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fmayor de 9 y una molaridad superior o igial a:-0,3M, se reco-

112 invencidn tembidn se refiere & un preparado farmacoldgico

-2 -

Un procadimiento pars 1la extraccidn y el aislamiqg
to del oompénente enzimdtico dg‘los venenos de serpiente_que
tiene actividad coagulante "in vitro" y actividad anticoagu-
lante “in vivo" de los otros componentes que tienen: activi-
dad coagulante “in vitro" ¥y de los componentes proteicos,
en cuyo procedimiedto el veneno deAserpiente, disuelto en un
medio adecaado para un tratamiento de separacién cromatogré-

fica se hace pasar por una columna rellena con un -soporite

A 3

sdlido para la absorcidn selectiva de dicho enzima anticoagu:
lahte "in‘vivo", no'soluble en disolventes aéuosos,'combina—
do & un substrato o inhibidor de dicho enzims, se hace pasar
un primer medio de eluciéﬂ a pH de'6-% ¥y una molaridad infe-
rior o iguasl & 0,05M a través de dicho relleno, en el que ha
gldo introducido el veneno, se recoge el eluato en porciones
sucesivas hasta la’elucidn de mds del 95 % de los componentef
proteicos del veneno y se obtiens una fraccidn coagulante
Yin vitro“, difersnte de la éresehte en el segundo eluato,

se hace pasar un segundo medio de olucidn & un pH ineluso

ge el elunato en porciones'suoesivas hasta que se obtiene la
elucidn del enzima anticoagulante "in vivo" absorbido en la

columna, junto con menos del 5 % de componentes proteicos;

anticoagulante obtenido de acuerdo con el procedimiento
anterior. | |
_ MEMORIA
B El objeto de esta invencidn es un procedimiento pars
la extraccidn de componentes que tienen actividad anticosgu~
lante "in wvivo" de Ioé vénenog de serpienfé.y de'productos

afines. Mas especialmente, la invencidn se refiere a un pro~
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cedimiento paré obtener, con ﬁn alto grado de purega, los
componentes anticoagulantes "in vivo" enzimdticos de los ve-
nenos de serpiente por “écnicas de separacidn cromatogrifi-
¢a de los componentes del veneno.

Como es sabido, el veneno de varias especies de ser-
pientes contiene ehzimas_que poseen la propiedad de catali-
zar "in vitro" la gelificacidn del fibrindgeno del plasma
de los mam{feros y, por lo tanto, de causar la cosgulacidn
de la sangre, del plesma y de las soluciones de fibrindgenos
Sin embargo, algunos de estos enzimas, si se utilizan "in
vivo", tienen la propiedad de inducir una marcada redutcidn
del fibrinégeno ¥ de producir una snticoagulacién de le sand
gre. Por ejemplo, es garacteristico el caso del veneno de
Ancistrodon rhodostoma que tiene propiedades coagulentes
“in vitro" y propiedades4anticoagulantes "in vivo". Este he-
cho encuentra una explicacidn en ia presehcia, en el vensao
de las serpientes; ademis de otrés componentes proteicos,
de dos tipos de enzimas, ambos dotados dg activida& coagu=
lante "in wvitro" peéro uno de los.cuales, si se inyects en
la sangre de un animal, presenta una accidn totalmente opuq%
ta, produciendo la anticoaguiacién de la sangre.

Por 1o tanto, 6s evidente la importancié de un”broca-
dimiento gue, como ¢l d¢ esta invenqién, sea capaz de sepa~
rar los componentes del‘beneno de las serpientes y aislar,
con un alto grado de pureza; los componentes de accidn antis
asoagulante “in vivo" que pueden_ser.empleadcs, con excelen~-
tes reéultaéos, paré la produccidén de preparados de accidn
farmacoldgica. _

Hasta ahora la operacidn de separacidn de los cons-

tituyentes enzimdticos del veneno de las serpientes se ha
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reglizado poﬁ_cfomatografia sobre resinas carbiadoras de
ién y/o por téonlcas de fraccionemiento por precipitacidn
con'salaé o con disolventes adecuados.

