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' Ia presenté inveneidn se refiere s un proce-—
d1m1ento de extraccién de un factor hiperglicemiante a8 partir de
la médula osea roga y/o de 6rganos fisiolégicamente similares.
La médula ésea roja procede de los hueeos
5. planos, por ejemplo de los animaies de matadero, Estos huesos
: convgnientemente preparados son depositados en frio durante‘ﬁn
espacio de fiempo corto, © almacenados,déspuéé de la congelacién
a baja tempe;atura. Son serrados en'trozos, y sus paredes dseas
externas duras eon eliminadas. Ia médula roja con su viscera $ged -
10, espongosa es entonces cortada en fragmentos, y déspués trozeada.
. La pasta as{ preparada es sometida a laé 6peraciones de tritura=
clén y de extraccién.
El procedimiento elimina de la extraccién laﬂ
suatancias indeseables que pueden proceder de.la vispera 6sea

15. | espongosa en la que se encuentran las células de la médula roia.

Estas sustancias son no solo sales, sino también cuerpos orgﬁnich .
como gelatlna, ogeonucoides wu oseoalbumina y otroe.

El procedimiento segin la invencién consiste

en someter a trituracién la pasta constitulda por 1a médula 6sea
20: | roja y por la vispera ésea espongosa en presencia de agua desti-
- iada frié, en eliminar las part{culas §seas por filtraeidén, en
someter gl filtrado a una extraccién en medio tamponado, a tempe4
. raturas comprendidas entre 60 y 1002C, y después en efectuar una’
"ﬁuéva'filtraci6n, una concentraéiénvy purificaciones prolongadas
25. |- del extracto.
- Una forma particular de 1la invencién consistel
. ~§n efectuar.la extfaccién:no ya en el proﬁigrtrituradq bruto, sinp

en el polvo aceténico de la médula ésea roja., Para premnarar el

polvo aceténico, la médula roja trozeada es triturada diractamentL

30, | o gran‘velbcidad, en dos veces al menos, eri acetona pura,(por ejem-
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plo 1 Kg de pulpa de médula roja para 5 litros de aqetona); se
filtra la solucidn aceténica; el trituredo es a continuacién ta-

" mizado de modo a separar las particulas éseas residuales; por

dltimo es secado. El polvo acetdnico obtenido pugde'sér conservad

_ 5. _ do a baja temperatura, Este fratamientqfa lg aqétona:elimipa sual
tancias acetosolubles, no deseables, en cantidad importante, por
ejemplo delAbfden dél 40% y mis, El.polvo aceténico ea entonces
‘sometido alsa ext;acci6n propiamente dicha.
Ia extraccién puede efectuarse segin un ciers
10. to nﬂmero de variantes que forman _parte de la invencién.
" "En el caso en que la pasta triturada sea
' tratada por agua destzlada fria, se opera de la siguiente maneraq
se aflade a la pasta constituida por 1a_médu1a ésea roja y la viss
cera Gsea espongoda que proéede de 1os huesos pIanos,.la mitad
15. del agua destilada necesaria para alcanzar la dilqgi6n final .
| elerida, Ta triturscién se rrdetiea en este azua.destilada: es
m:y prolongada, coh un trituraﬂor a gran velocidad, por ejemplo ?
~del tipo ﬁolitron; el agua destilada fria lisa las célﬁlas. Se
filtra el 1liquido de modo a retener todas las partiéulaa 6seaé '
20.,.¥-en suspensién (filtrados). Se transforma entonces este filtrado
en un sistema tampdn. '
, Segin una forma de la invencién sme trabaja
f"a pH préximo de 7,5. Para ello, se aflade un voldmen igual al.
del filtrado1 de un tampén de doble concentraci6n, de modo a '
25. |- 11evar el pH a los alrededores de 7,53 se puede utilizar una so—,

e wo

~'iuci6n tampGn del tipo fosfato de sodio a la concentraci6n de

L [}

o, 2! u otro tampén usual en biolégia. Se procede mhtonces a la

s
»

extracclén de este filtrado (1 + t) sometiendo esta golucién tem-

ponada a un calentamiento comprendide entre 60% y 1002C durante

30, un tiempo en relacién con la masa tratada, geﬁeralménte comprendido
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~entre 30 minutos y 2 horas. Segin otrz forma de la invencién ge |

- 1 mosensibles,

centradn por eiemmlo con un noncentrador rotativo bajo vacie o

| cualquier otro dispositivo conveniente, La concentracién nuedg sey

-3=

trabaja a pH comprendidos entre 4 y 6,9 y preferentemente a pH
préximo de 4,5.'SeAguede recurrir a tampones a partir de dcidos
ya sea fuertes o bien orgdnicos, o a cualquier otro tampén Acido
conodido en ﬁiolégia._Este pH deido permite obtener medios exeﬁtoé
" de sales, como es él’caso cuando se efectua la-extraccién en medid
bésico. .

