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MEMORIA UESCRIPTLVA

Ie presente Patente de Introduceidn se refiere,
conforme se indica en su enunciado, a un procedimiento
para la obtencidn y purificacidn de ceruloplasmina a par-

tir de fracciones plasmiticasS. = - = v = = = = = = = = -

Dicho procedimiento permite la obtencidn de una
ceruloplasmina de alto grado de pureza, partiendo de la
fraceidn IIL del método de H.S. Nitschmann, P. Kistler y
W. Lergier, en lugar de partir de la fraccidén IV o IV-1

obtenida por el método de Colne = = = = = - —— e = - -

La ceruloplasmina es una proteina de intenso color
azul, debido a su unidn molecular con el cobre. Es una de
las proteinas mis estables, dada su resistencia frente a
los disolventes y al calor. Sin embargo presenta menos re-
gistencia en la liofilizacidn, desnaturalizdndose parte de
proteina durante el proceso. Sometida a la accidén de un
reductor (4cido ascOrbico), pierde ficilmente el color azul
al romperse la unidn molecular entre cobre y proteina, dan—!
do lugar a la formacidn ae la apoceruloplasmina, Ia canti-
dad de ceruloplasmina en un litro de plasma, es de 150 a
300 miligremos. El déficit de ceruloplasmina en el orga-
nismo humano produce estados anormales, conocidos como la

enfermedad de Wilson. W e M e e e s e e e w Wy e e e aw s e

Los ensayos realizados a varios pacientes esquizo~
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frénicos inyecténdoles ceruloplasmina humana por via
intravenosa, demostraron la gran importencia de esta
proteina terapéuticamente. La reaccidn de hipotensidn
proﬁucida en alguno de los casos tratados, £1j4 nuestra
atencidn en buscar un método de purificacidn con el cual
pudiéramos obtener una ceruloplasmina que al ser inyecta-

da no produjera ninguna reaccidn secundaria, - — = = - -

Para comprobar el grado de pureza de la ceruloplas-
mina obtenida, se han verificado andlisis de electrofore-
pls sobre papel y acetato de celulosa, immunoelectrofo-
resis, contenido en proteinas de las soluclones obtenidas,
pirdgenos, pﬁuebas de presidn arterial utilizando gatos
para comprobar el efecto hipotensor, y finalmente ensayo

de histaminas en intestino de conejo, = = = =« = = = = -

En las electroforesis sobre papel y acetato de ce-
lulosa, se obtuvieron bandas perfectamente aisladas y de-
finidas sin ninguna traza de otras proteinas., La inmuno-
electroforesis reveld la presencia de una ligera y difusa
l1inea de precipitacion junto a la ceruloplasmina. Las
pruebas con gatos dieron también buenos resultados, al

ignal que las de histaninas, = = = = = @ o w e v« - -

Bste procedimiento para la obtencidn de ceruloplas-
mina, partiendo de la fraccidén III obtenida por fraccio-
naniento del plasma sanguineo medlante el método preconi-
zado por H.S. Nitschmann, P. Kistler y W. Lergier, se
caracteriza por el heeho'de que una masa de dicha fraccidn

