5.

10.

15,

PATENTE
DB o
INTRODUCGCGCION "™ + ' - ==

por ®PERFECCIONAMIENTOS INTRODUCIDOS EN Y0S METODOS PARA JA
OBTENCION DE ENZIMAS, ESPECIALMENTE DE LA HIATURONIDASA", a
favor de las firmas: VISMARA TERAPEUTICI, VISTER, de Italia
—~Cagatenovo Brianza- Como - y DROGAS, VACUNAS Y SUEROS, S.A.,
de Barcelona, Rda. S. Antonio, 60.

MEMORTA DESCRIPTIVA

La presente patente de introduccibn se refiere a unos
perfeccionamientos introducidos en los métodos para la obten
cibn de enzimas, especialmente de la hialuronidasae.

Es sabido que la accibn biolbgica de los férmentos
tiene un limite méximo a una temperatura relativamente baja,
por cuyo motivo es extremadamente difioil la obtencién de pre
parados enzimfticos absolutamente libres de gérmenes vivos,
ya que el mhs suave de los procedimientos de esterilizacibn
conocidos hasta la fechsa, cual es la calefaccién discontinua
a la temperatura de 600-6500., corrientemente conocida con
lg denominacibn téenica de "tyndalizacibn", inactiva notable
mente las propiedades fermentativas de los citados preparados
enziméticos., 7

Este inconveniente que, de ordinario, no tiene la me

nor trascendencia cuando se trata de la obtencibn de prepara
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dos que no se administran por via parenteral, reviéten ung

importencia extraordinarias cuando el fermento en cuestibn-eg

th destinado a formar parte de uns especialidad inyectable.
Particularmente, en el caso de la higluronidasa,

de la que, como es sabido, es corriente el explotar sus pro

pledades facilitadoras de la difusibn de 1iquidos en el orga

nismo, a los cuales es adicionada en el momento de su inyec

cibn, es necesario poder obtener el enzima con una garantia

‘absoluta en lo que respecta a su esterilidad, ¥ya que por la

feferida accibn difusora, los mismos gérmenes que la conta
minagen, por un lado la inactivarian y, pot otro, darian 1u
gar al correspondiente proceso séptico que se difundiria ré
pidamente. |

Actuaglmente, la técnica para la prepasracibdbn de la
higluronidasa, al objeto de prementarla bajo fbrmulas farma
cbuticas de uso corriente, estén reatringidas por dos difi
cultades principales: La primera de &llas estriba en la ines
tabilidad de la enzima en solucibn gcuosa. En esta forma .
plerde rhpidamente sus caracteristicas bioldgicas, 1o ocual
obliga a preparar la solucibn poco sntes de su aplicacibn,
siguiendo técnicas sépticas apropisdas que, las mis de las
veces, no haoen mfs que complicar los métodos operatorios
de su suministro. Por el contrario, es sabido que el enzima
puro, en estado completamente seco, conserva casl indefini-
damente sus propiedades biolbgicas, pero, no obstante, cuan
do se trata de su esterilizacibn térmica, estas propiedades
resultan igualmente mnuladas por las miamas razones expues-
tas anteriormente.

Asi, pues, el problema reside en encontrar un proce

dimiento perfeccionedo para la obtencibn de enzimas de la
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clase citada, que permita llevar a cabo esta esterilizacibn
sin menoscabo de las propiedades bioldgicas origipales que
son la caracteristica principal del preparado en cuestibn.

Se ha tratado de aumentar la resistencia al calor
de diches wnzimgs, por diversos procedimientos, sin que,
hesta la fecha, los resultados hayan gido dignosg de tenerse
en consideracibn.

No obstante, el solicitante, sigulendo sus experien
clasg, ha encontrado que ciertos compuestos salinos, gl ser
adicionsdos al compuesto enzimhtico en vias de preparacibn,
en proporciones adeéuadae‘y ante cuya presencis se hace de~
senvolver parte del proceso operatorio para su obtencibn,
tienen cierta tendencia a aumentar esta resistencia.

De entre los diversos compuestos salinos capaces de
aumentar la citada resistencia a la esterilizacibn t&rmica
de la himluronidasa, se ha encontrado como més ventajoso el
empleo del sulfato de amonio, y en los ensayos llevados a ca
bo en este sentido, se ha encontrado gque una pr0porcibn del

50% de este producto en el enzima en cuestibn, permite su es

‘terilizacibn t8rmica hasta la temperatura de 10000., sin que

su actividad biolbgica sea prhcticamente afectada.

