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PROCEDIMIENTO PARA LA PREPARACION DE PROTEINAS
LIOFILIZADAS DE ANIMALES HOMOTERMOS,

Fodisitands: MMERICAN CYANANID COMPANY, entidad norteamericana, residente
en Berdan Avenue, To¥nship of Wayne, Estado de New Jerseay,

£E.UU, de A,

Ests invente ee refiers a un procedi-
miento para la preparacidn de proteinas liofilizadas de
animales homotermos. De un modo mds particular, gl in-
vento se refiere a un procedimientc para la preparacién

5, - de un producto fécilmente hidrosoluble y que, por lo tan-
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to, se reconstituys répidamente En una solucién agudsa.

Las proteinas del invento comprenden,
por ejsmplo, globulipa alfa, globulina beta, globulina
gamma y albfmina. De todas estas proteinas, probablemen-
te lg més estudiada sea la globulina gamma. La globulina
gamma humana se vende normalmente en forma de una solue
cién como un preparads concentrado estéril que contiene
aproximadamsnte un 16 por ciento de globﬁlina gamma en
un diluente de una solucifin 0,3 molar de glicina, que
contiene como preservative 1:10,000 de merticlato sdédie
co, Este producte exige refrigeracidn para poder mante-
ner su estabilidad, .

Como no se dispone universalmente de
refrigeracién, existe'una demanda definida de una Formé
estable deshidratada de globulina gamma, Dicho preparado
se ancuentr; disponible, pero los preparados de globu-
lina gamma de origen placentario deshidratade de una so=
lucién concentrada (8-16 %) han demostrado poseer una
proporcidén extremadamente lenta de solubilidad cuando
se rsconstituyen, .

: Se ha descubierto ahora que lé adieidn
-da agsntes tensloactivos elegldos a la proteina liquida
antes de la liofilizacién, da.por resultado un produce

to deshidratado sstable, que se puede reconstituir en

““cuestidn de menos de disz minutos. Aunque para la préc-

tica de este invento no es un factor crftico la cantidad

de agente tensloactiva, la cantidad preferida es la com=

3o,

prandida.éntre un U,d?v% } un 1,5 %, basado en EI“;;a&” .

de la proteina. e e

Le matefiarprima para este procedimiene



to se puede preparar mediante una variedad de modifica-
cianes del método bésipo que sigue:
- Se muele una parte de la placenta en-
tera, se extraen las globulinas en una solucién salina
5, que se sometse después a una serie de fracclonaciones con
alcohol, dando por resultado finalmente una globulina
gamma liofilizada, que se reconstituye en solucién da
glicina acuosa que contiene preservatives.
En la patente estadounidsnse 3,449,316
10, se pueden encontrar otros métodos para la preparacién
de la materia prima.
Segln el presente invento, se deposita
" globulina de suero inmune en una concantracidn del 8 9
al 16 % en solucién acuosa (agua pirogenada @ una so-
15, lucidn salina aprapiada) que contiene presarﬁatiuus, en
un recipiente estéril exento de pirdgenos y se mezcla

aproximadamente con la mitad de un volumen equivalente

1

“de solucidn estéril compuesta por una décima parte apro-
ximadamente de un volumen equivalente de agente tensioac-

20, -tivo como-es el Pluronic Pnlyol®F68 (Wyandotte Chemi-

cal Company) y otra mitad de un volumen equivalente de

agua exenta de pirdgenos.

Se llenan frascos pequefios exentos ds

N o pirdgenos, y de una forme aséﬁﬁica, con esta solucidn y
25. después se congelan mediante inmsrsién parcial en un bafio

T e e o ——gu-gicohol -inferior-higlo seco (anhidrido carbénico séli-
v ’ V _.,',d?),-_ - —— e e e .

.. Los frasquitos llenos se deshidratan
despuds al vacfo. Después de la operacidn de deshidra-

30, . tacién se cierran los frasquitos con tapones estériles

s
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y se precintan, g

Adem4s de la presencia de agenteé_éen—
sioactivos, es critico que la solucidn se c;ﬁéel; }épida—
mente en los frasguitos por inmersidn en un bafio de al-
cohol inferior-hielo seco en lugar de congelarlos len-
tamente en una cédmara congeladora.

