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La invencién se refiere a un procedlmlento de

 obtenc1on y de purificacién de sustancias blologlcamen—
te activas, y concierne mis particularmente, porque es
en este caso en que su aplicaciébn parece preseﬁtar el
5 '"ff mdximo interés, pero no exclusivamente, a un procedimien-
to de obtencidn y de purificacién de uroquinasas conte-
nidas en medios bioldgicos, especialmente en orina de
' ”6rigen animal o, més particularmente afn, humana,
; Concierne 1gualmente a un procedlmlento de des—
:ldiﬂiiﬁ:pirogenac1on (es decir, de -eliminscién de las. sus»anclas

i’pirégenas) de estas sustanciss blologlcamente actavas,.

“mas partlcularmente, de la uroquinasa.
Be refiere, flnalmente, a un procedimlento de
;eétablllzaclon de sustanciss biolégicas, especzalmente '
de la uroqulnasa, a los productos, més particularmente a
:ibs complegos de la uroqulnasa que pueden obtenerse, espe-'
 01almente por la aplicacién de este proredlmlento, asi '
7 ‘Jicomo 8 las composiciones y medicamentos en los cuales en~
W;firf;???tran los compleaos del género en cuestidn, -
'ad:”f;yf“: Se sabe que la uroquinasa es una enzimé’prééente
ﬂ,fiéf;g;en ls orina y que cataliza la transformacidn del plasmlné-
- :ﬂ%Lgeno en plasmina, peptidasa cuyo papel @151ologlco es el de
) -kdlsolver les formaciones flbrlnosas 1nt%avasculares. Un de-
15iifecto en los mecanlsmos de activacidn del plasmlnogeno, en

25 ' ¢sso de cindtica acelerads del sistema de coagulaclén 0 de
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'alterac1on de las paredes vasculares, conduce al meante~
"anlmlento de flbrlna 1ntravascular que en definitiva debter~
mina los dlvgrsgs sindromes trombo-embdlicos (tromb051s,
7 - emboliag, coéguiacién intravascular diseminade, etc.). La
.5-‘ u administracidén de uroquinasas en estos casos patoldgicos
provoca una aceleracidén de la formacién de plasmina, es-
pecialmenté al nivel de las formaciones fibrinosas, co=
mo 16 indica la bibliografia.
- La uroquinasa constituye, pues, el fratamiento
10 , selecto de los sindromes trombo-embdlicos, y su origen
humano descarta los peligros de choques anafxlactlcos.
Ya se ha propuesto un cierto nunero de procedl—
;:Lmlentos de. obtanclon de preparaciones purlflcadas de uro=~
o !unlnasa, procedlmlentos que implican sin embargo, en gene—
_is .. ral, mermas elevadas de rendimisnto en uroquinasa.. Ciei- ;'5
tas mermas'dérrgndimiento pueden ser, por consiguieqte;v
“tento mas . laﬁentables cusnto que los costos de producciéh '
i?;,de una uroqulnasa purificasda son consxderables y que, en
[ l~e1 caso de la uroqulnasa extraida de la orina humana, el .
_j{;3gféo::}5rhlvacopio de ésta én grendes cantldadeo es dlficll. ,
. : i-l I , Ademas, losg procedimlentos de purlflcacién cono=-
‘fi,f Qéffvﬂ“‘ﬂ‘cidos no permiten, en genersl, la obtencidn de preparaclo- ‘
nes de uroqulnasa cuyo contenido -en sustanc1as plrégenas |
sea suficientemente reducido pars que su utilizacidén en

' 25 terapéutica,sea féeil, En efecto, eshe cqntenido en §ug-
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+tancias pirdgenas ha de representar por natursleza un in=-

conveniente que puede llegsr a ser mayor si se tiene en '

cuenta la extrema sensibilidad que se observa frecuente-

" mente en los enfermos que dependen de un tratamiento a

base de uroquinasa, tratamiento que implica 1z administra-

cidén por via intravenosa de dosis de uroquinasa que pue~
den ser elevadas, que pueden llegar, por ejemplo, a

'”7150 000 unldades cTA® o0 més en una sola 1nyecclon.

Finalmente, otro 1nconven1ente re51de en la di=- -

" ficultad de obtener preparaciones de uroquinasa de gran es—'
 i>tabi1idad, lo que complica los problemas de'almacenamieﬁto .

’{[lo mismo que los relativos a la administracién de estas

fpreparaclones a los pacientes.

Se observaréd en partlcular que esta admlnlstra-

;?;clon, que se hsce en general por perfusidn venosa contl-f

'j;nua de preparaciones de uroquinasa diluidas especlalmente

: “en suero glucosado, se torna dellcada por el hecho de la

‘innesfébilidad de 1a enzima, lo que obliga a renovar muy
:'fiecuehtemente la disolucibn o é proceder a inyeccionss

f jdisc6ntinuas de una disolucidn concentrada én,ufoquinasa en

 :ﬁ1é'5cca de empalme del tubo de une perfusién'de‘suefo gluco~-

7:53&0, cuando esta perfusidn estd introducida en su sitio.

¥ Unidades normslizadas de actividad en uroquinssa sdopta-

das por el "Committee on Thrombolytic Agents, Nstional
Heart Institute" (EEUU,)



Ia invencidn tiene por objeto el remediar todos
estos inconvenientes. De menera mds particular, ura fina-
lidad de la invencidn es proporcionér un procedimiento de
preparacidn y/o de purificacidén que permita la produccidn

5 de preparaciones concentradas de uroguinasa qde contienen
" précticsmente la totalidad de la actividad en uroquinasa
del medio inicial al cual se aplica el procedimiento del
género en cuestidn.

Otra finalidsd de la invencidn es proporcionar

10 un procedimiento que permita sepsrar de las sustancias bio-
1légicamente sctivas, especialmefite ds la uroquinass, las
éustanciaa'pirégenas que las scompailan, gl menos en un gra-
do suficiente para qus las sustancims biolbgicamente acti~
vas considersdess sean précticamente apirégenas en dosis ele=

15 rvadas. :

' Otrs finalidad mds de ls invencién es proporcio%r
nar una preparacién estabilizada en esctividad de uroquinasa;
qué sea fécilmente almscenable y cuya admninistracidn 8 los

, 'paéientes pueda realizarse por perfusidén simple de una diso-

20 . '1uclon de esta preparacidn, y esto durante muchas horas. |

~ En una de sus varlantes, el procedimiento segun
1a invencldén para obtener una preparacidn enriquecids en uro-
vquihésa a partir de una disoluceién concentrada de uroquinasa
ﬁruta obtenida de maners conbtinus dé por si, egpecialmente

a5 a pertir de una orins humans, comprende uns u otra de las
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etapas siguientes, siguiendo la segunda, con preferencis,

"inmediatamente a la primers:

la primera etaps que comprende una cromatografia
de exclusidén por puesta en conbacto de la susodicha disolu-

¢idn concentrada de urogquinasa bruts con una resins de die-

' tiléminoetilcelulosa, conocida por la designseidn dé DEAL-
”celﬁlosa, estando carecterizada esta primera ebtapa por el he-
- cho de que se regula previamente la conductividad de la su~-
‘sodicha disolucién a un valor comprendido entre unos 15.000
-:iﬁunOSVES.OOO micromhos por centimetro, y su pH a un valor .
:':;[cbméréndido'entre 4 aproximadsmente y 6 aproximadémedte{
'¥;f§bdfbbeferencia igual 8 4,5, ytﬁor el hecho de que ge 1eco=
';jiée el efluente, ¥, con preferencia, de que se lava la resi--

