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| 52 g 8 4 93 PATENTE DE INVENCION

' sothe: :
"Procedimiento de obtencidn de hormones
gonadotrépicas pituitarias, a partir de

la orina",

- ISTITUTO PARMACOLOGICO SERONO S.p.A., entidad
italiane, residente en Via Casilina, 125, Rome
Italiac

Las distintas preparaciones dotadas de
actividad gonadotrépica o gonadotrbfica que  se
encuentran en el mercado, son el reéultado de la
investigacién que permite llegar & la conclusiébn

de que la hipofisis humana y de los enimales su -
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periores, elabora y secretados factores gonadotré
picos, de distinta actividad. Uno de ellos se dg.-
nomina FSH (hormona folicular estimilente) y el
0tro, “ICSH o factor LH" (hormona estimulamte de
las oéiulas intersticiales u hormona luteinizan -
te)e |

Tres dlstlntos tipos de productos dota~
dos de activzdad gonadotrépica se encuentran ac -

tualmente en producozén; son los s;gulentea:

(1) La hormona’ gonadotrépica coribnica,
extraida de la orina de las mujeres embarazadas y

que biolbgicamente corresponde al factor LH.

(2) La hormone gonadotrépica del suero, -
que se extrae del suero de yeguss embaragzadas ¥y
cuya actividad corresponde a la vez a los facto =

res FHS y IH.
(3) 1a hormona gonedotrépice pituitaria
Que se extrae de le hipofisis de animeles tales -

, como las ovejas, caballos ¥y oerdoe, cuya actzvidad

. 8e revela a 1a vez en el sentido FHS o0 LH.

(4) Las hormenas gonadotrépicas extraf -
das de la orina de mujeres en estado menopausico,
cuya actividad biolégica corrésponde a los dos -
factores FHS y LH juntos. El procedimiento de ex
traeoiénvy_purificaoién de esta hormons, que defiw .

de ehore se denominard HMG (gonsdotropine meno -

‘-pausica hhmana) ha constituido ya 8l objeto de =

una patente presentada en Italia el 31 de mayo de

Todos los productos antes citados dota-
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) @enoa, inconvenientes bastante serios. En reali-
“dad, el efecto biolégico de la hormona gonadotrd

_ pica coribnica (HCG o.gonadotropina coridénica hu

mens) es exclusivemente el del tipo 1H, ¥y por -
tanto, esta hormone es evidentemente utilizable»
ten solo para el tratamiento de distintas afec =

ciones para les cuales es innecesario el tipo -

FSH deﬁactiﬁidad. Por el contrario, se sabe que
las gonadotropinas serica o pituitaria, o sea, -

" 1aé que no son de origen humano, tienen la capa~ -

cidaed d¢ provocar, después de un tratamiento de
Anyecciones repetidas & individuos humenos, duran
te un cierto periodo de tieﬁpo,'ia formacién de

antié&érpoqu antihormona eapecificoa; capaeeé -
de inhibir 1a accién de administraciones sucesi-

vas de la misma hormonsa.

La hormona gonadptrépioa, extraida de
orina post-moncpsusia, y queAconstituye el obje-
to de una patente anterior de los mismos solici-

tantes, a pesarAdeisu buen efecto terapéutico -

‘contiene también impurezas que limitan su wtili-

déd terzpettica en aguellos casos en que se preé-—
cisan dosis considerables de hormbna. La HMG cie

tada es tan impuras que realmente no puede utili-

~ zarse como modelo eventual de eétrucfnra guimica

pera el estudio de una sintesis de la molécula -

- de la hormona u hormonas’ gonadotrépicas pituita~

‘rias. Por le misma razén (o sea. a causa de la -

cantidad excesiva de impurezas), la HMG citada -~
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no puede usarse pare el estudio inmunolégico

eventual de las gonadotropinas, que trata de -
aclarar 1os problemas relativos a la determina
cidén cualitativa y cuantitativa de los facto =
res FHS y LH en los liquidos humenos (por ejem

plo plasma, suero, orina, etc).

