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La presente invención se refiere a un proce­

dimiento de extracción de un factor hiperglicemiante a partir de 

la médula osea roja y/o de órganos fisiológicamente similares.

La médula ósea roja procede de los huesos 

planos, por ejemplo de los animales de matadero. Batos huesos 

convenientemente preparados son depositados en frió durante un 

espacio de tiempo corto, o almacenados después de la congelación 

a baja temperatura. Son serrados en trozos, y sus paredes óseas 

externas duras son eliminadas. La médula roja con su viscera ósea 

espongosa es entonces cortada en fragmentos, y después trozeada. 

La pasta así preparada es sometida a las operaciones de tritura­

ción y de extracción.

El procedimiento elimina de la extracción las 

sustancias indeseables que pueden proceder de.la víspera ósea 

espongosa en la que se encuentran las células de la médula roja. 

Estas sustancias son no solo sales, sino también cuerpos orgénicojs 

como gelatina, oseonucoides u oseoalbumina y otros. {

El procedimiento segiín la invención consiste ' 

tn .meter a trituración la pasta constituid, por 1. .Mala ósea ¡ 

roja y por la víspera ósea espongosa en presencia de agua desti 

lada fría, en eliminar las partículas óseas por filtración, en 

someter al filtrado a una extracción en medio tamponado, a tempe-) 

raturas comprendidas entre $0 y 100SC, y después en efectuar una 

nueva filtración, una concentración y purificaciones prolongadas 

del extracto.

Una forma particular de la invención consiste 

en efectuar la extracción no ya en el propio triturado bruto, sin 

en el polvo acetónico de la médula ósea roja. Para preparar el 

polvo acetónico, la médula roja trozeada es triturada directamente 

a gran velocidad, en dos veces al menos, añ acetona pura,(por ejem
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plo í Kg de pulpa de médula roja para 5 litros de acetona); se 

filtra la solución acetónica; el triturado es a continuación ta­

mizado de modo a separar las partículas óseas residuales; por 

último es secado. El polvo acetónico obtenido puede ser conserva-i­

do a baja temperatura. Este tratamiento a la acetona elimina sus-- 

tancias acetosolubles, no deseables, en cantidad importante, por 

ejemplo del orden del 40% y más. El polvo acetónico es entonces 

sometido a la extracción propiamente dicha.

La extracción puede efectuarse según un cier-j- 

10. to número de variantes que forman parte de la invención.

En el caso en que la pasta triturada sea 

tratada por agua destilada fria, se opera de la siguiente manera: 

se añade a lá pasta constituida por la médula ósea roja y la vis-)- 

cera ósea espongoáa que procede de los huesos planos, la mitad 

15. del agua destilada necesaria para alcanzar la dilución final

elegida. La trituración se nráotica en este agua destilada: es 

mry prolongada, con un triturador a gran velocidad, por ejemplo 

del tipo politron; el agua destilada fría lisa las células. Se 

filtra el liquido de modo a retener todas las partículas óseas 

20. . en suspensión (filtrado^). Se transforma entonces este filtrado

en un sistema tampón.

Según una forma de la invención se trabaja 

a pH próximo de 7,5. Para ello, se añade un volúmen igual al 

del filtrado^ de un tampón de doble concentración, de modo a 

25. - llevar el pH a los alrededores de 7,5; se puede utilizar una so­

lución tampón del tipo fosfato de sodio a la concentración de 

Ó,2M u otro tampón usual en biológia. Se procede mhtonces a la 

extracción de este filtrado (1 + t) sometiendo esta solución tam- 

ponada a un calentamiento comprendido entre 609 y 1009C durante 

30. un tiempo en relación con la masa tratada, generalmente comprendido
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entre 30 minutos y 2 horas. Según otra forma de la invención se 

trabaja a pH comprendidos entre 4 y 6,9 y preferentemente a pH 

próximo de 4,5. Se puede recurrir a tampones a partir de ácidos 

ya sea fuertes o bien orgánicos, o á cualquier otro tampón ácido 

conodido en biológia. Este pH ácido permite obtener medios exento: 

de sales, como es el caso cuando se efectúa la extracción en medi) 

básico.

Para completar la extracción en un caso como 

en el otro (pH alcalino o pH ácido) se puede añadir a la mezcla 

alcohol a poca concentración, por ejemplo a 5** alcohólicos al fi­

nal.