' 1  na con una disolucién de sulfsto ambnico de pH 4,5 y cuya

conductividad es del orden ds 15.000 micromhos por'centimeF
tro; '

la segunds etapa, la cusl se realiza preferente-

" mente sobre una disolucidn iniecial resultante de la reunién

"izdelrefluente y de las aguas de lavado obtenidos a la salida

de dicha primera etaps, que comprende una segunda cromatdgra-

f{a de exclusidn por puesta en contacto de esta disolucidn

éon une resina de dietilaminoetilcelulosa, estando caracte-
rizada esta segunda etapa por el hecho de que, previamente

a esta puestas en contacto, por una parte ls conductividad

" de esta disolucidn se regula a un valor por lo menos igual
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a 15,000 micromhos por centimetro, preferentemente coumpren-

 dida entre 15.000 y 18.000 nicromhos por centimetro, ¥y su

-

pH, 8 un vélop comprendido entre 6 y 7, preferentemente con-
prendido entre 6,6 y 6,8, y, por otrs parte, el peso de re—;
sina utilizada en esta segunda cromatografia de exclusibn

se gjusta, con respecto a la actividad en uroquinasa de la
diéolqcién,ra un valor suficientemente elevado para que

se pueda observar una retencidn de proteinas sobre la resi-

" na en las condiciones de conductividad y de pH arriba in-

dicadas, sin que este velor rebase, no obstante, aquél pa-

ra el cual se observaria también una retencidn no despre-
ciéble derhroquinasa sobre ls resinaj; y, finalmente, por
el hecho de‘qué la conductividad de la disolueidén en con-
tacto con la :esina se lleva, durante dicha segunda croma-
tografis de exclusién, por etapas sucesivas, por adicién
de agua destilada apirdgena, hasta un vslor final del or-
den de 9.000 micromhos por centimetro.

" De manera ventajosa, cada adicidn de agua'es tai'
que produce el descenso de ls conductividad del medio en
un valor del ordeh de 1.000 miéromhos por centimetro, estan41
dé separads cada sdicidén por una operacién de apitacién du- '
rente un tiempo ¢omprendido sntfe 5 y'ls'minutos,rpreferen—
temente del orden de 10 ainutos. ' '

Podss las operaciones que preceden se realizan,

preferentemente, a una tempersturs del orden de 4eC.,
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3e observard que la invencidén ha propuesto asi

~ condiciones en las cuales se ayuda s una adsorcidén prefe-

- rencial de las impurezas proteinicas contenidas en la diso-

lucibén concentrada en uroquinasa, sin que esta Gltima sea

,retenida'por la resina. El pardmetro princinal que intervie-

ne en el estableclmlento de estas condiciones de adsorc1o-

nes dlferenclales estd constltuldo por la conduct1v1dad de

o las dlsoluclones tratadas,

La observanc1a de los margenes de conduct1v1dad

'ijen las. cond1c1ones de pH 1nilcadas anterlormente, es esenclali
'»Jpara una buens marcha del procedlmlento uegun la 1nvenclon y-"
para la ootencmon de rendlmlentos elevados en uroqulnasa. Se
'bbservara en partlcular que, en el caso de la prlmera croma-'

-.tografla de exclusmon, la resina. no puede flaar ni uroqulna- ;

sa n1 impurezas proteinicas 51 la conduct1v1dad 1n1c1al de

5la dlsoluclén concentrada en uroquinasa es superior a 25.000

micromhos por centimetro. Por el contrario, sdsorbe a la vez

1a uroquinasa y las impureszas proteinicas si la conductivi- -

' dad de la disolueidn concentrada en uroquinasa esté regulada

8 un valor inferior a 10.000 mlcromhos por centlmetro.

Sucede lo propio a nlvel de la segunda cromato-

grafla de exclu51on. Pars las conductividades lnl01ales de -

715.000 a 18.000 micromhos por ceéntimetro de la disolucidn
tratada se obsarva uns adsorcién'muy selectiva de las pro-

teinss. Cada una de las diluciones sucesives da por resul-
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tado una adsorcién suplementaria de proteinas sobre ia re~
sina. La saturacidn progresiva de ésta ocasiona una dismi~
nucidén de su afinidad para la uroquinasa, de manera que las
diluciones sucesivas susodichas pueden elevérse hasta-el valor
de 9.000 micromhos por centimetro, sin que resulte de ello

un riesgo de adsorber iguslmente la uroquinasa,

Asimismo es importante, sobre todo en la segunda

eromatografia de exclusidn, mantener entre ciertos limites

los valores de la razdn entre la cantidad de resina emplea~
da y la actividad en uroduinasa de la disolucidn tratada.
Esta razdn puede variar entre 1imites bastante
amplios en la primera cromatografis de exclusidn. Se ha ob-
servado particularmente que se obtenian resultados semejan-
tes para todos los valores de esta razén cOmprendidos'entre .

15 g y 40 g, aproximadamente, de resina seca por 14 millones

,de;unidades CTA en uroquinasas,

Ta seleceidn de ests razdn es mds critica en el

'gcéSO de la segunda cromatografia de exclusién. Debers man-

':vteﬁerse; especiaslmente para valores de la conduetividad '
“situados en torno a 22,000 micromhos por cenfimetro, entfe"”
‘unoé'50 y unos 60 g de resina secs por 10 millones de uni-

~ dades de CTA en uroquinasa de la disolucidén a tratsr, obte--

niéndose los mejores resultados psra valores comprendidos

antre 40 ¥ 53 g de resina seca por 10 millones dé unidades

- CTA en uroduinasa,
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Se puede, en ciertos casos, someter directamente

ila disolucién concentrada en uroquinasa a la segunda croaato-7 
‘igrgf;a de exclusmon mencionada anteriormente, sobre todo enf |
i',el caso en‘que se recurriese, en las etapas de-purifida?
i01on flnal, a etapas espec1ales, ulterlores, de sbparaclon -
; ‘de las sustan01as pirbgenas que, en las orinas ‘humanas, .
~acompaiian smempre a8 la uroquinasa. En la prictica es, sin
;emba#go, lo més frecuentemente preferible el hacerla prece-
~der por la primers crouatografia de.exclusién mencionada
'fanteriorménfe. Ests permite, en efecto, ademds de uns pri-
mera elininacidn de una pequeiia cantidad de impurezas pro—rrr
iifteinlcas, la obtencién de una disolucién Derfectamente cla-f;f

ra’ y una primera despirogenacidn de 1a uroqulnasa.

