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"Procedimiento de preparacidén de un material

anticoagulante.
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Solbcitnts. NATIONAL RESEARCH DEVELOPMENT CORPORATION,
entidad briténica, residente en 1
Tilney Street, Londres, W.l., Inglaterra.

Esta invencidn se refiere a substan-
cias que tienen una actividad en relacidn con la
coagulacidn de la sangre de los mamiferos.

El regultado de la coagulacidn de la

5e sangre de geres humanos y otros mamiferos tiene
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lugzar median%e un mecanismo complicado que se pre-
senta en varias etapas. En la Gltima etapa del pre-
ceso, el fibrindgeno de la sangre es convertido
por medio de la trombina enzimdtica en "fibrina
mondmera" que entonces sufre una polimefizacién pa~
ra producir fibrina, el material coagulado. Se ha
degcubierto shora que existe en el veneno de la
Ancistrodon Rhodostoma (Boie) (vibora de Malaya),
une encima de accién similar a la trombina pero gue
modifica el fibrindgeno de la sangre de tal maners
que la fibrina producide de ella tiene propiedades
distintas a aquellas del codgulo normal formado de
le trombina. Ia fibrina influenciada por este enci-
mg es de cardcter ligero y, como resultado de la con-
tinva corriente sanguinea en vivo se dispersa insen-
giblemente en los conductos sanguineos evitando la
formacidén del codgulos. Se ha descubierto gue se pue-
de purificar el veneno de la A, Rhodogtoma mediante
le eliminseidn de los constituyentes proteoliticos,
los cuales causan une reaccidn locel fuerte y ofros
efectos secundarigs indeseables y que en la produc~
eidn es una composicién purificade en la cual las pro-
piedades de las encimas anticoagulantes desfibrina-
doras gse pueden emplear en la terapeutica asl como
para fines de investigacidn. Se ha verificado por
por otra parte que el principio activo puede ger
aislado del veneno en una forma muy pura, COmo mas
adelante se describe.

Lo substancia activa purificada de es-

ta invencidn se caracteriza por las sigulentes pro-



pledades fisicoquimicas y bilolbgicas determinadas en

un material que no contiene més de 1 o 2% de impure-

zas proteinicas.

12, Es proteinico y substancialmente incoloro cuando

5e esg puro.

28, Es absorbido por un material intercambiador de
aniones débilmente bésico, tal como la celuloss
dietilaminoetilica y la celulosa trietileminoeti-
lica.

10. 39, Es soluble en solucidn figiolbgicae salina.

42, Tiene una movilidad electroforética (+) de
3,93 x 10~? voltios/cm/seg. en solucién amorti-
guadora de fosfato 0,1M del pH %,Oe

52, Tiene un peso molecular de aprox. 38.000 - 40,000

15. determinado en la ultracentrifuga.

62, Tiene un coeficiente de sedimentacidn de Syl =
3,40 svedbergs.

T8, Tiene un volumen especifico parcial de 0,66,

850 Muegtre dos bandag de precipitina sobre inmuno-

20. electroféresis contra el anti~veneno especifico
por medio del método de difusidn de agar.

92, Su actividad bioldzica es similar a la‘trambina,
anticoagulante en vivo, pero no-proteolitica.

108, No es inhibido por el di—isopropilfluorfosfafo

25, 10-3
(*) Esta cifra se cita en preferencia a los valores
entre 5,5 y 6,0 como se determina en un amorti-
guador barbutlirico a un pH del 8,6.
Ia subgtancia activa ejerce ripidamente

30 su efecto desfibrinante, después de su administra—
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¢ibn, y se mantiene en el cuerpo durante largos perio-
dos, por ej. hagta dos semanas, en comparacidn al gra-
po de los anticoagulantes del grupo de la heparina.
Por otre perte, su accldn se puede invertir rdpidamen~
te por ﬁedio del antiveneno especifico. Es no-téxico,
altamente activo en concentracioneg muy bajas y no
produce complicaciones hemorrdgicas esponténess.

Eg altamente especifico en su accidn y
parece que no tiene efectos sobre otros factores del
mecanismo de coagnlacidn de la sangre, aparte del fi-
brindgeno.

