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'El1 presente invento se refiere a un procedimiento

para la elaboracién de un preparado inhibidor de la peptida

82 a base de un material de partida que contiene inhibidor

de la peptidasa,

El inhibidor de la peptidasa es un polipéptido -
bésico que fué aislado del péncreas por M. KUNITZ & J. H.
NORTHROP /7J. Gen. Physiol. 19, 991-1007 (19%36]7 ¥y que tie
ne 1la propiedad de inhibir de manera irreversible o de inagc
tivar diveraas peptidasas, proteasas y otras sustancias ac-
tivas, por ejemplo, la tripsina, la quimotripsina, la cali-
creina, la plasmina, fermentos plasmin-activadores, facto-
res coagulantes de la sangre y peptidasas leucocitarias.
Los preparados inhibidores de la peptidasa se emplean como
medicamentos, por ejemplo, en la terapéutica de la pancrea
titis. En la bibliografia se emplean en lugar de la expre-
sién "inhibidor de la peptidasa"también otras denominacio-
nes, por ejemplo, inhibidor de lacalicreina, inhibidor de
la proteasa, etc.

El inhibidor de la peptidasa se pre;enta en diver

sos Srganos animales y liquidos del cuerpo, tales como, por

 ejemplo, el higado, el bazo, la parétida, el pulmén, los -

ganglios linféticos, las gléndulas pardtidas, el intestino,
el péncreas o la sangre, en especial de mam{feros, por ejem
plo, de rumiantes, y puede obtenerse de estos materiales -
animales por métodos de extraccidne

Son conocidos ya varios procedimientos para la -
elaboracidn de preparados inhibidores de la peptidasa o in-
activadores de la calicreina. Conforme a la patente alemana
n2 950.959 se obtiene el inactivador de la calicreina por -

un procedimiento en el que Srganos animales frescos, por -
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ejemplo, gléndulas pardtidas o ganglios linféticos,:péncreap
o sangre, se desengrasan dos veces con un volumen de aceto-
na cinco veces mayor, se extraen con alcohol acidulado al
70 % y bajo la accidn de calor, los extractos se concentran|
bajo presidén reducida y se agitan con étef, el inactivador
de la calicreina se precipita de la fase acuosa con alcoholj
acetona u otro disolvenfe orgénico miscible con agua, el prp
cipitado se disuelve en dcido acético diluido, la solucién
se ajusta de manera débilmente alcalina para eliminar impu-
rezas, y el 1nact1vador de la calicreina se precipita con ~
alcohol, acetona u otro disolvente orgénico miscible con -
agua. _

En la patente slemana n2 954.2@4 se describe un
procedimiento para la elaboracién de inactivador de la ca-
licreina, conforme al cual se preciﬁitan de extractos acuo~
808 0 acéticos de Srganos animales desengrasados y secos, -
por ejemplo, de ganglios linféticqs o gléndulas pardtidas -
de rumiantes, los cuerpos proteicos con ayuda de écido tri-
cloroacético que convierte en débilmente alcalinas las solu
clones que contienen el inactivador de_la calicreina, y se
mezclan con el mismo volumen de alcohol para precipitar las
impurezas, el filtrado se ajusta a un valor pH de 6, se con
centrgbajo presidén reducids, se trata con éter, y el inacti
vador de la calicreina se precipita con una cantidad de al-
cohol diez veces mayor. La obtencidn de inactivador de la -
calicreina a partir de higado, bazo o calostro por métodos
similares, ha sido descrita en la patente alemana 956.097.

De acuerdo con la patente alemana n? 1.011.576 se
obtiene inactivadof de la calicreina homogeneizando higado

de buey y extrayéndolo con &cido tricloroacético diluido emn
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‘mediante extraccidén continua con éter, y se precipita el -

- mente metanol- de sales o hidréxidos de los metales alcali-

-notérreos, 0 bien de sales alcalinas, después de lo cual se

' separado, preferiblemente después de seco, mientras que la

agua, después de lo cual se elimina el &cido tricloacético

inactivador de calicreina por medio de acetona. Segln la -
patente alemana n? 1.014.288 se efectiia la precipitacidn de
inactivador de la calicreina agregando a la soluci6n; libe-
rada del &cido tricloroacético, uma solucidn saturada de s_\j
fato aménico, después de lo cual se disuelve el precipitado
en agua y se precipita el inactivador de la calicreina por
médib de acido piérico. Para la liberacidn del inactivador
de la calicreina se disuelve el picrato en un &cido diluidoj
cromatografiéndose la solucién sobre un intercambiador de -
iones débilmente bésico y,-seguidamente, sobre otro débilm
te dcido, del que se eluye el inactivador de la calicreina
mediante un &cido. Otro procedimiento para la elaboracidn dp
inactivador de la calicreina ha sido descrito en la patente
glemana ne 1,084,433, Este procedimiento comsiste en que -~
(S'rganos animales triturados, que contienen el inactivador

