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T3 invencidn se refiere a un procedimiento de
obtencidn y de purificacidn de sustancias bioldgicaumen-
te activas, y concierne més particularmente, porgue es
en este caso en que su aplicscidn parece presentar el
méximo interés, pero no gxclusivamente, a un procadimien=
to de obtencidn y de purificacidn de uroquinasas conte-
nides en medios bioldgicos, especialmente en orina de
origen animal o,‘més particularmente aln, humana.,

Concierne iguslmente s un procedimisnts de Jdes-
pirogenacién (es decir, de eliminscidn de las sustancias
pirégenas) de estas sustancias biocldégicamente activas,
mds particularuente, de la uroquinasa.

Se refiere, finalmente, a un procedimiento de
estabilizacidén de sustancias bioldgicas, especialmente
de la uroguinasa, a los productos, mds particularaente a
los complejos de la uroquinasa gue pueden obbtsnerse, espe-~
cialmente por la aplicscidn de easte procedimiento, asi
como a las composiciénes y nedicamentos en los cuales ene
tran los complejos del género en cuestidn.

3e sabe que la uroquinasa es una enzima presente
en la orina y que cataliza la transformacién del plasmind-
geno en plssmina, peptidasa cuyo papel fisioldgico ez el de
disolver las formaciones fibrinosas intravasculsres., Un ds-
fecto en los mecanismos de activacidn del plasmindgeno, en

caso de cinética acelerads del sistema de coagulacidn o de

o
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alterascidn de las paredes vasculares, coﬁduce al. mante-
ninientc lie fibrina intravascular qué en definitiva deter-
mina los diversos sindroues trombo-embdlicos (trombosis,
embolias, coagulacidn intravsscular diseminads, e%c.). La
administracidn de ﬁroquinasa en estos casos patoligicos
provoca una aceleracidén de la formacidn de plasmina, es-
pecialmente sl nivel de las formaciones fibrinosas, co-

mo lo indica la bibliografia.

La uroquinasa constituye, pues, el tratamiento
selecto de los sindromes troubo-embdlicos, ¥y su osigen
humano descarta los peligros de choques anafilicticos.

Ya se hs propuesto un cierto nlmero de procedi-
mientos de obtencién de preparaciones purificadss de uro-
quinasa, procedimientos que implican sin eambargo, en gene-
ral, mnermas elevadas de rendimiento en uroguinasa . Cler-—
tas mermas de rendimiento pueden ser, por consiguiente,
tanto mas lamentables cuanto que los costos de produceidn
de una uroquinasa purificada son considersbles y que, en
el caso de la uroquinasa extraids de ls orina humana, el
acopio de ésta en grandes csntidsdes es dificil.

Adéméé, los procedimientos de purificacibdn cono-
cidos no permiten, en general, la obtencidn de preparscio-
nes de uroquinass cuyo contepido.en sustancias pirégenss
ses suficientemente reducido para que su utilizaeidn en

terapéutica sea fdcil. in efecto, este contenido en sus-
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tancias pirdgenas ha de representar por naturaleza un in-

conveniente que puede llegsar a ser mayor si se tiene en

cuenta la extrems sensibilidad que se observa frecuente-

mente en los enfermos que dependen de un tratamiento a

base de uroquinasa, tratamiento que implica la administra~-

¢cidén por via intravenosa de dosis de uroquinasa qué pue-

den ser elevadas, que pueden llegar, por ejemplo, 3

150.000 unidades ¢TA¥ 0 mds en una sola inyeccidn.
Pinalmente, otro inconveniente reside en la di-

ficultad de obtener preparaciones de uroquinasa de gran es-

tebilidad, lo que complica los problemas de almacenamiento

lo mismo que los relativos a2 la administracién de estas

preparaciones a los pacientes.

Se observari en particular que esta aduinistra-
cidn, que se hace en general por perfusidén venosa conti-
nus de preparaciones de uroquinasa diluidas especialmente
en suero glucosado, se torna delicads por el hecho do la
inestsbilidad de la enzima, lo que obliga a renovar uuy
frecuentemente la disolucidn o a proceder a inyecciones
discontinuas de una disolucidn concentrada en uroquinasa en
1s boca de empalme del tubo de una perfusidn de suero gluco-
sado, cuando esta perfusién estd introducida en su sitio.
¥ Unidades normalizadas de aotividad en urodjuinasa adopta-

das por el "Coumittee on Throwbolytic agents, Hational

Haapt Institube" (LE.UU.)

T




La invencidn tiene por objeto el remediar todos
estos inconvenientes. De manera mds particular, una fina-
.1idad de la invencidn es proporcionar un procediﬁiento de
preparacién y/o de purificacién que permita la produccion

5 de preparaciones concentradas de uroquinasa qde conbienen.
pricticamente la totalidsd de la actividad en urogainasa
del medio inicial al cual se aplica el procedimiento del
género en cuestidn.

Otra finalidad de la.invencién es proporcionar

10 un procedimiento que permita separar de las sustancias bio-
légicamente activas, especialmente de la uroquinasz, las
gsustancias pirdégenas que lss scompailan, al menos en un gra-
do suficiente para que lss sustancias piolégicamente acti-
vas consideradas sean précticamente apirdgenas en dosis ele-

l§ vadas.

Otra finalidsd mis de la invencidn es proporcio-
nar una breparacién estsbilizada en acvividad de uroquinssa,
que sea fécilmente almacenable y cuya administracidn a los
pacientes pueda realizédrse por perfusién simple de una diso-

.. 20 lucién de esta preparacidn, y esto durante muchas horas..

En una de sus variantes, el procedimicnto segin
la invencién para obtener uﬁa preparacidn enriquecids en uro-
quinasa a partir de una disolucién concentrada de uroguinssa
bruta obtenids de maners conbtinus de por.si, sapeclalumento

25 a partir de una orina humens, comprende una u otra de las

17-6-75 -5
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etapas siguientes, siguiendo la segunda, con preferencia,
inmediatamente a la primera:

la primera etapa que comprende una cromatografia,
de exclusién por puesta en contacto de la susodicha disolu-
cidn concentrada de uroquinasa bruta con una resins de die-
tilsminoetileelulosa, conocida por ia designacién e DEAL-
celulosa, estando caracterizada esta primera etapa por el he-
cho de que se regula previamente la conductividad de la su-
sodicha disolucidén a un valor comprendido entre unos 15.000
y unos 25,000 micromhos por centimetro, y su pH a un valor
comprendido entre 4 sproxinadamente ¥ 6 aproximadamante,
con preferencia igual s 4,5, y por el hecho de que se reco-
ge ¢l efluente, y, con preferencia, de que se lavas la resi-
na con una disoiucién de sulfato sménico de pll 4,5 y cuya
conductividad es del orden de 15.000.micrombos por centime~
tr0; : 1

la segunda etapa, la cual se realiza preferente-
mente sobre una disolucidn inicial resultante de la reuniég
del efluente y de lss aguas de lavado obtenidos g la salida
de dicha primera etapa, que comprende una segunda cromatogra-
fia de_exclusién por puests en contacto de esta disolucidn
con una rosina de dietilaminoctilcelulossa, estando caracte-
rizada ests segunda ctaps por el heeho de que, previamente
a osta puesta en contacto, por una parte la conductividad

d6 esta disolucidn se regula a un valor por lo menos igual
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a 15,000 micromhos por centimetro, preferentemente compren-
dids entre 15.0C0 y 18.0CC micromhos por centimetro, y su
pH, 8 un valor comprendido entre 6 y 7, preferentemente cou~
prendido entre 6,5 y 6,8, y, por otrs parte, el pesc de re-
sina utilizads en esta segpunda cromatogurafia de exclusidn
se ajusta, con respecto a la actividad en uroquinassa de 1la
disolucidén, a un valor suficienteuente elevado para que
se pueda observar una retencidn de proteinas sobre la resi-
na en las condiciones de conductividad y de pH arriva in-
dicadas, sin que este valor rebase, no obstante, aquél pa-
ra el cual se cbservaria también uns. retencidn no despre-
¢iable de uroquinasa sobre ls resinaj; y, finslmente, por
el hecho de que la conductividad de la disolucidn ea con-
tacto con la resina se lleva, durante dicha segunda croma-
tografis de exclusidén, por ztapas sucesivas, por adicidn
de apgus destilada apirdsena, hasts un vslor finsl del or-
den de 9.000 micromibos por centimetro,

