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El presente invento se refiere a una nueva
hormona, & un concentrado o & una mezcla que contiene una
hormona hasta ahora desconocida, designada en lo que si-
gue litoralona, que es producida por las gldndulas para-
tiroides, El presente invento se refiere tambidn a la pre
parzcidn de litoralona y a2 concentrados y mezclas que lo
contienen,

Ia bibliografia se he ocupado ampliamente
de hormonas de las gléndulas paratiroides, a saber de la
parethormona de peso molecular 8.500,une aumenta el ni-
vel de celcio en la sangre del organismo.

(The Journ. of Biol. Chem. 236 : 759, 1961,

Rasmussen y otros; Aislamiento y caracterizacidén de la

hormona de paratiroides de bovino; Biochemistry 5 : 344,

1966. Hawker y otros: Estudios adicionales acerca del

aislamiento y caracterizacidn de polipéptidos de parati-

roides; Cale, Tiss. Res, 4 : 67, 1970. Q'Riordan y otros :

Las propiedades de hormonas de paraﬁifoidés de poreino;

Annals of Int. Med. 70 : 1243, 1969, Aurbach y otros: Hox
monas polipeptidicas y metaboiismo'del'éalcio; Hoppe Sey—-
lers Zrscht. fur Phys. Chem. 351 : 1581, 1970, Nial y
otros : Ia secuencia de aminodcidos de hormonas de ﬁara—
tiroides de bovino; Proc. Nat. Acad, Sci. (USA) 67 : 1862,

1970, Brewer y otros: Hormonas de paratiroides de bovino

Secuencia de aminodcidos; Proc. Nat., Acad. Sei. (USA) 68 :
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63, 1971. Potts y otros: Sintesis de la porcién terminal

en N bioldgicamente activa de hormona de paratiroides).

Esta hormona es una sustancia con una es-
truetura de polipéptido.

Se prepara sometiendo gldndulas de parati-
roides trituradas y desengragsadas a extraccién con dcido
clorhfdrico o fenol moderadamente caliente,

¥l producto bruto que puede ser precipita-
do con un valor de pH de 4,8, punto isceléetrico, se ob-
tiene a partir del extracto fraccionando variag veces con
un disolvente y salificando y precipitando con decido tri-
cloroacético y purificando de modo adicional si es nece-
sario., Este grado de pureza es apropiado desde el punto--
de vista terapéutico. lLa parathormona activa para el cal-
cio, quimicemente pura, es decir las isohormonas activas
de ésta, pueden ser preparadas por una tecnologfa de fil-
tracidén en gel més complicada,

El presente invento estd basado en el reco-
nocimiento del hecho de que las glédndulas paratiroides,
ademés de le hormona conocida, contienen una sustancia o
sustancias con efecto hormonal adicionales, que difieren
esencialmente de las sustancias anteriormente descritas.
Esta nueva hormona serd denominada en lo que sigue como
litoralona, .

La estructura quimice de las sustancias con

-3 -
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efecto hormonal denominadas litoralona todavia no ha si-

do esclarecida. Tampoco se ha aclarado sin ambiglledad to
davia si se trata de una sustancia uniforme, de ﬁn grupo
de sustancias, o de un aldtropo fisico o fisicoquimico
con una estructura qufmica uniforme.

La(s) nueva(s) hormona(s) puede(n) ser ca-
racterizada(s) del siguiente modo:"

Una sustancia apropiada para usos farmacdu-
ticos y cosméticos carecterizada por los siguientes datos
ceracter{sticos: es soluble en agua, contiene ¢, H, N, O,
S y/o P y no es ni una protefna ni un esteroide, es un
compuesto heterociclico con un peso molecular entre 200
¥ 1000, no es de cardcter graso, no es soluble en benceno,
cloroformo ni tetracloruro de carbono, y contiene las si-
guientes moléeulas o fragmentos caracteristicos: C7H11N5028 H
05H9N50 ; posee los siguientes efectos fisioldgicos: pro-
voca fosfaturia, aumenta el peso de las gléndulas de Her-
der de ratas, posee un efecto protector contra radiacio-
nes, influye sobre la corteza adrenal y también sobre la
concentracidn de elementos traza de la sangre; en el efec-
to elfnico~terapdutico influye de modo favorable sobre el
s{ndrome de Sj8gren, la rino-laringo~faringitis seca, le
paradontosis, él escleroderma, la candidiasis de la piel,
el eritema por radiacién y otros cuadros clinicos.

Las nuevas sustancias con efecto hormonal son

-4 -



10

15

20

25

22772

405274
insetivas para’el caleio, y por lo tanto, de modo contra~
rié’'a las hormonas anteriormente conocidas, carecen de in
fluencia sobre el nivel de calcio en la sangre tanto en
gentido ‘positivo como en sentifo negativo, pero aumentan
el contenido de silicio de la sangre. '

Ias fracciones fuertemente purificadas des~
pliegan un extenso efecto farmacoldgico y terapéutico -
tal como se deseribe’ seguidemente — en una concentracién

bioldgieamente muy pequeda, por debajo de“1.)ug/kg de pe-

’ A

86 corporal, -
* -’ Im hueve sustancis &' sustancias muestren
las . siguientes caracterfsticas qufmicas: no pueden ser
precipitadas con deido tricloroacétice, de maners que ho
gon de modo carente de embiguedad i de-cardeter protef-
nico ni-de- ecardeter polipeptfdico. Tampoco son de carac-
fer: graso, no pueden. ser. disueltas ni en benceno ni en
cloroformo,” ¥ por el contrario son solubles en agma. la
1{toralona congerva su actividad bioldgica todavia des-
pués de uh tretemiento de una de sus' soliciones, el cual
tratamiento desnaturalizarfa les.sustencias de.cirééter
proteinico, por ejemplo despuds de un tratemiento con:™
fcido nitroso u éxido de etilemo, -  '°
Bl presente invento 'se refiere tembidn-a -
la ‘preparacidn 'de 1a hormona litoralons arriba deserita

¥ a concenirados o mezclas que la contienen, en que la

u'is“-'
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gléndula paratiroides aislada de un mamifero es secada y
triturada y si se desea desengrasada, después de lo cual
es sometida a. extraccién con agua y la solucidén obtenida
es liofilizada, (Materiales de partida apropiados para la
preparacién de litoralona son por lo tanto los cultivos
de tejidos o celulares derivados de lag gléndulas parati-
roides de mam{feros).

El concentrado preparado de este modo (solu
cién acuosa o polvo liofilizado) ya es apropiado para ma-
nifestar los efectos terapéuticos o biolégicos que se des
criben seguidamente con detalle, en preparados farmacéuti
cos,

"Concentrados més activos pueden ser prepara
dos haciendo un esfuerzo para obtener un producto que con
tenga el ingrediente activo en una forma mds concentrada
0 en una forma mds pura y/o inactivando la hormonz activa
pare el calcio acompafiante, Los productos més puros son
més convenientes para la finalidad de. preparar productos
farmecéuticos més apropiados en lo que se refiere al pun-
to .de viesta estético o a una dosificacidn méds precisa.

El extracto acuoso puede ser dejado libre.
de las protefnas y polipéptidos afiadiendo al exiracto un
agente que prescipita las proteinas y utilizando la solu=
cién obtenida después de haberse eliminado el agente pre-

eipitante,
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Como agentes precipitantes de proteinas
pueden utilizarse 4cido tricloroacdtico, dcido sulfosa-
lic{lico, etc. Tambidn se pueden emplear métodos tales
como eliminacidn de las protefnas afiadiendo disolventes
y precipitdndolas por salificacién, Como método mds préc-
tico y mds eficaz se ha encontrado la precipitacidén con
dcido tricloroacdtico, Unicamente es desventajoso el he~
cho de que es relativamente difieil eliminer el exceso
del agente precipitante. Esto pﬁedé realizarse en la pric
tica por medio de una serie de ‘extracciones con dter, pe-
ro tambidn es posible calentar la solucidn acuosa libre
de protefnas (la litoralona no es especialmente termoi-
nestable, segin se ha deducido de las §ltimas experien-
ciag de la: solicitante-), y de esta manera se puede des-
componer 90% del 4cido triclorcaeético (se forman cloro-
formo y diéxido de carbono).

