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El invento se refiere a un pfocedimiento para
pfoducir un prgpérado de proteinas de suero, por el que,
partiendo de una solucién de proteinas de .sangre humana,
se consigue un preparado estabilizado. de uso universél,
.

que contiene-disueltas proteinas en una solucidén acuosa
isotdénica, en las que la relacién de globulinas y albi-
minas es practicamente la misma que la de} suero sangui-
neo natural. .

Los preparados de proteinas de suero son pro-
ductos valiosos derivados de la sangre. La albimina con-

i

tenida en ellos actia de proteina de transporte. Los pre-

parados contienen ademis otras proteinas funcicnales como

" la transferriné, la ceruloplasmina, la ql-antitrip51na ¥y

especialmente lasxinmunoglobulinas. Significativos.son los
anticuérpos que estén contenidos en la ¥-globulina. Por
la inmunizacién pasiva causada por ellos, soé dtiles en
las profilaxis y apbyan al organismo debilitado por 1la
pérdida de sangre. _ '

Un preparado de prgteinas de suero debé cumplir
dos importantes requisitos para poder ser aplicable al -
hombre intravenosamente:

i 1. La preparacién debe conducir a un producto
aimacgnable por largo tiempo.

2. Agentes infecciosos (virus o bacterias) deben

ser neutralizados de manera segura. Esto vale en especial

para los causantes de la hepatitis virica.

Los Preparados de proteinas de suero son pues-
tos a ia'disposicién generalmente en forma de solucidn
acuosa de las proteinas estables en una solucidn de conte-

nido electrolitico compatible con el organismo. El conte-
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ido protelnlco total es generalmente de 5 % en peso (es
decir 5000 mg por 100 ml).
De la literatura se conoce un procedimiento pa-
ra producir un preparado de proteinas de sueré'apliéable
intravenosamente. Se gana directamente'dg la sangre,h;ma—

na a través de varios pasos (W. Stephan; "Hepatitis-Free

and Stable Human Serum for Intravenous Therapy"; XXIV th

" Sc. Meeting of the Blood Research Institu%e, Vox Sanguin.,

V. 20; (pég. 442 ... 457)).
~ Este procedimiento, que se conoce, consta de -
los'siguientes pasos: B
a) Extraccién del suero natural dé la sangrede los dona-
dores élimihando los componentes sbélidos (glébulios,

. trombocitos) y preparacién de un suero_de una céncen—
tracién de proteinas de aproximadamente 7,5 % y de un
pH de 7,2 a 7,8. |

b) Para retirar las lipoprotéinas fécilmenté desnaturali-

.zablés'se afladen 2,0 g AeroSi1.2491/580 por cada 100 ml
de suero (Aerosil: marca registrada de la empresa De-
gussa de un Acido silicico coloidal). Ia suspensién se
agita a 459C 4 horas. las piloprotéinas se han unido
"cuantitativamente" al Aerosil y han sido retiradas del

.Eusuero sanguineo. o -
¢) Filtracién, con un filtro fino, para retirar las parti-

culas flotantes aln presentes;

d) Para esterilizarla, se le aflade a la solucién a 59C

- 0,3 g de f-propiolactona por cada 100 ml (pH 8,0) v se
irradia con luz ultravioleta.
El suero asi ganado revela la siguienté compo-

sicidén (en relacidén a los 5000 mg contenidos en 100ml):
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. Sustancia

Albimina

IgG

Igh

IgM
I

prealbimina

‘ql-antitripsiﬁa

dz-macroglobulind

haptoglobina
hemopexina .

transferrina

ceruloplasmina

colinestarasa

Cantidad

Funcidn

3060

820
185
75
17
162
141
110

75

195
14

3.,0 E/ml

Funcidn oncédtica, transpor-

te de sustancias alimenti-
cias, yitaminas,'hormbnas,
medicamentos ’
Anticuerposﬂcontrg virus y
bacterias
Anticuerpos protectores de
mucosas
Anticuerpos contra bacte-
rias y toxinas ,
Produccidn de tiroxina

"Inhibidores de

enzimas proteoliticas
Unién y transporte de hemo-
globina libre
Unién y transporte de hemi
na libre -
Transporte de Fet?
Transporte de cut* como
poroxidasa
Disociacién de succinilco-

lina

De la tabla se infieren las funciones de las conm

ponentes del preparado de proteinas de suero.

