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La presente invencidn tiene por objeto un método -
de extracidén que permite obtener glucoronil-glucosamin-gli--
can-sulfatos de elevada actividad especifica en sentido anti
lipénico (10 a 20 U.LS./mg, siendo 1.U.IS el titulo de la -~
centidad de sustancia que, inyectada intravenosamente en un
ratén de 200g, puede inducir después de 10 minutos la apari-
¢idn en circulo de lipoproteinolipasas capaces de provocar =
un descenso del 50% en la densidad Sptica de la mezcla 1:2
plasmasaceite de coco al 50% (del tipo conocido en el comer-
cio con el nombre registrado de "Ediol") in vitro, después de
una incubacién de 15 minutos.

Estos productos se utilizan, como es sabido, en te
rapéutica por su actividad hipolipemizante, pero los prepara
dos actualmente usados no superan 1 U.IS./mg, siendo mucopoli
gacdridos policarboxilatos y polisulfonatos.

Su extraccidn implica un procedimiento de proteoli
sis o de extraccidén alealina al objeto de hidrolizar el pré-
tido glicano nativo y de liberar asi la parte polisacdrida.

Algunos procedimientos conocidos para la preparg=-
cidn de los glucoronil-glucosamin-glican~sulfatos de activi-
dad antilipémica prevén sucesivamente una precipitacidn me—-
diante disolventes del material extraido, la disolucidn del
precipitado y ulterior purificacidn mediante diferentes méto
dos, como la cromatografia sobre columna de resina y/o la ~-
pvrecipitacidn selectiva de 6omp1ejos y sales insolubles.

Estos procedimientos determinan, por su longitud -
y complejidad, una notable pérdida de material y de tiempo ¥
en general un titulo biolégico bastante bajo en el producto
final (1 a 2 U.IS/mg aproximadamente).

Ejemplos de un procedimiento de este tipo se deg—-
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eriben en las patentes inglesas Nos. 1.172.919 y 899.010.

Objeto fundamental de la presente invencidn es el
de realizar un procedimiento ques

1) permita obtener directamente productos de eleva
do grado de pureza y dotados de actividad antilipémica, des—
provistos de sustancias anafilatégenas, de histamina y de pi
régenos.

2) prevea la precipitacidn selectiva de complejos
insolubles en agua en la fase inmediatamente siguiente a la
proteolisis o hidrolisis elcalina sobre el drgano animal tra
tado y ulterior separacidén del material contaminador median-
te lavado del precipitado con uné solucidén salina a adecuada
concentracidn.

Tal procedimiento comprende las siguientes operg--
ciones; se someten el duodeno o péncreas de animales a hidro
lisis afladiendo a tales érganos una solucidn acuosa con un
PH de 5 a 10 aproximadamente en presencia de un agente anti=-
bacteriano Ynicamente como inhibidor de la flora bacteriana;
se mantiene la suspensidn a 30-702C durante un tiempo de has
ta 48 horas fuera del contacto con el aire y se calienta lue
go la suspensidn a T70-1009C durante 10 a 40 minutos; y se se
paran las partes sdlidas, caracterizindose el método por el
hecho de que se llevan a cabo las siguientes operaciones.

Se afiade al liquido obtenido de la separacidén una
base orgdnica con una cadena alifitica de 7 4tomos de carbo-
no por lo menog, en una cantidad comprendida entre el 1 y el
4% en peso respecto al del drgano animal tratado y se lleva
el liquido a un pH de 7,5 a 8,5 con una solucién al 20-40% =
de una base inorgénica; se calienta el ligquido a una temperg

tura de T0 a 1009C durante un tiempo de 2 a 20 minutos, para
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densificar el precipitado y favorecer su centrifugacidn; se
separan lag partes sélidas del liquido; se lava el precipita
do primero con agna destilada y luego con una solucidn acuo-
sa salina de una molaridad comprendida entre 0,5 y 1; se des
compleja'el precipitado con una solucidn acuosa de la misma
sal usada para el anterior lavado con molaridad comprendida
entre 2,5 ¥y 43 se precipita el compuesto deseado de la solu-—

¢ién con un alecohol de un némero de dtomos de carbono infe—-

rior a 4 aun pH de 3 a 5.

Preferivlemente, la hidrolisis a la que se someten
los 6rganos animales (duodeno o péncreas) al comienzo del -
procedimiento es una hidrolisis enzimdiica que se efectia —-
con engimas proteoliticas, tales como pepsina, tripsina, pa-
paina, etc. En este caso, el pH de la solucién acuosa de di-
chos drganos animales corresponde preferiblemente al dptimo
de aectividad de cada tipo de enzima utilizada'en la hidroli-
aisg. )

Para mayor claridad se expondrén seguidamente algu
nos ejemplos de realizacién del método, cuyos ejemplos no —-
son limitativos del dmbito de la proteceidn reivindicada.