El objeto de este invento e8 propor-

cionar un procedimiento que partiendo de un ma

terial facilmente disponible, permita la obten
cidn de una hormona urinaria, gonadotrfpica y
hipofisarie humens, con sctividad FSH predomi-
nante y con actividad LH, exenta de propieda =
des antigenas cuando se inyecta en el cuerpo -
humanco, susceptible de estiﬁular los ovarios -
humenos {como han demostredo varios asutores)
de provocar la ovulacién y el embarazo en casos
de smenorrea primeris o secundaria de gran Que=
racién, debida & insuficiencia de gonadotropi-
nas pituitaries,

, Esta preparacidn, mérced a su eleve~
do nivel de pureza, puede utilizarse solamente
para estu@iar la esfructura de la molécula o -
moléculas gque constituyen-la hormons gonedro -
trépica humana. Este estudio conduciria & la
posibilidad de una completa sintesis o de una
transformecién de distintas cadenas péptices ~
de gonadotropinas pituitarias animales, con ob
jeto de hacer éstas Ultimas andlogas o estruc-

turalmente iguales a las gonsdotropinas pitui-

 terias humenas. Finalmente, esta preparacién,
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puede ser Gtil para la prepara016n de los in =
gredientes necesarios para la determinacién in
munolégica cualitativa y cuantitativa de FHS y
LH en liquidos humenos tales como plasma, sus—
rog, orina, etc. (enti-suero de conejos, ove -
jas, caballos u otroe anlmales adecuados y co=
mo ingredlentes necesarlo para revestir corpusg
culog de seres humancs o de mOruecos u otraes -
clases similares, ¢ bien paras el revestimiento
de particulas de latex u otros materisles orgé

nicos e inorgénicos, adecuados para el objeto).

El objeto de este invento es, a la -
vez, modificar y completar el procedimiento de

preperacién descrito en la patente citada, asi

como definir con precisién, las etepss dei né-

todo que se emplea pars la extraccién y purifi
cacibn de HM@G, o sea gl procedimiento de acuer
do con este invento, para le preparacién de -
hormonas gonadotrépicas pituitarias, extraidas
de Oriha menopéusica y post-menopdusica. Hay

que hacer hincapié en que de acuerdo con €l -
procedimiento objeto de este invento, la orina
menopéusica o posi-monopbusica, después de adi
cionarle dcido acético glacial para ajustar el
PH entre 4,2 y 4,5, se sacude con una suspen -

sién acuoss de 20 % de kaolin activedo y celi-

- ta.,

El kaolin + celita, se separa, se lg
va con agua acidificada a un pH de 4,5 con fci

do acético, se extrae con solucibn acuosa de
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amoniaco a un pH comprendido entre 11 y 11,3 -

inclusive, se centrifuge, el pH se ajusta nue-

vemente a 8,3 - 8,7 por medio de 4dcido acético;
el precipitado en estas condiciones formado se
separa, se agregs nuevamente dcido acético hag
ta aslcanzar un pH comprendido entre 5 y 5,5 y

ge obtiene un precipitado con acetons, que - se
£iltra y se seca. El precipitado bruto.obteni-.
do, se lava con etanol a1 95 %, se extrae con
etanol al %O %, que contengs 10 % ds acetato =
aménicd, y el extracto clero de este modo obte
nidb ée~precipita con etanol abasoluto que con-

tenga 10 % de acetato ambnico. El predipitado_

. 8e recoge y se lava con etanol &l 95 % y con

ague.

Xl precipitado lavado se‘disuelve -

con un amortiguador de fosfato al 0,05 %, de

~un pH igual a 7, se agita con dietil~aminoe -
til~celulosa, y el fistrado,claro, gue se ha

solidificado & un pH de 5,4 con dcido acético
glacial, se hace pasar a través de una colum-
na de pefmufifa previamente tratada con amo -
niaco 1N y luego con 4cido acético 1N; a con-
tinuacibén agua, y finalmente se equilibra con -
0,05M de acetato amortigusdor, al pH de 5,4.
Después de absorber el HNG en permutita, ge
lave con 0,05M de aoefatq amortiguador, & un

pH de 5,4, hasta gue la densidad Sptica del

- efluente, E280 myp, sea aproximadamente cero,y

luego el HMG se eluciona con etanol al 40 % -
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qﬁe contenga 10 % de acet
ducto ‘de alcohol elucionado, se"precipita con
etanol al 95 ¢, se centrifuga, se lava con eta
nol absoluto y luego con &ter, y se seca. Para
uns purificacién ulterior del HMG obtenido, se
disuelve eoﬁ agus destilada, b4 se filtra a tra
vés de una columna prepsrada con Sephadez G

200 (Pharmacia firm, Upsels-Suecia) suspendido

‘en agua destilads. Las primerés fracciones de

producto ssliente, 8e recogen y luego se liofi

lizan. Estes filtreciones en Sephadex gel, se

reslisen a una temperatura de 4-58C,

Para ls extraccibn de les hormonss -
gonadotréfiicas de acuerdo éon el ﬁrocedimiento
que se descrive en este invento, la orina meng
péusica o post-monopdusica, Se recoge en reci-
pientes de vidrio o material pléstico, que con
tengan écido acético glacial en cantidades su-
ficientes para asegurar que el pH de la orins
serd de 4 a 4,5. Bl objeto de esta acidez ez -

el evitar el crecimiento de gérmenes.