Para completar la extraccién en m caso como
en el otro (pH alcalino o pH écido)-se puede afiadir a la mezcla
alcohol a poca concentracién, por ejemplo a 52 alpoholicos al fi-
nal. ' ' _

' "El filtrado(i + t) asi prenérado es gsometido
al calentamiento entre 60 y 100¢C durante un tiempo proporcional
a la masa trafada, generalmente comﬁrendido entre 30 minutos y

2 hor#s, Después del enfriamiento, este triturado es filtrado
,(filtfgdoz). En el filtrado Queda un residuo pastoéo ﬁardo oscu~
ro, fino, sin partietilas Sseas; el filtrado2 es amarillo palido,

casi limpio, no contiene mds que sustancias termoresistentes de

1

la médula dsea roja, habiendo sido eliminadas las sustanéias ter~- |

Este filtrado2 es entonces fuertemente con-

~prolorigada entre 5 y 20 veces, Se obtiene asi el extracto bruto
concentrado. | I | : , {

| En este momento, el extracto bruto concentradé
'ﬁuede ser dializado, contra ague desmineralizada o sometide a unai
ultrafiitracién 08 unﬁ electrodialisis; cuando la extraceién I

tieneAlugar & un pH dcido, este extracto estd poco cargado en sa-

les y estas Ultimas operaciones no son dispansables en la medida



en que se procede a operaciones ulteriores de purificacién.
Este extracto bruto concentrado sufre entoncep
una purificacién preliminar a fin de eliminar las sustancias no
-activas para la aplicacidén buscada; para ello se puede someter
5. el extracto a qna,ultrafiltracién por ejemplo Sobre membrana del
tipo AMICON para peso molecular 10.000; se concentra y se deja
precipitar a +49C. El ultrafiltrado no contiene entonces misg que
sustancias termoresistentes de peso molecular inferior o igual _
- a 10,000, Igualﬁente se puede précticar una purificacién prelimi-
10. nar del extracto bruto por precipitacién; para lograr ésto, se

puede utilizar alcohol hacia 30? alcoholicos al final, durante

un tiempo corto, por ejemplo de 1 a 2 horas a 42C, y después se _
centrifuga y elimina d alcohol por concentracién-destilacién;
igualmente se puede calentar el extracto bruto concentrado al
15. baflo maria hirviente durante algunos minufos, y después centrifu—i
gar; en efecto, adnque el extracto haya sido preparado en caliente,
su concentrado puede todavia precipitar a temperaturas prdéximss

‘de 98-1002C, En todos los casos, los ultrafiltrados y los sobrena+
r' .dentes son amarillos y presentan una fluorescencia intensa amarilio-
20..f'"yerde en luz ultravioleta, Avnque estén relativemente poco carga-
| flos en sales, los extractor pueden ser dializados contra agua

- desmineralizada a +42C, Ademds, el extraéto bruto concentrado
_puede ser sometido a electrodialisis,

.
. L

ta A _ Los sobrenadantes obtenidos, parcizlmenie pu-;

25. ..:tificados,’los ultrafiltrados, los dializados son éromatografia-g

1

'dos y despuée fraccionados por gel-filtracidn; ésta es précticada

segin métodos conocidos sobre gel apropiado. Las curvas de % de
transmisién de los fraccionamientos muestran picos que se sepsran

i
Los picos iniciales o de cabeza, 1, 2, 3, segin las condiciones d%

30, masa, son poco o nada fluorescentes, Contienen en particular el



S
pico1, el producto activo buscado. A continuacién viene un gran
pico, por ejemplo el pico n? 4 gue contiene sustancias intensa-~
mente fluorescentes eﬁ luz ultravioleta, pero no contiene el pro-
ducto objeto de la invencién, Las.fraccianes activas son reconcentra-
3. das y vueltas & purificar, por fraccionamientos sucesivos, Se utiy
lizan en solucidén, o desecadas y puestas en polvo por medios co-
nocidos,. |

La forme preferids dela invencién consiste

en efectuar la extraccidén sobre polvo acetédnico. Fsta extraccién

10. puede ser hecha en las condiciones anteriormente in&icadas ya i
sea Por un tampén salino, o bien por une solucidn h:.droalcoholicar
que puede ger tamponada por el polvo acetdnico mismo., i
En el caso de la extraccién por tampén, se
puede recurrir a diversos tampones saiinos bioldgicos. E1 tampdn
- 15, fosfato se elige como que es de los mds simples, Se puede adoptar
la concentracién de 0,1M & un pH de 6,8 por mezcla de fosfato
disdédico 0,05M y de fosfato monopotdsico 0,05M. La relacién puede
ser, sin que ello sea limitativo, de un kilo de polvoe aceténico,
por ejemplo, para 5 a 10 1 de tampén. La extraccidén se opera en-
20. " tre 602 y 98¢C, preferentemente a 652C, durante 1 a varias horas,
con agitacién., El extracto es entonces enfriado y decantado,
Un método simple y eficaz, que con&iene pars
" grandes cantidades,es precipitar directamente los fosfatos, no
1 ya precipitados por caleio liberado por los re51duos oseos,_sivo i
25. tpor el clorvro de calcio, molecula o molecula, en forma de brus- |
" hite. Se reanusta a un pH de 6,8 y se deja baao agitacidén a +42G,
- durante un tiempo suficiente, del orden de algunas horas a un dia
La experiencia pone de manifiesto que la absorcién por la brushit%

clarifiéa el extracto, sin que sea necesario precipitarlo desde

30. este estadio por variacién del PH o de otra manera, 1o que es mds
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| tes, La precipi%acién puede tamblén obtenerse por otros cuerpos