EL preparado, realizado seglin procedimiento bien

conocido, se consigue -en el comercio y es aplicable libre

‘de complicaciones.

‘Se considera desventajoso, tanto en.la prepara-

cién como en la aplicacidn, que a causa del alto valor de
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1a meteria prima, la sangre humana, el preparado sea muy

constoso y no ;e'encuentre en cantidad suficiente, y que,
ademis, el contenido de los anticuerpos especialmente
efectivos IgG, IgA, IgM sea relativamente bajo.en rela-

.
cibén con el de la sangre humana.

Es por esto que la tarea re31de en especificar
un procedimiento para producir un preparado de proteinas
de suero de aplicacidn intravenosa en el que las materias
primas sean menos costosas y escasas. El procedimiento deb
permitir el uso de sustancias primarias que no hayan sido
tratadas, o sélo de manera ihsuficiente, para producir -
los valiosos preparados de proteina de suero; la tarea re-
side, adeﬁés,'en elevar el contenido de anticuerpos efec-
tivos y de otras proteinas del suero sinrincfémentar noto-
riamente los costos de produccién.

La solucién del problema se hace ébsible porque
en el procedimiento menoionado'se utilizan como material

de partida, fracciones de plasma de sangre humana, Jue se

! - -
 ganan aplicando uno o varios pasos de fraccionamiento,

dedicados a concentrar o aislar las diferentes componen-

tes proteinicas de la sangre, manteniéndose estas Ultimas,

en esencia, en su forma natural R ademds porque en él se
les da a las fracciones del material de partlda, por medio

de la regulacién de la mezcla, de estabilizaciodm, purlfl-

cacién, concentracién o dilucién, una composicién de albi-

minas y globulinas como la del suero sénguineo. El proce-

d1m1ento es caracterizado por los pasos a - d de reivindi-

cacién 1.

Ta formulacidn generalizada de la'soliéitud de

patente enuncia que aunque el material de partida sea la

L12)

1
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sangre humana, la preparacidn de proteinas de suero, segin

" fecta.

el proceso coni9ime al invento no se realiza directamente
dél suero natural sino que se utilizan otros productos in-
termedios que se presentan en el fraccionamiento de la'sqg
gre. Un fin del invento es éprdvechar productos de proce-
s0 hastarahora no utilizados, aplicar pasos de proceso no
complicados e incrementar la.explotacién de productos uti-
les compohentes de la sangre.
En especial en el proceso conforme al invento
se aprov;éha que en el fraccionamiento de lé sangrelsggﬁn
COHN resultén ciertas fracciones que hasta ahora, aibien
no se han.podido seguif trafando, o solo de manera imper-
El procedimiento segin COHN se basayen el frac-

cionamiento del plasma sanguine& con etanol como’agénte
precipitante y bajo condiciones de temperatura, de pﬂ, de
fuerza iénica y de contenido de etanol establecidas con
precisién. El procedimiento‘de COHN esta descrito pcr ejem
plo en: !
COHN, E.J. et al.i J.Amer.Chem.Soc. 72 (1950); 465... 474
COHN, E.J. et al.; J.Amer.Chem.Soc. 68 (1946); 459... 475
US-pat. 2 390 O74 y US-pat. 2 469 193

'7 7 En el diagrama del proceso del apéndice adjunto
estéd represéntado cada paso del proceso. En é1 se entien-~
de por "% etanol" el procentaje en volumen a 252C. El plas
ma.de paftida se gana de sangre de donadores. 500 ml de
s;ngre ﬁumana se vierten en 50 ml de solucidn de citrato
‘de sodio al 4%. Primero se separan los componentes sdli-

dos de la sangre; la sangre de muchos donadores se acumula,

En el paso a del diagrama se separa el fibrindge4
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no crudo del plasma afiadiendo etanol de 53,3% hasta llegar

a una concentracién de 8%. La temperatura se mantiene en-

- tre -2,5 y -3,0eC, El1 precipitédo ~-fibrinbégeno- se retira

pbr cchtrifugacién. El sobrenadante S 1 se sigue tretande.
De 1la ﬁismé manera el paso b consiste en dar.etanol
ae 53,3% al sobranadante S 1 que habia quedado, hasta con-
seguir una concentracidn entre 18% y 25% de etanol en el
liquido. La temperatura se mantiene a -52C y el pH se pone
al valor 5,8. Cae el precipitado P 2 que se llama fraccién
II/III o fraccidén y-globulina. Este precipitado contiene
1Qs inmunoglobulinas y otras proteinas de importan§ia fi-