Por la denominacién de kaolin activo,
se indica un caolin previamente tratédo del mo
do siguiente: el kaolin se lava con una soiu -
¢ién normal de Acido clorhidricq, se dejé en -

reposo, Se decanta el 1fquido que flota, ¥ el

" kaolin se lava repetidamente con aguas, para -

eliminar el &cido clorhidrico.

La dietilaminoetil~celulossa, se tra-

ta previemente c¢on 4cido clorhidrico O,5Ny =



Y

5

10.

15.

20.

25.

30.

N

Juego con hidrato séidico 0,5N y: caﬁfgzhacién
con fosfato amortiguedor Q,05M a un.pH de 7.
La permutita utilizada de acuerdo -
con este invento, puede tratarse previamente -
para corresponder a una granuvlacidén determina~
da (se elige la fraccién qué}étraviesa el ta -
miz de 50 mallas (por pulgade linesl) y éuede
retenida por un tamiz de 76 mallas) y se lave
luego con 4cido acéti;o pof decantacién; a con

tinuecién se lave con ague y Se seca.

Debe tenerse presente gue en la puri

ficacidén crométogréfice del extracto en permu-

. tita, la concentracién de acetato ambnico y el

grado de alcohol etflico indicados para la elu
cién de HMG, son solamente valores aproximados,

.& sl se desea, pueden aumentarse o disminuirse,

' entre ciertos limites.

El péoeedimiento de este invento per
mite la obtencién de hormonas gonadotrépicas.-
con efecto FSH dominante, dotadas de las si -
guienteé actividades biolégicas:

Aotividad gonedotrépica total (ensa-
yo en dtero de ratones),’ '

1l mg = 141 mg equivalente 4e I.R.Peo
PSH (ensayo de aumerto en ratonés)

' 1 mg = 621 mg equivalents de I.R.P.

LH (peso prostata ventral. Ratones hipofisecto
mizados) '

1 mg = 115 mg equivelente de I.R.P.

Los efectos biolégicos se han deter-



5.

10.

15;'

20,

25,

30.

. 29 haic
288493 "

; ~ . L
minado de acuerdo con los métodos y se expresan

en términos de I.R.F. - HMG (preparacibén inter-

nacional de referencia de gonadotropina humana

" menopéusica) como se explica & continnacilne

Bl efecto totalvgonadotrbpico. se ha
deterﬁinado de acuerdo con el método descrito -
por Loraina, JeA., Brown, J.B., J. Endpcrionol
18:77, 1959, |
' El efecto de FHS se ha déiérmina&o de

acuerdo con el método deserito por Steelman, -~

S.L., Pohley, Florence,M., Endrocrinology 53:

604, 1953.

El efecto LH se ha determinado de -
acusrdo con el método descrito por Loraina, J.A.

Brown, J.Be Acta Endrocrin. 17:520, 1.954.

Los resultados de las determinaciones

' bioldgicas se calculan de acuerdc con Geddum -

" J+He, Pharm. Lond. 6:345, 1953 y borth, R., big

zafalusy, E., Heinrichs, HeD., Arch. fur Gynaa-'

kol. 188:497, 1957.

En loe ejemplos siguientes, no limita

tivos, se indice un método preferible para la -

 aplicacién de este invento.

