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PATENTE DE INVENCION

a favor de
MEHOK & 00., Ine, - de nacionalidad norteamericana - domi-
clliado en RAHJAY (New Jersey, E.U.) 126 East Lincoln Ave-
nue,
por: A
"Procedimiznto para obtener properdina purificada y concen-
| tradar,

- o= cpnrzzz ¢ YO0 2wz - -

Memoria Descriptiva,

Boste invento se refiere a un procedimiento para,

ebtener properdina purificada partisndo de substuncias gue
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la contengan, como huwores o fldidos humanos y animales;=
ineluso sangre integrul y sus anflogos. El invento con-
cierne en particular a ua procedimisnto para obtener pro-
perdina gurificada a partif del producto, darivado de san-
grs humana o animal, conocido entre los expertos por frae-
eidn I de Cohn,

Se han saguido hasta ahora diversos métodos
para obtenar properdina purificada, pero todos ellos han
adoledido de limitaciones respecto al grado de consentra~
eidn y de purificacidn, y a la facilidad y rapidez con gque
8l producto puede prepararse,

Un objJeto de este invento es proveer un méto-
do nuevo § sencillo para obtensr properdina purificada,

7 Otro objeto del invento e¢s proporeionar un
procedimiznto para enpiquecer lua coneentracidn de proper-
dinu, sobre la que se presenta en la sangre o sus andlogos
¥y para purificar esa properdina,

Otro ovjeto mds de este invento es proporecio-
nar un nusvo procedimisnto gue produce una properdina de
major calidad,

La properdina Bs una protefna del plasma gye,
en unidn de otros factores, comunica actividad bacteriana
a los sueros, Hasta ahora se ha observado que la presencia
del sistowa properdfnico en la sangres de seres humanos o de
animales parece estar profundumente relacionade con la in-
munidad de los wmismos frente a diversas formas de actividad
bactericida o de otra fndole. Se ha visto, por sjemplo, que
los eobayos son muy susceptivles a infecelones, y sus sue-
ros conticsnen cantidades relativamente pequsfias de proper-
dina. Bn contraste, el suero de la rata, resistente a las

iafeceiones, tiene una cantidsad elevade d¢ properdina, la
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mds alta registrada zntre los animales de sangre calien-
te.

‘La properdina estd normalmente contendda en
el caudal sangufneo de las personas, y pusde ser movili-
zada por el organismo humano, 4l parseer, contribuye a
proporeionar resistesacia freonte a la agresidn bacteriana
¥ 2l sistema properdfnico se presenta ante todo eomo un
mecaniemo destiaudo por la naturuleza a asunir la defen-
sa contra 1la aceidn baeteriuna mientres no se han forma-
do adn antiouerpos. Por consiguiente, esd esenoial im-
portaneis disponsr de un producto de properdina scon un
grado de pureza y de concentracidn wmucho mayor, y sn una
forma adscuada para introdueirlo zn el suero de animalss
hematermos,

Otros objstos y ventajas de este invento se
apreeiardn por lu siguieate deseripeidn,

De conformidad con ests invento, se somete
plusma sangufneo al gonocido método de fraccionamiento en
etanol frfo de cohn; siguieado téenicas corrientes, y se
obtisne asf una pasta que los entendidos en la materia
conosen por fraceidn I de Conn. Ssta pasta se suspende en
una solueidn tope de eitrato de glicina (glicocola), a uma
temperstura infecrior a 0%, y, despuds de agltar, se retim
ra el fibrindgeno por centrifugacidn a msnos de 0%0. El 1l
quido que sobren.da se trata, algo por encima de 098¢, afia-
d1éndole una solucidn de scatato de eine, para coassguir
una concentracidn finul de 0,02m aproximadaucnte, La solu-
6idn 48 wcetato de cine me afiade msjor poeo a poeo, agiten.
do vigorosameats, y la solueidn final se deja reposar unag

18 horas, Bl prscipitado de cine se recoge por dscantacién
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v/o centrifugacidn,

81 complejo de protefna y eine asf producido
se disuelve a tsmpsr.tura ambisnts en deido etilendiamin-
tc-traacético. 81 cine y el Zeido etilendiamin~-tetraacéd-
ti60 so retiran luzgo de la solucidn, mejor por didlisis,
vy 8l 1lfquido resultunte sc afiade tetrametafosfato sddico;
despuds se reduce 31 pH, con lo que precipita abundante
material, que ce retira ceatrifugando o ds otro modo,

Bl 1fquido que sobrsnada al precipitar el ms
tafosfuto se wjusta lusgo aproximadamente a neutralidad,
¥ la solucidn se liofiliza, 81 material liofilizado ee
suspsende en un pequeiio Volumen de agua, se 3dlaliza en pre-
sencie de eloruro sddieo o substaucia similar, y la solu-
0ién dializada se elarifica por ceitrifugacidn y se £1l-
tra, para producir la solueidn estéril final, rica en pro-
perdiana, |