De msnera ventajosa;.cada adicibén de azua es tal
que produce el descenso de la conductividad del medio en
un valor del orden de 1.00C microithos por centimetro, estan~
do separasda cada adicién por uns operacibdn de agitacién du-
rente un tiempo comprendido entre 5 y 15 minutos, sreferen-
temente del orden de 10 .inutos,.

Todas las operaciones que preceden se realizan,

preferentemente, a una temperatura del orden de 42C.
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3e observard que la invencién ha propuesto asi
condiciones en las cuales se ayuda s una adsoreidn prefe-
rencial de las impurezas proteinicas contenidas en la diso-
Yucidn concentrada en uroquinasa, sin que esta Gltina sea
retenida por la resina. Zl psrdmetro principal que intervie-
ne en el establecimiento de estas condiciones de adsorcio-
nes diferenciales estd constituido por la conductividad de
las disoluciones tratadas,

La observancia de los mirgenes de conductividad,
en las condiciones de pH indicadas anterioraente, es esencial
para una buens marcha del procedimiento sejin la invencidn y
para la oobtencidén de rendinientos elevados en uroquinasa. Je
observard en particular que, en el caso de la primera crona-
tografia de exclusidn, la resins no puede fijar ni ﬁroquinar
sa, ni impurezas protveinicas si ls conductividad inicisl de
la disolucidn concentrada en uroguinasa es superior a 25.000
micromhos por centfaetro. For el contrario, adsorbe s la vez
la uroquinasa y las impurezas proteinicss si la conductivi~
dad de la disolucidn concentrads en urcquinasa estd regulada
a un valor inferior a 10.000 nicromhos por centimetro.

Sucede.lo propio a nivel de 1la seguddé cromato-
grafia de exclusibn, Para las conductividades iniciales de
15.000 a 18,000 micromhos por centimetro de la disolucién
tratade se observs uns sdsorcidn nuy selectiva de las pro-

teinss. Cada una de las diluciones sucesivas da por raesul-
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tado una adsorcién suplementaria de proteinas sobre la rc-
sina. Lz saturacién progresiva de ésta ocasions una dismi-
nucidn de su afinidad para la uroquinasa, de manera que las
diluciones sucesivas susodichas pueden elevarsc hasta el valor
de 9,000 micromhos por centimetro, sin que resulte de ello
un riesgo de adsorber igualmente la uroguinasa.

Asimismo es importante, sobre todo en la segunds
cromatosrafia de exclusién, mantener entre ciertos limites
los valores de la razdn entre la cantidad de resins emplea-
da y la actividad en uroquinass de la disolueidn tratada.

Esta razdn puede variar entre limites hastante
amplios en la primera crouato;raiia de exclusidn. Se ha ob-
_servado particularmente'que se obtenian resultadlos s2acjan-
tes para todos los valores de esta razbn comprendidos entre
15 g y 40 g, aproximadsmente, de resins seca por 14 millones
de unidades CTA ea uroquinasa.

Ia seleccidn de esta razén es mds critics en el
caso de la segunds cromato rafio de axclusidn. Debard non-
tenersse, especialmente para valores de la conductividad
situedos en torno a 22.000 micromhos por centinetro, cntre
unos 30 y unos 60 g de resina sgeca por 10 millones de uni-
dédes de CTA en uroquinasa de la disolucidn a trator, obte-
niéndose los mejores resultados pars valores comprendidos

entre 40 y 53 g de resina seca-por 1O pillones de unidades

¢TA en urogquinzsa.
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3e puede, en clertos casos, someter directamente
la disolucidn concentrada en uroquinass a la segunda cre.ato-
grafia de exclusidn amencionads anteriormente, sobre todo en
el caso en que se recurriese, en las etapas de purifica-
¢idn final, a etapas especiales, ulteriores, de sepsracidén
de las sustancias pirbgenas que, en las orinas humanus,

acoilpailan sieapre a la uroquiaasa, in la prictica es, sin

embarzo, lo mds frecuentemente preferible el hacerla prece-

q

der por la primera croustografia de exclusidn mencionada
anteriormente., Zsta permite, en efecto, ademds de una pri-
mera clininacidn de una pequeiia cantidad de impurszas pro-
teinicas, la obtencién de una disolucién peffectamente cla-
rs y una priaera despirogenacidn de la uroaquinasa,

Z1 procediuiento seg0n la invencidn peruite un
enriquecimiento importante de la ﬁroquinasa respecto de las
proteinas que la acoapalisban inicialmeate, siendo eliminadas
de 50 a 507 de las proteinas, con un rendiziento total en

actividad de uroguinasa. Je obssrvs especialiientve gue la

. disolucidén obtenida sl término de la pricera cromatografis

de exclugidén contiene el mismo nlnero de unidades de uroqui-
nasa qua la disolucidn inicial. 31 nluero de unidades de
uroquinasa recogidas al tdérmino de le seginds cromato rrafia
do exclusidn es incluso ligeramente suverior sl de la liso-
lucidn sometids a esta segunds crounato_,rafia de exclusidn,

lo que puede interpretarse eventualmeate, por la adsorcién

-10-
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sobre la resina de un inhibidor de la uroquinasa. Lste ren-
dimiento total en actividad de uroquinasa constituye, por

consiguiente, una ventaja decisiva del procedimiento segin

-1a invencidn sobre todo si se¢ tienen en cuenta, por una

parte, las dificultades que se encuentran para reunir ori-
nas humanas en graendes cantidades y, por otra par%a, los
costos considerables de produccidén de una uroquinasa purifi-
cada.

36 puede purificar atn mds la disolucién asi
enriquecida en uroquinasa recurriendo a trstamientos suple-
mentarios en principio conocidos, especialmente por adsor-
cibn de la disolucidn sobre caolin, después por crouatogsra-
t{a de adsorcidn sobre resina del tipo dmberlite o incluso
por cromaotografia de adsorcidn sobre carboximetilcelulosa.

Bl procedimiento segin la invencidn, completado
por ung de las técnicas que acaban de ser recordadss y apli-
cado a una disolucidn de uroguinass bruta extraida de la
oring humana, permite Iinslmente 1a ‘eliminacidn de 80-2037 de
las proteinas que acompaiian inicislmente a3 la uroquinasa,
gin pérdidas notables en sctividad de uroquinasa.

