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‘disueitas en el plasma figura, entre otras, la globulina ]

»

El inventvo se refiere a um proceds imjento para mejorar
lavtolgrancia intravenosa de globulinas gamma precipitades g
la sangre o de productos sanguineos. .

-La sangre es un 11qu1do que consiste en componentes
s611dos ¥y liquidos. Entre los componentes sdlidos figuran
los glébulos rojos y los blancos, 2si como los trombocitos,
El plasma o parte liquida de la sangre contiene aproximada-

mente 90 % de agua y 10 % de sélidos. Entre las sustancias

gamma, que se emplea para el tratamiento y la profilaxis de |

infecciones, Para aislap lo globulina gamma es pr60180 ell—‘
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més pura posible.

etanol., El 1iquido restvante se vuelve a precipitar entonces

MINAr &4 Seér pd§iﬁ1é“t0da§'1as demas sustancias existentes e

el plasma, con objeto de\dlsponer de una globulina gamma lo

7z

-

Para precipitar y aislar la globulina gémma de la san-
gre, sirve en especial un procedimiento conoecido por el nom-
bre de "mévodo COEN" (COHN et. al., J. kmer. Chem. Soc., vo
limen 68, pags. 459...475; Voldmen 72, pédgs. 465,,.474), Es-
te procedimiento parte de un plasma mezelado a;bése de di-
versas muestras de sangre. Eﬁ?principio se trata de una.pré-
cipivacién fracciornada en distintas condlcﬁones En la pri-
mera etapa, a menos 3° C ¥y un valof‘pF de 7,2, y con una -
adicidén de etanol de 8%, cc cepara preponderantemente fibrid

ndgeno como primer sedimento. El liquido excedente se preci-

pita en una segunda etapa con aproximadamente 19 % de eta-

nol v a un valor pH de 5,6. El sedimento contiene preponde- |

rantemente globulina gamma. Para purificar este sedimento,
denonminado fraccién COHM II-III, se vuelve a disolvér, ¥ pox

lo pronto se reprecipita a un valor p de 5 ¥ con 8 % de
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graria., . .

‘ficéndola de tal modo en su estructura quimica, cue se redud

* .
con 25 % de etanol y a un valor pH de 7,2, El sedimento pro
ducido con ello consiste en a2l menos 90 % de globulina'gamme'
El sedimento se recibe en una solucién tampbn apropiada ¥y,
una vez efectuada una filiracidn esterilizacda, estd en dis-
posicién para su aplicacibén en personas.

Se ha comprobé@o que en muchos casos los preperados de
globulina gamma ohtenidos de la manera descrita anteriormen-
te o de otro modo, son de efecto.anticomplementario, de modq
que al ser administrados por via intravenosa se producen conl-
plicaciones por reacciones propias del organismo.

Se ha inventado ya por lo tanto elevar la tolerancia
intravenosa de globulinas ganma. Como ejemplos pueden citar-

se los siguientes procedimientos conocidos por la biblio-

1. Pratamiento con enzimas apropiadas; _

2. Hidrélisis a aliz concentracidn de iones- de hidrége-
no (por ejemplo, a.un valor pH de 4,0);

3. Modificacién con betapropiolactona.

Ahora bien, se'ha comprobado que los procedimiertos cO-

nocidos modifican las moléculas de la globulina gemma, modi-

ce su eficacia ¥y se acorfa 8u tiempo medio de permanencia en
el organismo. .

Se presenta por lo tanto el problema de indicar un nue-
vo procediniento para elevar la tolerancia intravenosa de
globulirias gamma, Gue por una parte evite los inconvenientes
de los procedinientos conocidos:y, por otra parte, ofrezca
las mejoras siguientes:

- las moleculas existenves de globulina gamma han de ser

modificadas io menos posible en su estructura;
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ha resultado ser un valor pH de 6,5 a 6,9.

.

- la accibn anticomplementaria debe reducirse fuertemen-

e con relacidén a los preparadﬁs conocidos de globuli-

na gammas ‘

© - 1a~pefmanencia en el organismo debe ser prqlongada, y

‘al mismo tiempo debe ser el prerarado més_tolerable gue

los conocidos;, .

Esvos problemas se resuelven mediante un procedimiento
destinado a elevar la tolcrancia intravenosa, en el que la
globulina gamma precipitvada de la sangre o de otros produc-
Tos sangﬁineos se vuelve a disolver en presencia de susian-

cias macromoleculares que protejan las.moléculas de globuli-

na énﬁré.si y—las-éxPulse; de la égluéién;'tales como fécu-
la hidroxiletil&ca (uks), gelatinas, dextranos, albimine,
polialcoholes o polivinilos, a continuacién de lo cual se
hacen precipitar y se vuelven a recibir en especial en una
solucidn fisioldgica de cloruro de sodio.