1 proced1m1ento segin la 1nvenc10n permlte un

enrlqu301m1ento 1mnortante de la uroquinasa respecto de lasrf_i

- proteinas que la acompaiiaban 1nlclalnente, szendo ellmlnadas fﬂ*

de 50 =z oOa de las proteinas, con un rendlmlento total en

act1v1dad de uroqulnasa. Se observa especlalmente que la

- dlsolu01on obtenlda al término de 1la prlmera cromatografla
5de exclu516n contiene el mismo ndmero de unldades de uroqul-_*"
'nasa que la dlsolu01on inicial. Ll nunero de unldades de

"'”uroqulnasa recogldas al término de la seglnda crOmato railai
de exelusibn es incluso ligeramente sunerlor 2l de la dlso—,-f

lueidn sometlda a esba segunda croumatoyrafia de exclusién,

lo gque puedérinterpretarse eventualménte; por la adsdrcién;l

=10~
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sobre la resina de un inhibidor de la uroquinasa. Este ren-
dimiento total en actividad de uroquinasa constituye, por
consiguiente, una ventaja decisiva del procedimiento segin
la invencidén sobre todo si se tienen en cuenta, por una
parte, las dificultades que se encuentran para reunir ori-
nas humanas en grandes cantidades y, por otrs parte, los
costos considerables de produccidn de una uroquinasa purifi-
cada.

Se puede purificar'aﬁn nés la disolucidn asi
enriquecida en uroquinasa recurriendo a tratamientos suple~'
mentérios en principio conocidos, especialmente por adsor-

eidn de la disolucidn sobre csolin, después por cromatogra=-

- f{a de adsorecidn sobre resinas del tipo Amberlite o incluso

por cromatografis de adsorcidn sobre carboximetilecelulossa.
El procedimiento segin la invencidn, completado

por una de las téenicas que acaban de ser,recordadas y'apli-,

" csdo a uns disolueidn de uroquinesa bruta extraldes de la

orina humana, permite finalmente la eliminacidén de 80-90% de
las proteinas que acompafian inicialmente a la uroquinasa,
sin pérdidas notables en actividad de uroquinasa.

Ta disolucidn concentreda de uroquinsss bruta
empleads inicialmente puede obtenerse de todas las formas
de por si conocides, por ejemplo, en el caso de la extrac-
cidn de la uroquinasa a partir de disoluciones muy diluidas,

tales como los orines, especialmente humsnos, por puesta en

11~



contacto de éstos con un agente de adsorcidn de las pro- -
teinas y por elucidén del producto absorbido. Se han des-
crito en ia_bibliografia diversos procedimientos que per-
miten produéir disoluciones iniciales concentradas en uro- -
',5 ' quinasa bruta, empledndose en estos procedimientos agentes
~de adsorcidn tén diversos cono, por ejemplo, éel de silice,
siliéatos cambiadores de cationes, sales tales como el
sulfato de bafio, resinas tales como la oxicelulosa, ete.
De manera ventajosa, se recurrird a un puesta
10 en contacto de éstas disoluciones con un coadyuvante de
filtracidn tal como el comercializado con la marca
"Hyflosupercel", siendo seguida esta operacién de una
reextrédcién'de la uroquinasa y de las proteinas adsorbi- --
. F 1das por el coadyuvante de filtracidbn, de un sumento de la
'“'13}5;';”: urdquinasa contenlda en la disolucién de extraceidn medlan-:;,

"f‘te,sulfato aménico, de una disolucidn del precipitado obte-13f

. ;-nido en una disolucidn glucosada y de didlisis de ésta para
'ﬁngt;{;fi - fi,ubbténer finélmeﬁte un liquido dializado que se'sdmete auna

,'de 1as etapas de cronatowrafla de exclu51on, con preferen—;~"

x

1_*cla a8 la prlmara, del procedimiento segun la lnvenclon., ’15;4.

[ '7 El procedlmlento segun 1a invencién permite,

Eﬁ’f}"r”’:"pues, 1s obbenclén de prepsrsciones concsntradas de uroqui?:ff
o ' naga que presentan ya un gran grado de pureza y un contenl-}r}r
' do reducido én sustancias pirdgenss, prestindose ya estas

, 25 = -preparaciones muy eficazmente a tratamientos en clinica

B

17675 - | ~12-
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humana. Zste contenido en sustancias pirdgenss no es, sin
enbargo, todavia desprecisble. un efecto, las preparaciones
purificadas de uroquinasa obtenidas por el procedimiento se-
gan la invencidn producen aln una cierta hiperternis en el
conejo cuando laz dosis administradas sobrepasan un umbrsl
moderadamentve elevado. Inyectadas a conejos en las condicio-
nes conforues a los udtodos penerales de sndlisis de la
haramacopée rrangaise, 8+ idicidn, pésina 1515, a rezén

de 3,000 unidades CTi/kg. estas pfeparaciones purificadas

de la uroquinasa producen una elevacidn de temperaturs que

varia de 0,5 a (,92C de un conejo a otro.

A fin de obtener prepsraciones de uroguinasa

0 v

que tengan contenidos aln mds reducidos en sustanciss pird-

senas se recurre al procedimiento,rségﬁn ls invencidn, de
purificacibn, mis particularaente de desbirogenacién, de
sustancias proteicas de actividsd bioldsica, especialmente
de uroquinasa, las cuales han soportadeo preferentemente una
primera purificacion, estando caracterizado este procedi~
miento por el hecho de que se produce una saturscidn par-
cisl de esta disolucidn con un sgente de precipitacidn de
las proteinas hasta un grado, funcidn de la concentracién
inicial de la disolucidn en proteinas, tal que esta saturs-
cibén parcial sblo induce la precipitscidén de una parte

de las proteinas contenidas en la disolucidbn inicial, sien-

do esta varte lo suficientemente reducida para que su con-
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tenido en la sustancia proteica de actividad bioldgica sea

mantenido en proporciones pequeflas predeterminadas, si no

‘prdcticemente desprecisbles, y de que se recoge la éaparqﬁe'

sobrenada.

"En un modo de realizacidn preferida del proce-~ -

" dimiento conforme a la invencibn, aplicado a la uroquina=-

sa, el agente de precipitacidén estd constituido por sulfa-
to aménico, siendo verificada la susodicha precipitacidn

parcial sobre, una disolucidén de uroquinasa que contiene

'de 1,52 % mg. de proteinas por ml, a pH comprendido entré_-
3y 4,5 preferéntemente del orden de 3,8,hsbiendo sido
 regulada previémente ls conductividad de esta disolucidn

‘g un valor comprendidoientre 15,000 y 25.000 micfomhos pori

centimetro, no siendo ascendido el grado de saturscién de .

hﬁ,la dlsoluclon en sulfato amonlco,rcomprendldo entre 0 25 y o
1{ ilO 55, por encmma de este que produce una preclpltacién de 3{;%
'}iprotelnas que arrastra méds del 53 de la act1v1dad en uro-l :{"
',;qulnasa contenlda en la dlsoluclon 1nlclal (entendlendosei
:"fque el grado de saturaclon de la disolucidn és 1gual al,
77?,_;cuando la dlsoluclon estd saturada completamente, es declr,rf 
-??if,pbr dlscluclon de 700 g de sulfato amonlco en 1. OOO nl de»,'i
ii?iagua destlléda a +420), La uroquinasa préctlcamente exenta.’fg:
'de susténclas perEenss contenida en la capa que sobrena—,-fi
'da puede ser alslada entOnces, especlalmente por saladura .

:de la dlsoluclén con sulfato amdbnico crmstallzado.

1l
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via.