B
0 menos perjudicial, Ademds, la brushite no absorbe el producto
activo del extracto puesto que los eluados de los precipitados
de brushite, después de la absorcién, no tienen actividad hiper-
glicemiante; ademds, pueden ser hipoglicemiantes, elimiﬁando as{
. el extracto de sustancias indeseables, incluso inhibidores. El
extracto es entonces centrifugado o filtrado y después fuerte-
mente concentrado en vacio; en concentradoi rotativo, por ejemplol,
del orden de 20 veces aproximadamente, Este concentrado centri-
fugado corresponde al extracto brutos tédavia e8 rico en sales
y en diversas sustancias proteolipidicas y glucidicas, Puede ser
entonces el objeto de una semi-purificacidén. Esta puede realizarsP
' por precipitaci&q, en frio, de d;versas meneras, por etanol, me-
tanol, o por una sal como acetato de cinc; el extracto es preci-
pitado abundantemente en efecto por concentraciones muy débiles
de acetato de cinc, por ejemplo iguales o inferiores a 0,004M;
la débil dosis de cine aﬁadida-no es en modo algﬁno téxica en la
preparacién final que procede del sobrenadante y no del precipi-

tado; por el contrario, refuerza las propiedades hiperglicemian~

-.0 mezclas, mezclas tales como metilal-metanol, lo que produce una
delipidacién y una desaladura importante. El extracto es entonces

| centrifugado y el sobrenadante tomado; éste es eventualmente

X

secado; en ese caso, puede gser disuelto de nuevo en etanol a di-

I -

versas concentraciones, lo que contribuye g aumentar la desaladu-

' T8,

L3 L !
o .

Una variante del pfocedimiento es précticar 1?
semi—purificacién después de haber ultrafiltrado el extracto. Ias
operaciones de precipitacién son entonces las mismas que las que

acaban de ser indicadas, pero impiden sobre un ultrafilirado ya

yparcialmente purificado.
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. y como ha sido anteriormente indicado. El extracto activo es en~

“hidroaleoholica, es continuada en las mismas condiciones que la

" eién, la eliminacién del aleohol. Ia fase acuosa residual es
. pén salino., Por el contrario, en el caso de la extraceién hidroal
' coholica, como en el de otras tampones, bo: e Jemplo acetato, ¥

puesto que no se parte de un tampéﬁ‘que contiene fosfato, la cla-

'y lavada (precipitado de fosfato de caleio, ajustado a uvn pH de

o

Para una purificacién pulsada, se puede re~-
currir a la dialisis, o & la electrodialisis, o & la ultrafiltra-.-
¢idn, o a la osmosis inversa, y por Ultimo al fraceionamiento

por cromatografia, por gel-filtracidn, segin los métodos conocido

—
-

tonces llevado en estado seco por 1iofiliiaci5n ] desegaciéh en
vacio. ' .

Un segundo tipo dé extraccién, y que forma
igualménte objeto de la invencién; es la utiligacién, a pértif
del polvo acet6nico de médula dsea rojs, de solﬁciopee hidroalco~
holicas de 5% alcoholicos .y més, por ejemplo él_fifﬁlo de 802
alcoholicos, produciendo entonces el polvo aceténico proteclipi-
dico, por su parte, y en los limites de pH indicado, un efecto
tampén., Este pH puede ajustarse por lo demds si ello es necesario
hacia pH 6,8. La extraceién hi&roalcoholica por ejempio en las

proporciones de 1 Kg de polvo para 5 a 10 litros de solucién

de la extraccién por tampén fosfato expuesto més arriba; sin em-

bargo, en ese ceso, la concentracidn debe permitir, por destila-

entonces tratada como se ha indicado para¢Ia?gxt:accién por tam-

fificaci6n se realiza afiadiendo la brushita toda preparada,fresca

6,8 y centrifugado). Cualaquier otro adsorbente eficaz que produz-
ca un efecto similar al de la bruahifé, en el caso de la extrac—

e¢ién inicial nor la solucién hidroalcoholica o mor otros tammoe

nes diferentes del fosfato, puede utilizarse naturalmente,



5e

10,

15.

20,

25.