. La eficacia de la Hﬂs-representa un bptimo segin los
conocimientos actuales; no obstante es posible fambién con-
seguir un efecto similar mediante la aficibén de las otras.
éusnancias citadas, .

Preferentvemente se vuelve a disolver el disolvente en

. 1"
una solucidn acuosa tamponada de HAS, que posea un valor pH

de 3,5 a 8,0. Como valor de trabajo especialmente favorable

~ Bl contenido de HAS -en la-solucibn acuosa puede ascen-
der a entre 1 ¥y 30 %; un valor de trabajo especialmente bue-
no resulta en 8 a 10% de uhs.
Preferentemente se trabaja con una HAS de un peso mole-
cular de entre 1000 ¥ 900.000. ‘

Después de volver a disolver el sedimento de globuline
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se mezcla en un valor pH de 7,0 a 7,2 con 20 % de polieti-

--Mento se aisuelve otra vez y, con wn valor pH de 5, se pre-

recipita entonces nuevamente cen 25 % de etanol ¥ en un
P P \

' Reduccidn de la accién anticomplementaria:

gama en 1a solucién tamponada de HAS, se le agrega a la mez
cla 10 % de polietvilenglicol. La mezcla contiene componen-—

tes precipitados y sin precipitar. Estos {ltimos son preci-
pivados por el polietilenglicol, y a continuacidn se centri

fugan. En lugar del polietilenglicol pueden empleafse como

agente precipitante también otros alcoholes polivalentes poj

limerizados. La mezcla se centrifuga. El sobrante residual

lenglicol, y se vuelve a centrifugar., Bl sedimento asf ob-

tenido se disuelve convenientemente en una solucidn fisio-

1légica de cloruro de sodio, ¥ se pone & una& concentracidn

de aproximééaméﬁte 5 % ac albﬁﬁih@. Después de’ una filtre-
cidn esterilizada, 1a solucién estd a disposicién para su
aplicacién terapéutica. T

_A continuacidn serén explicades otra vez con mds deta-

lle las diversas’ etapas del procedimiento a base de un

ejemplo.

Separacién de la globulina gamma:

Se parte de un-plasma recogido que se mezcla con.8 %
de etanol, ¥ que se precipita a menos 3% ¢ en un valor-pH
de 7,2. Se separa con ello la frac;ién I. El l{cuido cue
queda encina se mezcla a continuacibn,‘a menos 5° C ¥ un
valor pH de 5,8, con 19 % de etanol. Se separa con ello la

fraceibn II-IIX, que cousicte on globulinas gamma. El sedi-
cipita de nuevo con 8 % de efanol. Lo restarte de encima se

velor pH de 7,2. Fl sedimento producido a este particular,

(= fraccién II) consiste en al menos 90 % de globulina gamr

2.
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La HAS hace posible una separacidn de agregados ya existen-

tes, y al mismo tiempo origina una proteccién de globulinas

E1l sedimento de globulina gamma se vuelve & disolver
en una solucibén acuosa tamponada a un velor pE de 6,7 ¥ en

una concentracién de aproximadamente 6 %, habiéndose agrega-

gamma no agregadas. )

Pransformacibn en una solucibn Fisioldrica de cloruro de

sodio: .
Después de- agregar 10 % de polietilenglicol, se centri-

fuga la mezcla. La parte restante se mezcla & un valor pH ds

————— LI O e U ————m

7,2-con 20 %» de polietilenglicol y se centrifuga. Bl seci-

mento asi obtenido se incorpora a une solucibn fisiolégica
de cloruro de sodio hasta alcanzar una eoncentracién de

5,2 % de aibdnina, y a continuacidn se riltra en forma estéy
ril. Con ello queda a disposicidn de ser aplicado terapéuti-
cemente, : . . o

El ejemplo grifico adjunto muestra en

la fig., 1, la férmula eétructural de la fécula hidrozil

etilica (HAS);

-la fig.-2, Diagramas de'inmuno-elecvroforesié (IEP) Qe
diversasAglobulinas gamma ¥ respectivemente |
sueros norméles, obtenidos por procedimien-
T08 conocidos y respectvivamente nuevos. ILa
mitad superior del .dicgrama muestra z este.
partvicular sendos diagramas IEP de esueros
sanguineos nofmales, mientras que la mitad
-inferior muestra diagramas de las sustancies
siguientes:

a) Glohulina gamma standard;
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tro estéd contenida claramente en el suero normal.