Se apreciaré que, habida cuenta de los mirgenes
de concentraciones en proteinas preferidos, indicados ante-
riormente, se tendrd interés en proceder a una purificacién
previa, tan avanzada como sea posible, de las uroquinasas a
tratar, para eliminar el mdximo posible de proteinas, para
que no sea necesario actuar sobre volimenes demasisdo gran=
des de disolucidn. En otras palabras, el procedimiento se-
ghn le invencidn constituye, en una de sus aplicaciones pre-
feridas, una etapa de purificacién final destinada a perfec=-

cionar los efectos de un procedimiento de purificacidén pre-

De msnera ventajoss, se recurrird al procedimien-

o de purificacidn segin la invencidn deserito més arriba, que

comprende las dos etapas de cromatografia de exelusidn indi-

cadas anteriormente, completadss por una tercera etaps que -

comprende:
bien una cromatografia de adsorcidn sobre carboxi-

metilcelulosa de la uroquinasa contenida en la disolucién

resultante de la reunidn de efluente y de las aguss de lava-

" do de ls resina de la sepunde cromatografia de exclusiédn,

s pH del orden de 5, y la elucidén de la uroquingsa adsorbi-

‘da sobre la carboximetilcelulosa con un tampén de fosfato

a pH 6,8=6,9.
bien una adsorcién de la disolucidn resultante

de 1a reunidn del efluente y de las aguas de lavado, de

-15-



la segunda cromatoprsfia de exclusidn sobre csolin a pi
6,2, la elucidn de la uroquinasa retenida sobre el caolin
por una disolucibén de cloruro smbénico en smoniaco del 4,
una precipitécién con sulfato smébnico, volver a disolver
5 el precipitado en sgus y uns didlisis de la suspeﬁsién con-
tra uns disolucidn de fosfato 0,05 i tawponada a pll 6,2,
una filtraciéﬁ del 1liquido dislizado sobre una columna de
resina del tipo Amberlite IRC 50, ¥ una elucidn de la resi-.
‘na para recuperar la uroquinassa.
- 10 7; ' Se harcomprobado, como y3 se indicd anteriormen-
o E_te, que el grado de saturscidn de la disolucién en sulfa-
to aménicorqﬁe produce l3 formacidn de un'precipitado de
'7;'j7  proteinss (entre ellss los substancins pirdgenas) que ré;
;',~,;7~17, ; fiené Un'pérééntaje minino dado de uroquinassa, varis en fun-
?':4315 ' 'J dién, especialmente inversa, del contenido inicisl en pro-
| feihas de 1la disolucidn tratsds. '
| | Los]ﬁélores que conéiene daxra este gfado de sa=~ .
 turacién, habida cucnts del conbenido inicisl de lé'disolu-
fciéh en'proteihas, se deducen particularmente de la gréfi;
fié0 - rréa de la figurérﬁnica del dibujo adjuhto. Astos vaiores han
' 1i;sido déterminéﬁos experimentsliente, especisluente sobre die
ﬁff-,!'{ éo;ucibnesrpuyificadas sepltin el procedimiento preférido do
7 ' 'purific3ci6n indicado posteriorneite, en psrﬁiéular sobre
gquéllas obtenidas en los ejenplos descritos més:adelante;

25 . "El eje A de la figura finics esbd gradusdo en concentracio-

19675 ~15-
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nes de proteinas (en mg/ml) de las disoluciones s tratar,
el eje U, en grados de saturacidn (23) de la disolucidn en
sulfato amdnico, y eleje B, en » de uroquinasa arrastrada
en el precipitado de proteinas formado en las condiciones
de la invencidbn. las disposiciones relativas de estos ejes
y las escalas de sus gradusciones hsn sido seleccionadas
de tal manera que el porcentaje de uroquinass arrastrada
viene dado, en cada caso, por ¢l punto de interseccibn

con el eje B de uns recta que pasa por los puntos repre-

sentativos de la concentracibén en proteinas, sobre el eje

A, v del grado de saturscién en sulfsto asménico. sobre el

eje C, respectivamente. Asi ge obtiene, por ejemplo, un
precipitado de proteinss que retiene el 5% de la activi-

dad en uroquinasa de la disolucidn inicial, llevando a 0,30

el grado de saturacidén en sulfato amdnico de la disolucidn,

cuando el contenido inicisl en protefnas de ésta es de 2
s/ml (recta a de trazos interrumpides), o llevéndolo a
6,25 cusndo este contenido inicial es dé Bmg/ml (reéta b

de puntos y rayss)e.

Jonsiderando de menera mds precisa, por ejemplo,
ei caso de una disolucidn inicial de uroquinasa que contie=
ne 2 mg/ml de vroteinas, se pueden hacef las observaciones
siguientes.

Hasta un valor del grado de saturacidén ipucl a

0,<£0, no hay formacidn de preeipitsdo., La disolucidbn obte-

-17-
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nida conserva, pues, sus substancias pirdgenas. A la misma
concentracidn en proteinss y con un grado de saturacidn

igusl a 0,25, se inicis un 1lizero precipitado, reteriendo

"este precipitado alrededor del 2,5% de la uroquinasa con-

tenida en el medio. Egts saturacidn no es suficiente para
retener la totalidad de substancisas pirbégenas, Por el con-
trario, con un grado de saturacibén de 0,30, el precipitado
formado que contiene alrededor del 5% de la uroquinasa, re-
tiene igualmente la mayof parte de las substancieas pirbdge-
nas. La capa qQue sobrenada, gue contiene todavia el 95% de
1a actividad total de uroquinasa contenida en la disolucidn
iniecial, estd exenta de substancias pirdgenas, segln las nor-
mas fijadas por ls Farmacopes Francesa ys mencionads, a dosis
tan elevadas como de 15,000 unidades CTA/kg. A una satura-
ciénrsuperior a 0,30, la capa que sobrenads serd igualmen—~
te apirégené a lag mismas dosis, pero la csntidad de uro-
quinasa retenida sobre el precipitado serd més importsnte,
como lo muestra la grifica, |

La invencidn concierne finalmente a un procedi-
miento de esgtabilizacibén de la uroquinssa, procedimiento .
que consiste en hacer reaccionar uns disoluciénrde urbquiné- .
sa purificada con una disolucidn de heparina, preferentemen=
te en medio 4cido, & un pH comprendido entre 1y 5, con pre-
ferencia 4,2, y en recoger el precipitado formado, especiai-

mente por centrifugacidn.

~18-
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Ta disolucidn de uroquinssa purificada inicial se
obtiene ventajosamente por el empleo del procedimiento de
enriquecimiento descrito anteriormente, completado, llegando
el caso, por el procedimiento de despirogenacidn igualmente
descrito anteriormente. '

7 La invencibn se refiere iguslmente al producto ob-
tenido por la reaccidn de la diSolucién de uroquinasa con
una dlsolu01on de heparina, producto que esta conotltuldo
por un compledo de uroquinasa R ‘heparina, complejo que, en
lo sucesivo, seri denominadp "heparlnato de uroqulnaua“, .
quedando convénido que la expresién uroquinasa abarca tan-
o g la uroquinssa pura como 8 las uroquinasas denominadas
purificadss, utilizsdas asctualmente en terapéutiza.

