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El invento se refiere a uh método para la puri-
ficacién de heparina, caracterizado porgque la heparina re-
sultante es muy pura y posee una actividad espécffica ele-
vada.

La heparina se ha empleado en tratamiento mé-
dico durante varias décadas. Es uno de los anticuagulantes
me jor conocido y de empleo amplio, entre otras aplicacio-
nes, para.ia prevencidén de la trombosis. La heparina es wn
polisacérido sulfatado gue puede prepararse a partir de la
mucosa intestinal ¢ los pulmones de los animales por méto-
dos relativamente complicados., Las preparaciones de hepa-
rina empleadas clinicamente hoy en dia contienen material
con una gramn variedad de tamaiio molecular, desde aproxima-
damente 5000 hasta eproximadamente 35.000. La actividad
especifica es por lo general aproximasdamente 130 unidades
por mg. Por tanto, las preparaciones comerciales disponi-
bles hoy en dfa son bastante heterogéneas. La frecuencia

de efectos secundarios en la terapia de heparina es bas-
tante baja pero cuande ocurren casos, presentan a menudo
graves problemas. Algunos de estos efectos secundarios son
probablemente originados por las impurezas en la prepara-
cién de la heparina.

Por lo tanto hay buenos argumentos pars produ-
cir preparaciones de heparina especificamente méds activas

y més puras que las de uso corriente, Junto con los eatudio%
de antitrombina, un cofactor de la heparina, se invegtiga~-
ron las posibilidades de fijar la proteina a uns matriz,
Sorprendentemente, se encontré que la antitrombina fijada
a una matriz podia unir especificamente la fraccidén mole-
cular de la heparina terapéuticamente empleada que actda
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como vehiculo del efecto de la heparina, profildctico de
la trombosis clinicamente valioso. Con condiciones de ad-
sorcidén y desorcién adecuadamente seleccionadas, puede pre.
ﬁararse una heparina extraordinariamente pura. Las activiw
dades especificas obtenidas fueron 200-270 unidades/mg
frente a aproximadamente 130 unidades/mg del material de
partida, La distribucién de pesos moleculares en la hepa=
rina especificamente purificada estaba mucho més limitada
que en el materizl primitive., Ademés de la antibromina, co-
factor de la heparina, pueden emplearse con ventaja otras
proteinas que fijén la heparina, tal como un inhibidor de
inter-Cl-tripsina con un peso molecular de sproximadamente
150,000, obtenido durante el aislamiento del factor de coa-
gulacién IX (factor B). Con la antibromina fijada en una
matriz, se obtuvo la mejor calidad de heparing, con acti-
vidades especificas de hasta 270 unidades por mg.

Por lo tanto puede producirse heparina con un
alto grado de pureza y actividad especifica por el proce-
dimiento del invento que es sencillo y aplicabie para el
empleo industrial para la preparacién de heparina con ac-
tividad especifica mayor que en el caso de las preparacio-
nes existentes. La determinacién de la actividad especffi-
ca de la heparina se ha realizado de acuerdo con Denson Yy
Bonnar (1975, Brit J, Hzematol, 30, p. 139).

Los siguientes ejemplos ilustran el invento:

Ejemplo 1

Purificacidn de heparina sobre una heparina fijada en una
matriz, Procedimiento de columna.
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Se preparé el absorbente en gel como sigue:
Activacién

Se disolvieron 3 g de BrCN en 30 ml de agua
destilada. Se afiadieron 50 ml de agarosa sedimentada (Se-
pharoseR 4B, Pharmacia PFine Chemicals, Uppsala, Suecia) a
la solucién de BrON. La mezcla se enfri6 en un bafio de hied
lo mientras se agitaba, Afiadiendo NaOH 4M, el pH asumentd
hasta 11,2 y se mantuvo constante durante 10 minutos. El
gel se lavé luego con agua destilada frfa y con NaH003
0,2 H,
Unidn

200 mg de antitrombina purificada de acuerdo
con Miller-Andersson y otros (1974, Thromb Res 5 pégina
439-452) y disueltos en 50 ml de Naﬂco3 0,2 M y pH 9,0 se
afiadieron al gel. La suspensidén de la proteina y el gel
seé agité moderadamente a la temperatura ambiente durante
una noche y luego se lavé cuidadosamente con tampones de
elevada fuerza ifnica con valores de pH altos y bajos al-
ternativamente.
Purificacién de heparina

El absorbente de gel que contenfa antitrombina
fijada en uwna matriz se introdujo como relleno en una co-
lumna y se equilibré con tampén tris 0,05 M y NaCl 0,15 M
de pH 7,4. Se disolvieron 300 mg de heparina (Vitrum, ac-
tividad especffica 130 unidades/mg) en 20 ml de tampén tris|
0,05 M y NaCl 0,15 M de pH 7,4 y se bombeé por la columna.
A continuacidn, el gel se lavé con el tampén antes mencic-
nado j luego se desabsorbié la heparina adsorbida con un
tampén tris 0,05 M y NaCl 1,0 M de pH 7,4. La sal se sepa-

ré de la heparina eluida por filtracién con gel en agua
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destilada en wna columa rellena con Sephadex’ 025 (Phar-
macia) y después se liofilizé la heparina. La heparina pu-
rificada tenfs una actividsed especffice de 270 unidades/mg,
Los estudios de la distribucién de los pesos moleculares
muestran que tiene una distribucidén de peso molecular con-
piderablemente mds limitada que la heparina primitiva,

Se reali2é el andlisis de hidrato de carbono
con el método de Carbazol-H2504.
Ejemplo 2

Purificacién de ls heparina sobre antitrombina
fijada en una matrig, Procedimiento discontinuo.