De acuerdo con las observeciones de 1& so-
licitante 'la separacidn de protefnas, polipdptidos y
otras fracciones se puede llevar o cabo tambidn con muy
buenos resultados mediante filtracidn en gel. Fn este ca~
go lo sustancle deseads puede obienerse con una gran pu-
reze en le fraceidn apropiada, Un método muy préctico
consigte en la purificacidén por filtracidn en gel despuds
de la eliminacidn de protefnas en la fraccidn acuosa.

Por medio de la filtracién en gel sobre una columna con

-T -
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une gran capacidad separadora, o mediante una repetida

filtracidén en gel de una pequefia fraccidn, puede obtener~
ge una fraceidn de litoralona con uha purezs reletivamen-
te elevade,

La purificacidn del ingrediente activo pue-
de efectuarse de diversas maneras y pare este fin pueden
utilizarse métodos tales como extraceidn, precipitacién,
adsorcidn, etc., y combinaciones de éstos,

Para la descomposicién de la parathormone
active para el calcio el método mds conveniente es el
tratamiento con sustancias que reaccionen con facilidad
con protefnas, o con polipéptidos. Por lo tanto, se pue-
de utilizar un tratamiento con 4cido.nitroso,.dxido de
etileno, formalina, etc.

Tal comd ya se ha mencionado, todavia no
s¢ ha puesto en claro la uniformidad de la litoralona.

Se ha comprobado que con diferentes operaciones quimicas
y fisicoquimicas, pueden ser separadas entre s{ diferen-
tes fracciones activas de litoralona. Asi, .pueden obte-
nerse diferentes fracciones precipitando con disolventes,
mediante diversos métodos de cromatografia, filtraeién
en gel, didlisis, extraccién, salificacién fraccionada y
tratamiento con intercambiadores de iones., Para una se~
paracién més nftida de las fracciones se puede emplear

una combinacidn de estos métodos.

-8 -
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El presente invento se refiere tembién a
composiciones terapduticas y/o preventivas, que contie-
nen como ingrediente activo litoralona -o fracciones de
litorslona en mezela con excipientes inertes, sélidos o
1{quidos., El contenido de ingrediente activo de dichas
composiciones puede variar dentro de amplios limites y
puede ser preferiblemente de alrededor de 0,05-10 mg/do-
gis en la terapia para seres humenos.

' Estos productos pueden ser preparados de -
acuerdo con los métodos conocidos de la industria farma-
céutica a partir de concentrados sélidos o lfguidos gque
contignen litoralona, o & partir de mezclas de estos, en
forma de tébletas, supositorios, soluciones, unglentos,
mezclas en polvo o aerosoles.

Tebletas con un contenido de ingrediente
activo de 0,05-5 mg pueden ser preparadas mediante un
procedimiento de granulacién en himedo, perc tambidn es
aplicable una tecnologfa en seco, Como aditivos puede
emplearse cualqhier clase de aditivos inertes e inocuos
de los que se utilizan en la industria farmascéutice para
producir tabletas,

Una solucién inyectable puede ser preparada
a partir de una solucidn acuosa en una concentracidn de
alrededor de 0,05-5 mg/ml, pero en este caso es necesaria

la eliminacidn de protefnas arriba mencioneda y se requie

-9 -
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re ademds la perfecta eliminacidn de los agentes precipi-

tantes de protefnas. Bl modo de preparacidn méds factible

de soluciones para inyeccidén consiste en la filtracidn en

medio estéril del concentrado acuoso. La solueidn para in

yeccidn no tiene efecto irritador sobre los tejidos y no
provoca ninglin efecto secundario anafildctico.

También pueden prepararse a partir de esta
sustancia unglientos que posean un contenido de ingredien-
te activo de 0,01 - 0,1 mg/g. Para este fin son apropia-
dos la mayor parte de los materiales de base pars unglen-
tos terapéuticos hidréfilos e hidréfobos. La situacidn es
gimilar en el caso de la preparacidn de supositorios en
dondé ademés son apropiadas la manteca de cacao’ y olras
mesas de base -sintéticas pare supositorios (Carbowax).

El contenido de -ingredients activo de los supositorios
depende del grado de pureza del concentrado, y es de apro
ximademente 0,05 - 5 mg.

Fl presente invento se refiere ademds a
preparados cosméticos que contienen litoralona como in-
grediente activo. Dichos preparados cosméticos pueden ser
producidos a partir de concentrados sélidos o liquidos
de litoralona con disolventes conocidos, después de adi-
c¢ién de sustancias aditivas, de carga, diluyentes, lu~
bricantes y excipientes, en la forma de unglientos, solu-

ciones, cremas, emulsiones, mezclas en polvo, aerosoles,

- 10 -
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etc., en una concentracién de aproximadamente O,% - 0,5
ng/g.
Con los preparados que contienen litoralo-
na se han llevado & cebo extensas investigaciones clfni-
5 co~terapduticas, tal como se describe seguidamente con de-
talle., Ia dosis diaria ers de tres porciones, cada una de
0,1 - 0,5 mg, del concentrado que contenfa litoralona por
via oral, No se observé ningin efecto secundario perjudi-
cial sobre un grupo de pacientes de aproximadamente 3000
10 personas, En algunos casos se observd la aparicién de una
erupcién del tipo de urticaria sobre la superficie de la
piel, ‘0 de tiempo en tiempo una sensacidén de nauseas y
de vémitos., Estas complicaciones aparecieron Unicamente
en un 5% de los pacientes tratados.
15 Los siguientes efectos fisiolégicos son ca-

racteristicos de ‘1la nueva sustancia con ‘actividad hormo-

nal,
e) Efecto farmacoldaico
20 . . Fl nivel de calecio dsl suero sanguineo no

es afectado précticamente. Se aumenta el contenido de si-

licio en la sangre y se cambia la concentracidn de otros

elementos traza esenciales (por ejemplo Zn, Cu, F, etc,).
Se provoca fosfaturia y aumenta el conteni-

25 do de monofosfatos orgdnicos y monofosfatos ciclicos

22-7-T72 - 11 =
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Se disminuye el contenide de azdcar en la

(cAMP) en la orina.

sangre.

Se actda sobre factores que influyen en la
coagulacidn de la sangre.

Se aumenta la lipdlisis.

Se aumenta o regule la actividad de las
gléndulas secretoras de muous.

Se actia sobre el sistema de corteza adre-
nal-hipéfisis~hipotdlamo,

(Se establece el estado de la resistencia
sindrémica adaptativa: se aumente el nivel de cortisol
en el suero, se sensibiliza la corteza adrenal frente al.
ACTH, se defiende a la superproduccidén de esteroides de
la corteza adrenal frente a tonificantes, se inhibe la
liberacidn endogénica de ACTH de la hipdfisis, se defien-
de contra la actividad hipertréfica de la gléndula adre-—
nal inducida por une dosificacidén prolongada de ACTH).

7 En dosificacidn crénica (1 afio) la zona
glomernlar es ligeramente hipertréfica, por el contrario
la zona fascicular muestre una suave hipofuncidn, toman-
do como base exdmenes histopatolégicos finos.

