¢otoxina dificultan, gin embargo,»la aplica~

cién intrevenosa de esta substancia o de extractos
totales, y el efecto de un tratamiento sistemico de

 este clase sobre el crecimiento de ‘tumores, en com-

paracidn con el tratemiento intratumoral prdctica~

 mente sin importancia, es, por lo menos, muy dudo-
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Se ha descubierto ahora que del material

vegétal Viscum album y clases de Loranthus,especial-

'_mente del mudrdago de encina (Loranthus europeus L. ),

my parecido al Vuscum album, se puede aislar wn

polisacaruro en forma pura al que nosotros hemos dado

el nombre de dcido VlSCumlCOo

El écido viscimico se puede emplear para

‘combatir tumores en forma sistémice, por ejemplo.

~ intravenosemente y se carascteriza, por la falta del

efecto sobre la presidn de la sengre y otros efectos
indeseados de los extractos completos del mudrdago o
de la viscotoxina. ' .

De acuerdo con nuestras 1nvest1gaciones, el

' écido visodmico es un polisacaruro que, como han

demostrado la disociacidn hidrolftica y 1as compro-

 baciones cromatogrdficas de papel de los productos

disooiados, se compone principalmente de galactosa y

erabinose y que ademfs también contlene ramnosa y

un deido uzrdnico, posiblemente écidovglucorén;co. El
~deido viscdmico tiene un pE, de 3,9 (e = 1,1 . 10"2
‘(Val/l)). El cooiente de su peso molecular con el

| ndmero de los grupos carboxilicos libres, determinado

por~titracién de la solucidn acuose, es de aproximada-

" mente 1900. Por la centidad de dcido carbénico liberado

”fen la hidrdlisis del doido viécﬁmioo en deido blo#hi—,
drico al l2%(precipitado comp BaCO § pesado),éste
‘cocienté'sé caloula en aproximadamgnte 1500, El ané-

lisgis elemental da el siguiente euadro (Valor de 2

_endlisis: C 43,505 43,73%, H 6,415 6,07%, (C)-CH_ 2,11;

_ . 3
1,99%; N méximo 0,2%). El doido viscdmico se disuelve
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en ague y formemida dimetflica. E1 espectro ultra-

violete no muestra bendas de absorcidn, mientras que

el espectro infrarcjo (en nujol) estéd caracterizado

- por las siguientes bandaav(en my)s wéx. 2,93-3,003

5,743 6,08; escalon en 7,2 con méx, en 8,00 - 8,05,

El giro éptico en agua (1,47% es depués de clarifi-

cacidn. por ultracentrifugado) pare la 11nea s6dica4D

25
zfu4~7 D = -26,7¢ 19; para las siguientes lineas

de mercurios
414;?#05 mp = =59,5 ¢ 18
436 m = -50,7 & 18
546 mp = -31,0 £ 18
578 mp = 27,2 # 19

il

Ie constente de sedimentacidn (Sm) del £eido viscﬁmico

. neutralizado en solucidn de sal édmﬁn‘al 2,67% & 2092,

~esde 3 .10 -13 (c = 1,3%) Ia viscosidad relétiva .

(ﬁl rel) es de 1,39 (¢ = 0 44% en solucidn de sal

' comdn 0,1 mol. & 250)

El efecto represor de tumores del decido

viscimico se comproboven los szgulentes tumores sdlidos

sobreinyectables: Tumores de ratén: Croker Sercom 180,

" Ehrlich Carcinom (forme sélide) y Adeno-Carcinom EO

TT1le Tumores de ratas: Walker Carcinosarcom 256,

’ '_Uterusepitheliom -8 Guérin y Flexner-Joblin carcinome

El preparado se - edministrd intraperltoneal-

' mente diariamente durante 6 dias. Las soluciones acuo-

' sas se prepararon diariamente de nuevo . El efecto so~-

bre el tumor se determind 2 afas despuds de terminado
el tratamiento. |
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Los resultados estén resumidos en la tabla

siguientez

Potencia -
represora

Tumores

Crocker Sarcom 180
Ehrlich Carcinom’
Adenocarcinom EO 771
Welker Carcinosarcom 256

Uterusepitheliom T-8 Guerin

* + ¢+ o+ @

*« * & &

Flexner—Joblin Carcinom

00 60 &6 60 4% 88 55 5 O &0 60 86 80 ©F G ]es oo 00 v we
00 06 00 20 50 B8 GO 80 00 BD €O 00 00 00 SO €0 84 6 3 s

Explicacidn de loe signos:
4+ ¢ ¢ fuerte efecto del tratamiento

+ # mediano efecto del tratamiento
+ d8bil efecto del tratamiento

De esgta tabla se deSPrende que el carcinoma

. seg. Flexner-Joblin es el que mds fuertemente se

puede reprimir. El Uterusepithellom -8 Guerin, el

i carcinosareom seg. walker 256 y el adenoearcinom EO

771 se. restringen medianamente, apareciendo nés des—
tacado el efecto sobre este Yltimo. ,
Ulteriores ensayos han demostirado que no

se restringe la haematopoesis. Las investigaciones

citoldgicas hacen suponer que existe un efecto sobre

lbs deidos mclefnicos, posiblemente por influencia-

cién de los materiales de azucar.
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E1 procedimiento para la obtencidn del dci-
do viscumico se caracterize, porque el material ve-
getal del Viscum album o clases de Loranthus, espe-
cialmente el Loranthuos européus Ly ge extrae con
agua o se prensa y & continuacién el extracto o el