Como resultado de esta combinacién de pro-
pledades es valiogo para el tratamiento de la trombo-—
gis, especialmente durante el periodo en el cual son
elevadas las probabilidades de un segundo ataque,
quizds fatal. Da substencia pura es estable durante
largos periodos de tiempo a ~20°C,

De acuerdo con la invencién se obtiene un
preperado farmacéutico para el tratamiento de la san-
gre de los mamiferos para adminisiracidn parenteral,
gometiendo el weneno de A. Rhodostoma a una cromato-
grafie sobre un material intercembiador de aniones dé-
bilmente bisico adecuado para la absorcidén de protei-
nas, es decir, de basicidad suficientemente débil pa-
re evitar una desnaturalizacibn de la proteina y re-
cuperar del material una fraccidn conteniendo el prin-~
cipio activo arriba especificado y sustancialmente li-
bre de encimas proteoli{ticas. Materiasles intercambia-
dores de aniones débilmente bisicos son ciertos carbo-

hidratos conteniendo grupos bésicos y en la préctica
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la celulosa dietileminoetilica (Celulosa DEAR) y 1=
celulosa trietilaminoetilica (celulosa TEAE) son ma-
teriales altamente convenlenlbes para ser usados para
el propbsito de esta invencldn, dindose preferencia
especial a estos Wltimos debido a la mayor facilidad
con que permiten que sea separado el material acti-
vo de la oxidasa del 4cido aminico. La fuerza bésica
del material, que gse determina segin el grado de sus—
titucidn por grupos aminoetilicos, es un factor im-
portante para le conservacidn de la estabilidad de
la proteina active y no debiera sger demasiado eleva-
da. La bagicidad del material, expresado ususlmente
como mili-equivalentes por gremo, determinari en par—
te las molecularidedes de log amortiguadores eluido-
res empleados en la separacidén y las combinaciones
bptimas se determinarén facilmente mediante experi-
mentacién. El sephadex DEAE y los materiales simila-
res tienen une basicidad digtinta a la celulosa DEAE
y exigird una seleccidn del sistema de amortiguador
y de las concentraciones adecuadas.

El material activo es recuperado median-
te elucidn de la columns intercambiadora de anio-
nes y, con celulosa DEAE y celuloga TEAE mediante
elucidén gradual con amortiguadores de moleculeridad
creclente, por ej. el amortiguador trig-fosfato gue
hg dado excelentes resultados. Iris es una abrevia-
cibn de tris(hidroximetil)eminometano. Por ejemplo
con la celulosa TEAE de 0,7 mili-equivalentes/gr
de capacidad, los constituyentes indeseables del ve-

neno se eluyen con amortiguador tris~fogfato de un
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pH 6,0 en concentraciones crecientes escalonadamente
hagta alrededor de 0,04 M, despuds de 1o cual el me~
terial activo se puede eluir con el mismo smortigua-
dor a concentraciocnes de 0,09 M a 0,1 M o ligeramente
mayores. Ia solucidn del material activo que abandova
la columnea puede, si se desea, ser secado por conge-
lacidn pars producir un polvo ligero que se puede al-
macenar en ampollas a baja temperatura, blen en can~
tidades grandes o en unidades de dosgis., Alternativae~
mente, la solucidn se puede hacer isotdnica mediante
ajuste de sus electrolitos con trds u otro amortigue-
dor, después de lo cual se puede esgterilizar por fil-
tracién para obitener asl una composicién directamen~
te adecuada para administracidén parenteral. Esta so-
1lucibn, o la obtenida por reconstitucidn del pdvo se-
cedo por congelacidn, se puede administrer bien en
forma intravenoss o intramuscular, en une dosis de
por ejemplo 0,2 -’2 microgramos de substancie activa
por kilo. En el perro, las dosis aln tan elevadas
como 1500 microgramosgpor kilo son toleradas sin efec-
tos adversos y la sangre permanece incoasgulable duran-
te largos periodoé.

La invencibén se describe con més deta~
1le en los ejemplos siguientes:
BJEMPLO 1 -

Celulosa trietilaminoetilica en polvo
(Serva) con una capacidad de 0,71 m. equival/gr. se
suspende en cloruro sédico 2M amortiguado con tds/
fosfato 0,1 M del pH 6,0 y la mezcle pestosa se in-

troduce en una columna de cristal de 3,6 om de dié-
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metro hasta que la altura del material introducidv aj-
caﬁza 20 cm. La columne se lave con otros 2 1 del di-
solvente empleado pare la preparacién de la mezcle
pastosa y entonces se equilibra con amortignador
tris-fosfato 0,01 M del pH 8,5. Tris es la abreviag~
cidén para tris(hidroximetil)eminometanoc.

