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Este invento se refiere a ux procedimiento de pre—
paracidn de un producto hormbnél extraido del duodeno ce
animales, por ejemplo cerdes. El procducto, convenientemen-
te purificado, es especialmente interesante en aplicacio-
res berapéuticas.

La preparacidén de este producto hormonsl se reali-
ze de acuerdo con el invento por uﬁ procedimiento que pue-
de ser descompuesto en varies etapas que comprenden princi-
palmente la extraccidn propiamente dicha que conduce a la
hormona bruta, 2 continuacidén la obbercidn de una hormons
geni-purificada y finalumente operaciones de purificacidn
sucesivas,

En la primera etapa, se ponen en contacto los duo—
denos de los aninales recién extralios con dcido clorhidri-
co dilufdo con objeto de extraer la hormona bruta.

El dcido clorhidrico diluido en el gue se Gisuelve
la horuona bruta tiere preferiblemente unz concentracidn
précticamente igual a 0,5 %.

Después de la filitraeidn, sobre filtros cada vex
mds finos de acuerdo con las necesidades, el producto con-
tiene la hormona bruta con una cierta cantidad de impure-
zas protéicas y de Vasouila$ine que es una susiancia de
tipo»histaminico norualuente contbenida en las cédulas ine-
testinalss.

Zn lae segunda etapa, se ﬁrecipita la hormona semi-
purificada acoapaiiade de pequeiias cantidades de sustancies
protéicas y ce Vasodilatine,'aﬁadiendo 2 egie elscto a.la
solucidn de hormona filitrada bruta una sel neutra fuerie-
wente concentrada capagz de realigzar un relargzado.

En efecto, se sauve cue el relarsado es, en parsicy
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lar, la precipitacidn de profeidos en solucidn acuosa, re-
sutltante de la adicidn de ciertas sales neutras a grandes
concentraciones. Esta precipitacidén depende de la naturgle-
za. del proteido, de la sal neutra y de su concentracidn, del
valor del pH y de la tenveratura.

En el caso presente, para efectuar el relargado,
se utiliza cloruro sédico puro y seco.

Despuds de disolver la hormona semi-purificada,
en la tercera etapa del procedimiento se realigzan varics red
largados para eliminar les impurezas, acompefindos de una con
centracidn de las soluciones sucesivas y se precipita de
forua iso-eléctrica. la Vasodilatine y bs pnroteinns inacti-
ves alrededor de un pH 5,2, 4 ¥ 7,5, con 1o que se obtiene
una solucidn de hormona prrificada.

En le cuarta otapa del procedimiento, se obtie-
ne la hormona purificada precipiténdola con dcido iriclorc-
acético, lavando el precipitado con disolventes orgdnicos
adecuados y después secdndolc e vacfo en ausencia de hune-
dad.

Segiin uno Ge los aspéotos especialitente ventajo-
sos, el invento tiene ijueluente por objeto la preparaciodn
de dos hormonas duodenatos purificadas, la Secretine v la
Pancreozymine,Aa partir de un producto normor2l de duodeno
obtenido rarciazl o totalmente neaiante el procedirieuto an-
terior. _

Estas dos hormonas son especialmente interesantes
en el aspecto terapéutico y principalmente pare la explora—
cidn de la funcidn pancredtica externa. Pueden ser rresenta-
das cade wna de ellas en un frasco especial cerrado en condi

ciones estériles y en atmdsfera de ritrd:;eno y acondicionadog
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en .un embalaje comin.

. E1 principio de la preparacidn de la Secretine ¥
de la Pancreozymine se basa en la diferencia de solubilidad
g ciertos pH de estas dos hormonas y de otras hormonas duo-
denatos en ciertos disolventes orgéﬁicos.

De acuerdo con el invento, se trata con etanol un
extracto hormonal purificedo de ‘duoderio, con 1o que se Ob-—
tiene una solucidn etandlica en la que se regula sucesiva-
mente el pH a 5,2 aproximadamente para precipitar la Vaso-
dilatine que se elimina y a2 7,5 aproximadamente para préci—
pitar las proteinas que se eliminan y después se trata con

acetona y éter anhidro Ja solucidn etandlice resultante, cus

yo pH se ha llevado & 3 aproximademente, para precipitar
uﬁ extracto que puede ser eventualmente secado hasta el es-
tado de un polvo blanco y que contiene la Secretine y la
Pancreozymine. .