'obtenlda por el nuevo proced niento es practicamente pura

b) globulina gamma modificada proteoliticamente;

c) globulina gamma modificada con betapropiolac-
tona; ‘

d) globulina gmma ohtenida por el nueve procedi-
miento.

En las muestiés conforme a los diagremes a) & c) se
trata en cada caso de un preparado modiricado existente en
el comercio. Estas muestran presentan ademds de la curva de
la glohulina gamma (curva alargada en forma (e hoz en la zo+
na derecha del diagrama), también otros componentes albumi-
nosos de la sangre humana. Las curvas de globulina gemma-
aparé%éiyén la;_ﬁﬁgéti;;—éj_v g; é;;;.rltﬂdas,-aéﬁi%Bﬁ;mi;..
modificacién quimica. La\muestra c) presenta una posicibn
variada con relacién a la curva de globulina gemme del sue-
ro de comparacién.

Yrente a ésto se aprecia claramente que la muestra d)
congisve pracuticamente de manera exclusiva en globulina

amme pura uesto que la curva de forma de hoz del espece
D Y 1 I
De los diagramas se desprende que la globulina gamma

al 100 %, oorresponaﬂénnose sosalmente con la globuline gomd
ma del suero sanguineo original. Esto Wltimo significa cue

las mo1ecu1as no estén modificadas ni variadas cuimicemente
A base de estas propiedades resultan tembiérn las otras ven-
tajosas propiedades de la globulina gamma conforme 21 in-

vento comprobadas en los ensajros, & saber, su absolutemente
segura tolerancia intravenosa y su accién anticomplementarid

fuertemente disminuida con relacidn a las susitancias de de-

fensa propiaS»del organismo, que han podido ser comprobadas
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el invento.

claramente en test "in-vitro".
Otra ventaja ha demostrado ser que en ensayos de al-

macenaje se'ha podido comprobaf una estabilidad especialmen

1 -te grande de las globulinas gammé-obtenidaé~de-acuerdo con

- EJEMPLO GRAFICO

-l - e OCH,CH,OH - BCHCHOH - —-=| -
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"+ | nos, alblmina, polialcoholes o polivinilos.

J hidroxiletilics, de la que se' precipita a continuacién la

«globulina gamma, siendo-recibida-de nuevo especialmente en

» 6,9-

“lica en la solucidn acuosa asciende a 8 a 10%.

-10-

En resumen, la Patente de Invencidn que se solicita
deber&d recaer sobre las siguientes:

"REIVINDICACIONES

1.~ Un procedimiento para elevar la tolerancia intrave-
ﬁosa de globulinas gamma precipitadas de la sangre o de pro-
'ductos sanguineos{ éaracterizado‘porque el éediménto dé élo-
gulina gamma se disuelve de nuevo en una solucién acuosa en
-la que existen sustancias macromoleculares, que protegen las
moléculas de globulina entre s{ y las expulsan de lg solu-
cidn, talés como fécula hidroxiletilica, gelatinas, dextra-
2.~ Un.procedimiehto dé acuerdo con la reifin&iéacién

1, caracterizado porque la solucidén acuosa contiene fécula

una solucidn fisioldgica de cloruro de sodio.

‘3.~ Un proceﬁimiento de acuerdo con la reivindipacién
2, caracterizado porqué el sedimento de globulina gamma se
transforma en una solucién tamponada acuosa de fécula hidro-
xiletilica, que tiene un valor pE de 3,5 a 8,0.

4.~ Un procedimiento de acuefdo con la reivindicacidén
3, .caracterizado porque el sedimento ee transforma en una

solucidn de fécula hidroxilet{lica de un valor pH de 6,5 a

5:- Un"procedimiento de acuerdc con las reivindicacio-
nes 2 a h,’caracterizado'porque,el contenido de fécula hi-
droxiletilica en la solucidn acuosa asclende a 1 a 30%.

6.~ Un procedimientu de acuerda con la reivindicacidn

5, caracterizado porgue el contenido de fécula hidroxileti-
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7.~ Un procedimiento de acuerdo con la reivindicacidn
2, caracterizado porque el peso molecular de la fécula hi-
droxiletilica en la solucién oscila entre 1000 y 900.000.

8.~ Se reivindica por {iltimo como objeto sobre el que

ha de recaer la Patente de Invencidén que se solicita: UN-

‘?ROCEDIHIENTO PARA ELEVAR LA TOLERANCIA INTRAVENOSA DE GLO-

BULINAS GAMMA PRECIPITADAS DE LA SAWGRE O DE PRODUCTOS SAN-
GUINEOS.
Todo conforme queda descrito y reivindicado en la pre-

sente memoria descriptiva que consta de once paginas mecano

" | grafiadas.
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' Madrid, 30 diciembre 1.975
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