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MEMORIA DESCRIPTIVA
paie solioidpar
PATENTE DPE INVEBENCION
. .

N
E ESPARA

,‘ por VEINTE afios

a8 nombre de LOVENS XKEMISKE FABRIK VED A+ KONGSTED, entidad
danesa, establecida en 19, Brg nshdje], copnhagne, Dinemar-

ca, por;

"UN METODO PARA BA RECUPERACION DE UROQUINASA EN UNA FORMA
MUY CONCENTRADA A PARTIR DE LA ORINA HUMANA" |

Este invento se refiere s un método para
la recuperacién de urequinasa en una forma nuy concentreda
a pastir de la orina humena. La uroquinase se conoce también
como el activador del plasminigeno en 1a orina o come el ac-

s tivador fibrinoiitioo en la orinss
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Se ha descubierto queles soluciones de concentrado
de uroquinasa, producidas mediante el método & acuerdo
con el invento, pueden administrarse en inyeceién intrave-
nosa & los seres humanos, sin provocsr reaccioneg perjudi-
cieles y que mediante ta&les inyecciones es posible disol-
ver los coagulos de fibrine y combatir la tromboflebitis,

El método de acuerdo con el invento se caracteriza
por que unz solucién impura de uroquinasa, obtenida por
elucién de un sisteme adsorbido producido mediante el con-
tacto de la orina humans con un adsorbente, se pone en wn-
tacto con particulaes de una resine sintética cambiadora de
catién que contenge una cantidad considerable de grupos
carboxilo y que se ha tratado previmente con une solud én
acuose que tenga un pH entre 5 y %,% y una eoncentrac én
catidnica entre 0,1 y 1 equivalentes -gramo/litro, en una
cantidad tal y durante un perfodo de tiempo tal, que se hays
alcanzado précticemente el equilibrio entre la oiteds solu-
ceién y la resina, y el sistema adsorbido as{ obtenido se elu-
Ye con une solucidn acuose de un electrolito que tenga un pH
tel que el eluato resultante se cbtenga con un pH entre 5 y
11,

Mediente esta adsorcién y elucién se obiiene una
purificacién particularmente completa de 1a ﬁroquinasa, si
la solucién de electrolito utilizada en la elucién tiens
un pH, o una concentrecién catibnica, o un pH y una concen-
_traci6n oatibénica, que sea superior que aquella o aquellas

de la solucién con la que 18 resina se puso en equilibrio,



%A

= 15

223568

Puesto que lg cantidad ge solucién impmra de uroqui-~
nasa puesi2 en contacto con le resina es comparativamente
pequefia, debido e la adsorcién anterior directamente de..
le orina, el pH de la solucién puesta en contacto con la
resina se determinaerd por el pH de la solud én con la que
se ha tratado la resina antes de la adsorcion.

Es particularmente conveniente preparer la citada so-
lucién impura de uroquinase e partir de orina, ajustando
el pH de la orine & un valor entre 3 y 8, preferentemente en-
tre 6 y 8, poniendo en contacto la orina con particulgs de
gel de silice o un silicato cambiador de catidn, y eluyen-
do el sistema adsorbido as{ obtenido con una soluciédn acuo-
s& que tengs un pH tal que el aluato reasultante se obtenga
con un pH entre 9 y 11,5. Para dicha elucién sin muy ade-
cuadas las soluciones acuosas de emonfaco diluides.

El térpino Ygel de sflice" aquf empleado se preten~
de aplicer a los pr&ductos més o0 menos finamente grenuls-
dos, obtenidos tratando soluciones de silicatos de metsles
alcelinos con écidoé, vy mediante lavedo y secado del 4cido
silfcico coloidel as{ formado., Entre los silicatos cambia-
dores de catibén pueden mencionarselas zeolitas ertificie-
les, utilizadas en los procesos de cambio de catién pera
gblandar aguas, por ejemplo, las "permutitas', es decir, si-
licatos ge aluminio y sodio que contienen agus, que pueden
obtenerse por fusidn de une mezcle de diéxido de silicio,
caolf{n y carbonato sédico o por via hémeda,

La adsorcidn de gel de sflice, cilicatos cambiado-
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res de catién y las resinas antes descrites, y le posterior
elucién del sistema adsorbido as{ obtenido, se llevan a co-
bo preferentemente h,ciendo paser la solucién que contiene
uroquihesa, y & continuacién la solucién de elud én,a tra~
vés de una columna formede de perticulas del adsorbente y
contenidas en un tubo., Cuando ge eluye una columna usada
para la adsorcidn directemente de la orinas, no es necesario,
aunque es preferible, recoger el eluato en fracciones y des-
preclar les fracciones que contienen cart idades desprecia-
bles de uroquinese, A1 eluir una columns de la resines pera
la segunde sdsorcién es necesario, éon objeto de obtener un
producto suficientemente puro, recoger el eluato en fraccio-
nes y reunir las fracciones que contengan la parte principal
de la uroquinassa,

