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La presente invencidn concierne a un
p;ocedimiento de preparacibén de un complejo enzimitico
hormonsal estable, por extraccidn a partir del intesti-
no delgado de los animales tales como el cerdo y el
5 buey,

Es sabido que las dospartes que compo-
nen el intestino delgado, el duodeno y &)l yeyuno, produ
cen pro-~enzimas, enzimas y hormonas gue juegan un papel
importante'en el metabolismo de la digestidén y de la asi
10° milacidn dé.los alimentos, -

| En las enzimas presentes en el duodeno,
se hallan por ejemplo disacaridasas que liberan glucosa
a pa;tir de los disacaridos, peptidasas que descomponen
los dipéptidos y entre las cuales se halla la leucilpro-
15 linasa que libera leucina, y muy particularmente la ente
roquinasa que es la enzima capaz de activar el tripsind-
geno y el quimotripsindgeno del pancreas. En el yeyuno no
se e@cuentra enteroquinasa, pero se encuentmrn en mayor if.
cantidad ciertas sacurasas,
20 Por tanto, es interesante poner a punto
una fécnica que permita extraer estas enzimas, pro-enzi-
mas & hormonas a portir del intestino delgado entero sin
desnaturalizarlas para.permitrles coﬁservar su actifidad

total con vistas a acondicionarlas en la forma de medica=

25 mento,
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En efecto, e¢s sabido que si se toma cl
intestino y se tritura, una parte importante de la acw
tividad buscads desaparecce de tal suertc que si se reco
ge simplemente el liquido obtenido por aplastamiento del
intestino, se aprecia que una gran parte de las enzimas
o de las hormonas ya no estin presentes, dado que las
mismas se encuentran en el interjor de las células del
tejido muscular donde aquéllas estédn fijadas sobre las
vellosidades del intestino. kn particuluf, se ha podido
demostrar el hecho de que la enteroquinasa se halla en
gran barte en la pared interdior del duodeno. 5i se procg
de a una simple extraccidn acuosa del inéestino, se obsor
va qué las enzimas endocelulares y las enzimas fijadas
intimamente al tejido externo del intestino no se extraen
préacticamente.

Por otra parte, las extracciones efectua-
das con ayuda de los disolventes orgénicos desnaturalizan
con mucha frecuencia los productos buscados 0 los hacen
inactivos. Ademéds, durante la precipitaci6n, se pierde,
bien sea por desnaturalizacidn, o bien por inacfivacién,
la casi totalidad de ciertas enzimas u hormonas,

£l objeto de la presente inveqcién es re-
mediar los inconvenientes anteriormente ditados proporcio
nando un procedimiento gque permite obtendr un complejo en

zimdtico y hormonal que contiene la casi totalidad de las
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qnzimas Yy de las hormonas del intestino delgado con su
actividad inicial, con vistas particularmente a la uti
lizacidn de este complejo como medicamento para el tra-
tamiento de las afecciones intestinales debides a una
carencia enzimldtice u hormonal.

Seghn la invencidn, el procedimiento de
preparacidén de un complejo enzimético y hormonal estable
a partir del intestino delgado se curacteriza por el he~
cho de que se pone en preseucia del inteéstino delgado,
fresco o conservado por el frio, una solucidn acuosa de
4cidos célicos y de éter mono-para-(tetrametil-l,1,3.3—
—butil)fenilico del polietilenglicol, después de lo cual
se separa el intestino delgado del liquido en el que se
han disuelto las enzimas y las hormonas,

Se designan por &cidos cdlicos la serie
de &cidos biliares que comprende el 8cido e¢8lico de
férm@la 024H4005 6 su derivado el Acido deséxicélico, Yy
los &ompuestos resultantes de la combinacién del Acido
cblido con los dcidos aminados, por ejemplo el &cido gli
cocdlico 026H4306N 6 el 4dcido taurocdlico CagHy50,SN.

El éter mono~para-(tetrametil-l,1,3,3-bu
til)fenilico del polietilenglicol, es conocido mis gene-
ralmente bajo su denominacién TRITON X 100 (marca regis-
trada de la Sociedad }MuRCK) como agente humectante.