de la calicreina, preferentemente parétida, higado o pulmén|

se extraen con soluciones acuosas que contienen disolventes

orgénicos, convenientemente miscibles con agua -preferente-

precipita el extracto con unalcetona, preferentemente con -
acetona, y en presencia de una sustancia portadora inerte -

finamente distribuida, extrayéndose con agua el sedimento -

albimina restante se precipita cuantitativamente con un pre
cipitante de la alblimina, preferentemente &cido sulfosalici
lico, y una vez separado el precipitado, se elimina de la -

solucidn restante el exceso de precipitante de la albimina,
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con ayuda de intercambiadores de iones. Conforme a la pa=-
tente alemana n® 1.146.616 se precipita el inactivador de
la calicreina desde una solucién acuosa, libre de sales, -
con ayuda de Acido metafosférico. Ahora bien, con ello no
se obtiene el inactivador de la calicreina en forma libre,
sino como derivado diffcilmente soluble. Una variante de es
te procedimiento se describe en 1a patente alemana n2 - -
1.155.503, conforme a la cual el derivado metafosférico, ai
ricilmente soluble, del inactivador de la calicreina se dis
grega disolviéndolo en bases o soluciones salinas, liberén-
dose la solucién de sales, Asimismo se describe en la paten
te alemana n? 1.179.333 un procedimiento, que consiste en -
que el inactivador de la calicreina es hecho precipitar de
sus soluciones con ayuda de &cido ténico en una gama de va-
lores pH comprendida entre 2,0 y 10,0,con preferencia entré
4,0 y 8,0, después de lo cual se separa el precipitado, se
disgrega disolviéndolo en écido, y se precipita el inactiva
dor por medio de disolventes org&nicos miscibles con agua.
Otro procedimiento de precipitacidn ha sido descrito en la
patente alemana n? 1.181.371. Como precipitantes se propo-
nen &cidos polirosf6ric§s 0 sus sales hidrosolﬁbles; En es-
te procedimiento hay que evitar el empleo de un exceso de -
precipitante. Preparados de inactivador de 1# calicreina -
con un grado mis alto de pureza se obtienen, segin la pateg
te alemana n? 1.193.200, precipitando el inactivador de la
calicreina de sus soluclones con ayuda de sales hidrosolu-
bles del &cido metafosférico, evitando un exceso del preci-
pitante, después de lo cual se separa el precipitado, se d;#
grega disolviéndolo en amonisco, bases o soluciones salinas

y se libera la solucién de las sales por métodos en s{ cono
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“inactivador de la calicreina, en solucién acuosa, con elas-

temente 5 % en volumen, de éxido de magnesio a 10 - 50° ¢,

cidos. En la patente alemana n§ 1.251.911 se propone elas-

tina como precipitante. En este procedimiento se trata el

tina yau valor pH de 7 a 10, después de lo cual se Bepa-
ra el complejo producido, se disgrega mediante tratamiento
con medios acuosos de un valor pH de 1 a 6, y se libera la
solucién de las sales.

Un inactivador de la calicreina en forma crista-
lina’se obtiene conforme a la patente alemana n2 1.252.364,
‘sl su solucién acuosa se ajusta a un valor pH de al menos-
9, bien sea mediante la adicién de bases, o blen cambiando
los anio;ea por iones OH, después de lo cual se concentra -
eventualmente, hﬁciendo que cristalice el inactivador a una
concentracién de por lo menos 5000 KIE/c.c.

_ En la patente de medicamentos francesa n2 620 M
se describe un método, por el que se obtiene inhibidor de
la peptidaaa a partir de extractos acuosos de péncreas sul-
furados, mediante 15 precipitaciones consecutivas con nulg%
to ambénico y sulfato magnésico, a disfintoa valores de pH.

Conforme a la patente francesa n¢ 1.483.866 se ob
tiene inhibidor de la proteasa removiendo una solucién acup
8a, que contiene el inhibidor em un estado de pureza de 80
a 140 unidsdes de antitripsina por mg, durante 1 = 16 horas)

preferentemente 3 horas, con 8 - 10 % en voliimen, preferen-

con preferencia a 25° C, después de lo cual se libera la so
lucién del éxido de magnesio afectado de impurezas, y, even|
tualmente, se eliminan los cationes con ayuda de un inter-
cambiador de cationes, para seguidamente precipitar del fil

trado la sustancia activa mediante la adicién de 2 - 6 voll
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menes, con preferencia 4 voliimenes, de un alcohol alifético
inferior, preferentemente etanol, o de acetona, sustancia =
que se recibe en agua exenta de sustancias pirégenﬁs, 0 =
bien en una solucidén fisioldgica de sal comin.

