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PRIGER CERTIFICADO DE ADICION

solicitedo en Dopeila o favor de PIGERRE PABRE S.A., de nacio-
nalidad francesa, domiciliada en 125, rue de la Falsanderie
75016 Parfa, Proncia, por “Parfecsionsmientos en el objeto do
14 patente de invencifn n? 432.404 por Procedimiento de obten
cidn de un setivador del plasminggeno®, con prioridad de la
solicitud francesa 75 13932 de focha 5 Nayo 1975, = = = = =

MEFORTA DESCRIPFIVA

La prosente iuvencién, realizada en el Centro de
Inventigacidn Piorre Pabre, es una miicidn a la patente soli
citada el 3 dieciembre 1973 con &l ndmern 73 423981 (que oorres
ponde a la patente szpofiela n? 432.404 por "Proaedimiénto de
obtencidn de un activedor del plasmindgeno™). Esta adicién se
rafiere esencislmente a un perfeccionamiento en el chjeto roi

vindicado on 1a solicitud principals ~ = = = =« ® w «w = w -

Le solicifud principal se refisrs o un nuevo neti-
vador del plasmindgeno extrafdo de Srgancs snimales y a un

procedimiento para le preparscidn de dlcho activodor. = « = -

2l golicitaute ha descubierto que la aceidn dal sg
tivador del plasmindgeno fescerito en la patonte prineipal po-~
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dfa wor muy fuertemente potenciada spocimndo este compuesto

con un pollsncdirido sulfatado. = = = w = o« o = w - - - - - -

T8 por ello por lo que la pressnte invencidn me re
fisre a un procedimiento de obtencidn de un nuove compuosto
que contiense, a $ftulc de componentes activos, por lo menos
un activador del plasmindgeno segin la solicitud prineipal y
un polisacdrido sulfatado. ~ = c = v b c = v = v - w - - -

Bn el mode de¢ realizacién preferide de la presente
invencidn, el polismacdrids sulfatado utilizadc es un sulfato
da aixtrano gue presentn preferantementes un peso moleoular
comprendido entrs aproximadements 3.000 y 15.000 y que contig
no entre aproximodamente 10 y 207 do szulre, = o « @ = « = «

Eote polimacérido puade ser utiligndo, o bisn en
asoclacidn simole con 8l activador del plasmindgeno por sim-
pls megela da loa dos productos, o bhien en forma de complejan
te para 8l activador. Los ensgyoe realizados han meetrado que
las actividades de la ssociecidn simple y dol complejo eran

Tl polisacfrido sulfatado es utilizado en cantidad
comorendidn entre 10 ¥ 307 on peso del activador dosificade
on protafns y preferentemsnte sn cantidsd del orden del 207
en pese del sctivador dosificado en proteing. = w « w « « -

Bl polisaofrido sulfatado utilizado puede preparaxr
ge por cualquior procsdimiento conoeide, como por ojemplo por
ssterifioscifn dol polisacéride por un Acido szufrado mineral
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u orgénino en prepencia de una base que fije el egua. Asi, &l
eulfato de dextranc, pucde prepararse por degradacidn del dex
trano en ealiente on medio 4cido sulfifrico para reducir el pg
g0 molecular del desbrano, ¥ despuds esterificacidn sl dex-

trang obtenido por ol 4cido clorosulffnice fn piriding. = =~ -

\

Cugndo el producto ve prapara en forma de un vone
rlejo, la formacidn del complejo =¢ efectiz a tm PH préxino
2 1la neutralidad ndicionande la cantidad necesaria de polisa-
cdride eulfatado gl metivador en solucidn, deapuds el pH do
1a aélﬁeiGn es progresivemente acidulade haeta un valor pré-
xin & 6, lo que conduce a la preeipitacién del complejo de-
eeado. Despude de recuperacidn del procipitado, éste puede
per redipuelto en un fampdn o uwn g prdxime a 7 y liefilizado.