51 heparinato de uroquiﬁasa es un complejo que
se presenta en forma de agregados ¥y cuyo peso molecular es
funcidn del peso molecular de la heparina utilizada y de
las impurezas de origen prote inico que acompanan, llegando
el caso, a la uroquinasa. #n este complejo, la actividad en
hepsrina eé despreciable en relacidén a la de la uroquinasa.
Sn efecto, la heperins, gracias a sU3 NWIErososS Erupos fun-
cionales 4dcidos, puede fijar numerosas moléculas de uroqui~
1383,

oal hepsrinato de uroquinssa es soluble a pH 7 ¥
precipita cuando se acidifica la disolucidn hasta pH 4,

3e puede recuperar cads uno de los constituyen-

-19-
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tes del complejo destruyéndolo en un medio de NaCl/HCl. 3e
obtiene entonces un precipitado constituido por la uroqui=~
nasa, en tanto que la heparina pasa a disolucién.

Se obtiene el heparinato de uroquinasa en estado
seco, especialmente por liofilizacidn de estas disoluciones.
Es estable y puede conservarse tal cual sin dificultades.

Ademds de esto, el heparinato de uroquinssa, con-
serva integramente todas las propiedades, especialmente las
farmacoldgicas y terapéuticas, de la uroquinssa, y da lugar -
ardisoluciénes estabilizadas en los medios de perfusiéh
usuales, tales como las disoluciones de suero glﬁcosado al
5% |

Todavia aparecerdn caracteristicas suplementariss

"de 1la invencién en el curso de la descripeidn de los ejem—'-7}

Vrplbs siguientes. Queda convenido que en lo que sigue, todas*}{?
'las operaclones gse efectuan a una temperatura del ordsn de fi};
4 QC salvo en los casos en que se estipulard expresamente

',un valor de temperatura diferente,

Ejemplo 1

a) Preparacidn de una uroquinsss purificada.

_Se recogen sobre fenol mil litros de orina. Ta

" cantidad de fenol empleada a @te efecto es tal que, al fin - 4

de ls recogids, la concentracién en fenol sea como minimo -

del 0,5%. Por adicién de Scido acético, se ajusta s 5,8 el

-20-




PH de la orina recogida.

2 - Adsorcidn de la uroquinasa contenida en la orina gobre

el hyflosupercel
Se afiaden & la mezcla 5 kg de hyflosupercel,

5 y en una cuba de Grignard de doble cubierta enfriadé a
420, se le somete a uns agitacidn durante 3 horas. EL pol-
vo de hyflosupercel se recoge por filtracidén sobre un filtro-

‘prensa y se obtienen 17 kg de una pasta que contiene 12 kg

de agua.
10 % « Extraccidén de la uroquinasa adsorbida sobre el hyflosﬁ~'
percel

Se afiaden a la pasta obtenida 960 g'dercloruro
sbdico cristalizado y 17 litros de una disolucidn tampona=
da a pH 7,2, obtenida sfiadiendo 10,8 g de fosfato disddico

" 15 v 80 g de WaCl en 1.000 ml de aguas desmineralizada. La -
resistividad de la disolucidn tampdn es de 84,000 microoh=—
mios por centimetro a 152C.

Después de 30 minutos de agitacién, se separs
el polvo de hyflosupercel de la mezcla por filtracidn so-

20 bre un embudo del tipo Biichner de 200 mm de didmetro, 7
guarnecido con una tela de, por ejemplo, fibras gintéticas,
como las cometcializadas con la marca Tergsl, Se deja se-
dimentar el polve y se termins la filtracibn opersndo bajo
una depresidn de 500 mm de mercurio. Antes de que eété com~

25 pletamente seco, el bolvo se lave con 10 litros de diso-r

17-5-75 -21-




lucidén de lavado, obteniéndose un volumen de 30 litros. La
actividad en uroquinasa de la disolucidn asirobtenida es
de 4 millones de unidades CTA.

4 - Precipitacidn de la uroquinasa contenida en la diso-—

5 - lucidn tampdn

Se ajusta el pH de la disolucién a 4;2 por adi;é
c¢ibn de 8cido clorhidrico S5N. Se afiaden 13,3 kg de sulfa-
tb ambnico (450 g por litro de disolucidn) y se agifa hag~
rta disolucidn completa de la sal.
o - : Ta mezcla se deja en reposo durante 12 horas;”'f*
El preclpltado que se forma se TECOKe POT centrlfugaclon.,_if

R . oe utiliza a este efecto una centrifugadors comer01allzada

':ccn la narca Alfa Laval, del tipo B 1424 F. Se obtlenen f':
;",60'3 de precipitado himedo; se afiaden al preclpltado 60" miw
LB ;}fde una dlsoluclon acuosa gque contiens 18 g de gluoosa por
- if}flitro de agua. " -
' V":V_V Se dializa entonces la mezcla hasta que” la con-%fﬂ;r
1ddcfividad de la disolucién final que contiene la urqqule".;;jw"
N hasé'seé de 22,000 micromhos por centimetro. 7 7 7_'7
20 - .7 Be activa la didlisis por agitacién. Ls diso-
: iucién diaslizada se clarifica por centrifugac¢ibn. La activi:i}'
da&,de la disolucidén obtenids ss de 4.000.000 de unidsdes -
CTA de uroqulnasas '

- 5 e Excluolon de la uroquinssa sobre DLAL—celulcsa,'

',a) Se - sfiaden 7,1 g de DEAE-teluloss & la dlgoluecibn elar1~,”:rf

38
\3t
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ficada precedente y se lleva el pH.a 4,5. Después de 30 mi-
nutos de agitacibn, se separa la Ddid-celulosa por filtra-
cién sobre un embudo Biichner de 150 ua de didmetro, operan=-

do bajo un vacio moderasdo pars evitar la formacidén de espu~

La Diis-celulosa s¢ lava dbs veces con una diso-
lucidn de sulfato amdnico de 15.000 micromhos por centine~
tro de conductividad a pH 4,5« 41 volumen utilizado para
cada lavado es ipual al de ls Diid-celulosa y representa
alrededor de 250 nl,

 Durante la filtracibn de la disolucién de la~-
vado, se mantiene el baldn de vacio en un bailo de hielo.

Te actividad del filtrsdo es de 4.000.000 unida-
des CTA. | '
b) Al filtrado obtenilo, de pi 4,5, sc aiiaden 17,2 g de
Diap-celulosa y se lleva a pd 5,7.

e disminuye la conductividad por dilucibn
con agua hasta 9,000 micromhos por,centimetro. Después
de 30 ninutos de awitacidn, se separs la Diili-celulosa por
filtracidn sobre un embudo Bichner de porcelana,'de 150 mm
de didmetro. «n el transcurso de la filtracidn, se llevs
el pll de los liguidos filtrados o efluentes recogidos a8 5
por adicidn de 4cido sulfirico 5 N,

Be lava la Duiz-celulosa con una disolucién de

sulfato aménico, de $.000 wicromhos por centimetro de con-

2%



WY

"

20

17-6-75

‘_ al horno a 2009C,

ductividad, a pH 7, hasta la obtencién de un filtrado in~

coloro.
TLos filtrados y las disoluciones de- lavado se
reunen y se ajustan a pH 5. La actividad en uroquinasa de

la disolucidn obtenida es de 4.400.000 unidades CTA.