Finalmente se describe en la patente briténica ne
1.070.870 ﬁn procedimiento para la obtencién de polipepti-
das inactivadoras de la celicreina y la tripsina, conforme
al cual se trituran érganos animales que contengan inhibido
res de la calicreina y tripsiné, después de 1o cual se ex-
trae el material triturado con una solucién acuosa que cbn—
tenga dcido fosfdérico, sulfirico u oxélico; el extracto de
los érganos se trata con un éxido met&lico y/0 con un hidrd
xido metélico, cuyo catién forme a temperatura ambiente con|
el &dcido empleado para la extraceidén una sal con un produc-
to de solubilided no superior a 10'4 a 25° C, para después
separar el precipitado del extracto de los 6rganos y aislar
de dicho extracto los polipéptidos activos mediante adsor-
cién en aluminosilicatos de procedencia natural o sintétic?,
en un valor pH de 5 - 7, a continuacidn de lo cual se sepa-
ra el adsorbente y se lava con agua acidulada, mientras gue
las polipéptidas activas se diluyen mediante un disolvente -
polar y se eluyen con agua que, por medio de uwn dcido mine;
ral o de un &cido orgénico fuerte, estéd acidulada a un valor
pH no superior a tres, sometiéndose la solucién obténida de
la sustancia deseada a una nueva purificacién.

Los procedimientos enumerados han sido proyecta-
dos todos ellos con la exclusiva finalidad de la obtepcién
del inhibidor de la peptidasa a partir de extractos de Srga
nos animales, sin tener en cuenta otras sustancias valioéas

contenidas en estos extractos de 6rganos, tales como, por -
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| otras sustancias en su mayor parte o totalmente, de modo que

| del inhibidor de la peptidasa se destruyen la mayorfia de las

—8-—
ejemplo, aminoécidos, péptidos, proteinas, purinas, nucledsi

dos, nucledtidos, hidratos de carbono (glucdgeno), heparina

y otras. En los procedimientos conocidos para la elaboracién

los residuos de la fabricacién no pueden experimentar ningfn
otro aprovechamiento, siendo por consiguiente deSpérdicioa -
carentes de valor. En las precipitaciones salinas se -convier)
ten las aguas madres inservibbs para otra utilizacién; ade-:
més se precipitan por las sales, junto con el inhibidor de 1lh
peptidasa, sustancias acémpaﬁantes, de lo que resultan preci
sas complicadas operaciones de purificacidn con varias etapsi
de trabéjé. Las precipitaciones con disolventes orgénicos no
aon'eépecificas, puesto que los més diversos péptidos, proe .
teinas, polisacaridas, nucleétidos y sales "inergénicas son

precipitados Junﬁo con el inhibidor de la peptidasa. En las

precipitaciones'con disolventes hay que trabajar ademés'casi
slempre con voldmenes grandes, de modo que para la recupera-
cién de los disolventes, casi siempre inflamables, se requigy
 ren grandes instalaciones técnicas de destilacién a pruebs -
de explosiones. En las precipitaciones mediante &cido pferice
o Acido ténico fGnicamente se puede eliminar de los extractos|
el exceso de precipitante con un gasto antiecoddmico. Algu-

nos de los procedimientos mencionados, tales como, por ejem~
plo, la cristalizacién del inhibidor de la peptidasa mediante
la adicién de bases, la precipitacién con elastina, 4cido

metafosfédrico o Acido polifosférico, tinicamente pueden ser -
puestos en préctica con concentraciones en las que el inhibi
dor de la peptidasa esté ya enriquecido fuertemente. Para =

la cristalizacién son apropiadas Unicamente soluciones con =
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al menos 5000 unidades de inactivador de la calicreina -
(KIE) por ml. La precipitacién con dcidos meta o polifostérd
cos y sus sales es posible tan 86lo a bartir de soluciones
pobres en sales, puesto que ya un contenido de sal de 1 % 6
méds impide que se produzca el complejo insoluble en agua.
Una solucién al 1 % de cloruro aménico disocia cuantitativa
mente el complejo de meta o polifosfato formado en una solu
cién pobre en sal; los productos precipitados son ademés so
lubles en el exceso de precipitante. Una precipitacién del
inhibidor de la peptidasa desde extractos mediante elastina
resulta antieconémica. El empleo de este caro precipitante
Gnicamente puede ser considerado para la purificacién ulte~
rior de preparados de inactivador ya enriquecidos.'La adsor
cién en bentonitas es inespecifica, debido a que, ademés -
del inhibidor de la peptidasa, son adsorbidos a la vez los
polipéptidos mds diversos. Aparte de ésto es estorbado el
proceso de adsorcidén por la preséncia de sales. Un procedi-
miento para la obtencidén de inhibidor de la peptidasa a par
tir de extractos brutos o exclusivamente desalbumizados de

Srganos animales o liquidos del cuerpo, extractos que conte;'
gan dicho inhibidor y otras sustancias activas valiosas, en
el que se pudiera evitar la destruccién o la pérdida de las
otras sustancias activas, no era conocido hasta ahora.

