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| es un procedimiento largo y costoso que emplea muchas horas ¥y

Esta invencidén se refiere a la manufactura de hepari-
na. NMds especialmente, se refiere a un nuevo procedimiento
de gislamientec de la heparina a partir de un tejido animal.

Ia recuperacidn'dc la heparina de los tejidos animales

aumerosos materiales., En la mayoria de los casos, los métodos
de recuperacidn requieren una etapa de aufolisis y digestidn
ﬁara separar la heparina de un complejo de proteina-heparina
obtenido a partir de tejidos animales. Ia autolisis completa
dura aproximadamente 24 horas mientras que la etapa de diges-
tidn requiere de 48 a 72 horas. Son necesarios otros procedi~
mientos molestos de purificacidn para obterar una heparina de

gran potencia. ILa combinacidn de tiempo y materiales consumi-

dos hace que la recuperacidn de heparina por eshos métodos re

sulte cara y, por consiguiente, el precio de coste de la hep

15

rina es elevado.

Ia preparacidn de extractos conteniendo heparing ha si
do descrita en diversos articulos tales como el de Howell
(American Journal of Physiology, 63, 434, 1922), Charles and
Scott (Journal of Biological Chemistry 102, 25, 1933), Kuizen
ga y Spaulding (Journal of Biological Chemistry, 148, 641,
1941) y otros. El aislamiento de la heparina del extracto que
la contiene es una operacidn todavia mds complicada y compro-
metida que la preparscion del extracto y reguiere ccnsideras-
hles cantidades de tiempo y equipc.

Algunas de las refersncias mds recientes mencionan el

hecho de que la heparina puede ser precipitada de una solucié

ja)

acuosa con cantidades relativamente grandes de sales de amo-
nio cuaiernarias. Estas sales forman con la heparina un comple

jo inscluble en agua del quz puede ser liberada fdeilmente

puj
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dimiento para precipitar selectivamente un complejo de hepa-

-3

heparina. Sin enbargo, deégraciadamenter este método es de
poca utilidad en 1@;separacidn de la heparina de un extracto
de tejido animal que contenga oftros materiales animales como
proteinas, dcidos nucleicos, pcolisacdridos, sales, ete, ya
gue algunos de esgtos materiales también forman complejos in-
solubles con la sal de amonio cuaternaria. |

Un objeto de esta invencidn es proporcionar un proce—

rina insoluble en.agua directamente de un extracto gque con-
tenga heparina y asi eliminar la digestidn previa de lasg pro-
teinas. También un objeto de esta invencidn es prororcionar
un procedimiento simplificado para la recuperacidn de un coxy
plejo de heparina insoluble en agua a partir de un extfaéto
de tejido_animal que contenga neparina y otrcs cozporentes
tisulares animéles solubles en agua. Otro objeto de esta in~
vencidn es proporcionar un procedimiento que produzca hepari-~
na de gran potencia con elevados rendimientos en un pericdo
de pocas horas. Todavia otro objeto es la formacidn de un
complejo insoluble en agua del que pueda ser aislado fdeil-
mente la hepariﬁa. | h
Istos y otros objetos pueden ser conseguidos tratan-
do un extracto acuoso de tejide animal que contonga heparina

con una cantidad especifica de wna sal de amonio cuaternaria

soluble en agua, como la definids mds adelante. Ia sal de amo
nio cuaternsria forma con la heparins en el extracto acuosgo
del tejido animal un complejo insoluble gue puede ser fdeil-
mente aislado cuando se empleaz la centidzd apropiada de sal
de amonio cuateruaria . El complejo insoluble en agua asi for-
mado puede ser descompuesto fdeilmente en sus componentes y

la heparina libre aislada con altos rendimientos ¥ excelante

|
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potencia.
las sales de awonio cuaternarias solubles en agua Uti-
les para precipitar un complejo insoluble en agua con la
heparina pueden seleccionarse entre un grupo de materiales

caracterizados por la fdérmula:

R! R!
-
R - ¥ - R!
. . X

dorde X puede ser cualgquier anidén que nc haga a la sal inso-
luble en agua, v.g. cloruro, bromuro, sulfato, elc y R es una
cadena hidrocarbonada alifdtica de 8 dtomos de carbono como
minimo que puede formar parte de un sistema heterociclico
junto con otros radicales R', estando interrumpidas opcional-
mente.dichas cadenas hidroccerbonadas por oxigeno, dobles enla+
ces, nitrbézeno y anillos aromaticos y donde los radicales R!