Cusnde tieng iugar la formacidn del complejo, se
utiliza profoventamente el 4cido fosférico para bajar el pi
de le solucidn y se confuce la procipilucién en le proximided

Lz presente ianvencidn se vefiere tanmbidn a un pro
eedimiento perfeccionade para la praparacida del activador

Tots procedimisnto, como el desoritc en la palente
principal, congiste en tratar un polvo acetdnico de frgenos
animales slegidos entre los pulmones y los rifiones de cerdogsy
tornerss, busyes, caballos, corderss u ovejas o log ovarice
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B) puesta en suspensidén del polvo acetdnico en un
tampdn mcetato que tenga uns fuerzs idnlea comprendida sntre
0,01y 0,1 & un pH préximo a la neutralidad; = = = = « = =

b) nueva toma del precipitado obtenido en la ete~
pa B) en un tampdn acetato gue tenga una fuerza iénica com—

prendida entre 0,6 y 1 o un pH comprandido entre 3y 5§ ~ = -

¢} precipitacién de la solucidn obtonida despuds
de dgeantacidn en la etapa b) por adicidn de una sgl a un pif
oconprendido entre sproximadaments 3 ¥ 5 »w = v v w ww - -

4} nuava toma del precipiiado obienido en la etapa
¢) en un tempdn acetato y precipitacidén por adicién de una

gal a un pH comprendido entre 7y 8 = - w w v c e ww o -

@) precipitacidn de la eolucién obtenida despuée
de clarificacidn en la etapa 4) por adicidn de una sal en la

£} purificacién del prucipitado obtenido. ~ = - «

Is elapa £) de purificacidu se conduce preferente-
mente por precipitacldn del activador en pH isoeldetrico, os
decir = un pH comprendido entre 6,3 y 6,5 y con una resistivi
ded de 1a golucidn del orden de 450 ohmios.cm y cromatograffa
dsl precipitado obtenide despuds do 1a nueva pussta e solusldn,
%a cromatografia utilizods es praferentemente una oromatogra—

fiaﬁeafinidaﬁ. W WS WA e S S WS W W M W WY R WY W MR e R e W e
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Como on el precedimiento de la molicitud principel,
1a @al utilicade pars las precipitneciones en las stapas e),
d) y ¢) es preferentemente ol sulfato de amonio eristalizado.
En la etapz ¢} cuendo se utiliza ¢l pulfato de esonie, 8ste
e¢ eapleado a una eoncentracidn comprendida entre aproximada
mente 200 y 300 z/1 y en las etapas ) y o) a uha conaentra—
eidn ec;mpranﬁiaa entre mproximndaments 60 y 80 g/l. = = & =

I3

Un esquems general de preparacién do un asctivador
del plasmindgeno complejado segdin la pressnte inveneidn ge da
rd a continugoidn o fin de iiustrar ¢l modo de realigacidn
preferido de lg invencidn y = fin 4o pener mejor em ovidencia

clortas caracterfsticne de la presente invencidn sin, en cam~

El polvo acetfnico que constituye la materia prie
ma de base destinadm = la preparacidn del setivador del plag

windgenio se propere prefovontencnte COMO DIgUGs = = = = =~ =

Be&puéé de ser demeongelados ¥y triturados, los dr-
genos tratedos son dispersades en un hafle de acetona a une
temperatura inferior a -102C y sometidos & una agitscldn vige
rosn. La guspensidn asi obtenids e¢s filtrads y la torta de
filtrneidn o8 melaredn con geetona antes de ser seeada bajo

a) Iavado proliminar:

Fl polvo acetdnico es pussto en suspeasidn en wn

Sempén de zeelate que tlene una fuerza idnica del orden de



Se

10.

5.