Jjugo de prensado 8¢ somete & una dialisis..En esta

aidlisis pasen las materies activas, tal como por

.ejemploy le viscotoxina, al dielizado, mientras que

se queda el dcido viscimico. La parte no-dialisable

obtenide del extracto contiene ein materiasles lastres

que 8e geparan, obtenidndose el £cido viscdmico en

forme pura, en caso dado, como sal metdlica o como

mezcla de ambas formase.

Como material inicisl pare la extraccidn -
con agua o la obtencidn del jugo de prensado se emplean,
en primer lugar, las bayas maduras de las plantas

mencionadas, ante todo del Viscum album, o también

las ‘hojas del mismo, Aqui'se puede emplear las bayas

enteras o solo los corazones o el Sarcocarpio. Con-
venientemente se efectia la extraceidn como extrac-
cidn de agua fria. los extractos se separan de los

componentes sin disolver,’ventajosamente mediante

El extrécfo>respectivamente; jugo de preﬁsa'
asf obtenido se dializa & continuacidn. Conveniente- |
mente se empleah para ello las membrénas semipermes~
bleslﬁSuales, ante todo celofan, por ejemplo, manges
de celofan con un didmetro de poros de‘Z)ﬁ -8,0my

v se dialize contra agua de la red y finaimente con~

. tra agua“déstiladao La solucidn'residual (no dislizada)
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- 8e concentra convenlentemente a contlnuaclon. Esto
ge efectua ventajosamente en vacio, posiblemente en

 , un evaporador répido o segin el sistema de llofmliza-h

¢ién o mediante una combinacidén de estos métodos, .

trebajandose primero con un evaporador rdpido y

'seguidamente con ﬁn liofilizador. E1l extracto as{

obtenido contiene el dcido viscimico, respectiva~
mente, sus sales con los metales existentes.en las |

plenchas (por ejemplo, sodio, calcio, megnesio etec) en

~ forma enriquecida y posee ya un destaeado'efecto'

entitumoral.

Para el alslamiento del deido viscumico,
respectivemente, sus sales, se pueden utilizer mé-
todos distintos. Uno preferente es la precipitacidn
fraccionade mediante disolventes orgdnicos miscibles

éon aguae Tales son, ante todo, dloxano, alcoholes

"aliféticos‘bajos,'por ejemplo gliéoles, tal como gli¥
. col etildnico, glicol dietilgnico, glicol propilénico,
‘metoxietanol, dster monomet{lico del glicol dietild-

nico, &ter monoet{lico del glicol dietilénico, monoa=

- cetato de glicol etildnico, glicol polietilénico, al-

canoles especiales, tal como metanol o propanol, o

cetonas, tal como cetonas alqufiicas, por ejemploe

acetona o cetona metilet{lica, ante todo, sin embargo,

etanol. La fraccidn deseada, que contiene el dcido
viscimico resPectivamente, sus sales, se puede deter-
minar facilmente a base de su prOpiedad biologica
represora de tumores., ' '

"Con alcohol etfllco por ejemplo, se obtiene

’ el dcido v1scumico mediante adicidn de etanol & 1as
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. @oluciones acuosas y separacidn de la precipitacién '

. que se obtiene con una concentracidén de alcohol de 55-

T5%. El'precipitadobse puede'separar en forma usual,

por ejemplo, por centrifugado. La precipitacidn se

~ puede repetir varias veces, pudiendose asi aumeﬁtar el'

grado de pureze del deido viscumico,respectivamente,

de sus sales. Las precipitaciones se pueden efectuar

también en presencia de medios de absorcidn, tal como

Hyflo o absorbentes parecidos, 0 en presencia de_un-

" electrolito fuerte par%fabilitarlla precipitacidne

0tro mftodo pere el aislamiento qél dcido
viecﬁmico puro o de sus saleg consiste_en la separa-
cidn electrofordtica. Esta se efectda en la forma
usual, pudiéndose, tembién aqui; determinar la frac-
gi&n degecada por su eficacia represora dé tumores.
Por lo general se puede decir que el écido viscimico

se encuentra en la fraccidn parada respectivamente,

. lentemente desplazable anddicamente, mientras que la .

fraccidn de marcha rédpida se compone de las materias

Finalmente, el dcido visclmico se puede
limpiar también por precipitaci6n de las materias acom-
pafiantes con un compuesto amfnico cuaternario. Aquf

se emplearén especialmentg aquellos que contengan una

' » »
- cadena de carbono larga con mas de 8 atomos de car-

bdno, por ejemplo cloruro cetil-trimetilamdnico, clo-

 ruro cetil-etilo-dimetilamdnico, cloruro cetil-dimetil-

bencilaménico, clorurb cetil—piridinico, cloru.ro{'3 wfom

l ‘hoxi-etilo—dimetilo-dqdecilamﬁniéo; o los correspondien~ -

- tes bromuros, yoduros o hidrdxidos.
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 Clertas materias acompaﬁantes forman aqui