Se ha descubierto ahora que el inhibidor poliva;'
lente de la peptidasa reacciona facilmente y de manera espe
cifica, también por ejemplo en presencia de otras sustanciag
activas contenidas junto can el primero en extractos de 6r-
ganos animales, con ésteres ortorost6:icos, formando un com
plejo insoluble en ggua, 8i bien soluble en alcanoles infe-

riores. Este complejo se puede descomponer ficilmente y, al
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miento para la elaboracién de un preparado inhibidor de la

la

el inhibidor de la peptidasa.

descomponerse, suministra el inhibidor de la peptidasa en
estado de gran purezs.

ElApresente invento se refiere ahora a un procedi

peptidasa a base de un material de partida que contiene in-

hibidor de la peptidasa, procedimignto que estd caracteriza

do por el hecho de que el inhibidor de la peptidasa conteni

do en el material de partida se transforma, mediante la roqg

cién con un éster ficido del &cido ortofosférico de la férmu
OH

|
0 P OR,y I

OR
2
en la que Rl representa un radical hidrocarburo con al me~

nos 2 4tomos de carbono, y B, hidrégeno o un radical hidro-
carburo que contiene al menos 2 &tomos de carbono, en un -
complejo insoluble eh agua,.pero soluble en alcanoles infe-
riores, complejo que mediante la reaccién con una base inor
génica, un dcido mineral o una sal de metal alcalinotérreo

-goluble en un alcanol inferior, se disgrega para obtener =~

Como materiales de par@ida para la puesta en pric
tica del procedimiento conforme al invento son utilizables
soluciones acuosas del inhibidor de la peptidasa, por ejem-
plo extractos acuosos en bruto que se obtienen segin méto-
dos en si conocidos mediante la extraccién de Srganos anima
les que contengan inhibidor de la peptidasa o bien de l{qui
dos del cuerpo de mamiferos, en especial de rumiantes, me-
diante agentes acuosos, eventualmente acidulados. Como ma=-
teriales de partida son apropiados también extractos acuo-

sos de érganos, de los8 que se han eliminado ya determinadas
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sustancias acompaifantes, por ejemplo, sustancias albuninoi-

deas. Pueden utilizarse, tanto soluciones acuosas que ﬁniég
mente contengan el inhibidor de la peﬁtidasa en pequeiia cop|
centracién, como también soluciones ya més concentradas. Co
mo materiales de partida pueden consi¢erarse agimismo solu-
ciones acuosas de preparados de inhibidor de'lé peptidasa -
insuficientemente puros, que precisen otra~puri!icaciéﬁ.'La
transformacién del inhibidor de la peptidasa disuelto, en
un complejo insoluble en agua, pero soluble en alcanoles in
feriores, pue&e realizarse de manera ficil y sencilla, para'
1o cual se les agrega a las soluciones o extractos acuosos
del inhibidor de la peptidasa el éster &cido del 4cido fos-
férico como tal, o en forma de una suspensién acuosa o de =
una solucidén concentrada en un disolvente orgénico, por ejenm
plo, cloroformo o etanol, a temperaturas de aproximgdanenté
0 - 60°, preferentemente a temperatura aﬁbiente, ¥ preferen
temente agitando. La precipitacidn del complpdo producido =
por la reaccién del inhibidor de la peptidasa con el é&ster
fcido del &cido fosférico, tiene lugar de manera instanti-
nea y completa. La reaccidén y precipitacién del inhibidor
de la peptidasa con el éster &cido del dcido fosférico es -
espec{fica y no se vé perturbada por la presenciﬁ de otras
sustancias activas e impurezas, por ejemplo, sales. Un exce
8o de precipitante tampoco repercute & manera perturbadora
en la reaccidn y precipitacién del inhibidor de la peptida-
sa, pudiendo eventualmente ser eliminado ficilmente por in-
tercambio de aniones o mediante una sal o hidrdéxido de me-
tal alcalinotérreo. Para aumentar la especifidad de la pre-
cipitacién es aconsejable,en el caso dé soluciones o extrac-

tos acuosos fuertemente &cidos, rebajar la acidez. Cuando -
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las soluciones o extractos empleados como materiales de par
tida son alcalinos, hay que emplear cantidades mayores de -
precipitante. El valor pH de las soluciones o extractos acug
808 de los que se ha de precipitar el inhibidor de la pepti
dasa con el éster del 4cido fosférico, se ajusta preferente
mente a 5 hasta 7. El complejo de inhibidor de la peptidasa
- éster del &cido r;sf6r1co, puede ser separado al poco -
tieipo de la fase liquida, mediantefiltracién o centrifuga-
cibén. Al trabajarse a gran escala técnica es conveniente, -
no obstantg,.dedar reposar la mezcla durante algin tiempo,
por edemplo,.duraﬂte una noche. Las aguas.madrea claras so-
brantes puedeﬂ ser apartadas en su mayor parte mediante si-
fones, con 1o que se puede evitar laéenxrifugacién_o filtra
cién de volimenes grandes de l{quido.