0,02, siendo el pH da la solucidn préximo a la neutralidad.
Se agita esta solucidn durante una hors u +49C, despuds se eg
curre 8l residuo de polvo aceténlco y se slimina la solucién

b) Extraccida:

El residuo es puesto #n puspensidn en un tampén
acetato, estondo ¢l pH ocomprandide enire 3 y 5, ssta suspenyidn
en agitadn durante 3 horae a +4%C. Despuds &e emcurrido, me
elimina ol residuo de polvo no extrafdsc y se pass la soluclién
rocuperada al clarificador. » w w e« v = o w v - - - - - -~

©) Primera precipitmcidn en medioc &cido:

1 extracto clarificndo obtenido en la staps b) e
precipitado en medie Scido a un pH prdéximoe s 4,5 por adicidn
de sulfato de amonlo a uma concentracifn comprendida entre
290 y 300 g/, ol precipitado asf obtenldo es puesto de nus-
vo #n golucidn en un tampén acetsto, después ol pH de setn so
lueidn om slevado de nueve o un walor comprendido entre 7 y 8

d) Segundn precipitacidn es medio débilmente

hdaico:

Ln solucidn precedente ez de nueve precipituda por
adicidn de sulfato de smonio z uns concentracidn comprendida
entre aproximedamente £0 y 30 g/l. TDespués de paso por ol cla
rifisador, €l precipltado inactive em eliminndo y la solucidén
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e) Torcera preainidacién en le proximidad de
12 neutrslidad:

La solucida rai obtenids es precipitedn vna tercs
ra voz por adicidn de sulfato de amenlic a una concentraciln
comprondida entre 60 y 80 g/1l. Fl precipitede formedo es po~
sado por ol clarificedor y lavado con agua destilada neutra.

El procipitado asf obtenldo es dispersado sa agua
destilada y a2 solucidn es acidulads howta pH 4. Despuds de
centrifuzacién 09 reocoge ol sobrenadante y se diluye varizs
vecos con egua destilada haste una resistivided de 600 a 650 |

GMQSGWQ M W M M E W W e SO D M G GG NS SR WS WS A R S E s ey

ElL pH de la solucidn cp entonces llgvado entre 6,3
¥ 6,5 con ung resiziividad del orden do 450 oHniGH.CMs = = -

T pracipiisde formado ¢ recuporadeo por centrifu-
gacidn, despuds dispersado en wa tanpdén fosfalo. I pH de la
solucidn, que eo snionces préximo a le neutralidad, em elgva~-
do de nueve con la ayuda de ung buse hecis wnos valores tome
prendidos entre 9 y 10, y fespuds devuelto & la proximidad de

lanoutrglidnd. = v v c m m e m ccc e d - - ----

Da solucidn sentrifugada es entonces vecogida. Ss
sobre esta molueibn que se efectiz la cromatografia de afini

da&. AR A S W G R e e o W AP EE G P R A W M G A N W e M G S A an
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Tl poporte de cromatograffis utilizade es del tipo
Ali~Sépharosa 4B cobrs el cual se ha acoplads pravia;_nenta un
inhibidor especffico del activador del plssmindgenc por una

carbodtimida' e T . T RS A R I Y

Los inhibidores utilizables pon el doido Ceaming
caproico, el fdcido amonietileiclohexanoico, el édcide trans-4-
aminoetileiclohexancarboxflice y ol Scido paressminometilben~

zaim. W W e NN M T B e W s A e e e e R S e W e e e e me e e

La cromatopgralia de atinidad puade realizarse tan-
bidn sodbre un soporte Sépharoea activade con (NBr sobra sl
cunsl se puede fijar le lirina 9 ung de los productos citados
precsdentemente. ¥e poesible, dsede luepo, utilizmr oiros so-
portes sobre los cunles el acoplssiento es reslizsble, por

ejenplo la serie d¢ 108 BlogelB. =« = « m w = v o o v« w o -

Se eluye la fraceidn que queda fijada sodbrs el so-
porte por medio de un gradiente de fuersa idnica. Se proocade
entonoes, sohre el elufdo, a la dosifdcacidn de las protainae

'y de la motividad segin los métodos descritos mfs sdelants. -

A 1n msoluciln asf obtenida se mdiciona, & un pH
préximo a la neutralidad, un polisacdride sulfatado en canti-
dad igual al 20% de la cmtidad de protefnss presentes en le
solucifn; el pH de la solucién es prograsivamente aciduledo a
unos valoras préximos o 6. El activador precipits entonces en
forma de un complejo con el polisacirido sulfatado. El precipi
tado ee recogido por centrifugacisn, después me disuelve en un
tampdén a un pH préximo & 7 autes de mer llofilisndo, = = = -
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Riemplos