ITI, que previamente se ha tratado con 10 vollimenes de
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agua esteril y apirdgena a 0 - 52C se ha agitado hasta
obtener una suspensidn perfecta y se ha centrifugado
desechando el sobrenadante, se trata el precipitado re-
sultante contenedor de la ceruloplasmina, con 9 vollmenes
de cloruro sodico 0,1 molar con un pH comprendido entre
4,5 y 5,5 y temperatura entre 0 y 59C, se agita y se aiia-
den 5 vollmenes de acetona aumentando la temperatura du-
crante la adicidén de ésta hasta alcanzar la temperatura
ambiente, tras lo cual se continua la agitacion, se neu-
traliza a un pH comprendido entre 6!5 y 6,9 y se deja en
reposo en la oscuridad durante unas horas para centrifu-~
gar seguidaménte el liquido a una temperatura comprendida
entre -3 y -62C desechando el precipitado y se aiiade un
5% de Hyflo al liquido sobremadante, procediéndose a una
agitacidn con filtrado, también a la temperatura Gltima-
mente citada, se aiiade acetona hasta alecanzar una concen-
tracidn del 55#, todo ello sin sobrepasar los -82C y ajus-
tando el pH entre 6,5 y 6,9 y se deja el liguido durante
unas horas en la oscuridad, para centrifugar a la misma
temperatura, recogiendo el precipitado gque contiene la
ceruloplasmina 2 y comservéndolo a ~820, tras lo cual se
pesa dicho precipitado y se disuelve en 5 vollmenes de
solucidén tampon 0,15 molar a una temperatura comprendida
entre ¢ 2 y -220, se baja el pH entre 4,6 ¥y 4,9, se ca=
lienta al baiio maria durante un perfiodo de tiempo no su-
perior a los 10 minutos y a una temperatura comprendida
entre los 60 y 702C, se centrifuge a una temperatura de
-3 a 690, dejando el liguido a una temperatura comprendida
entre + 2 u -2¢C, se filtra a la misma temperatura y se

neutraliza a un pH comprendido entre 5,5 y 6, se aliade a

s A e een g » . s
la solucion resina DEAE-SEPHADEX agltando continuamente,
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con lo cual queda ahsorbida toda la ceruloplasmina,

se filtra por Buchner al vaclo lavando a continuacidn

la resina y se afiade, agitando, cloruro sbédico para
pasar la solucidon de ceruloplasmina absorbida por la
resina de 0,15 M a 0,3 M, se pasa la resina a un Buchner
provisto de placa filtrante para escurrir totalmente

la ceruloplasnina, utilizando el vacio, con lo que se
obtiene ceruloplasmina concentrada al 5% que se conserva

a 29C sin sufrir ninguna alteracidn, - = = = = = =~ = -

Para facilitar la comprensidn de lus ideas prece-
dentes se describe seguidamente una forma preferente de
realizacién del objeto de la presente Patente, debiéndose
considerar como desprovista de todo alcance limitativo,
dado su cardcter ilustrativo, con respecto a la pro-

teceidn legal que se S01iCitA3 = = = m = = = = = = = - -

La fraccion IIL de que partimos esta obteniua de

plasma de diferentes dadores. = = = = - — - e -

En todas las pruebas efectuadas, se ha partido
de 1 Kg de fraccion III obteniua por el método antes ci-
tado. Egta fraccidn' se suspende en 10 vollmenes de agua
estéril y apirogzena de 02C a 592C y se agita hasta obte-
ner ung suspensidn perfecta, A continuacidén se centrifuga
desechando el sobrenadante gue arrastra otras proteinas,
quedandonos con el precipitado que llamaremos igualmente
freceidn III, y que es la fraccidn que contiene la cerulo-
plasmina, Zsta fraceidon ILI es de color verde oscuro. — -

Esquemiticamente, a partir de aqui, podrismos re-

presentar el procedimiento asi: -~ = - = = m = = - - - -
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Tratamos la fraceidn III con 9 volimenes de

solucidén de cloruro sddico 0,1 molar a pH comprendido entre
15, 4,5 y 5,5 y temperatura entre los 020 y los 52C, In aglta~

cidn se empiezan a adicionar 5 vollmenes de acetona. A medida

gue se ajiade laecetona, la temperatura debe ir aumentando

hasta congegulr la temperatura ambiente. Acabada la adicion

se continda agitando. Se neutraliza a un pll comprendido entre
20, 6,5 ¥y 6,9 con NaOK - /10 y se deja en reposo en la oscuridad

durante UNas hoTasS, = = = m m o ;= = = - - - = . = o - -

Durante este periodo de reposo la ceruloplasmina
es extraida de la fraccidn III, pasando el liguido sobrena-
dante, Transcurrido este ftiempo, se coloca el recipiente =