EJEMPLOf- Un volumen de 1083 litros -
de orina post-menopausia se ajusta, con feido
aéético>glacial, a2 un pH de 4,5 y se agita du -
rénte elrededor de una hora con 5,414 kg de ce-
lita’y'54,15 litros de suspensién de képlin al

20 %; el kaolin y la celita se deje que se po -

- 8en durante la noche, & la temperatwra ambiente.
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El liquide claro superior se desecha, y €l ka-

olin y la celita se centrifugan. El precipita-

-do se lava dos veces con agua acidulada a un -

pH de 4,5 con écido acético, y luego se somete
dos veces a la elucién con amoniaco acuoso 1M,
con objeto de que el pH del producto eluciona-
do sea de 11 a 11,3. Los resultados de la elu-
cién se elevéh e un pH de 8,5 con &cido acéti-
co y, despuds de separacién por centrifugacidn
del precipitado for@ado, el 1fquido claro obte
nido se acidifica a un pH de 5 a 5,5 con édcido
acético glacial y luego se afiaden el mismo dos
vollmenes de acetona. El precipitado se deja -
posar durante‘la noche y el 1liguido claro que

sobranada se'desecha. El precipitado se lava -
con acetona, por decantacién, luego se introdu
ce en un fiitro Buchner y se lava con etanol =
al 95 % y con éter etilico, y finalmente se sg
ca sobre cloruro célecico anhidro, @& presién re

dueida.

El rendimiento de kaolin-acetona bru
to (fraccién A) es de 83,88 g.

La fraceién A (83,85 g) se extrme -~

dos veces con 2,516 litros y 1,680 litros de -

etanol al 70 % que contenga un 10 % de mcetato
embnico; ceda vez se agita durante alrededor -
de unauhora'.Se afiaden al extracto claro cbte-
nido de la filtracién, dos volumenes de etanol
absoluto que contengan 10 % de acetato améni -

co. El precipitado se deja posar durante la ng
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che, y €l liguido que sobraneda se desecha, re-
cogiéndose a continuacibn el pfecipitado por -
centrifﬁgaciéh, lavéndose con etanol al 95 % ¥
éter etilico, y secandose, con lo cual se obtig
nen 7,527 g de fraceidn B. Los 7,2 g de frac =
cibn B equivalenteéta 1037 litros de orina, se

disuelven en 720 ml de fosfato amortiguador -
VO,OSM, de un pH de 7. La solucién merrén inten-

80, ¢ agita durante 10 minutos con 72 g de =

- IJEAB~-celulose (dietilaminoetil—celglosa), pre -

viamente lavado con &cido clorhidrico 0,5N, lue
go con hidrato sbdico 0,5K y después con égua -
destilada, y finalmente con fosfato amortigua =
dor 0,05M, de un pH de 7. 1a DEAE-celulosa  se
seﬁara dél liquide, por filtracién, a través de
un Buchner y luego se lava con dos veces 720 ml
de fosfato amortiguador 0,05 de pH = 7. Los =~
filtrados mezclados, en estas condiciones ya -
perfectamente claros y de un color amarillo pé-
lido, se acidifican a un pH de 5,4 con &cido -
acético glacial y luegoe se enfrian a 4;590. La
cromatografis sobre permutita ée hace del modo

siguiénte? la permutita se coloca en una colum-
na de 3 x 20 ca y se lava con amoniaco IN, lue~
g0 con &cido acético IN,.y 1uégo finalmente se

equi;ibra con fosfato amortiguador 0,05M, de pHA
igual 5,4; la cromatografia se realiza en una -
havitacidn refrigérada 2 4-5¢C. El liquido cla-
ro obtenido después del tratamiento con DEAE-ce

lulosa, se filtra a través de la columna y se -
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lava con acetato amortiguadqr 0,05M de pH =
5,4, hasta que la densidad Sptica E280 mu sea
préxima a cero. Las proteinas absorbidas en -

la permutits, se elucionan con etanol al 5404

que contenga 10 % de acetato aménico, y se re

cogen alrededor de 350 mi de producto de elu-

cibén. Este liquido casi incoloro, se afiade con
agitacibén a 2,5 voldmenes de etanol.enfriado |
a 2-48C. El precipitado se deja reposar duran-
te la noche a 2-42C. Ei 1igquido claro que so-

brenada ae desecha, y el precipitado se recoge
por'oentrifugacién, ge 1ava con etaﬁpl absolu=
to y luego con éter etilico, y se seca. Asi se

obtienen 290 mg de fraccidn C.

De acuerdo con ol método de exirac -
cibn y purificacién, 8o han preparado otrag =
tres cantidades, ver tabla 1.