El filtrado^ ^ ^  asi preparado es sometido 

al calentamiento entre 60 y 100*0 durante un tiempo proporcional 

a la masa tratada, generalmente comprendido entre 30 minutos y 

2 horas. Despuós del enfriamiento, este triturado es filtrado 

(filtradOg). En el filtrado queda un residuo pastoso pardo oscu- 

ro, fin., sin partidla. 6...., .1 filtrado, .. Morillo pálido, 

casi limpio, no contiene más que sustancias termoresistentes de ¡ 

la módula ósea roja, habiendo sido eliminadas las sustancias ter- 

t mosensibles.

Este filtradog es entonces fuertemente con­

centrado por cíemelo con un concentrador rotativo bajo vacio o 

cualquier otro dispositivo conveniente. La concentración puede ser 

prolongada entre 5 y 20 veces. Se obtiene así el extracto bruto j 

concentrado.

En esto moneato, .1 extracto brete co„...tra4¿ 

puede ser dializado, contra agua desmineralizada o sometida a una 

ultrafiltración o a una electrodialisis; cuando la extracción 

tiene lugar a un pH ácido, este extracto está poco cargado en sa­

les y estas últimas operaciones no son dispensables en la medida
30
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en que se procede a operaciones ulteriores de purificación.

Este extracto bruto concentrado sufre entonceja 

una purificación preliminar a fin de eliminar las sustancias no 

activas para la aplicación buscada; para ello se puede someter 

el extracto a una ultrafiltración por ejemplo sobre membrana del 

tipo AMICON para peso molecular 10.000; se concentra y se deja 

precipitar a +4BC. El ultrafiltrado no contiene entonces más que 

sustancias termoresistentes de peso molecular inferior o igual 

a 10.000. Igualmente se puede prácticar una purificación prelimi­

nar del extracto bruto por precipitación; para lograr ósto, se 

puede utilizar alcohol hacia 30S alcohólicos al final, durante 

un tiempo corto, por ejemplo de 1 a 2 horas a 4^0, y después se 

centrifuga y elimina &  alcohol por concentración-destilación; 

igualmente se puede calentar el extracto bruto concentrado al 

baño maria hirviente durante algunos minutos, y después centrifu-j 

gar; en efecto, aúnque el extracto haya sido preparado en caliente, 

su concentrado puede todavía precipitar a temperaturas próximas ' 

de 98-1OOSC. En todos los casos, los ultrafiltrados y los sobreñal 

dantes son amarillos y presentan una fluorescencia intensa amarilio- 

'yerde en luz ultravioleta. Aúnque estén relativamente poco carga­

dos en sales, los extractor pueden ser dializados contra agua 

desmineralizada a +4*C. Además, el extracto bruto concentrado 

puede ser sometido a electrodialisis.

, Los sobrenadantes obtenidos, parcialmente pu­

rificados, los ultrafiltrados, los dializados son cromatografía-[ 

.'dos y después fraccionados por gel-filtración; ésta es práctieada 

según métodos conocidos sobre gel apropiado. Las curvas de % de 

transmisión de los fraccionamientos muestran picos que se separan. 

Los picos iniciales o de cabeza, 1, 2, 3, según las condiciones d( 

masa, son poco o nada fluorescentes. Contienen en particular el30
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pico-j, el producto activo buscado. A. continuación viene un gran 

pico, por ejemplo el pico na 4 que contiene sustancias intensa­

mente fluorescentes en luz ultravioleta, pero no contiene el pro­

ducto objeto de la invención. Las fracciones activas son reconcentra­

das y vueltas a purificar, por fraccionamientos sucesivos. Se uti­

lizan en solución, o desecadas y puestas en polvo por medios co­

nocidos.

La forma preferida déla invención consiste 

en efectuar la extracción sobre polvo acetónico. Esta extracción 

puede ser hecha en las condiciones anteriormente indicadas ya 

sea por un tampón salino, o bien por una solución hidroalcoholica¡ 

que puede ser tamponada por el polvo acetónico mismo. !

En el caso de la extracción por tampón, se 

puede recurrir a diversos tampones salinos biológicos. El tampón 

fosfato se elige como que es de los más simples. Se puede adoptar 

la concentración de 0,1M a ún pH de 6,8 por mezcla de fosfato 

disódico 0,05M y de fosfato monopotásico 0,05M. La relación puede 

ser, sin que ello sea limitativo, de un kilo de polvo acetónico, 

por ejemplo, para 5 a 10 1 de tampón. La extracción se opera en­

tre 603 y 98^0, preferentemente a 65 SC, durante 1 a varias horas, 

con agitación. El extracto es entonces enfriado y decantado.

