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La presente invencidn tiene vor objeto, un procedi~-
mlento para la extraceidn de gangliosidos del tejido nervioso
de mamiferos. Los gengludsidos son glicolipidos que contienen
en su molécula, adomds del aminomleohol esfingosina, dcides —
grasos (principelmente estedrico, palmf{tico, erdquico y béqui
co), azicares simples (glucosa, galactosa) y H-acetil-glucosg
mina, un nimero variable entre uno y cuatro de residucs de —
dcido Ne-pcetll-neuraminico (4cido siflico) por moléculm.

Ios gengliésidos ban sido descubiertos por Landsteli
ner y Leveuene y denominsdos asi por Klenk en 1942.

En lo que respecta a la nomenclatura de los genglid
sidos, la propuesta por Svennerholm es la que en la actuali--
dad se usa principalnente; en ella se asignan les letras »un,
uptt, uqw § uon pospaestas a la ebreviatura G, a los mono-, -
di~, tri= 6 tetra-sialo ganglifsidos. Tal normenelatura uss -~
ademds Iindices numéricos después de lmletras; para sefialar com
puestos que presentan el mismo contenido en deido siflico, pg
ro movilidad crometogrdfica diferente. En la presente descrip
c¢ién se empleard tal nomenclatura.

Es de sefialar asinmiesmo que con el nombre de genglid
sidos se pretonde identificar glicosil-ceramidos que contienen
deido sidlico y no simlilactosilceramidos (hematésidos), que
sin embargo se hallan corrientemente comprendidos en la gran
classe de los glicoesfingolipidos. T

Segfin 1a presonte invencién, por nueva aplicacién -
terapéutica de los ganglidsidos se emtiende la utilizacién, —~
como principio activo, de una mezela de gonglidsidos extrafdos
del tejido nervioso de mamiferos que contilene mono~-, di-, tri~
¥ tetra-sialo ganglidsidos o blen fracciones en su mzyor pare

te purificedas, que econtienen un nimero menor de claces gone—-
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glidsidas.

Segén 1a presente invencidn, los ganglidsidos e -
suministran, . para wna aplicacién terapéutica, por via inyec~
table, intremuscular o endovenosa, an medio acuoso oportuna-
mente temponads. Ia formma farmacéutica de conservacidn pusde
ser la de smpollas que contengan un producto liquido o Iiofili
zado, 0 bien la de frascos para infusidén endovenocsa.

A titulo puramente indicativo y por consiguilente no
linitativo, los ganglidsidoz segin la invenclén pueden ser =
extrafdos dsl tejido nervioso de memiferos con el método se—
fialado en el sigulente ejemplo. '

Ejemplo

El tejido nervioso retirado del animal se homogenei
za en tampén fosfato a un pH de 6,8; luego se afiaden 6 volime
nes de totrahidrofuranc y Se centrifngs la reculionte mezcla.
Se¢ extracta dos veces el sobrenadante con tetrablidrofuranc. ~
Despuds de la centrifugeeidn, e separan los materiales no -
polares por fracciongmiento con éter etilico y la fase scuosa-
tetrahidrofurdnica se introduce en une columna de cambio iénl
co equilibrado con etancl al 50%. Como elucnte, se usa siem—-
pre etanol al 50%. Al efluente de la columna se allade hidrdxi
do bdrico y cuatro voldmenes de etanol helado. Después de 18
horas sn frfo, se recoge tn precipitade, que se acidifica lug
go ligeremente con deido clorhidrico después de su disolucidn
en agus. ILa solucién asi obtenida se dlaliza y liofiliza. El
rendimiento en este punto es de 0,6 mg aproximadamzente de gan |
gliésidos crudos por gramo de tejido nervioso utilizado. El
polvo liofilizedo pe dispersa en 20 voliimencs de clorofommo-
metanol 2:13 filtrada la solucidén obtenida hasta oblenerle per
fectamente limpia, ese fracciona afiadiocndo 0,2 volumen de soluy

oién de cloruro potdsice en agum al 0,88%f. La fase superior es
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separada, . dlalizada y liofilizeda. El rendimiento final es de
03 ng aproximadsmente de ganglibésidos por gramo de tejido =
nerviose. Para la soparacién de las fracciones ganglidsidas =
individuales, es necesario utilizar columnss de deido silfcico
gluldas con mezeleo de metancl~cloroformo. Antes de la utili-
zacidn para aplicacidn terapbulica hwaana, gobre el material
oblenido deben efectuarse los ensayos de susencia de activie-
dad pirdzens, de ausencia de- vrotelnas, de falta de actividad
anafilatégena ¥ de ausencia de histamina.