30.

tando estos por ejemplo, El resto de los criorrecipitados, que

. de descongelacidn son centrifugadas y el prpducto activo que'es

' hidrosoluble es separado por simple elucién de los precivitados

{ furae orgdnicas pueden utilizerse, Tan es as{ que el tratamiento

B

Sin embargo, un punto importante y que forma
parte de la invencién es que, si el producto activb no es adsor-
bido en un adsorbente mineral como la brushite, vnuede serlo muy
eficazmente sobre precipitados orgdnicos lipoproteicos gue pro-
ceden del propio extracto. Fsto corresponde a un tipo de extrac-
cién por crioprecipitacién,

El extracto semi~purificado, es conservado
preferentemente en tubos pldsticos transparentes y deformables,
por ejemplo a -25%C, Se produce una crioprecipitagidn en forma dq
finos grumos. Ahora bien, los que sme reunen en una pequefia parte
superficial, y en la mayor parte en el fondo de loz tubos, ad-
sorben electivamente el compuesto aetivo y lo concentran,

Durante la descongelacidn, a la temperatura
ambiente, estos grumos activos corresronden a las cabezas de des-
congelacidén, dicho de otro modo a la fraccién de menor punto de
congelacidén. Estas cabezas que estdn muy concentradas, son reco-
gldas desde su. descongelacidén, por una parte en la superficie,

¥, por otra, sobre todo en la porcién inferior de los tubos, cor-

se descongelardn mds tarde y que son cada vez mds acuosos, no ad-

sorbe el producto activo a concentracién suficiente, Estas cabezas

lipoproteicos adsorbentes y que por su parte son inactivos,

Otras posibilidades de adsoreidn por estruc-

del extracto por éter et{lico da un precipitado de intercara que
adsorbe el compuesto activo; o incluso que la precipitacién del

extracto por acetato de cinc en presencia de calecio pueda condu-

cir a la produccidn de coarcevatos muy regulares que adsorben tame
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| de una degradacién del glicégeno o glicogenolisis en alsunos ér-

_"ganos como el higado principalmente, pero es de orden general.

bien electivamente y concentran el producto activo.

Estas diversas variantes de extraccién se
aplican a todo 6rgano susceptible de liberar, como le médula Oseg
roja, un compuesto hiperglicemiante,

Los extractos y productos obtenidos segin la
invencién son utilizados como agentes terapéuticos administrables
por via intravenosa o parenteral. ‘

Tienen propiedades fisioldéaicas que les ca-
reacterizan., Contienen un factor que provoca, por inyeccién in-
trasanguinea, una elevacidén extraordinariamente fuerte, durante
algunas horas, del grado de la glucosa en la sangre que circula
y correlativamente una expulsién urinaria de esta glucosa, que

ge acumula asi en la vejisa.

Las cifras, por ejemplo en el conejo, pueden
corresponder a una glicemia progresiva que alcanza en 5 horas
10,5 gramos por litro de suero sanguineo, o que sobrepasa esta
cifra, Ademds, la expulsidn urinaria de la glucosa lleva la gli-
cosuria hagta erados exrerimentales de méé de 50 & por litro de

,prina; en algunos casos, esta glicosuria puede ascender hasta
los 100 g por litro. :

Ahora bien el estudio bioquimiéo minucioso

. demuestra que, contra;iamente a las hormonas hiperglicemiantes

 conocidas, esta glucosa liberada tan maxivamente, procede no solo

?or ejemplo, contrariamente al glucagon que no tiene accién sobre
la glicogenolisis en los misculos, el factor descubierto reduce

el grado de glicégeno en los misculos y en los principales érga-

nos, hasta anularlo completamente. Esta glucogenolisis general

y esta vibracidén en la sangre de glucosa a partir de otras fuentes




-t O
todavia, provoca progresivamente la expulsidén glicosurica consi-
derable de la que se ha hablado. ;

£1 ftactor hiperglicemiante, separado por el
proceso segﬁnrla invencién, no altera las funciones sanguineas
5‘ '-y cardfacas, como lo demuestran las medidas y los electrocardio-
gramas, Por el contrario, & dosis fisioldgica, actda sobre estas
funciones de forma benefica. Los 4rganos no son.alterados v el

grado de le glucosa sanguinea vuelve ulteriormente a la normali-

dad, Este factor es termostable y de naturaleza protéica; da una

10. | viva reaccién con el p. dimetilaminobenzaldehido semin Ehrlich, |
indicadoras de las glicoproteinas, Egte ensayo es confirmado por -

la reaccién especifica de Elson—began.