Ejemplo 1

A 100 kg de_duodeno de cerdo picado se afiaden 10 kg
de CINa, 400 g de HONa y 200 litros de agua, obteniéndose un
PH de 6 & 7 aproximadamente. Se mantiene la suspensidn en ebu
1licién durante 15 a 30 minutos, después de lo cual se enfria
a 60eC, se afiaden 1.500;000 U.I. de penicilina, 600 g de pa=—
paina (1:100), 600g de hiposulfito sédico y se deja incubar
todo ello durante 16 horas a 60¢C, despuéds de lo cual se po-
ne y mantiene en ebullicién la mezcla durante 15 a 30 minutos

¥ luego se centrifuga, filtréndose el liquido centrifugado.
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Al liquido perfectamente limpio se afiaden 3 litros
de una base de amonio cuaternario formada por una mezcle com
puesats por'un 40% de cloruro metil-dodecil-bencil—trimetil--
aménico, un 10% de bis(trimetil-amonio-cloruro) de metil-do-
decil-xilileno y un 50% de agua.

Se pone el liquido 2 uwn pH de 7,7 con HONa al 30%
se mantiene en ebullicidén durante 5 minutos para determinar
la floculacidn del precipifado ¥y se centriiuga o fiitra (1i~-
quido a desechar).

' Se lava el precipitado dos veces con 20 litros de
agua destilada (agua de lavado a desechar) pare Separar la -
mézcla sobrante de eventuales sustancias pirdgenas presentes
en el precipitado destinado a formsr el producto inyectable;
luego se lava el precipitado con 20 litros de una solucién
0,8 M ClNa (solueién de lavado a desechar) para separar sus-
tancias doblemente enlazadas (enlaces carboxilicos) a la ba-
se de amonio cuaternario, anteriormente usada, que no presen
tan actividad biolégica.

Se trata el precipitado con 20 litros de solucién
de ClNa 311 para provocar el descomplejeamiento de las dnicas
sustancias dotadas de actividad, se procede luego a una ope-
racidén de centrifugacién (s81ido a desechar) y el Iiquido -~
centrifugado se lleva a un pH de 4,5 con Acido acético gla—-—
cial.

. Se ailaden 1,5 vollmenes de metanol, se centrifuga
¥y el precipitado centrifugado se disuelve en 50 litros de so
Jucién de ClNa 2l y se filtra hasta su linpieza.

Al liquido limpio, puesto a un pH de 4, se aiiaden
1,5 volimenes de metanol.

Se centrifugs y se lava dos veces el precipitado -
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con aleohol metilico y una vez con éter etilico.

Finalmente se seca el precipitado bajo vacio, de =
cuya operacién se obtiene un producto inyectable, apirdgeno,
desprovisto de histamina y de sustancias anafilatdgenas, cons
tituido por sulfatos gluéoronil—glucosamin—glicanos, de acti
vidad clarificante alrededor de las 20 U.LS.

La sustancia obtenida presenta ademis un contenido
medio en dcidos hexurénicos de 180 meg/mg, de 260 meg/mg en
aulfatos y de 316 mcg/mg en hexosaminas.

En el ejemplo anteriormente expuesio, se ha emplea
do la papains como enzima proteolitica, pero el procedimien~
t0 puede efectuarse con cualquier otra enzima proteolitica,
como la pepsina, tripsina y Quimotripsina, adaptando en cada
caso el pH y la temperatura de elaboracidn a la enzima em~ -
pleada.

Puede seguirse el mismo vrocedimiento del ejemplo
antes expuesto, utilizando reactivos distintos pero del mis-
mo tipo Que los especificados. Por ejemplo, la base de amonio
cuaternario afiadida al liquido limpio puede estar constitulda
por cloruro de n-alquil (50% 014-40% 012-10% 016) dimetil—-
bencil-amonio; la solucidn salina empleada para el lavado --
del precipitado puede estar constituida por wna solucién de
C1X 0,511 6 de GHBGOONa 13 la solucidn acuosa utilizada para
descomple jar el precipitado puede estar constituida por una
solucidn acuosa de ClK 3,5M 6 de CHscOONa 2,5M.

Ejemplo 2

4 100 kg de péncreas bovino picado se afiaden 15 kg
de ClNa, 50 litros de agua, 1.500.00 U.I. de peniciling y HONa
hasta un pH de 5 y se deja incubar todo ello durante 44 horas

sobre 409G, obteniéndose asi una autolisis del pancreas.



5

10.

15.

20.

25,

30.

La mezcla, puesta y mantenida en ebullicidén duran
te 15 minutos, es centrifugada y luego filtrada.

Al liguido perfectamente limpio, llevado a un pH
de 8,2 con HOX al 25%, se afinde 1 Kg de bromuro trimetil--
acetil~aménico. La mezcla asi obtenida se mantiene durante
10 minutos sobre 802¢ para ayudar a la floculacién del preci
pitado.

Luego se centrifuga el liguido y se filtra (1liquido
a desechar).

Se lava el precipitado dos veces con 20 litros de
agua destilada (agua de lavado a desechar) y con 20 litros
de una solucidn 0,5 M de CIK (solucién de lavado a desechar).
Iuego se trafa el precipitado con 20 litros de solucidn de
C1K 4lf para provocar el descomplejamiento de las finicas sus
tancias dotadas de actividad biolégica.