Un método simple y eficaz, que conviene para 

grandes cantidades,es precipitar directamente los fosfatos, no 

ya precipitados por calcio liberado por los residuos óseos, sino j 

por el cloruro de calcio, molécula o molécula, en forma de brus- 

hite. Se reajusta a un pH de 6,8 y se deja bajo agitación a +4SC, 

durante un tiempo suficiente, del orden de algunas horas a un dia. 

La experiencia pone de manifiesto que la absorción por la brushitc 

clarifica el extracto, sin que sea necesario precipitarlo desde 

este estadio por variación del pH o de otra manera, lo que es más
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o menos perjudicial. Además, la brushite no absorbe el producto 

activo del extracto puesto que los eluados de los precipitados 

de brushite, después de la absorción, no tienen actividad hiper- 

glicemiante; además, pueden ser hipoglicemiantes, eliminando asi 

el extracto de sustancias indeseables, incluso inhibidores. El 

extracto es entonces centrifugado o filtrado y después fuerte­

mente concentrado en vacio, en concentrador rotativo, por ejemplo, 

del orden de 20 veces aproximadamente. Este concentrado centri­

fugado corresponde al extracto bruto: todavía es rico en sales 

y en diversas sustancias proteolipidicas y glucidicas. Puede ser 

entonces el objeto de una semi-purificación. Esta puede realizarse 

por precipitación, en frío, de diversas maneras, 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; i 

la débil dosis de cinc añadida no es en modo alguno tóxica en la 

preparación final que procede del sobrenadante y no del precipi­

tado; por el contrario, refuerza las propiedades hiperglicemian- 

. tes. La precipitación puede también obtenerse por otros cuerpos 

o mezclas, mezclas tales como metilal-metanol, lo que produce una 

delipidación y una desaladura importante. El extracto es entonces 

. centrifugado y el sobrenadante tomado; éste es eventualmente 

pecado; en ese caso, puede ser disuelto de nuevo en etanol a di­

versas concentraciones, lo que contribuye a aumentar la desaladu- 

' ra.

' - Una variante del procedimiento es práoticar lj:

semi-purificación después de haber ultrafiltrado el extracto. Laej 

operaciones de precipitación son entonces las mismas que las que 

acaban de ser indicadas, pero impiden sobre un ultrafiltrado ya 

parcialmente purificado.
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Para una purificación pulsada, se puede re­

currir a la diálisis, o a la electrodialisis, o a la ultrafiltra-- 

ción, o a la osmosis inversa, y por último al fraccionamiento 

por cromatografía, por gel-filtración, según los métodos conocidos, 

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

tonces llevado en estado seco por liofilización o desecación en 

vacio.

Un segundo tipo dé extracción, y que forma 

igualmente objeto de la invención, es la utilización, a partir 

del polvo acetónico de médula ósea roja, de soluciones hidroalco- 

holicas de 5S alcohólicos y más, por ejemplo al titulo de 803 

alcoholices, produciendo entonces el polvo acetónico proteolipi- 

dico, por su parte, y en los límites de pH indicado, un efecto 

tampón. Este pH puede ajustarse por ló demás si ello es necesario 

hacia pH 6,8. La extracción hidroalcoholica por ejemplo en las 

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

hidroalcoholica, es continuada en las mismas condiciones que la 

de la extracción por tampón fosfato expuesto más arriba? sin em­

bargo, en ese caso, la concentración debe permitir, por destila­

ción, la eliminación del alcohol. La fase acuosa residual es 

entonces tratada como se ha indicado para.-la?extracción por tam­

pón salino. Por el contrario, en el caso de la extracción hidroal­

coholica, como en el de otros tampones, por ejemplo acetato, y 

puesto que no se parte de un tampón que contiene fosfato, la cla­

rificación se realiza añadiendo la brushita toda preparada,fresca 

y lavada (precipitado de fosfato de calcio, ajustado a un pH de 

6,8 y centrifugado). Cualquier otro adsorbente eficaz que produz­

ca un efecto similar al de la brushita, en el caso de la extrac­

ción inicial ñor la solución hidroalcoholica o por otros tabo­

nes diferentes del fosfato, puede utilizarse naturalmente.
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Sin embargo, un punto importante y que forma 

parte de la invención es que, si el producto activo no es adsor­

bido en un adsorbente mineral como la brunhite, ruede serlo muy 

eficazmente sobre precipitados orgánicos lipoproteicos que pro­

ceden del propio extracto. Esto corresponde a un tipo de extrac­

ción por crioprecipitación.