IABLA 1

Partida Orina Fracciénm A Prec - Fraccidn

litros mg/l cién B. ¢ mg/l

ng/l
P-25 E32 1083 97,4 6,95 0,28
P-25 B35 16245 97,4 8,72 0,703
| p-25 E38 59877 97,4 10,33 0,595
E-26 E43 68862 83,0 15,18 - 0,45

.Las caracteristicas bioldgicas de los

cuatro grupos, se indican en la tabla 2,
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Como puede observarse en las tablas 1

Y 2, 1la potencia biolébgica y la recuperacién de
la mctividad biolégica, varian de una partida a

otra.

Es interesante observar y se reivindi
ca por tanto, que 1la fraceidén C tiene un Indice
elevado de discriminacidén entre los factores FSH
¥y 1H, o sea, que la fracclén tiene el factor FSH
predOminahtemente. Algunos experimentos realizse
dog, cuyos resultados no se han publicado toda-
via, han demostrado que durante la cromatogra -

fia sobre permutita, se pfesenta una pérdida de

LH; por esta razdn en la fraccibdn C existe un
efecto predominante de FSH. Esie punto es de ~
gran importancia, ya que se ha demostrado que
el efecto FSH de la gonadrotropina humena, es -
el que resulta necesario pars la estimulacidén -
ovéricea,y, por otra parte, el gque pusde obtener-
se solamente bien del modo indicado por este ine
vento, o bien por exitraccién "post-mortem" de la
hipbtesis humans. Como factor gonadotrépiéo de
actuacién LH, necesario para la transformacién -
del foliculo en el cuerpoc lfiteo, y por tanto pa~
ra la ovulacibn, puede usarse también la HCG =
(gonadotropina coridnica) ya que tiene una accién
similar o igual & la del ICSH, extraida de la hi

rétesis humena o de la orina post-menopéusica.

Para una purificacién wlterior del HMG,
se ha llevado a cabo una filtracién en Sephadex
G 200 de tamalio comprendido entre 140-400 mallas.
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El Sephadex G 200 se suspende on agus -
destilaede y se lave por decantacidn, 3 o 4 veces,
con agua Y luego se desechan las fracciones més
finas. El gel de Sephadex, se coloc& en una colum
na de 107 x 0,9 cm. La cromatografis se realiza

en una cémara refrigerade de 4 a 62C.

La densidad 6§tica E280 mp del efluente

se nide con un especirofotémetro Beckman DU. La -

"velocidad del efluente se regule & 1 ml/hors. E1

HIG se disuelve en H,0. La filtracidén en el gel,
precisa unas 48 horas. Después de determinsrse la
densided fptica E280 mp se congelan todas las -
frécciones recogidas y finelmente se liofiligan.

4 continuacién figura un ejemplo de pu-
rificacidén de fraceién C utilizando la cromatogra
fia en Sephadex G 200,

Como material de partida, se ha ufilizg
do (ver tabla 2) la fraccién C del Pergonal-26 1o
te E43, preparado de un volumen de 68,862 litros

de orina post-menopausia.

Se disuelven 60 mg de fraccién C en 1
ml de agua, y 1a solucién se coloca dentro de 1a

columna cromatogrdfica. La filtracibn del gel se

- realize mediants agua destilade. E1 efluente se -

regula a 1 ml/hora. Cuando la densided éptica -
E280 mp es superior a cero se recoge el efluents,
hasta llegar & 57,4 ml.

Después de determinarse el E280 mp, las

distintas fracciones del efluente se congelan y -
conservan 8 -252C, antes de la liofiligzacién.
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ACLARACION DE LA FIGURA ADJUNTA.

P s oy BV of w7

Como puede observarse en la fig., 1, =

existe un méximo solamente.

Cromatografia de la fraccién C de Per-
gongl-26 E43 en Sephadex G 200,
Densidad Sptica E280 mu 3 eee
Actividad bidlégica (ttero de rata) recuperacién
et ecesinetntacitotatctarnvatetecaosnss 96 % -
dctividad biolbégica (ensayo de aumento)
recuperacidnl ceesesssccossssecssccass 88 %

Recuperacién proteinica sssvsesesces 100 %

En experiencias anteriofee; 8e compro-
b6 que utilizendo la cromatografia de HMG en Se-
phadex G 75 y DEAE-Sephadez, la mayor parte de
la actividad biolbgica se concentraba en las pri
meras fracciones del efluente. Por esta razén, -
se mezclaron las fraceciones 1 a 10 (31,6 m1  de
efluente). Fracciones 11 a 12 (16,9 ml de efluen
te), Fracciones 13 8 15 (8,9 ml de‘efluente), ¥

estas fracciones mezcladas se liofiligarén.