estdn seleccionados entre el grupo formmado por alquilo infe-

rior de 1 a 7 dtomos de carbono, aralquilo, alquenilo, alco-

i, polizlcoxi y cloroglquilo. E1 témino "soluble en aguzs”

en el sentido utilizado en esta memoris y en las reivindicacio
nes se refiere & una solubilidad dé la sal aménica del 2 %
como minimo (en peso/volumen) en agua a 40°C. Este requisi~
t0 establece aﬁtométicamente el limite superior a la longitud
de la cadena de carbonoz ya que alargando los radicazles alqui-
lo del d%omo de nitrégeno cuatermizado, las sales de amonio
cuatermarigs ze vuelven menos sol;bles en agua.

Con objeto de ilustrar mejor las diversas sales amdni-
cas cuaﬁeznarias Utiles en el procedimiento de esta invencidn
remitimos a la Tabla I. Esta tabla contiene, en columnas dis
tintas, los diversos radicales del dtomo de nitrdgeno cuater-

nizado; cuando se c¢ita un radical divalente o trivalente, es-
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te radical estd ocupando dos o tres valénbias de 1los dtomos
de nitrdégeno y ﬁof Lo tantc significa un anillo heteroci-
c¢lico. Debe entenderse gue esta tabla ilustra alguno de los
compuestos aménicos cuaterarios comprendidos dentre de los
linites de la definicidn anterior y que otros compuestos si-
milares son igualmente adecuados.

Ta columna de "veso molecular" de la Tabla I se refie-
re a los pesos mo%ecplares.de los cationes de la sal andnica
cuaternaria particular. Se observard rdpidemente que estos
pesos moleculares de los cationes egtdn todos ellos comnren-~
didos entre 172 y alrededor de 450,

Ia caracteristica esencial de esta inveacidn es
cipitacidn selectiva de la heparina como complejo inzoluble
en agua. Debido a la variedad de sales amdnicas custermzrizz
que precipifan la heparina y debidc a los diversos tipos y
cantidades de otros compuestos que puede haber preséntes en
el extracto animal que contiene la heparina, no puede darse
wa gama universal de cantidades de sal amdnica cuaternaria
a utilizar. Sin embargo, una vez que un extracto de tejido
animal dado es analizado y se selecciona la sal de amnonio cua
temaria a utilizar, la cantidad de esta sal de amonio cuater
naria para precipitar la heparina sin nrecipitar otros mate-
riales en el extracio puede ser fdcilmente determinzda. Estos
resultzados son tctalmente remrcducibles, .

Ia cantidad minima de la sal deramonio cuaterraria que
es necesaria para precipitar la heparina en el extracto zni-
mal puede zer determinéda fdeilimente por valoracidn, es de-
cir,~se aflade una sclucidn de 1la sal de amonio cuatemaris
lentamente al extracio de tejido animal que contiene la hevpa-~

rina hasta que aparece un precipitado,

Lne.
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TARMA 1

Sales de amornio cuaternariss
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Sales de amonio cuzbarnariss

Pego mo

) RT(1) R'(2) R'(3) lecula
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—CH3 -Ch3 --CH3 284
~CH, -cg_,)' ~CH, 312
~CH, -(cH,) ,0H -(CH,) ,0H 370
--CH3 s 3 -CH3 368
~Cily 3 ~CH, 396

~(CH,) ,0H —(CH2)4_Cl 441,5
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@_CH2_ ~CHy ~CH, 446,5
-—CH3 I3 -—CH3 290




og

g3

028

g1

922 €110~ uo- Yy , ;HHWWI«Mmeou
333 mrmOl. . mmUl INmO ‘© . ONMH,?_-D'

292 Ho~ fup- fno- oty
0€ S EL S : ~HO=HO~HO=HO~HO=

vLE Ero- ‘1o~ S0~ xwmonAMHVTwmmmpo
. .