El extracto semi-purificado, es conservado 

preferentemente en tubos plásticos transparentes y deformables, 

por ejemplo a -25SC. Se produce una crioprecipitaclón en forma de 

finos grumos. Ahora bien, los que se reúnen en una pequeña parte 

superficial, y en la mayor parte en el fondo de los tubos, ad­

sorben electivamente el compuesto activo y lo concentran.

Durante la descongelación, a la temperatura 

ambiente, estos grumos activos corresponden a las cabezas de des­

congelación, dicho de otro modo a la fracción de menor punto de 

congelación. Estas cabezas que están muy concentradas, son reco­

gidas desde su descongelación, por una parte en la superficie, 

y, por otra, sobre todo en la porción inferior de los tubos, cor­

tando estos por ejemplo. El resto de los crionrecipitados, que 

se descongelarán más tarde y que son cada vez más acuosos, no ad­

sorbe el producto activo a concentración suficiente. Estas cabeza 

, de descongelación son centrifugadas y el producto activo que es 

hidrosoluble es separado por simple elución de los precipitados 

lipoproteicos adsorbentes y que por su parte son inactivos.

Otras posibilidades de adsorción por estruc­

turas orgánicas pueden utilizarse. Tan es así que el tratamiento 

del extracto por óter etílico da un precipitado de intercara que 

adsorbe el compuesto activo; o incluso que la precipitación del 

extracto por acetato de cinc en presencia de calcio pueda condu­

cir a la producción de coarcevatos muy regulares que adsorben tam
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bien electivamente y concentran el producto activo.

Estas diversas variantes de extracción se 

aplican a todo órgano susceptible de liberar, como la médula ósea 

roja, un compuesto hiperglicemiante.

Los extractos y productos obtenidos según la 

invención son utilizados como agentes terapéuticos administrables 

por via intravenosa o parenteral.

Tienen propiedades fisiológicas que les ca- 

reacterizan. Contienen un factor que provoca, por inyección in- 

trasanguínea, una elevación extraordinariamente fuerte, durante 

algunas horas, del grado de la glucosa en la sangre que circula 

y correlativamente una expulsión urinaria de esta glucosa, que 

se acumula así en la vejiga.

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 sanguíneo, o que sobrepasa esta 

cifra, Además, la expulsión urinaria de la glucosa lleva la gli- 

cosuria hasta grados experimentales de más de 50 g por litro de 

urina; en algunos casos, esta glicosuria puede ascender hasta 

los 100 g por litro, j

Ahora bien el estudio bioquímico minucioso 

demuestra que, contrariamente a las hormonas hiperglicemiantes 

conocidas, esta glucosa liberada tan maxivamente, procede no solo 

de una degradación del glicógeno o glicogenolisis en algunos ór- 

t ganos como el hígado principalmente, pero es de orden general.

Por ejemplo, contrariamente al glucagon que no tiene acción sobre 

la glicogenolisis en los músculos, el factor descubierto reduce 

el grado de glicógeno en los músculos y en los principales órga­

nos, hasta anularlo completamente. Esta glucogenolisis general 

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



- 10-

todavía, provoca progresivamente la expulsión glioosurica consi­

derable de la que se ha hablado. :

El factor hiperglicemiante, separado por el ¡ 

proceso según la invención, no altera las funciones sanguíneas 

y cardíacas, como lo demuestran las medidas y los electrocardio­

gramas, Por el contrario, a dosis fisiológica, actúa sobre estas 

funciones de forma benéfica. Los órganos no son alterados y el 

grado de la glucosa sanguínea vuelve ulteriormente a la normali­

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

viva reacción con el p. dimetilaminobenzaldehido según Ehrlich,
i

indicadoras de las glicoproteinas. Este ensayo es confirmado por - 

la reacción específica de Elson-Mórgan.

Los principios de preparación descritos pueden 

ser aplicados, sin salir del marco de la invención a todo órgano 

fisiológicamente equivalente a la módula ósea roja.

Los ejemplos que siguen son dados a título no

limitativo.

EJEMPLO 1.Preparación del extracto de módula ósea roja - 

Tratamiento con agua destilada fria.