Para la adsorcién dirente de uroquinasa a par-
tir ge la orins, pueden utilizarse también otras sales inso-
lubles distintas de los silicatos cembiadores de catibn, pre-
ferentemente en forme de precipitados., Es sabido, por g em-
plo, que el sulfato bérico (von Kaula, J. lab. clin, med.
vol. &4, pdgina 944 (1954)) y el fosfato cdlcico (Imndquist

¥ col., Bioech, J., vol. 59, pégine 69 (1955)), pueden utili-

zarse con este objeto. Ademés, se ha descubierto shora que
le oxicelulosa puede utilizarsé tembién para le adsorcién
directa de uroquinase a partir de orine & valores del pH
entre 3 y 7 y que las solucliones @cuosas que tienen un pH
entre 8 y 11 son adecwrdas parae elulr el sisteme adsorbido
asf{ obtenido, Cuando se utilizan como adsorbentes les citae
das sales insolubles o la oxiocelulosa, e s weferible mezclar-

las conie orine en una vaesija provista de ajitador durante

-4.-
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un perfodo de tiempo suficiente y despuds de ello sepé.rar la
orina del producto adsorbido, por ejemplo por filtracién.

Con objeto de facilitar ls segunda operacién de
adsorcibén y la elucién, es conveniente, antes de les mismas,
concentrar la solucl én obtenida por elucidn del producto &b-
Borbido, preparado directemente de la orins, & un volumen me-
nor del 10%, preferentemente menor del 5%, del volumen del
citado eluato, mediante precipitecién y redisolucién de la
uroquinasa, o mediante un secado por congelacién de la so-
lucién y redisolucién del producto seco, o por ambos métodos
en combinacién,

La citads precipitacién puede efectuarse preferen—
temente ajustando el pH de la solucién & un valor por debajo
de 4, preferentemente entre 1 y 2, y afiadiendo une de leas
sales empleadas ordinariamente para le precipitacién de pro-
teinas, por ejemplo clururo asbdico o sulfato aménico, & la
solucidén en tal cantidad que precipite le uroquinesa. Une
precipitacién prédcticemente completa requiriré en general que
la solucién se sature con sel més de un 50%.. La precipita-
cibén puede efectuarse tembién por adicién de un disolvente
orgénico miscible con agus, por ej emplo etanol, acetona o
dioxano, Cuando se utiliza el etanol, una concentracién fi-
nal de 80% de etenol en voiumen en la solucidn, determinsré
una precipitecién sustancialmente complete de la uroquinasea,
Redisolviendo el precipitedo obtenido por acidificacién y
precipitando eon gal, el pH de 1la golud én se ajusta a un

velor entre 6 y 10, preferentemente entre 7 y 9.
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Mediante el secado por congelacién de le soluciédn
obtenida en la \ltime operacidén de elucidn, puede obtenerse
ficilmente un producto que tiene un contenido en uroquinasa
superior a 3000 unidades/mg, de las unidades que se defini-
rén nds edelante. Productos que posean un gredo inferior de
pureza no son recomendebles Im re su empleo ey inyecciédn.

Antes ge este secado del estado congelado, as{ como
del secado del estado congeledo realizado entrs las dos opew
raciones de adsorcién, es conveniente dializar la solucién
en agua, con objeto de separer précticemente los electroli-
tos introducidos en las soluciones durante las operaciones
precedentes.

Los contenidos de uroquinasa aquf indicados se de-
terminaron por la signiente modificaciédn del método de diamo-
lucién del coagulo, de Fletcher's (Fletcheyn, Biochem, J.,
vol. 56, pég. 677 (1.954)). En un tubo de 9 x 100 mm, se mez~
cla A) 0,5 ml de une solucién emortiguadore de fosfato 0,1
moler, que tenga un pH-7,2, B) 0,01 a 0,1 ml de la solucidn
de uroquinasa, C¢) 0,1 ml de una solud én de trombina que
contenga 100 unidades NIH/ml, y B) 1,0 ml de una solucién
al 0,8% de fibrindzeno de buey. El tubo de ensayo se incuba
a 372 C. Después de 1 minuto Aa solucién se gelifica a un
coagulo hémogéneo Y sobre la superficie del codgulo se colo-
ca una bola de vidrio que tenga un didmetro de 7 mm. El tiem-
po de lisis se mide como el tiempo en el que la bole elcan-
z& el fondo gel tubo, sin sacudirlo. Debido & las dificulta-
des de consegulr fibrinégeno que tenga propiedades 1fticas
reproducibles no puede definirse ningune unided sobre la bha~
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Bevdel ensayo 4e tiempo de lisis del comagulo, solemente.
Por consiguiente, como referencia patrén se escogibé un
producto intermedio, escogido arbitrariamente, ocbtenido
durante una operacién empleando el método de acuerdo con
el invento, indicando su activided en unidades arbitre-
rias, OComparade con este patrén, la orine normal se en-
contré que contenfa 5 de estas unidades por ml.