6 - Adsorcién de la urogquinass sobre caolin y seﬁaraciénr
- por elucidn o
Se prepara el caolin como sigue:
1 kg de caolin se lava y se pone en suspensidn
en 3 litros de agua destilada, Se deja las mezclarenrlaiautofif
clave durante 90 minutos a 1202C. o

Despues de haber dejado gedimentar las materlas

en suspensién, el caolin se separa y luego se pone a gecar -

- Tia disolucién obtenidas en el transcurso de la

rﬁultlma etapa, disolucidn que exhibe una valoracibn de 4 400 GUUf'
fi unldades CTA, se lleva a2 un pH de 6,8 y, después de la adl- s
.7c16n de 65 g de caolin preparado de la manera arriba 1nd1—'ii;*

'Tcada, a un pH 6,2. Ia mezcla se somete a agitacidén durante -

unea hora. A continuacidn, el caolin se gepara por centrlfu—f i,

gacidn en frid y se pone en suspensién en un litro de dlso-ff€ 

lucién de fosfato 0,05 M tamponada a pH 6,2. - B
Despuds de 30 minutos de agitacibn, se separa

el caolln por centrifugscidn, o

Los 65 g de caolin se ponen en suspensmon en -

Dl
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500 ml de una disolucidn que contiene 75 g de cloruro
andnico por litro de amoniaco del 4%, y se agitan duran~.
te 30 minutos. El csolin, separado de la cepa que sobre~

nada, se somete a la misma operacién de elucidn otras dos

vecess
Se reunen las capas que sobrenadan obtenidas en

el curso de las centrifugaciones y se les afiade 4cido sul-

férico 0,1 N pars obtener un pH de 3,5,

Reuniendo las capas que sobrenadan pbtenidasren>

- el curso de las centrifugaciones, se obtienen 1.400 ml de

eluafo. F1 pH del eluato ge lleva a 345 por adicién de dci~

do sulfGrico 0,1 N. Se sfiaden entonces 490 g de sulfato

_ambnico (350 g por litro de elusto). El precipitado forma=

do se recoge por centrifugacidn en frio y se pone en sus- ,
pensidén en agua. Se efectfia entonces, durante 187horas, una

didligis frente a una disolucidn de fosfato 0,05 M tampona—'
da a pH 6,2. , | '7
' Ta actividad en uroquinasa de.la disolucibn

obtenids es de 2,800.000 unidades CTA.

7 - Tiltracidn de la digsolucibn dializads sobre'una columnsa -

de resins
Ta disolucidn dislizada se filtra gobre una co=

lumns de resina del tipo Amberlite IRC 50, de 4 om de did=
metre y de 60 em de altura, equilibrada previamente con '

1s disolucidn de fosfato 0,05 M tamponads a PH 6,2,

-25="
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de eluato.

1,recoge por centrifugacién, y después se disuelve en agua
_ destllada aplrégena y estéril, de manera que se obtenga una

’ .:conduct1v1dad comprendlda entre 15,000 y 25. OOO mlcromhos

- soluclon es del orden de 2 mg/ml.

Una vez que ha salido de la columna el eluato,

e 1ava la r951na con la disolucibn tampdn hasta que la

adicibn de écido tricloroacético al 5% no provoque nés la
formacidn de precipitado en las fracciones recogidas.

Para elulr ls uroquinasa, se utiliza uns dlsolu—

eibn tampén de fosfato 0,24, de pH 8,2, que contiens 75 g -

de cloruro aménico por litro de disolucibén. Se recoge en.

un colectdr de fracciones del eluato. En los cubos, que7con-”.§

tienen la actividad, se precipita-la uroquinase con sulfa- ==

ftd aménico s pH 3,5, a razdn de 350 g de sulfato améﬁico

“por litro de elusto, o sea 158 g ; pars los 450 ml obtenldos-'f

b) Preparacidn de uns uroquinasa aplrégena .

".El precipitado final de la preparecmén'a)-sei

'por centlmetro. Ia concentr3016n en protelnas de esta dl- e

ustando regulado el pH en un valor de 3 8 N

'ijmedlo una disolucidn saturada de sulfato aménico hasta ob-%'ﬂ
 ‘tener una saturacién 0,% (o sea, una disolucibn 1, 22 M en fwi'f

~ sulfato aménico). Se agita el medio durante 15 minutos, i'f—?:{

vy luego se deja en reposgo, iguslmente durante 15 minutos.

26~
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3e recoze el precipitado por centrifugacién a
10,000 g (fraccidn A).

A la capa que sobrenasda se sfiade sulfato ambnico
puro, a razbn de 25C z/l, a pH 3=5,5, 7 luego se agita du-
rénte 30 minutos. Elrprecipitado que contiene la uroquinasa
se recoge por'cenﬁrifugaciénra 10.00¢ 5 (fraccién B).

9, Resultados

Oada uno de estos precipitados (fracciones A

~y B) se pone de nuevo en suspensidn en agus destilada, api-

rdgena y estéril, el pli de la suspensidn se lleva a 7, ¥,
finalmente, se filtra la suspensida sobre membrana de
0,22 u en medio estéril.
@1 filtrado que proviene de la fraceidn A con-
tiene alrededor del 57 de la actividad de uroquinasa.
- 21 filtrado que proviene de la fraccién B

contiene alrededor del 955 de ls sctividad de uroquinasa

‘de 18 disolucidn inicisl,

esulta que ls fraccibn A retiene précticemen~
te la tobtalidad de las sustancias pirdgenas contenidas
inicialmente en la disolucidn inicial obtenida por disolu-
cién del precipitado, obtenido con sulfato amdnico, antes
del fraccionamiento. La fraccibn 3, por el contrario, es=
t4 exenta de sustancias pirdgenss sepin las normas de la
i{armacopea francesa, ref. ciﬁ. 2stos resultados se deducen

de la Tsble I sigulente, en la cual se han indicado las



elevaciones de temperaturs observadas respectivamente en

series distintas de tres conejos psra cada una de las

fracciones ensayadas, y en una serie complementaris de ochof

conejos para la fraccidn 13, habiendo reducido todos estos
conejos las dosis indicadas en la parte izquierda de la
Tabla, en las condiciones previstas por la Farumacopea Fran-

cesae.

~28-
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Sjemplo 2. Preparacidén de una uroquinasa apirb-
gena .

a) Preparacidén de una uroquinssa purificada

Se trata como sigue un precipitado por sulfato
5 . ambénico que contiene la uroquinasa bruta y obtenido en las
condiciones indicadas en el parrafo 4 del ejemplo 2, a par-
tir de una disolucidén & su vez obtenida a partir de orina
humana, 8 1la cual se ha aplicado el procedimiento de con-
centracibn previa segin los parrsfos 1 a 3 del mismo ejem—~
10 plo 2.

A) Condiciones de primers exclusibn:

E1 precipitado por sulfato ambdnico se disuelve
en una a dos partes de agua glucosads, a razdn de 18 g de
glucosa por litro, y se regula el pH a un valor comprendi-

15 do entre 4 y 6, y preferentemente igual a 4,5,

Se dializes la disolucidén obtenida frente a agua
destilada hasta la obtencién de una conductividad comprendi-
da entre 30,000 micromhos por centimetro y 50.000 micromhos
por centimetro, preferentenente igual a 40.000 micromhos

20 por centimetro.

3e centrifuge la disolucidn obtenida a 3.000 g
para eliminar la parte insoluble formada, constituida por

impurezas no proteicas.