Para las nuevas eplicaciones terapéuticas segin la
invencidn, le formulacibén puede ser, por ejemplo, la siguien
te. Oada ampolla de 2 m1 in vitro neubtro contiene:

X mg de ganglidsidos extraldos de tejido nervioso de
mamiferos, titulados en dcido N-acetil-neuramf
nico, y rosto hesta completer 2 ml de tampdn -~
fosfato, pH 7,6 K/100, en agua bidestilada api
rézena y estéril, donde X representa contidades

de ganglidsidos comprendides entre 5 y 50 mg, segin la titula
eidn en édcido N-acetil-neuraminico, a su vez varisble entre -
el 20 y el 355 p/p de genglidsido usado, asi como segin la ra
tologia que se rretende cursr.

Aungue las nuevas aplicaciones terapfuticas segin -
la invencidn sean adecuadas en general para todas las patolo-
glas relaclonadas con perturbacliones de la conduccidn del es-
timulo nervieso en el oistems nervioso central y periférico,
pueden citarse las siguientes aplicaciones especificas: nevri
;L'is dpticas retrobulbares, pardlisis de los nervios oculomo-
tores, neuralgias del trigémino, pardlisis del nervio facial
o de Bell, sindrome de Garcin, polirracolomsurltis agudas —
(sindrome de Giullain Berré), radiculitis, lesiones traumdti
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cas de los nervios periféricos, lesionss téxicas de 1log nerw—
vios periféricos, polineuritis diabéticas y alechdlicas, pard
1isis obstétrien, cidtica parallitics, enfarmedad de las moto~
nouronas, esclerosis latoral amiotréfica, abrofia muscular mig
lopética, pardlisis bulbar progresiva, miastenla grave ¥ aindro
me de Lanbert Raton, distrofia muscular, alteraciones de la -
transmieidn norviosa sindptica = nivel del SNC y del SKPy per
turbaciones de la conciencia; como estado confusional, ponmo-
elén cerebral, sccuelas de trauma croneal, turbas vasculares
corebrales, tronmbosis y enboliasd.

Baséndese on log conncimientos cada vez més profun~
don danto de 1la composicidn quimica dipolar de los ganglidsie
dos como de su localizacién sobre la membrans gelular a nivel
de las terminacionen nerviosas, resulta evidente que estos com
puestos no eélo particirmn en la constitueldn quimica, sino
tgmbidn en la dindnica funcional del sistema receplor de la
c¢élula nerviosa.

Tor conaiguionte, es posible atribuir a los ganglid
pidoe una nobable importanciz en la fisiologls cerebral, ime——
portancia que resulta mis evidente atin 9i se consldera que on
muchas enfermedadss del 5NC se han onecontrado alteraclones =
cuantitativan precisanente de los ganglidsidon cortidalea.

Con los genglidoidos seain la presente invencidn
ge ha efectuado uns smplia experimentacidn farmacoldgica y ¢l
nics. Se hen renlizado muchos ensayos en animsles, como los,
relativos a pordlisis por protamina, potenciemiento de la -
narcosis barbiittdrice, hipercapnis experimenial, convulsiones
por electroshock y por cardlazol, elCey ¥ - - 3odos esnios en—
ogyos han confirmado plenamente laa hidtesis de los investiga

dorad.e
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Je han efectuado luege experimentos opava evaluar -
los efectos de los gangllidsidos cerebrales segin la invencidén
en la recuperacidn funcional obtenida en la regeneracidn 7 =~
reintegracldén nerviosa.

. 3¢ ha eatudlado el efecto nrofector, en el hombro,
de los ganglibsidos de corbeza cerebral-bovina segiin la inven
¢ifn sobre la Dradiacusia o dureza de ofdo, por rufdo. En los
sujetos voluntarios tratados, expuestos s un ruldo de- bandas
eatrechas concentradas en 2 Xiz, durante un tiempo de 30 mi=
nutos, no se produce ningin deslizaniento del uwabral auditivo,
contrarianente el grupo de controls se eonsigus por consigulen
te un efecto rrotector en el hombre sobre la pérdida temporsl
de oido, inducida por ruldo de elevada lntensidad.