Para la orina, este método solamente d4id resul-
tados aproximados y, por consigulente, peras determinar el
contenido de uroquinesa en la orina es preferible aplicar
el método de placa ge fibrina descrito por 8. Mllerstsz
en Acta Physiologica Secandinavica, vol. 25, pég; 93
(}o952).

Bjemplo

A 300 litros ge orine mesculine normal se le
efieadidé la cantidad neceserie de uma solucibén de NaOH
al 28% para ajuster el pH de la orins a 7,5. Con ello, se
formé un precipitado voluminoso que no contenfa uroquina-
sa. Este precipitado se separé de la orine por filtracién.
A Través de una columna de gel de mflice de 7,6 x 63 cm
se hicieron pasar 5 litros ge 4dcido clorhfdrico al 5%,
5 1itros de agua, y 5 litros ge une solucidn de NaCl al
104, en el 6rden indicado. L continuacién, la orina fil-
trade se hizo pasar a  ravés de la columns & una veloci-
ded de 500 ml por minuto. Con £sto, se adsorbid sobre
el gel de sflice un 90% de la uroquinasa contenida en la

orina, lo cual puede hallurse determinendo el contenido
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de uroquineasa en la orina filtrada y en la orina que deja
la columna, por medio del método de placa de fibrina ante-
riormente indicado., A continuacién, la columna se lavé con
ague y se eluyé a continuscién con une solucién de amonfaco
acuoso al 4%, & una velocidad de 150 ml por minuto. Les pri-
meras frécciones, algo emarillentas, de unos 2 litros, no
contenfan uroquinasa y se despreciaron., A continuacién, se
recogieron, con un répido cambio del pH, unos 2 litros de
un eluato parduzco que contenfa un 70% de la uroquinasa de
la orina. A este eluato se le afiadié 20% de su peso de clo-
ruro sbédico sélido y se agregb decido clorhfdrico a la solu-~
cién, haste que su pH fud aproximedemente 1,5. Gon ésto se
formé un precipitado voluminoso que contenfa toda la uroqui-~
nese de le solucidén, El precipitado se separ§ de la solucién
por filtracidn y se disolvié en agua sfiadiendo una solucién
diluide de NeOH hasta pH aproxi madamente 8. Ie sustancia
sin disolver, principalmente 4cido silfcico, se separb de
la solucién por centrifugacién y el 1lfquido pardo rojizo que
sobrenade se dializé durante la noche contra agua destilada.
Ie solucidén dislizada se secS§ por congelacién, con lo que se
obtuvieron 2-3 g de producto seco que tenfe una actividad de
400-700 unidades/mg,

Como resina cambiamdora de cation peara la sge-
gunda operacién de adsorcién se utilizé "Amberlite IRC 50
(X8~-97)", 1la cual se Imbfe obtenido de Rohm & Hags, Phila-
delphia, Penn, Esta resina se tamizé en un temiz de malle
200, para separar las partfculas més finas, Después de 4sto,
se traté segfin se describié por Hirs, Moore y Stein, J. Biol.

-8 -
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Chem, vol 200, pégina 493 (1.953)) y e continuacibén se traté
con una solucién emorfiguesdora que contenfa 5,4 g de Na2HPO4.
2H,0, 8,5 g NaH, PO, ¥ 5,8 g de NaCl por litro. Esta solucién
tenfa un pH 6,2 y unaconoentracién catiénica d e aproximadamen-
te 0,23 equivelentes gramo por litro. De la resina tratade
as! previgmente, se puso en suspensién en la misma solucién
amortiguadora la cantidad suficiente para rormer une columna
de 2x41 em, y la suspensién se utilizé para rellenar un tubo
cromatogrifico y se dejé sedimentar por gravedad. Se escurrié
el 1fquido en exceso y & continuacién se hicieron pasar por
la columnae 4 g defiroquinasa brute obtenida del secado por
congelacién, que se 1;&106 o teriormente, disueltos en 40