330 - 360 mg de veneno A. Rhodostoma
crudo se disuwelven en 20 ml de amortiguador tris-
fosfato 0,01 M del pH 8,5, se centrifuga pares reti-
rar el materigl insoluble y el sobrenadante claro
se introduce en la columna. Le fraccionacién se efec-
tia a temperatura embiente a un ritmo de 90~100 ml/hora.
Ia concentracidén proteinica en el eluado se calcula
desde la extincién de la solucién & 280 m en células
de 1 cm.

El cromatograma se revels con los amor-
tiguadores siguientes. En todos los casos la molecu~
laridad de los amortiguadores son con referencia al
tris.

Trig-fosfato 0,01 M del pH 8,5 (para lavar

el veneno al interior
" de la columna) (Frac-
ciones 1,2 y 3)

Tris-fosfato 0,01 M del pH 7,0 (Fraccibén 4)

Trig-fosfato 0,02 M del pH 6,0.

Trig-fosfato 0,04 M del pH 6,0 (Fraceidns)

Trig-fosfato 0,10 M del pH 6,0 (Fraccién 6)

Trig-fosfato 0,10 ¥ + NaGl ,10 N del
(Fraccién 7?
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Ios cambios en el amortiguador eluyente
ge hacen después de haber equilibrado la columne cocn

el emortignador. Iag fracciones proteinicas obtenidas

-3e esta forme son ensayedas con respecto a su activi-

dad coagulante.

Menos de 1% de la actividad coagulante
apliceda se recupera en la fraceidén n® 1, 2, 3 y 4.
Ia fraceibn 1, sin embargo, posee actividad proteolf-
tica, la cual en soluclones concentrades digolveria
los cosgulos de fibrina. Ia presentacibn de la activi-

dad cosgulante se resume en la tabla siguiente:

Fraﬁgibn Umid./mlo Eog égzgzigiga
Veneno crudo 100 0,174 574

5 9 0,085 106

6 78 0,0125 6240

T 35 0,0540 648

Unid. Bsgtas unidades son arbitrarias, 100 unidades
se refieren al tiempo de coagulacién.del ve=-
neno inieisl diluido (1/100),

E280 Extincidén de la fraccidn en la dilucién emplea~
de para el ensayo de la actividad similar a la
trombina.

La recuperacidn del material similar a la
trombina alcanza entre 50 - 65% en la fraccidn 6, el
material restante aparece en las fracciones 5y 7.

Ia actividad similar a la trombina se elu-
ye de estas columnas en cantidades importantes con
une fuerga del amortiguedor de 0,04 M o mayor.

El eluado se seca por congelacidn para
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dar un producto ligeramente pulverulento.

Rendimiento:18 ~ 20 mg por 350 mg de veneno seco.

EJEMPTO 2 -

El procedimiento descrito en el Ejemplo
1 necesita alrededor de 36 horas para ger completado.

Une modificacién del procedimiento de
fracclonamiento en el que s¢ invierten 14 horas es
como siguei

La longitud de la columna sge reduce &

15 em y se equilibra con tris-fosfeto 0,01 M del
pH 6,0. El veneno crudo (350 mg) se disuelve en 20
ml de tris-fosfato 0,01 M del pH 6,0 y después de
centrifugar ge introduce en la columna. La columna
se eluye con este amortiguador hasta que no eluya
més proteina y entonces con lo siguiente:

Trig-fosfato 0,02 M del pH 6,0

Trig~fosfato 0,035 M del pH 6,0

Trig-fosfato 0,09 I del pH 6,0

La pureza del magterial obtenido con el
dltimo disolvente es tan buena como la obtenida én
el ejemplo 1 y, en algunos casos, el rendimiento se
sumenta en casi un T0%.

Como en el Ejemplo 1, el producto se pue-
de recuperer mediante secado por congelacidn o la so-
lucidén final se puede ajustar a un pH fisiolbgico y
hacerla isotdnica agregando tris-fosfato y despuds
esterilizar por filtracibn.