Los principios de preparacién descritos pueden
ser aplicados, sin salir del marco de la invencién a todo Srgano
13. fisiolégicamente equivalente a la médula 6sea roja,
| Los ejemplos que siguen son dados a titulo no

limitativo,

EJEMPLO 1.Preparacién del extracto de médula Ssea roja -

Tratamjento con agua destilada fria.
20,

Ahillos éseos pelvianos de pelvis de ternero son

tomados inmediatamente después de la matanza; son desprovistosg i

- . ]
‘de sus musculos y puestos en frio, o mejor congelados, Los huesos;

son serrados en trozoa y sus paredes dseas duras externas tosea-

”

gente.elimihadas. La médula jsea roja es suministrada en requefios;
' i
l

;&él almacenamiento a ~802C durante varios meseg, Estos fraémentosl

25. hfragmentes y después tratada ya sea inmediatamente o bien despuds

¢
gon trozeados y la pasta obtenida puesta en agua destilada fria.
Si la proporeién final es de 1 Kg de pasta de médula roja vara

10 litros, se puede afladir, segin el procedimiento elegido, §

!
H
[
'

30. litros de agua destilada, es decir la mitad del voldmen final ele

”



Bt N B
gido, o bien recurrir a la variante de afiadir de corrida la tota~
lidad del x}olﬁmen de agua, es decir 10 litros.

_La suspensidn es triturada fuertgmente en el tril-
turador a gran velocidad por ejemplo del tipo politroh, durante
5. un tiempo suficienfe, es decir-4 veces 5 minutos, Este triturado
se filtra en una espesa capa ﬂe4gﬁsa, o0 sobre cualqﬁier otro ta-
miz capéz de retener todag las particulas dseas de la viscera
dsea de la médula roja ¥ que estdn en sugpensiéh en el triturado.

a) Extraccidn en medio alealino

10. " Se duplica entonces el volimen del filtrado ob-
tenido por tampén fosfato 0,2 M a un pH de 7,5 que contiene ﬁlco-
poi é 10¢ alcoholicos.'El copjunto corresponde por tanto a 1 Kg -
dé triturado er 10 litros de tampén 0,1M @e pH 7,5 al tifuio al-
coholico de 52. Se calienta esta preparécién al bafio maria, 2

15. 602 durante 30 minutos. Se deja enfriar, y &éspués‘se filtrae. El

filtrado que estd casi limpio y de color amarillo palido es con~.

centrado 10 veces aproximadamente en el concentrador rotativo en
vacio, Es ultréfiltrédo sobre membfana PM 10,000, vreciritado, z
fraccionado por gel-filtracién .en Séphadex G 50 Fing. las fiﬁc— :
20. | ciones que corresponden a los picos de cabeza, principalmente [
. el pico 1, son recogidas y su proporcién en proteinas, dosifiéada;
vSu purificacién pulsada es.continuada_por fraccionamientos suce-

-givos. Se utilizan ya sea en solucién ajustada a una proporcidén

o+ e mman ey

en proteina conocida, o bien puestas en polvo. Es soluble en agua:
25. destilada, y clara en solucién concentrada,hacia un pH de 6.

b) Extraceién en medio deido

Se duplica el volumen del filtrado obtenido por

un tampdn acetato O,ZM'a uwn pH de 4,3, que puede o no contener

alcohol a 10% alcoholicos, Tl conjunto corresponde por tanto a

30. un kilo de triturado en 10 litros aproximadamente de tampén 0,1M
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. da para efectuar 1a susnensién ¥ la trituracién de la médula rojs),

'deseable@ para el fin perseguido es completada por una precipi-

1 hirviente, y centrifugar deépués del enfriamiento.

‘miento por gel-filtracidén en Séphadex G 50 Fine, equilibrado por
*tamp6n acetato 0,02 M de pH 4,3. Solo los picos 1, 2, 3 de cabeza)

e oe

" nuada por fraccionamientos sucesivos. Se lleva al estado geco

=2

de pH 4,3, que puede o no comprender alcohol a 5?2 alcoholicos.

31 se ha utilizado de corrida la cantidad totel de agua destila-

después de la trituracién y eliminacién de los fragmanfos dseos,
ge aﬁﬁden los elementos del tampén dcido, éé.decir el dcido acétilco
hasta le estabilizacidén ~al pH de 4, 3.

La vrevaracién es entonaes calentada a1l hafo ma-
ria, a 60eC durante 30 minmttos, o al bafio maria hirviente durente|
30'minutos. Se deja enfriar y después se Piltra. E1 filtrado es
claro y amarillo palido. Se concentra en un concentrador rotativo
en Qacio. 5i lé'concentraciéﬁ es auficiéntemente.pulsada, de 20
veces © més,‘el qoncentrado comienza a.précipitar en caliente;
se deja”entbnces eata precipitacién que se concluya a #42C y se

filtré, o se centrifuga. La précipitaci6n de las sustancias no

tacién por alcohol, afiadiendo aleohol a 709, volymen a voldmen, f
lo que lleva el titulo aleccholico a 359 aprosimadamente, durante
102 horas, a +42C, y se centrifuga, Se puede igualmente efectuar

un corto calentamiento de 5 minutos del filtrado, al bafio maria

Estas preparaciones son sometidas al fracciona-

son tomados y después cOncentrados 5 veces, y su nroporclén en |

prote:na dosiflcada la purlficacion de este extracto es conti- .