sioldgica. E1 precipitado P 2 se retira por centrifuga-

"cién a -59C. El sobrenadante S 2 restante se sigue tratan-

do. , o -

El paso ¢ consiste en seguif tratando el S 2. La con~
centracidén de etanol se pone a 40%. De manera similar como
en el paso b se regulan la temperatura y el pH a -72C y
5,8 respectivamente, Centrifugando se gana el precipitado
P 3, también llamado fraccidn IV,‘el cual contiene A-glo-

bulina y,@-globulipa. Inego se sigue tratando el sobrana-

‘dante S 3. Para esto se mantienen las condiciones tempera-

tura -79C, pH 4,8 y'concentracién de etanol 40%. Aparece
ei’precipitado P4, 1sa liamada albimina cruda, la que, como
es conocido, se purifica y se esteriliza. El sobrenadante
que resta, S 4, se deshécha.

La fraccidn Y-globulina II/III se sigue tratando con
los siguientes pasos: '

El precipitado P 2 se introduce en un tampdén citrato-
fosfato con un pH entre 7,0 y 7,4; La temperatura es de
159C. Se afiaden 3% polietilenglicol 4000 o bien 2,5% PEG
6000. |
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E1l PEG usado en la préctica es una mezcla de polienti-

lenglicoles no Voiétiles; que-SOn solubles tanto en agua

como en disolventes orginicos y gque tienen un peso molecu-
lar en ei édmbito de 4000 a 20000. Una mezcla de tales polige
tilenglicoles- con un peso molecular medio de 4000 se deno-
nina PEG 4000. -

Después de agitar asiduamente un tiempo de reaccidn

de 1/2 a 4 horas se centrifuga la mezcla. Surgen el sobre-

nadante S 5 y la fraccidn ITI-1 (precipitado P 5). El sobre

nadante S 5 se vuelve a tratar bajo condiciones modificadas

(pH 4,6; PEG 4000 hasta aprox. 5,5%; T 152C) y se vuelve a

fraccionar. Surgen la fraccién III-2 (precipitado P 8) y el

‘sobrenadante S.6, el cual contiene principalmente la inmu-~

noglobulina IgG. Las globulinas de la fraccidén III-1 y III-2
estén en esencia dotadas de las iqmunoglobulinas IgG, Igh e
IgM. Ademds estén la 0(1-antitripsina, la xé-ﬁaptoglobina,
la ceruloplasmina, la transferrina y la hemopexina ricamen-
te presentes. '

Las fracciones III-1 y III-2 generalmente no se siguen
tratando. Estidn a disposicidén en gran cantidad ya que de la
sangre sobre todo se extrae la albimina y las Y¥-globulinas
Juegan un papel secundario. '

: Se usan como productos de partida del procedimiento -
conforme al invento en especial las fracciones IV, asi como
las TII-1 y III-2 del procedimiento de fraccionacién des- -
crito (precipitados P 3, P 5, P 6).

Estas se mezclan en determinadas proporciones, regulan
do las proporciones, en base a laproteina total, de alﬁﬁ-
mina a 50...70% y de globulina a 50...30% respeétivamente;

Aqui es posible dentro de las proporciones citadas alcanzar
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Fraccion Iv entre 30 y 80 % en peso,
Fraccién ITI-1 entre O y 70 % en peso,
Fraccién III-2 entre O y 70 % en peso,

|
lés mismés valores que los que se encuentran en la proteina
del ;uero natural,

Por otro lado es posible también, elevando la dosis de
las componentes de globulina, es decir de las ffaccioges
III-1 y III-2, incrementgr el contenido especifico de las
globulinas de las formas IgM e IgA. .

, Segin un método de especial preferencia se parte de la
suspensién, en una solucién salina o en una solucidén tampdn
adecuada, de las fracciones IV, III-1 y III-2 (sedlmentos),

rac1onando como sigue:

en relacién a un cbntenido'proteinico total de 100 % res-
pectivamente. .

