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Ia presente Patente de Introduccidn se contrae,
conforme se indica en su emunciado, & un método para la
obtencidn de ceruloplasmina, especificamente a uno que
parte de la fraccidn III del plasma humano obtenida se-
gin el procedimiento preconizado por H.S. Nitischmenn, P.
Kistler y W. Dergier, en lugar de la fraccidn IV o IV-1

obtenida por el método de ColMe ~ — = = = = = = = = — —

La ceruloplasminag es unaz proteina de intenso
color azul, debido a su unidén molecular con el tobre.
Bs una de las proteinas mds estables dada su resistencia
frente a los dlsolventes vy al calor. Sin embargo presenta
menos resistencia an la liofilizacidn, desnaturalizdndose
parte de proteina durante el proceso. Sometida a la accibn
de un reductor (dcido ascdrbice), pierde fdcilmente el co-
lor azul sl romperse la unidn molecular entre cobre y
proteina, dando lugar a la formacidn de la apoceruloplas—
mina « La cantidad de ceruloplasmina en un litro de plas-—
ma es de 150 a 300 mlgs. EL déficit de ceruloplasmina en
el organismo humeno produce estados anormsles, conocidos

como la enfermedad de Wilsone = =~ = = = = = = o0 0 v = =

Los ensayos realizados con varios pacientes es=-
quizofrénicos, inyecténdoles ceruloplesmina por vie in-
travenosa, demostraron la gran importancia terapéutica de
esta proteina.la reaccidn de hipotensidn producide en al-
gunos Ge los casos tratados,fijd la atencidn en buscar un

método de purificacidén con el cual pudiera obtenerse una
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ceruloplasmina que, al ser inyectada, no produjeré ninguna

vegeelln gsecundalige = = = = = = = - - - - - - - - - - -

Bl método objeto de la presente Patente se carac-
teriza esenciglmente por el hecho de que ung masa de lg
5o fraceidn III, obtenida del plasma humano por el procedimien
to de M.8, Nitschmann, P. Kigtler y W. Lergler, se trata
con ague a temperaturs comprendida entre 02 y 52C, ajustando
el pH entre 5 y 5,5 ¥ su conductividad entre 1.000 y 1.200
ohmg/em, tras lo que se agita y se centrifuga entre 0 y 5¢C,
10. tratando el precipitado con solueibén tampdn 0.15 M de acetba~
to sbdico en la prOporcién de 5 veces el peso de precipitado,
ajustando el pH a 5=5,5, agitando a temperatura de 0-52C,
dejéndolo unas horas a temperatura ambiente, y centrifugando
a egta misma temperatura, tras lo cual se recoge el sObre-
156 nadante, que se trata con un 25% de alcohol etilico y un 3%
de cloroformo, dejéndolo repogar a temperabtura aabiente, pa-
ra pasarlo a una chmara frigorifica a 0-58C durante un tiem-
po de reposo igual al anterior, realizéndose seguidamente
ung centrifugacibn a 0~58C cuyo precipitado se extrae con go-
204 lucibn tampdn 0,15 M de acetato y cloruro sbdico, luego se cen
trifuga, se ajusta el pH g 4,5-5 y se lleva a una temperatura
de 0 a 582G, agitando seguidamente hasta obtener una solucidn
transparente, que se calienta al befio merfa, con agitacién, a
una tempergtura comprendids entre 60 y 702C durante unos diez
25. minutos, llevandose a cabo seguidamente una centrifugagién g
02~-5%C. cuyo sobrenadante se trata con un 5% de Hyflo, agitandc
y filtrando en Buchner, con lo gue resulta un liguido que
se neutraliza a pH, 5,5-6, manteniendo lag temperatura de O
a 520, para seguidamente concentrar la ceruloplasmina con

306 regina dietilaminoetil (Sephadex), previamente tamponada con

ol tampén precitado, hasta que la solucidn reste inodora,



filtrando el vacio, lavando con solucién tampdén y escurriendo
afiadiendo con agitacidn le necesaria cantidad de eloruro sd-
dico, con lo cual sumenta la fuerza idnica a 0,3 M, colocando
la resina en un Buchner y aplicando vacio, se recoge la cerulo-

De plasmina en un kitgesatos. = = = = = = = =« = - - - o - - -

Para facilitar la comprensidén de las ideas preceden=—
tes, se describe seguidamente una forma preferente de realiza-
cidén del presente método de obtencidn de ceruloplasming, de-
biéndose interpretar como desprovisto de todo alcance limita-