. complejos de‘difioil solubilidad en los compuestos

.amﬁnicos cuaternarios, que se pueden geparar en for-

ma en si ya conocida, por ejemplo, por centringar

agregar puede veriar entre amplios margenes, debiendo-

. ge tener solamente en oon31derac1on que no se agrege

- un exceso demasiado grande, ya que los compuestos comp

 p1e3os, que se forman, se disuelven entonees parcial-

mente. Los oompleaos fornados se separan por centrifuga-

01on o filtrado y el filtrado, que contiene el mete~

pial aotivo, se livera de la sal andnica en exceso

N nediente didlisis contra agua deatilada° De la parte.

no dialisable . se obtieney; por liofilizacipn, el me-
teriel activo puro.

Tembién se pueden emplear los compuestod
amdnicos peras la precipitacidn del 4eido visedmico
regpectivamente, sus sales, siempre que se'trabéje
en un'tope de borato de un pH de aproximadamente 10,

| Segin el procedlmiento se obtiene el 4cido

v1scdmlco en forme libre o como sal o como mezcle de

~ ambos. De las sales se puede obtener el éoidq viacw-‘

mico libre en la forms usual, por ejemplb, mediante
_intercambiadores de cationes o éon'ayuda de la didlisis
éontra dcidos diluidos. De los deidos libres se
pueden obtener, en la forma usual, las sales metélicas,
por ejemplo, de metales alcalinos o alcalinos terro-
808

Ia invencidn se refiere tamblén & aque-

11lss formes de ejecucidn del procedimiento en les
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"cuales el procedimlento de arrlba se combina en cual- ,>
quier forma y/o se completa por,ulteriores oper301ones
“de limpieza o medios auxiliares o se sustituyen por -
’ procedimientos equlvalentes o donde se emplean otros
Bo ™ | materiales vegebtales que contengan el écido viscu— |
micoe : o _
| El écido'visedmicd Y sus sales‘seipueden
emplear como medicamehtos'en laé enfermedades del
B 'céncer. Para ello se pueden presentar por. eaemplo,
klOo .: ,. en forma de preparados farmaceutieos que los contengan .
| . junto con. materiales vehfculo orgénlcos 0 inorgénicos,
'farmaceuticos, adecuados pars la aplicacidn parental.‘
o Los.preparados farmaceutlcos Be pueden presentar por '
' ejemplo, como ampollaes secas. En caso &a&o estgpén
15..‘ eéterilizadaé y/o contendrédn materiss auxiliares,
tales como medios de conservaci6n,‘eatabilizacidﬁ,
reticulacidn o emulsidn, sales péra variaer la presidn
osmdtica o topes. Asimismo pueden contener otros
materiales terapedticamente valiosos. |
20.. _ La invencidn se déscribe oon mis defallé én,
| los siguientes ejemplos. Las'femperaturas'estén
indicedes en grados Celsioo -

Hijemplo =~ L,

8 kg. de beyas de mérdago madures se tri-

25. ~turan entre cilindros de piedra y seguidamente se

| agitan en un recipiente,'enfriado con hiélo;AcOn 2
litros de agua destilada fria comovel hielo, durahte
3 horas. Se ha de garentizar una agitacidén intensa
mediahte dos agitadores de contramarcha (Tifén) cuyas‘

300 aletas, sin embargo, no deben tener eristas vivas.
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De esta maners se disuelvé lentamente el mucilagd_muy

vigcoso mediente esponjemlento y trituracién mecénice.

Se deja reposar dufante breve tiempo, de manera qﬁe -

* pueden sedimentar las pieles y los corazones de la
| baya, ¥y la solucién'ViScdsa’Se pesa & unsa centrifuga -

- de saco de marcha no mxy réplda. El aparato de ex—'

tracclon y la centrlfuga ge -lavan ulterlormente con’

.3-5 litros de agua destllada fria. E1 centrlfugado 3

- liberado de las partioulas sdlidas, pero adn turbio,'
i se llena en 10 mangas de celofan y prlmeramente se |
. dieliza contra un gran volumen de aguade la red,
 ffr£a como el hielo, renovada continuamente, y se-

; guldamente, comblando por lo menos 6 veces, cada |
'ivez contra 200 litros de éguadestilada frla como

el hieloe El dielizado se desecha y 1as partes no.

'dlallzables (el interior de la manga) se reunen y

a une temperatura de. disolucion de unos 309 se con—

centran en el evaporador répido en vacfo & 1, 7 li-

. tros de Volumen. Mediante secado por congelacl6n

se obtienen de esta soluolon altamente viscosa 240 g.‘
de un preparado coposo, casi inaloro, (Prepe. 22303 D),
que contiene el 4cido viscdmico en forma ehriquecida'
¥ miestra un buen efecto entitumdrico que se mantiene
kdurante'un tiempo ilimitadoe.
E;emplo -2,

' 400 g. el preparado 22303 D se disuelven,

para eislar el deido viscimico, agitando intensamente-

durente 3 horas, en 6 litros de agua destilada fria

como el hielo. Despues se gotean durante un intervalo

~ de unes 3 hprag en la,mezcla blen'agltada 12 litros



5.