También es posible ganar el preparado dé proteinas de
suero de la fraccién III-1, de la IiI—2 0 de la IV por sepa-
rado y producirlo en forma de solucidn como preparado ‘para
enriquecimiento de proteinas Eaplasma.especificas. De igual
modo, de los productos finales de la produccidn por separa-
do a partir de la fraccién III-1, III-2 o bien IV, se pue-
den lograr por combihacién de porcentajes las relaciones de
mezcla deseadas. |

Las sustancias mezc;adas en una proporcién determinada
Yy suspendidas en una soluciébn tampén'adecuada, 0 en una so-
lucidén salina, se someten a una prepurificacién. En la pre- |
purificacidén se retiran los factores lipidos de la zona de
las Néglobullna Y /A-globulina por absorclon con absorbentes
adecuados (Aer0511 Bentonit u otros complejos con &cido

silicico).
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¥ luego se concentra. Una esterilizacién especial no es ne-

Pafé'concluir se ultrafiltra y se dializa el producto

cesaria en genergl, pero se puede realizar, como se sabe,

para eliminar los virus se usan, pér gjemplo, éétos dos

métodos: - )

a) Pasteurizar por calentamiento de 10 horas a 609C. Este
procedimiento tiene la desventaja de que muchas protei-
nas del suero se desnaturalizan bajo.estas condiciones,

b) Combinacién de un tratamiento con ﬁhﬁropiolatona con
irradiacién ultravioleta (método de LoGrippo; Ped. Pro-
ceedings 15, pag. 518, 1959). Este método permite la es-
?erilizacién de sueros y plasmas sin maltratarlos, pero
no mejora la estabilidad en caso de almacenamiento.

En esencia, segln procedimiento conforme al invento,
se somete la mezcla de las compoﬁentes_de partida, después
de lograr un contenido proteinico determinadoc y una rela-
ci6én determinada de las proteinas, a un procéso similar al
conocido para el suero (W. Stephan, en el lugar citado).

De esta manera es posible ganar, de ménera sorprendente,

un preparado de proteinas de suero que supera su efectivi-

dad a los preparédos conocidos, debido entre otras cosas,
al mds alto contenido de inmunoglobulinas IgM e IgA.

:‘E Desde luego es posible librar cada una de las frac-
ciones de las componentes que tienden a desnaturalizarse

¥ luego mezclar las susténcias purificadas, concentrarlas

5 estabilizarlas. También es posible usar de material de

partida un producto de fracdonamiento con Rivanol. Apro-

piadas bara esto son las fracciomss II, III y IV de Steinbug

descritas en Vox Sanguin (V. 23; pag. 92 ... .106).

El trabajo con los absorbentes se realiza preferente-

th
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mente con una concentracidén de 200 a 500 mg de &cido silici
¢o por gramo de proteinas y en una temperatura de 50¢C. Ias
sustancias se mezclan profundamente y finalmente se separa

el absorbente cargado de las 1ipoproteinas,

Segln ha sido encontrado, los mejores valores se lo-
gran a temperaturas entre 202C y 50¢C y a valores de pH en-
tre 6,5 y 8. ‘

Los ejemploé siguientes sirven para aclarar el proce-
dimiento:

Ejemplo 1 7

En 300 1 de solucién salina (agua destilada con un
1,7 %.en peso de NaCl pﬁesta a un pH de 4,6 con HC1l 0,2n)
~aqui se llémafé solvente- se vierten y suspenden 10 kg de
fraccién IV de COHN cuyo andlisis da:

55 % Albtmina

10 % &, -globulinas
8 % X,-globulinas
15 % p-globulinas
12 % Kiglobulinas

La fraccidén IV contiene aproximadamente 50% de sustan-|
cias sélidas (proteinas, sales) y 50% humedad restante
(Eéo, etanol). ' '

" Luego se afladen 5 kg de la fraccién-III-l de COHN
(subfraccién) con el siguiente anilisis de sus componentes
(% en peso): ‘
| 15 % Albimina
- 2 % °(:L-globulinas
1% % qa-globulinas
17. % [-globulinas
53 % Y{-globulinas
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Y se suspenden 5 kg de fraccibén III-2 (subfraccién) con

COHN con el andlisis:

8_% Albuming

3 % “\;-globulinas

9% - ¥ ,-globulinas

25 % pg-globilinas

55 % Y{-globulinas

La relacién entre sustancias sélidas y humedad restan-
te es en todas las fraccionss pricticamente 1a misma.