10. tivo respecto de la proteccidn legal que se solicifae = = -~ - «~

Seguidamente se represents esquemdticamente el mé-

todo que mds adelante se describird con detalle:

[Fraceidn IIT]

10 vol. agua 0-52C

15, pH 5-5,5. Cond. 1000-1200 ohm/cm.
Centrifugacidn
0-580
| Precipitadol l —{Sobrenadante|
] .
5 vol, sol, tampon 0,15 M
20, de acetato sddico
pH 5-5,5 o+ O=52C
1
Centrifugacion
+$8C ambiente

| Precipitado] [Sobrenadante|

I
25% alcohol etilico
25, 3% cloroformo
]

|t9 ambiente]

%8 0-580

Centrifugacion
0~58C

—

300 | Precipitadol [Sobrenadante |
I
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Sol. tampbn 0,15 M i
0,05 acetato gbdico) T
O,l cloruro sddico)

P 4,5~ 5
2 0~ 5¢ ¢

Centrifugacidn

Calentamienta
60-702C
10 minutos

T

Centrifugacidn
Q0 - 5C

Jj - : .
1 )

Precipitado l Sobrenadante

[}
5 £ y £lo
0 - 590
i
Filtracidn
l
pHE 5,5-6
0 - 52C

Regina DEAR-
~3ephadex

043 M cloruro sddico

Ceruloplasming
pur{simg al 5%

Se trata una mesa de fraccidn III del plasma
humano, obtenida segin el método de H.S. Nitschmann,
P« Kigtler y W. Lergier, coh agua g una temperatura com=
prendida entre O y 58C, en la proporcién de 10 volimenes

de agua por cada kilogramo de fraccibén IIIL.

Se ajusta el pH entre 5y 5,5, y la conductivi-
dad entre 1.000 y 1.200 ohms/cm. La mezcla se aglita duran-

te variass horas y se centrifuga seguidamente a una tempe-
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ratura comprendida entre 0 y 52C, obteniéndose un precipi-
tado de color verde obscuro, que contiene la ceruloplasmina,

v un 1fquido sobrenadante, que se desechg, - = = = = -~ = ~ @

4 continugeibn se trata el precipitado con solu=
cibn tampén 0,15 M de acetato sbdico, en la proporciénde
einco veces el peso de precipitado obtenido en la centrifu=-
gacibn, ajusténdoss el pH entre 5 y 5,5 agitando durante va-
rias horgs & la temperatura de Oa 52C y centrifugando, a es-
ta temperatura, para obtener un lfguido sobrenadante de color
azWl~verdoso, que contiene la ceruloplasmina, y un precipi-

tado que se degeChas = — = = = — = = = = = = = =~ = - =~ -

£ 1iquido se trata con un 256 de alcohol etilico
¥y un 3% de clovoformo, dejéndolo reposaer a temperaturg am-
biente durante unas horas, para pasarlo a una cémara fri-
gorifica a 0~52C durante un periodo de tiempo igual al
anterior, tras lo cual se centrifuga a temperatura entre
O ¥ 58C y se obtiene una pasta de color azul pastel, dese=

chéndose el sobrengdante iNCOlOrOe = = = = = = = = — = = -

Para la purificacidén de la ceruloplasming conteni~-
da en dichs pasta, se disuelve &ésta en solucidn tampbn 0,15
1,. en le proporcidén de 0,05 M de acetato sddico y 0,1 M de
cloruro sbdico, acidificéndolo con fcido clorhidrico deci-
monormal a pH entre 4,5 y 5, ¥ & temperaturas de O a 520,
agitendo haste obtener una suspensibén homogéneas, la cual se

centrifuga y se obtiene una solucidén de color azul intenso.-

‘Beta solucibn se calienta al bafio maria con agl-
tacibn, g una temperatura comprendida entre los 60 y 7020

durante un periodo de wnos diez minutos., Seguidamente se
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centrifuge a 0-52C, recogiendo el sobrenadante que contiene

la ceruloplasming y desechando el precipitado, para tratar

aquél con un 5% de hyflo, agitando y filtrando por Buchner.

