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MEMORIA DEBESCRIPTIVA

PARA UNZ PATENTE DE INVENCION POR VEINTE A0S BN Espafia,

A FAVOR DE SOCIN®® LABORATOIRE CHOAY, DE NACIONALIDAD FRAN
CESA, DOMICILIADA EN PARIS (FRANCIA) 48 Avenus Théophile
Gautier,.

aobre:

» PERFECCI ONAMIENTOS INTRODGCIDOS BN LOS PROCERDIMIENTOS IE
PREPARACIN DX SUBSTANCIAS BICLOGICIMENTE ACTIVAS EN EL
HOMBRE, PARTIENDO DE PROTIDOS DE ORIGEN ANIMAL, MAS PAR-
T CULARMENTE HORMONZS PROTIDICAS »,

La presentes invencién se refiere & un procedimiento de
preparacién de substencias bEolégicamente activas en el ham--
bre partiendo de prétidos de origen animal; més particulemmen
ts tiene por objeto un procedimient® de preparacién ds subs--
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tencias bioldgicamente actives en el hombre, partiendo de hor
monas protfdices animales tales com0 las hormones hipofisia-
ries oomo, en partiowlar, la hormone somatotrope segregads por
la entehipdfisis.

Los estudios llevados a cabd sodbre lﬁ actividad de las
hormonas hipofisiarias animales, y en particular de la hormona
sonatotropa de origen bovino, en el hombre, hen parmitido esta
blecer que estes hormonas, y més especielments la tltima oita-
da, no eran activas O muy pocoO gsetivag en 91 hanbre.

Se han llevade a cabo investigaciones con miras a con--
vertir a la hormona someatotropa bovina, bioldgicemente ectiva
en el hombre. Estas investigaciones han llevado a sus autores
a gometer a la hormone somatotropea ds origem bovino, e la ac--
cién de enzimes proteoliticas Gel tipo de la alfa;qumotripsina,
que provocen una hidrélisia percial de la hormona; esta hidrb-
lisis parcial da lugar a una sustancia que, introiucida en el
hombre, posee propiedades bifldgiocas andlogas a las que pressn
ta la hormona samatotropa de origen humeno.

Sin embargo, el procedimiento que acabe de desoribirse
presenta graves inconvenientes, gque, haste el pressnte, han im
pedide la puests en préctioa del mismno en el terrend industrial,
debido a que las propiededes bioiégicas frente al hombre, de -
los produotos obtenidos por este prooedimiento conoclde, no son
constaintes; en efacto, sometisndo la hormona somatotropa de o-
rigen boving a la accién de enzimes, conforme al procedimianto
conocido, se provoca una hidrélisis de la hormona, que permane
ce parcial en la medida en qus se la detiens por medios f{sicos
tales como la congalacidn, y después liofilisacidn; no obstan-
te, tal detencién de le hidrflisis es reversible, porque la --

pussta er contacto con un medio acuoso, sntes o despuds de la
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admini stracidn, de le substancia que resulte ds la hidrflisis
de la hormona mediante acoién enzimitioa, restablece las condi
ciones favorables, al manifestarse la accidn enzimética de la
enzima sobre su sustratoc y, consecuentemente, la continuacién
de 1s hidrflisis do la moldcula de la hormona de origen bovino,
hidrélisis que pueds eventualmente, si no ser toiel, por lo ms
nos determinar ung pérdide parciel o total de la activided bio
16gica que se busca, En consecuencia, la inconstanciae Ge las -
propiedades bioldgicas de las substancies obtanidas por el pro
cedimient 0 conoeido, se debe &l hecho de que eoste procedimien-
t0 no lleva medios que permiten el control de la hidréiisis gue
resulta de la accién de la enzima sobre la hormona sematotrOpé.