10 kg de ovaries de cerds conservados a -200C son
descongelados a -52C y degpuds triturados con la ayuda de un
tritursdor de carne con una rejz de 5 mm. Bl triturads es o
continuacidn dispersade en 75 1 de acetona a -20%C. Deepués
de um‘ugi.taei.dn vigorogpa durante 1 hora la suspensifn es fil
trada en un Buchmer y la torta es aclarada sobré el filtro
con acgtonn a ~2020. Se desmoldea entonces la torta y se acca
en una columna bajs una corriente ascendente da nitrigeno se
co. Se obtienen 1,3 kg de polve acetdnico que puede ser con-

a) Bl pelvo sceténico asf obtenido es puesto en
suspensidén en 10 1 de tampln acetate /100, pH ¢,5. Se sgite
vigoresemente durante {lora o +49C, despuds se sscurrs. Se.
recogen entonces loe drgencs y se elimina ¢l filtrado. los
Srgenos son o continuacidn puestos oltra ver en suspensién en
10 1 del mismo tampdn acetato, despulde agitados durante 15

minutos o +490 antes G2 nor oeoNITid0S, = w e = v @ - - o -

b} Despude del escurrido precedente, se ponen de
nusvo los Srgencs en suspensidn en 30 1 de tampdn acetabo
B3 M, PH 4,2 u +420 ¥ se ocomete ol conjunto a uwna agltacidn
suave durante 3 horas a8 +48C. %¢ escurre a comtinuaeidn ¥y so
eliminan log Svgonoes. §l filtrnde es entonces pasado por el
clarificador para sliminar las finas partfculaew en suspensidn.

Se recoge el extracio clarificadb. = w = w v v o = w = =

c) e adicionan z este extracts 250 g/l de oulfato
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de amonio cristaligade. Se aglita hasta disolucién completa,
despuds se deje reposar uns noche a +4¢C. Bl precipitado es
recogido en el clarificmdor y las sguas madres son eliminades.
Se pone de nuevo, 2 coutinuacidn, en soluecidn por sgitecidén 9
horg an 8 1 de tampdn mecetato 0,1 ¥, pH 4,2 a +4FC. E1 pH de
1a solucién es entonces elevado de nuevo a pH 7,5 con sosa

d) 4 1a nueva toma a pi 7,5 pracedents, es sdicio
nan 64 g/l de sulfato de smonio crietalizado, despuds se ajus
ta o1 pH & 742 con fcido acdtico. Ta deja reposar 30 minmutos
8 +42C. Después dol pmoe por el clawificador, el precipitade
inaotivo ez sliminado y la uol&ciﬁn elarificada es ajustada

apﬁs,s. . el e W WE A W W G M ew W A AR e R R A W e e e e

6) Se adicionan antonces a esta solucién 72,5 g/l
de sulfato de amonio wantenisndo gl pH con asomm N. S¢ agita
hasta disolucidn completn y después me dajs reposar {1 hora 310
ninutos a +49C. Despuls da clarificacidn, la zolucidn ee eli-
winada. %e lava ¢l precipitade sobre el clarificador por gm

de 2,‘51de wad‘ﬂtfl‘ﬂ&aﬂmtr“"'wﬂwwuu_umuu-

f) 71 precipitadc precedente ©s n coubinupoidn dig
perasio en 500 m) de agua destilada. = = = w = = = - - o -

8¢ adiciona dcldo moftico dilufdo hasta la obten-
¢ién de un pH 4,3 entable, despuds se amgita 1 hora a +49C.
Despuds de centrifugacifn, el ingoluble e la nuava toma as
plininado y el sobrenadante dilufdo 5 a 8 veces con sgua des=
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tilada heats que tengs una yesistividad de 600 a '65ﬂ ohmiog.