+
'

y ae reduce en po;vo. Bate polvo eq eoluble en gpua destilada; pob
llgera acidificacién, la aolucién, incluso concentrada, es parfec
tamente clara ‘e incolora. Puede ger esterilizada de nuevo. E1

extracto puede también ser tratado por otros métodos de concenw
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_;duras, de 1os huesos planos de animales 1ovenes de matadero, comc

1 se na 1ndlcado en ‘el ejemplo. 1, es conpelada a baia temperatura.

.un triturador de gran velocidad, en acetona pura a razén de ‘un

_las particulas oseas reszduales, se recoge sobre filtro Buchner. '

- to refrigerado ¥y decantado, es precipitado por cloruro de calcio,
’nolecula o molécula, con respecto al fosfato del tampén. Despuds

fato de calcio as1 formado (brushlte) en e1 extracto ‘mismo, es

"compuesto hipergllcemlante pero aepara por adsorcmén fracciones

,lnactlvas e incluso inhibxdoras. El extracto es entonces centri-

| metido a ung semi-purificacién por precipitaci6n a +49C y segﬁn

13-
tracidn. ultrafiltraclén, electrodialisis.

EJEMPLO 2.- Extracclén del comguesto hinergllcemiante a partir
de un’ tampon sallno.,

" La médula 6sea roja. separada de las paredes oser

Es trozeada y despuds triturada muy finamente 2 a 3 veces, con

kilo de pulpa de médula roja por 5 litros de acetona; EL tritura o

aceténico es decantado, tamlzado en reailla de modo a eliminar

La pasta aceténlca que sirve para la extraccién, puede ser conger

vada tal cual, a baja temperatura- Esta extraccién acetdnica nre-'

via elimina una cantldad 1mnortante de sustancias acetosolubles,

del orden del 40% y més.. o '
- Ia extraccién de 1a pasta es hecha por un tamndn

sallno en caliente. El tamp&n fosfato de sodio, a la concentrap

eién de 0,1 M le pH 6 8 se elige preferentemente, en- la nroporciér .

de 1 kg de polvo acetcnzco por 5 litros de tamp6n. La extraccidn

1 se Opera a 652C durante 1 hora,~con azitaci6n conqtante.-Elvextra%

del rea;uste a un pH de' 6, 8, la precip1taci6n- adsorcién por fos-

continuada a +490 durante 10 horas. Ia brushite no adsorbe el

fugado, o filtrado, y después concentrado 20 vecea en vacio.

El extracto bruto as{ obtenido s entoncee 20-
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el caso, durante algunas horas a 1 dia, por etanol o metanol,
o muy pequefias cantidades de acetato de cinc cuya concentracién
final es a lo sumo O, 004 l. Ie centrifugecién permite entonces
. geparar un sobrenadante que contlene el producto activn. Este es
Se secado y extraido de nuevo, o segin el caso, ultrafiltrado y
i utilizado tal cual o precipitado. .
| - La purificacién pﬁlaada del extracto se realiza
=por los diversos medios conocidos dé dialiuia y de fracclonamleﬂ-
to bzoquimico. El extracto es llevado a1 estado ‘seco por liofi-
110. lizacidén o deseacién en vacio,

'VEJEHEQO 3o Extracc16n del compuesto hgperglicemiante por una

solucién hidroalcohol1ca.

Bl polvo aceténico de m‘dula 6Sea fo%a es extrai
:'vdo por alcohol a 802 alcoholicos, a razon de 1 kg de nolvo por
15, 51, pud1endo ger ajustado el PH hacia 6, 8. La extraceién es con
| tjnuada a 652C durante una hora, bajo_agitapi6n qonstante, n
| extracto enfriado es decantado yAfiltfado y después conceﬂtradp
20 veces en vacio, de modo & eliminar el alcohol por.destilacién.
A la fase écuosa restante se afiade un précipitado paatoso d; brus-
20. | hite recientemente preparada Yy lavada, aiendo aiustado el pH a

| 6,8. Ia adsorcién es continuade a +490 durante 10 horas. bajo
~§gitaci6n constante. El éxtracto es entonces centrifugado y deg-
.pués semi-puriflcado por precipitacién o purif1cado por_ fraccional

miento como se ha indicado en el eiemplo 1.

.o

25. h_EJEMFLO 4.~ Separacién del compuesto hinerglicemiante Eor eriopre~ -

e : cinltaci6n. N
m extracto bruto 0 semi-purifwoado obten1do ya

see megin el eiemplo 1, o seqﬂn el. e1emplo 2, nero preferentementr 

después de la extrac016n por tampén salino, eventualmente después

30, | de la ultrafiltracién, es_puesto a congelar a -2590 en tubos plés~



ticos, deformables. - I
Se produce uns. crloprecipitaclén en forma de.
finos grumos. Estos grumos que son recogidos en la superficie y
prlnclpalmente en el fondo de los tubos, corregponden a las frac-
Se ciones de ‘menor punto de congelacién, son las nés concentradas.
Adsorben electlvamente el compuepto hipergllcem;ante. Se Qesconge«
lén las primeras, a la temperaturé ambiente, y constituyen cabeza$
de descongelaci&nfqué'son tomadas inmediatamente después de haber
' gido descongeladas; son entonces centrifugadas., El residuo de
- 10, centrifugacién es eluado en solucién acuosa y utilizado tal cual
0 purlflcado segin 1os ejemplos 1 y 2. El re81duo proteolipldico

] que queda es inactivo,

EJEMPLO 5.-Propiédaies farmacoléggca .