10,

15.

200

25,

30,

T /. ;F/G‘EE j; ??

litros de alcohol abs. y se sigue agitando ain

durante 16 horas a 0%. Ia precipitacién coposa., in;

colora se deja asentar y & continuacidn se decanta

: la solucidn amariila superior, que contiene el azu-

car y las polisacaruros de baja molecularldado La :

’ sedimentacion =) centrifuga entonces y el cuerpo so—v'
1ido se lava en un filtro de vacfo de crlstal con 50 j
_cm3 de alcohol acuoso al 75%o Seguidamente se dlsuel—‘

v've el residuo mediante agitacion 1ntenaa en l 5 litros

de ague destilada a 09 y 1& solucion altamente viseoaa

formada se livera de las partlculas susPendidas me~

'diante centrifugado(centrifuga Laval). La, solucian
clare se transforma por liofllizacién en 82 ge de
"fun producto COPO8o incoloro de elevada actividad
fantitumoral (Preparado 24 467 A). Este producto es

'el écido viscumlco en mezcla con sus ssales metélicas .

presentes en la planta.

" Eiemplo = 3.

La mezcla de pieles de bayas y corazones,

que se quedsn en la extraccidén segmin el ejemplo 1 en

la centrffuga de saco, se puede separar por Suspen-—

- gién en las pieles mds ligeras y los corazones de

' las bayas relativemente duros, especificauente mas

pesados y de color verde. De esta mansra se obtienen

de 8 kg. de bayas aproximadamente 400 g. de corazo-

nes.
. De estos se desmenuéan‘lOO‘g. en 150 cm3

de agua, se pasan a travds de una ceps de 40 g. de

"Hyflo" Supercel, el residuo y el medio de filtrgeién

se lavan dos veces con 50 cm3 de agua destilada y el




- 5.

10,

15.

20,

25,

300

N

"Bo 270314

filtrado se somete & la didlisis. Se dializa primera-
mente contré agua de la red fria como el hielo,
después contre agua destilada frfa como el hielo(vea~

se el ejemplo 1). Ia parte- no dielizable que forma o

'.unos 350 om3 de volumen se concentra por evapor3016n
~en vacio baao condiciones benignas & 40 cm3 (contenlen;’
',do eproximadamente 20 go de materias solidas) Este
.Asoluci6n se mezcla segun el eaemplo 2 agitando bién;:
 con 80 cm3 de alcohol absy y se obtiene as{ el pre-

parado 25 236 A, asimismo una mezcla de dcido viscumlco

" y sus sales, con “buen efecto represor de tumores.'

; E;emglo - 4o

Al recoger las bayas de muerdago se ha
observado repetidas veces una infeccion del material
con microorganismos (p.e.bacilos de heno, etc) Ia

preparacidn de preparados libres de gérmenes se puede

efectuar mediante interconexidn de un tratemiento

con formsldehido en luger adecuado del procedimiento -

de enriquecimiento, por ejemplo sigue 400 ge. del pre-

-parado 22 303 D (vease ejemplo 1) se disuelven agi-

tendo intensemente durante 3 hores a 02 en 6 litros

de agua destilada,se libera por centrifuga¢i6n de las

"reducidas cantidades de mater1ales en suspension vy

o1 doido viscum4co se precipita mediante goteado de

12 litros de alcohol abs, durante 3 horas'y ulterior

agitamiento a 0% durante 16 horas. La separacidn del
£iltrado asmarillo de le precipitacidn se efectia en la
forma descrita en el ejemplo 2. El reeiduo ge disuelve

a continuacion en 2 litros de agua destilada agitando

intensemente, se mezcla con 50 om3 (40% en volumen)
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de solucién formelfnica y se deja reposar durente 24

_ horas & temperatura de ambienteo

Despuds se dialize la solucidn contra 10

veces su volumen de agua destilada, bajo frecuente

. cambio, heste que el dializado no formz ningin re-

siduo més que huela & CH 0. Ia solucidn esteril ‘de

 v.1a parte no dializable se 1iofiliza en un sistema .

de aparatos eaterllizados, obteniéndose as{ 82 g.-

de preparado oopoao, blanco puro, 26 327 que repre- -

"senta 1a mezcle del dcido viscumico y sus sales meté-

. licas y estd libre de mlcroorganismos.

- Ejemplo = 5.