Cada frasquito de globulina de suero
inmune asi producido ée vends con un segqundo frasquito
que contiepa una ‘solucidn estéril de diluentg. Cuando
se va a htilizar, el dilueﬁte se sacé de su frasquite
y se deposita en el frasquito que contiene la pastilla

seca de IS5G, Una ligera operacién de mezcla produce la di-

‘solucidn completa sn un periodo de 0 a 10 minutos. Si

la globulina gamma se ha deshidratado de una soluci6n;
salina o de glicina, el diluente de eleceidn serfa agua.
Si se deshidrata de agua, se utilizarfa una solucién
galina fisioldgica o glicina 0,3 M,

Los agentes tensiocactivos aplicables
a este procedimiento comprenden, por sjemplo:

Pluronic ~ Polyol F68 (Wyandotte Che=
mical Company). Una base hidréfoba que tiene grupos
hidr6filos en ambos extremos de la molécula, un prome=

dio de peso molecular de 8,350 y un punto de fusiép de

©10,09C (Indice de Werck, 1968tP, 846). Tusen - 80,

(Polysorbate 80 (Polioxietilenc (20) sorbitan monco-
leato)). Una mezcla compleja de étergs de polioxieti-

leno de ésteres oléico; ﬁaréiélés—ﬁé;;iéasgwdé anhidri~

" do de sorbitol: (Indice de Mercky 1968 P, 848)y ~ - -~

Los ejemplos quaisiguen'sirven paré

jlustrar adicionalmente este invento,
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tucién de Globulina de Suero Inmune,

25,

EJEMPLO )

() 80 y

Efecto de la Adicién de Tueen
PolyolO F68 Durants la Liofilizacifn en la Reconati-

Se prepard una suspensién en agua de
globulina de susro inmune (ISG) y se dejd reposar a
2°C durante 16 horas, Se seﬁaré por decantacién un pre-
cipitado insoluble y se liofilizé el sohrenadante. Se
reconstituyd el polvo seco a una solueién al 16 4. Eg-
ta solucién madra-; solucidén concentrada se diluyd has-

ta elcanzar una solucién al 8 % con agua. Se affadieron

diversas cantidades del 1 % y del 2 % de Twaan(:) 80 y

Polyol® F68 a partes de la solucidn de ISG al 8 % y
se liofilizaron estas partes., Uno de cada par de fras-

quitnq eh cada uno de los niveles de concentracidn de

‘agente tensioactivo se llend al vacfo. El diluente pa-

ra feconstitucidn fué de 5,0 coc. de solucién salina al
0,85 % a un pH de aproximadamente 7,0. Los resultados
obtenidos se resumen en la Tabiaki.

Lo expuesto indica que, cuando se des-
hidrata desde agua, la concentracién éptima de Tween
80 entes de la liofilizacidn era de aproximadaments un
0,14 % (1 cc. de Tween 80 al 1 % affadido a 6,0 cc.
de globulina de suerc inmune al 8 %), La concentracidn

6ptima de Palyol F68 antes de la liofilizacidén pare-

ce ser del 0,28 % o superior, Los frascos donde se ha= -

_bfa practicado sl vacfo se reconstitufan més répidamen-

te que los frascos donde no_se habia hecho el vacio.

Todas las soluciones eran transparentes, formidndose una

ligera turbidez a los niveles infericres de agente ten-
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sioactivo. La reconstitucidn en solucidn salina hipei—

ténica (1 %) resultd mds lenta,

S
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TABLAIL

Centimetros cibicos de Tu:een® 80 al 1 ¢ Centimetros "cilbicos ds

1,0
e 1’

0,8
.o,

0,6
g,

0,4
U’

0,2
‘g,

0,1 .

0!