A partir de este extracto, se separa por una parte
le Pancreozymine y por otra la Secretine. Fara ello se tra~
4a el extracto con netanol, obteniéndose una fraccidn inso-
luble y una solucidn metandlica.

Ia fraccidn insoluble convenientemente leveda y se~
cada da un polvo blanco que contiere la Pancreozymine.

Ia solucién netandlica es purificada por ajustes
sucesivos del pH a 5,2 ¥ 7,5 aproximadamente. Los precipi-
tedos obtenidos durante cada ajusie son elininados y la so=~
lucidn resultante, después de ajustar el pH a 6 aproxiuada-
wente, se trata con éter para obtener un precipitado que,
una vez lavado y seco, se presenta en fofua de un polvo blay

co gque contiene la Secretine,

El extracto hormonsl purificado de duodeno que sir—
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ve de material de partida en las operaciones aqui descritas
puede ser el polvo purificado obtenido mediante el trata-
miento completo del proceso en 4 etapas antes descrito.

Pambidn se puede partir del extracto hormonal purie
ficado en solucidn obtenido después de la tercera etapﬁ del
procedimiento. En este caso, en lugar de precipitar el ex~
tracto con una solucidén de deido tricloroacético, se preci-
pite con una solucidn saturada de cloruro sédico y el preci-
pitado se lava con acetona y éter anhidros antes de secarlo
en forme de un polvo blanco que contiene todavia elementos
minerales, (

Log dos polvos obtenidos, aplicando el procedimien-
t0 del invento al extracto hormonal en forma de polvo blan-
co antes citado, pueden ser sometidos a purificaciones su-
plementarias por didlisis y tratamiento con acetona y éter
anhidros, seguido de secado, lo que da unos polvos 1igeros
de gran purezs que contienen Pancreozymine y Secretine, res-
pectivamente.

Para ilustrar el invento, damos a continuacidn al-
gunos ejemplos detallados de la puesta en préctica del pro-
cedimiento del invento, bajo sus diversos aspectos.

La extraccidn se realiza & partir de duodencs de
cerdos recién exitraidos, lavados con sgua corriente fria.

Se liga un extremo de un duodeno y, por la parte
abisrta, se introduce une cantidad suficiente de dcido clor
nfdrico al 0,5 %, es decir elrededor de 400 2 500 cm3. Se
cierrs con una pinza y se deja en contacto alrededor de

1 hora.

s L oo
La hormons bruta se disuelve en la solucidn acida
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cuya accidn es comparable en un ser vivo & la accidn del
quimo dcido gdstrico qﬁe, cuando- pasa al duodeno, libera
dicha hormona.

Ta solucidn es recogida y filtrads sobre un cedazos
Contiene la hormonz bruta con uma cierta cantidad de impu-
rezas proteicas y de Vasodilatine. Una segunda filtracidn
se efectla sobre una zesz, y después una tercera sovbre pa-
pel de filtro. '

La solucidn asf{ filtrada se introduce en uns cuba
de acero inoxidable. Se afiade 28 % de cloruro sédico puro
y seco, se disuelve completaumenie y se deja depositer due
rante 12 a 18 hores en cdmara fris, & una temperatura com-
prendida entre 2 y 4°C., La hormons vrecipita completamente
semi-purificada,'es decir contiene todavia pequeiias canti-
dades de Vasodilatine y de sustencias protseicas,

Despues de este primer relargado, se filtra sobre
papei, con lo que se ob%tiene un precipitado que sé consarvs
¥y un filtrado szlino que se desprecia. El precipitado semis
purificado se suspende en 6 litros de una solucidn de aci-
do sulfdrico puro dilufdo al 5 . Después de agitar lenta-
mente a la temperaturas ambiente, sé deja depositar y se fil
tra én cduara fria hasta que se obtiene una solucidn per-
fectamente transparente, qusdando las iunpurezas sobre el
filtro.