ml de la citada solucién tampén. Después de &sto, le columna
se lavé con 100 ml de la citada soluciédn amortigwe dora, con
lo cual se separaron de la columna la mayor prte de las pro-
teinas y del material coloreado., lLa columna se eluyd entonces
con una solucién decloruroc sédico 0,5 molar y el eluato se
recogid en fraccioneé,(ieterminando el contenido de uroquing-
se en cada une de ellas, Las fracciones que contenfian le par-
te principel de la urogquinase se reunieron, se dializaron
contra ague destilada y se secaron por congelacién. Se obtu~
vieron con ello unos 150 mg. de uroquinesa que tenfan une ac-
tivided de unas 10,000 unidades/mg.

Egta solicitud, que corresponde a la presentads
en Gran Bretafia, el 1 de Julio de 1,955, bajo el nimero
19168/55, se acoge & los beneficios del artfculo 51 del vi-
gente Estatuto sobre Propiedad Industrial.
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Los puntos de invencién propia y nueva que
8se presentan pere que sean objeto de esta Patente de In-
vencién en Espafia, por VEINTE afios, son los = guientes:

12.- Un método para le recuperacién de uroqui-
nasa en una forma muy concentrade a partir de la orine humana,
caracterizado porque una soluciGn impura de urcquinasa, obte-—
nida por elucién de un producto adsorbido, producido poniendo
en contacto orine humena con un adsorbente, se pone en con-
tacto con particulas de una resine sintética cembiadore de
catién que contiene una cantidad considersgble de grupos car-
box{licos y que se ha tratado previemente con una solucidn
acuosa que tenga un pH entre 5 y 7,5 y umconcentracién
catibnice entre 0,1 y 1 equivaletes gramo/litro en tal ocen-
tidad y durante un perfodo de tiempo tal que se alcance el
equilibrio entre dicha solucidn y la resina, y eluyendo el
sistema adsorbido as! obtenido con una solucidn scuosa de
un electrolito que tenga un pH tal que el eluato resultan-
te se obtenga con un pH entre 5 y 11l.

22,~ Un método como el reivim imdo en le rei-
vimdicacién 1, caracterizado porque la solucién del electro-
lito utilizede paras la elucién del producto adsorbido en
lg resina tiene bien un pH, o une concentracién catiénica,
© bien tanto un pH como una concentracién catibnica que es

superior & aquélla o a aquéllaes de 12 solucidn con le que

- 10 -
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se puso en equilibrio le resina,

32.~ Un método como el reivindicado en las reivin-
dicaciones 1 § 2, caracferizado porque la solucién impura de
uroquinese utilizade como meterial de partida se produce me-
diante un proceso que comprende las fases de ajuste del pE
de la orine a un valor entre 3 y 8, el contacto de la orine
con partfculas de gel de sflice o un silicato cambiador de
catibn, y la elucidn del sistema adsorbido as{ obtenido con
une solucidén acuosa que tenge un pH t8l que el eluato resul-
tente se obtenga con pH entre ¢ y 11,5.

42,.~ Un método como el reivindicedo en las reivin-
dicaciones 1 § 2 caracterizado porque la solucién impura de
uroquinase utilizada como material de partida se produce
mediante un @ oceso que comprende-las fasem de poner en con-
tecto la orine con oxicelulose & un pH entre 3 y 7 y la elu~
cibn del sistema adsorbido asf obtenido con una solucién
acuosa gque tenga un pH entre 8 y 11.

52,~ Un método como el reivindicado en cualquiera
de las reivindicaciones precedentes, caracterizado porque la
solucién obtenida por elucién del sistema adsorbido, obte-
nido directamente de la orina, se concentrs antes de la se-
gunde fese de adsorcién, hasta un volumen menor del 10%, pre-
ferentemente menor del 5%, del volumen del citado eluato,
mediante precipitacién y redisolud én de la uroquinase o me-
diante secado del estado congelado de la solucién y rediso-
1u916n del producto seco, 0 por ambos métodos en combina-
cién,

- 13 -
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62 .~ Un método pare 1la recﬁperacién de uroquinasa
en une forma muy concentrada & pertir de l= orina humansg,

Tgl y como se ha descrito en la Memoria que ante-
cede, y con los fines que g e han especificado.

Esta Memoria consta de once hojas y la presente,

escritas a méquina por una sole carsa,

uedrid, 24 JUL, 1956

P.A.
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