Freccién 1-10 rendimiento después de
130£411280160  seeesvecesscransssss 17,5 g d0
proteina
Praccién 11-12 rendimiento despues de
12 140£i1128016N  seveecsssesssssess 13,3 mg de
proteins
Fraceién 13-15 rehdiﬁiento despuds de
la 110filizacidn ceeesvecossccesssse 3,2 Mg de
' proteina
La actividad biolégica de estas frac-
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Como se indica en ls tabla 3 1a poten~
cia de las fracciones 1-10, bien por el ensayo -
de @tero de rata o bien por el ensayo de sumento

es aproximadamente, 2,5 veces superior al del ma

terial de partida.

La réeuperacién total (fracciones 1l a

10y1l8 12) de la actividad biclégica, es -

igual al 96 % con respecto a la actividad del mg
teriel de partida.

El 74 % de la actividad biolbgica del

-material de partida, se concentra en los prime -

ros 31,6 ml del efluente, mientras que en las -
fracciones 11-12 gé encuentra solemente el 22 %

de 1a activided biclégics, y las fracciones 13 &

.15 son completamente inactivas. -

Le caracterizacifén del componente pro-

telnico ‘de las fracciones 1 a 10, obtenida por

cromatografie en Sephadex Géod, como se dsscribe .

en’el:ejemplo citede, se obtuvo por medio de ine
munceleciroforesis, de acuerdo con el método deg
erito por Lunenfeld B. Iseraky C.

Shelesnyak M. C., Jdo Clin, Endorcrlnology & Metab.
24.55, 1962. o

En la placa utilizeda pare la inmunce-
lectroforesis, ademds de las Fracciones 1-10, se
colocaron ﬁémbién suero humeno normel y un HMG -
Pergonal-23 menos puro, que tenis una potencia -
gonadotrépica total de 16 mé equivalente de IR.

P., con objetc de comparar la movilidad electro-

forética de las distintas fracoiones proteinicas. '
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Los antfds ue ados, fueron como sigues

1¢ antisuero de conejo,:- .contra suero proteini-
¢o humano total; 2¢ anti-suero de conejo contra
HUG (Pergonal-23). A continuscién figuran los -
resultados de los andlisis inmunoelectroforéti-

COS.

Las Fracciones 1 a 10, con el anti -
suero de la proteina del suero humano total, -
presenta 308 liness de precipitina en la regiémn
de la alblmina, pero el centro de estasg lineas
no corresponde al de la alblmina. sxiste una -
tercera linea dificilmente visible, que gquizd
coincida con la 1linea de la alblimina., Luego, =
existen dos lineas en la regién de¢y(2-, ¥ uns
1linea en la regién de la /4 -globulina.

La misma fraccién 1-10 con el antisue
ro Pergonel 23 o anti-pergonal, proporciona dos
lineas clares, cuyos centros estédn en la regibn

comprendida entre /S - ¥y a(—, y una en la regién

/3 y finelmente, 1 linee en la regiéne(,, mien-

tras que el Pergonal—QB; 0 sea el HNG menos pu-

ro, proporciona 8 lineas de precipitina.

NOTA

Descrita suficientemente la natursle-
za del inventd, asi como la manere de realizar~
1o en la préctica, debe hacerse constar que las
disposziciones anteriormente indicadas, son sus-
ceptibles de modificaciones de detalle, en cuan
%o no alteren su principic fundamental. También

se hace constar que el invento corresponﬁe a
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uns solicitud de patente presentada en Italla -
con fecha 11 de marzo de 1.963 bajo el ne 83/78
acogiéndose, por lo tanto, a los beneficios gque

conceden los Convenios Internacionales en vigor

- ¥ siendo lo que constituye le esencia del refe-
' rido invento y por lo que Se solicita Patente

de Invencién por 20 afios, en Espafia "Procedi -

“miento de obtencién de hormonas gonadotrépicas

pituitdrias, a partir de la orina'; ceracteri -

zéndose por lo siguiente:

le.,~ "Procedimiento de obtenciébn de
hormonas gonadotrépicas pituitarias, a partir -
de la orina" especialmeqte de orina menopalsica
o post-menopadsica, caracterizado por el hecho
de que el producto resmltante presenta un efec=-
to FSH, hormona estimulante del foliculo-predo-
minante, con un indice de discrinminacién FPSH:LH

comprendido entre 3 y 6.