Ia ulterior experimentacidn clinies se efecivd so-
bre grupos de pacicates afectados de formaes neuroldézlcas die-
versas, por cuanio cue el mecanismo de aceldn de los produn-
tos sogin la invencidén haela pensar que pudilesen experimentar

beneficlo todos los sindrones morbosos en cyya base Se encuen

- 4ra una estimulacidn alternds, debida a un inadecuado mensaje

bioguimico o en cualguier caso a una variacidén del uvabral de
excitebilidad.

For consigwiente, Se han tomado en consideracién y
se han gonetido a terapia con los productos segin la invencidn
cuadros patoldgicos que presentaban siteraciones de la brans—
misidn nerviooca a nivel centrsl o & nivel de los neuroefecioe
res periféricos de las més dlversas etiopatogénesis.

Fn particular, se han itratado pacientes afectos de
intoxicacidn crdénica por aicohol, enfermedad de Parkinson, =
vasculopatias cerebrales y sindromes demielinizantes. El jud~
¢io c¢linico ha sido totalmente isosi'(;ivo, incluso en base 2 la
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evaluaeidn estadistion ¥y en confrontacidén con los resuliados
obtenidos en los teclerntes sometidos a terardle clédsica.

Ia experinenincidn clinice So ha efectuado sobre my
chisimos paclentes afectados de varios estados morbosoes carel
terizados todos elles por mliersciones de la tremsmisidn ner-
viosa, tante s nivel centrnl como periférico; la eficscin del
sreparado Se ha evaluado sobre la base de las modificaciones
inducidas por el traiciziento sobre nlgunos pardmetros, sparie
del julcio clinico subjetivo de los experimentadores.

104 Aungue se han ofrecido sélo algunes indicaclones ——
terapbuticas de los productos segin la invencldn y una sola for
na de aplicacidn del procediziento para oblenerlos, resulterd
ahora f8cil a un experto en 1ln materis prever numerosas modi—
ficaciones y veriantces, que deberdn considerarse comprendidass
en el 4mbito de la presente invencidn. Is de desitscar en par«
ticular que los productos sesin la invencidn podrén usarse ==
fombién on asociacidn con otros fdrmacos.

g0 T 4

Ia Patonie do Inveneidn, cue se solicita por velnte
afios para Esnailm, de souerdo con la vigente Iegislacifn, debg
4 do rcoacry sobre:s "PROCHDIITENTO DE OBTENCION DE GANGIIOSIH

20.

DOS", eon Prioridad de la Demandn de Potente on Italla nf ——
26323, de fecha 13 de Agosto de 1979, segin lac ceracteristi~

cas esenciales de las siguientoss
REIVINDICACTIONES

18 .~ Procediniento de obtencidn de genglidsidos, =—
caracterizado norque el $ejlido venoso, ratirade del animel, =
en homogeneizado en tampén fosfato con adicidn de tebrahidro-
furano v wlterior centrifusneldn, siendo reextraide el sobre-
nadante varias veces con tetrahidrofuranc y después de 1s cen

30.
4yrifugacién los materisles no polmres son retirados por parti
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cién con éter etilico, introduciéndose la fase acuosa-tetirahi
drofurdnica en una columma de cambio idnico equilibrado con ~
etancl al 50%; como eluente se usa etanol al 5073 al efluente
de la columna se afiade hidréxide bdrico y 4 voldmenes de eta~
nol heladoj despuéds de muchas horas de permanencia en frio se
recoge un vrecipitade que se acidifica luego con deido clorhi
drico después de su disolucidn en sguag le solucidén obienida
se dieliza y liofilize y luego se dispersa en cloroformo-meta
noly se fracciona la solucién con adicidén de solucién de clo=-
ruro potdsico y se sevara la fgse superior, Be dialigs y se -
liofiliza rars la ulterior sepsracién de las fracciones gan--
glidsidas, pudiendo emplesrse columnas de 4deido silfeico eluf
do con mezelas de metanol-cloroformo.

22 .~ "EROCEDTIIRATO DE OBTFHCION DE GARGLIOSIDOST.

Semin queda sustaneialnente descrito en la presente
memoria que consta de ocho hojas, escritus o mdquina por una
sols cara.

Wedrid, 2% SET,1975
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