La proporcién de mieloides-eritroides de la
nédula ésea os aumentada, Se induce el efecto activador

del mesenquima : se estimula el crecimiento y la multipli-

- 12 -
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cacidn de fibroblastos asi como la formacién de la sustan
cia de' tejidos conectivos y del sistema fibroso fibrilar,
se mejora la curacidén de heridas inhibida por la cortiso-
na, Sé‘aumenta el contenido de glicoproteinas y de seromu
coides del suero sangufneo. Se actia sobre la recupera~
cidn de tejido dseo y cartilaginoso y en una pequefia con-
centracidn se activen los osteoblastos y condrocitos. Ias
sustancias son necesarias para la funcién fisioldgica de
la matriz 659&, de los cartf{lagos, asi{ como también de los
tendones' y cordones articulares y membrana ginovial., Se
aumenta la densidad de electrones por actividad intracelu-
lar del aparato de Golgi y del retfculo endoplasmético

en las células que constituyen los tejidos Sseos y carti-
laginosos. Se suprime el latirismo experimental, Se dis-
ninuye la concentracidn de citratos en el suero y se aumen
ta la concentracidn de fosfatasa alcalina. Se defiende el
organismo del efecto perjudicial de las radiasciones elec-
tromegnédticas., Se disminuyé el tiempo de regresidn del
eritema cutdneo y se aumenta significativamente la super~
vivencia de ratas sometidas a irradiacién con una dosis
letal de rayos y se defiende contra el defio pare la médu-
la 4sea inducido por irradiacidn. Se modera el efecto an-
timitésico de los mielocitos de médula sea inducido por
radiaciones.

Se emplean con un efecto no sdlo profilde-

— 13 -
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tico sino también terapdutico contra los dafios por radia-
ciones,

Se aumenta significativamente el peso de
las glédndulas de Herder de ratas, que son fotorrecepto-
ras extrarretinales. Se influye sobre el efecto enérgico
biolégico de la radiacién luminosa. Se aumente la incorpo
racién de glucosamina marcads con 014 en los tdibulos re-
nales y se aumenta significativamente la concentracién de
mucopolisacdridos de los tejidos renales. Se aumenta la
diuresis,

Se modera significativamente el efecto de
la histamina de disminuir la temperatura rectal (efecto
regulador de las anastomosis arteriovenosas).

Se actfa sobre los endotelios de las pare-
des de los vasos, 0 sobre la sintesis de mucopolisacéri-

dos de sug interiores,

b) Efecto clfnico

1) Efecto ejercido contra la alteracidén pa~

toldgice de todo el sistems mucoso, membranoso ¥y respira

torio del organismo

S{ndrome de "0jo seco";
vulvovaginitis secas

rino-laringo~faringitis seca;
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bronquitis crdnica;

ocenas
muecoviscidosis;y
afeccién de membrana hialinas
5 sinugitis recidiva;
alteraciones pulmonares de origen sistémi-
co (fibrosis pulmonar, alteraciones pulmonares esclerd-
ticas);
emfisema inicialj
10 perturbacidn de la descarga de gléndulas
nucosas;
Jeucoqueratosis y leucoplaquia de las mem—
branag mucosas}
aftas recidivas y sindrome de Beheet;
15 candidiasis de la membrana mucosa;
sfndrome de Plummer-Vinson;
sindrome de Reiter;
sindrome de Sjbgren;
s{ndrome de Mikulicz;
20 dafios para la membrans mucosa como resulta-

do de una lesién por radiacién.

2) 0tros cuadros clinicos de origen ectoddr-

25 Candidiasis de la piel;’

22772 - 15 -
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Verruga juvenil y vulgar;

Condiloma acuminado;

Queratosis palmoplantar;
Acanthosis nigricans;
Bsclerodermia, morfea;
Egcleroedema;

Necrobiosis lipofdica;

Granuloma anular;

Seudoxanthoma elasticum;
Induratio penis plastica,
contraceidn de Dupuytren;

Liquen escleroso atroficante;
otras degeneraciones colagenosas;
radiodermas;

epidermolisis vesicular,
alopecias

Onicodistrofia; ]
Telangiectasia y cutis marmorata;
Psoriasis pustulosa;

Impetigo herpetiformis;

ictiosis;

Perturbacién de formacidn de pigmentos. Vi-

3) Enfermedades de los drganos de locomocidn

- 16 -
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v de los huesos.

Tos llamados cuadros clfnicos degenerati-

vos originados por desgaste:

cag.,

Artrosis;

disoscopatia;
espondilosis.

Otros cuadros elinicos:
Enfermedad de Bechterew;
osteogénesis imperfecta;
osteoporosis idiopdtica;
otras ogteoporosis;
osteofibrosis;
osteopatia;

tendovaginitis y bursitis.

4) Bnfermedades neuroldgicas y psiquidtri-

Estados aténicos o hipotdnicos de los miscu-

los (Sclerosis multiplex);

Papilloedema;

Paicosis de origen endocrino (distonia vege-

tativa, sintomas psfguicos de menopausia, sintomas psiqui-

cos que aparecen después de estrumectomf{a, psicosis de

Cushing, ete.).

Descompensacidn depresiva de origen neurd-

- 17 -
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BEstados de déficit de impulsos e inachivi-

tieo,
dad, o estados tenebrosos. Catatonia.

Terapia fundamental en la represidn de abu

$0s y narcomanias.

5) Cuadros clfinicos de obstetricia y gine-

cologfa,

Toxemias de embarazo (hipertensién, edema,
albuminurie, pre-eclempsia; eclampsia; toxemias de aposi-
cién).

Perturbaciones menstruales (enfermedades
uterinas, amenorrea, raromenorres, polimenorrea, ete. ).

Sfndrome menopadsico (hipertensidén, ondula-
ciones térmicas, transpiracidn, sintomas psiquicos, per=-
turbaciones de cambio de serocortisol circadial).

Prurito o craurosis vulvar;

mastopatia fibroeistica;

Erosio colli;

perturbaciones de lactancia;

sintomas androgénicos;

hipogonadismo.

6) Alteraciones conectadas con 8rganos sen—

soriales,

- 18 -~
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Cataratas incipientes;

alteraciones escleréticas del fondo, reting

patfa diabética;

del olor;

glaucoma diabética,

perturbaciones de los sentidos del sabor y

otoesclerosis;
otitis recidivaj;

dafios para las cuerdas vocales de origen

orginico (ronguera),

7) Perturbaciones de termorresulacién

Hipohidrosis o hiperhidrosis;
hiperhidrosis palmoplantar;
escalofrios, ondulaciones térmicas;
subfebrilidad de cardeter endocrino;

perturbaciones de funcidn de las anastomo-

ais arteriovenosas periféricas;

enfermedad de Raynaud;

acrocianosis,

8) Afecciones dentales y orales.

Parodontogis;
tendencia acrecentada a las caries;

perturbaciones en el crecimiento de los

- 19 -
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hipoplasia dental,

9) Enfermedades del sistema vascular,

Retinopat{a diabética;
Ulecus cruris;

Arteriosclerosis obliterans,

10) Cuadros clfnicos endocrinos.

Basofilismo juvenil;

enfermedad y sfindrome de Cushing;
cretinismd; '
enfermedad de Fagge;
hipoparatiroidismo;

adiposidades dolorosas;
lipodistrofia adiposogenitalj
lipodistrofia progresiva;
sfndrome corticogenitalj

sintomes tardfos de diabetes, glomeruloss—
gindrome de Morgagni.

11) Cuadros clfnicos de gastroenterologfa.

Hipoacidez o anacidesn;

Ylceras gigantes aletargadas;

w20 =
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gastritis atréfica,

 12) Proteceidn contrd los rayos, proteccién

contra el efecto.de los embientes externos.

5 Proteccidn contra la rediacidn;
_terapie de dafios por radiaciones;
meteoropatia;

medicina cosmondutica,

10 13) Dafios iatrogénicos.