El siguleonte sjemplo sspeeffico 1lustra con
nde detalle un método preferido de llevar sl invento a la
préetica,

EJENPLO: Preparacidn de properdina a partir &

la fraccidn I de Ooha,

Se apliod el método de fraccionamiento en e-
tanol frfo de Cohn a unos 1400 litroe de plaema citratado,
y se obtuvieron asf 20 kg. 4o pasia de fraceidn I (fibri-
négeno erudo). Zsta pasta se suspendid ean 10 vols., (200 1li-
tros) de solucidn tope o amortiguadora de glicina fria
(-323), eon ayuda de un mezelador Blender. Oon prefercncie
la soluecidn tope se compone de

Citrato sddico . 6HgO 1,91 g.
Oloruro sddico f R 13,6 g.
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Acetato sddico . 3HzO ' 7,94 g,
Glioina (glicocola) 75,07 g.
Btanol A 73,3 ml,
Agua, c.8, para 1 litro.

Ajustar a un pd 6,0 con deildo ucético 0,4m,

La éuspeﬁsidu se agité durante dos horas & -3%0,

y el fibrindgeno se retird por centrifugacidn a baja tem-
peratura (-320), Bl 1fquido sobrenadante se almacend a
-390 durante tres dfas, y precipitd algdn material con as-
pecto de fibrindgeno, ques se reiird centrifugando a -520;
el precipitado se dssechd,

Del 1£qu1’d.o sobrenadante ge precipitd a 4220 wma
fraceidn rioahea properdina, afiadiendo acetato de cinec en
golueidén molar, parsa obtensr una coneeasracidn fiﬁal 0,02m
aproximadumsnie (80ml, de asetaio de cinc molar por litro
de 1fquido sobrenadante),

La solueidn de acetato de cine se agregd despacio,
agitando vigorasamente, y la solucidn final se dejd repo-
gar 18 horus a -220, El precipitado de cine ee recogid por
decuntueidn de la mayor parte del 1fquido sobrenadante y
centrifugacidn 4:l resto a -2%0; el precipitado de cine pe-
88 650 gramos,

El complefo de protefna y cinc se disolvid a tem-
perctura ambiente en 10 litros de £eido etilendiamin-te-
traaecdtico 0,26m (sSDTA), con pH 7,2 agitando durante uma |
ma2dia hora. El oinec y ¢l EDTa se retireron por didlisis de
elorwo sddico 0,1Em a +2R0g, (SeAemplearon tres porciones
de 200 litros de solueidn salina en un lapso de 72 horas),
Una pequefia cantidad de material insoluble présente despuds
de pealizar se slimind por ceatsifugucidn,

£l 1fquido sobrenajante iializaao se purificé ade-

mds afiadicndo tstrametatosfato sddieco al 10% (100 ml, por
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litro), y luego 4cido clorhfdarico al 5%, hasta alcanzar un
pH de de 3,5 a 4.0; En estas condiciones prescipitd abundante
material, y la solucidn dejo reposar tres a cuatro horas, a
~29¢, para que terminase la precipitacidn, El precipitado ee
retird fdeilmonte centrifugando.

El 1fquido sobrenadante al precipitar con me-
tafosfato se ajuetd a un pH 7,0-7,2 con bicarbonato addico
molar, y ee 1i0filisgd la solueidn, El material liofilizado
#e suspendid en 3 litroe dec agua destilada, agitando duran-
te media hora a -29C,

Esta suspensidn se dtalizd de Nadl 0,15m a
+220, emplcando dos porciones de 100 litros de solucidn ga-
lina en un lapso de 48 horas, v _

La solueida dializuda se clarifiecd por centri-
fugacidn a +29%0, y eontenfa 250 U. de properdina por milili-
tro (600 U. por miligramo de nitrdgeno protefnicol. Esta so-
lueidn se pusd a travées de una almohadilla eeterilizanfe; oo
mo la Republic nim . S-6, ;

" La solueién final contenfa 150 unidades de pra-%
perdina por mililitro, con una actividad espec{fica de 340 [, ;
por miligramo de nitrdgeno proteipico. El volumen final era 4
de 4 litros,

, e han ensayado, coun resultados divereos, va-
rios otros métodbe para obtener properdina del 1fquido eo-~
brenadamente de metafosfato. La presipitacidn con sulfato
amdnico (mds del BO%) y la didlieie counsigulente del preci-
pitado obtenido dieron un material con una actividad eepe-
offica de 300-400 U, por piligramo de nitrdgeno protefnico,
con rendimientos aproximados de 75% respecto al 1fquido so~

brenadante de metafosfato, BEn cambio, precipitando eon al-
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cohol (15) se obtuvo sdlo un rindimiento de 40%, La purifi-
cacidn global obt:nlde hasta ahor. sa sido de unae 400 ve-
08 para 51 producto finul,