Se realiza uns nueva didlisis de capa que sobre-

25 nada hasta obtencidn de una disolucidn dializada cuya con=-
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ductividad estd comprendida entre 15,000 y 25,000 micromhos

por centimetro, con preferencis igual 2 22,000 micromhos

por centimetro.

de afisde DEAB-celulosa a la disolucidn obteni-
da a razdn de 25 g de resina seca © de 100 g de resina fil-
trada con succibn, previamente equilibrada con una disolu-
cidn de sulfato ambénico 0,11 i1 de pH 4,5 (conductividad de
15.000 micromhos por centimetro a 4o¢), por 14 nillones de

unidades CTA de uroquinasa.

Je agits el wedio durante una duracibén de 20
a 40 ninutos, preferentemente de 30 minutos.

3e filtra con succidén la resina, especialmente
sobre un embudo 3lichner bajo depresidn ligera, ¥ sS€ lava
13 resina con una disolucidén de sulfato aménico 0,11 I,
de pl 4,5, hasta obtencién de un liquido efluente o fil-
trado incoloro. '

e reunen el filtrado ¥ las aguas de lavado. La
actividad total en uroquinasa de 1a disolucidn obtenida es
gensiblemente izual a la que hs sido tomada a la partida.

B) Condiciones de ge unda exclusidn:

La disolucién anterior se 1leva a un pH compren-—
dido entre 6 y 7, con preferencis del orden de 6,6,

Je afladen a esta disolucidn 60 g de DEAE~celulo-
sa en polvo o 250 g de DiEAR~celulosa filtrada con suceidn,

previamente equilibrade con una disolucién de sulfato amd-
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nico 0,068 M de pH 7 (conductividad de 9,000 micromhos por
centimetro a 4eC), por 14 millones de unidades CTA de uro-
quinasa. la qonductividad del medio es entonces de 15.000 a
18.000 micromhos por centimetro.

5e lleva entonces la conductividad del medio a
9,000 micromhos poT centimetro mediante adiciones sucesivas
de agua destilads apirbgena, de forma tal que cada adicidn
produzca un descenso de conductividad del medio de 1.000
micromhos por centimetro, estando separada cada adicidn por
una agitacibn durante una duracién de 5 a 15 minutos, pre-
ferentemente igual a 10 minutos.

3e ajusta entonces el pH del medio & ? por
adicidn de sosa 2 M. Después de una agitacidn durante una
duracibn de 30 minutos, se filtra, especizlmente sobre un
embudo Biichner inoxidable bajo depresién ligera, mantenién-
dose el recipiente receptor en un bafio de hielo en fundi-
cién, se lava la resina con una disolucién de sulfato amd-
nico de 9.000 micromhos por centimetro de conductividad,
0,068 i y de pH 7 hasta obtencidn de un filtrade incoloro.

Ta disolucibn obtenida por reunidn del filtra=-
do y de las aguas de lavado puede someterse entonces 8 tra-
tamientos suplementarios de purificacién, egspecialmente a
1os tratamientos de adsorcidn sobre caolin y de cromatogra=
£{a de sdsorcidn sobre resins del tipo Amberlite en las

condiciones descritas en el ejemplo precedente, 0 incluso
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de cromatografia de adsorcidn sobre carboximetilcelulosa

en las condiciones siguientes:

b) Preparacién de una uroquinasa_gpirdgena

A) Preparacidn de una disolucidn purificada ¥
concentrada en uroquinasae.
se parte de 22.000 litros de orins humans y 3e€

procede a una extraccidn de la uroquinasa bruta en condi-

ciones idénticas a 1as del ejemplo 3 anterior, salvo en

lo que concierne a la etapa de cromstografia de adsorcidn

gobre carboximetilcelulosa, sobre la disolucién obtenida
al término de la etapa de la segunda exclusidn en contac-—

to con la resina de DiAE-celulosa, realizadndogse esta cro-

matografia de adsorcidn como sigue:

A la disolucidn susodicha, llevads a DH 5, se
afiade carboximetilcelulosa a pazbn de 80 g de resina secsa
por 14,000,000 unidades ¢TA de uroquinasa, habiendo sido
equilibrada previamente la carboximetilcelulosa con una
disolucidn de sulfato ambnico de 9.00C jmhos por cie pH 5,
= 0,068 b. La suspensidn se mantiene en agitacibn moderads
durante un periodo de 12 a 14 horas a una temperatura com-
prendida entre 2 ¥ yo¢, manteniéndose su pd a 5 + 0,1,

A continuacibn se filtra la suspensibn sobre
papel de textura granulada por intermedio de un embudo

Bichner de porcelsns, bajo depresidn ligers. Los efluentes

congervan la coloracién inicial.
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3e lava entonces la carboximetilcelulosa con
una disolucién de sulfato ambnico de 9.000 micromhos por
centimetro a pH 5, y luego con un tampén de fosfato 0,05 H
a pH 6,5, é fin de desplszar sulfatos, hasta obtencidn de
uns disolucidn incolora.

Después se filtra con succibén la carboximetil-
celulosa. Seguidamente se afiade a ésta un volumen de tam-
pbn de fosfato 0,5 igusl al peso de tampdn 0,05 M rete-
nido en la carboximetilcelulosa filtrada con succidn, a
una temperatura de 15-202 C, bajo agitacién. A continua-
cibn se afiade un volumen igual de un tampbn de fosfato
sbdico 0,29 I, y luego, de un tampbn de fosfato 0,5 H,
para obtener una molaridad final de 0,29 ¥ y un-pH del
orden de 6,8 a 6,9.

Zntonces se lleve la temperatura a 62 C y se
agita la suspensidn durante 30 minutos, siendo filtrada
con succidn, seguidamente, la carboximetilcelulosa sobre
papel de textura granulada (sobre un embudo Blichner), ¥
1avada con un tampdén de tosfato 0,29 1 hasta obtencibn de
una disolueién clara, que no precipita con tanino.

e reunen el eluato ¥ las apuass de lavado para
formar una disolucidn purificada de uroguinasa, que contie~
ne de 80 a 90% de la actividad de uroquinasa de la disolu-
cidn resultante de la reunidn del efluente y de las disolu=~

ciones de lavado obtenidas al término de la segunda croma-

5l
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tografia de exelusidn antedicha.

B) Jespirozenacidn

T2 disolucién purificada obtenids, que contiene
65,000,000 de unidades CTa de uroquinasa, se lleva a pil
3,5, vy la uroquinasa se precipita con sulfato ambnico, a8
razbn de 350 g de sulfato ambénico por litro de esluato.

3Je obtienen 35 g de un precipitado que exhibe
una valoracién total de 65 willones de unidades CTA de
uroquinasa.

ge disuelve este precipitado en 600, ml de agua
destilads estéril, apirdgena; la disolucidén obtenida pre-
senta, & pH 3,8, una conductividad de 15.0C0 micromhos por
centimetro y un contenido en proteinas de 2 mg/ml,

Lgta disoluecibn provoca en el ensayo pirégeno
sobre el conejo una hipertermia de 0,92 C para uns dosis
de %.000 unidades CTA/ kg

3e afiaden lentamente bajo agitacién 258 nl de
aisolucidn saturada de sulfato anbnico, previamente lle-
vada a pH 4 y a 42 C. Se 1leva a 3,8 el pH del nedioc, se
agita durante 15 minutos, y luego se deja en reposo duran-
te 15 minutos.