Ahillos Óseos pelvianos de pelvis de ternero son 

tomados inmediatamente después de la matanza; son desprovisto^ ¡

, de sus músculos y puestos en frió, o mejor congelados. Los huesos 

son Serrados en trozoa y sus paredes óseas duras extemas tosca­

mente eliminadas. La módula ósea roja es suministrada en pequeños¡ 

fragmentos y después tratada ya sea inmediatamente o bien después 

,.del almacenamiento a -800C durante varios meses. Estos fragmentos 

son trozeados y la pasta obtenida puesta en agua destilada fria.
t

Si la proporción final es de 1 Kg de pasta de médula roja rara '

10 litros, se puede añadir, según el procedimiento elegido, 5 j

litros de agua destilada, es decir la mitad del volúmen final ele­
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gido, o bien recurrir a la variante de añadir de corrida la tota­

lidad del volumen de agua, es decir 10 litros.

La suspensión es triturada fuertemente en el tri­

turador a gran velocidad por ejemplo del tipo politron, durante 

un tiempo suficiente, es decir 4 veces 5 minutos. Este triturado 

se filtra en una espesa capa de gasa, o sobre cualquier otro ta­

miz capaz de retener todas las partículas óseas de la viscera 

ósea de la médula roja y que están en suspensión en el triturado.

a) Extracción en medio alcalino

Se duplica entonces el volámen del filtrado ob­

tenido por tampón fosfato 0,2 M a un pH de 7,5 que contiene alco­

hol a 10S alcohólicos. El conjunto corresponde por tanto a 1 Kg 

de triturado eii 10 litros de tampón 0,1M de pH 7,5 al titulo al­

cohólico de 53. Se calienta esta preparación al baño maria, a 

603 durante 30 minutos. Se deja enfriar, y después se filtra. El 

filtrado que está casi limpio y de color amarillo pálido es con-, 

centrado 10 veces aproximadamente en el concentrador rotativo en ] 

vacio. Es ultrafiltrado sobre membrana PM 10.000, rreciritado, ¡ 

fraccionado por gel-filtración en Séphadex & 50 Fine. Las frac- j 

ciones que corresponden a los picos de cabeza, principalmente

el pico 1, son recogidas y su proporción en proteínas, dosificada}.
!

Su purificación pulsada es continuada por fraccionamientos suce- j 

sivos. Se utilizan ya sea en solución ajustada a una proporción í 

en proteina conocida, o bien puestas en polvo. Es soluble en aguaj 

destilada, y clara en solución concentrada,hacia un pH de 6. j

b) Extracción en medio ácido

Se duplica el volámen del filtrado obtenido por 

un tampón acetato 0,2M a un pH de 4,3, que puede o no contener '

alcohol a 10! alcohólicos. El conjunto corresponde por tanto a ¡

un kilo de triturado en 10 litros aproximadamente de tampón 0,1M i
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de pH 4,3, que puede o no comprender alcohol a 5S alcohólicos.

Si se ha utilizado de corrida la cantidad total de agua destila­

da para efectuar la susnensión y la trituración de la médula roja, 

después de la trituración y eliminación de los fragmentos óseos, 

se añaden los elementos del tampón ácido, és decir el ácido acétijco 

hasta la estabilización al pH de 4,3.

La Drenaranión es entornes calentada ai ba"o wa- 

ria, a 60CC durante 30 minttos, o al baño maria hirviente durante 

30 minutos. Se deja enfriar y después se filtra. El filtrado es 

claro y amarillo pálido. Se concentra en un concentrador rotativo 

en vacio. Si la concentración es suficientemente pulsada, de 20 

veces o más, el concentrado comienza a precipitar en caliente; 

se deja entonces esta precipitación que se concluya a *4*0 y se 

filtra, o se centrifuga. La precipitación de las sustancias no 

deseables para el fin perseguido es completada por una precipi­

tación por alcohol, añadiendo alcohol a 70S, volumen a volámen, '
<

lo que lleva el título alcohólico a 35a aproximadamente, durante 

1 o 2 horas, a +4°C, y se centrifuga. Se puede igualmente efectuajr 

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

hirviente, y centrifugar después del enfriamiento.