HD
TTTROST O I @
—Qui OWOHH . -

Iy g

(vprowauriuen) T Vigve




10

15

20

25

30

TABLA I (cortiruaeic

R

i\ R R*{1)
ol
015H31@ Olfg- ~OHy "0
=CH-CH=0H~CH=CH~
~C 468y ~CH, ~CH,
“C 14859 @' CHp- ~CH,
~CeH, 3_@ ~CH, —033
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TABLA I (cornii

T 4
ruacidn)

Peso mo-
R'{(1) R!(2) R'(3) “lecular
—CH3 --CH3 -CH3 374
- -G (I 8
CH, Hy ~CH, 282
@ CHo~ ~CH;y ~CHy 332
--CH3 —CH3 —CH3 220

—— e
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?ara determipar la cantidad max i, o gal e amonio
cuaternaria pemisible rara producir ung IV Ry de gran
potencia, se prosigue la valoracidn anteri., y so ucpara el
precipitado después de nuevas adiciones . soluesdn de sal
de amonio cuaternaria. Se observard que pece después de obte-
ner el primér preciﬁitado ¥y continuar la valoracidn, con
nuevas adiciones de sal amdnica la cantidad e precipitado
permanece précticéménte constante, Sin embar:zo, 2 medida que
prosigue la valoraciébn, se slcanza un puric en sl gue se ob-
serva de nuevo un aumento de la precipitacidn. Sste marca-
do sumento del precipitado es el punto finzi de Iz valora-
cidn, siendo el exceso de precipitado un complejb ce sal
aménica con otros componentes del exiractc de tejido zmimsl,
Por lo tanto, los limites efectivos de la cantidad Ge sal
de amonio cugternaria cue precipita el complejo de heparing
son establecidos'por este sengillo ensayo ¥ la eantidad a
utilizar puede ser seleccionads en cualauier punto situzdo
entre estos limites. Ia curva obienida renresentando la cane
tidad de precipitado en funcidn de la cantidad de sal de amo
nio cuaiernaria agregada se sncuentra en el dibujo del apén=
dice. .

Haciendo referencie a este dibujo, los lfmites ante-
riores estdn indicades como puntos 11 ¥y 12, mogivrando la linda
que los une la cantided de precipitado 13 obtenida por adi-
cidn de cantidades adicionales de sal de amonio custemaris
14. Este diagrama muestra claremente la diferencia de solubi4
lidad de los complejos de los- diversos componentes del ex~—
tracto animal., Tambidn musstra que, cusndo la cantidad de

sal aménica utilizada para precipitar la heparina estd solo

ligeramente por encima del punto de insolubilidad 11, no to-

POOR
QUALITY
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da la Leparina contenida en el extracio es precipitada. Ai

aproximsrse gl pﬁnt6$12 en la curva, la hepériné es precipita
da cuantitativamente ¥ los mejores resultados se obtienen ope
randc con una cantidad muy préxima a 12', Ia pendiente de lg
curva después de 12 estd estilisticamente exagerads y experi-
mentalmente

se encontrard que es menos pronunciada.

Como se ha mencionado, el diagrama varia algo de

ya
acuerdo con el extracto animal que se utiliza y también de

acuerdo con la sal de amonio cvaternaria seleccionada., Sezin
las caracteristicas de solubilidad del comple jo de herzring
en el medio particular, la curva pucde desplazarse corn rege
pecto a los ejes, aunque la forma de la curva perranece ?rég
ticamente igual independientomente de la sal aménica v del
extracto de tejido utilizados. Pars los expertos en iz tdeni-~
ca resultari evidente que una ves establecida, la curva para
un extracto animal dado con una =al amdnica dads permanecersd

ol

casi idéntica cuando se utiliza una aménica similar, gue
se diferencie por ejemplo en un grupo metileno o atileno, S0=~
bre el mismo extracto animal. Esto resulta evidente de las
caracteristicas de sclubilidad de los comple jos formados: los
comple jos que difieren solamente en un grado ten peguedo tie-
nen solubilidades muy similares en medios idénticos. W gene-
ral; puede decirse gue la cantidad de sal de amonio cuaterna-
rig necesaria para lé precipitacidn de heparina de gran poten
cia con buenos rendimientes oscila aproximadsamente entre 5
¥ 50 milimolos por cade 100,000 wnidades de heparine. Zsia

cantidad es muy superior a la cantidad estequicméirica, ineiu
80 si se cucnta un mol de sal de amonio cuatemaria por cada
grupo deido sulfénico y per cada grupo deido carboxilice en