La presente inveumcidn tiene por objetv la obtencifn de
un procedimiento de preparaciém de substancias bi olézicamente
activaa en el hombre, partianio de prétidos de origen enimal,
particularmente de hormonas protidioces enimeles, del tipo, por
ajemplo, de hommonas hipofisiarias snimeles, y més especialmen
te de la hormona gomatotrops, que responde mejor a las necesi-
dades de la préctica qus los procedimientos que tienen la mis-
ma Tinalidad, conocidos hesta el momento presente, en espacial
porqua el procedimiento conforme & la invencidn pemmite la de-
tencidn instenténeemente y de forma reversible ds la ecciém de
le enzima sobre el prétido, O sobre la hormona prot{dice de ori
gen enimal sometido e la eccidén oitada, de forms gque le hidrd-
ligis del prdtido © ds la homone tratada, no continde méds elld
de la fass que se pretende.

La invencién tiens principalmente por objeto estable--
cer un procedimiento de preparacién de substancies bicldgica--
mente actives en el habre, partiendo de prdtidos de origen --

enimel, en particular de homonas protidices enimales, en eape



10.

5.

&0.

25,

5 O.

-9
220 NN |
;U%@@@ |

cial de hormones hipofisferias animeles, que no son directamen

te aotivas en el hombre por =f mismas, tales como, en especiel,
la hormona somatoiropa, mediente hidrflisia de los citadoas pré
¢i408 u homonas, cox. ayuda de enzimasproteolfticas epropia--
daa, ouyo procedimiento se saracteriza poOrque se procede a la
inhibicién oontrolade de le accifm de las enzimas sobre 10e oi
%ados prétidos u hormonas, con ayuda de inhibfdores apropiasdos,
en forma que se detenga la hidrflisis de estos ultimos, de meng
ra irreversible a la fase que se guiere,

El inhibidor forma con la enzima un comple jOo que provoca
la tpactivacifn de la enzima, 10 gue da origen & la detencifn -
irreversible de la hidrflisis de la moléoula del prétido © de -
la hormone trateds, de forma que ls sustancim obtenida por el -
procedimiento conforms & la invenciém es bioldgicamente activa,
de manera oonstente, tanto después de ponerla em soluciém, camo
en el momento de su inyecoi(u en el organiamc, y que le irrever
81b11ided de la detencidén de la actividad enzimética, garantizs
que no se produzce on momento elgund wna reanudaciim de la acti
vidad de la enzima sobre su susirato.y, por consecuencisa, una
périide de la actividad de le sustancia obtenida, estando el --
producte obtenido, desprovisto de actividad enzimética.

.8& utilize oomo irhibidoras, en el prosedimtento confor-
me & la invenoidn, todo inhibidor o grups de inhibidores, sus--
ceptibles de inhibir le enzima que realize la hidrélisis del --
prétido o de le hormona tratada, Butre tales imhibidores, se --
pueden citer los inhibidores quimicos teles como 10s disorluoro
foasfatos 5 inhibidores naturales, que pueden ser bien de origen
vegstal (inhibidor de las judfas verdss de Lima, d0 la soja, -
poT ejemplo), bien de origen emimel (ovnmunoiaa. inhibidores de
peptidasas, extractos de pénoreas, de pardtidas, de ascéridea o
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lombrices intestinales, por ejemplo). Se comprenderd féocilmen-
te que la enumeraciém que precede ha sido ten ablo & t{tulo da
e jemplo, sin gue tenga cardcter limitativo en cuanto a l& in--
venoidn.

El completo inhibidor/enzime puede, & volunted, separay
se 0 no de la sustancia obtenida, poniendo¢ en préctioca el pro-
cedimientd conformes a la invencién, en vista de que su presen-
ola no altera en absoluto las propiedades bioldgicas de la sus
tencia obtenida, y tempooo la facultad de esta Wtime & reac--
c¢ionar, en el curso de la reaccién, © de otras operaciones qu:_[_
micas ulteriores. . “