Estas preparaciones son sometidas al fracciona­

miento por gel-filtración en Séphadex G 50 Fine, equilibrado por 

tampón acetato 0,02 M de pH 4,3. Solo los picos 1, 2, 3 de cabeza 

son tomados y después concentrados 5 veces, y su proporción en 

'proteina dosificada; la purificación de este extracto es conti­

nuada por fraccionamientos sucesivos. Se lleva al estado seco 

y se reduce en polvo. Este polvo es soluble en agua destilada; poir 

ligera acidificación, la solución, incluso concentrada, es perfeci- 

tamente clara e incolora. Puede ser esterilizada de nuevo. El 

extracto puede también ser tratado por otros métodos de concen-
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tración ultrafiltración, electrodialisis.

EJEMPLO 2.- Extracción del compuesto hiperglicemiante a -partir

de un tam-pón salino

La médula ósea roja separada de las paredes ósea: 

duras, de los huesos planos de animales jóvenes de matadero, come 

se ha indicado en el ejemplo 1, es.congelada a bajá temperatura.

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

un triturador de gran velocidad, en acetona pura a razón de un 

kilo de pulpa de médula roja por 5 litros de acetona. El tritúralo 

acetónico es decantado, tamizado en rejilla de modo a eliminar 

las partículas óseas residuales; se recoge sobre filtro Buchner.

La pasta acetónica que sirve para la extracción, puede ser conser­

vada tal cual, a baja temperatura. Esta extracción acetónica ore- 

via elimina una cantidad importante de sustancias acetosolubles, 

del orden del 40% y más.

La extracción de la pasta es hecha por un tampóx 

salino en caliente. El tampón fosfato de sodio, a la concentra­

ción de 0,1 M &e pH 6,8 se elige preferentemente, en la proporción 

de 1 kg de polvo acetónico por 5 litros de tampón. La extracción 

se ópera a 65se durante 1 hora, con agitación constante. El extrac­

to refrigerado y decantado, es precipitado por cloruro de calcio, 

molécula o molécula, con respecto al fosfato del tampón. Después 

del reajuste a un pH de,6,8, la precipitación- adsorción por fos­

fato de calcio así formado (brushite) en el extracto mismo, es 

continuada a +4SC durante 10 horas. La brushite no adsorbe el ¡ 

compuesto hiperglicemiante pero separa por adsorción fracciones 

inactivas e incluso inhibidoras. El extracto es entonces centri­

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

El extracto bruto asi obtenido es entonces so­

metido a una semi-purificación por precipitación a +4SC y según
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el caso, durante algunas horas a 1 día, por etanol o metanol, 

o muy pequeñas cantidades de acetato de cinc cuya concentración 

final es a lo sumo 0,004 M. La centrifugación permite entonces 

separar un sobrenadante que contiene el producto activo. Este es 

secado y extraído de nuevo, o según el caso, ultrafiltrado y 

utilizado tal cual o precipitado.

La purificación pulsada del extracto se realiza 

-por los diversos medios conocidos dé diálisis y de fraccionamiei 

to bioquímico. El extracto es llevado al estado seco por liofi- 

lización o deseación en vacio.

EJEMPLO 3.- Extracción del compuesto hiperglicemiante por una 

solución hidroalcoholica.

El polvo acetónico de médula ósea roía es extrai 

do por alcohol a 80* alcohólicos, a razón de 1 kg de polvo por 

5 1, pudiendo ser ajustado el pH hacia 6,8. La extracción es con­

tinuada a 65BC durante una hora, bajo agitación constante. El 

extracto enfriado es decantado y filtrado y después concentrado 

20 veces en vacio, de modo a eliminar el alcohol por destilación.

A la fase acuosa restante se añade un precipitado pastoso de bruaj- 

hite recientemente preparada y lavada, siendo ajustado el pH a 

6,8. La adsorción es continuada a +4BC durante 10 horas, bajo 

-agitación constante. El extracto es entonces centrifugado y dee- 

.pués semi-purificado por precipitación o purificado por fracciona 

miento como se ha indicado en el ejemplo 1.

'EJEMFLO 4.- Separación del compuesto hiperglicemiante por criopre

cipitación.

El extracto bruto o semi-purificado obtenido ya 

sea pegún el ejemplo 1, o según el ejemplo 2, pero preferentemente 

después de la extracción por tampón salino, eventualmente después 

de la ultrafiltración, es puesto a congelar a -25BC en tubos plés-
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ticos, deformahles.

Se produce una crioprecipitación en forma de 

finos grumos. Estos grumos que son recogidos en la superficie y 

principalmente en el fondo de los tubos, corresponden a las frac 

ciones de menor punto de congelación; son las más concentradas. 