la molécula de hepzrina.
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El procedimiento simplificado de esta invencidn con-
siste por lo tanto en aéregar al extracto dcuosb de tejido
animal gue contiene heparina wa cantidad suficiente de una
sal de amonié cuaternaria para precipitar précticamente todg
la heparina pero insuficiente para precipitar otros componen
tes animales presentes, aislar el CompIJJO de heparina inso-
luble en agua, redisolver el complejo aisliado en una solucidn
salina y precipitar la heparing libre con un disolvente orgd-
nico miscivle con agua, como acetona, dioxano, alcanoles y
similares. Se obtiene asf un gran rendimiento de heparing
aislada con una potencia excelente, Esta elevada vpotercia es
la caracteristica principal de este procedimientou Cuando‘se
precipita heparina cruda de los extractos de tejidos znimg-
les de acuerdo con métodos de ia téenicy anterior, se chiis-
ne una polencia comprendida entre 10 y 80 unidades/mg;ren 1la

mayoria de los casos consider rablemente por debajo de 50 unl-

dades/mg y entonces tiene que ser elaborada mediante complica
dos métodos de purificacidén hasta conseguir una potencis su-
perior a 120 unidades/mg. Ia pctencia del material obtenido
por el procedimientc de esta invencidn es normalmente supe-
rior a 100 unidades/mg y en 1la mayoria de los casos superior
a 120 unidades/mg, eliminando asi las diversas operaciones

de purificacidn inevitables cuando se utilizan wétodos que
producen heparina de menor potencia,

Ia ventaja rrincipal del nrocedimiento deo ests inven-

0\
2
W
=
©
g
W
[}
I\l
7
i3
m

¢idn es su selectividad en 1z vrecipit
¥ solamente heparins. Agregando la caatidad calculads o pra-

determinada de sales de amonioc cuaternarias, precipiia toda

(21

la heparina mientras que los otros materiales menos anidnico

quedan en solucidn, Ig heparina estd mds Ffirmemente combinada
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fcidn perc debe entenderse que ne la limiten en modo alguno.

en un complejb de amonio cuatérnario que en el complejo de-
proteina/neparina del tejido animal. Por lo taite, la sal
cuatermaria desplaza g la proteina de los centros anidnicos
de la heparina. Eéta elevada bzsicidad de los complejos de
amonio cuaternario los hace mds eficaces gue otros compuestos
ceatidnicos bara separar la heparing del complejo con protefna
Ademds, como el complejo amonio cuaternario/heparina es un
cemple jo del tipo deido fuerte/base fuerte, la formacidn del
complejo se produce eficazmente dentro de un intervalo nuy
amplio de pH. Ademds, la selectividad del agente compiejante
de la sal de .amonio cuatemaris es indepenéiente dsl teiido

¥ de la especie animally actia eficazmente con cualquier gxe
tracto tisular que contenga heparina en solucidn acucsza,

En una realizacidn de esia invencidn, el extrzcis con-
teniendo heparing se prepara dispersando en agua los tejidos
animales que se sabe que contiensn un porcentaje relativaments
altc de heparina. 4 esta suspensidn se aflade sulfato sédico
e hidrdxido sddico suficiente para llevar el pH a.i1,5. Des
pués la mezcla se calienta durante hors ¥ madig a SOOC ¥ se
agrega sulfato de aluminio. Déspués la mezeia se ajusta a pH
7-8, se calienta por encima de 50°¢ ¥y se filtra, preferihlemen
te empleande un auxilisr de filiracidn., El filtrsdo contiene
précticamente la totalidad de la heparina originelmente pre-
sente en lz fuente animal, Haturglmente, si se desea, pueden
realizarse oﬁeraciones de wutolisis y/o Gigestidn antes de 1a
precipitacidn selectiva de 1a heparina pexo esias operacio-
fes no presenvan ninguna ventaja particular.