4 ' La desintegracién del complejo a efectos de ais-
lar el inhibidor de la peptidasa, puede realizarse por va-
rios métodos. De acuerdo con un primer método de trabajo se
disuelve el complejo inhibidor de la peptidasa - éster del
fcido fosférico en un alcanol inferior, preferentemente en
un alcanol con 1 a 4 éto;os de carbono,por ejemplo, neténolJ
etanol, propanol, isopropanol,.butanol. o isobutanol. lLas -
sustancias acompaiiantes insolubles, por ejenplq, proteinas
posiblemente precipitadas, pueden separarse mediante filtra
cién de la solucién alcanélica. El complejo disuelto puede
ser desintegrado mediante tratamiento de la solucién alcané
lica con una base inorgénica soluble en alcanoles inferio- -
res, por ejemplo, un hidréxido de metal alcalinotérreb, tal
como hidréxido sddico o potésico, o bien con amoniaco o una
base ambnica cuaternaria, a temperatura ambiente. El inhibi
dor de la peptidasa se separa de la solucién alcanélica, y

puede ser aislado mediante filtracidén o centrifugacién. El
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componente de éster del dcido fosférico permanece disuelto

en el alcanol. En lugar de bases inorgénicas se pueden uti-
lizar para la desintegracién del complejo y la aéparéci6n -
del inhibidor de la peptidasa también sales de metales alca
linotérreos solubles en alcanol, por ejemplo, cloruros ta-
les como el cloruro de calcio, de masgnesio, de estroncio o
de bario. La desintegracién del complejo y la separacién
del inhibidor de la peptidasa se pueden realizar asimismo
mediante el tratamiento de la solucién alcanblica del com-

plejo con un fdcido mineral, por ejemplo, écido clorhidrico

De acuerdo con otro método de trabajo se desinte
gra el complejo inhibidor de la'peptidaaa - éstef del &cido
fostérico precipitado, mediante una solucién de un Scido mi
neral en acetona. El componente de éster del dcido fosféri-
co queda disuelto en la acetona. El rQSiduo insoluble segre
gado puede ser recibido en agua. Mediante la neutralizacién
de la solucidn, precipitacién de sustancias de lastré_mediaﬂ
te un disolvente orgdnico miscible con-agua; por ejemplo, - |
un alcanol como el etanol, o una cetona como la acetona, fi]
tracién y extraccidén del disolveﬁte orgénico mediante desti-
lacién bajo presidén reducida, se puede obtener una solucién
acuosa concentrada del inhibidor de la peptidasa. El grado .
de pureza del preparado inhibidor de 1la peﬁtidasa puede ele
varse todavia mis mediante una renovada precipitacién con -
un éster &cido del &cido fosférico.

Otra forma de realizacién del procedimiento con-
forme al invento consiste en que los Srganos aninalqs o 1{-
quidos del cuerpo que contienen inhibidbr de la peptidasa,

se extraen directamente con una solucidén del éster Acido del|
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"éster, formando un complejo que se disuelve en el producto
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dcido ortofosférico en un alcanol inferior, que preferente

mal de partida se pueden emplear, por ejemplo, pulmén, hig
do, bazo, cerebro, corazdn, plncreas, ganglios linféticos,
gléndulas parétidas, intestino, sangre, tejido muscular, ri]
fiones y gléndulas tiroides de mam{feros, en especial de ru
miantes, en estado fresco o congelado, o0 bien en forma de

preparados secos obtenidos por desecacidén en el vacio o por
liofilizacién. En la extraccién de estos materiales anima=-
les con la solucién alcanélica del éster 4cido del &cido o)

tofosférico reacciona el inhibidor de la peptidasa con dich

alcanélico de extraccidém. La desintegracién del complejo di
suelto y la éegregaci&n del inhibidor de la peptidasa puede
llevarse a cabo por los métodos descritos més arriba.
. Esta varisnte del procedimiento conforme sl inven
to es abropiada especialmente para el tratamiento de mate-
riales de Srganos animales obtenidos por liofilizacién o -
por desecacién en el vacfo. Es esbecialmente apropliado el
pulmén de buey desecado en el vacfo a aproximadamente 60°C.
Como ésteres &cidos del &cido ortofosférico de la
térmula I pueden emplearse, por ejemplo, aquellos en los -
que los radicgles hidrocarburos designados con Rl Yy Ra son
radicales alcohilos con al menos 2 y, preferentemente, con
hasta 20 4tomos de carbono, radicales cicloalcohilos, radi-
cales cicloalcohil-alcohilos, radicales arilos o radicales
arilalcobilos. Preferentemente se utilizan ésteres mono o
dialeohflicos del &cido ortofosférico, o bien mezclas de -
ésteres mono y dialcohilicos, por ejemplo, ésteres mono o -

dibut{licos del Acido ortofosférico, ésteres mono o dioctf-
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licos del &cido ortofosférico, ésteres mono o didodecilicos

del Acido ortofosférico, ésteres mono o diestearilicos del
4cido ortofostérico y'otrés, o bien mezclas técnicas de los
mono y diésteres citados. |