Ta solucidn de hormons asi obtenida se ajusia we-—
diante adicidn de sosa cdustica a pH 5,2-5,4, que corres-
ponde al punto iso-eléctrico de la Vasodilatine. Después
de egitar, evitando la formacidn de espuce, se deje en re-

poso 1 hora en cdmara fria; se produce un ligero precipita—
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Por filtracidn se recoge la solucidn de hormona pu-~
rificada que debe estar perfectamente transparente. Se rea-
lize un segundo relargado con clorurc sdédico.

Esta solucidn se ajusta a pH 4 con sosa cdustica.
Después de agitar lentamente, se deja en reposo durante 12
horas en cdmara fria. Se produce un ligero precipitado de
sustancias protéicas.

Por filtracidn se recoge una solucidén de hormons pu
rificada que debe estar perfectamente transparente y lige=
ramente opalescente. Se realize un tercer relargado con clg
ruro sddico.

El precipitado de hormons purificada asi obtenido
se seca al aire y despuds se disuelve en dcido sulfirico
diluido 2l 1 % formando'una solucidn tan concentrada como
sea posible. Después de agitar lentaumente se deja en repo-
so y se filtra en cdaara fria.

La solucidn de horuona asi obtenida debe ser transe

parente y ligeramente opalescente. Entonces se ajusta el pi

a 7,5 con sosa ciustica. Se produce un precipitado floculen

to de proteinas inactivas, que se deja en reposo durante
1 hora en cé.gva iria.

Se filtra y se recoge la solucidn de horumora gue
debe ser transparente, teniendo lugar esta operascidn en la
cémara fria a una temperatura comprendida entre 2 y 3°C.
Se ajuste muy rdpidamense esta solucidn a pH 3 con dcido
acético puro. A esta solucidn se aiinde 12,5 % de una solu-
cidn de deido tricloroacédtico 2l 50 %. Se agita y se deja

en contacto 1 hora en anpolles Ge decantacidn. La hormona

purificada precipita en forma de copos blencos.
p
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El precipitado, recogido por centrifugacién, se la-
ve. con acetona & razdén de cuatro volitmenes de acetona por
cada volumen de hormonz. Esta operacidn, realizada tres ve-
ces, tiene por objeto desecar la hormona y eliminar las
sustancias lipido-proteicas eventualmente arrastradas en
las precipitaciones, asi como las trazas de dcido triclcro-
acético.

Se efectia un nuevo lavado con éler etilico anhidro
e razén de tres volimenes de éter por cada volumen de hor-
mone. Este operacidn repetida tres veces eliminéAcompleta-
mente las trazas de agua.

Finaluente se seca la hormona a vacio en presencia
de enhfdrido fosfdrico y se obtiene una hormons purificada
de duodeno,

EJEIPLO 2

Iste ejemplo se refiere a la preparacidn de Secre-
tine y de Pancreogyuine a partir de un polvo purificado de
extractos hormorales de duodeno, obtenido mediante el tra-
tamiento complsto descrito de forva Getalleda en el Ejen—
plo 1.

Se traten 100 g de dicho extracto hormonal de duo-
deno con 500 cx3 de etanol al 80 %, enfriado a una Leapsre-
tura de unos +4°C, Se.agita Gurante 5 a 6 horas en cdunra
fria y se repite esta operacidn dos veces. Ias soluciones
alcohdlicas obiteridas se combinan y se filtran.

Se ajusta el pH de la solucidn alecohdlica resulban—
te a 5,2 aproximadamente mediznte solucidn alcohdlica de
hidréxido sdédico, lo gue provoca la formaecidn de un preci-

pitado de Vasodilatine que se deja en reposo durante 12 ho-

-
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ras en cdmara fria. A continuacidn este precipitado se eli-
mina por centrifugacidn en £rio.

Se ejusta el pH de la solucidn slcohblica que so-
brenasda a 7,5 aproxiwedamente, lo que proﬁoca la formecidn
de un precinitado de proteinas que se deje en reposo duran—
te 12 horas en cdmara fria. Después esie precipitado se eli
nina por centrifugacidn en frio.

Se ajusta el pH de le solucidn que sobrenads & 3
eproximacanente mediante dcido clorhidrico y se precipitan
las hormonas duodenales con cinco volunenes de acetons/éter
anhidro. Se deja en repogso Cursnte 12 horas en cdmara fria
y el precipitado de hormoras se recoge por centrifuzacidn.