Gonejos machos ¢ hembras, normales, de 4 kg apro+
15. ximadamente, son inyectados por via intransanguinea con los nuevos o
| extractos, El grado de su giicemia y de su glicosuria es'dosiflcau
Ao Ayvrente Tag horas si gu‘ienﬁ;-s. Antes. de) tratamiento esten cones
jos tienen #rados de pllcemia que varians de 1g al, 20 g /&)' Asi-
mlsmo, los grados correlat1voa del glicdgeno y de la glucosa son !
20, jdosiflcados en sws principales visceras y en sus musculos. Los re-
sultados muestran que el compuesto hiperglicemiante de la médula
6sea roja provoea rapidamente- una glicogenolisis esenc1a1mente :

en el higado ¥y 1os 6rganos, pero también en los muscnlos, contra-

r1amante a la accién del glucagﬁn. La glucoaa que asi resulta al-

. 25, :éénza grados muy elevados a la vez en la sangre j en la orin@. Ia
l‘g;icemia y la glicosﬁrig sumentan de forma correlative, llemando

a hna:expulsién glicosufica extremadamente importante incluso eh- ’
trevlos conejos'ya hiperglicémicos y, 1o que es de hacer notar,

en el conéjo diabético, a una glicosuria intensa ain sumento im-

30. portante de la glicemia. El compuesto hiperglicemianfe de la mé-



5.

10.

5.

20,

25,

30.

)

]r¥lo 3, la dosis inyectadd puede ser .inferior a ‘iOOY/kg y prove-

. significat:.vosz tan es asf que a 1s dosis de 450 Y ae proteinas/ke,

-n"

‘.

16~
dula dsea roja enfra en el ciclo fisio-patolégico muy complejo '
de la regulacién hormohal de los glucidos,

' las cifras siguiéntes son dadas en ejemplo.
:ﬁeépné; de la extraccién segin el ejemplo 2, la

‘dosis inyectada en ¢l conejo, expresada e-n-'pfoteina.a,» es de 210
kg, que lleva la glicemia de 1,82 ¢ Yoo 8 4,16 g %o en 30 mi-
nutos, y la glicosuria a 71-,7g.°/oo en 5 horas, Esta dosis pnede'
incluso ﬁer reduéi'da a 140X/kg y ligva.r la glicemia a 5,9 g /o
y la glieosﬁria a 54, 8g /oo en 5 horas, Plra; dosis .ina',s fﬁer_teé,

©

la glicemia puede alcanzar el gra.do muy elevado de 10,3 g co en
5 horas, y la glicosuria 48 1g °/oo. A veces la glicosuria a1-
canza la c1fra de, 86,9¢g /oo, e incluso, en el caso del método de
cmoprecipitacﬁn, »segun el ejemplo 3 y des;y_ués de la extraceidn
por. tampén fosforo,de 99,5 g °/o0. | _ o

Después de la prec:.mtacién por acetato de cinc, F

el aumento de grado de glicemia puede ser extremadamente rapido y

alcanzar 6, 15¢ °/oo en 1 hora- unicamente, mientras gue en el mis-

Do momento el grado de glucosa en la orina es ya de 33;8g¢ °/oo.

~ Asimismo, después de la ex'_braccién, segtin el eieq!-

l.nar en 1 hora una glicemia de 6,73 g °/ob ¥y una glicosuria de

5,22 g %/00. B liofilizado y el d:!.alizado dan también e'iemplos

ol dializado produce une glicosurie de 62 ,4g °/00 en 5 horas. -

ran

) En el conejo ya hiperglicémico, el extracto seany
e'.L e;lemplo 1 provoca unicamente un aumento baatante pequefio de 1a.
T glicemia, 3,38-¢ °/oo de partida hasta. un méximo de 4,37 8 ®/00 o1
1 hora 30 minutos, pero a continuacién la curba decrece sradusl-

menteiy cae a 3,42 g° 00 en 5 horas; por el contrario, en ese es-

l tadio, la glicemia aleanza 70 °/o0.



=17~

Por dltimo, en el comienzo diabético, después de
la extraceién del tipo del ejemplo 2, la glicemia parte del grado
.elevado de 7 g °/oo, alcanza unicamente un mdximo de 9,66 g 2/00
en 3Q minutos y después decrece hasta 5, 683 °/bo en 5 horas; ahorf
Se bien, en ese momento, la gllcosurla es de 52 8g /bo, que pone
de manifiesto que el exceso de glucoss es expulsado en la Q:lna.