Método de ensayo de la actividad similar & la trombinas

0,1 ml de plasma bovino oxalado ge incuba

a 372 con 0,1 ml de cloruro sbdico.
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0,15 M amortignado con tri-hidroxi-amixzo,
metano (tris)/C1l” 0,01 M del pH 7,50

A esto se agregan 0,1 ml de Ga.Ol2 0,025 |
seguido de 0,1 ml de una fraccién del veneno y se re-
gistre el tiempo Ge coagulaclidén de la mezcla. Los
tiempos de coagulacibn obtenidos con una serie de con-
centraciones del veneno se llevan & un diagrama de
coordenadas en escala logaritmica resultando una 1i-
nea recta. Bn la operacidn del proceso de extraccibn
del material activo por cromatografia sobre celulosa
DEAE o celulosa TEAE; el pH, la molecunlaridad y las
demés condiciones estén relacionadas entre si, y como
mejor se determinan es por experimentacidn, Como
gufa, sin embargo, se puede indicar que, después de
le elucidén de la fracelidn proteolitica, el material
deseado se puede eluir con un amortiguador de tris-
fosfato con un pH de 5,5 hasta 7,5 y una moleculari-
dad desde 0,04 Il en adelante, ajusténdose la molecu-
laridad totel de la solucidn como minimo a 0,08,
cuando sea necesario, con cloruro sédico uoiras sa~
les adecnadasg.

N O T A

Degerita suficientemente la naturaleza
del invento, asi como la maners de realizarlo en la
préctica, debe hacerse constar que las digposicio=
nes anteriormente indicadas son susceptibles de modi=-
ficaciones de detalle en cuanto no alteren su princi=-
pio fundemental. Tawbién se hace constar que el in-
vento corresponde a una Solicitud de Fatente presen-

tada en Inglaterra n? 7264/64 de 21 de febrero de
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1.964 acogiéndose por 1o tanto a los bemeficios que
conceden los Convenios Internacionales en vigor,
siendo lo que constituye la esencia del referido in-
vento y por lo gue se solicita Patente de Invencidn
por 20 gfios en Egpafia: "PROCEDIMIENTO Hﬁﬂﬂﬂ%ﬁﬂCION
DE UN BATERIAT ANTICOAGULANTEY; caracterizéndose
por lo giguionte:

12 - Procedimiento de preparacidén de un
naterial anticoagulante que es proteinico y substan-
cialments incoloro cuanto ss puro, que el absgorbido
por un material intercambiador de aniones débilmente
bdsico, que es soluble en solucidn figioldgica sa-
lina, gque tiene una movilidad electroforética de
3,93 x 1077 Voltios/cm/seg. en solucidén amortiguadora
de fosfato 0,1 M del pH 7,0, que tiene un peso molecu=
lar de aproxe 38,000 -~ 40,000, que tiene un coeficien-
te de sedimentacidén de Sy = 3,40 svedbergs, que tie-
ne un volumen especi{fico parcial de 0,66, que mues-
tra dog handas de precipitina sobre immuno-electrofo-
resis contra el antieveneno especifico por medio de
difusidn de agar, cuya actividad bioldglea es gimiler
a la trombina, anticoagulante, en vivo, pero no-prg
teolitica y que no es inhibido por el di-isopropil-
fluorfosfato 10'3M, caracterizado, porqgue el veneno
Acistrodon Rhodostoma se somete a una cromatografia
en un material intercambiador de aniones débilmente
bheico adecuado pars la absorcibén de proteinas y se
recuperas una fraccibn que contiene el material acti-
vo arriba especificado substancialmente libre de en-

cimas proteoliticas.
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28 -~ Procedimiento, segfin la reivindi-
cacibn 18, caracterizado porque el material inter-
cambisdor de aniones es celulosa dietilaminoetilicu
o celulosa trietilaminoetilica.

38 - Procedimiento, segin la reivindica-
cibén 18 y 28, caracterizado porgue la columna de ma-
terial se eluye en forma escalonada con amoriiguador
de trig-fogfato de molecularidad creciente, reco-
giéndose la fraccldn activa después de haber sido elul
dos los constituyentes proteoliticos del veneno.

48 - Procedimiento segin la reivindica-
cidn 38, caracterizado porque los constituyentes pro~-
teélitieos, y demés indeseados, se eluyen a un pH 6
con smortiguador hasta 0,04 molecular, eluyéndose la
fraceibn anticoagulante con amortiguador de una mole-
eularidad de 0,09 - 0,10,

58 = Procedimiento segin cualquiera de
las reivindicaciones anteriores, caracterizado porgue
la fracclén recuperada, que contiene el material an-
ticoagulante, se seca por congelacidn.

62 -~ Procedimiento, segin lasg reivindi-
caclones 32 o 48, caracterizado porque el material
gue contiene el coagulante se pone a igotbénico y se
egteriliza.

7¢ - Procedimiento de preparscidén de un
material anticoegulante, tal y como queda substancial-

nente descrito en la presente Memoria.
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