El 1{quido transparente se neutraliza con hidréxido
sddico decinormal hasta pH entre 5,5 y 6, manteniendo la
temperatura anterior. Para concentrar ls ceruloplasmina dilui-
da, se trata dicho liquido con resine dietilaminoetil (DEAE-
Sephadex), previamente tamponads con el mismo tampén antes
emplendo, afiadiéndose la cantidad necesaria para que tode la
ceruloplasming quede adsorbida, debiendo quedar la solucidn
completamente incolora, Seguidamente se filtra por Buchner
utilizando el vacio, se lava la resina con solueidn tampén

yseescurre.— ————— - me e ew o - e e s s e em e w

Para extraer la ceruloplasmina de la resina, se
aunenta su fuerza idnica de 0,15 M a 0,30 M con cloruro

sbédico oristalizado, agitando continusmente al afiadir éste.

A continuacidn se vuelve a colocar la resina en un
Buchner y, aplicando el vacio, se recoge la ceruloplasmina

en un kitasatoS. — = = « = = v - - - - - - o e e . o -

Ia concentracidn de la ceruloplasmine, obtenida con
elevado grado de pureza, es del 5%, debiéndose guardarse pa-

ro BU CONServacifn g 28C, — = = = = = = - - - C _- - - - - -

Habiendo descrito el método en cuestidn, se hace
constar que en el mismo podrd introducirse cuantas variantes
de detalle aconseje la experiencia, siempre que con ello no
se desvirtde su esencialidad, que es la que se concreta en

la primers de las reivindicaciones que siguenoe = = - = « -

-
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RUIVINDICACIONES

1. Método para la obtencién de ceruloplasmina, es-
pecificamente a uno que parte de la fraceién ITI del plasma
humano obtenide por el procedimiento preconizado por H.Se.
Nitschmann, P, Kistler y W. Lergler, caracterigado por el
hecho de que se parte de una masa de dicha fraccidn, que es
tratada con agua a tempergtura comprendida entre 02 y 5&C,
ajustando el pH entre 5y 5,5 y su conductividad entre
1,000 y 1,200 ohme /em, tras lo que se agita y se centrifuga
entre 0 y 580, tratando el precipitado con solucibn tampdn
0,15 M de aéetato sbdico, preferentemente, en lag proporcidn
de 5 veces el peso de precipitado, ajustando el pH a 5-5,5
agltando a temperatura de 0-58C, ¥y centrifugando.a la misma
tenperatura, tras lo cugl se recoge el sobrenadante, que se
trgta con un 25% de alecohol etilico y un 3% de cloroformo,
dejéndolo reposar a temperatura ambiente, para pasarlo a
une cémare frigorifica a 0~58C durante un tiempo de reposo
igual al anterior, realizéndose seguidemente una centrifus
gacibn a 0-58C cuyo precipitado se suspende en solucibn tam
pén 0,15 M de acetato ¥y cloruro sbédico, se centrifuge, se a-
justa el pH & 4,5-5 ¥ se lleva a una temperatura de O a 52C,
agitendo segwidamente hasta obtener una solucibn que se ca-
lienta al bafio maris, con agitacibén,a una temperatura com~
prendida entre 60 y 708C durante unos diez minutos,llevéndo-
se a cabo seguilamente una centrifugacibén a 0-58C cuyo sobreg

nadante se trata con un 5% de Hyflo,agltando y filtrando en



Buchner, con lo que resulta un liquido transpsrente que
se neutraliza & pH 5, 5-6, manteniendo la temperatura de
0 a 5°C, para seguidamente concentrar la ceruloplasmine
con resina dietilaminoetil (DEAE-SEPHADEX), previamente
5e tamponada con el tampdén preoiiado, hasta que la solu-
cidn reste incolora, filtrando al vacio, lavando con so-
lucién tampén y escurriendo, después de lo cual se aumen-
ta la fuerza idnica a 0,3 M con cloruro sédico y se agi-
ta, colocando la resina en un Buchner y aplicando vacio,

10. sé recoge la ceruloplasmina en un kitasatose — = - - = -

2,~"METODO PARA LA OBTENCION DE CERULOPLAS-
MINA", o e e e et et o o m o o e e e =

Todo ello tal como se describe y reivindica
en le presente memoriz que consta de nueve hojas, folia-

156 das ¥y mecanografiadas por una sola de sus caras.

uaprrp, 14 DIC. 1964

P.A.

M. CURELL SUROL
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