Estas técniqas,'sin embargo, no garantizan ni un
gradc satisfactorio de pureze ni una cantidad de trabejo rad
zonablemente pegquefis.

| Por lo tanto, el principal objeto de esta invencidn
es proporcionar un procsdimiento de separécién de dichos
enzimes, que garantice ‘tento la pureza del enzime anticomgu-
lante "in vivo" como le rapidez de las técnicas de OpeYam
cién. i ‘ |
El procedimiento, de scuerdc con esta invencidn, cop
siders el uso de una columna cromstogrdfica rellens con un
meteriel de soporte no soluble en.los disolventes acuosos,
destinado o la sbsorcidn gelectiva del'enziga anticoagulan-
te “in vivo", al que estd firmemente combinado un subsirato

¢ iphibidor de dicho enzime. Cuando el veneno de la serpienw

co, 8¢ hace pasar & través de la columna, bajo condiciones
adecusdas de pH y de fuerza idnica, solsmente se efectus la
sbsorcibén del enzima anticoagulents "in vivo" mientrag que
los otros componentes del veneno no son absorbidos. Poste—
riormenté, por elucidn del sistema soporte-enzima con Solu~
ciones a un pH difarente.del iniciel o con solucicnes que
contienen un substrato o inhibidor del enzima libre, se se-
para el enzime deseado de la columna con un alto grado Ge
pureza.

-Por lo tanto, un objeto especifice de esta inven-

cién es un procedimiento para le extraceidn y aislamiento

de 1los venenos de las serpientes del componente enzimdtico
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1 £ico, se hace pasar a travds de una columna rellena con un

{ la cantidad total del enzima cosgulante “in v;vo" absorbido

anticoagulente *in vivo® de los otros comporentes que po=
geen accidn coagulente “in vitro" y de los componenies pro-

teicos, caracterigado porque el veneno de la serplente, di-

suelto en un medio adecuado pars el tratemiento cromatogré-

soporte sélido para la absorcidn selectiva de dicho enzime
anticoagulante "in vivo", no siendo dicho soporte scluble
en le¢s disolventes acucsos, combinado & un substrato o inhi-
bidor de dicho enzima, después pasar a través de dicho re-
1leno un primer medio de elucién a pH;6-; ¥ con une molarie-
dad ipferior o igual aUO,pEM, recoger el eluato en porcioney
suceéivas hesta gue se consigue la-elucfén de mds del 95 %
de los componentes proteicos del veneno y de una fracecidn
de la sctividad coagulante "in'vitro", hacer pasar un se-
gundo medio de elucidn z un pH incluso éuperior a gy con
una ﬁolaridad sﬁperior o lgral = O,3M ¥y reéoger.el eluato

en porciones sucesivas haste que se obtiene précticamente

por la -columna, junto con menos-del.5 % -de los cémponentes
proteicos. | '

Para la preparacidén de un producito adecuado pars
uso farmégolégico, este segundo eluato se diluye después
con agua hasta un contenido de unidades tfombinicas (NIH)
igual & 25 unidades por ﬁililitro, se esterilize por filtre-
cidn a través de filtros porosos; afindiendo un soporte de
liofilizacidn al filtrado ¥ el material assi obtenido me sube
divide en dosis de 1 o 2 ml (25-50 unidades NIH) distribui-
des en ampollas y se liofilize. ' o

De acuerdo con ls invencién,.en el caso dél venenc

Ancistrodon rhcdostoma, el sminodoido arginina es combinado
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pero-no limitetivos del procedimiento de-acuerdo -con -esta

I coldgico con aceidn anticosgulante (Ejemplo 2).

mediente un enlace covalente al relleno de soporte sélido ad

la columns, como inhibidor del enzima anticosgulante "in

. ‘ o . o
vivo'. En 1o que se refiere al material de soporte, se pre-
pera de acuerdo con uno de los métodos generales ¥ya conoci-

dos pare combiner sustanclas gue contlenen grupos emino con

matrices insolubles de diferentes tipos. Han resultado espe-

cislmente adeouadas los sustancias poliméricas carscteristi-
cepente insqldbleS'en los disolventes.acuosos; gue contienen
grupos ﬁidrdiilo, como ¢l gel &e deztraﬁo ¢ la celulesa que
han sido tratados con bromuro de ciandgenc.

