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P A T E N T E  D E I N V E N C I O N

por VEINTE años

solicitada en España a favor de NORDISK INSULINLABORATORIUM, 
de nacionalidad danesa, domiciliada en Ved Stadion 2, DK-2820 
Centofte, Dinamarca, por "Método para la obtención de inmuno 
globulina", con prioridad de la solicitud danesa 1628/76 de 
fecha 6 Abril 1976. ------------- ---------------------------

MEMORIA DESCRIPTIVA

La presente invención se refiere a un método para 
la obtención de inmunoglobulina adecuada para la administra 
ción intravenosa, por precipitación fraccionada de plasma o 
suero sanguíneos o una fracción de los mismos, con un di- o 
poliol policondensado. --------- - -  --------- - - - - - -

Las inmunoglobulinas, comprendiendo las gammaglo 
bulinas, tienen interés terapéutico puesto que son adecua­
das para la fabricación de preparaciones inmunizantes.-- -

Se halla inmunoglobulina en el plasma sanguíneo 
de origen animal, a partir del cual puede obtenerse por va
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ríos procesos de precipitación y purificación. De la miHmn 
puede obtenerse gammaglobulina como disoluciones concentradas 
por medio de un método desarrollado por Cohn et al, cf. J. 
Clin. Invest. Chem. Soc., 68, 479-75 (1946). Según Cohn, es 

5. posible obtener una fracción II que es un concentrado al
16,5% y que puede inyectarse intramuscularmente. ---------

En dicho método de la técnica anterior se forman 
agregados moleculares de gammaglobulina que hacen que los 
productos sean inadecuados para la administración intraveno 

10. sa. Por lo tanto, el método de Cohn comprende la precipita­
ción con alcohol que tiene un efecto de expulsión del agua 
y que puede conducir a una desnaturalización irreversible, 
por lo que la globulina se hace anticomplementaria. Se ha in 
tentado evitarlo por medio de procesos especiales de separa 

15* ción y/o por modificación química de la gammaglobulina. —

Por lo tanto, la técnica anterior enseña un proce 
dimiento mejorado de fraccionación en el cual la gammaglobu 
lina se precipita a partir del plasma sanguíneo por medio de 
polietilenglicol (PEG) como precipitante, cf. patente US 

20. 3-415.804. Esto elimina la indeseada desnaturalización pero
la pureza del producto precipitado es insatisfactoria. -----

Según la solicitud de patente danesa 6355/73, este 
proceso de precipitación puede mejorarse substituyendo el 
polietilenglicol por un copolímero en bloques de óxido de 

25. etileno y polímero de polioxipropileno de una naturaleza es



pecificada adicionalmente y observando algunas condiciones 
especificas de precipitación. ------------------- - -------

De esta manera es posible mejorar el rendimiento 
de obtención de la gammaglobulina. Los productos precipita­
dos, sin embargo, no son siempre de pureza satisfactoria con 
una actividad anticomplementaria suficientemente baja.-----

La presente invención se basa en la observación de 
que la precipitación fraccionada de inmunoglobulinas, conocí 
das también como gammaglobulinas, por medio de polietilengli 
col u otro di- o poliol policondensado, puede hacerse aprecia 
blemente más especifica si la precipitación se realiza en pre 
sencia de un ácido mono- o polialcanoico que tenga de 4 a 12 
átomos de carbono, con lo que se eliminan entre otros el fî  
brinógeno y las lipoproteínas.----------------------- -- - -

En el método según la invención se obtiene, de ma 
ñera simple y con alto rendimiento, inmunoglobulina purifica 
da de un grado sorprendentemente alto de pureza. El rendi­
miento es igual al que es posible obtener por medio del mejor 
de los anteriores métodos.---------------------------------

El método reivindicado puede utilizarse con cual­
quier di- o poliglicol policondensado, tal como polietilen- 
glicol de pesos moleculares variables, por ejemplo de 2.000 
a 12.000 y, preferentemente, de 4.000 a 6.000, o polipropilen 
glicol. También son adecuados copolimeros de óxido de etileno
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con óxido de polipropileno o poliéteres. -----------------

Es adecuado como ácido mono- o polialcanoico cual 
quier ácido alcanoico que tenga de 4 a 12 átomos de carbono. 
Se prefiere, según la invención, un ácido alcanoico que ten 
ga de 6 a 9 átomos de carbono, preferentemente el ácido ca- 
prilico. Los ejemplos de otros ácidos alcanoicos adecuados 
son ácido caproico y ácido nonánico. También pueden utilizar 
se ácidos alcanoicos ramificados. Cuando se utilizan ácidos 
alcanoicos superiores, tales como los que tienen de 9 a 12 

10. átomos de carbono, puede ser ventajoso incorporar adicional
mente uno o más grupos carboxilo con vistas a mejorar la so 
lubilidad en agua. Se logra el mismo efecto por medio del 
uso de ácidos alcanoicos que tienen substituyentes que con 
tienen, por ejemplo, uno o más grupos hidroxilo o grupos pmi 

15. n o . --------------------------- .------------- --------------

La disolución que contiene inmunoglobulina se mez 
cía ventajosamente con de 1 a 8 por ciento en peso de poli 
etilenglicol u otro diol o poliol policondensado junto con 
de 0,1 a 5 por ciento en peso de ácido caprilico u otro áci 

20. do alcanoico que tenga de 4 a 12 átomos de carbono, efectuén
dose ventajosamente la precipitación con ácido alcanoico, se 
gán la invención, a un pH de 3 a 7 y preferentemente de 4,5 
a 5,5.........................- ............................