El empleo conjugado de lds dos productos

-l -
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citados en solucidén en agua para la extraccidn de las
enzimas y de las hormonas presenta efectos inesperados.
Se ha comprobado, en efecto, que estos dos productos po
seian propiedades fisicas compementarias y que su accidn
de extraccibén estaba ampliada notablemente por la facul=-
tad de que estd dotado el éter previamente citado de ex-
traer enzimas fijadas en las vellosidades del intestino
o contenidas en el interioxr de las células de la pared
intestinal.

Los Acidos cdlicos y el éter precitado
prespntan igualmente la ventaja de no reaccionar guimi-
camente con las enzimas y las hormonas del intestino,

L1l procedimiento segin la invencidn per-
mite asi una puesta en solucién y por consiguiente una
extroccion pricticamente total de las enzimas y de las
hormonas, Se puede utilizar la solucidén como tal, o ha-
cerla sufrir un tratamiento de purificacidén por didlisis
Y luego un tratamiento de liofilizacidn, con vistas a la
obtencidn de un polvo de extracto seca.

La proporcidén de solucién acuosa con re-
1acién 8l peso del intestino trutado pudde variar entre
amplios limites, por ejemplo ontre 1 y 2,5 litros de so-
lucion por kg de intestino. Sin embargo, se utilizard
con preferencia la relacidn de 1 litro de solucidn para

1l kg de intestino, a fin de no tener que eliminar una
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cantidad demasiado grande de liquido.

Las cantidades de 4cidos cdlicos y de
éter mono-para-(tetrametil-l,1,3,3-butil)fenilico del
polietilenglicol disueltas en el agua pueden variar den

tro de los limites comprendidos entre 100 y 600 g para

. el primer compuesto y entre 50 y 400 ml para el segundo,

referides a 100 litros de agua,

éon preferencia, antes de poner el intes-
tino delgado en presencia de la solucidn acuosa qué con
tiene los compuestos anteriormente citados, se corta
aquél en trozos para facilitar la extraccidén de las en-
zimas y de las hormonas, pero -sin triturécién ulterior,
dado que ésto filtimo haria desaperecer una parte impor-‘-
tante de la actividad enzimiética y hormonal.

Con preferencia asimismo, después de ha
ber puesto el intestinoc en presencia de la solucién de
extraccidn, se regula el pH de la mezcla obtenida a un
valor comprendido entre 6 y 7. En efecto, se ha podidor
comprobar gue por debajo de pH 6 (particularmente a por-
tir de pH 5), se inactivaba la enteroquindsa, De igual
modo, por encima de pll 7, se presentan riesgos de autodi
gestién de las proteinas y en particular de degradacidn
de las enzimas,

La extraceién se efectlla con preferencia

a la temperatura ambiente bajo agitacidén durante dos ho-



ras, después de lo cual se deja la mezcla en reposo du-
rante doce horas a una temperatura comprendida entre 0oC
y 59C, Lespués de la extraccidn, es venﬁajoso filtrar la
mezcla sobre una tela gruesa para separar los (rozos mas
5 - gruesos, y centrifugar luego el filtrado.

La descripcién del ejemplo ihdicadora ti-
tulo no limitante a continuacidn, tiene (nicamente por
objeto ilustrar la puesta en prictica del procedimiento

de la invencidn.

10 A n este ejemplo, se utilizan 100 kg de
intestino delgodo de cerdo congelados a =-202C y almacena
dos a esta temperatura hasta el momento de la extraccidn.
Después de haber llevado la temperatura del intestino a
apnoﬁimadamente 02C, se corta el mismo con la miquina de

15 picaf carne y se toma de nuevo en 100 1 de agua que con-
tienen 100 cm> de TRITON X 100 y 200 gde &idos cdlicos. Se
ajusta el pH a un valor entre G y 7 y se deja en primer
lugar en agitacidn durante dos horas, y luego en reposo
durante una noche a 02C, Se filtra el todo y se centrifu

20 ga el filtrado recogido. El residuo se agota por lavado
con 20 1 de agua, Los liquidos reunidos se filtran de nug
vo y se concentran después por passc a través de columnas
del tipo de "didlisis inversa' constituidas por discos po
rosos que'permiten el paso de las moléculas de peso mole-

25 cular inferior a 1000 aproximadamente., El volumen inicial

8.11.75 -7 -
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de liquido, que estd comprendido entre 200 y 250 1, se
reduée por concentracion a aproximadamente 30 1. For
didligis a través de 1a columna citada, se pierde, con
él agda que se elimina, aproximadumente el 40% de la ma
teria seca inicial,

Se analiza el iiquido concentrado, y se
comprueba la presencia de todas las enzimas y hormonas
activas. Después del paso del liquido por un dializador,
se somete el liquido a la liofilizacién. Se obtienen asi
4 kg de polvo seco liofilizado que se pone facilmente en
solucidn,

Se procede al andlisis del complej§ enzi-

mitico y hormonal seglin los métodos siguientes.