'  Como se ha .dicho gnteriormente,-después se afiade ung
soluéién de arginins a estés sustancias activadas con bromu
ro de cisndgeno, con formacidn de un compuesto entre la ma-
triz sélida (resine) y el resto de arginina.

Eépecialmente adecuado como soporte ha resnltado ser
el gel de dextrano preparado por la firma Phnarmacia bajo
el nombre comercial de "Sepharose"*.

A continuacidn se dan algunos ejemplos ilustratives

invéncién, relativos el veneno de Anclstrodon rhodostoma
(Ejemplo 1) y al sislamiento de este enzimé-anticoagulante

"in vivo" y tembiép a la preparacién de un producto farme-

EJEMPLO 1

Purificscidn de le actividad cosgulante del veneno del Ancis

1]

tro de 0, 7 cm, conteniendc 10 =l de gel compactado consti-

trodon rhodostona

Se prepere una columna crematogrdafice cokn un diame-

tufdo por "Sepharose" combinado con arginina. Ia columna ge

eguilibra con un reguledor de fosfato de trilhidroximetil-
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"ver pasado los pfimeros”BC‘ml del eluato, la solucidén elu—

sminomstanc) 0,0§M a pE ;, denoﬁinedo:aqui tri-fosfato por
razones de brevedad. | .

S; disuelven 50 mg del veneno liofilizado de Ancis-
trodon rhodostoma en 1 ml del mismo reguledor empleado pars
equilibrar la columna. Ia solucién de veneno se introduce en
la columna que posteriormenté se eluye con el reguladér ée
tri-fosfato 0,05 a pH %. El eluato se recoge en fracciones
Ge unos 2 ml. Los primeros 30 ml de eluato contienen mds
del 90 % de las proteinas totales presentes en el veneno in-
troducido en la columna y alrededor de 180 unidades de actis
vidad coegulante "in vitro". (Uns unidad arbitreria de acti~
vidaa coagulante se define;<para los fines de los siguiehtes
experimentos, como la cantidad de enzima que produce la for-
nacidn inicial visible de fibras de fibrina, con agitacién,
en 15 segundos & la temperstura axbiente en_ﬁna'solucidn al
0,5 % de fibrindgeno humano;.estafunidad es diferente de la
uwnidad NIH ya mencionadsa anteriormente y.dérinida como uni-

dad trombinica de scuerdo con la norms NIH). Después de ha-

yente se csmbia a reguladorhtri~H01 O,ZMZa pH 9,3, Despuég
se recoge el eluato del nuevo regplador giempre en ﬁorcioneq
de 2 ml. Los primeros 20 ml de este nuevo eluato contienen
nenos del 10 % de las prpteinas preséhtea ¢€n los 50 ng de
veneno introducidos en 1é'columna Y alredsdor de 420 unida-
des coagulantes. ‘ -
Debe obgervarse que: T -

, a) el segundo eluato contieﬁe, por lo tanto, la ma-

yor parie de la actividad cqagnlante ¥ solqluna pequelia fxaa

cién ds las proteinas del veneno de Ancistrodon rhodestoma.

b) La actividad cosgulante presente en el primer
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eluutd es diferente de la presente en el segundo eluato ¥y
no convertible en esta @ltima, cbmo resulta evidente me~
diante ei siguiente ensayo.