28.~ Procedimiento, segin reivimiica
c¢ién 18, caracterizado por qué la orine menopéu

gsica o post-menopatsica, se gzita, a2 un pH com-

. premdido entre 4 y 4,5, conseguido por medio de

écido acético glacial, con una suspensidn acuo-
sa de alrededor del 20 % de kaolin activado; es
8 se separa, se lava con agua acidificada con -
écido acético, de un pH de 4,5, se extrae con
amoniaco de tal mpdo que el pH se ajuste entre
11 y 11,3, se cenirifuge, ol pH se ajusta de = .
nuevo a 8,5 aproximadamente, por medio de &cido

ecético; el precipitado se separa, se acidifice
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con fcido acético s un pH de 5-5,5 se precipita

con acetona, se filtra y se seca, se lava con -

etanol el 95 %, con éter, se seca, se extrae con

. etancl el 70 % que contenga 10 % de acetato'am64‘

nico, el extracto se precipita con etanol absolu
t0 que contenga 10 % de acetato agénico, se di -
suel#e en fosfato emortiguador 0,05M de pH = 7,
ge agita con dietilaminoetil-celulosa y el liqui
do purificado, acidificado a un pH de 5,4 con -
&cido acético &lacial, se hacé pasar a través de
une columne ::de permutita equilibrada con aceta~
to amortiguador 0,05M de pH = 5,4 hasta que la
densided Sptica E.280 mu es préxima & cero, se -

diluye con etanocl al 40 % que contenga 10 % de =

‘acetato eménico, se precipita con etanol al 95 %

¥y el precipitado se lava luego con etanol absolu

to y éter; se disuelve en sgua destilada y se -

filtra & través de una columna preparade con Se-

' phadex G 200, se recogen las primeras fracciones

y el efluente se lio¥iliza.

- 3%+~ Procedimiento, segfn reivindice~
cién 28, ceracterigado pof el hecho de que como
kaolin activedo, se utilize el siguiente: el kao
1in se lave con una solucidn normal de deido clor
hidrico; luego se deja posar;el liquido que S0 =
brenada se deenada y el kaolin se somete & lave~

dos repetidos con agua.
4% .~ Procedimiento, segdin reivindice~

cién 28, ceracterizado por el hecho de que como

dietilaminoetil-celulosa se utiliza una dietilami
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noetil-celulosa se utiliza una dietilamoncetil-
celulosa que previamente.se trata con 0,05M de
écido clorhidrico, y luego con hidrato sédico -
0,5N y, finalmente, con 0,05M de fosfato amorti

guador, de pH = 7.

58.~ Procedimiento, segun reivindiea
cién 2¢, caracterizado por el hecho de que como
permutita se ufiliza una permutita previamente
tratada para alcangar finalmente una granulome-
tria determinada; la permutita se lave por de -
cantacién con 4cido acético y luego con agua, ¥y

finalmente se seca.

6¢ .= Procedimiento segfn reivindice~
c¢ién 28, caracterizado por el hecho de que la =
filtracién a través de una columna preparada -~
con Sephadex ¢ 200, se realiza a una temperatu-

ra de 45eC,

735- Proceaimiénﬁo, segin reivindicg
cibén 28, caracterizado por. el hecho de gue 1a
adificacibn de la oripa parae elcanzar un pH de
4 a 4,5, se obtiene por medio de 4cido acético
glacial.

8e .- Pfocedimiento, seglin cualquiefa
de las reivindicaciones anteriores, caracteriza
do por el hecho de que el producto resultante -
presenta las actividades biolégicas siguientes:
Aétividad gonadotrépica total (ensayo en dbtero
de rata) 1 mg = 141 mg equivalente de I R.P. =~
FHS (ensayo aumento ratas) 1 mg = 621 equivalen

te de X.R.P. LE, peso prbéstata ventral, ratas -
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hipofisectomizadas, 1 mg = 115 mg equivalente de

I.R.P.

88.~  "Procedimlento de obtencién de

hormonas gonedotrépices pituitarias, a partir de

la oring"; tal y como queda substancialmente des
crita en la presente Memoria e ilustrado en 1los

adjuntos dibujos.

Esta memoria corsta de ventitres hojas

escritas & méquina por una sola cara.

ﬁadrid,' MAY. W

\ ISTITUI0 FARNMACOLOGICO SERONO,
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