Los siguientesz ejemplos se dan para ilusirer ls inven-

En estos ejemplos, 1a expresidn u/libra significa "unidades
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EJEPLIO 1

A 3200 libras (1451 kg) de una susvensién acuosa de mu-

cosa intestinal de cerdo (al 10 % de sélidos) se afiaden 150

galones (568 litros) de agua, 400 libras (131 kg) de sulfato

O

gédico y sosa cdustica al 50 % suficiente para dar a la mezcl

Dy

| .
wn pH!de 11,5. Ia'mezcla se calienta durante hora y media a

50°C Eespués de lo cual se afladen 100 libras (45 kg) de sul-

fato Le aluminio. Se agrega dcido sulfdrico para ajustar la

mezcla a un pH de 7,5, seguido de la adicidn de "150 libras

(63 k&) de auxiliar de filtracidn. Ia mezcla resultaﬁte se

;calie;ta por inyeccidn de vapor de agua hasta 95°%¢ ¥ se fil-

tra. Ia torta del filtro se lava con agua calients. E1 filtra
|

do y/ las aguas de lavado combinados tienen wun volumen de uno

u/libra, 24.713 vw/kg) de actividad de heparina.

Esta solucidén se trata con 7,7 libras (3,5 kg) de ung
golucidn al 50 % de Arquad 16 (vendido por Armour and Co.)
en alcohol isopropilico donde los Eomponentes activos son
90 % de cloruro de hexadeciltrimetilamonio, 6 % de cloruro
de octadeciltrimetilamonio y 4 % de cloruro de octadeceniltrl
metilamonio, seguido de la adicién de 8 libras (3,6 kg) de
auziliar de filtracidn. Ia mezcla resultante se agita duran-

te una hora aproximadamente, se Tiltra ¥ el s6lido obtenido

. C - - .
E Se lava bien con agua a unos 60 C. El sélidc se exirae dos

veces con 8 galones (30 litros) cada vez de solucidn de clo-—
s \ 0 . . . .

raro sédico 2N a 60°C, gue ha sido previamente ajustada a

pil 4 con dcido acético. Ia heparina cruda precipita de la so-

lueidn salina por adicidn Ge 0,8 volUmenss por ciento de glco

de heparina por libra de tejido himedo de pertida"; salvo in-|

[s23

SOO;galones (1893 litros) conteniendo 18,9 unidades/ce (11.200
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hol 34.. Ia heparina aislsds ée recupera con un rendimiento’
de 9500 u/1libra (203944 w/kg), conteniendo 160 u/ug, activi-
dad especifica muy superior a la de cﬁalquier heparing cru-
da anteriormente obfenida.

Sustituyendo la anterior solucidn de sales de amonio

| cuaternarias gl 50 % an alcohol isopropilico por uns solu-

cién acuosa gl 25 ¢ que contienc las hismas cantidades de
ingredientes activos, se obtiene el mismo resultado.
EJRMPIO 2

Una suspensién acuosa de 850 libras (385 kg) de muco~
sa intestinal de cerdo (al 10 % de sédlidos) se procesa como
en el Ejemplo 1 para producir una combirnzcidn de filéraéa'y-
aguas de lavado con un volumen de 170 galones {643 litros)
de solucidn de extracto, que ccatiene 17,9-ﬁ/cc de herzring
(3600 u/libra, 29.983 uw/kg).

A este extracto sc afiaden 5 galones (19 litros) de me-
til-isobutil~cetona y la zolucidn se deja en reposo durante
1a noche.la fase liquida inferior transparente resultante se
trata con 640 cc de uns solucién al 50 ¢ de glcohol isopro-
pilico donde los componentes activos estdn onstiituidos por
90 % de cloruro de hexadeciltrimetilamonio, & % de cloruro de
octadeciltrimetilamonio y 4 % de cloruro de octadeciltrimetild
amoniio, seguido de ia adicién de 2,5 galones (9,5 litros) de
metil-isobutil-cetona. Un complejo de heparina que entonces
flota sobre la superficie es separado retirando el liguide

situado debajc, El complejo se lave con agua,

43
o
ol
;“
o
®
1~
<2
)
[
Hed

15 litros de cloruro sddico 2N g SC'OC9 se filtra y se nreci-

*

pita con 0,7 volimenes vor ciento de alcohol 3, Ia hevaring
aislada se recupera con un rendimiento de 71.000 u/libra