Ias fracciones més activas con respecto 2 la activi&ad
coagulante del primer eluato en regulador de tri-fosfato
0,05 a pH 7 se introducen de nuevo en la columna ya deg-
crite en~éste ejemplos equilibrada de nuevo con soluéién
reguladora 0,05M o pH %,O. Se realiza la elucidn con la mig
malsolucién-réguladora} la actividad coagulante total introd
ducida en la columhe es ahora éluida en los primeros 20 mlé
el eluato subsiguiente con regulador trz—HCl 0s2M & pH 9,3
esta vez no presente nlnguna actividad coagulante signifi-~

cativae

Se-han obteni*o resultados similarés 8 los mencio-
nados en un numaro muy grande de ensayos recligados con los
jnismos nétodos utilizados psra el ensayo anteriormente des-
crito en los que, sin embargo, s¢ ha modificado la composi-
cidn de las soluciones reguladoras utilizadas para la prime-
re y “la segunda elucidn. Pare la primera eluclon,'donde 1=

Jmayor parte de.la actividao congulante “in vitro" es reteni-
da en la columna, se ban utilizado reguladores de tri-fosfa-

to COnvmolaridades inferiores o ignales a 0,0Sﬁ ¥ unos velo-
res. del pH comprendidos entre 6y &. Para la segunda elucidn,
que retira de le columna ia maybr parte de la actividad cca-
nglaﬁte "in vitro", se haﬁ utilizado reguladores con molaris
dades superiores o iguales g 0,3M y valores del pH compren—
didos entre 6 y 7 o superiores a 9. A continuacidén damos an
ejemplo especifico de los diferentes me'todo.sde sbsorcidn y.

elucidn con respecto al ensayo anteriormente descrito.
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| BJEMPIO 2

Purificacidn de una actividad coasgulante "in vitro" del vew

con propiedades anticoagulentes “in vivo" y adecusdo pars

neno de Ancistrodon rhodostoma y formecidn de wn preparado

usoe terapéuticeo

Se prepara como en .el- ejemplo anterior una columns
cromatograxlca con un didmetro de 0,; omy conteniendo 10 ml
de gel'compactado constituido por "Sephaross" que ha reao-
cionado convarginina. la columna sé equilibra con un regu-
lador de tri=fosfato 0, 01X a pH 6;0.'Se disuelven 500 mg
de veneno 1idfilizado de Ancistrodon rhodostoma en 5 ml del
wigmo regulador (tri-fosféto 0, 01M . pH 6)'y la solucién se
hace passr a través de la columna. ’ 4 |

Después la columna se lava hacienéo pasar a s trg
vés 30 ml de regulador 8e tri-fosfafc 0,01 a pH 6;0. E1
eluato se recoge en ffaCciones dg 2 ml, Despué3~ia solucién
eluyente ge cambiag pbr otra constituida por solucidn de
tri-fosfato b,BM a pH 6,0. Se pasen por la columns %5 ml de
egta dlting solucidn J“el'eluato.ée recoge en fracciones
de 2 ml. o ’

® primer eluato (trl—fosiato 0,01M & pH 6) contle
ne més del 95 % de las proteinas inicialmente presen+ss en
500 mg de veneno y alrededor de 2200 unidades de actividad
cosgulanta. El segundo oluato (tri-fisfato 0,34 a pH 6,0)
contiene menos de 5 % de las proteinas inicieslmente presen=
tes en el veneno y 6000 unidsdes (unidades arbitrarias) de
actividad coagulante "in vitro". El méterigl proteico aili
presente, concentrado- por ultrefiltracidn, results ser esen

clalmente homogeneo cuando se analize con 1la ultracentrifu-

ga o por electrofor981s Sobre gel,
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- 10~

BEste segundo eluato se.diluyé con agus hasta que
contiene 25 unidades NIH (unidades trombinicas NIH) por
mililitré. Después sé esteriliza por filtracidén a través de
filtros de porosidad apropieda, se afiade un material adecus
do que actda como soporte de la'liofilizgcién y se liofili~
z&a. Es convenients licfilizaq el material después de distri-
buirio en ampollas en cantidades de 1 o 2 ml corréspondien
tes a 25 o 50 unidades NIH. o