La disolucidn concentrada de uroguinasa bruts
empleada inicialmente puede obtenerse de todag las forass
de pof s{ conocidas, por ejemplo, en el caso de la extrac-
cién de 1s uroquinasa a partir de disoluciones muy diluidag,

talos como los orines, especialmente humanos, por puests en

wll~




contacto de éstos con un agente de adsorcidn de lés pro-
teinas y por elucidén del producto sbsorbido. 3e han des-
cpito en la bibliografias diversos procedimientos que per=-
miten producir disoluciones inicisles concentradas en uro-
5 quinasa bruta, empledndose en estos procedimientos agentes
de adsorcidn tan diversos como, por ejemplo, gel de silice,
- silicatos cambiadores de cationes, szles tales como el
sulfato de bario, resinas tales como la oxicelulosé,,etc.
De maners ventajosa, se recurrird s un puests
10 en contacto de estas disoluciones con un coadyuvante dé
filtracidn tal como 2l couercializado con la uarca .
"Hyflosupercel”, siendo seguida esta operacidén de uua
reextraceidn de la uroquinasa y de las proteinas adsorbi-
dss por el coadyuvante de filtracidn, de un asumento de la
15 uroquinasa contenida en la disolucidn de extraccidn median-
B te sulfato ambnico, de una disolucidn del precipitado obte-
nido en una disolucidn glucosada y de didlisis de ésta para
obtener finalmente un liquido dializado que se somete a una
de las etapas de crouwatogzrafia de exclusidn, con preferen-
.20 cia a la primera, del procedimiento sewl@a la invencibn.

E1l procedimiento segln la invencidn permite,
pues, la obtencidn de preparsciones concentradas de uroqui-
nasa que presentan ya un gran grado de pureza y un conteni-~
do reducido en sustancias pirégeﬁas, prestindose ya estas

25 preparaciones muy eficazmente a tratamientos en clinica

17-6-75 | -12-
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huisns. Iste coatenido en sustancias pirdienas no es, sin
eimbar;;0, todavia desprecisble. in erfecvo, las przparaciones

purificadas de uroguinasa obtéenidss por el procediaiento seo-

$0n la invencida producen adn uns cierts hiperteruia cen e

1
conejo cusndo las dosis adainistradas sobrepasan un unbrsl
moderadamente elevado. Inyectudas a conejos ea las coadicio-

nes confories g los .3t010s yenerales de andlisis de la

rharaacopés Frangaise, &: dicidn, pdsina 1515, a rozén

O

de %.00C unidades C71/k<g. estas preparsciones purificadas
de lz uroquiazsa producen un3 clevacidn de temperaturs que
varia de 0,5 a (;,920 d2 un conejo a otro.

A fin de obtencr srepsracionas de uroJguinssa
que tengan contenidos »W.a uis reducidos en sustunciss pird-
wenas se recurre al vrocadiuwiento, sezla 13 invencidn, de
purificacidn, .ds particular:uente de desniroienacidn, de
sustancias proteicas do actividad viold.-ica, esvecialuente
de uroquinass, las cuales uun soportado prefercabeasnte uaa
priwera purificscidu, estenio cseracterizado s3ve procedi-
miento por el necho de gue se¢ produce una saturscidn par-
cial de esta disolucidn con ua agente de precipitacidn de
lags proteinas hasta ua grado, funcién de la cosncentracidn
inicial de la disolucida en proteinas, tal que ests satura-
cién'parcial sblo induce la vrecipitscida de uns parte
de las proteinas coatenidas en la disolucida inicisl, sien-

do esta parte lo suficientenente reducida para que su con—
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tenido en la sustancia proteica de sctividad bioldgica sea
mantenido en proporciones pequefias predeterminadas, si no
précticamente despreciables, y de que sé recoge la capa que
sobrenada. '

' - En un modo de realizacidn preferida del proce-
dimiento conforme a la invencidn, eplicado a la uroguina-
sa, el agente de precipitacién estd constituido por sulfa;
to smdnico, siendo verificada la susodicha ﬁrecipinacién
parcial sobre, uns disolucidén de uroquinasa que contiene
de 1,5 a 3 mg. de proteinas por ml, a pH comprendido entre
%2 y 4,5 preferentemente del orden de 3,8,abiendo sido
regulada previasmente la conductividad de esta disoluzcidn
a8 un valor comprendido entre 15.00C y 25.000 micromaos por
centimetro, no siendc ascendido el isrado de saturscidn de
ls disolucidn en sulfato aménico; comprendido entre 0,25 y
0,35, por encima de éste que produce una precipitacidn de
proteinas que arrastra a4s del 57 de la sctividad en uro-
quinssa contenida en la disolucién iniecisl (entendiéndose
que el grado de ssturacidén de la disolucidn es igual a 1,
cusndo 1a disolucidén estd saturads completasmente, es decir,
por disolucidén de 700 g de sulfato amdnico en 1.0G0 wl de
agua destilada alk490). TLa uroquinasa prdcticamente excante
de sustancias pirégenas contenida en la capa que sobrena-
ds puede ser aislada entonces, especislmesnte por saladura

de 1o disolucidn con sulfato amdnico cristalizado.

1l
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Se apreciard gue, habida cuenta de los mdrgenes

de concentraciones en proteinss preferidos, indicados ante-
riormsnte, se tendrd interds en proceder a ﬁna purificacién
previa, tan avanzada como sea posible, de las uroquinssas a
tratar, para eliminar el maximo posible de protefnas, para
que no sea necesario actusr sobre vollimenes.demasisdo gran-—
des de disoluciéﬁ. En otras palabras, el procedimieanto se-
gin ls invencidn constituye, en una. de sus aplicacloues pre~
feridas, una etapa de purificacidn final destinads a perfec-

eionar los efectos de un procedimiento de purificacidn pre-

PR

via.
. De wanera ventajoss, se recurriré al pTUCCdimicL~‘
to de purificacién segln la invencidn descrito nds arriba, qui
comprende las dos etapas de cromatografia de exclusidn indi~-
cadas anteriormente, completsdas por uns tercera etapa que
comprende:

bien uns croustosrafis de adsorcibn sctra carbonri-

netilcelulosa de la uroquinasa contenids en la disolucidn /
resultante de la reunidn de efluente y d¢ las aguss de lava-
do de ls resina de la segunds cromatografia de exclusidn,
a pH del orden de 5, y la elucidn de la uroguinasa adsorbi- i
da sobre la carboximetilceluloss con un tampén de fosfato
a pl 6,8-6,9,

‘bien una adsorcién de la diselucién resultante ]

de la reunidn del efluente y de las ayuas de lavado, de

~15= - . :
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la sesunda cromato_rafis de exclusibén sobre c3o0lin a pil
6,2, 1s elucidn de lz uroquinass retenids sobre el czolin
por una disolucién de cloruro amdnico en smenlaco del 47,
una precipitacidn con sulfato sanbnico, volver a dicolver
el precipitado en agus y una dijlisis de 1s suspensiom con-
tra uns disolucidn de Tosfato 0,C5 .. tauzpounsda a pil 6,2,
uns filtrscidn del liéuido Ainlizado sobre una columna de
resinag del tipo imbderlite IR0 50, 7y una elucidn de 13 resi-
na psra recuperar la uroquinssa.