- 20 ge del écidd”viscﬁmico>enriqueoido, ob=
tenido segun el ejemplo 1, se agitan con 300 an de

: agua destilada durante 1/2 hora y para ellminar el en—.

turbiamlento se filtra a traves de 5 g. de Hyflo Su-

~”perce1 y el filtro se lava ulteriormente. Las aguas

'de lavado se agregan & la solucién y se obtiene un N
,'volumen de total 320 em3. DeSpues de agregar Zogpe'r
_ Hyflo se vierten en esta solu01on, y agitando my

bien, en_chorro fino 590 cm3 de alcohol abs. y se

'Sigue agltendo adn durahte 15 minutose Se deja ée- i

e dimentar el Hyflo cargado con el preclpltado y en—
”tonces se filtra e través de ul filtro de cristalde
_alnterizado.>Del residuo de Hyflo ge retira el ma-

teriallpolisacarﬁrico mediante extracci5n con agua.

El filtrado posee un volumen de aproximada-.
mente. 900 cm3 ¥ se mezcle nuevamente con 20 go de |
Hyflo supercel. Despuds se introducen y agltan en
la forma arribe descrita 3%0 cm3 de alcohol abs. y
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‘la precipitacién se filtra en vacfo. Para obtener la

v _fracci6n polisacaririca se extrae el residuo de

Hyflo con'agua.
El filtrado se concentra shors por evepo-

racidn sobre el evaporador de rotacidn en vacio a un

- volumen de 200 cm3 y.de la solucién acuosa se preci-

pita después de agregar 20 g. de Hyflo, mediante la
introduccidn y agitacidn de 800 cm3 de alcohol abs,

- otra fraccidn de polisacaruro. Esta se filtra a

través de un filtro en Vacfo‘dé cristal G3 quedando un

flltrado claro, amarillo que practicamente no contie-

ne ningun pollsacaruro mds. El residuo Hyflo se agi- =

~ ta como en las precipitac1ones arriba descritos e
tres veces,'cada une con 100 om3 de ague destilada,

" ge filire a través de un;filtro de vacfo de oris-

:tal ¥ se lava con aguse. Medianfe 1iofilizacidn se
_obtiene del extracto aeuoeo un polvo coposo incolo-

b'ro. Ia siguiente tabla da las proporciones de canti-

" dad de cada una de las precipitaciones. '

s, Precipltacion. concentracidn alcoholica 65%, r691duo 38"
ee | " e s 2,9
L39:, - Aﬁ' - "o . '; "o ,-‘v80% ;»-ﬁ 3,% B
.Solucion restante no precipitable (Partes de baaa o |
"molecularidad) 445 go '

Ios precipitados obtenidos se disuelven por

separado ¥ nuevamente se pfecipitan‘después de las -

 tres concentrac1ones alcoholicas 65%, 75% y 80%. En- .

tonces ge reunen los tres precipitedos de 65% de ‘con-

,tenldo alcoholico, todas las de 75% y todas las de 80%.

Si esta precipitacidn fraécionada ¥ reunion seléotiva-i”
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de todas las fracciones de igual clase se efectia

una_tercera vez, entonces se obtienen preparados de

- polisacaruros que estén diferenciados por peso mo-

' lecular'dada vez menor. El precipitado a 65% de

contenido alcohdlico es el 4cido viscdmico con sus

gales metdlicas en fqrﬁa altamente‘limpia, mientrag

‘que el precipitado a 75% de contenido aICOholico,
ademds del decido visedmico y sus sales, aun contiene

" materias lagtre y el preéipitado'a 80% es préctica-

mente iheficaz, es decir, no contiene dcido viecd-

~ micos

Ejemplo - 6o

4 kgo de bayas de muerdago ge exprimen en

"ﬁha prensa hidraulioa a una pr851on de 100 tns, y la |

torta de prensado se lava ulterlormente con poca

fagua desgtilada. Se obtienen asi unos 4 lltros de Jugo
8 de prensado. ste se diallza como descrlto en el

- ejemplo l,enlmangas de celofan contra agua destilada y

la parte no dializgble se elabora como en el ejem—

plo 1 al dcido viscdmico énriquecido._f

~ Ejemplo - 1;'

49 g. de corazones de béyag de"ﬁnérdago se

. extraen como:deécrito en el éjemploiB,”obtenién—"

dose 10 g. de extracto seco(Liofilizado). De &ste -

me disuelven 4 g. sn 70 cm3 de agua y en'uné mange.
,.de celofan se diallza exhaustivamente contra agua

.destlladao De la parto no dlalizable ‘8e obtlenen

-2

- :como producto COPO80, 1ncoloro, que representa una

mezcla enrlquecida de 501do v1scumlco y salea del “
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© mismoe )
» Esta mezcla se puede elaborar & dcido vie-
cUmico altamente purificado como sigue:
Una solucién de 240 mg. de la substencie
_en 50 cm3 de tope de borato dcido clorhidrico del H
A 5° t 8,5l (segun Soerensen) se someten, en un 51stema
o - de aparatos segun Tisellus, a una ten81on de 260 V
(intensidaed 52 mA) 'y & una temperatura de 3,5 gasta
- 52C durante 6% horas a la electroforesiso Aquf se.
aiimenta solo'elAbraZO'en el lado anddico con la
10, substanciao Se pueden diferenciar los siguientes tres
 componentes distintos: 1o,uno de traslacién rdpida .
anddica, 22, uno de traslacion lenta anodica y 3¢,
una que no se mieve del lugar de,prigen. Médiante
una toma de unaes dos horas se pueden eislar las frac-
15, L 01ones correSpondienteso E1 écido viscdmico se encuen-
tra en la fra¢01on parada, mientras que las otras .
.dos fracclones son ineficacess Mbdlante dlélleis con~
~tra ague destilada y 1iofilizacién se obtiene el