Conforme & una versiém de realizaciénm partiocular de la
invencién, se somets una hormona tel qus la homona sometotro-
pa de origen enimal, espacialmsnts dovine, ngyiamento aometi;
da a la acoidn de une enzima tal como la alfa-quimotripsimeg --
-que realiza la hidrdlisis de la citada homona; a un trata- -
miento de inhibloidn de la accidn enzimética de la elfa-quimo
tripsina, & la fase queride de la oftada a&ccidén, mediante la -
introduccién de wn inhididor de la elfe-quimotripsina, tal oo~
mo un &i1so¥luorofosfetd, © ol inhibidor extrafdo de las judfas
verdes de lima, ®) inhibtidor de peptidasas extrafdo del pén-.-
creas, de las pardtidas, de ascérides o lombrices intestinales,
ate, , por ejemple. |

Aparta de las disposiciones que se acaben do monionar,
le invencidn comprends ain otras que se desprenden de la deg--
eripoiém éue se expone a continuacién.

Le invencién tiene por objeto, en particulaer, 1os proce
dimientos de preparacifm de sustancias biclégicamente activas
en el hombre, partiendo de prétidos de origen enimel, en parti

cular & partir de hormones protidicas animeles, teles ocomo las



- i~

5,

10,

15,

20,

25,

30,

284006 "
hormones hipofisiarias y, en especial, la lpm'ngxg sometotropa
enimael, confomes & la presente invencidén, as{ como 10s elemen
tos adecuados & la realizacidn y @ la puesta en préctioca ds ~-
sus procedimientos, y loas procedimientoa de conjunto en 108 ~-
que se incluyen 1os oftados procedimientos de preparacién de -
sustenoias bioldgicamente ectivas en el homdre, partiendo de -
prétidos de origen enimel, tales como homonas protidicas eni-
males, | ‘

La invencién se comprenderé mejor con eyuda de la des--
oripoifm que se expone a continuacién, en la qus 80 enCONtTA--
rén ejemplos de realizacidén del procedimiento de preparacidén -
de sustancias biolégicamente activas en el hombre, pertiendo -
de prétidos tales como homonas protfdicas animales que no son
directemente activas en el hombre, en especial de homonas hi-
pofisiarias animales teles comO, en particular, la hormona so-
matotropa,

Debe tenerss en ouenta, sin embargo, que estos e jemplos
89 facflitan (nicamente & modo de ilustracidém de la invencién,
sin que en modo alguno tengaﬁ cardoter 11m1tat1vo'..

EJEMPL OS

I ~2¢g (40,000 U) de una hormona somatotropa de 'origen
vovino, graduando 20 U Evans por mg (Unidad definida sobrs la
rata hipofissctomizeds do 100 g), se disuslven en 95 mi de sgua
destilada bicarbonatada sédica ocon PH 8, a 258C. Se disuslve
4 mg de alfa-quimotripsine en 5 ml de agua destilade bicarbona
tada sfdica oon pE 8 a 25%C, Se mezclan estas dos socluocionesa y
se mantiens a 258¢ durants 30 minutos, en agitecidén constante.
8o afiade antoOncss la cantidad suficisnte de inhibidor de pepti
dass extrafdo del péncress del buey, graduado respecto a la al
fa-quimotripaina utilizade para reslizer la hidrflisis enziméi-
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tica. En este caso es de 3 mg de inhibidor cristalizado, La pre
peracifn se 1i0filiza en ssguida, La sustancia obtenida contig
ne 24.000 U Bvens; el rendimiento es de 60 %..

IT - 2 g {40,000 U) de una hormone somatotropa de ori--
gen bovino, greduando 20 U Evans por mg (Unidad definida sobre
la rata hipofisectwmizada d 100 g) ss disuelven en 95 ml de
egue destilada bicarbonatada sédica con pH 8, e 259C, Se disuel
ven 4 mg de alfa-quimotripsina en 4 ml de agua destilade bicar-
bonateda sédioa oon pE 8 a 259C, Se mezclen estes 4os solucio--
nes y se mantiens a 25%C durante 30 minutos, en agitacidn cons-
tante.