Se ha couprobado, cono y2 se indicd oanteriormen-
te, que el srado de saturscidn ds la dizolucidn ea sulia-
to sménico que prolucz la for.:acidén de un precipitado de
proteinas (entre ¢llas las substsieiss pirdjenas) qus re-
tiene un porcanisje ainimo dalo de uroquinssa, varias en fun-

cibn, especislmante inversa, del conbtenido inicial en pro-

Los valores qua convicne lar 2 eshe grado de sa-

turacidn, habids cuonto del conbunido inicisl de ls disolu-

T » . .
cibén en proteinss, sz deducen particulsraente de ls grifi-

cs de 13 Tisurs Qnics del dibujo sijunto. Istos valorss Lwun

~ gido debterminados exparimentsluente, especislnente sobre di-

soluciones purificodas scsin el procediniento preferido de
purificacidn inlicnlo sosteriomidute, en varticular sobre
aquillas obtenidss en los ejenplos deseritos uds slelante.,

=1 eje A de la fi.ura daics esd srilusdo en concentracio-

—l5-

———




10

15

17=5-75

S

nes de probteinas {en mg/ml) de las disoluciones a tratar,
el eje ¢, en grados de saturacién (23) de la disoluciébn en
sulfsto amdnico, y el gje B, en ; de uroquinasa arrastrads
en el precipitado de proteinas formado en las condiciones
de la invencién. Las disposiciones relativas de estas ejes
y las escalas de sﬁs sradusciones han sido seleccionsadas
de tal masnera que el porcentaje de uroquinass arrssirade
viene dsdo, en cads caso, por ¢l punto de intersecsidn

con el eje B de uns rects que pasa por los »untos repre~
sentativos de la concentrscidn en proteinas, sobre el eje
A, y del grado de saturascidén en sulfato amdinico cobrz el
eje C, respectivamente. asi se obtiene, por ejemplco, un
precipitado de proteinzs que rotisne el 55 de la antivi-
dad en uroquinasa de la disolucién inicial, llevando a C,30
el gredo de saturacidén en sulrato amdénico de la disolucidn,
cuando ¢l contanido inicial en proteinas de ésta es de 2
ni/nl (recta g de trozos interruapidos), o llevindolo a
0,25 cuando 2ste confenido inicial es de smg/ml (rscts 2
de puntos y rayis).

Jonsiderando de monara mis precisa, por e¢jemplo,
el caso d& una Jdisolucidn inicial de uroguinosa que conbio=~
ne 2 mg/nl de vroteinas, se pueden hacer las observaciones
siguientes,

Hasta un valor iel .rado de saturacidn ipuel s

0,20, no hay formacibén de przcipicado. Lz disolucidén obte-
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nids conserva, pues, sus substancias pirégenas. AAls nisma
concentracibn en proteinas y con un grado de saturacion
igual a 0,25, se inicia un 1i.ero precipitado, reteniendo
este precipitado alrededor del 2,5% de 1la uroguinasa con-
tenids en el medio., Fsta saturacién no es suficiente para
retener la totalidad de substancias pirbgenas. Por el con-
trario, con un grado de saturacidén de 0,30, el precipitado
formado que contiene alrededor del 5% de la uroquinasa, re-
tiene igualmente la mayof parte de las substancias pirége—.
nas. La capas que sobrenazda, que contiene todavia el 957 de

1a asctividad total de uroquinasa contenids en 1la disolucidn

inicisl, estd exsnts de substancias pirézenas, segin las nor-

mas fijsdas por la Farmacopea I'rancesa yo mencionads, a dosis

tan elevadas como de 15,000 unidades CTa/ki. A una satura-
cién superior a 0,30, la capa que sobrenada serd igualmen-

te apirdgena a las mismas dosis, pero la cantidad de uro-

F 4

quinasa retenida sobre el precipitado serd més importante,

como lo muestra ls gréfica.

Ta invencidn concicrne finalmente a un procodi-

miento de esbtabilizecidn de ls uroquinasa, procedimiento

qus consiste en hacer reacclonar uns disolucidn de urcquing-
se purificads con uns disolucidn de heparina, preferentemen-
te en medio 5cido, a wn pH comprendido entre 1 y 5, con pre-
ferencia 4,2, y en recoger el precipitado formado, especial-

mente por centrifugacidn.

=18-
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La disolucidén de urocquingsa purificsds inicisl gse
obtiene ventajosamente por el empleo del procedimiento de
enriquecimiento descrito anteriormente, completado, llegando
el caso, por el procediaiento de despirosenacibn ijualmente
descrito anteriormente.

La invencidn se refiere iguslmente al prodﬁcto oD=
tenido por la reaccidén de la disolucidn de uroquinasa con
una disolucidn de heparina,‘producfo que estd comsiituido
por un complejo de uroguinass y heparina, complejo que, en
lo sucesivo, seri denoninsdo "heparinsto de uroquinasa,
quedando convenido que 13 expresidn uroquinasa asbsicu tan-
to 3 la uroquinssa pura como a las uroquinasas denominsdas
purificadas, utilizadag'aCtualmente en terapdutics.

El'heparinato de uroquinasa es un complejo que
se presenta en Tforma de szrepados y cuyo peso molecular es
funcibn del beéo molacular de la neparina utilizads y de
las. impurezas de ori_en protainico que acowpaiion, llegando
el caso, a la uroquinasa. .n este compilejo, la actividad en
heparina es despreciuble en relacidn a la de la uroguinase.
%n efecto, la hepsrina, gracias a sus nuuerosos grupos fun-
cionales Acidos, pucde fijar numerosss moléculas de uroqui-
nasa,

21 hepsrinato de uroquinssa es soluble a pii 7 ¥
precipita cuando se acidifica 1a disolucién hasts pi 4.

3¢ puede recuperar cada uno de los constituyen-

-19~ ) . . |




tes del complejo destruyéndolo en un medio de NaCl/HCl. 3e
obtiene entonces un precipitado constituldo por la urogqui-
nasa, en tanto que la heparina pasé s disolucidn.
Se obtiene el heparinato de uroquinasa en estado
5 ' seco, especialmente por liofilizacidn de estas disoluciones.
Bs estable y puede conservarse tal cual sin dificultades.
Ademds de esto, el heparinato de uroquina$a, con-
serva integramente todass las propiedades, especialmente las
farmacolégicas y terapéuticas, de le uroquinasa, Jy da'lugar
- 10 a disoluciones estabilizadas en los medios de perfﬁéiénr
usuales, tales como las disoluciones de suero glucosado al

ald
0o

Todavia aparecerdn caracteristicas suplemégtariss

de la invencidén en el curso de la descripcidn de los sjem=-

15 plos siguientes. Queda convenido-qﬁe en lo que sigua, todas
les operaciones se efectuan a una temperatura del orden de

4 oC, salvo en los casos en que se estipulard expresamente

un valor de temperatura diferente.

20 Ejemplo 1

a) Preparacidén de ung uroguinassa purificada.

Se recogen sobre fenol mil litros de orina. la
cantidad de fenol empleada a ste efecto es tsl que, el fin
de ls recogida, la concentracidn en fenol sea como minimo

25 del 0,53, For adicién de fcido acdtico, se ajusta a 5,8 el

17-6-75 -20-




pH de la orina recogida.

2 - Adsorcidén de la urogquinasa contenida en la orina sobre

¢l hyflosupercel

Se aiiaden a la mezcla 5 kg de hyflosupercel,
5 y en uns cuba de Grignard de doble cubierta enfricda a
49C, se le somete a uns agitacidn durante 3 horas. ELl pol-
vo de hyflosupercel se recoge por filtracidén sobre un filtro-

prensa y se obtienen 17 kg de una pasts que contiene 12 kg

de agua.
-0 % - Fxtraccidn de la urocuinasa adsorbida sobre el hyflosu-
percel

Se afladen a la pasta obtenida 950 g de cloruro
sddico cristalizado y 17 litros de una disolucidn %Lanpona=
da a pH 7,2, obtenida efiadiendo 10,8 g de fosfato disddico

15 y 80 g de NaCl en 1.000 ml de ayia desmineralizada, La
resistividad de la disolucidn tampdén es de 84.000 microoh-
mios por centimetro a 152C.