Por otra parte, el sulfato de amonio ya se encuentra
Presente en la técnica operatoria pars la obtencibdn de la
hialuronidasa, mediante la cual 8sta es extralda del tes-
tioulo de toro en solucibn diluida de Acido acético. En
efecto, siguiendo esta t8cnica, el citado extracto es preci
pitado por la adicibn de sulfato de amonio hasts la satura-
cibn, seguida dd fraccionamiento en alcohol y precipitacibn
subsiguiente con nuevas adiciones del mismo compussto salino

¥s finalmente, de una operacibn de diflisis destinada a la
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purificacibn del compuesto resultante. Ensayando diversas
fracciones con contenidos diferentes de sulfato de amonio,
tomadas durante el citado proceso de diflisis, se ha encon-
trado que poseen las mismas caracteristicas de resistencia
encontradas para la hiasluronidasa adicionada del citado com
puesto salino independientemente.

Bn conseocuencia, de acuerdo con la presente invencibn,
los perfeccionamientos introducidos en los métodos de obten-
cibn de los enzimas de la clase especificada anteriormente,
comprenden un proceso de purificacibn por didlisis, del cual
se toman finicamente las fracciones de higluronidasa gue, por
anhlisis, revelan un contenido de, aproximadamehte 50% de sul
fato de amonio.

Las fracciones cuyo contenido salino es diferente del
citado pueden ser, eventualmente, corregidas hasta obtener
el valor bptimo anterior, mediante muevas adiciones de sulfa
to de amonio o de fracciones de menor contenido, segflin los
casos.

De esta manera se hace posible la preparacibn de una
hiagluronidasa en forma de polvo establs, especialmente apta
para ser egsterilizada a temperaturas de hasta 100°c., suscep
tible de ser envasadae en frascos de vidrio con tapbn esmeri
lado o de caucho. En estas condiciones, como sea que la do-
sls terapbutica corriente seglin la cual se suministra la hialu
ronidasa es de 2 a 4 miligramos, resulfé que la cantidad de
sal suninistrada es de alrededor de 1 a 2 mg. por dosis, lo
cual no tiene ninguna importancia terapbutica prhotica.

La invencibn, dentro de su esencialidad, podré ser
llevada a la prfctica en otras variantes de realizacibn que

difieran en detalle de la indicada finicamente a titulo de eja
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plo ilustrativo para la precedente descripcidn, y a las cua
les alcanzari igualmente la proteccibn que se recaba. Podrh,
pues, ser realizada empleando los aparatos y dispositivos

més adecuados a cada caso, combinfndolos del modo mAs conve
niente para el logro del fin propuesto: por quedar todo &llo

comprendido dentro del espiritu de las reivindicacionss.

NOTA

Hechsa la descripcibn del presente invento, lo cual
se declara como no divulgado ni practicado en Espafia, com-—
prende las siguientes reivindicaciones:

le,- Perfeccionamientos en los métodos para la ob-
tencibn de enzimas, especialmente de la higluronidasa, que
comprenden una fase de esterilizacibn té&rmica discontinua,
caracterizados porque dicha esterilizacibn se lleva a cabo
en presencia de un 40 a 60% de un compuesto salino, para
substancialmente reducir la pbrdida de actividad biolbgica
del enzimg ocasionada por dicha esterilizacibn.

28 .~ Poerfeccionamientos de acuerdo con la reivindi
cacibn 12, caracterizados porgque como compuesto salino des~
tinado a reducir dicha pérdidg de actividad, entra en consi
deracibn el sulfato de amonio.

38 ,~- Perfeccionamientos en los métodos para la obten
¢ibn de enzimas, especialmente de la himluronidasa que com-
Prenden al menos, una fase de precipitacibn del extracto por
medio de sulfato de amonio y una operacibn de diflisis pre~

vias g la esterilizacibn térmica discontinna, caracterizados
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porque dicha operacién‘de diflisis se lleva a cabo de mane
ra que, durante su desarrollo, se toman las fracciones de
enzima que contienen aproximadamente un 5% de sulfato de
amonio, paras su ulterior esterilizacibn.
5e 48 ,~ Porfeccionamlentos de acuerdo coﬁ la reivindi-
cacibn 18, carécterizados porque dicha esterilizacibn t&rmi
ca discontinua, se 1leva'a cabo mediante tempvraturas com-
rrendidas entre 65 y 110%¢.
58 .- Perfecéionamientos de acuerdo con la reivindica
10. eibn 38, caracterizados porque el contenido en sulfato de
amonio de las fracciones de titulo diferente a 50% se corri
gen por adiciones ulteriores de compuesto salino, o de frac
ciones de titulo inferior, segfiin los casos.
68 ,~ Perfeccionamiertos introducidos en los mdtodos
15. Para la obtencibn de enzimas, especialmente de la hialuroni
dasa.
Segfin se describe y reivindice en lg presente memo-
ria descriptiva, que consta de seis hojas, foliadas y escri
tas a migquina por una sola cara.

20. Madrid, a 19 de noviembre de 1951.-
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