Supregién del efecto secundario perjudicial
de sustancias radiomiméticas y supresoras de immunidad.
‘Tratamiento de daflos por esteroides con-
efecto de glicocorticdides;
15 .o . Supresidn de dafios por anticonceptivos de
esteroides administrados por via peroral;
Tratamiento .de cataratas iatrogénicas;

Fluorosis.,

20 . 14) Cuadros clinicos de gerontologfa.’
' Progerias;
gerodermas,
sintomas angioldgicos y psiquidtricos de
las edades avanzadas,

25
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15) S{ndromes,

Numerosos sindromes adquiridos o heredita=-
rios conectados con dafios mesoectodérmicos generales (da~
fios dermatolégicds, oftalmolégicos, psiquidtricos, endo-
erinoldgicos, pedridticos, locomotores, pulmonafes, gine-~
coldgicos y urogenitales),

Se debe hacer observer que los efeétos farﬁ
macoldgicos y clfnicos arriba descritos indican énicamen=-
te ol alcance y ol cardcter de los efectos de las nuevas
hormonsas descubiertase ,

A Los ensayos farmacol&gicos ¥ quimlcos se
han eqfédo'llevapdo a cabo regu;armentg desde hace varios
afios por ocﬁo céxedras univeréitafias; iﬁétitutos haciona
les ¥ factorias farmacéut:.cas° Los ensayos clinicos, por
otro 1ado, se estén llevando a cabo por velnte clinicas .
universitarias, institutos nacionales y hospitales en Bu-
dapest, de modo simul‘té,neo° Los ensayos terapéuticos 80
bre diferentes cuadros clinicos se efectuaron hasta el mo,
mento sobre un grupo de pacientes registraaos ds 3000 per'
sonas. El ‘efecto terapéutico para algunos cuadros elinl-
cos ggarece ;610 Qe;pués de un ﬁratamlento regular duran-
teivarias semanas o algunos meses (por ejemplo lé enferme
q§é de Baqhtgrew),.No'obstante, hey tembidn efectos rela-
ti?amenté teppr@nos v répldos (porje;emplo ocena)a.Eﬁ al-

ganos casos la remisién es duradera, en otros casos depen

- 22 =
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de ‘de lag hormonas y los pacientes recaen con rapidez A
despuds de interrupeidén del tratamiento (por ejemplo rino
Paringitis seca).
Las fracciones mds puras manifiestan su efec
5 to terapéutico ya en una concentracidén muy pequefia (en una
concentracidn‘de 1/1000 ppm o por debajo de ésta, que co-
rresponde a una dosis oral de 1 microgramq/kg de peso cor
poral), ' ' '
“Son ‘sorprendentes la amplia escala de enfer
10 medades y su eparente incoherencia; sobre las cuales ejer
ce la litoralona un efecto terapdutico. A este respecto
se puede hacer referencis a la cortisona y sus derivados
con -efectos hormonales similares, que ejercen un efecto
terapdutico sobre més de cien enfermedades, El efecto te-
15 rapdutico dé la litoralona puede ser comparado dnicamente
con el dé los derivados de cortisona y abre un nuevo capi
tulo én la ciencia terapdutica, farmacolégica y bioqufmi-
ca, Né:obstaﬁte, difiere de los derivados de la cortisonsa
no sélo en las indicaciones significativamente diferen-
20 tes ( en numérosos cesos tiene el efecto opuesto), sine
tambidn en su toxicidad significativemente menor y en el
cardcter de su efecto. En genera} despliega un efecto len
to, que se desarrolla gradualmente, contrario al efecto
frecuentemente temprano de la cortisona, y ejerce una in-

25 fluencia favorable principelmente en progresiones ¢réni-
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cas, degeneratives y esclerotizantes y no en estados in-
flematorios, excoriativos y fulgurantes. No se observd
ningin efecto secundario perjudicial importante durante
un tratamiento clfnico duradero a lo largo de un affo,

' Pars encontrar un cohtacto entre la terapie
de cuadros clfnicos que aparentemente carecen de toda re~
lacién, se propuso una hipbtesis de trabajo, le llemada
"teorfa térapéutica evolucional'; Esta teorfa ayudd "funda
mentelmente 8 encontrar dichs relacién. '

) El hecho de que la gléndula paratiroides no
esté'fbda&ia desarrolleda como Srgano endocrino de los in
vertebrados y peces;‘y que sparezca por primera vez en los
repfiles eh el curso de la evolucidn con simulténed dese--
pericidn del aparato bronguial, y consiguientements su ori-
gen esté conectado con el comienzo de la vida en tlerre
fivme y b1 hecho de que esta gléndula se desarrollase hig
$olégicemente en el curso de la evolucién 2 partir del
epltelio faringeo, que se volvié superfluo y era un drge-
no respiratorio en la vida en el agua, cbndujo a la supo=-
sicidn de que la funcién de la gléndule perativoides es
la édhptacidn‘de la vide primitiva, aplicada a los océa-
nos primarios, & las.condiciones'esbeciaiés de vida en
tierra firme.

L& vida en tierre firme comenzé a deserro-

llarse hace 200 millones de afios en la ‘tierra y hubo de ~ -

-24 =
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resolver numerosos problemas fisiolégicos fundementales

de la-emersidn desde el agua & la tierra firme, Los érga-
nos respiratorios cambiaron de modo fundamental. Con el
desarrollo de los pulmones hubo de resolverse el relaje-
miento de la tensidn superficial de las células aereas
produciendo un "agente tensioactivo", de que los alveo-
los pueden no estar en un -estado atelectdtico, y el faci-
litar el trabajo de inhalacidn. Hubo de procurarse hacer
éptimo el contenido de vapor y la temperatura del airs

que entraba sh los pulmones y asegurar la ausencia de con

. ‘teminaciones mecénivas en éste.

La cérnea ocular y el tejido conjuntivo hu-
bo de ser protegido.contra la desecacidn, los microtrau-

mas. del polvo y de contaminacidn del aire, y hubo de pro-

.curarse une lubricacién convenlente cuando el globo-ocular

se movia y compensar la diferencia de refraccidn entre el
alre y la cérnea. La gldndula locrimel y las gléndulas ac-
cesorias se desarrollaron, :

. Se hubo. de resolver el .método de lievar el
a%imento seco al estémago (produccidn de saliva con conte
nido de mucina), L

Los érganos auditlivos y olfativos cambiaron
en su configurscién con la nueva bloesfera.
.. Ia piel adquirié fundementalmente dos nuevas

funciones. Habfe de proteger al organismo contra la dese-

e 25 e
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cacibn, contre los dafios crecientes por radiacién y los -
daflos externos. La termorregulacién se volvid una tarea
esencigl (el agua de los rios y océanos tenfa una tempera
turs casi constante comparada con los extremados cambios
de temperatura de la tierra firme). Se desarrcllaron las
gléndulas sebdceas y sudori{paras, las células pigmentadas
y formaciones ectodérmicas accesorias (cabellos ufias y ve,
los). Para la trituracién de los alimentos sélidos apare—
cieron dientes fijados a las mandfbulas mediante rafces y
tambidn aparecid el esmalte de estos dientes. Se formaron
lds anastomosis arteriovenosas pard una termorregulacidén
més exacte,

- Por 'lo tanto, se hubieron <de desempefiar nue
vas funciones por parte de todas las superficies margina-
leg que separaban el orgenismo vivo del aire exterior. Al
cesar-el poder ascensional recayd un trabajo acrecentado
sobre los tejidos de soporte (aparecieron los huesos tubw
lares), Le médula dsea contenida en los huesos tubuleres
proporciond la hematopoyesis en lugar de hacerlo el higa-
do y el bazo,

La nueva bioesfers transformé o desarrolld
fundamentalmente los 6rgenos de locomacién. (Sustancis
cdéndrica, articulaciones, desarrollo de las membranas .si-
noviales, aumento de la tensidén muscular, etc.). En la vi

de en el agua, las branquias tomaban parte en la regule-
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cién del equilibrio iénico del orgenismo ademds de aten~
der a la funcidn de respiracibn. Esto fué posible debido
al hecho de que el agna de mar contenfa todos los iones
necesarios para la vida, juntamente con los elementos tra
za esenciales, Como consecuencia de la alteracién de la
bicesfera, este papel recayb en las dos hormonas de la
gléndula paratiroides, es decir en la parathormona y la
litoralona, asi como también en la hormona de aldosterona
de la corteza adrenal, Is parathormona dirige en primer
lugar la regulacidn del equilibrio de calcio y de magne-
sio, la hormona de aldosterona dirige el equilibrio de po
tasio y de s0dio, mientras que la litoralona dirige prih-
cipalmente el equilibrio de los elementos traza esencia-
les; entre otros, el de silicio, fldor y cobre., En la re-
gulacién de los iones fosfato y sulfato toman parte las
dos hormonas de paratiroides.