Se afiade entonces la cantidad suficisnte de inhibidor -
de peptidasa extraide de parétides de buey, dosifiocado 0 gre--
duado respecto a la alfa-quimotripsina utilizada para reslizar
la hidrflisis enzimética. En este caso es de 12 mg de inhididor.
La preperacidn se 1iofiliza en seguida. La sustencie Obtenida
contiene 24.000 U Bvans; el rendimiento es de 60 %.

IIT ~ 2 g (40,000 U) de una hormona somstotropa de ori-
gon boving, graduando 20 U Evans por mg {Unided definida scbre
le rata hipofiseptomizada de 100 g), se disuelven en 95 ml de
agua dostileda bicarbonatada séiica con pH 8, a 25%C, Se disuel
ven 4 mg de alfa-quimoOtripsina en 5 ml 4o agua destilada bicar
bonatada sédica con pH a 252C, Se mezclan estas dos soluciones
y se mentiene & 252C durante 30 minutos, en agitacidn constane
te. | |

¢ afiade entonces la cantidad suficiente de inhibidor
extraids de las judfes verdes de lima, dosificade respscto a la
alfe~quimotripsina utilizeda para reslizar la hidrélisis enzi-
mética. En este caso es de 10 mg de inhibidor eristalizado. La
preparacifn se liofiliza en seguida. La sustancia obtenida oon
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tiens 15,000 U Bvans; el rendimiento es de 37’5 %, Las diferen
cias de rendimiento y de dosificacidn observadas en este caso

provienen verosimilmente do la mala solubilided del inhibidor

extraido de las judfas verdes de lLima, on las condicionss de -
la operacién,

De los ejemplos que preceden resulte que cualesquiera -
que sean 10s modos de realizacién y de eplicacifn adoptados, -
se Obtlens un procedimiento de preperaciin d sustancies biold
gicamente actives en el hombie, partiendo de prétidos de origen
animal tales oom® homonas de origen animal, en especisl de hor
monas protfdices, y en partiouler de hommonas hipofisieries a-
nimales, que no son directemente activas en el hambre por sf -
miamas, tales o0tmo, en espeoial le hormone somatotropa, ouyas
caracter{sticas se daducen suficientemsnte de cuanto preceda,
sin que heya necesided ds precisiones suplemesntaries,

Rl procedimiento ds preparacién de sustancias bidtfgice

mente activas en el hombre, ¥y desprovistas de sctividad enzimé

tica, partiendo de prétides de origen enimal, es especial de -
hormones prot{dicas enimales, en perticuler hormonas hipofisie
riag, y en especiel la homona sematotropa, presenta ventajas
efectivas respecto &l procedimiento enteriormente conocide, con
el mismo fin, y en especial la de permitir la odtencidn de sus-
tencies ocuyes propiedades biolfgicas permenecen constantes y no
se perjudicen por la introd‘nocﬁu. del inhibidor de la accién en
zimftica & la que se someten las hormonas,

De le misma forma que estO se dasprends de cuanto prece-
cede, la invencién no se limite on abaolutd & 108 modos de apli
caoidén © a los modos de regli'zadén que se han expuesto mds de-
ﬁalladamente ; por el contrario comprends todas las vartantes, -

sin que por elle se salga del 4mbito © de la esencie de la in--
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En resumen: la invencién receo sodre las siguientes rei
vindicaciones: .

i“.; Perfecoi onamient 08 en 10s procedimientos de prepars
0ién de sustancias bioldgicements activas en el hémbre, y des--
provistas de actividad enzimédtica, partiendo de prétidos de ori
gon animal, en particular pertiendo de homonas de origen ani--
mel, en especial hormonas proti;:icas, y en particalar homonas
hipofisiarias animeles gue ne son directamente actives en el -~
hombra por &f mismas, tales como notablomente la homone someto
tropa, mediante hidrflisis de las oitadas hormonas, con ayude -
de enzimas protesiftices adecuadas, que se caracterfzan porqus

se preceds a la inhibiciéx controlada de la accién de las enzi-
mas sobre los citados prétidos u hormonas, con ayudado de inhi-

videres apropiedos, en forma que se dstenga la hidrélisis de es
tos Wltimos, de forma irreversible, en la fase que Se dessee.