El método según la invención se ilustrará adicio 
25. nalmente a continuación por medio de algunos ejemplos.-----



EJEMPLO 1

Se ajustan 415 mi de plasma sanguíneo humano que 
contiene 10 g de inmunoglobulina por litro de plasma a un pH 
de 5)0. Se añade PEO 3.000 hasta una concentración de 6% y 
la disolución se deja reposar durante 45 minutos. El pre. 
cipitado, que está constituido principalmente por fibrinóge 
no, se separa por centrifugación, y la fase liquida se ajus 
ta a un pH de 7,0. Después de añadir más PEO 3*000 para ob 
tener una concentración del 12%, la mezcla se deja reposar 
durante 45 minutos. Entonces la mezcla se centrifuga y se sa 
ca la fase liquida que contiene albúmina y alfa- y beta-glo 
bulina. El precipitado compuesto por inmunoglobulina impura 
se redisuelve en una disolución de cloruro sódico al 0,9% 
para obtener una concentración protelnica de unos 4%. La di 
solución se filtra hasta que es transparente utilizando un 
filtro Seitz EK. La disolución formada se mezcla con 5 g de 
ácido caprllico y 30 g de PEO 3.000 por litro de disolución 
y se ajusta a pH de 4,9. Después de dejar en reposo durante 
2 horas a 20BC, la mezcla se centrifuga y la fase liquida 
se filtra para obtener una disolución transparente. Esta di 
solución se ajusta a pH = 7,0 y se añade PEO 3.000 hasta una 
concentración de 12% de PEO. Esto origina la precipitación 
de la inmunoglobulina pura que se recupera por centrifugación 
y secado. El rendimiento del producto es de 60%. El grado de 
pureza, determinado por DISC PAGE (con 5% de poliacrilamida) 
presenta substancialmente sólo dos bandas correspondientes a
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. IgG y Î ií, respectivamente. El análisis se realiza por apli 
cación. de 500yug de producto.-----------------------------

En inmunoelectroforesis de Grabar y William, utili 
zando anticuerpos de conejo contra proteina sérica humana to 
tal se hallan substancialmente sólo tres arcos, correspondían 
tes a IgG, IgM e IgA, respectivamente. ---------------------

El producto purificado puede convertirse, si se de 
sea, en una preparación inyectable intravenosamente por diso 
lucién en 0,9% de disolución de cloruro sódico hasta una con 

-¡0. centración proteinica de unos 5 por ciento. La preparación
se distingue por una actividad anticomplementaria extremada 
mente baja, razón por la cual es particularmente adecuada pa 
ra la administración intravenosa.-------------------------

EJEMPLO 2

15. Se repite el proceso según el Ejemplo 1, excepto
que el plasma sanguíneo humano se substituye por plasma de 
cerdo. - - -- ------------------------------------------ - -

EJEMPLO 1

Se repite el proceso según el Ejemplo 1, excepto 
20. que el plasma sanguíneo humano se substituye por suero san

guineo.-----------— ---------------------- ----------------



EJEMPLO 4

Se mezclan 100 1 de plasma o suero con 100 1 de 
disolución de PEO 3.000 a 600 g/1. El pH se ajusta a 6,5.
El precipitado se separa por centrifugación y se redisuelve 
en 100 1 de agua destilada mezclada con 0,015 M de NaCl. Se 
añaden 40 g de PEG 3.000 por litro y 5 g de ácido caprilico 
por litro. El pH se ajusta a 5,0. Tiempo de reposo de 45 mi 
ñutos. El precipitado se separa por centrifugación. El cen 
trifugado se mezcla con otros 40 g de PEG 3.000 por litro.
El pH se ajusta a 7,5. El precipitado se separa por centri­
fugación y se redisuelve en agua destilada con 0,002 M de 
NaCl. La disolución se filtra hasta la transparencia (por 
ejemplo filtro Seitz EK). La concentración de proteínas de 
be ser de 50-100 g/l. Se añaden 20 g de DEAB-Sephadex-A25 ^ 
por 100 g de proteínas. Después de dejar reposar durante 60 
minutos mientras se agita, se separa la DEAE-Sephadex por 
filtración. Se repite el tratamiento con DEAE-Sephadex. Des 
puás de filtración estéril se obtiene una preparación de in 
munoglobulina G libre de anticomplementariedad y adecuada 
para la administración intravenosa.-----------------------

A los efectos consiguientes se declaran de novedad 
y propiedad para España, sus territorios y plazas de sobera­
nía, las reivindicaciones que siguen.---------------------
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R E I V I N D I C A C I O N E S

1. - Método para la obtención de inmunoglobulina, 
caracterizado porque comprende la precipitación fraccionada 
de plasma o suero sanguíneos o una fracción de los mismos

5. con un di- o poliol policondensado, en presencia de un ácido
mono- o polialcanoico que tiene de 4 a 12 átomos de carbono.

2. - Método según la reivindicación 1, caracteriza 
do porque el ácido mono- o polialcanoico es un ácido alcanoi 
co que tiene de 6 a 9 átomos de carbono, preferentemente áci

10, do caprílico.----------------------------------------- -

3. - Método según la reivindicación 1 ó 2, caracte
rizado por efectuar la precipitación con ácido alcanoico a 
un pH de 3 a 7, preferentemente de 4,5 a 5,5.-------------

4. - "METODO PARA LA OBTENCION DE INMUNOGLOBULINA".

15. Todo ello confoime se describe y reivindica en la
presente memoria que consta de ocho hojas foliadas y mecano 
grafiadas por una sola de sus caras.

MADRID -  2 ABR. 1377 
p , A  M . CUREU. S U Ñ (X

mpg
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