El compuesto hiperglicemiante fiene, ademds,
otras propiedades farmacolégicasz-aétua sobre el catabolismo
de los lipidos, disminuye el grado de colesterol de 1,31g ©/o0 &
10. 1,06 g °/oo en el suero, unicamente en 5 horas y después de une.
sola inyecclén. Puede actuar sobre el desarrollo celular seg&n
los trabajos en curso. No tiene accién nociva sobre el funciona-
miento_dei corgzéu como lo demuestran los electrocardiogramah;

Descrita suficientemente la néturaleza del ine
15. vento, as{ como la manera de realizarlo en la priactica, debe ha= .

cerse constar que las disposiciones anteriormente indicadas son

susceptibles de modiflcaclones de detalle, en cuanto no alteren

su principio fundamental.
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tre 60 y 1002C, & una nueva filtracién, una concentracién y puri-;

racterizado porque la extraccidén es efectuada a un pH alealino

! temente,

i

.. brendido entre 4 y 6,9-pfeferentemente 4,5 por una solucién tam—

~18-

RETVINDICACIONES

1.,- Procedimiento de preparacién de un factor
hiperglicemiante. que provoca una glicogenolisis general y una
repulsa glicosdrica, caracterizado porque se extrae de médula éee
roja que procede los huesos planos de los que haﬁ gido eliminadas
las paredes duras dseas., -

2.~ Procedimiento setin la reivindicacién 1, ca-
racterizédo porque la extraccidén propiamente dicha es.precedida
de un tratamiento con agua friﬁ de la rasta obtenida por tritura-
cidn de la mddula y de su viscera, con vistas a la obtencidn de

~un filtrado.

3.~ Procedimiento segin las reivirdicaciones 1
j 2, caracteirizado porgque el mencionado filtrado es sometido a
una extraécién.gn medio tamponado a temperaturas comprerdidas en-
ficaciones tales como dialisis, ultrafiltracidn, electrodnalisis.

4 ,~ Procedimiento segﬂn la reivindicacidén 3, ca-

lhréximo de 7,5 por una solucidn tampén, fosfato de sodio preferen

5.= Procedimiento segin la reivindicacién 4, cae-

- racterizado porque la extraccidh es efectuada a un pH deido com—

~é6n, acetato, preferentemente. !

:?f? 6.~ Procedimiento segzin la reivindicacién 4, & 5‘

;ba?acterizado porque se afiade a la mezcla alcohol a débil concen-
tracién.

7.= Procedimiento semin la reivindicacién 1, ca-

racterizado porque la extraccién es efectuada sobre polvo acetd-

nico obtenido por trituracién de la médula roja desmenuzadm, a gran
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la solucién aceténica, y obtencién del polvo aceténico sobre el’

’ T, caraeterizgdo'pordue la extraccidn del. polvo gceténico es efec

‘cula a molécula, siendo tratado el filtrado como anterlormente..‘~

.en el compuesto buscado.

aeriores, caracterlzado porque el extracto obtenido como anterior

hiperglicemiante; tal y cOmo queda sustancialmqnte descritoven la

=1G~

velocidad, en dos veces al menos, en acetona pura, filtracién de’

filtro. ,

_ 8.~ Procedimiento segun las reivindlcaciones 1
Yy, caracterizado porque la: extracclén del polvo aceténico es
efectuada segin las condiciones descritas antes.

9.~ Procedimiento segun las re1v1ndicﬁcionés 1 j

tuada por un tampén fosfato 0,1 M de TH 6,8, pfefergntemehto meZ-
ela de fosfato monopotdsico. ' A

' vi 10.- Procedimiento qegun la reivindicacién 9,
caracterlzado porque con v1stas a preclpitar los fosfatos en for-|

ma de fosfato de calcio—brushite, se afiade cloruro de ca1c1o, mol§-

M= Procedimiento segin las reivind1eaclones 7,
8, 9 yv10, caracterizado porque el extracto obten1do es purif;caﬂo,"
por precipltaclén, por etanol, metanol, acetato de cinc, mezclas

metilal-metanol, con vistas a la obtenci6n de un sobrenadante rmcﬁ

12.— Procedimiento segun las reiv:ndicac:ones 1

7, caracterizado porque la extraccién del polvo acetonico-es efec~

tuada por una solucidn hidroalcohélica de 5 a 80¢ alcohlicos, siLn;

do utilizado el polvo aceténicb como fampén ¥ éstando definido

el resto¢& las operaciones como anteriormente.

13,= Procedimiento gsegdn las reivindicaclones an

mente, eg vurificado wor crionrecinitaoién, si-ndo nonnentrade
el producto actlvo en las cabezas de descongelacién.

14,- Procedimiento de preparacién de un factor
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presente Memoria

Tata Memoria consta de veinte hoias esoritas a

médquina por una sola cara.

Madrid,? 8 FEB, 1977
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