“Ei material asf liofilizado, uns vez redisuelto
por adicidn de agua, resulta presentarruna~actividad coagu~-
lante "in vitro" nb_modificada'incluso después de varios me-
ses de.pfeservacién a la temperatura ambiente. Inyectado
intrévenosamenté a un conejo en dosis de 1 unidad NIH por
kg de peso corporal, induce una disminuciéﬁ intensa~o ia
desaparicidn del fibrindgeno de la sengre en algunas horas,
en susencia de fenémenos colateraies ¥y fenémenpa secunda-
rios significativos. | |

Esto se pone en evidencia mediante los siguientes

-Se estabulan 8 éonejos, se pesan y se dividen en
cuatro grupos de dos animales cada uno. A cada animel se
inyeﬁtan intravenosamente unas dosis de ‘material purifieado
iguéles 8 1 unidad NIH por kg de peso corporal , de acuerdo
con la actividad pfeviaménte determinada "in vitro". ia S8
gre'saéada al cabo.de 2 horas después de la inyeccidn resul-
ta no ser coagulable. Se realizaron otras tomas de sangre
&l cabo de 24 hores, 48 horas, 72_horas y 96 horas, de

acuerdo con el siguiente programa:
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, Mempsom Conejo nf ‘lgigmags

_Conejb n?
1 24n72h 5 -2k T2h
2 ' 48 1 96 h 6 48 h 96 L~
3 240721 7 ' 20h 721
4 48 h 9 b 8 48n 96h

En. las muestras de ssngre sacada se debermina la £i

brinogensemia por un método gravimétrico. Los datos obiteni-

dos se dan a continuacidn, expresados como mg de fibrindge-

no por ml dé plasma.

Conejo n? Diempo | ng fibrindgeno/ml plasma
1 24k ausente o
3 24 h  ausente o
5 24 h principib dé formacién de fibrind-
: geno: no mensurable
| ; .24 h gziggigéomggsﬁggﬁigidn de fibrinb-
2 48 n 6,2 .
4 48 b - -
6 48 b 4?1
8 -48 h 443
Conejo_n? gggégg mg/fibrindgeno/ml plasms
1 72 1 8,1 |
3 12 -
5 72 1 747
7 72 1 -
2 96 h 10,5
4 96 n "15,6
6 9 n 8,8
8 96 h -

En 6tros conejos no tratados se tomaron muestres de

sengre en las que se determind la fibrinogenemia con los
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“vivo", partiendo de un enzima extraldo del veneno de Anc*e-

_cho enzima con agua hasta un contenldo de 25 unidades NIH

unidades NIH).

| que ha Qe recaer la Patente de Invencibn que se solicita:
J§ ON PROC”DINIENTO PARA IA ERODUCCION DE UN PREPARADO FARMACO-
-IDGICO QUE TIENE ACCION ANTIGOAGUI&NTE "IN VIVO'.

‘ presente memoria descrlptlva que constbta de doce pagwnas ne-

;canog:aflgaas y dibujos adauntos.

siguientes resultadces.

Cénejo ng o mg/fibrindgenc/nl plasma
V1 ~ .10

2 .

3 | | 84

En resumen, la Patente de;Invenéién que se scli-
cita deberd recaer sobre las siguientes: '

. REIVINDICACIORES

1. Un mocediniento para la produccién de un pre] .

parado farmacolcglco que tiene accidn antlcoagu]ante "iu

trodon rhbdo toma, caracterlzado por el hecho de diluir al-

e = = e

por mililitro, esterilizar dicho 1iguido por flltr8016n a
SreTiLiza; ,

s

través de filtrds ﬁorosos, agregar un soporte de liofiliza-

cion v liofilizar dlcho material despues de distribuirlo en

ampollas en cantidades dc 1 0 2 ml. por ampolla (25 o 50

2. Se reivindica por filtimo como objeto sobre el

Podo conforme queda descrito 7 reivzndlcado en la
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