El procedimiento conforme al invento posee frente
a los procediﬁientos conocidos para la elaboracién de prepa
rados inhibidores de la peptidasa diversas ventajas sustan~
ciales. La especifidad &e la reaccidn entre el inhibidor de :
la peptidasa y el éster 4cido del dcido ortofosférico permi
te evitar ampliamenfe’la destruccién o la pérdida de otras
sustancias activas en la extraccién de érganos animales o -
liquidos del cuerpo ¥y en el tratamiento de lbs extraétos.'
Los residuos del procedimiento conforme ai.inxento son apro
vechables como materiales de partide para la obtencién de -
otras sustancias aétivas de valor terapéuticd. Otra ﬁenxada
estriba en que los residuos que se obtienen como desechos cg
rentes-de valor en la elsboracién de sustancias activas a -
partir de érganos aﬁimalés, por ejemplo, en la elaboracién
de preparados de accién antianémica a partir de higado de -
buey, pueden serAﬁtilizados como materiales de partida para
la obtencidn de preparadoslinhibidores de la peptidasa por
el procedimiento conforme al invento, incluso cuando estos
residuos tengan Unicamente un contenido escaso de inhibidor
de la peptidasa. El procedimiento conforme al invento permi
te un fuerte enriquecimiento y amplia purificacidén del inhi
bidor de la peptidasa, incluso cuando se emplean.extractos
brutos con un contenido relativamente pequefio de inhibidor
de la peptidasa, en pocas etapas de trabajo realizables de V

manera sencilla a gran escala técnica.
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EJEMNMPLO 1

10 litros de extracto de higado (obtenido por el
método descrito en "National Formulary", ediciém IX, 1.950,
péginas 208-299; designado alli como "Liver Fraction ne 1")
con un contenido de sustancia seca de 10 % en volumen, fue-
ron mezclados, agitando con 50 ml de dibutilfosfato, y se -
agitaron durante 1 hora. El precipitado floculento formado
se separ$ medisnte filtracién, se removié en 250 ml de agua
destilada.y se volvid a filtrar. El precipitado lavado se -
removil, a efectos de su desintegracién, con 500 ml de una
nezéla de 5 partes de HCl al 10 % y 95 partes de acetona.
El residuo, que contenfa el inhibidor de la peptidasa, se
disolvié en 100 ml de asgua destilada; el valor pH de la so-
lucién se ajustd a 8,0 mediante hidréxido aédiéo, y las sus
tancias no disueltas se separaron mediante centrifugacién.
El producto centrifugado se mezcld con 5 ml de dibutilfosfa
to, ajusténdose el valor pH a 5,5. El precipitado producido
fgé separado por centrifugacién y recibido en 50 ml de alco
hol absoluto. La solucién fué agitada durante 1/2 hora, fil
tréndose sesuidamente.fEl filtrado se mezcl$ con 10 ml de
una solucién al 10 % de CaCl, en etanol y se dejé reposar
durante 2 dfas en una cémara-frigorifica. El inhibidor de -
la peptidasa, presente en forma de gotitas finfsimas, fué -
separado mediante centrifugacién, se lavd dos veces, cada -
una de ellas con 10 ml de etanol absoluto, y seguidamente
se secd en el vacfo. Se obtuvieron 154 mg de una sustancia
blanca, que en total contenfa 774,000 KIE, El grado de pure
za ascendid poi consiguiente a 0,2 meg/KIE, (KIE = unidad -
de inactivador de la calicreina = cantidad de inactivador

que en 1 hora, a un valor pH de 8 y & 37° C, inactiva en la
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mitad dos unidades de calicreina. Unidad de calicre@na = can
tidad de calicreina que en inyeccidén intravenosa produce en’
la curva de presién de la cardtida del perro.el nismo efecto
que 5 ml de orina humana recogida de uné muestra de reéOpiLg
cién de 50 litros y dializada.contra asgua corriente. Méto-
dos de determinacién para la calicreina y el inhibidor de -
la calicreina han sido descritos en "Methoden der enzymatis-
chen Analyse" de H.U. BERGMEYER, Weinheim 1.962, piginas ~.
880-884). |
EJEMPLO2