Bl pH del sebrenaiante de nueva toma ee entonces
elevedo de nuevo a pH 6,3 ~ 6,5 con wosa 0.5 ¥, la resistivi
dad pasa & 450 chmiow. T pmcipitadq formado en inmediata~
moen¥e rocogido por centrifiigacién y ¢l cobrenadante alimina-

ao. -‘-—-—-—----uw—---.-u-wn-—ﬁﬂ-"“’

$e disperpa eoto precipitade en 200 ml de tempén
foafato ¥/15, pH 7,2 a +420, despue ve olava de nueve de pH
a 9,5 =10 con posa 3 N. Se agitz vigorosamente 20 minutos,
antes go llever de nuevo ol pH a 7,3 con fcido fosférico di-

lufdo. Se deja repoesar 30 minutos y co centrifugn. = = = = =

El insoluble ez a continuscidn elioinado y el so-
brenadante ez pasadc por ung columns que contiene un soporte

éf;‘- tivo A}I“Séghmﬂa 43. - e e o W e w e w - A e em ws e

Despuds de dosificmeidn de las protefnas (entre
2,5 ¥ 3 mg/ml) se adicione eatonces 2 voces el peso de protef
nas o glicocslz, fdespuds se donifiocs la sotividad. Se obtic-
nen on ¢sta fase 0,5 a 0,6 g do proteinas gue titulan entre

Despuds de dosificacidn ¢ las proteinae y de la
getividad, & la fraveidn active se le adicions sulfato de dex
treno. El pH de le solucidn es snlounces progresivamento dajaw
do con fcido fosférico dilufde a pH 5,8 - 5,3. Se deja e re~
pose 30 minutos s +498, deppuéds se centrifuga. 52 recege el

precipitado y se elimine 21 sobrenadanie. El complejo es en-
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toncees disuelto en un tampén a pH 7-7,5, despuéa liofilizado.

Se dari a contimuacidn el modo operatoris y los mé
todon de dopificaciones empleamdes purs medir log resultados

El reconocimiento "in vive" de la activided fibri
nolitica de un notivador puede efectuarss en el ratdn midien
do el tiempo de lisis de lasm eugloBidinss plasmiticas. Tata
técuica de realizacidn simvle, reproducible, apliocsble a pe-
qusfios snimales de lnvoratorio, estf adsptada 2l mecanismo de

de scoidn dol producto nestudiar. = w wc a w v acwv e -we-
cipio:

™M tieumpo de lisis dal codzulo de las euglobulines
del plasma es un método sensibilizado que permite apreciar
una setividad 1ftica global, = - v w e c o s e e oo - o=

Bajando la fuerza ifnice del plasma por dilucidn

on agun destilads a pH &cido, se precipitan las euglobulinas,
nisntras que las peeudoglotuilinags permanscen en el vobrenanden

t.‘ W A M D A G W W G G e R G W A A S W R W e W W ek e w e e

Al

En este gobrenadante estfn también eliminadas, lus
antiplasuinas inhibidoras de la ribrinolisie (por 10 que ms
obticne une mayor sensibilidad del método). Batra las suglotm
linas precipitadas se halla da nuevo la cami totalidad del fi
brindgeno, plasuindgenc y del activador del plasmindgano. - -
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Pécnicas
Extraceidn:

Sangre recoglda sobre eitrato trisddico 5,5 Eaﬁ
gl 3,8f en la relscién 1/5. (Decds su extraccién la sangre
dedbe mgntanerse ent hielo fumdente y el axamen ser practicede
en la hora que sigue a la extraceién). Se obtiene plasms por
centrifugaeidn n alta velocidad durante 10 mlmﬁma. -

Renctivom:

« Tempdn Wichselis pH 7,35 (proporcionade por los laberatorios

- Acids actico, solucidn ol 1,67 dilifde al 1/100 extempord

neaments con agun destiladn enfrindo 8 420 ~ = w e « w - «

- Splucidn do Thrombase con 20 Unidades Mellanby por ml, en
eloruro de ealeio 0,05 M. Una empolla de Thrombase ROUSSSL
gua contiene 500 Unldadees Hellanby es tomada de nuevo gon 25
ml de Oaﬁlz. 0,05 ¥. Ca012 0,95 (5 m) de 03@12 0,25 B
(STAGO) + 20 ul de agup Gestilada). e m w o c c w wmw o ww

La solucién de Thrombase asi preperada es roparti
da en fraccicnes de 2 wl que Se conssyvan en el congelador ¥y

son descongeladas gwtomporfnergent, = w = = w - o - - - -

Bétode:

« Bn un tubo de conbrifuger cdnico, introducir 0,5 nl de plasms
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« gdicionar lentauente y sgitando 9,5 ml de molucidn de doido
acfilco a 0,0167 onfricdo 0 420 w w w w w = = = - w w - - =

mnoesolay tavolviendo oobre Parafil| = = « & w « w o - « - -

o dajar reposar 20 miNutos 8 490 « = = v > w - - - -—-- -
» contrifugar 10 minutos a 3500 vueltas/Minute = = = = = « -
o eliminar el Bobrenadants = = w S o - “w . - - - -
» securrir los tubos revolviéndelos scbre papsl filtro = - -

+ secar culdadossmente las paredes dal tubo evitando aleanzar

- 61 precipitado aplicedo en el fondo dol $uUbD = = « @ w « « «

. tomar de nuevo el rasiduo de esuglobvulines con 0,5 wl de

« despuda de disolucidn gcompleta tomar 0,25 ml de la solucidn

o« 1dovar al bofo moris o 3700 w @ @ = = = - - - - - -
+ recslcificar con 50 Al de Tarombase cdleica (a 20 U/ml) - -

» {disparar 61 crondmetro desde gque lr coagulacidn se ha produ

CRhAD  m o ar i v o o e o e e e e e e e S N e e e e e

« obsgrvar regularmente el cafigulo y snotar ¢l tiempo que ha
pasado heata su completa desapregocidn (ampscto de copoe de

nigve on un 1lauido clarg),. =« = w = w e - .- .- .- -
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Bxparimentincidn onimal:

En ratas macho naturgles "Iffa-Credo™ en syunas
dende wproximsdamente 16 horaz, de un peso comprendide entre
180 y 250 gramos segin las sxperimeniaciones, se reparten en
lotes testigo y tratados homogfieng. = ~ = w c e v o v v v =

\

Las ratag testigo reciben por inyeceidn en la vena
del pene 1 ml por 100 gramos de peso corporal, de tempfn fos-
fato pH 7,2 o de suero fisiolégico segin que el producto o eg
tudiar eatd disuclto en el unoc o el otro 4o estos vehiculos.-

Las ratas tratadas reciben por inyeceifn en la ve-
na del pene 1 ml por 100 gramos de pess corporal del producto
a estudior en solucidén a la concentracidn necesaria para obig

ner la posolegfa domeala. = = = - = m v m w w v o we - -

Exsctanente 15 winutos despuds de las diversas in-
yecciones, las ratas son ligerapente enestesiades con éter,
se les abre el térax y la smngrecs extraida por puncidn dirsg
ta en el ventrfculo. Butonces es tratada segdn la técnica deg

crita precedentenenfg,. « o = = = v v = v e v w - v w - -~
Los resultudos obtenidos se dsm a continuacién. -

Bl sulfato de dextrano utilizade sn los cnasyss os

¢l hidro-dextranoe pobtisico do fimulas = = = = = w =« w - -
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CH2080 3K
0 CH2
OH
050 3K
OH Q0~=—-~CH P
0
S0,K 0
OH
OH OH
0s0 3K

Hnsayo 1¢ Actividad propla dd sulfato de dextranc

Tiempo de 1faig Badia
Tentizon 119 120 B85 108 115 108 108, 5
m—ﬁ——

Sulfato de dextrang 73 120 110 110 50 120 97y 1

1 mg/kg

Sulfato de dextrano 93 105 W0 95 90 108 98,5

2 mz/kg

Como e puede constaiar, ol sulfato de dextrano =
las doals experimentadas no presenta netividad significativa.