0,05
Di
0,0 (Contrastacién) _ 0,




ros ‘clbicos de Polyol ® F68 a1 1 $|{ Tiempo para la disolucidn
en minutos .
P Con vacio Sin vacio

7 8
. 1,0 10 13
- 10 11
0,8 12 35
10 16
g,6 .32 77
' 23 28
0,4 45 90
‘ 30 32
"g,2 ' 210 210
. 42 49
0,1 210 210
100 100
0,5 210 210
.. 0,0 {(Contrastacidn 210 210
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38 %_cﬁbicus de Po_lyol® F68 al 2 | Tiempo para la disolucidn
{ sn minutos
Eﬁn vacio Sin vacio
§ 21
? 11
1,0 % - 34
.- 1,0 17 18
' 8 21
. 0,8 17 20
15 18
0,6 10 20
. 20
10 18
0,5 18
0,5 ¥ 6 ™ 16
_-‘-.
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50 miligramos de sal afiadidos an-

tes ds la liofilizacidn, Reconstituida con 5,0 cec, de

agua,

EJEMPLO II

Procedimiento para la Preparacidn

gde un Producto de Globulina Gamma Liofilizada

Se depositd una poreidn de 1,0 1li-

tro de globulina de suero inmune al 16 % (ISG) en gli-
cina 0,3 molar en un recipiente sstéril exento de pird-
genos. Se afladid- al reciplente una porcidn de 600 ce.
de una solucidn preparada mezclande 120 cc, de una so-
lucifn al 1 % de Plurenic Polyol® F68 y 480 cc, de
agua exenta de pirégenos, para obtener una concentracidn
final de un 0,07 ¢ de agente tensiocactivo, Se agitd con
turbulencia el contenido para asegurar una mezcla come
pleta. Se llenaron frasquitos de 10 ce. exentos ds pi-
réganﬁs estériles en una proporcidén de 2,5 cc. por fras-
quito (aproximadaments 250 mg de ISG),

Los frasguitos llenos se congala-
ron en condiclones estériles sn una posicidn vertical
an alcohol-hielo seco y se deshidrataron al vacio. Des-
pués de la operacidn de deshidratacidn, se cerraron los
frasquitos con tapones estériles y se precintaron,

Se prepard un diluente para recons-

titucidn mezelando 8,5 g de glicina y agua exenta de pi-

régenos hasta alcanzar una concentracién de 0,113 molar.

. E1 diluente se deposité asépticaments (2,5 cc.) en una

serie de frasquitos aproplados.

Para efectuar la ieconstitucién,

sa sacl el diluente de glicina de un frasquito, emplean-

L
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do una jeringuilla estéril y se deposité en un frase
quito que contenia la pastilla seca de ISG para obte-
ner una concentracidn final de glicina de 0,3 molar,
Agitando de vez en cuando ss obtuvo la disolucidén com-
pleta en unos 7 minutos, Las muestras que se habifan
congelado lentamente precisaban un promedio de tiempo
de uncs 45 minutos bara 13 reconstitucién, Las muestras
deshidratadas sin agente tensioactive, tanto si sa cone
gelaron rdpidamente como si se comgelaron lentamenté,
precisaron un periodo de 2 horas para la reconstitu-
cidn. .

EJENMPLO III

. Efecto del Tueen 80, Polyol®,

80 y Metanol Residual Durante la Liofilizacién sobre '
la Solubilidad de Globulina de Suersc Inmung (ISG

Se molid una parte de placenta en-
tafa, se axﬁiajo con soiucién salina 0,15 i y sa dese=-
chd la pulpa carnosa, Despuds se tratéd la susﬁenéién :
salina con metanol hasta gldanzar una concentracidn

del 25 % a -52C. Se precipitaron y recogieron globue

linas gamma m4s globulinas alfa y beta. Se prepard

una suspen§idn de un kilogramo ds la globulina preci-
pitada en 5 litros de solucién salina 0,15 M, y se afla=
dieron 8 litros de una sol&cién al 0,4 % de lactato de
6,9-diaminc-2-etoxiacridina. ALl afadir el lactato de

e —mmBy9=diamino~2-etoxiacridina, -se -precipitaron.las glo=-

“bulinas alfa y beta y el filtrado, que se conservd, se

3o,

traté con matanol hasta alcanzar una concentracidén del
50 %. Ss volvié a formar una suspensién con el préci-

pitado en 3,3 litros de solucién salina'0,15 n fria y sa
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filtré. Se ajusté el filtrado a 0,05 M con fosfato di-
s6dico y se ajusté a un pH de 7 a 8, Se afadié bentoni-
ta, con una concentracidn del 1 al 2 %, y se agitd la
mezcla a 29C durante 1 hora. Se céntrifugé la mezcla,
se clarificé por filtracidn y se afiadié un volumen igual
de agua al filtrado, ajustando el pH a 7,4, Se afiadid
metanol hasta una concentracidn del 25 % y se fﬁcogid
la globulina gamma que se habfa precipitado, se liofi-
1iz6, se raconstituyd a une solucidn al 16 % con solu-
cidn de glicina 0,3 M y se conservé con 1:10,000 mertio-
lato, ]