deido viscimicoe

200  "‘Eae@Q;o -~ 8. ’ ‘
’ 1,35 g del preparado 22 303 D, obtenido
'fsegun el ejemplo 1, disuelto en 40 cm3 de tope de
; borato-éeido clorhidrlco del pH 8, 51 (seg. Soerensen)
se liberan en una centr{fuga répida de las partfculasl
250“ v;su5pendidas_y ingrediente d§~densidad, preparadovmez--
gciéhdb tope dé"boraté-éoido c;orhidfico (pr8,51)_' ‘
’leoﬁ éolucién de azucar de baﬁéconcentradé, se sométe-(
‘a la ele¢trof6resis.>Aquf se encuentra el cﬁtodo
arrive y el a.hqdo abajo en la columna. En la luz

30 - .7zultravioleta,sévpueden.distingﬁif 4 zonaa'ligera-,
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mente fluorescente. Termineda 1a_operaclon, estés‘se
extraen individualmente de la columne y mediante
dialisis exhaustive contra agua destilada en mangaéi"
de celofan se liberan dé las mezclas de ba.ja molecu-
5e _ larided. La parte ﬁo dializable se transforma cada
" vez por liofilizacidn en un polvo 8000, Se pueden

geparar las siguientes fracciones.

b 80 G0 60 ST 08 S5 DS ST SO B9 4C 60 29 OO

'Zona‘ Gomportamiento en el campo o Efecto represor de ;
: *A[.electrico L , . ~ ‘tumores H
. } . . ‘ :
! ' Traslaci6n miy rdpida anddics inactivo 3
2 Traslacidn répide snddica fuertemente activo)bci- :
L ' ' L - do
3 Traslacién lenta enddica fuertemente -activo vie-s
4 Pareda. o ' poco material & :
o . : :
s

E;lemg 9o

Una solucidn de 5 go del preparado 26 327,
obtenido segﬁn ol ejemplo 4y disuelta en 20 cm3 de
‘f _agua, ge deja pasar sucesivamente a traves de un 1n~
| Ateroamhiador de iones bdsico (Dowex l x 8y forma
10, ;yJ * OH: 20 ) y un intercambiador de iones deido . o
B )(DOWQX‘50 x 8, forma H: 20 ml) lavindose cada ves
 -u1teriormente con aproximadamente, 75 cm3 de agua'“
"'destiladao Ia'soluci5n‘polisacaruricé;'1iberada de
‘“este forma de los ‘iones inorgénicos, ge dializa &
‘150 - - 'contlnuacion en un diallzador de cémara de aglta016n -
| contlnuadamente contra 60 litros de agua destilada )
durante 70 hdas y finalmente se libera en la
:icentrifuga Ultra (Reve 12590/m1n. gurente 35 mimutos

.. ‘de una pequefia cantided de las particulas en suspenso.)
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- De.la solucidn olara se obtiene por liofilizacidn

un preparado coposo, brillente como ls seda, del

’iac1do viscimico libre. Preparado n® 28 316°

" El aCldO v1acum1co llbre muestra el mlsmo
efecto represor de tumores ~como le mezcla del écico
y sus sales. Analiticamente'se puede sin embargorca~'_

racterizar'mejoro Pogee las propiedadés fisicés_in-‘

‘dicadas al principio;

Ejemplo - 10,

En un dializador de cdmera de ag1t301on con

membranaa de celofan ("Cuprofan" ¥y "Cellpack") se

: dlallza contlnuadamente una soluclén de 1 del preparado
% 327 en 20 cm3 de agua, primeremente. contra 20 litros
| de dcido clorhfdrlco 0,01=n, después contra 20 1i-

tros de agua destllada (hasta que no se puedan de-

:'mostrar mas iones de Na y Cl). Entonces se retira

le parte no dializable y = liofiliza. Se obtiene un

preparado incoloro del dcido viscimico, brillente como

le seda (PreparaduVZS 316).
g Egemglo - 11,

50 mgo de 4eido viscimico (Preparado 28 316)

se disuelve en 1 cm3 de dcido fdrmico al 85%,

l»funde en un tubo de cristal Yy durante 2 horas se

calienta a 1109, Deapués ge evapora el écldo f6r~ 

:'mieo en vacfo y las {ltimas huellas ‘se retiran eve~
’porando varias veces con alcohol abs. A contlnua016n
se cromatografia e17hidroliza&o en pépelo Sistemas:

”’:.n~propanol/écetato etilico/égua %~1~2 y acetato eti-
>4llco/pirid1na/agua 2: l 2. Se pueden comprobar prin- ‘

' 01palmente giaotosa y arabinosa, ademas, tamblen poca
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 "'framnosa y un écido uronico, p051blemente acido glu— ’
curdnico. o '
 §gemp1o = 12, v o _