ENZIMAS

Se valoran las unidades de enteroquinasa
segin el métodd de KUNITZ (Methods in Lnzimology, CULO-
WICK-KAPLAN, nd 2, pig. 32), que consiste en una activae

cidén del tripsinégeno en tripsina por la enteroquinasa,

‘definiéndose una cantidad de enteroquinasa como la cantj

dad que activa 0,065 mg de tripsindgeno a pH 5,8 a 5eC y
durante una hora,
La dosificacion de fosfatasa alcalina se

efectlia segin el método de O.A. BESSEY, H. LOWRY y M.J.
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BROCK ("DIVISION OF NUTRITION AND PHYSIOLOGY; PUBLIC
HEALTH RiESEARCH INSTITUTE.OF NEW yORK"), publicado el
28 de marzo de 1946,

Los métodos indicados en '"Methods in
Enzymology", citado anteriormente, se utilizan parlas
determinaciones de maltasa (segin DAHLQUIST, volumen 8,
pagina 584), lactasa, sacarasa, trehalasa y ornitinecar
bamil-transferasa (volumen 17, BP 885),

El contenido de gamma-glutamil-transfera
sa se determina segin NERVILLE, y el de amiﬁOpeptidasa
segin Ge. PRONCARI y 2ZUBuR (Inter 5 Protein Alsearch 1,45).

Los resultudos de estas determinaciones,
expresados en unidodes/mg, efectuadas sobre el producto
obtenido después de la roalizacién del procedimiento se-

gin el ejemplo anteriormente citodo, han sido los si-

guienten:
Enteroquinasa 8 u/mg
Maltasa 110 u/mg
Trehalasa 2,4 u/g
Fosfatasa alcalina 25 u/g
Aminopeptidasa 12 u/g
Glutamil~transferasa ' 0,5 u/g

Ornitin-carbamil-transferasa, sacarasa y

lactasa, en contidades apreciables,

Estas cantidades varian, bien entendido,
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de un ensayo a otro, y sobre todo con la cantidad de
fcidos célicos y de TRITON X 100 utildzada.

Los ensayos efectuados han permitido,
sin embargo, constatar que, en todos los casos, ha-
ciendo variar la cantidad de Acidos cblicos entre 100
y 600 g y la cantidad de TRITON X 100 entre 50 y 400
m) por cada 100 kg de intestino y 100 litros de agua,

se obtenian los resultados siguientes?

Enteroquinasa 8 a 12 u/mg
Maltasa > 40 u/mg
Fosfatasa alcalina > 10 u/mg
Aminopeptidasa > 2 u/mg

HORMONAS

Las hormonas cuya preséncia ha sido de-
tectada en e) complejo obtenido son principalmente la
enteroéastrona, la secretina, la coledistoquinina, la
ceruleina y la pancreozimina, '

La actividad hormonal del conmplejo es
indudable, dado que durante la administracién en tera-
péutica del complejo se ha podido constatar una inhibi_
cién de las contracciones intestinales.

Se harrealizado ensayoé comparativos pa-

ra poner de manifiesto los resultados técnicos obteni-

- 1O =
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dos gracias a la aplicacién del procedimiento segin

la invencidn,

Las condiciones de los ensayos han
gido las siguientes:

Se han recogido cinco lotes de cien
kilogramos cada uno de intestino delgado, y se han
congelado inmediatamente a -202C. Después de un pe-
riodo de almacenamiento, se deja descongelar lenta-
mente para llevar el todo a una temperatura de apro-

ximadamente 02C a ~52C.

Se cortan los lotes con cuchillo elég
trico, Se preparan cinco medios de extraccidn de cien
litros de agua cada uno. Excepto para el primer bafio
de extraccidén, que esta constituido ﬁor agua pura, se
disuelven en los cuatro bafios restantes las cantida-

des de productos indicadas a continuacién,.