;Los 20 kg de fracciones !himedas" se suspenden er el
solvente y se agitan manteniendo el pH a 4,6. Ias susfan-
cias solubles contenidas en las frac01ones son recibidas
por el solvente, las compomntes presentes no solubles orl-
ginan turbiedad. Las sustancias no solubles forman un 12A
en peso del contenido total de suétancias sblidas. Entre -
las sustancias no solubles estin en especialiglobulinas dQ§<
naturalizadas, inclusive lipoprétidos, que ya no se necesi-
tan en el transcurso del broceso, por eso se retiran por
medio de un centrifugado. \ . . -

El liquido restante tiene una ligera turbiedad ¥y un
color amarillo.

Afiadiendo NaOH 0 2n se regula el pH a 7,4. 4 la solu-
cién se la afiade 4cido silicico coloidal hasta una concen-
traclon de 5% en pesc el cual se revuelve. El liquido se
calienta a 459C (aprox. 1eC por minuto) y el pH se mantiene
constante.'Después de lograr la temperatura final de 459C
se'agita el liquido 4 horas. Durante este paso las protei-
nas no estables _para el almacenamlento se ligan al dcido
silicico y forman un pre01p1tado que se retira por centri-

fugado.
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El 1liquido que queda del cehtrifugédo se somete a una
filtracién clarificante sobre un filtro de carbdn activo.
(filtro mafca Seitz AKS). El1 filtrado es un liquido claro
de un amarillo Ambar. El ligquido se concentra pdr medio de
un proceso de diaconcentracidn (sistema de cassettes Mglli-
pore, tamafio de los poros de la membrana 10000 Dalton) has-
ta un 25 % del volumen original. Después de este paso la
solucién muestra una concentracién total de proteinas de
3,4 a 4,5 % en peso.

iUn andlisis muestra que por el paso de diaconcentra-

cién, en esencia, todas las componentes sanguineas con un

peso molecular menor de 10000 fueron retiradas del concen-

trado. Entre ellas especialmente las que no son deseables

en una conserva de protefnas; por ejemplo, 1os'olig6«pép-
tidos con efecto vasoactivo. '_ ,

El concentrado se someteVluego,‘para‘reﬁirar final-
mente las llamadas "impurezas" y para dosificar los elec-

trolitos, a una dialisis frente al triple volumen de una

- \ . )
solucién de NaCl de 0,9 % en peso. La didlisis se realiza

en los mismos aparatos y con las mismas membranas que se
usaron para la concentracién.

A continuacién un paso de concentrado mis, al final
del cual habri una concentracién de proteinas total del
6 al 10 %. Finalmente se regulan las condiciones fisiolé-
gicas de isotonia con la sangre hﬁmana, por medio de una
solucién de NaCl y la concentracidén de proteinas total se
lleva a 5 % en peso. .

El andlisis de las proteinas gﬁnadas segin un ejemplo

1 revela los siguientes valores:
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Tabla 2 (en relacién a 100 ml)
Proteina 5000 mg
Alblmina 2925 mg

IgG 1500 ng
Igh 380 mg
IgM 285 nmg

La solucidn, una vez regulada, se filtra otra vez con
un filtro antimicrobiano (EKS II; Seitz, Kreuznach). Ia
filtracidén esterilizante se realiza con un fiitro de mem-
brana.

El prepérado, ya embotellado y listo, es aplicable

intravenosamente.

‘Ejemplo 2

En 300 1 de solvénte como en el ejemplo 1 se disuelven
9,5  fraccién IV de COHN
4 fraccién IIT-1 de COHN
¥y 8,5 fraccién III-2 de COHN
Las composiciones de las fracciones corrésponden a las
del ejemplo l. Las fraccioneé se revuelven con-ei solvente,
el pH se mantiene a 4,6.
' Se le afiaden a la solucidn 60 g de Aerosil 2491/380
por cada litro y elrpH se.regula a 7,6. La mezcla se agita
cudtro horas a 479C, luego se enfria a 182C y se somete a
una filtracién aluvial., La filtracidén aluvial se realiza
con un filtro aluvial tibo CHF-S de 1la firma Schenk Fil-
terbau, Schwéb. Gmiind, en posicidén vertical. Como agente
filtrante se pone Hyflo Super Cel en una concentracién de
8 % en peso en rdacién a la cantidad de filtro. Como agen-
te filtrante se puede usar también Kieselgur Celite 545 eﬁ

concentracién de 5 %.
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"Ejemplo 3