payo 23

Aetividades comparadas del activador solo y de la
esociaoldn soglin 1o invancldn, o ~ =« w v v = = v = - - -

Para el conjunto de lon ensayos, lss dosificsciones
indicadas para ol sctivador mon doeificacitnen en protefnas. -
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Este amoagyo ha side realizedo a cocuraS. ~ « « =« =

Riempe de lieio en mn Hedie £ secidn

Testigon 120 155 120 935 130 - 123 -
_gcuvaaor 10 %{Eﬁ 70 8% 100 100 85 g2 88,7 30,7

Adtivador 10 %&g

+_sulfato dg dextremo €5 52 45 45 35 - 48,4 62,1
2 mg/kg -

Lo solucidn sepin la invencién es, de menern signi
ficativa, dos veces mie activa que le solucida de activador

solo. TP R P AR A RS W WP S AF R W WP S N W WP EF U MR W R e AR N YN A

Engayo 3:
Picmpo de licis en mn  Hadie 3 sceidn
Testicon 145 135 130 145 150 40 142,8 -
ativad me/} 125 115 120 105 110 - 115 18,3

Activador 5 mg/ke + 85 100 8% 70 75 100 85,8 39
Sulfate de dextranc

1 mg/kg

Loz resultedos sou los mismos que en ol ensayo 2. -

Enseyo 43
Tiempo de limig en sm Media % mecidn
Restigos 83 80 75 65 95 = 79,6 -
Activador 5 me/lem &7 100 100 6% 70 B% 81,2 =~

Aetivwiorﬁ_% Z§ﬁ' ¥ 43 53 43 55 &% 50 51:5 35,3

Suliate de dexirano
1 wg/kg
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A la dosis utilizads, wi la fraceidn sctive, ni el
sulfato de dextraunc utilizedo vresentan activided significati
ve, por el contrario eu asocincidn hace aparecer uns buena ag
tivided significativa del orden dol 35 = = = = = v = = = =

8ay6 %: Comporacidn entre la asctividad de la
agociacidn sinple y del complojo segin la invencidn. = = = =

p:
Tiempo do lieis en mm  Kedln azccidn

Testigon 145 140 13% 103 = = 130,75 =
Complajo 85 T 95 75 95 90 35 a5
~ Asooiacién % 80 8 95 8 ~ & 35

Se constats cue las actividades de la puooclzeidn
eimple y del complejo son pricticanents somejanten. « = = « -

De low ensayds precedentes destaca netamente que la
asgocliacidn do un polisacdride sulfatado y de un nctivador del
plasmindgene constituye un medicemento de eleccién pars ¢l tra
taniento de numerosoe gocidsnies circulatorlios tales como lae

tromborip mriterianles o venssas en PArBicRlar: = = w = w = o

N O T A

Se declarsn de novedad y propiedsi para Espafia, sum
torritorios y plazas da soberanfs, las siguientsss - = = = « «

REIVINDICAGCIGHNES

1.~ Porfescionanisntos en el ohjeto de la patente
de invencién n¢ 432.404, por Procedimiento de obtencidn de un
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activador del plasminfgeno, caractorizados porque g un activg-
doxr dal plasmindgens obtanido segdn la patente prinecipsad se ls
adiciona un policzcdrido sulfatalt. ~ ~ e« e v a v v - w =

2.~ Parfeccionsmientons seglin la reivindiecacidn 1,
ecaracterizados porque el polisacirido sulfatado es un sulfato
e dextrNg, == - = e v e cccmw—— .. .-

3.~ Perfeccionamientos eegin la reivindicaeidn 2,
caracterizados porgue el sulfato de dextrano utiligado tiene
un peso molecular comprondido entre aproximadsmente 3000 y
15000 y conticne entre aproximadsmente 10 y 207 de azufre. - -