' Ia concentracidn de idn citrato en el siiero
es aumentada por la parathormona y es disminuida por la
litoralona.

Tomando en consideracién el hecho de que al
haber cesado la vida en el agua ya no habfa ningdn camino
posible para dirigir la ingestibn de los iones necesarios
a partir de la bioesfera a través de las biomembrenas, la
dUnica posibilidad gue quedaba a los organismos superiores

era la regulacidn del equilibrio idnico por la ingestién
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de alimenios y per excrecidn de los mismos, (Ia regulacidn
hormonal de la absorcidn de los vellos intestinales y de
los t€bulos renales). _

El sistema éseo desarrollado requerido por
la estructurs mds sélida o firme de la vida en tierrs se-
ca, se ofrecid por su parte como almacén de iones,

' El hecho de que la litoralona influye signi
Ploativemente sobre el contenido do silicio en la sengre
y tiene un pepel decisivo en la regulacién del mismo (en
30 dfas ol tratemiento de rates y conejos conm litoralona:
da como-resultado un atmento de més de 100% del conténido
de"silicio en le sangre), llama expresivamente ls atencidn
sobre el papel fisiolégico muy importente del silicio en
la’ sintesis de glico-mucoprotefdos y en el gobiernd de sus

funcione's fisiolégicas (de modo similer al ién sulfato).

s TS
. LWt

Como resultaedo de la investigacidn sobre la
litordlona, sl 4cido silfcico y sus complejos alcanzarén
ung’ categorfe distinguide; desde su enumeracidn hasta sho-
re- despreciade de propiedades fisioldgicas (tejidos bradi-
tréficos y la formacidn de teJjidos eldsticos,- regulacidn
de -la osificacidn, ete.). Por otro lado, el contenido de
silicio -de la sangre humana es igaal al del ague marina’
(3~4 ppm), en donde primitivemente se desarrollaba la vi-
de. -

El desarrollo de la vida en tierra firme - -

=28 - -
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caugd simnlteneemente el méximo efecto estimulador en la
higtoria de la vida en 1& tierra para lés drganos que se
adaptaron esponténeemente a la vida en la tierra firme,
Estos efectos estimulantes afectan significativemente de
modo més intenso & los organismos vivos en tierra firme

que & los organismos que viven en los mares incluso des-
pués. de la aparicidn de los memfferos y de la adaptacidn
a le vide en tierra firme (por ejemplo efectos climdti~-
cos, radieciones electromagnéticas, etq,).

En les épocas de la geghistoria,,ia dega~
pariciﬁn de algunes especies animales & la aparicidn de,
otres nuevas, tales como por ejemplo hace 60 miliqnes~de
afios en el periodo cretéceo tardfo la exterminacidn de
los reptiles prehistdricos y la aparicién de mamiferos
- €8 puesta en relacién por la meyor parte.de los cien-
t{ficos con el cambio de la composicién cualitativa y
cuantitativa de la radiacidn en contéetq con la tierra
(independiente del hecho de si se debi& a dgsplazamien7-
to de los polos o a actividad solar), ‘

¢+ . .. Por otro lado, la gléndula paratir01des y
su, grado de desarrollo determinaron - como la, ﬁnica sug-
tencia de origen natural protectora contra la radiael6n
y el envejecimiento - la supervivencia del mundo an1mal
superior en tierra firme ¥ el desarrollo de las especies

més resistentes. frente a los cambios que afectaron a to-

- 29 =
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- da la shperficie exterior de la tierra.

El agua de mar absorbe los rayos lonizen~
ten., Puede considerarse como seguro el hecho de que el
desarrollo més intenso de la gléndula paratiroides de
pamfferos causé el desarrollo de especies més resisten-
tes contra dafios por influencias césmicas. La 1it6ralona

tiene un papel muy esencial y hasta ahora escasemente

‘aprecisble en su importancie en 1a‘proteccidn o dismi-

nueidn de la generacién de radicales libres como conse-

“ciencia de la radiacién fundaﬁéntai, que es una de 1as

caﬁééelprincipaleé'ée‘lds proeesos.de envajecimiento;'El

“efacto en este caso no sélo es profildetico, simo que
‘los defios de este tipo aparecen ya como restitayéndose

‘gradtialmente por s{ mismos (al menos en algunos casos).

La existencia del sfindrome adaptativo estéd garantizada
para lasg cristuras vivas de categorfas superiores por el
gilstema de tél&mé-hipotélémo-hipgfisiélcorteza adrenal,

Ta Hormona de litoralons de la gldndula paratiroides es

-unafﬁarte'integral'del‘éistema'dé adaptacién neurc-endo-

erfniéo y su sctividad causa la estabilizacién ¥ el aumen

o de 1la resistencis sl sfrdrome de edaptacién. Aumenta
1d disposicidn del organismo pars impedir dsfios por efec-
tos exteriores perjudiciales. En esta relacién, tiene un
ePectd expreso tambidn sobre la sctividad nerviosa y ce-

rebral superior y tembién es indispensable en la funcidn

- 30°L
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Se debe hacer observar que los métodos de

fisioldgica de la misma.

supervivencia son bastante diferentes en la vida en tie-
rre firme y en la vida en el egua. El désarrollo del em-
bridn en le cavidad corporel y la alimentacidn despuds
del neeimiento & partir de los pechos se desarrolld, por
el efecto apremiante de la vida en tierra firme, como la
forme de- vide més desarrollada en dicha tierra.firme (los
memf{feros de los mares volvieron de la tierra firme & los
neres), Esto- esegurd la supervivencia méds segura dé los
descendientes, Ia gléndula paratiroides ejerce un eierto
efectd fisiolégico expreso sobre las génadas y sobre los
drganos reproductores y también sobre los pechos de los

nem{feros,

RESUMEN

Ia litoralona como hormone de la gléndula
paratiroides actia en el sentido de aumentar y reforzer
lag propledades fundamentales de la sustancia viva, Aumen
ta la constante de Rubnér'y de este modo el potencial
de los seres vivos, que es la ley fundamental de la evo-
lucidn, Existe valor terapdutice para todas las enferme-
dades, cuya etlopatogénesis se encuentire en relacidn cau~
sal con el desarrollo de la vida en tierra firme y con la

adaptacidn a dicha vida, Ia litoralona ha hecho posible

3 -
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la propagacidn invasors de la vida superior sobre toda le
superficie de la tierra por aumento intracelular dsl esta
do de desequilibrio activo y de la deformidad., Esta es la
explicacidén de su amplio efecto terapdutico.