50 kg de pulmbn de buey congelado fueron pasados
por una mdquina de picar carme, se mezclaron con 80 litros
de agua desmineralizada y 500 ml de HCl al 37 %, y después
se calentaron primeramente durante 1 hora a 60° C, agitando,
¥y a continuacién brevemente a 90° C. Después de enfriar a 6Q
C; se £iltrd la mezcla a través de un filtro-prensa, y el -
filtrado se redujo por evaporacién en el vacfo a 100 litros.
Al producto concentrado se le agregaron 500 g de isooctilor
tofosfato acido (mezcla aproximadamente equimolar de mono y
diéster, corriente en el comercio), a continuacién de 'lo -~
cual se agitd la mezcla intensamente durante 1 hora, deJéndg
se reposar seguidamente durante 24 horas. La fase liquida -
clara superior fué sifonada en su mayor parte.'Del precipi-
tado Be extrajo el liquido restante mediante centrifugacién.
el complejo obtenido, no soluble en agub, se incorpor§ a 1 -
litro de agua destilada y se volvid a centrifugar. Despuésse
recibib el residuo en 1 litro de alecohol isopropilico. La s9
lucién se agitd durante 1/2 hora, filtrédndose a continuacidnl.
El filtrado se mezcld con 5 ml de una solucidn de amoniaco =

al 25 %, a efectos de precipitar el inhibidor de la peptidaJ
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ximadamente equimolar de mono y diéster, corriente en el co

sa. Para una precipitacidn completa del inhiﬂidor de la pep
tidasa en torna de base libre, se mantuvo la mezcla durante
2 diaa a 0° C, ¥y después se centrifugé. El residuo se lavd
dos veces con isopropanol frfo, y finalmente se secd en el
vacfo. Fueron obtenidas 10.300.000 KIE, con un grado de pu-
reza de 0,4 mcg/KIE.

' Las aguas madres obtenidas como consecuencia de lJ
precipitacién con el isooctilortofosfato &cido, pueden ser -
empleadas para la obtencidn de heparina.

EJEMNPIL O3

100 kg de bazo de buey fueron pasados por la mé-
qﬁina de picar carne, se mezclaron iﬁtensamentq con 50 1i-
tros dé agua desmineraiizada Y4 litros de dcido acético =
glacial y, después de agregar 150 litros de etanol al 95 %,
se agitaron durante 2 horas. la nezcla se dejé reposar duran
te 24 horas, después se agitd brevemente y a continuacién -
gse filtré a través de un filtro-prensa. El filtrado se des-
t116 en el vacio para expulsar el alcohol, y se redujo por
evaporacién a 50 litros. El producto concentrado se mezcld

con una mezcla de 20° ml de dodecilortofosfato (mezcla apro

wercio) y 800 ml de cloroformo, agitéindose intensamente du-
rante 1 hora. El precipitado se separd al cabo de 24 horas
mediante sifonsdo del liquido y centrifugacién, y se incor-
poré a 1 litro de agua destilads. Después de separada el -
agua mediante centrifugacién, se recibid el residuo en 1 1i
tro de etanol absolﬁxo. La solucién se agitd durante 1/2 hg
ra, y segulidamente se filtr6; Del filtrado se precipitd el
inhibidor de la peptidasa mediante la adicién de 100 ml de
una solucién al 10'% de MgCl, en etanol. Para la precipita-
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cién completa se dejé reposar la mezcla durante 48 horas a

0° C. El residuo s6lido fué separado por centrifugacién, se
lavé con un poco de etanol enfriado, y se acc6‘en el vacfo.
De este modo se obtuvieron 19,5 millones de KIE en forma de
11,7 g de sustancia 86lida. El grado de pureza obtenido as-
cendié por comsiguiente a 0,6 mcg/KIE, .

Las aguas madres obtenidas como consecuencia de -
la precipitacién con el dodecilortofosfato &cido, pueden =-
ser empleadas para la obtencién de esplenina.

EJEMPL O 4

10 kg de pulmén de buey desecado se mezclaron con
15 litros de una solucidén al 2 % de dodecilortofogfato fci-
do (mezcla aproximadamente equimolar de mono y diéster, co-
rriente en el comercio) en alcohol isopropflico. Ia mezcla
se agité durante 2 horas, y después se filtrd a través de -
un filtro de vacf{o. El residuo de la filtracién fué recibi-
do nuevamente en 10 litros de una solucién al 2 % de dodeci
lortofosfato acido én isopropanol, y se extrajo del mismo -
modo. Los extractos reunidos se mezclaron con 40 ml de HC1
al 37 % y se dejaron reposar durante 48 horas em una céma-
ra frigorifica, péra precipitar el inhibidor de la peptida-
sa. E1 residuo s6lido obtenido mediante centrifugacién se -
lavé con isopropanol frio y seguidamente con un poco de ace
tona, y se secd en el vacfo. De este modo se obtuvieron 8,4
millones de KIE con un grado de pureza de 1,3 mcg/KIE.