Despubs de 30 minutos de sjitacidn, se separs

_ el polvo de hyflosupercel de las mezcla por filtracidn so-

20 bre un embudo del tipo Blichner de 200 mn de didmetro,
guarnecido con una tela de, por ejemplo, fibras sintéticas,
como las comercializadss con la marca Tergal, Se dejo se-
dinentsr el polvo y se términa 1la filtracidn operando bajo
una depresibn de 500 wm de mercurio. intes de que e3té cou=

. 25 pletamente seco, el polvo se lava con 10 litros de diso-

17~5=75 _' ' -21-




10

15

17-5-75

lucidn de lavado, obteniéndose un velumen de 30 litros. La
actividad en uroquinasa de la disolucién asi obtenida es
de &4 millones de unidades CTA.

4 - Precipitacidn de la uroquinasa contenida en la diso-

lucidn tampdn

Se ajusta el pH de la disolucidn a 4,2 por adi-
cibn de Acido clorhidrico S5N. 3e aiiaden 13,3% kg de sulfs-
to amdnico (450 g por litro de disolucidn) y se apita has-
ta disolucidén complets de la sal.

T.s mezcla se deja en reposo durante 12 horas.
El precipitado que se forma se recoge por centrifugacidn.
3e utiliza a este efecto una centrifugadora comercielizada
con ls marca Alfa Taval, del tipo B 1424 F. 3e obtienen
60 g de precipitsdo himedo; se sfiaden al precipiteds-60 nl
de una disolucidn acuosa que contiene 13 g de glucose por
litro do apua. '

Se disliza entonces la mezcls hasta que 1a con-
duetividad de la disolucidn finsl que contiene la uroqﬁi«
nasa sea de 22,000 micromhos por centimetro.

Se activa la didlisis por agitacidén. La diso-
lucidén dializada se clarifica por centrifugacidn, La activi-
dad de la disoluéién obtenida es de 4.000.000 de unidades
CTA de uroquinasa. '

5 = Exclusidn de la uroguinssa sobre Dii¥-celulosa

a) Se afiaden 9,1  de DiAi-celulosa a la digsolueidn clari-
, .

PP
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ficada precedente y se lleva el pii a 4,5. Jespués de 3G ai-
nuéos de agitscidn, se separa lo UJAC—ccluloga por filtra-
ciéﬁ sobre un embudo Slchaer de 15C wii le aidaetro, opuran-—
do dajo un vacio wodersdo pars ovisar la foruacidn do es.u-
Mna.

La viis-celuloga s lava dos vecoes con una diso-
lucién de sulfsto aubnico e 15.000 uicromios por ceatbi.ie-
tro de conductividsd s pH %,5. 31 voluien utilizsdo pare
cada lavado es i_usl sl de 1ls Diis-celulosa 7 revresents
alrededor de 25C nl.

durante la filtracida de lz disolucidn de lu-~
vado, se uantisie el baldn de vacio ea un bano de aielo,

ILa sctivida& el filtrado o3 de 4,000,000 uniiz-
des 0T,

b) Al filtrado obtenilo, ds o 4,5, se ansden 17,3 : de
Dias=-celulosa y se lleva a pi 5,7,

se disuninuye la coaduccividat sor dilueidn
con 3aizua hasta Y.0GC wicrowunos por centitetro. despuds
de 3C uinutos de asitacidn, se separa la Jiii-celulosa por
filtracibén sobre uun eubuio iiichner Jde porcelana, de 150 ma
de didmetro. _n el transcurso le ls Tiltrscidn, se lluva
el pH de los liguidos filtrados o efluentes recogidos o &
por adicidn de dcido sulflrico 5 .1,

Se lava la diis-celulosa con uns disolueidn de

sulfato aumdnico, de 4.G00 uicro.hos por centiuetro de con-

....35..
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auctividad, a pH 7, hasta la obtencidn de un filtrado in~
coloro. '

Tos filtrados y las disoluciones de lavado se
reunen y se ajustan a pH 5. La actividad en uroquinasa de
1a disolucidn obtenida es de #.400.000 unidades CTA.

6 - Adsorcidn de la uroquinass sobre caolin y separacidn

por elucidn

Se prepara el caolin como sigue:

1 kg de caolin se lava y se pone en suspensibn
en 3 litros de agua destilada, 3e deja la mezcla en la auto-
clave durante 90 minutos a 120°C.

Después de haber dejado sedinentar las mabverias
en suspensidn, el caolin se separa y luego s& pone 3 secar
al horno s 2009C.

Te disolucidn obtenida en el transcurso ds la
@ltinma etapa, disolucién que exhibe una valoracibn de 4.400.0C0
unidades CTA, se lleva a un pH de 6,8 y, después de 13 sdi-~
cibn de 65 gAde caolin preparsdo de la manera arriba indi-
cada, a2 un pH 6,2, Ta mezcla se souete a agitacion durante
una hora. A continuacibn, el caolin se separa por centrifu-
gacibn en frib y se pone en suspensidn en un litro de diso=
iucidn de fosfato 0,05 M tamponada a pIl 6,2,

Despuéa de 30 minutos de anltaclon, Se separs
el caolin por centrifugacidn,

Los 65 g de caolin se ponen en suspensidn en

it (.
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500 ml de uns diéolucién que contiens 75 g de cloruro
andnico por litro dé amoniaco del 43, y se agitan duran-
te %0 minutos. £l caolin, separado de la capa que sobre-
nada, se somete a la misma operacibn de glucidn otras dos
veces.

Se reunen las capas que sobrenadan obtenidaé en
el curso de las centrifugsciones y seé les ailade dcido sul-
firico 0,1 N para obtener un pH de 3,5,

Reuniendo las cspas que sobrenadan obtenidas en
el curso de las centrifugaciones, se obtienen 1.400 ml de
elusto. E1 pH del eluato se lleva a 3,5 por adicidan de deci-
do sulfirico 0,1 il. 3e afladen entonces 490 g de sulfsto
aménico (350 i por 1itro de eluato). £l precipitado forma-
do se recoge por centrifusacidn en frio y sc pone on sus-
pensidén en szua. e efectila entonces, durante 18 hérss, una
dijdlisis frente s una disolucibn de fosfato 0,05  tampona-
da a pH 6,2.

Ta actividaed en uroguinasa de la disolucidn
obtenids es de 2.800.000 unidades CTA.

9 - Filtracidn de 13 disolucidn dializada sobre uns columns

de resina

Io disolucidn dializada se filtra sobre una co-
iumna de resina del tipo Amberlite IRC 50, de 4 cm de dis=-
metro y de 60 cn de altura, equilibrads prevismente con '

1s digolucidn de fosfato 0,05 H tamponads o pH 6,2

-2 5...
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Una vez que ha salido de la columna el eluato,
se lava ls resina con la disolucidn tampdén hasta que 1la
adicibn de &cido tricloroacético al 5% no provoque mds la
formacidén de precipitado en las fracclones recogidas.