Los resultados obtenidos se expresan en
unidades por miligramo, mientras que la cantidad de
extracto seco estd indicada en porcentaje referido a

la cantidad de materia prima empleada.
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a Acido ¢~ | TRITON Ensayos de acuerdo con
fga_ lico sola |solamen la invencidn
ente Mmente, 600 | te, 400
/100 kg de | ml/100 kg | Acido cdli-|Acido ¢d1i
intestinog | de intes- { co, 200 g; |co, 600 g;
tinos TRITON, 100} TRITON, 300
ml/100 kg delml/100 kg
intestinos |de intestiros
extracto se
co obtenido| 2% 3% Ly 6% 6%
enteroquina
sa lu 3 u 3 u 5u 5u
fosfatasa ) N
alcalina 10 u 10 u 15 u 20 u 20 u
amino-pep
10 u 12 u 12 u

tidasa

5 u

5 u

Se comprueba, por tanto, que el rendimiento

de extraccidén es netamente mis alto en el caso del empleo

dé la solucidn de extraccidn conforme al procedimiento de

la invencién, tanto en lo que concierne a la importancia

de la materia extraida como a la concentracidén en unida-

des de enzima. Se observa igualmente, ¢qué la utilizacién

de contenides de Acidos cdlicos superiovres a 200 gy de

contenidos de TRITON X 100 superiores a 100 ml por 100 kg

de intestinos, no conduce a mejores resultados,

El 1iquido obtenido después de la extracéidn

se filtra una vez més sobre tela y se concentra luego por

paso a través de columnas de didlisis provistas de discos

que permiten el paso de las moléculas de peso molecular in

- 12 -
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ferior a 1000 aproximadamente,

Se preparan asi en gran parte las sales,
el TRITON X 100 y productos de degradaciém. Se termina
con una didlisis y una liofilizacién.

La presente solicitud que corresponde a
la presentada en Gran Bretafia, el 29 de Noviembre de
1974, bajo el N2 51.853/74 (Provisional), se acoge a
los beneficios del Artficulo 51 del vigente Estatuto so-

bre Propiedad Industrial,

REIVINDICACIONES

Los puntos de‘invenciSn propia y nueva,
que se presentan para que sean objeto de esta solicitud
de Patente de Invencidén en Espafia, por VEINTE afios, son
los que se recogen en las reivindicaciones siguientes:

12,~ Un procedimiento de preparacién de

un complejo enzimético y hormonal estable a partir del

- 13 =



10

15

20

25

8.11.75

intestino delgado, caracterizado por el hecho de que se .
pone en presencia del iniestino delgado fresco o conser
vado por el frio una solucién acuosa de &cidos c¢dlicos
y de éter mono-para-(tetrametil-1l,1,3,3~butil)fenilico
del polietilenglicol, y después se separa’'el intestino
delgado del liquido en el cual se han disuelto las enzi
mas y las hormonas,

28,« Un procedimiento de acuerdo con la
relvindicacidén 18, caracterizado por el hecho de que el
liqﬁido de extraccidn se purifica pof didlisis y se so=
mete luago a una liofilizacién con vistas a la obtencidn
de Qn polvo seco.

Z8,= Un procedimiento de acuerdo con una
de las reivindicaciones 18 § 22, caracterizado por &l
hecho de que la proporcidn de solucidn acucsa utilizada
ésté comprendida entre 1 y 2,5 litros por kg de intesti
nos,;

ba,. Un procedimiento de acuerdo con una
eua;quiera de las reivindicaciones 1a a 38, caracteriza
do éor el hecho de que la solucién acuosa contiene por
cada 100 litros de agua una cantidad de &cidos célicos
comprendida entre 100 y 600 g y una cantidad de &ter mo
noepara-(tetrametil-1,1,3,3~-butil)fen{lico comprendida
entre 50 y 400 ml,

58.,= Un procedimiento de acuerdo con una



cualquiera de las reivindicaciones 13 a 42, caracteriza
do por el hecho de que 100 kg de intestino delgado se

ponen en presencia de 100 litros de agua que contienen
200 g de 4cidos cblicos y 100 ml de éter mono-para-(te-

5 trametil~1,1,3,3-butil)fenilico.
68,- UN PROCEDIMIENTO DE PREPARACION DE

UN COMPLEJO ENZIMATICO"

Tal y como se ha descrito en la Memoria
que antecede y para los fines que se han especificado.
10 Esta Memoria consta de guince hojas es-

critas a madquina por una sola cara.

Madrid, 44 NOV, 19/
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