(24.250 u/kg), dando por andlisis 150 u/mg.
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EJEMPIO 3
En este ejemplo, unas porciones de un extracto—obteni-

do en la forma descrita en el Ejemplo 1 ée tratai con diver-
sas cantidades de varias sales de amonio cuaternarias ¥y mez-
clas de las mismas y después se procesan como en los ejem-
plos anteriores. Se analiza el contenido.original de hepaxi-
na en el extracto y se compara con los rendimientos de hepari
na cr%da obtenidos dgsPués-de fomar el complejo, redisolver
y repfecipitaf en la forma descrita en el Ejemplo 1. Ios ren
dimientos se expresan en porcentajes, calculados sobre el con
tenido original de heparina en el cxtracto y, en una columnz
disti%ta, la potercia de la heparina cruda viene dada en
u/bg.f 7

/ Ins sales ilustradas en la Tabla II son todas preductos
come#ciales que contienen por lo menos un 90 % de los com-
pues#os citados., El 0-10 % restante estd constitrido por com-

f - ) 3
puestos gimilares,; que difieren de 1os mencionados en la lis-

ta en un grupo metileno, un doble enlace o un isomerismo menot

los pesos moleculares dados en la Tabla II son solumen-~
ve para los cationes. Los aniones no se tienen en cuenta ya
gue no participan en la reaccidn de formacidn de complejo.
Otros aniones que sustituyan al cloro anterior producirédn re-
sultados idénticos éiempre que las sales cumplan los requisi-
tos de solubilidad. Haturalmenté;eilasegunda columa los
"moles/108 unidades” se basan en los pesos molsculares de
las sales. Los resulitados indicados mds adelante demuestran.
que, aumentando la cantidad de agente complejante para praci--
pitar la heparina, se obtienen rendimientos nds zlios ¥ que
cuando el agente complejanie se agrega en caniidad excesiva,

disminuye la potencia de la heperina cruda. Naturalmente, la
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potencia de 1a heparlna cruda debe ser lo mds alua pos 1bTe
aunque aumentard en las etapas de pur;ficacidn posteriores,
Determinando los 1fmites efectivozs de adicidn de la sal de
amonio cuaternaria én la forma antes déscrita, este procedi-
miento producirid siempre heparina cruda con una pctencia su~

perior a 90 -unidades por miligramo, gue ss la potencila prdeti

ca minimg para que este procedlmlerto resulte econdmicamente
atractivo., Ia potencia es "determinada por el procadimiento
normalizado descrito en la famacopea de Esiados Uhlcos. Ta
potencia minima de los prevarados farmacduticos reqal-r, 120
unidades por miligramo de heparing,.

TABLA II

fendimienfo y polencis de heparina con sales de omonio cuzters-

narias seleccionasdas

C*ntland afia Potencia, Randi-
%a en moles/ unidades mien—
Sal aménica (peso molecular) 10% unidades Boecoeade to, %

EE.UU. .

C16H33N(CH3)301 (284) 547 133 17,1

CygH33N(CHS) 5C1 (284) 11,4 118 79,4

016H33N(CH3)301 (284) 22,8 104 97,2

016H33N(CH3)301 (284) 45,6 8444 87,5
C‘EHZSN(CHﬁ) Cl (228) 12 129 60
012quu(cp3)3 (225) 18 118 84
C,?HESN(LH3)3CL (228) 24 37,1 84
018H37N(CH )-01 (312) 12,4 138 94
C, gHa ¥ (CH, CE,0H) 5(CH,) €1 (372) 12,4 142 98
N—-0H2 (466) : 6.3 142 57
017H33—g\ /é 5 12,6 104 71
N 21 9z 15

1IN _
hO(CH2)2 cl (ca2)401 1,4 28 66
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TABLs IT (continuacidn)

o -Potencia,
Cantidad afly unidades  Rendi-
dida en moles/ farmacopea mien-
Sal aménica (peso molecular) 100 unidades de EE.UU. 1o, %

@—CHQ(R)N(CH3)201 1245 127 47
: {304 a 360)
B = Cpolips 2 Cypflys
=\ 04 Hae
716733
@ (304) 8,8 92 82

Ne1
En la tabla anterior se observa también que, para obie-

ner un precipitade de heparina con una potencia superior z

o]