Adsorben electivamente el compuesto hiperglicemiante. Se desconge4- 

lan las primeras, a la temperatura ambiente, y constituyen cabezas 

de descongelación que son tomadas inmediatamente después de haber 

sido descongeladas; son entonces centrifugadas, El residuo de 

centrifugación es eluado en solución acuosa y utilizado tal cual 

o purificado según los ejemplos 1 y 2. El residuo proteolipidico 

que queda es inactivo.

EJEMPLO 5.-Propiéda&ás farmacológicas.

Conejos machos o hembras, normales, de 4 kg apro-t- 

ximadamente, son inyectados por vía intransanguínea. con los nuevo^ 

extractos. El grado de su glicemia y de su glicosuria es dosifica 

do du^nte **as horas siguientes. Antes.del tratamiento estos cone­

jos tienen grados de glicemia que varians de 1g a 1,20 g . As

mismo, los grados correlativos del glicógeno y de la glucosa son 

dosificados en suB principales visceras y en sus músculos. Los re­

sultados muestran que el compuesto hiperglicemiante de la médula 

ósea roja provoca rápidamente una glicogenolisis esencialmente - 

en el hígado y los órganos, pero también en los músculos, contra­

riamente a la acción del glucagón. La glucosa que así resulta al­

canza grados muy elevados a la vez en la sangre y en la orina. La 

glicemia y la glicosuria aumentan de forma correlativa, llegando 

a una expulsión glicosurica extremadamente importante incluso en­

tre los conejos ya hipergLicémicos y, lo que es de hacer notar, 

en el conejo diabético, a una glicosuria intensa sin aumento im­

portante de la glicemia. El compuesto hiperglicemiante de la mé-

- 15-
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dula ósea roja entra en el ciclo fisio-patológico muy complejo 

de la regulación hormonal de los gLucidos.

Las cifras siguientes son dadas en ejemplo.

Después de la extracción según el ejemplo 2, la 

dosis inyectada en el conejo, expresada en proteínas, es de 210%' 

kg, que lleva la glicemia de 1,82 g%ro a 4 , 1 ó g  % o  en 30 mi­

nutos, y la glicosuria a 71,7g °/oo en 5 horas. Esta dosis puede 

incluso ser reducida a 140 y /kg y llevar la glicemia a 5,9 g °/oa 

y la glicosuria a 54, 8g °/oo en 5 horas. Para dosis más fuertes, 

la glicemia puede alcanzar el grado muy elevado de 10,3 g°/oo en 

5 horas, y la glicosuria 48,1g **/oo. A veces la glicosuria al­

canza la cifra de 86,9g°/oo, e incluso, en el caso del método de 

crioprecipitación, según el ejemplo 3 y después de la extracción 

por tampón fosforo,de 99,5 g °/oo.

Después de la precipitación por acetato de cinc,

; el aumento de grado de glicemia puede ser extremadamente rápido y 

alcanzar 6,15g °/oo en 1 hora únicamente, mientras que en el mis! 

no momento el grado de glucosa en la orina es ya de 33;8g **/oo.

Asimismo, después de la extracción, según el e3e^- 

í!* pío 3, la dosis inyectada puede ser inferior a 100^/hg y provo- 

, car en 1 hora una glicemia de 6,73 g °/oo y una glicosuria de 

5,22 g °/oo. El liofilizado y el dializado dan también ejemplos 

significativos: tan es asi que a la dosis de 450 Yde proteinas/hg, 

.el dializado produce una glicosuria de 62,4g °/oo en 5 horas.

En el conejo ya hiperglicémico, el extracto seg& 

el ejemplo 1 provoca únicamente un aumento bastante pequeño de la 

glicemia, 3,38 g °/oo de partida hasta un máximo de 4,37 g **/oo ai 

1 hora 30 minutos, pero a continuación la curba decrece gradual­

mente y cae a 3,42 g^/oo en 5 horas; por el contrario, en ese es­

tadio, la glicemia alcanza 70 °/oo.
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Por último, en el comienzo diabético, despula de 

la extracción del tipo del ejemplo 2, la glicemia parte del grado 

elevado de 7 g °/oo, alcanza únicamente un máximo de 9,66 g °/oo 

en 3Q minutos y después decrece hasta 5,68g °/oo en 5 horas; ahork 

bien, en ese momento, la glicosuria es de 52, 8g °/oo, que pone 

de manifiesto que el exceso de glucosa es expulsado en la orina.