250 una temperatura entre los -3¢ y los -62u, en una cémara
frigorifica, A esta temperatura se centrifuga. El liquido
sobrenadante contiene la ceruloplasmina; el precipitado se
desecha. Se ajiade un 5% de Hyflo al liquido sobrenadante

y se agita filtrdndolo a continuacidn entre los -3°C y 108



-690; el liguiuo filtrado es completamente transparente.
Se mide el volumen del lfquido obtenido y se coloca en un
recipiente provisto de agitador, Se calcula la cantidad
de acetona que hemos de adicionar para llegar a una con-
5. centracidn del %%%. La acetona se afiadird sin sobrepasar
los -89C. Acabada la precipitacidn, se comprueba el pH,
que deberi estar comprendido entre 6,5 y 6,9, neutrali-
zando en el caso de no estar ajustado, con NaQH-N/10 o
hien con ClHkN/1O y se deja a una temperatura comprendida
10. entre los -39 y -82C durante unas horas, guardando las

precauciones anteriores. = = m = = = = - . - - -« - -

Transcurrido este tiempo se centrifuga a la misma
temperatura recogiendo el precipitado que contiene la

ceruloplasmina 2, EL precipitado se conserva a -82C, -

15, Se pesa dicho precipitado y se disuelve en 5 voli-
menes de solucion tampdn 0,15 molar, en la proporeidn

siguiente:

Acetato 5041C0seesssneneseea0,05 Mo

Cloruro S04iCOssseececsvreeslyl M.
20. _todo ello entre la temperatura de t 22C a ~29C, = - = =

Se baja el pH con ClH - N/10, entre 4,6 a 4,9,
Se calienta al baifo maria durante un periodo no superior
a los 10 minubtos y a una temperatura entre los 60°C y
los T0eC. Durante el calentamiento aparecen copos blan-
25, cos y la solucidn adquiere un color azul intenso desapa-

reciendo el color verdoso que presentaba antes del ca-



lentamiento. Después de este tratamiento se centrifuga
procurando que la centrifuga esté de -3 a 62¢, El liquido
después de centrifugado conteniendo la ceruloplasmina
bastante purificada, se deja a una temperatura entre
De t 20 a-29C. EL filtrado se sigue manteniendo & la misma
temperatura y se neutraliza con NaOH - N/10 a pH entre
5,5 v 6. La concentracidn de ceruloplasmina diluida y la
purificaciOn final la hacemos con resina DEAE-SEPHADEX,
(dietilamincetil), afiadiéndola a la solucldn de cerulo-
10. plasmina, agitando continuamente, Toda la ceruloplasmina
debe ser absorbida en esta operacidn., Se filtra por
Buchner al vacio, lavando a continuacidn convenientemente
la resina, Una vez que la resina estd perfectamente es-
currida, se calecula la cantidad de cloruro sbdico que se
15, necesitard para pasar la solucidn de ceruloplamina absor-
bida por la resina (de 0,15 M a 0,3 M). Se afiade el cloru-
ro sédico agitando convenientemente. Se pasa la resina
a un Buchner provisto de una placa filtrante para escurrir
totalmente la -ceruloplasmina, utilizando el vacio, Ia ce-
20, ruloplasmina tarda en recogerse. El liguido, ceruloplas-
mina altamente purificada, tiene una concentracidn del
5 aproximadamente y es de color azul intenso. Se conser-
va en cémaras frigorificas a 22¢, sin sufrir ninguna alte-
racidn y responde a todos los controles analiticos especi-

25, ficados en la introduccion, = = = -~ — = . - -

Habiendo efectuado la descripcidn que antecede,
debe hacerse constar que el objeto de la invencidn es el
que se define en los términos de las reivindicaciones que

siguen,__.._.. _______________ . o e o e
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Se declaran de novedad y propiedad pars Espalls,
sus territorios y plazas de soberania, lag siguientes:

REIVINDICACIONSES

1.~ Procedimiento para la obtencidn y purifica-—
¢ién de ceruloplasmina, a partir de fracciones plasmiti-
cas, especificamente uno que parte de la fraccidn III,
obtenida por fraccionemiento del plasma sanguineo median-
te el wmdtodo preconizado por H.S. Nitschmann, P. Kistler
v W. Lergier, coracterizado por el hecho de que uns masa
de dicha fraccidn III, que previamente se ha tratado con
10 voldmenes de agua estéril y apirdgena a 0 - 5°C, se
he agitado heste obtener una suspensidn perfecta y se ha
centrifugado desechando el sobrenadante, se trata el pre—~
cipitado resultante cohtenedor de la ceruloplasmina, con
9 volumenes Ge cloruro sddico 0,1 molar con un pH com=
prendido entre 4,5 y 5,5 y temperatura entre O y 5°¢,
se agita y se afiaden 5 voldmenes de acetonsa aumentando
la temperature durante la adicién de ésta hasta alcanzer
la %empefatura smbiente, tras lo cual se continda la
agitacidn, se neutralize a un pH comprendido entre 6,5
v 6,9 y se deja en reposo en la oscuridad durante unas
horas, para cemtrifugar seguidemente el liguido a una
temperatura comprendide entre -3 y -6°C, desechando el
precipitado y se afiade un 5% de Hyflo al liquido sobre-
nedante, prooediéﬁdose a wna agitacidén con filtrado tam-
bién a la temperatura dltimamente citada, se afiade ace-
tona hasta alcanzar una concehtracidn del 55%, todo ello

sin sobrepasar los -8°C y ajustando el pH entre 6,5 y 6,9
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v se deja el liquido en reposo durante unas horas en

la oscuridad, para centrifugar a la misma temperatura,
recogiendo el precipitado que contiene la ceruloplas=-
mina 2 y conservdndolo a =-8°C, tras lo cual se pesa
dicho precipitado y se disuelve en 5 volumenes de solu-
cidn tempdén 0,15 molar a una temperatura comprendida
entre + 2 y -2°C, se baja el pH entre 4,5 y 4,9, se ca-
lienta al bafio meria durante un perfodo de tiempo no su-
perior a los 10 minutos y a una temperaturs comprendida
entre los 60 v 70°C, se centrifuge a une temperatura

de =3 a ~6°C, dejando el liquido a una temperatura com-
prendida entre + 2 y =2°C, se filtra a la misme temperae
tura y se neutraliza a un pH comprendido entre 5,5 y 6,
se aflade & la solucidn, resina DEAE-SEPHADEX agitando
con#inuamente,’oon lo cual queds absorbida toda la
ceruloplasmina, se filtra por Buchner al vacio lavando

a continuacidn la resina y se afiade, agitando cloruro
sddico para pasar la solucidn de ceruloplasmina absorbi-
da por la resina de 0,15 M a 0,3 M, se pasa la resina a
un Buchner provisto de placa filtrante para escurrir to-
talmente la ceruloplasmina, utilizando el vacio, con

lo que se obfiene ceruloplasmina concentrada al 5% que

se conserva a 2°C sin sufrir ninguna elteracidn, = - - -

2.-"PROCEDIHIENTO PARA LA CBEENCION Y PURIFI-
CACION DE CERULOFLASHINA A PARTIR DE FRACCIONES PTASHA-
PIGAS", = = = ~ = = = = = = = - —m e m = - =

Todo ello sezin se deseribe ¥y reivindica en
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la presente memoria gue consbta de doce hojas, foliadas

¥ mecanografiadas por una sola de sus caras.

yaprip, 14 DIC. 1884

P.A.

M. CURELL SUNOL
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