Para eluir ls uroquinasa, se utiliza una disolu-
cidn tenmpbn de fosfato 0,2i4, de pH 8,2, que contiene 75 g
de cloruro aménico por litro de disolucidn. Se recoge en
un colector de fracciones del eluato, En los cubos, Jue con-
tienen la actividad, se precipita la uroquinasa ccn sulfa-
to aménico a pH 3,5, a razbn de 350 g de sulfato amdnico
por litro de eluato, o sea 158 g pare los 450 ml obtenidos

de eluato.

b) Prepsracidn de uns uroquinass apirdiena

El‘precipitado final de la preparacidn a) se
recogéipor centrifugacidén, y después se disuelve en agua
destilada apirdgena y estéril, de manera que se obtenga una
econductividad comprendida entre 15.000 y 25.000 micromhos
por centimetro. la concantraciéq~en proteinas de esta di--
solucibn es del orden de 2 mg/ml.

BEstando regulado el pH en un valor de 3,8 y
comprendida la temperatura entre O y 42 C, se shade a este
medio una disolucidn ssturada de sulfato aménico hasta ob=
tener una saturacidén 0,3 (o sea, una disolucidn 1,22 M en
sulfato ambénico). Se agita el medio durante 15 minutos,

y luego se deja en reposo, iguslmente durante 15 minutos,

26




i ' 3e vecore el precipitado por centrifujacidn a
’ 10.000 5 (fraceibn i).
A la capa que sobrenada se aflade sulfato amdnico
puro, a razbdn de 250 g/l, a pil 3-5,5, 7 luezo se azita du-
5 rante 30 minutos. 21 pracipitado que contiene la uroguinass
se recoge por centrifu;scibn s 10.000 ; (fraceidn ﬁ). -

9, Resultados

Cada uno de estos precipitados (fraccioues A
y B) se pone de nuevo en suspension en a;ua destilsda, api-
10 rbzena y estéril, el pil de la suspension se lleva & 7, v,
finalmente, se filtra ls suspension soobre .cubrana de
0,22 1 en medio estéril.
31 filtrado que proviene de la fraceidén i con-
tiene alrededor del 5 de 1z actividad :e urcquinasa.
15 . 21 filtrado que proviane de la fraccidn B
contiene alrededor del 955 de la sctividad de uroquinasa
de la disolucidn inicial,
Resulta que ls iraccidn A retiene précticomen-
te 13 totslidad de las sustancias pirdgenas contenidas
;ZOr inicialmente en la disolucién inicisl obtenida por disolu-
cibén del precipitado, obtenido con sulfsto audnico, antes
del fraccionamiento. La fraccidn 33, por el contrario, es-
t4 exenta dé,sustancias »irdzenas segiin las normas de la
farmacopea francesa, ref. cit. istos resultados se deducen -

- 25 de la Tabla I siguicnte, en la cusl se han indicado las
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elevaciones de temperaturas observsias respectivamente en
series distintas de tres conejos para cada una de las
fracciones ensaysdas, y en una sarie cbmplementaria de ocho
conejos para la ifraccidn 73, habiendo relucido todos estos
conejos las dosis indicadas en la parte izquierda de la

Tabls, en las condiciones previstas por la Faraacopea Fron-~

Ccesae.
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_jemplo 2. rreparacidén de una uroguinasa apird-.
gena 0

a) Treparacidn de una uroquinasa purificada

3e trata como sigue un precipitado por sulfato
aménico que contiene la uroquinasa bruta y obtenido en las
condiciones indicadas en el pérrafo 4 del ejemplo 2, a par-
tir de una disoiucién a su vez obtenida a partir de orina
humsna, 8 la cual se ha aplicado el procedimiento de con~
centracidn previa segin los pdrrafos 1 a 3 del mismo ejem-
plo 2.

A) Condiciones de primers exclusidn:

21 precipitado por sulfato amdnico se disuelve
en una a dos partes de agua glucosada, a razdn de 18 g de
glucosa por litro, y se rezula el pH a un valor comprendi-~
do entre 4y 6, ¥ preferentemence ipual a 4,5.

3e dializs la disolucidn obtenida frente a agua
destilada nasts la obtencidn de una conductividad comprendi-
da entre 30.000 micromhos por cantimetro y B0.000 ricroghos
por centimetro, oreferenteuente igual a 40,000 micromhos
por centimetro.

3e centrifugza la disolucidn obtenida a 3.000 g
para eliminar la parte insoludle formada, constituida por
impurezas no proteicsas.

Se realizs una nusva didlisis de capa que sobre-

nada hasta obtencidn de uns disolucidn dializeda cuya con-
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ductividad estd comprendida entre 15.000 y 25.,00L nicrouhos
por centimetro, coh preferencia igusl 3 22,000 nicromhos
por centimetro.

Je afiade DAn-celulosa a la disolucidn obteni-
da a razbn de 25 g de resina seca o de 100 g de resina fil-
trada cﬁn succibn, previamente equilibrada con una disolu~-
cién de sulfato aménico O,11 ii de pH 4,5 (conductividad de
15.000 micromhos por centimetro a 42C), por 14 wmillones de
unidades CTA de uroguinasa.

3e agita el wedio durante uns durscibr de 20
a 40 mninutos, preferentenente de 30 wminutos.

3e filtra con succidén la resina, espacialmente
sobre un embudo Jsichner bajo depresibn ligera, y s¢€ lavs
1z resina con una disolucién de sulfato smbénico 0,11 I
de pll 4,5, hasta obbencidén de un 1{:;uido efluente o fil-
trade incoloro.

4o reunen el filtrado y las aguas de lsvado. La
actividad total en uroquinasa de 1z disolucibn obtenida es
sensiblemente izual a la que ha sido tomals a la portiia.

B) Condiciones de sejunds erclusidn:

La disolucidn anterior se lleva a un pH compren-
dido entre 6 y 7, con preferencia del orden de 6,6,
. 3¢ afiaden a esta disolucidn 60 g de DEAE~celulo-

sa en polvo o 250 g de Dsis-celulosa filtrada con succibn,

previamente equilibrada con una disolucibn de sulfato sméd-

—31=
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nico 0,068 I de pH 7 (conductividad de 9;000 microuhos por
centimetro a 4oC), por 14 millones de unidades CTA de uro-
quinasa. La conductividad del uedio es entonces de 15.0CC a
18.000 micromhos por centimetro.
. Se lleva entonces la conductividad del nedio 8

9,000 micromhos por centimetro mediante adiciones sucesivas
de agus destilada apirbgena, de foruna tal que cada adicidn
produzca un descenso de conductividad del medio de 1.000
mieromhos por centinetro, estando separada cada adicidén por
unaragitacién durante una duracién de 5 a 15 minutos, pre-
ferentemente igual a 10 ninutos.

3e ajusta entonces el pH del medio a 7 por
adicidn de sosa 2 i. Después de una agitacidn durante una
duracién de 30 minutos, se riltras, esvecialmente sobre un
embudo Biichiier inoxidable bajo depresidn ligera, nantenién-
dose el recipiente receptor en un bafio de hielo en fundi-
cibn, se lava ls resina con una disolucidn de sulfato smé-
nico de 9.000 nmicrouhos por centiuetro de conductividad,
0,068 Ii y de pH 7 hasta obtencidn de un filtrado incolero.