90 uw/mg con cloruro de hexadeciltrimetilamonio, ss em;iean,
menos de 37,5 moles de la sal por 1O8 unidades de hsgpzrina,
Este valor es fdcilmente determinado representando los rendid
mientos antes indicadoo en funcidn de las cantidades de sal
utilizada. Ia curva asi establecida desciende por debajo de
las 90 u/mg de potencia a 37.5 moles/108 unidades de hepé-
rina. El intervalo nds econdmico de operacidn paré esta sal
aménica estd comprendido, por lo tanto, aproximadamente en-—
tre 12 y 37,5 moles de la sal por 108 unidades dé heparina,
estando determinado el limite inferior-por el rendimiento.
Empleando cloruro de cctadeciltrimetilamonio en Jugar de la
sal de amonio cuaternaris anterior, esta curva descieﬁde poY
debajo de las 90 u/mg de potencia para una cantidad de sal
comple jante menor, debido s la menor solubilidsd del complsjo
fonrado en el medio acuosc. Por lo taato, el mejor interval

operativo es alrededor de 10 a 35 moles de sal por 108 i da-

des de heparina. Ias sagles aménicas que contienen cadenas al-
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quilicas mds cortas requieren cantidades algo mayores ya que
sus complejos con heparina son méds solubles. Estos 1imites
superiores solamente cambian en pequefias ¢antidades cuando
las sales de amonio cuaternarias difieren solamente en un Zruq
po etileno o un doble enlace. Sin embargo, cugndo se utili-
za una Sal amdénica cuatemaria heterociclica, la solubilidad
del complejo varia considerablemente y se obgervaran limites
diferentes.

Como ya se ha indicado, la fuente del extracto de he-

parina carece de importancia ya que en ei extracto se de-
termina el contenide de heparina antes de la precipitacién
selectiva del complejo de heparina con las sales de amonio
cuaternarias. Entre los tejidos animales ,que pueden ser uti-
lizados para la preparacidn del extracto de heparina se en-
cuentran los intestinos delgados de buey, el pulmén de buey,
el duodeno de cerdo, el higado de cerdo, la mucosa intestinal
de cerdo, el higado de perro, etc. "

Ta invencidn puede ser practicada en cualquiera de las
numerosas formas qué egta descripeidn sugeriré al expepﬁo en
1la técnica. Todas estas préacticas de 1a invencidn se o&ﬁside—
ran como parte de la misma siempre que se encuentren dentro

de los 1fmites de las reivindicaciones del apéndice.

En resumen, la Patente de Tntroduccidén que se solicita
debera recaer sobre las siguientes:

REIVINDICACTIONES

1. PROCEDIMIENTO DE ATSLAMIENTO DE UN COMPLEJO DE HE-
PARINA INSOLUBIE EN AGUA, DE UN EXTRACTO ACUOSO ANIMAL QUE -

CONTIENE HEPARINA, esencialmente caracterizado porgue coupre
de las operaciones que consisten en tratar una suspension =

acuosa de tejido animal que contiene heparina con sulfato so
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ldico a un pH de 11,5; calentar dicha mezcla a 5000; agregar

sulfato de aluminio; ajustar el pH a 7-8; filtrar la mezcla

ternaria soluble en agua, con una solubilidad del 2 % como
minimo en agua y conteniendo un radical hidrocarbonado de 8
atcmos de carbono como minimo sobre el nitrbgeno, siendo uti
1izada dicha sal amdénica en una proporcién de 10 a 30 moles
por cada 108 unidades de heparina, formando un complejo inso
juble con dicha sal de amonio cuaternariaj a&slar el comple~
jo de heparina insoluble en agua formado; disolver dicho com
plejo en una solucidén salina y recuperar la heparina del misg
y caracterizado también porque se agrega una sal de amonio -~
cuaternaria que se disuelve en agua en una proporcion del -
2 % como minimo y en la que una de las valencias del atomo -
de nitrdgeno contiene una cadena Hidrocarbonada esencialmen~
te alifadtica de 8 &tomos de carbono como minimo, siendo agre
gado dicho compuesto en una proporcion de 10 a BO moles por
cada 108 unidades de heparina.

2. PROCEDIMIENTO DE AISLAMIENTO DE UN COMPLEJO DE HE-
PARINA INSOLUBLE EN AGUA, DE UN EXTRACTO ACUOSO ANTMAL QUE -~
CONTIENE HEPARINA segin la Reivindicacién 1, caracterizado -
porque la sal aménica soluble en ggua es agregada en forma -
de solucién en un disolvente orgénico.