Los residuos de la extraccién pueden ser utiliza-
dos para la obtencién de heparina. _

En resumen, la Patente de Invencién que se solici

ta deberd recaer sobre las sigulentes:
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento para la elaboracién de un
preparado inhibidor de la peptidasa a base de un material
de partida que contiene inhibidor de la peptidasa, caracte
rizado porque el inhibidor de la peptidasa contenido en el
pmaterial de partida se transforma, mediante la reaccidén con
un éster &cido del Acido ortofosférico de la férmulas

?E
0 P ORy 1

OR,

en la que Rl representa un radical hidrocarburo con al me-

nos 2 &tomos de carbono, y R, hidrégeno o un radical hidro-
carburo que cpnxiene al menos 2 &tomos de carbono, en un -

complejo insoluble en agua, pero soluble en alcanoles infe

riores, complejo que mediante la reaccidén con una base inor
génica, un &cido ninéral o una sal de metal alcalinotérreo

soluble en un alcanol inferior, se disgrega para obtener el
inhibidor de la peptidasa.

2. Un procedimiento de acuerdo con la reivindi-
cacién 1, caracterizado porque como material de partida se
emplea una solucidn acuosa del inhibidor de la peptidasa.

| 3. Un procedimiento de acuerdo con 1las reivindi-
caciones 1'y 2, caracterizado porque a un extracto acuoso

obtenido mediante la extraccién de érganos animales o liqui

-dos del cuerpo que contienen inhibidor de la peptidasa con

un agente ligquido, se le agrega el citado éster &cido del -
dcido ortofosférico, aisléndose y desintegréndose el comple|
Jo precipitado.

4, Un procedimiento de acuerdo con la reivindica

cién 1,,caracterizédq porque los Srganos animales o l{qui-

A
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traen con una solucién del eitado éster dcido del Acido orto

fosférico en un alcanol inferior, disgregéndose el complejo
contenido en forma disuelta en el extracto. |

5. Un procedipiento de acuerdo con las reivindica~.
ciones 1 y 2, caracterizado porque el complejo, obtenido en
forma s6lida, se disgrega mediante la reaccibén con una solu-
cién de un &cido mineral, por ejemplo, &cido clorhidrico o -
dcido sulffirico, en acetona, aisléndose el inhibidor de la =
peptidasa, separado en forma sélida.. ‘

6. Un procedimiento de acuerdo con las reivindica-
ciones lly 2, caracﬁepizado porque el complejo, obtenido en
forma sélida, se disgrega mediante disolucién en un alcanol
inferior y reaccidn con una base inorgénica soluble en alca-
noles inferiores, por ejemplo, un hidréxido de metal alcali-
notérreo, tal como hidréxido sbédico o pétésico, o amoniaco;
o una base aménica cuaternaria, o con un dcido mineral, por
ejemplo, écido clorhfdrico o sulfirico, o con una sal de me-
tal alcalinotérreo soluble en alcanoles inferiores, por ejem
plo, un cloruro de metal alcalinotérreo, aisléndose el inhi-
bidor de la peptidasa separado en forma sélida.

7. Un procedimiento de acuerdo con las reivindica-
ciones 1 y 4, caracterizado'porqué‘gl complejo contenido en
forma disuelta en el extracto alcandlico, se disgregé xmedian
te reaccién con una base inorginica soluble en alcanoles in-
feriores, por ejemplo, un hidréxido de metal alcélino, tal -
como hidréxido sédico o potésico, o amoniaco, o una base am§
nica cuaternaria, o con un &cido mineral, por ejemplo, &cido
clorhidrico o sulfirico, o con una sal de metal alcalinoté-

rreo soluble en alcanoles inferiores, por ejemplo, un cloru-

U




10

30

ro de metal alcalinotérreo, aislandose el inhibidor de la -

beptidasa separado en forma sélida.

8. Un procedimiento de acuerdo con las reivindica-

ciones 1 y 3 § 4, caracterizado porque se emplean ésteres -

fcidos del &cido ortofostérico de la férmula indicada en la

reivindicacién 1, en la que los radicales hidrocarburos de-

signados con Rl Yy R2 son radicales alcohilos que contienen -
al menos 2 y preferentemente hasta 20 atomos de carbono, ra-
dicales cicloalcohiios, rédicales cicloalcohil-alcohilos, -

radicales arilo o radicales arilalcohilos.

9. Un procedimiento de acuerdo conlss reivindica-
ciones 1 y6 61, 4y 7, caracterizado porque se emplean al-
canoles inferiores con 1 a 4 Atomos de carbono.

10, Se reivindica por dltimo, como objeto sobre el
que ha de recaer la patente de invencidn que se solicita:
"UN PROCEDIMIENTO PARA LA ELABORACION DE UN PREPARADO INHI-
BIDOR DE LA PEPTIDASA",

Todo conror-; queda descrito y reivindicado en la -
presente Memoria descriptiva que consta de veintidos péginas
necanografiadas. '

Madrid, 8 de Febrero de 1.971

BERNARDO UNGRIA
DePo
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