Le disolucién obtenida por reunién del filtra-
do y de las aguas de 1avado pusde soueterse entonces 3 tra-
tamientos suplementarios de purificscién, especialmente a
los tratamientos de adsorcibn sobre caolin y de cromatogra-
fia de adsorcidn sobre resina-del tipo Anberlite en las |

condiciones descritss en el ejemplo precedente, O incluso

-%2-




" de cromatografia de sdsorcidn sobre carboximetilcelulosa

. en las condiciones siguientes:

b) rreparacidén de uns uroauinasa apirdpena

A) Preparacidén de una disolucidn purificada ¥y
5 concentrada en uroquinasa.
i3e parte de 22.00C litros de orina humana y 3¢
procede a una extraccidn de la uroquinasa bruta en condi-
ciones idénticas a las del ejemplo 2 anterior, salvo en
T lo que concierne a la etapa de cromato;rafia de adsorcidn

- 10 sobre carboximetilcelulosa, sobre la disolucidn obtenida

al término de la etapa de la segunda exclusidn en contac-

E—

to con la resina de DiiE-celulosa, realizdndose esta cro-

natografis de adsorcién como siue:
‘A la disolucibn susodicha, llevada a DpH 5, se
15 afiade carboximetilcelulosa 8 razdén de 80 g de resina seca
por 14.000.0C0 unidsdes UTA de uroquinasa, habiendo sido
equilibrada previamente la carboximetilcelulosa con una
disolucién de sulfato eménico de 9.CG0C pumhos por cme pH 5,
= 0,068 fi. 18 suspensidn se maﬁtiene en agitacidn moderada
20 durante un periodo de 12 a 14 horas 3 una temperatura com-
prendida entre 2 y 420, nanteniéndose su pH a2 5 + 0,1,
| A continuacidn se filtra la suspensibn sobre
papel de textura granulada por intermedio de un embudo
Biichner de porcelans, bajo depresidn ligera. Los efluentes

25 congervan la coloracibn inicial.
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3¢ lava entonces 1a carboximetilcelulosa con
una disolucidn de sulfato amdnico de 9,000 micromhos por -
centimetro apl5, ¥ lﬁego con un tampén'dé fosfato 0,05 I
a pH 6,5, 8 fin de desplazar sulfatos, hasta obtencidn de
una disolucidn incolora.

Después se filtra con succibn la carboximetil-
celulosa. Seguidamente se afiade a ésta un volumen de tom-
pbén de fosfato 0,5 igual al peso de tampén 0,05 I rete-
nido en la carboximetilcelulosa filtrada con succidm, @
una temperaturaide 15-208 C, bajo agitacidn. A continua~
cibn se afiade un volumen izual de un tampdén de fosfato
sédico 0,29 i, y luego, de un tanpén de fosfato 0,5 1,
para obtener una molaridad final de 0,29 i y un pi del
orden de 6,8 a 6,9.

fntonces se lleva la temperstura a 52 C ¥ se
agita la suspensién durante 30 wminutos, siendo filtrada
con succidn, seguidamente, la capboximebilcelulosa sobre
papel de texturas granulada (sobre un ewbudo Blichner), ¥
1gvads con un tempén de fosfato 0,29 i hasta obtencidn de
una disolucidn clara, que no precipita cbn tanino.

e reunen el eluato ¥ las apuas de lavado para
formar una disolucidn purificada de urojuinasa, que contie~
ne de 80 a 905 de la sctividad de uroguinasse de la digolu=
cibn resultante de ls peunidn del efluente y de las disolu=-

ciones de lavado obtenidas al téruino de 13 segunda crowma-

-l
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tozrafia de exclusién antedicha.

B) Jespirorenacidn

Le disolucidn purificada obtenida, que contiene
65,000,000 de unidades CTa de uroquinasa, se lleva a pil
3,5, ¥ la urogquinasa se precipita con suliato amdnico, 8
razbn de 350 g de sulfato ambnico por 1itro de elusto.

. 3e obtienen 35 g de un precipitado que exhibe
una vaioracién total de 65 millones de unidades T4 de
uroquinasa.

3e disuelve este precipitado en 606 ol de agua
destilads estéril, apirdsena; 13 dizolucidén obtenida pre-
senta, s pH 3,8, uns conductividad de 15.0C0 microwhos por
centimetro y un contenido en proteinas de 2 ng/ml.

" gsta disolucién provoca en el ensayo pirdgeno
sobre el conejo una niperternia de 0,92 C pasra une Jjosis
de 3.000 unidsdes JTA/kge ' |

3e aiaden lentanente bajo azitacidn 258 al de
disolucidn saturala de sulfato aubnico, nreviamente lle-
vada 8 pH 4 y a8 42 ¢, 5e lleva a 3,8 el pil del medio, se

agita durante 15 minutos, y luego se deja en reposo duran-

te 15 ninutos.
Se recoze el ligero precipitado formado por

centrifugacidn s 10.0CC g2 Se aislsn 5 g de precipitado

(fraccibn C).
A la capa que sobrenads se ailaden sulfato and-
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nico puro; cristalizado, a razbda de 250 ;/litro, y se agita
durante 3C minutos, Ssesuidamente se lleva el pi del uedio
a 3 por adicidn de alzunas jotas de dcido sulfdrico 2 H.
21 precipitado fornado se reco ;e por centrifuzacidn a
10.000 ¢, y la2 capa que sobrenada se descarta; se obtienen
25 ; de precipitado (fraccidn ).

C) Resultsdos

3e disuelve el precipitado de la fraccidn O

2]
]

n 25 nl de 3.,us destilais eécéril, apird;ena, y se lle-
va el pH a 7 con sosa G,l i, Je filtra Jle forua estéril
la disolucidn obtenida su vzloracidn 2n uroguinass es
imuzl 2 1G,CLG unidades Cli/ml. '

21 vrecipitaio le 1z fraceidn v se disuelve en
150 1l de a;ua destvilads sstiril, spird cna. Il pH se lle-
v 1s disolucida ootenida se £iltra

o

va a 7 con sosa (C,li,

de fornz estéril, Su wvalorzcidn on uroquinasa es ijual 3
300.00C unidades CTi/ml. 3u sctividal essecifica sobre
vroteina es de 435.CGC unidades 74 por .. da proteinas,
41lo na llevado 3 .azceor tambidfn aqui las mis-
.as observaciones que en 2l caso urecedente. de comprugva
que la .aycr parte de las sustancias vird enas ha sido ra-
tenida ea 1s fraccidn C, en tsnto que la fraceidn D estd
exsnta de sustsncias pirdenas sesin las normas de la
Faraacopea Trancesa, couo se deduce e la Tabla II sijuien-

te, establecida en condiciones seuajantes a las referidss
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en relacién con la Tabla I.

Ni que decir tiene que en lugar del sulfato
améﬁico puede utilizarse cualquier otra sai conocida por
su sptitud pars precipitar proteinas, tales como, por
ejemplo, el sulfato de msgnesio, el cloruro sbdico, etc.,
quedando convenido que es necesario, en cada caso, deter-
minar ante todo el grado de saturscidn de la disolucitn
inicial en la sal considersda que conducirid a un2 precipi-

tacibn de proteinas en las condiciones indicadas arterior-

nente.
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fomo consecuencia de esto se obtiene un procedi-~
miento de despirogenacidn, e igualmente de concentracidén
relativa a la uroquinasa frente a su contenido en protel
nas, simple y particularmente eficaz, con un rendimiento
del 95%, como minimo, en actividad de uroquinasa, con 10
cual la uroquinasa obtenida apirdgena a dosis elevadas,
puede administrarse entonces a los pacientes sin efecto
secundario alguno en dosis de 150.000 uCTA o més, en una
sola inyeccidn por via intravenosa, para el tratamiento
de las efecciones mencionadas snteriormente, bien tal
cual, bien bajo una forma distinta, por ejemplo después
de la transformacidn en heparinato de uroquinasa, por
ejemplo en las condiciones descritas a continuacidn.