50 mg. de écido viacumlco (Preparado 28 316 )

5o -  ge disuelven en 3 om3 de deido sulfdrico n, se funden -
en el tubo de cristal y durante 4 horas se callenta .
8 1109 Despuds de enfriar se flltrqde algunos copoa»f
’sin disolver y el filtrado se neutraliza con 7 cm3 )
» de solucidn de hidrdxido de bario saturada (aprox1ma—
104 3 damente 0 2-0,3-n) heste el ‘punto de transicl6n el
| ' rojo congo y a continuacién se pone, medlante 1a adi-
cién de una punta de espétula de carbonato de bario,
& un pH de aproximedamente T. La preclp1t301on de
sulfato de bario se filtra a travds de una capa del-
15, ‘ gada de Hyflo supercel, el residuo déi filtrado‘ae
| "hierve con 20 cm3 de agua'y el.extracto,acuosb se
féune'con el primer filtfédo y en vaclo se evapora
hasta sécar.'El crdmatograma de papel se efectia én
los 91stemas descritos en el egemplo 1l. Como compo- -
- 20. -  nentes principales del 4cido viscumico Se identificans
Galactosa, arabinosa,ramosa y p031blemente un 4cido -
aldobiurdnico. | |
Ejemplo ~ 13. _
200 mg. de dcido ‘visedmico (Preparado 28316)_
25. .. se disuelven en 10 cm3 de 4eido clorhfdrico al 12% -
| y @ una temperatura del bafio de aceite de 140-1502 se
7hierve al refluao durante 5 horas en corriente de ni- '
trogenoe El deido carb&nlco llberado se recoge en 80— -
’ ' 1uplon de hldroxldo de bario y el garbonato de ba~
30, | ,’rio‘precipitado se seca ﬁien y se pesa. Se obtienen 27 mg

-
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5.

. d%cérbonato de:bario, io Que correéponde a-aproximada-
mgnfe'6 mg. de didxido de carbono y da un peso equi-
 valente de aproximadamente 1509feon respecto -1 mole o
vdgvéeido urdnicos o
5e- 1:Ejémplo ;7140 _ | B
50 mg. de 4eido viscumico (Preparado 28316)

ée‘disuelven'en 3 ¢m3 de agua destiladé,vse funden:ény”
un.tubo de cristal y durante 4 horas. éé'caiienta a
1109, Después de. enfriar se filtre de algunos copos
10. L sin disolver Yy ‘el hidrolizado se evapora en vacio
haste secar. El cromatograma de papel da el sigulente
cuadro: De 1a‘molécqla del deido visedmico ée.d196¢ia-
princiﬁalmente.solo arébindsgo Ademds se ehduéntra una
mencha ligera que puede ser debida a la 2-desoxi—galac-‘
150 ‘ tééa. , -
Ejemplo = 15,
50 mg. de deido viscdmico (Preparado 28 316)
8o disuelven en 3 om3 de deido sulfurlco ny en el re—
cipiente cerrado se deaa reposar en la oecuridad du—.
" 20, N - rante_una gemana ﬁtemperatura de ambiente. E1 deido |
| sulfdirico se retira entonces con hidréxido de bario y
'~cérbonato,de bario como descrito en el ejemplq 12
¥y en el cromatogrems de papel del hidrolizado del dci-
do viscimico se obtienen los mismos cuadros en la hi-
25, . arélisis de agua caliente descrita en el ejémpio 14,
|  Eiemplo - 16, |
B 12,7 go del preparado . 22 303 D (vease eaemplo 1)
- diSuelven agitando durante 4 horas en 150 cm3 de
agua.'Después se‘separan‘por‘centrifugacién lés»par- 1

30, - _-tibulas en suspenéign>éﬁn existentes. Eh la éolucién
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‘acﬁosa, que abarca los 150 cm3, sergotean,'agitando

bién ¥ enfriando en el bafio de hielo, 300 om3 de

acetona, sigulendose con la agitaclon a 09 despues

‘vde agregar lO g+ de Hyfloo El preclpitado se separa

'con facilidad a traves de wn filtro de vacio de cristalo

Se lava ulteriormente con acetona acuossa al 70n- Des~';.

.pues se dlsuelve el meterial de alte molecularidad

-i‘medlante repetlda extraccion del residuo de Hyflo con

agua destilada y por 1loflliza01on de 1a soluclon

clara se obtienel6,0 g+ de wn preparado limpiado del

,écldo vigcumlco en mezcls con sus,salas petalicas.

2 8. del preparado 22300 A, un producto en .
bruto éorrespondienﬁe al preparado 22303 D, que ha
gido limpiado adicionalmente por filtracidn ae cle~

rifloacion mediante Hyflo, se aisuelve en 40 cm3 de'

agua. Después se gotean, agitando yenfriando con hielo

5 cm3 de une solucidn al 20% de cloruro /> -fenoxietilo-
dimetilo-dodecilamdnico. Despuds de reposar verios

dias a temperaturs bajo (02) se precipita el entur-

‘biamlento fuerte, al prinClplO en forma coposa, que

'se puede geparar por filtra01on.