Por tanto, se apreciard que este método tie-
ne por ijeto la prepurceidn d¢ propsordina a purtir de la
fr.ceidn I de Cohn, utilizando una soiueidn de cine para
pracipltar uaa fraseidn rica en properdina; en el wismo se
aplica ¢l tratanicnto eoa tetrametafosfato sddico para re-
ticar protefnas incrtes, y el mutcrial inorgdnico su 2xceso
se conc:entra y separa. Zste wétodo ss ¢j.cuta mucho mds f4-
elimonte y es mucho menos costoso qus loe conoeidos hasta
hoy. Se Babfa que lo properdina es una protefna rara del
suero, casf sspeefulucnts adsorbida en cimmsa, material de
las parcdes de cdlulas de levadurd, muy carc., Tal método de
aislaniento dspzude del cmplso de sucro o plusma reciente,
gue constienc magnzsio y virios compouszntes ansjos, a la de
bida concentrueidn y 2n condicionss de tempemtura rigurosa-
weate vigiladas.

31 contruzste con el eusro fresco, el mate-
rial dz partida para la rcallizuacidn de sste invento es una
solucidn scoandmica d: levadura ds la fraceidn I de Oohn, quwe
econtiene 7% de aleohol y glisocola molar, La propsrdina de
esta solueldn varfa coasidercblemcnte eon la conesntraeidn
inicial Azl plaswmu que se deciva, pero aun variando amplia-
meate sste factor, ss consigue con fucilidad unma concentra-
eida mds ds eien vaces wayor de acusrds con 2ste invento. £
empleo de cline camw preeipiteate proporeioma una concedtnelda my sbe
tancial @ poperding, y la aplicacidn de tetrametufosfato sidiso eg

sumanerte ¥t1l y el procedo de concentrucidn, aunque pifia es-
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pererse que la properdine precipitase dentro de un amplio

margen de variaeidn @al pH, hemos comprobado que no preeci=-
pita entre 4,2 y 3,2, sino gue se encusntra en la solueidn
sobrenadante, La precipitacidn con totrametafosfato sddisco
‘pusde ofectuarse, por tanto, en la préctica‘del presente in-
vento, dentro da ese margen de pH de 4,2 a 5,2, Precipitando
oon el tetrametafosfato se retira una cantidad grande de
protefnas inertes, lo cuul mejora todavfe notublemente la pu_ﬁ
reza de le properdina obtsnida,

Aunque la patente de los Estados Unidos ntm,
2,726,235, otorgada a Rane y otros el 6 dieiembre 1965, des~
eribe la separacidn de protefnas del plasma utilizando tetra-
metafosfato sddico, y .parece indicar que la proberdina (mene
cionada en la bibliografia como globulina beta) debe ser pre~
cipitada ocon las otras globulinas beta, hemos comprobado que
la properdina permancee :n la solmeidn sobrenadante deatro de
un mergen vastante ampl-io de valores pH,

La utilidad de este invento se aprecia fdeil~
mente, El sistema properdfnico se ha deserito como un protef.
n&a gue, con los cuetro componentes complementurios y magnssio
se halla presente de modo normal en el susro humano y en el & :
otros animales. Este a@istema tiene la propledad de descompo-
ner in vitro eritrocitos anormales, deetruir vacterias, ma-
tar protorooe e inactivar cisrtos virus, Esta substancia il
puede preparurse en condisciones mucho mde ecoadmiecas utilizan.
4o el método conforme a este iavento, R

Hemos comprobado gue el procedimiento, como
aquf se describe, proporeciocana una eolueidn de properdina aon
varios ecentenares de unidades de concsntruacidn por mililitro,

¥ de uana pursza de cisantos de unidades por mikigramo de ni-.
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trégsno protefnieo,
’ La preparacida de la fraceidn I de Gohn es
bien conodida en el ramo, ¥y se describe completamente eon

el Journal of the american Oheﬁioal Society, vol, 68, pdg,

459 (1946), por E, J, Oohn y otros.

covamzems N O T A joeomeew

Se relvindica como objeto de esta patente :

‘l.- Procedimiento para obtenser properdina
purificada y concentrada a partir ds la fraceidn I de Cohp
el cual comprsade tratar dloha fruceidn con una solusidn
de sal de ecine, y retirar los precipitados ds cine,

2.- Procedimiento segun la reivindieacidn 1,
en . que: la fraceidn I de Oohn me trata con una solucidn
de acetato de cinc,

3.~ Precedimiento para obtener properdina pu.
rificada y concentrada, a partir de la fracecidén I de Oohn,
el cual comprende suspeader dicha fruccidn I de Gohn en so-
lueidn tope de glicina aloohdlica, a menos ds 020; retirar
de la suspensién el fibrindgeno insoluble, a una temperatu-
ra inferior a 0%0, aproximadamente; afiadir una solucidn de
sal 4e cine, y retirar el precipituado de eine,