Se recoze el ligero precipitado formado por
centrifugacibn a 10.0C0 g: se aisian 5 g de precipitado

(fraccibn C)e
A la capa que sobrenada se afisden sulfato amb-
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nico puro, cristalizasdo, a razdn de 250C g/litro, ¥y s agita
durante 30 minutos, 3Jezuidamente se lleva el pH del medio
a % por adicidn de algunas zotas de dcido sulflrico 2 ¥.
Bl precipitado formado se recoge por centrifugécién a
10.000 g, y la capa que sobrenada se descarta; se obtienen
25 g de precipitado (fraccidn D).

:C) Resultados

-

3e disuelve el precipitado de la fraccién C

en 25 nl de ajus destilads estdril, apirdzena, y se lle-
- va el pH a 7 con sosa 0,1 N, Je filtra de forme estéril
-la disolucién obtenida su valoracidn en uroquinasa es

'1wual a lO OUU waidades OTA/ml.

. © ®1 precipitado de la fraccidn D se dlsuelve en -

150 ml de'agua destilada estéril, aplrogena. £l pH*se,lle— -

'va 3 7 con sosa 0,1d, y ls disolucidn ovbtenida se filtra-

de forma estéril. Su valorscidn en uroquinasa es igual a

300.000 unidades CTa/ml. 3u actividad esbecifica:sobrer

) orotelna es- de 43,000 unidades CTA por uy de protelnas.

#1lo hs llevado a nacer también aqui las mis-
mas observaciones que en el caso precedente. de comprueba
que la uayor parte de las sustancias pirdgenas ha s;ao re= .
tenida en ls fraccifn G, en tento que la fraceidn D esté |

exenta de sustancias pirdgenas segin las norsas de la

‘Farmacopea Francesa, como se deduce en la Tabla II siguien-~

te, establecids en condiciones semajsntes a las referidas
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en relacibén con la Tabla I.

Ni que decir tiene que en lugar del sulfato
aménico puede utilizarse cualguier otra sal conocida por
su aptitud pars precipitar proteinas, tales como, por
ejemplo, el sulfato de magnesio, el cloruro sddico, etc.,
quedando convenido que es necesario, en cada caso, deter-
minar ante todo el grado de saturacién de la disolucidn

inicial en la sal considerads que conducird a una precipi-

tacibn de proteinas en las condiciones indicadas anterior-

nente.
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Como consecusncia de esbo se obtisne un procedi-
miento de despirogenacién; e ipmalumente de concentracidn
relative @ la uroquinzsa frente s su contenido en protei-

7 nas, simple y perticularmenté egficaz, con un rendimiento
5 del 954, como minimo, en actividad de uroquinasa, con lo
cual la uroquinasa obsenida apird;ena a dosis elevadas,
pusde administrarse entonces a 1os pacientes sin efecto
secuniario alguno en dosis de 150.G0C uts o mis, en una
gola inyececidn por viarintravenosa, para el tratamiento
10 de las afecciones mencionadas anteriorumente, bien tal cual,
bien bajo una forma distinta, por ejemplo después de la
transformacidén en heparinato de uréquinasa, por ejemplo en
las condiciones descritss a continuacidn.
msta solicitud que corresponde a las presentadas
15 en Francis, el 24 de 3eptiembre de 1971, con el N7l 34.435
v el 30 de Junio de 1972, con el N2 72 23.838 y 72 23.867,
se acoze a los beneficios del Articulo 51 del vigente Bsta~

tubo sobre Ifropiedsd Industrisl.

20

REIVINIIC .CION 45

25 Tos puntos de inveneidn propis y nueva, que zme

17-6~75 - -39~
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presentan para que sean objeto de esba solicitud de Pa~..
tente de Invencién en Espafia, por VEINTE afios, son los
que se recogen en las reivindicaciones siguientes:

18 ,= Procedimiento de purificacién de una so-

lucién de uroquinasa mezclada con protelinas extrafias y

sustanciaé pirégenas, caracterizado porque se”produce
una saturacién parcial de la solucién acuosa de uroqui
nasa con un agente de precipitacién de proteinas cons-~
tituido ppf sulfato de amonio, hasta un grado, funcidn

de la concentracién inicial de la solucién en proteinas,

- ‘tal que esta saturacibén parcial no induce mds que la

) precipitaqién parcial de una parte de las protelnas con

tenidas en la solucién inicial, siendo esta parte sufi

cientemente reducide para que su contenido en uroquina

~ sa se mantenga en proporciones débiles predeterminadas,
si no prédcticamente despreciables, ¥y porque se recoge

. la capa sobrenadante que contiene urogquinasa.

o8, Procedimiento segin la reivindicacién 18,
caracterizado porque la saturacién de la solucibn no sg

brepasa un vélor para el cual el precipitado formado im

‘plicarfa mds del 5% de la actividad total en sustancia -

proteica de la solucién inicial.
38,- Procedimiento segin la reivindicacién 18,

en el cual la concentracién en'proteinas de la soluéién

"que contiene la uroquinasa a purificar estd comprendida

- 40 -
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Aentre 1, 5 ¥ 3 mlllgramos por mllllltro, caracterlzado'

porque se regula el pH de 1a soluclon a un- valor com-
prendldo entre 23 4,57 1a conduct1v1dad de esta S0~
luc1on a un valor comprendldo entre 15.000 y 25.000
micromhos, porque Se determlna el valor de la concen-
tracién en sulfato de amonio necesaria, teniendoren cuen
t2 la concentraciém inicial de la soluciln en proteinaé,
para la formacién en esta solucidén de un precipitado que
contiene 2 a 5% de la actividad.de uroguinasa, porque se
afiade é esta solucién la cantidad de sulfato de amonio
necesaria para la obtencién de la concentracién asi de-
terminada y porque se recoge la capa sobrenadante.

né.- Procedimiento segfn la reivindicacibn 32,
caracterizadc porqﬁe se ajusta la concentracidn de la
éolucién en sulfato de amonio al- valoxr correspondiente
a un grado de saturacidn de la solucién igual a 0,3.

5a,- Procedimiento segin la reivindicacién 12,
caracterizado porque se ajusta la concentracidn de la
solucién en sulfato de amonio al valor correspondiente
a un grado de saturécién igual a 0,3.

62.~ Procdedimiento segin una cualquiera de las
reivindicaciones 12 a 52, caracterizado ﬁofque la capa
sobrenadante se precipita con un exceso del agente de
pre01p1ta01on vy el precipitado se separa por centrlfu-

. S,
gacidn.

- 41 -
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‘7a,~ Procedimiento segﬁﬁ‘la reivindicacidn 62,
caracterizado porque el precipitado se recoge a pH 7
en agua.desfilada estéril y desprovista de pirdgenos.

8a,~ Procedimiento de purificacidén de una so-
lucién de uroquinasa mezclada con proteinas extrafias y
sustancias pirdgenas.

"Tal y como se ha descrito en ia Memoria que
antecede, representado en los dibujos que se acompaian
y con los fines qué se han especificado.

" Esta Memorisa cénsta de cuarenta y dos hojas es—
critas a méquina por una sola cara. _

| Medrid, 16.FEB1877

PQA;

D

Alberio de Blzabur®
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