' E1 filtrado se ‘somete a diﬁlisis contra agua

‘ destllada en una manga de celofane. El contenido de la

manga se 1iofiliza y se obtienen 1,15. g. de un pro-
ducto incoloro, coposo, gque represente el dcldo vig-

cdmico en mezcla con sus sales.

guempio - 184

2,0 g. del preparado‘26 327 se disgelveﬁ

_agitando en aéua desti1ada j el.vo;umenfsé completa

[
»
<
"
&
N
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::a 2 litroa. Ia soluc16n se £iltra en forma efiteril
’a traves de un flltro de membrana(Nembranfllterges.
" Goettingen me 6) Cada 2,5 om3 de esta soluci6n se
 11enan en’ redomas de 10 cm3 de capa01dad, bajo condl-'
fS.‘_  -;f ciones aseptlcas\se congela a ~40%2, a una tempgratura
o ‘:fina; de +7209'se liofiliza e inﬁééiatamenterse éierra,
' JAAuf hay . que observar que’éihpreparado no sé‘exponga
'_a nlnguna irradlaclon fuerte de ultrav1oleta mlentras
! se eneuentre en solu01on acuosa. En estado seco es
10; ".VT_,menos sen31ble a la luz ultrav1oleta. .

N 0O T A

Descrlta suf101entemente la naturaleza del
-'.invento asi como la manera de realizarlo en 1a préctlca,_‘
»debe hacerse constar que las dlsp091c10nes anterlor- |
" 15. men‘te indicadas son susceptibles de modificaciones de
| detalle en cuano no alteren su prhcjplo fundamental.
Tambien se hace constar que el invento se refiere a dos
golicitudes de patentes presentadas en Sulze con fe—
o chas 9 de septiembre y 6 de julio de 19612Los° respec-<
20, '»tlvamente_10219/60 ¥ 7938/61, acogiendose por lo tanto
: a los beneficioé que conceden los Convenios Internaciona~
les en vigor y siendo lo que constituye ia'esencia del
referido inventd ¥ por lo que se solicita patente de
, invencidn por 20 afios en Espafia; " PROCEDIMIENTO PARA
: 25; . . LA OBTENCION DE UN POLISACARURO NU“VO R caracterizéndose
- .~ por 1o 91gulente: h
R 18.- Procedimiento para la obtencion de wn
pollsacaruro nevo, caracterizado, porque el dcido
viscimico, sus sales o mezclas de las mismas se aislan

306 en forme limpiada del materisl vegetal Viscum album o
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%

: clases de Loranthus°

28 .~ Procedlmlento segun la relv1ndlcacion.l§

' caracter1zado porque el materlal vegetal de Viscum album

1ffo ¢lasges del Loranthus se extrae con agua 0 Se prense y
fa contlnuacion el extracto 0 el Jjugo de prensado se
' somete a una d1a11s1s y de 1a parte del extracto no S

'd;allzable ge aisla el dcido viscumlnlco, 0 sus sales.

_ 38.- Procedimiento segun las relvindioaclones
15 y 28, caracterlzado porque como material de partida
se emplea Loranthus europeus Lo '

43.- Procedimlento, segun las reiv1ndlcaclones

1-3 caracterizado porque el écido v1scﬁm1co, 0. sus

sales, se aisla por preclpitaclén fracclonada medlante

'dlsolventes organlcos miscibles con ague.

58.- Procedimiento segin las reiv1ndica01ones )

1—3, caraeterlzado porque el 4cido viscumlco, 0 Bus

‘sales, se ailsgla mediante electrof5r931s.,

8.~ Procedimiento segﬁn las reivindica01ones

41 -3, caracterizado porque el écido v1scumico, o sus

'sales, se llmplan y aislan mediante preclpitac1on de'”

las materlas lastre ¢on compuestos andnicos cuater-
narios.

78— Procedimiento segin la reivindicacidn 48,

‘caracterizado porque como material de precipitacidn se

" emplea etanol.

88.~ Procedimiento segin la réivindicacién'

68, caracterizado porque como meterial de preeipifa-

1ei$n se emplea cloruro(g —fenoxietilo-dlmetilo-dode-

cilamonlcoe

98, Probedimiento gegin la reivindicacidn 78,
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15,

polisacaruro puevo“;

- - .'4."\~ LSy
TP 2T 3t

‘.daracterizado, porque para la precipitacién‘se crea

. una concentraoion de 55-75% de etanole

1090- Proeedimiento segin las reivindicaclones

"1—9, caracterizado porque en-cualquier etapa del pro- .

cedlmlento se desinfectan con formaldehldo los extraetos
obtenidos que contlenen écido viseumicoa

llﬁ.- Procedimiento segin las reivindicaciones

1-10, caracterizado porque los mancionados métodos de

alslamiento se combinen entre si o se efectuan repetidas
veces, en caso dado con una ulterior diéllsiao

128.-" Proce@imiento para la obtenci6n de un -

dgscrito én'1a'preéén
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