4,~ Procedimiento para obtener properdina pu~-
rificada y concentrada, a partir de la fraceidnm I de Gohn,
8l cual comprende afiadir una solucidn de si de cime, retirar
el precipitado de cine, disolver sste precipitado =n deildo
etilendiamin-tetransdtico, agregar deido clorhfdrieo para
obtener un pH aproximado de 3,2 a 4,2, y retirar el preoipi-

tado, para obtsnsr la propsrdina purificada y concentrada.
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5,~ Preccdimiento para obtcner properdina purift
cuda ¥ concentrada, a purtir de la fraccidn I de Oohn, el
cual compr:nide suspender un vo:umsn dado de dicha fruceidn
I de Oohn 2n unos 5 a 10 vols. de solueidu aleohdlica tope
de glieina, retirer de dicha suspendida el fibrindgeno in-
soluble, agregar al 1fgquido sobreaoadante una solueidn as
aestato de eiane, avitar, rztirar =1 srscioitwdn de cine, 4t
solverlo en deldo etilendiamia-tstrasedtico, retirar el eing
v ol deido wtilendiwnintetrasedtico por d4idlisis de eloruro
sddico, agregur tetramstufosfuto sddico al 1fquido sobrena-
dante dializado, wjustar el pH deli lfguildo aproximadamente
a 3,2-4,2, retirwre ol preeipitado, ajustar =1 1fqufido sobre-
nadahte obtenido a un pH aproxtmado de 7, liofolizar el ma-
terial reesultants, dlalizarlo de cloruro sédico aproximada-
mente 0,15, clarificar yLfiltrar, para obtcner la properdi-
nz ourifiecada y coneentrada,
6.~ Proccdinisnto para obtener properdina puri- 7
ficada ¥y concentruda, a pactir de la fraceidn I de esohn con-
tenida ¢n una solulavadora tépe de glicina én aldohol; el
cual comprende retirar de dicha suspensidn el fibrondgeno in-
soluble, aliadir una solucidn de cine al>liquido gobrénadan-
te, agitar, retirar el preecisitado de ~ine, disolver éste
en deido etilendiamin-tetraacético Jdeido por aidliais, afia-
dir testravetafosfato séddico al 1fquido sobrenadants diali-
zado, agregur deido clorhfdrico para obtener un pH aproxi-
rado de 3,2 a 4,2, retirar el precipitado, ajustar el 1fqui-
do sobrensdante obtenido a un pH wproximado de 7, liofilizar
el naterial resultaate dializar el cloruro sddico aproxima-
daments 0,15 elarificur y filtrer, para obtener le properdi-

na purificada y concentrada,

7.~ Procsdimisnto para obtener properdina puri-
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flcada y concentrade, a partir de la fraceidn I de Oohn, el

16 4§

cual comprcnde suspznder ua volumen dado de dieha fraceidn
en unos cinco a diez voldmsnes de solueidn tope de citrato

de gliclna, compussta de

gitrato eddieo «6H;0 1,91 g.
Oloruro sddico 13,6 g.
acetato sddieo .3Hg0 7,94 g.
Glieina 75,07 g.
Etanol 34 73,3 ml.
ague, €.8. parg 1 litro.

ajurtar a un pH 6,0 con deido 0,4m, a una temperatura in-
ferior a 0%, retirar de dicha suspsensidn 21 fibrindgeno
insoluble a menos de O0%C aproximudamente, agreger una solu-
cidn de ecetato s eine, & ooncant:acidn molar'aproximada
al 1fquido sobreaadant:z; acitear, retirar al prosedimiento de
eine, disolveérlo on 4eldo etilendiamin-tstraaeético aproxi-
madaments 1/4m, de pH aproximado 7,2; retirar el e¢ine y el
deido etilesndiunin-tstraacdtico por didlisis frente a clo-
ruro sddico 0,56m aproximadareante; acsregar tetrametafosfato
sddico al 1lfguido sobrencdante dlalizado; wjustar & un pH
aproximado de 3,5 a 4 con Zeido elorhfdrico, retirar el pre-
eipitado, ajustar el 1lfquido sobrenadante a un pH aproxima-
do de 7, liofilizar el m terial resultante, dializarlo de
eloruro sddico aprogimadawsnte 0,15m, elarificarlo y filtrar-j
lo en coniiciones estdrilee, pura obteaer ia propardina puri-.
ficuda y coneentralda.

8.~ Procedinicento para obtener properdina puri-
ficuda ¥y concentradu,
| Esta memoria consta de once pdginus eseristas
por una sola cara.

BaOELONA, 15 NOV. 1958

P.a,
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