Bste precipitado se itrata con itres voltuenes de
acetone anhidra y después con dos volimenes de éter annhidro
Se dececa & vacio en presencia Ge P205 r se outiene un pcl-
vo blanco gue contiene Secretine y Pancreozymine, asi como
impurezas proiéicas y elementos minerales tales como cloru-
ro séuilco.

Se procede a una purificacidn suplementaria y a la

separacion de las hornoras duodenales, operando de la forme

3e tratan 10 gz del polvo anterior con 500 wl de ne~
tanol enfriado. Después de haver egitedo rdpidamente duvent

-

4 horas a unos -5°C, se recoge por centrifugacidn en rrio

-

wa fraccidn insoluble que se trata de nuevo con un velumen
de nmetarol fric..

Bn definitive, se dispone entonces, por uns parte,
de ﬁn residuo blanco ¢ne contiene la PancreoZynine y, por

otra parite, de golvelones netanclicas que se combinan y

W
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" poso durante 12 hores en cdmars fria, formindose un preci-

- 10~

conservan en cdmara fria y que contienen la Secretine.

El residuo blenco se lava con acetona y éter enhi-
dro enf;iado'y después se seca a vacio en presencia de P205
obteniéndose un polvo blanco, la Fancreozymine.

Se toman las soluciones metandlicas conservadas en
cdmara fris y se ajusta su pH a 5,2 aproximadémente neGian—

te una solncidn aleohdlica de sose cdustica. Se deja en re-

vitado gque se separe por centrifugacidén en frio y'se despre
cia.

Se ajusta el pH de la solucidn metandlica & 7,5
aprokimaﬁamenﬁe v se Geja en reposo durante 12 horas en cé-
nare fria, con lo que se forma un ligero pfecipitado que se
separa por centrifugacidén en frio y se Gesprecie.

Se ajusta el pE de la solucidn metandlica restante
a 6 aproximadamente y se precipita la Secretine afiadiendo
tres volumenes de éter anhidro, agiiando y dejando en repo-
so~después en cduara fria. E1l precinitado se recoge por
centrifugacidn en frio y se deseca a vacio en presencia de
P205, formdndose un polvo blanco de Secretine., )

EJEUPLO 3
Dste gjenplo ilusira la preparacién de la Secretine

por una parie y de la Pancreozymine, por otra, a pariir de

[&]
o
(4]
)
1

un exsracto horoonal purificado en soilucidn, obbenid
puds de la tercers ehapa del procediniento descrifo en el
Sjemplo 1. 2n este caso, en lugar de precipitar el extracio
con une -solucidn de deido tricloromecético, se prscipita el
citracto con cloruro sddico saturado.

Después de haver secado al eire el precipitado ob—

tenido se aiieden siete volumenes de acetona anhidra enfria-
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da y se agita lentamente durante 12 horas en cédmara fria.

Se separa el residuwo insoluble gue se forws y se
trata de nuevo con siete voldmenes de acetona anhidra en—
friada durante algunas hores.

Se separa el precipitado insoluble en acetona que
se forua y se lava con tres volinenes de éter anhidro. Se
separa 1a solucidn etérea, se escurre y se deseca el produc
to asi obtenido, & vacio, en presencia de P205.

Se obtiene un polvo blanco intenso que contiene to-
davia elementos minerales.

Se towman 100 g de este polvo y se soueten & un tra-
tamiento como el descrito en el Ejempio 1, obteniéndose dos
polvos, uno de ellos conieniendo Pancreozymine y el oiro
Secretine.

~ Estos productos asi obtenidos pueden ser sometidos
a purificaciones suplewentarias. fara cada uno de ellos pue-
de operarse de la forwms siguientes

Se disuelve el producto en aguae destilade ajusiada
a pH 4. A continuacidn se introduce la solucidn en la célu-
la de un dializador provisto de nembranas de Cellopaans 300.
Se dializa frente a agua helada en cdmara fria durante 10 2
12 horas.