Se preparé la matriz de antitrombina de acuerdo
con el Bjemplo 1,
Purificacién de la heparina i
'~ Se disolvieron 500 mg de heparina (Vitrum, ace
tividad especffica 130 unidades/mg) en 300 ml de un tempén
tris 0,05 ¥ y NaCl 0,15 M de pH 7,4. Se equilibraron 300 ml
de antitrombine fijada en una ﬁatriz éédimbntada'en el tam-
pén antes mencionado y ge seed con suceién. Bl adsorbente
se afiadié a la solucién de heparina que luego se agitd a
temperatura ambiente durante 1 hora. El gel se secéd con sucd
cién sobre un filtro de vidrio y se lavé con 10 x 200 m) de
un tampén tris 0,05 M y NaCl 0,15 M de pH 7,4. La heparina
adsorbida se desadsorbié a continuacién del gel por 3 x 200
ml de tampén Tris 0,05 M y NaCl 1,0 M de pH 7,4, La hepari-
na eluida se concentrd por liofilizacién. La sal restante
se separd por filtracién con gel sobre Sephadex G25 en agua
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destilada, y a continuacién se liofilizé la heparina, Lsa
actividad especifica de la heparina purificada era 250
unidades/mg.

5 | Ejemplo 3

Purificacifn de heparina gobre un adsorbente de gel gue
contiene un inhibidor de inter—% -tripsina fijado en una

matriz,

10
Preparacién de adsorbente de gel

Durante la purificacién del factor de coagula-
¢ién IX (factor B) (L.-0. Andersson y otros, Thromd Res 7
(1975) pigina 451-459), se obtuvo el inhibidor de la pro-
15 | teina inter-oA -tripsina que fija la heparina. Su peso mo-
lecular ea gproximadamente 150.000. Se disolvieron 250 mg
de esta proteina en 200 ml de un tampdén de NaHGOB"O,Z N de
pH 9,0 y se afiadieron luego a 50 ml de Sepharosef 4B sedi-
mentada activada con BYCN de acuerdo con el procedimiento

-8 - 20 | que se ha descrito en el Ejemplo 1. La suspensién de gel
' ¥ proteina se agité moderadamente a la temperatura ambiente
durante uns noche, 4 coﬁtinnacidn se lavé el gel como el
gel de acuerdo con el Ejemplo 1.

Purificacién de heparina

25 Ei adsorbente de gel gque contenia la proteina
fijada en una matriz se rellend en una columna, Se disol-
vieron 300 mg de heparina (Vitrum) en 20 ml de un tempén
de tris 0,05 M y NaCl 0,15 ¥ de pH 7,4 y se bombed por la
columa. Bl gel se lavé con el tampén antes mencionado y
30 |la heparina adsorbida se desadsorbid luego con un tampén
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de tris 0,05 M y NaCl a 0,1 M de pH 7,4, La sal se separd

Tde la heperina por filtracidén con gel sobre Sephadex 625

en agua destilada y a continuacién se liofilizé la hepari-
na, La actividad especifica de la heparina purificada era
230 unidades/mg.




10

- 15

25

30

1003%7

Hoja ntim. 8

REIVINDICACIONES

Los puntos de invencién propia y nueva que se pre-
sentan para que sean objeto de esta solicitud de Patente de
Invencidén en Espafia, por VEINTE afios, son los que Se reco-
gen en las reivindicaciones siguientes:

12,- Un método para la preparacidén de heparina

de elevada actividad especifica, caracterizado porque una

TRY. Y
solucién de heparina de una concentracién de 0 a 8%, dis-::

*e® o

suelta en un tampén que tiene un valor de pH comprendido.

entre 5 y 9,5 y wna intensidad idnica comprendida entre.' .

> * 9
.
.‘O

0y 0,8 M, es adsorbida sobre proteinas de plasma que fijan
..".

la heparina, fijadas en una matrig, constituidas por anti-

-
ARl

trombina III fijada en uwna matriz o un inhibidor de inter-

.
« *
.« 0

~Xtripsina fijado en wna matriz, de una concentracién® =

perior a 0,1 mg/ml de gel, y subsiguientemente es elui:i;a":
utilizando un tampén d¢ un valor de pH comprendide entz;. O
4,5 y 10 y una intensidad iénica superior a 1 M,

2¢.~ Un método segin la reiv::mdicacién 12, carac-
terizado porque se utiliza un gel de agarosa sedimentada
en calidad de matriz.

3e,~ "UN METODO PARA TA PREPARACION DE HEPARINA
DE ELEVADA ACTIVIDAD ESPECIFICA",

Tal y como se ha deserito en la Memoria que ante~

cede y para los finés que se han especificado.
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Esta Memoria consta de NUEVE hojas escritas a

~miquina por una sola cara.

Madrid, 15 MAR1978
P.A.

&';nnnffo de. Elzaby

Hojn ntm. 9




	Bibliographic data
	Description
	Claims