Después de purificar se unen las diferentes solucio-

 mes y se someten a un proceso de diaconcentracidn como en

el ejemplo 1. Pueden también, por otro lado, ser tratadas
a discrecidn, h;sta génar el concentrado final, como se ha
descrito en el ejemplo'l y finalmente pueden, segin elec-
cibn, dejarse separadas o reunirse a discrecién.
Ejemplo 4 ' '

En 200 litros de una solucidén tampdén de fosfato-citra
to (0,066 mol fosfato.citrato) se disuelven 10 kg de fra-
cién III-1 y 10 kg de fraccidén III-2 en aprox. 3 herss. El

pH se regula a 7,50 y después de otra dilucidén con solu-

‘cién tampdén citada hasta alcanzar 300 litros, se agita 4

horas a 45QCaﬁadiéndo 100 g por litro de Aerosil y Bentonit
(2:1). Después de enfriarla, se fi¥tra la suspensién ¢n un
filtro aluvial prebaflado con 1,0 kg Kieselgur Celite 545
por.m2 de area filtrante. Sigue una filtracién clarifican-
te con filtro Seitz AKS, y una diaconcentracidn como en -
los ejemplos 1 a 3. la conceﬁtrapién final se regula a 5 %
de proteina. Aqui resulta una composicién media:
Tabla 5

Proteina '5000 mg

Albfmina 1800 ... 2000 mg aprox.

Globglinas 3000 ... %200 ng

IgG ’ 1450 mg aprox.
Igh 700 mg aprox.
IgM 500 mg aprox.

Ejemplo 5

En lugar de una precipitacién fraccionada se pueden

precipitar las fracciones I ... II1 ¥y IV-1 de COHN en un
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"solo paso con una .concentracién de etanol de 40 % y un pH

de 5,8. Por frapciéﬁ IV-1 se entiende una subfraccidén de

ia fraccién IV (ver por ejem. US-PS 2 710 293). El preci-
pitado ée aisla., 20 kg del precipitado se vierten en 300 1
del solvente segin ejemplo 1 y se siguen tratando como en

el ejemplo 1.

';Ejemplo 6

Se conoce una precipitacién fraccionada del plasma

humano con Rivanol (2-etoxi 6, 9~diamino-acidinil-acetato),

(SEEINBUCH; Vox Sanguin 23, 92...106). Segin el procedi-
miento descrito en esta publicacidn resultan los precipi-

tados II, III y IV. Estos precipitados pueden ser tratados,

‘conforme al invento, hasta un preparado de proteina je sue-

ro. Cada 10 kg de precipitados II, III y IV, acumulados
30 kg, son vertidos en %00 1 de solvente segln ejemplo 1
¥ tratados segin el método del ejemplo 1. -
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T a 390
pH = 7a2
Eta.= 8 %

(Fisema]

Precipitados

| Sobrenat. (S1)|
T

!
Fract. I. (P1)

Fibrinogeno

T = 50C
pH = 5,8
Eta.= 19%

Fract. 1

- 17

1 sobrenat (52)]
: |

T = 79C
pH = 5,8
Eta.= 40%

I/I11 (P2)|
T = 159C
pH = 7,2
Etg.= ==
Peg = 3 % ‘

EJEMPLO GRAFICO

[Sobﬁenat (s3)]

[Fract. v (¢3)]

pH = 4,8
Eta,= 40%

[Sobrenat. (84) ]

Fract. V (P4)} |

T = 15¢
pH = 4,6

PEG = 5.5

|Sobrenat.

R S

Tratamien
ulterior.
immunto-

| globulina
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EJEMPIO GRAFICO

.
T et

Precipitados

| Sobre%)at (S5)]

T = 15eC
pH = 4,6
PEG = 5,5%

[Fract. III-1 (P5) —

[SObéenat. (86)]
L

| ,

[Fract. I11-2 (P6ﬂ]
- —

Trat;;iento Solucidn
ulterior. Purific.,
immunto- Sterilis.,
globulinas Dilucidbn
PrepJ de
proteinas
de suero
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" a) Fraccionamiento del plasma sanguineo liberado de lcs

.18 =

 En resumen, la Patente de Invencidén que se solicita
deberd recaer sobre las siguientes:

RETVINDICACIONES

i.- Un procedimiento para la obtencién de.ﬁn prépara-
do de seroalbimina aplicable por via intravenosa, no Liré-
geno y con estabilidad de almacenamiento, en el.que, a par-
tir de una solucidén de albimina de sangre humana, se obtie-
ne un preparado estabilizado de aplicacién universal, que
en una solucidén acuosa isoténicg:contiene disueltas pro-
teinas, en las que la relacidn entre globulinas y alblmina

se corresponde sustancialmente con la del suero sangnineo

nativo, caracterizado por las etapas siguientes:

factores de coagulacidén conforme a procedimientos en si
conocidos, obteniéndose precibitadqs y sobrenadantes de
distintas fases de fraccionamiento;

B) Mezcla y nueva disolucién de los precipitados en que se
encuéntran proteinas de la sangre en forma nati%a. pro-
cedentes de distintas fases del ffaccionamiento,ren un
liquido portador apropiado quimica y fisioldgicamente,
que eventualmente contiene también sobrenadantes de las

‘ fgses del fraccionamiento;

cj,ajuste de la solucién a un contenido, con relacidén al
contenido total de proteinas, de

50 - 70 % de albimina
30 - 50 % de globulinas

d) estabilizacién, purificacidén y envasado del preparado

de manera apropiada.

2.~ Procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 1,
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y caracterlzado por los siguientes pasos:

a) Suspender las fracciones de COHN (sedimentos) IV, III-1
¥ III-2 en una solucidén de sal comin o en una solucidn
tampdén adecuadas segin las siguientes propéfcionés:

‘fraceidén IV - de 30 a 80 % en peso °

fraccién ITI-1 de O a 70 % en peso

fraccién III-2 de O a 70 % en peso
siempre en relacidén a un contenido total de proteinas
de 100 %, regulando una relapién enrlas sustancias sé-
lidas suspendidas de 50 ... 70 % de albfmina y 50 ...
30 % de globulina :

b)\Eliminacién de las cdﬁponentes de la mezcla que vien-

den a desnéturalizarse, en especial las lipoproteinas,
por absorcidn en absorbentes con afinidad especi’ica,
concluyendo con retiro de loé absorbentes enriquecidos,

c) concentracidn y‘establllza01on de la solucién ganada.

3.~ Procedimiento de acuerdo con la re1v1nd1caclon 2,
caracterizado por las siguientes proporciones de fraccio-
nes de COHN: \ |

' fraccién IV de 40 a 60 % en peso
fraceidén ITI-1 de 20 a 30 % en peso
fraccién III-2 .de 20 a 30 % en peso

©_ 4.~ Procedimiento de acuerdo con las reivindicaciones

2 ¥y 3, caracterizado porque las fracciones son libradas

por separado de las componentes que tienden a desnatura-

lizarse; las sustancias purificadas son después mezcladas,
concentradas y estabilizadas.

5.~ Procedimiento de acuerdorcdn la reivindicacién 1,
caracterizado porque los productos de fraccionamiento del

fraccionamiento con Rivanol son usados como sustancias de
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" 6,5 a 8.

_20 '_
|

!

| ~ : . ‘
ﬂartida (fracciones II, III y/o IV segin STEINBUCH).

6.~ Procedimiento de acuerdo con la reivindicacidn 1,
caracterizado porque dcidos silicicos coloidales son usa-
dos como absorbentes en una concentracidn de 200 ..; 506
mg.de 4dcido silicico por gramo de proteina total y mezcla-
dos profundamente a una temperatura de hasta 5090 ¥ des-

pués separados.

7o Procedimiento de acuerdo con lg reivindicacidn 6,
caracte;izado porque se trabaja a températuras entre 20eC
y 508C.

‘8.- Procedimiento dg acuerdo con la reivindicscidén 6 y

7,\éaracterizado porque se trabaja en una regidén de pH de

9.~ Se reivindica por #ltimo como objeto sobre el que
ha de recaer la Patente de Invehbién que se solicita: "UN
PROCEDIMIENTO PARA LA OBTENCION DE UN PREPARADO DE SERO-
ALBUMINAY, | |

Todo conforme queda descrito y reivindicado en.la pre-~
sente Memoria descriptiva, due consta de veinte paginas
mecanografiadas. . |

Madrid, 26 de enero de 1978
BERNARDO UNGRIA
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