26,. Perfeccicnemient®s oonforme & la reivindfocscilm 18,

" ceraotorizados porque el inhibider que se utiliza 9s un inhibi-

dor qufmico.

38, Parfecoionamientos oonforme a la reivindicacidn 18,
caracterizadOs porque el inhibidor que se utiliza os un diiso-
fluorefosfato,

4%, Perfocoionamient®s conforme a le reivindicacifn 1&,
caracterizados porque @l inhibidor que se utiliza es un inhidbi-
dor naturel.

5&,- Parfecoionamientos conforme a la reivindicacifn 18,
caraoterizados porque el inhibidor que se utiliza es un inhibi.
dor naturel de origen animal.

64,- Parfaccionemientos conforme a la reivindicacifm 18,
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caracterizados porque el inhididor que se utiliza es un inhibi
dor extraldo de péncrees,

'751.- Perfeccionemisntés conforms & la reivindicacifm 8,
caractorizedos porque el inhibidor que sa utiliza es un inhibi
dor da peptidasas extrafdo de parftidas.

8“{- Perfeccionamientos confoyme & le reivindicacifn 18,
caracterizados porque el inhibidor que se utiliza es un inhidi
dor ds peptilasas extra{do de 10s asodridos,

95'.- Perfaccifnamientos conforme & la reivindicacifm 1&,
carac}:erizados porqua el inhibidor que se utiliza es de ovomu-
coide, H.
| 10'.- Parfgooicnemientog conformes a la reivindicacién 18,
oaractsrizados porgue el inhividar que 58 utilize es un inhibi-
dor naturel de origen vegetel.

11‘.:- Porfscci onemient0s confarme @ la reivindicacifm 18,
caracterizados poOrque el inhibidor que se utiliza es el inhibi-
dor de lez judfas verdes de Lima, _

128, - Parfeocci onemfentos conforme a la reivindicacifm 12,
ceractarizados porque el inhihtdor que se utiliza es 6l inhibi-
dor de la soja, | |

13%,~ Perfecoionamisntos conforme a les reivindicaciones
12 & 128 , caracterizados porque se calcula la cantidad de inhi
bidor que se ha de ﬁti'lizar en el procedimiento, gradusndo o 49
sifiocando respecto e la cantidad de enzima utilizada, para hi~-
drolizgr percielmente l& hormona de origen animal, y porque la
oantid'ad.de inhibidor que se utiliza realmente np debe ser infe
rior 8 esta cantidad caleuwleds,

148,. Perfeccionanientos conforme a las reivindicacicmes
1% & 133, carectorizadls porque se determmina el mimento en el --
que Se procede a la introduccix del inhibidor en el medio, en
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funcién ds la cantidad, del tiempo de le acoidn, del pH y de
la relaciln ontre la cantidad de enzyma y lLa cantided de sus~
trato tratadﬁ.

155..-- Perfeccionamient 0s conforme a les reivindiocacio-
nes 12 a 143, caracterizados porque la enzyma qus go someie &
tratamiento de inhibicién es la alfa-quimotripsine.

168,. Parfeccionemientos conforme & las reivindicacio-

nes 18 a 158, caracterizedos porque la hormona que se trata es

~ uns hormona somatotropa de origen enimel, por ejemplo el bovi-

no.
174‘.- PERFRCCI ONAMIENTOS INTRODUCIDOS EN L(5 PROCEDI--
MIBNTOS DE PREPARACI ON DE SUBSTANCIAS BI (LGGICAMENTE ACTIVAS -
EN BL HQIBRE, PARTIENDY DB PROTIDOS DE ORIGEN ANIMAL, MAS PAR-
TICULARMENTE HORMOMAS PROZIDICAS,
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