%. PROCEDIMIENTO DE ATSLAMIENTO DE UN COMPLEJO DE HE-
PARINA INSOLUBLE EN AGUA, DE UN EXTRACTO ACUOSO ANIMAL QUE -
CONTIENE HEPARINA segin la reivindicacién 1, caracterizado -
porque el compuesto de amonio cuaternario soluble en agua en
Lna proporcién del 2 % como minimo, esta representado por la
formula RN(CH5)5GI, donde R es una cadena hidrocarbonada ali

tatica de 8 atomos de carbono como minimo.

a mas de 9000; tratar el filtrado con una sal de amonio cua~i

10 ,
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4. PROCEDIMIENTO DE AISLAMIENTO DE UN COMPLEJO DE HE

CONTIENE HEPARINA, segun la Reivindicacidn 1, caracterizado
porque la sal de amonio custernaria es una mezcla constitui-
da por un 50 % como minimo de

H, (CH C

it (CH,) N(CHy) 5C1
donde n representa un numero entero que vale 7 como minimo,

estando representado el resto por la férmula:

CHB(CHP)aE(cnz)bN(CH5)3é1
donde a y b son numeros enteros y la suma de a ¥y b es 5 como
minimo y donde E estad seleccionado entre el grupo formado poy
los radicales divalentes -CH=CH- ¥y —CHE—CH -
5. PROCEDIMIENTO DE AISLAMIENTO DE UN COMPLEJO DE HE-
PARINA INSOLUBLE EN AGUA, DE UN EXTRACTO ACUOSO ANIMAL QUE -
CONTIENE HEPARINA, segun la Reivindicacién 1, caracterizado

porque la sal de amonio cuaternaria es una mezcla de sales -

]
de amonio cuaternarias representadas por las férmulas:

CH, CH

| 3/ 3 K
R=-N"- CHy ¢

l

X

donde R es esencialmente una cadena hidrocarbonada de 8 ato-
mos de carbono como minimo y X es un anién que comunica a la
sal amdnica una solubilidad del 2 % como minimo en agua.

6. PROCEDIMIENTO DE AISLAMIENTO DE UN COMPLEJO DE HE-

PARINA INSOLUBLE EN AGUA, DE UN EXTRACTO ACUOSO ANIMAL QUE -}

PARTNA INSOLUBLE EN AGUA, DE UN EXTRACTO ACUOSO ANIMAL QUE -
CONTIENE HEPARINA segin la Reivindicacién 1, caracterizado -
porque el atomo de nitrogeno de dicha sal de amonio cuaterna
ria es un heteroadtomo de un sistema ciclico heterociclico.

7. PROCEDIMIENTO DE ATISTAMIENTO DE UN COMPLEJO DE HE-
PARTNA INSOLUBLE EN AGUA, DE UN EXTRACTO ACUOSO ANTMAL QUE -
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ﬂCONTIENE HEPARINA, segin la Reivindicacibn 1, caracterizado

porque el complejo de heparina insoluble en agua es aislado
por filtracidn.

8. PROCEDIMIENTO DE AISLAMIENTO DE UN COMPLEJO DE HE-
PARINA INSOLUBLE EN AGUA, DE UN EXTRACTO ACUOSO ANIMAL QUE
CONTIENE HEPARINA segin la Reivindicaciénm 1, caracterizado -
porque el complejo de heparina insoluble en agua es aislado

por flotaciodn.

9. PROCEDIMIENTO DE AISLAMIENTO DE UN COMPLEJO DE HE-
PARINA INSOLUBLE EN AGUA, DE UN EXTRACTO ACUOSO ANIMAL QUE -
CONTIENE HEPARINA, segin la Reivindicacién 1, caracterizado
porque dicha sal de amonio cuaternaria es un compuesto de -
férmula:

R-N(CHB)BCl |
donde R representa un radical hidrocarbonado aliféatico de 8

4tomos de carbono como minimo.

g
et

10. Se reivindica por ultimo como objeto sobre el que
ha de recaer la patente de introduccidén gue se solicita: PRO
CEDIMIENTO DE AISLAMIENTO DE UN COMPLEJO DE HEPARINA INSOLU-
BIE EN AGUA, DE UN EXTRACTO ACUOSO ANIMAL QUE CONTIENE EEPA-
RINA. '

Todo conforme queda descrito ¥y reivindicado en la presg

te memoria descriptiva que consta de veinte péginas mecanogra

fiadas y dibujos adjuntos.

Madrid, 16 de Octubrg de 1.975

3
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