-39 -



18107

10

15

20

25

REIVINDICACIONES

Los puntos de invencidn propia y nueva que se pre
sentan para que sean objeto de esta solicitud de Patente
de Invencidn en Espafla, por VEINTE afios, son los jue se
recogen en las reivindicaciones siguientes:

12.~ Un procedimiento de obtencidn de una disolu
cidén enriquecida en uroquinasa a partir de uma disblﬁcidn
inicial de uroguinasa bruta, especialmente de origen huma
no, en el cual se procede a unz puesta en contacto de es-
ta disolucidén inicial con une resina de dietilamircesilce
lulosa, caracterizado por el hecho de que, previamente z
la puesta en contacto, se ajusta el pH de la disolucidén
a un valor comprendido entre 4 y 6, y se regula su conduc
tividad a un valor comprendido entre 15.000 y 25.000 mi-
cromhos por centimetro, y por el hecho de que se recoge
el efluente y, llegado el caso, las aguas de lavado de la
resine con una disolucidn del mismo tipo.

28,- Un procedimiento segin la reivindicacidn 18,
caracterizado porque se regula el pH, por una parte, y
la: conductividad, por otra parte, de dicho efluente 0 de
la disolucidn resultaente de la reunidn de este efluente

¥y las aguas de lavado de dicha resiha, a valores compren

- 40 -
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didos entre 6 y 7, por lo que respecta al pH, y por lo me
nos iguales a 15.000 micromhos por centimetro, por lo que
respecta & la conductividad, y por el hecho de que la di-
solucidn asi obtenida se vuelve a poner en contacto una
segunda vez con una resina de dietilaminoetilcelulossa,
ajustdndose el peso de resina utilizado en esta segunda
puesta en contacto con relacidn a la activided en urnqui-
nassa de la disolueidn a un valor suficientemente elevado
para que se pueda observar una retencidn de proteinas so-
bre la resina en las condiciones de conductividad y de

PH arriba indicadas, sin que este valor, no obstant2, so
brepase a aguél para el cual se observaria también una re
tencidén no despreciable de uroquinasa sobre la resina; y
por el hecho de que se recoge el efluente enriquecido en
uroguinasa.

38,- Un procedimiento segin la reivindicacidn 28,
caracterizado por el hecho de que la conductividad de la
disolueidn ha sido, previasmente a la susodicha puesta en
contacto, regulada & un valor comprendido entre 15.000 y
18.000 micromhos por centimetro, y por el hecho de que,
después de le puesta en contacto de esta disolucidn con
la resina, se procede & su dilucidn por etapas sucesivas,
hasta obtener una suspensidn cuya conductividad sea del
orden de 9.000 micromhos por centimetro.

48,- Un procedimiento segin la reivindicacidn 28

- 41 -
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o la reivindicacidn 32, caracterizado por el hecho de que
se regula el pH de la disolucidén que se ha vuelto a poner
en contacto la segunda vez con la resina, & un valor com-
prendido entre 6,6 y 6,8.

58,-1Un procedimiento segdn la reivindicacidn 48,
caracterizado por el hecho de que cada una de las dilucio
nes sucesivas se hace con una cantidad de ague aprvpiads
pam producir el descenso de la conductividad del medio en
un valor del orden de 1.000 micromhos por centimetro.

68.- Un procedimiento segin una cualquiera de las
reivindicaciones 22 a 58, caracterizado por el hecho de
que, en la segunda puesta en contacto citada anteriormen-
te, la razdén del peso de resina utilizado a la aciividad
en uroquinasa de la disolucidn utilizada se sitda enire
30, eproximadamente, y 60, aproximadamente, gramos de re
sina seca por 10 millones de unidades CTA.

T78.- Un procedimiento segdn la reivindicacidn 68,
caracterizado por el hecho de que la susodiche razdén se
gitde entre unos 40 y unos 53 g de resina seca por 10 mi
llones de unidades CTA.

82.- Un procedimiento segin una cualquierg de las
reivindicaciones 18 a T8, caracterizado por el hecho de
que la cantidad de resina seca utilizada en el curso de
la primera puesta en contacto citada estd comprendida en

tre unos 15 g y uwnos 40 g por 14 millones de unidades CTA

- 42 -



10

15

20

25

18107

de uroguinasa.

08,~ Un procedimiento seglin una cuaslquiera de
las reivindicaciones 12 a 88, caracterizado por el hecho
de que las disoluciones tratadas inicialmente contienen
sulfato aménico, y por el hecho de que se regula su con-
ductividad al valor deseado actuando sobre la conzenrntra-
cién en esta sal de dichas disoluciones.

108.~ Un procedimiento segin la reivindicacidn
28, caracterizado por el hecho de que, por una parte y
previemente 2 la primera puesta en contacto, mencionade
con la resina, se regula el pH de la susodicha disciucidn
inicial & un valor del orden de 4, 5 y su conductividad
a un valor del orden de 22.000 micromhos por centimetro,
¥y por otra parte y previamente & 12 segunda puesta en
contacto mencionada con la resina, se regula el pH dé la
disolucidn que all{ estd sometida y que resulta de le reu
nién del efluente y de las aguas de lavado de la resina
utilizada durante la primera puesta en contacto menciona
da, a un valor del orden de 6, 7-7, y su conductividad &
un valor del orden de 15.000 micromhos por centimetro,
siendo disminuida seguidemente esta conductividad, en el
curso del contacto de la disolucidén con la resina duran-
te la segunda puesta en contacto mencionada, hasta 9,000
micromhos por centimetro con agua, y por el hecho de que

se recoge el efluente enriquecido en uroquinsssa,

- 43 -



18107

10

15

20

25

118.- Un procedimiento segin una cualquiers de las
reivindicaciones 12 a 108, caracterizado por el hecho de
que la disolucidn inicial de uroguinasa bruta sometida a
diche primera puesta en contacto con la resina de dietil
aminoetilcelulosa se extrae de la orina humana por adsor-
cidn de ésta a un pH slrededor de 5,6 sobre un coadyuvante
de filtracidn, del género de las tierras de infusorios co-
mercializadas por la Socidad John Mansville con la desig-
nacidn de "hyflosupercel®, y se eluye en un medio témpong
do a pH alrededor de 7,2 por recuperacidn del filtrado,
eliminacidn eventual de las contaminaciones virales en un
medio ligeramente 4cido a pH alrededor de 6,25 y bajo ca-
lentemiento a 609G, enfrismiento y separacidn del rcciduo
sélido por centrifugacidén, recuperacidén de la disvlucidn,
acidificacidn de ésta a pH alrededor de 4,2 y por forma-
cién de un precipitado por adicidén de sulfato amdnico, di
solucidn del precipitado en una disolucidén glucosada y
didlisis para obtener dicha disolucidn de uroquinassa bru-
ta inicial.

128,~ Un procedimiento de obtencidén de una disolu
cidn enriquecida en uroquinasa.

Tal y como se ha descrito en la Wemoria que ante-
cede, representado en los dibujos que se acompafian y parz

los fines que se han especificado.

- 44 -
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