Seguidamente ge da sdlo un ejemplo en rela-
cidn con esta teoria:

El sfindrome de SjBgren en el nuevo aspecto
es una insuficiencia tfpica de disposicién adaptativa a
la tierra firme. Su cuadro total (que raramente es obser-
vado en todos sus sintomas de modo simulténeo, pero su for
me. parcial o abortiva es mucho més frecuente) estd forma~
da por los siguientes sintomas:

Queratoconjuntivitis seca,

xerostomf{a disfagia;

rino-laringo~faringitis seca;

bronquitis seca;

fibrosis pulmonar;

poliartritis;

escleroderma;

aquilia géstrica, hipoacidez;

anemiag;

vulvovaginitis seca;

alopecia;

fotodermatitis;

teleangiectasiaj

"32 L



transpiracidn, atrofia de las gldndulas se-
béceasi ' '
perturbacidn de la caleificacién de. los dien
tes y huesos; , oo ,
5 o .. Gebilidad de los miésculos,. hipotonia;
. pdrpura;
subfebrilidad; .
neurosis. _ _ , B
. Tal como puede verse; el total de los sin-
10 tomas arriba mencionados no sélo era inexplicable desde.
gl punto. de vista etiongicQ gntes:ﬂemdesarrollaggella”
#egria tergpéuﬁica_evolutiva, sino que tgmbién_era,iﬁac—
eesibleideqﬁe el punto de vista terapégtico, Lg litoralo~
na influye terapéuticamente sobre todos estos sintomas de
15 wne, manera may favorable ﬁtanto objetiva. como. subjetiva~
pénﬁe),,biep seaAen el conjunto total de sintomas, bien
384 separédameﬁie cuando éstos se presentan de modo par-
clal,
De modo similar a esta teoria, ha resultado
20 explicable la formacidn de otros numerosos sindrdmes qﬁé“
réépbndeﬁ terapéutieameﬁte al tratamientd..Por io fanto
sé hizd.poéible la percepeidn de nuevos sindromes o que-
daron unidos los,limites de muchos sindromes registrados
separadanente. Se ﬁa probado que el déficit_de hormonea de

25 litoralona tiene una funcidn muy importente y en muchos.

22"’2"';2 =33 -
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casos una funcidn exclusiva en un amplio margen de enfer-
medades, y tlene un efecto terapdutico no sdlo en los ca~
gos de défieit., Ia litoralona actia sobre los tejidos o
gobre las células de los organismcs superiores (gléndulas
apocrinas, condrocitos, linfocitos, osteocitos, mastoci-
tos, fibroblastos, células de Kupfer, etc.) de modo simi-
lar a las hormonas, mediante la liberecién de monofosfato
de adenosina cfclico, estimulando la enzima de adenilei-
clasa,

Ia diferencia entre los dos tipos de hormo-
nas de gldndulas parafiroides, entre la paréﬁhormbna‘y la
litoralona, puede ser explicede de modo mds conciso di-
ciendo que la parathormons ejerce un efecto del cardcter
de la vitamina D y que la 1itora16na ejerce un efecto del
cardcter de la vitamina A, Parece probable que las hormonas
con cardetér de litoralons son producides en las llamades

célulasg eosindfilas de la gléndula paratiroides.

Los siguientes ejemplos sirven para ilustrar

de%alles adicionales del invento, sin tener ningin caric-

ter limitativo.

EJENPLO 1
10 g de polvo de gléndulas liofilizado y

triturado son desengrasados de una manera conocida (segin

= 34 =
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Aurbagh) del siguiente modo:

_ El polvo de gldndulas es mezclado a la ten-
peratura. ambiente con 25 ml de acebona zbgoluta y luego -
es filtredo en un filtro de vidrio No.Gy. El polvo de glén

5 dulas bien filtrado con succidn es mezclado de nuevo a le
temperatura. ambiente con 25 ml de cloroformo y es filtra-
do sobre un filtro de vidrio N05G4; ge repite este opera-
gidn. Ia sustencia filtrada es.suspendida de nuevo en 25
nl de acetona absoluta y es filtrada con suceidn sobre un

10 filtro de vidrio N00G4o El polvo de ‘gléndulas obienido es
secado en vacfo a la temperatura ambiente..El peso de la
sustancia .seca obtenida varfa entre T y 9 g, dependiendo
del contenido de grasas de la sustancie inieial,

10 g de  polvo de gldndulas desprovistos de.

15 su contenido de grasa y de agua son extraidos tres veces
con porciones de 100 ml cada una de agua destilada a la
temperatura ambiente  durante 1-1 horas bajo une atmdsfera
de nitrdégeno. Entre las extracciones, el polvo ds gléndu-
lag es separado de la parte  liguida. por medio de una cen-

20 tr{fuga de laboratorio de gren velocidad. las fracclones
extraidas son almacenadas & une temperatura de 3-52C en
una atmésfera de nitrdgeno- hasta ser tratadas, Los extrac~
tos acuosos son positivos frente a la ninhidrine, al biu-
ret y al 4eido tricloroacético,

25 Degpuds de esto, los extractos acuosos son

22-7-72 - 35 -.
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recogidos y se afiade une cantidad de 50% en volumen de
deido tricloroacético con una velocidad de adicién por
goféo constente y con agitacién, de tal modo que la con-
cenﬁfacién'final de dcido tricloroacédtico sea de 15%,
Despuds de reposar'durante 1 hora 2 una'temperatura-de
3-52C ol precipitado'con 4eido tricloroacdtico es cen~ -
trifugado, La cepa superior es une solucién acuosa trang
parente, que es negativa frente al biuret y al 4ecido tri-
cloroacédtico y es positiva frente & la ninhidrina,

El exceso de dcido triclorcacético es eli-
minado mediente extracciones en serie & la temperatura

ambiente con una solucién achosa de &ter (1-1,2 voldmenes

‘de §ter : 1 volumen de agna). Pars la total eliminecién

del 4eido tricloroacdtico son necesarias en general 17-18

extracciones; en la préetica se llevan & csho 20-25 ex-

tracciones,

Despuds de la §ltima extreccién el pH de
la fase acuosa debe tener un valor de 4,5-5,
' La eliminecidn de éter dura 6 horas y se

1leve & cabo en una atmésfere de nitrégeno, mediante una

bomba de ague & una temperatura no superior a 309G, - -

'Ie eliminacién de &ter lleva aparejade una
disminucidén del volumen (se separa por destilacidn ade-

més une parte de la fase acuosa).

Ia total eliminacién de &ter es comprobada

o 36'“"’
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por el olor. ,
., La solucidn acuosa despuds de ello es lio=-
filizada y almacenada en un recipiente bien cerrado (es
higroscépica). '

~ El rendimiento con relacién a la cantidad
total de polvo de gléndules inicial (antes de desengrasa-

do) es de 10-15%, dependiendo del contenido de érasas.

. EJEMPLO 2,

Aplicando el método descrito en el Ejemplo
1, un extracto liberado del contenido de protefnas y del
agente prgcipitante es preparado a partir de un extracto
acuoso de las gldndulas peratiroides desengrasadas, 5 g
de un producto liofilizedo inactivo frente a &cido tri-
clqpqacétigo son :iltpados en gel sohpe una columna que
contieﬁe Sephadex G15° ¥l tamafio de la columna es 4,3
veces 144 om, El agente eluyente es agua,

Ta velocidad de oirculécidn es de 60 ml/
hora, _ | _

Ei_tgmaﬁo:de las ffaccipnes'dew15.ml.

Eeso'de lés muestras li&filigaﬁasﬁfgcogidas

durente el fraccionamiento:
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Ndmero de tubos Peso/mg

46 - 83 913
84 ~ 98 1126
99 - 118 999
119 - 136 1416
137 - 154 24
155 - 170 3
185 - 198 19
221 ~ 230 | 2
238 - 265 15
279 - 285 | 1
TOTAL: 4518 mg (90%)

La fraccién principal, tubos nimeros 46-83,
que contiens 913 mg es bastante rica en litoralona y po-
see en una dosis de 5-10 microgramos/kg de peso corporal
una actividad fisiplég;pq_o terapéutica expresa.