Se pfapararon y liofilizaron las
solﬁciones slguientes: _

Solucién I, contrastacién, 1,282 1,
de la solucidn ISG anterior;

Solucién II, 1,282 1, de la solu-
cién ISG anterior y Sﬂ,ﬂ.cc de Tueen ~ 60 al 1 %;

' Solucién III, 1,282 1, de la solu=

cién ISG anterior y 30,0 cc de Polyol F68 al 1 %.

Los polves reeultantes.contan{an
de un 3% a un 4 % de proteina, Cada 500 mg 'de polve
1S6G se reconstituyeron con soclucién salina al 0,85 %.
La”cuncentracién de anticuerpos no se vié afectada-por
los agentes tensioactivos. o A

En la tabla 1I se indican los resul-
tadas obtenidos,

Aunque el invento se ha descrito
g ilustrado con relacién a cisrtas modalidades particu-

lares, se comprenderi que sn sus aspectos mis ganerales



el invento no se limita a dichas formas de realizacidn
y que se puede recurrir a variacionss y sustituciones
de dichos equivalentes dentro del alcance ds las rei-

vindicacionss adjuntas,
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Polvo, Rendimiento

Reconstitucidn. Tiempo

=mEkas

ESRLRTTeES

Valoracidn Velorascidn

(oramos) (minutos) difteria
Solucién I 33,5 6,0 3", 5 1:289
Solucidn II 35,1 1,0 3", 5 1:25¢
Solucidn III 34,4 2,0 3#, 5 1:26¢

7



:Valurgcién polin| Valoracidén sarampidén| Apariencia
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1:2896 1:664 Ligeramen-
te tarbids

152580 1:724 Transparen

te
1:2680 1:664 Transparsen

te
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‘ NOTA

Descrita suficientemente la natu-
raleza del invento, asi como la manera de realizarlo en;
la prictica, debe hacerse constar queé las disposiciones
anteriormente indicadas son susceptibles de modifica-

S. ciones de detalle en cuanto no alteren su principio fun-
damental, siendo lo que constituye la ssencia del refe-
rido invento y por lo que se solicita Patante de Inven-
cién por 20 affos en Espafia, sobre: PROCEDINMIENTO PARA
LA PREPARACION DE PROTEINAS LIOFILIZADAS DE ANIMALES‘HQ

10, MOTERMOS, caracterizéndose por lo ;iguienta:

1.~ Procedimiento para la prepara-
cién de proteinas liofilizadas de animales homotermosy
con una capacidad mejorada para la reconstitucidn, ca-.
ractétizédo porqus se afiade como agente tensioactivo a

15, la proteina sin liofillzar polioxaleno o polisorbato

'80 . se anfria répidaments la mezcla resultante a un
estado congelado y se deshidrata al vaclo,
2.~ Procsdimiento segln 1a reivine
dicacién 1, caracterizado porque la proteina es glo-
20, bulina gamma humana y la cantidad de dicho agente ten-
sioactivo, basada en el peso de dicha proteina, es
aproximadamante de un 0,07 % a un 1,5 P
o= Progeaimianto segﬁn'las rel-
vindicaciones lo2, éaracterizado porque dicha mezcla
25. resultante se introduce en frasquitos antes de la ope-
racién o etapa de refrigeracién.
4.~ Procedimiento segin la reivin-
dicacién 3, caracterizadi'parque los frasquitos que-
contienen la proteina se enfrian por inmersidn én un

3a, medic refrigerantes gue comprends una mezcla de etanol




5,

y hielo seco (CDZ)'

5.~ Procedimiento para la prepara-
cién de proteinas licfilizadas de animales homotermos,
tal y como queda sustanclalmente descrito en la presen-
te NMemaria,

Esta NMemoria consta de 15 hojas es=

Ioﬂc%«fg Aty ;o"g
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