Se centrifuga luego la solucidn (s4lido a desechar)
¥y se pone el liquido opalescente 2 un pH de 3,5 con CI1H al
10%.

Se afiaden 2 volimenes de etanol, se centrifuga y
se lava el precipitado cenbrifugado dos veces con alcohol me
t{lico y una vez con éter etilico.

Se seca el precipitado bajo vacid; de ecta operacidn
se obtiene un producto inyectable, apirdgeno, desprovisto de
histamina y de sustancias anafilatdgenaé, constituido por -
sulfatos glucoronil-glucosamin-glicanos de una actividad --
clarificante superior a 20 U.IS./mg.

La sustancia obtenida presenta ademés un contenido
en écidos hexurdénicos medio de 270 meg/mg, en sulfatos de -

270 meg/mg y en hexosaminas de 330 mog/mg.

cor/oee
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La Patente de Invencidn que se solicita por vein-

te afios para Espafia, de acuerdo con la vigente ILegislacidn,
deberd recaer sobre: "METODO DE PREPARACION DE GLUCORONIL--—

5. GIUCOSAMIN~-GLICAN-SULFATOS DE ACTIVIDAD AFTILIFENICAY, con
- Prioridad de la Demanda de Patente en Italia ne 25371 A/T3

de fecha 14 de Junio de 1973, segin las caracteristicas de

las siguientes:

REIVINDICACIONES

10. 12,- letodo de preparacién de glucoronil~glucosa~-
min~glican-sulfatos de actividad antilipemica, que compren-
de las siguientes operaciones: se someten el duodeno o pén~
creas de animales a hidrolisis afiadiendo a tales drganos -~
una solucidn acuosa de wn pH de 5 a 10 aproximadamente, en

15. presencis de un antibactérico que actda Unicamente como in-
hibidor de la flora bacteriana; se mantiene la suspensidén a
30-708C durante un ‘tiempo de hasta 48 noras fuera del contac
to con el aire y luego se calienta la suspensién a 70-1002C
durante 10 a 40 minutos; se separan las partes sélidas; carac

20. terizdndose el método porque se realizan las siguientes ope
raciones: se afiade al liquido obtenido de la separacidén una
base orgdnica con una cadena alifdtica de 7 dtomos de carbo
no por lo menos, en una cantidad comprendida entre el W1y
el 4% en veso respecto al del Srganc animal tratado y se po

25, ne el liquido a un pH de 7,5 a §,5 con una solucidn al 20-40%
de una base inorgénica; se calienta el liquido a una tempera
ture de 70 a 1002C durante un tiempo de 2 a 20 minubos para
densificar el onrecipitado y favorecer su centrifugacidn; se
separan las partes sélidas del liquido; se lava el precipi-

30. tado primero con agua destilada y luego con una solucidn —-
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acuoss salina de una molaridad comprendida entre 0,5 y 1; se
descompleja el precipitado con una solucién acuosa de la —-
misma sal usada para el precedente lavado, con una molari-—-
dad comprendida entre 2,5 y 4; y se precipita el compuesto
deseado de la solucidén con un alcohol de un némero de &to--
mos de carbono inferior a 4 y un pH entre 3 y 5.

28.~ Nétodo de preparacidén de glucoronil-glucosa~
mih—glicah—sulfatos de actividad antilipemica, segin la rei
vindicacidén 1, caracterizado por que el compuesto final pre
cipitado vuelve a disolverse con una solucidn salina 1-3H y
se filtra hasta su limpieza, para precipitarse luego a un =~
pH de 3 a 5 con un alcohol de un némero de Afomos de carbono
inferior a 4.

38,- [idtodo de preparacién de glucoronil-glucosa-
min=~glican-sulfatos de actividad abilipemica, segin la rei-
vindicacidén 1, caracterizado porgue la citada hidrolisis es
une hodrolisis enzimdtica y porque el pH al que se lleva ai
cha solucién acuosa de los citados drganocs animales corres-—
ponde sustancialmente el dptimo de actividad de cada tipo -
de enzima utilizada en la hidrolisis,

48 ,~ Hétodo de preparacién de glucoronil-glucosa-
min-glican-sulfatos de actividad antilipemica, segin las ~-
reivindicaciones 1 a 3, caracterizado porque la solucidn —-
acuosa salina usada para el lavado del precipitado es unag -
solueidn de ClNa 0,8M, de CIX 0,51 & de CH3GOONa 11,

58,~ lidtodo de preparacidn de glucoronil-glucosa~
nin-glican-sulfatos de actividad antilipemica, segin las —-
reivindicaciones 1 a 4, caracterizado porgue el precipitado
es descomplejado con una solucidn acuosa salina constituida

por ClNa 3k, C1K 3,5 6 CH3COONa 2,50



68.~ METOD0 DE FREPARACION DE GIUCORONIL-GLUCOSA-
HIN-GLICAN-SUIFATOS DE ACTIVIDAD ANTIIEPEI{ICA".
Segin queda sustancialmente descrito en la presente
Memoria que consta de diez hojas, escritas a maguina por una
sola cara.
iaaria, A4 JOR. 9T
OPOCRIN 3.x1.
P.P.
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