4.~ Perfeccionsmicntos segin cualquiera de lan rei
vindiceeiones 1 e 3, cevracterigados porque ¢l polisacfirido sul
fatade oo utilizado en cantidnd comprendida entre 10 y 305 en

veso dgl activador doeificado en protefng, v = v e e v v v -

5.= Perfeccionamicontos segin cuslguiera de las rei
vindicaciones 1 a 4, caracterizados porgus el activador del
plasmindgeno ¥ el oolisscdrido sulfatzdo estdin en forma de

camplgjc, L I R I I W R W R am e W R R R e e e

8.~ Porfeccionamientos segin cualquiera de las rei
vindicaciones 1 a 4, caracterizados porque el activasdor del
plasnindgens se prepara por tratamiento de wa polve acetdmico
de Srganos mnimales elegldos entre loe pulmones y rifiones de
cerdog, terneras, tueyes, caballogm, corderss u ovejas o lom

ovarios de porcinos, bOvIings U oOVINOS; POY: = = w w w -~ - -
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a) puceta an suspencidn del polvo aceténico en un
tampdn acetato quo tenga unn fuerzs idnics comprendida entre
0,01y 0,1 o un pH prdximo a la noutralidad; = « = = = « « -

b) miava toma del pracivitado sbtenideo en la etapa
a) en un tanpén acetato que Sengm una fuerza idnica comprendi
8 entre 0,6 y 1aun pi comprendido entre 3 ¥y 0 = =~ = w -

¢) precipitacién ds la solucidn obtenida despuéds
de decantacidn en 1la etapa b) por adicifn de una sal a un pH
comprandido entre aproxizmademonte 3 ¥ 5§ =~ = v e w = - w w -

d) nueva toma 421 precipitado obtenido en la etaps
¢) en un tompdn scetnbto y precipitacisdn por mdicidn de una

oal 2 un pil comprendido entre 7y B «~w e m v m - w - - =

8) precipitacidn de 1la solucidn obtenida despuds
de clarificancidén en la etapa 4) por adicidén de una eal en 1n
proxinidad de la neutralidad; = = v « = w w o o - - -~ - -

£) purificacién del pracipitado obtenidp. = = = =

T.~ Parfeccionmmientos semin la reivindicacidn &,
caracterizados porque la mal utilieeda pars la precipitacidn
en lag etapap ¢), d) y e) es ol sulfats de amonio criataliza~

do’ W PR WP B P A W w Gl R S W W s WP G Al R R WY N R R e e Sk e

Be= Porfeocionamientos segin la reivindicacidn 7,
earacterisados porque el sulfato de amonio, en la etapa c), se
utiliea a una concentracién comprendida entre 200 y 300 #/1
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y en las etapas 4) y e) a unz concentracidn comprendida entre

9.~ Perfeccionamlentos segin cuaslquiera de las rei
vindieaciones € a 8, carscterizados porque la etapa de purifi
caeiba se conduce por precipitacién del activador a un pH com
prendido entre 6,3 y €,5 y por cromatograf{s de afinidad del

precipitado obtenido despuds de nueva puesta en molueifn. - -

10.~ Perfecoionamisntos segin cualquiera de las rei
vindicaciones 1 a 9, caracterizados porgue el activador del
plasmindgeno y el polisacdrido s:liatado se preparan en forma
de complejo por adicién del poiiaacérido sulfatedo con el ac~
tivador en solucidén a un pH préximo s la neutralidad, y des-
puds precipitacién del complejo por scidulameidn de la solucidn

11.~ YPERFECCIOWARISENTOS =8 EL 0BJETO DR LA PATENTR
DE INVERCIOW H¢ 432.404 POR PROCEDINITNTO DE OBTEHCION DB US
ARCTIVADOR DEL TPLASKINCGTNO™,

TR A AR W W AR S M M WS W ap AR A W

Todo ello conforme se describe ¥ reivindien en la
presente memoria que consta de velnitiuna hojas foliadas y me-
canografiadas por una sola de sus caras.

M

BARGELONA, -5 pavn 1976
P A M CURELL SUROL

B
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