Esta es la sustancia que contiene los dos
primerés méximos de la filtracidén en gel. '

La separacidén apropiada de la fraccidn

puede efectuarse con los siguientes métodos de deteccidn:
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a) Medicidn espectrofotométrica de la ab-

soreidn a 280 milimicras;

b) Medicidn espectrofotométrica de la ab-
sorcién a 234 milimicras;

c) Medieidn espectrofotométrica de la ab-
gorcién a 360 milimicras;

d) Medicién de la conductividad eldetrica.

e) Un andlisis cuantitativo de iones cloru-
ro con nitrato de plata. _

f) Ta mediéidén del pH de las fracciones que
pertenecen a los diferentes méximos.

g) Investigacién con reactivo de ninhidri-
na.,

h)Investigacidn a simple vista de la opa-
lescencia y del color (amarillento).

Fl rendimiento de la fraccidn principal,
tubos ne 46-83, es de 2-2,5% calculado con relacidén al

polvo de glédndulags paratiroides seco no desengrasado,

EJEMPT.0 3.
Se lleva 2 cabo el procedimiento de acuerdo

con el Ejemplo 2, excepto que los dos primeros méximos
son recogidos en fracciones principales separadas, Asi,
302 mg ds fracecidn principal I y 555 mg de fraceidn

prineipal IT se obtienen a partir de 5 g de un extracto
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acuoso libre de protefnas.,
' Despuds de esto la fracecifn principal II
es nuevamente filtfada en gel, Se recogen en la columna
456 mg de la sustancia y se utiliza agna como agente elu-
yente. El tamafio de la columna es 4,3 veces 144 cm, ¥y la
velocidad de circulacidn es de 50 ml/hora. El temafio de

las fracciones es de 10 ml,

Relleno: Sephadex G15.

De este modo, la fraccidn principal II pue-
de ser desdoblada en otros tres méximos. Las fracclones
que pertenecen al méiimo central son reunidas. El peso
despuds de liofilizacidn es de 237,5 mg.

El rendimiento, calculado con relacidn a
un polve de gldndulas paratiroides seco no desengrasado
es de 0,6 - 0,8 %..

Propiedades caracterfsticas: una sustancia
higroseépica‘coldreada de amarillo gue contiene C;-H, N,
0, S, y/o P. Grupos caracterfsticos son: -SH, -OO0H, -OH.
De'aéuerdo con un andlisis por eépeétrograf{a de masas
se encontraron los siguientes fragmentos caracterfsticos:
C7H11N502S, °5H9N5°’ y C4H6N0.

Puede suponerse que una de las moléculas es
un derivado de purina (guenina) con une cadena lateral

que contiene un grupo sulfhidrilo,

Ia fraccidn contiesne ademds otras estruc-—
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turas (por ejemplo aminodcidos como impurezas). Esta frac
cién tiene un efecto fisioldégico y terapdutico definido
incluso en una dosis de 1 microgramo/kg de peso corporal.

El producto puede ser purificado por métodos
de crowmatograiia o de otro tipo.

Mediante una columna rellena con celulosa
0 con una resina de intercambio de iones se pueden eli-
minar los eminodcidos contaminantes (lisina, dcido glutd-
mico, glicina). De este modo se puede obtener una litora
lona, todavia contaminada, en un rendimiento de 0,3-0,4%
caleculado con relacidn al polvo de glédndulas paratiroides
seco. Este producto es eficaz en una concentracién infe~
rior a 1 meg/keg de peso corporal.

Ejemplo 4

La sustancia descrita en el ejemplo 1 se filtra
en gel en Sephadex G-15 /Pharmacia" fabricado en Suecia,
temafio de particula 90-120 micras/ con tecnologia descen
dente.

El diagrama de elucidén se mide a una extinecidn
de 280 nm. Midiendo el volumen de la cantidad de liquido
descendente en funeidn de la extincidn, el segundo pico
desde el comienzo contiene sl Litoralon.

Los perdmetros caracterfasticos de la filtracidn
con gel son los slgulentes:

indidas 5,1 g de sustancia /[u partir del Ejemplo 1 disuel

- 4] -



10

15

20

25

3-9-73

403274

ta en 10 ml de agua /

Didmetro de la columna: 4,85 cm

Alture de la columne: 149 cm

Velocidad de l2 corriente: 0,78 ml/minuto
Tiempo: 10 minutos

Tamafio de la fraccidén: 7,8 ml/tubo

pico A 77-103 tubos
pico 3 104-128 "
pico C 129-134 "
pico D 135-162 "
pico E 163~-189 "
pico F -190-217
pico G 218-227 "

El pico B contiene el ingrediente activo.

Bl volumen de elucién de 104 tubos es 814 ml.
El volumen total del pico B es 188 ml.

Entre los picos D y E la reaccidn del cloro es
positiva, El peso del liofilizado seco del pico B varia
entre 0,43-0,53 g en el caso de aproximadamente 5 g de
material de partida.

Identificacidén por filtracidn con gel:

Despuds de filtracién con gel en Sephadex G-15
la sustancia tiene que aparecer en el eluato a /0,67 %
0,02 7xV si es detectada por absorcién a 280 nm en so-

lucién acuosa, Vo significa el volumen al cual la sal

- 42 -



aparece en el eluato. / Reaccién del cloro positiva_/.
El pico B se fracciona é’rendimiento posterior_7 en una
columna Dowex 50x2 a pH 1,8.
Se introducen 301 mg de sustancia en solucidn
5 acuosa al 30% en una columna Dowex 50x2 de 132x1 cm, la

cual ha sido previamente equilibrada con una mezcla de
deido férmico-deido acédtico a pH 1,8, Velocidad de la
corriente: 13 ml/hora. Temafic de fraccidn: 4 ml. Ia frac

cién es detectada a 280 nmm. Se obtienen 9 picos de elu-

10 cidn.
Signo Tubos Peso /mg/

A g~12 8,4
3 13-17 18,4
c 18-23 64,4

15 D 24-29 5,2
E 30-36 2,2
P 37-42 0,5
G 43-50 3,1
H 51~47 7,3

20 I 58-80 6,8

116,3 /38,6 %/
El ingrediente activo puede ser detectado en las
fracciones D, B y P,
ILas fracciones antes mencionadas son aplicadas

25 a8 un papel de la marce Whatmen 3 MM de 22 cm de ancho y

3-9-73 ' - 43 -
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sometidas a electroforesis a pH 1,8 y 1500 ¥ durante 90
ninutos:

El ingrediente activo es positivo a la ninhidri
n2 y emigra uniformemente desde 1la linea de partida hacis
el polo positivo /5 o1/ 90 1in/-/1500 V/.

Bl producto aislado por medio de electrofore-
sis se eluye con agua y se ensaye su actividad bioldgica,
51 rendimiento del producto aislado es de 0,01-0,02 cal
culado en el polvo de'gléndula seco.

La Litoralona obtenida de este modo pusde ser
considerada quimicamente puro y su actividad biolégica
fue comprobada mediante 1los ensayos siguientes:

El peso de la gldndula Harder de las ratas fue
aumentado significativamente por una dosificacidn de %;/120
g. Con la misma dosificacidn se disminuye significativa-
mente el azdcar de la sansre. /Dosificacidn: s.c./

Con una dosificacidn de tabletas orales de 7
microgramos, 3 diarias se curaron los sintomas de Rino-la
riﬁgofaringitis sicca en el hombre y aumenté significati-
vamente la cantidad de AliP descargada en la orina.