El compuesto hiperglicemiante tiene, además, 

otras propiedades farmacológicas: actúa sobre el catabolismo 

de los lípidos, disminuye el grado de colesterol de 1,31g °/oo a 

1,06 g °/oo en el suero, únicamente en 5 horas y después de una

sola inyección. Puede actuar sobre el desarrollo celular según ¡
 ̂ i

los trabajos en curso. No tiene acción nociva sobre el funciona­

miento del corazón como lo demuestran los electrocardiogramas.

Descrita suficientemente la naturaleza del in­

vento, asi como la manera de realizarlo en la práctica, debe ha­

cerse constar que las disposiciones anteriormente indicadas son

susceptibles de modificaciones de detalle, en cuanto no alteren !
!

3U principio fundamental.
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REIVINDICACIONES

1 Procedimiento de preparación de un factor 

hiperglicemiante que provoca una glicogenolisis general y una 

repulsa glicosúrica, caracterizado porque se extrae de módula ósea 

roja que procede los huesos planos de los que han sido eliminadas 

las paredes duras óseas.

2. - Procedimiento setún la reivindicación 1, ca­

racterizado porque la extracción propiamente dicha es precedida 

de un tratamiento con agua fría de la pasta obtenida por tritura­

ción de la mádula y de su viscera, con vistas a la obtención de 

un filtrado.

3. - Procedimiento según las reivindicaciones 1 

y 2, caracterizado porque el mencionado filtrado es sometido a 

una extracción en medio tamponádo a temperaturas comprendidas en-j 

tre 60 y 100SC, a una nueva filtración, una concentración y puri-; 

ficaciones tales como diálisis, ultrafiltración, electroduali sis.

4. - Procedimiento según la reivindicación 3, ca­

racterizado porque la extracción es efectuada a un pH alcalino

- próximo de 7,5 por una solución tampón, fosfato de sodio preferen­

temente.

5. - Procedimiento según la reivindicación 4, ca­

racterizado porque la extracción es efectuada a un pH ácido com- 

prendido entre 4 y 6,9 preferentemente 4,5 por una solución tam-
)

-pón, acetato, preferentemente.

6. - Procedimiento según la reivindicación 4, ó 5. 

caracterizado porque se añade a la mezcla alcohol a dóbil concen­

tración.

7.- Procedimiento sesrún la reivindicación 1, ca­

racterizado porque la extracción es efectuada sobre polvo acetó- 

nico obtenido por trituración de la módula roja desmenuzada, a gran
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velocidad, en dos veces al menos, en acetona pura, filtración de 

la solución acetónica, y obtención del polvo acetónico sobre el 

filtro.

8. - Procedimiento según las reivindicaciones 1 

y 7, caracterizado porque la extracción del polvo acetónico es 

efectuada según las condiciones descritas antes.

9. - Procedimiento según las reivindicaciones 1 y 

7, caracterizado porque la extracción del polvo acetónico es efec 

tuada por un tampón fosfato 0,1 M de pH 6,8, preferentemente mez­

cla de fosfato monopotásico.
, - [-

10. - Procedimiento según la reivindicación 9, ¡

caracterizado porque con vistas a precipitar los fosfatos en for­

ma de fosfato de calcio-brushite, se añade cloruro de calcio, molé­

cula a molécula, siendo tratado el filtrado como anteriormente.. .

11. - Procedimiento según las reivindicaciones 7,

3# 9 y 10, caracterizado porque el extracto obtenido es purificad), 

por precipitación, por etanol, metanol, acetato de cinc, mezclas 

metilal-metanol, con vistas a la obtención de un sobrenadante rico 

en el compuesto buscado.

12. - Procedimiento según las reivindicaciones 1 jr . 

7y caracterizado porque la extracción del polvo acetónico es efec­

tuada por una solución hidroalcohólica de 5 a 80B alcohólicos, si jan­

do utilizado el polvo acetónico como tampón y estando definido 

el restoda las operaciones como anteriormente.

13. - Procedimiento según las reivindicaciones anj- 

teriores, caracterizado porque el extracto obtenido como anterior¡- 

mente, es uurificado ñor críonrecinltación, siendo concentrado 

el producto activo en las cabezas de descongelación.

14. - Procedimiento de preparación de un factor 

hiperglicemiante, tal y como queda sustancialmente descrito en la
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