' l Al dislizedo obienido se zuaden cinco voliuenes de
acetona aﬁhidra 5 Cespués tres veces el volumen inicial de
éter anhidro. De esta forma se obtiene un precipitado blanco
ligero que se recoge por centrifusacidn. Se trata tres veces
con un volumen iguel ds éier aniidro y me (eseca a vacio en
presencia Ge PoOs,

De esta forwme se obtiene la Secretine y la Fancreo-

zymine en forma de polvos blancos liseros.
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En resumen, la Patente de Invencidn que se solicita

recaera sobre las siguientes:

»
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=REIVINDICACIONES=

1. Procedimiento de preparacidn de Pancreozymine
¥y Seﬁretine, caracterizado por las operaciones que consisten
en poner en contacto los duodenos de animales recién extrai-
dos con acido clorhidrico diluido con objeto de obtener una
solucidn de hormona bruta, efectuar un relargado sobre la
solucién de hormona bruta en acido clorhidrico, con ayuda de
cloruro soédico que precipite los péptidos, para obtener una
solucibén de hormona semi-purificada, efectuar sobre esta Gl-
tima solucidn varios relargados mediante cloruro sédico que

permiten la eliminacidén de las impurezas, la concentracidén

Yde las soluciones y la precipitacién y iszo-eléctrica de la

Vasodilatine y de las proteinas inactivas a unos valores cde
pE de 5,2, 4 y 7,5 aproximadamente, para ohtener una solu=
cidén de hormona purificada., precipitar la hormona de esta
ﬁltiﬁa solucidn mediante &cido tricloroacético, lavéando el
precipitado con disolventes orgaénicos adecuados y secando
después a vacio protegido de la humedad para obtener un ex~
tracto hormonal purificado, tratar con etanol el extracto
hormonal de duodeno, lo que forma una s&lucién etandélica cu-~

yo pH se regula sucesivamente a 5,2 aproximadamente para

‘lprecipitar la Vasodilatine que se elimina y a 7,5 aproximada

mente para precipitar las proteinas que se eliminan y des-
pues tratar con acétona y éter anhidro la solucibn etandlica
resultante cuyo pH se ha llevado a 3 aproximadamente para
precipitar el extracto buscado que eventualmente puede ser
desecado hasta el estado de un polvo blanco y separar la

Pancreozymine y Secretine.
2. Procedimiento segln la Reivindicacibn 1, carac

terizado porque el &cido clorhidrico tiene una concentrscidn

»
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.¢ibén insoluble y una solucidn metanolica y lavar y desecar

purificacioms suplementarias por didlisis y tratamiento con

précticamente igual a 0,5 %.. 7
3. Procedimiento seglin la Reivindicacidén 1 o 2,
caracterizado porque para obtener la Pancreozymine, se tra-

ta el extracto hormonal con metéanol, formandose una frac-~

dicha fraccidén insoluble para obbener un polvo blanco que
contiene la Pancreozymine.

4, Procedimiento segun la Reivindicacién 1 o 2,
caracterizado porque para obtener la éecretine; se trata
el extracto hormonal con metanol, lo que forma una fréccién
iﬁsoluble y una solucibn mebanolica, purificar dicha solu~
cién metanolica por ajustes sucesivos del pH a 5,2 7 a
7.5 éproximadamente para formar precipitados que se eliminan
¥y, despues de gjustar ei pH de la solucidn resultante a é
aproximadamente, tratar a esta con éter para obtener un
precipitado que, una vez lavado y secado, se presenta en
forma de un polvo blanco que contiene la Secretiﬂe;

5. Procedimiento segin la Relvindicacidén 3 o &4,

caracberizado porque los polvos obtenidos son sometidos a

acetona y éter anhidro, seguido de un secado que da unos
polvos ligeros altamente purificados.

6. BSe reivindica por Ultimo como objeto sobre el
que ha de recaer la Patente de Invencidn que se solicita:
"PROCEDIMIENTO .DE PREPARACION DE PANCREOZYMINE Y SECRETINE"

Todo conforme queda descrito y reivindicado en la
presente Memoria Descriptiva que consta de cuatorze paginas
mecanogfafiadas.

Madrid, 11 de Diciembre de 1968

BERNARDO UNGRIA
. PDe.
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