Ejemplo 5 |

Después de llevar a cabo el procedimiento des-
crito en el Ejemplo 1, el producto final liofilizado es
sometido & una didlisis. Desrués de disolver 700 mg de

le sustancia en 33 ml de agua destilada, se dializa en
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una memhrana de didlisis marca Kalle 44. ILa didlisis se
lleva a cabo frente a 2 veces 100 ml y 13 veces 150 ml

de agua destilada, campidndose la fase acuosa exterior ca-
da 3,5 horas; en las tres noches la fése acuosa debe ser
cambiada de 16 en 16 horas. ILa didlisis se lleva a cabo

a una temperatura de 52C.

En la membrans se retienen 41 ml de la so-
lucién (poreidn no dializada).

E1l producto liofilizado contiene 35 mg de una
sustancia secd, Al evaporar la fase exterior a 30¢C en
vacio y liofilizar, se obtienen 662 mg de una sustancia
seca, |

Ejemplo 6

Procediendo . tal como se describe en el Ejem
plo 1 y pertiendo de 20 g de polvo de gléndulas (liofili
zado y no desengrasado) la solucién acuosa liberads de
proteinas y de éter es evaporada en vacio hasta un tercio
de su volumen, después de lo cual es mezclada tres veces
con une mezcla de 1:1 (en volumen) de cloroformo y agua.
La capa acuosa es liberada de cloroformo bajo atmbsfera
nitrégeno en vacfo. La solucién acuosa libre de clorofor
mo es evaporada adicionalmente en vacio hasta un volumen
de 20 ml y se afiade una cantidad 5 veces mayor de aceto~
na. La solucidn es dejada reposar durante la noche sobre

hielo. A partir de la fase acetdnica casi incolora se se

- 45 -



10

15

20

25

3-9-73

400274

para una parte oleosa coloreada de amarillo. L& solucién
acaténica es decantada y la sustancia olsosa do color ama
rillo es secada en vacio hasta que su peso sBea constantae.
Se obtienen (A) 1,1 g de un concentrado resinoso.

Ia solucidén acetdnica decantada es evapora-
da hasta sequedad en vacfo. Se obtiene (B) 1 g de un con
centrado resinoso.

Biemplo 7

50 g de un polvo de glandulas liofilizado
son desengrasados del modo descrito en el Ejemplo 1. Se
obtienen 38 g de un polvo de gldndulas desengrasado, los
cuales son mezclados con 400 ml de una solucidn al 10%
de urea, después de reposar durante 1 hora son afiadidos
a 400 ml de dcido acédtico glacial y 400 ml de acetona,
La mezcla es dejada reposar durante 1 hora y luego se afia
de una cantidad adicional de 1200 ml de acetona y 11,2
ml de una solucidén 1 N de hidréxido de sodio, se deja
praoiﬁitar, y 3e filtra a través de una capae de tela me
tdlica. Se araden 2 litros de éter a la solucidén aceté-
nica deuwosa:que contiene urea, que lusgo es dejada repo-
sar durante la noche y decantada. La suspengfidn es cen-
trifugada, lavada dos veces con 50 ml cada vez de une mez
cla 1:1 de &acetona-éter. El precipitado obtenido es mez-
clado con 200 ml de una solucidn al 10% de decido acético

y es disuelto. A partir de la solucidn se obtiene un pre
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cipitado afiadiendo 10 g de cloruro de sodio. El precipi-
tado es disuelto en 50 ml de agua. Bs dializado 6 veces
cada vez con 2 litros de agua, el égua de dializacién
agotada es decantada y el residuo es liofilizado. Se ob-
tienen 732 g de un concentrado s6lido (susitancia C). La
sustancia retenida en 1a solucidén (197 ml) después de
precipitar con cloruro de sodio y de centrifugar, es tra-
tada con 40 ml de deido tricloroacétice al 45% y es cen~
trifugada. Luego la capa superior es dializade 4 veces
con 3 litros de ague cada vez, es evaporade en vacio y
liofilizada., Se obtienen 86 g de un concentrado {sustan~
cia D).

La presente solieitud, que corresponde a la
presentada en Hunaria, el 4 de Agosto de 1.971, bajo el
N2 CI-1146, se acoge a los beneficios del articulo 51 del

vigente Estatuto sobre Propiedad Industrial.

REIVINDICACTIONES

Los puntos de invencidn propia y nueva que

Se presentan para que sean objeto de esta solicitud de

- 47 -
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Patente de Invencién en Espaiia, por VEINIE aiios, son los
que se recogen en las reivindicaciones siguientes:

18.- Un procedimiento pare la preparacidn
de hormonas que contiene concentrado o una mezcla de la
nueva hormona (u hormonas) de litoralona producidas por
la gldndula paratiroides o por el cultive de tejidos o
celular de las mismas, caracterizado porque la gldndula
paratiroides aislada de maniferos es secada y triturada,
91 se desea es desengrasade y, también si se desea &s ex-
trafda con agua, y la solucidn asi obtenida es liofiliza-
da,

28,~ Un procedimiento de acuerdo con la rei-
vindicacidn 18, caracterizado porque las proteinas o los
polipéptidos que se encuentran en la gldndula paratiroi-
des son desnaturalizados, preferiblemente por tratamien~
to con deido nitroso, 6xido de etileno o formalina, etc.

38.- Un procedimiento de acuerdo con las rei-
vindicaciones 18-28 caracterizado por la eliminacién de
proteinas y polipéptidos desde el extracto acuoso, prefe-
riblemente por adicidn al extracto de agentes precipitan-
tes de proteinas, tales como dcido tricloroacético, dcido
sulfosalieflico, etc.

48,- Un procedimiento de acuerdo con las rei-
vindicaciones 18-38, caracterizado por la liofilizacién

o precipitacién del concentrado acuoso libre de proteinas,

- 48 -
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si se desea después de purificacién adicional (por ejemplo
filtracién en gel), con lo cual las sustancias aisladas de
los cultivos de tejidos y de células de la gléndula pa-
ratiroides de mamiferos pueden ser utilizades también pa
ra este fin ademds de 1a glindula paratiroides.

58,- Un procedimiento de acuerdo con las rei-
vindicaciones 1% a 48, caracterizado por el hecho de
que el componente activo que se encuentra en la solucidn
acuosa que contiene hormonas es desdoblado en fracciones,
preferiblemente por precipitacién con disolventes orgéd-
nicos y/o por crematografia, y/o por filtracidén en gel,
y/o por didlisis, y/o por extraccidn, y/o por precipita-~
cién salina fraccionada, y/o por tratamiento con resinas
intercambiadoras de iones.,

62.- Un procedimiento de acuerdo con las rei-
vindicaciones 42 a 58, caracterizado porque la litoralona
o fraccionss de litoralona son purificadas mediante repre-
cipitacién fraccionada, mediante extraccidn repetida o me-
diante cristealizacién.

78,.- Un brocedimiento para la preparacidén de
una composicidn farmacéutica o preventiva, caraeteriéado
porque la hormona, concentrado o mezcla que contiene lito~
ralona, o una combinacidén de las mismas con o+tros produc-—
tos farmacéuticos (tales como vitamina A, esteroides, etc.)

es formulada en la forma, por ejemplo, de tabletas, supo-

- 49 -




v5

.....

3-9-73

sitorios, soluciones, unglentos, mezclas de polvos o este-~
roides, por métodos de por si conocidos.

82.~ Un procedimiento para la produccién de
preparados cosméticos caracterizado porque un concentra-—
do o mezcla que contiene hormonas de litoralona es formu-
lado en la forma, por ejemplo, de unglentos, soluciones,

cremag, emulsiones, mezclas de polvos y aerosoles, por

métodos de por si conocidos,

92.- Un procedimiento para la preparacidn de

un concentrado o wezcla de hormonas.

Tal y como se ha descrito en la Memoria que
antecede y con los fines que se han especificado.

Esta Memoria consta de cincuenta hojas es-

critas a mdquina por una sola cara,
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