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Este invento se refieve a un método de recuperar
Luroquinasa de wa orina reciente o wna solucién de-uroquina-
sa bruts, y e;.t aplicable también g la produccién de vna prg_
vparacidn 0 prepgrédo trombolitico que‘ contiene como constitu
Yente principal uroquinasa que tiene wn peso molecular de
54,000 + 10,000
La uroquinasa es una enzima que existe en cantida-~
| des pequefias en 1a orina huména y tiene una funcién de acti-
var el plasmindgeno contenido en el suero formando plasmina
que tiene actividad fibrinolitica. Siendo un activador eficaj
para el sié’cema fibrinolitico, la uroquinasa se aislg de 1;a
orina humana o de cultivos de tejidos de rifiones y se purifi
ca para ser empleads clinicamente de forma amplia en el tra-
temiento de diversas trombosis, cénceres, en combiriacidn con
agentes carcinostiticos y otras enfermedades. A

Asi, la uroquinasa ha llegado a ser muy Wtil en
el campo faxmacéutico. ILos auntores del presente :invénto
realizaron egtudios para promover la utilizacién més efi-
c;az de 1la uroquinas.‘av en su empleo terapéutico. Las pfepa—
raciones de uroquinasa empleadas corrientemente como com-
puestos farmacéuticos son mezclas de pesos-moleculares di~
ferentes. Se conocen dos tipos de uroquinasa, ung gue tie-
ne wn peso moleauar alrededor de 33.000 + 10.000 ¥ otra
que tiene um peso molecular de alrededor ‘de 54.000 + 10.060.
Estas se mezclan de forma gue muestran una potencia de- |
finida. Aungue la razén nd ha sido todavia decidida, la
existencia de enzimas de diferente peso molecular en
la uroquinésa se preéume que es atribuible a la existencia
de isozimas debido a la diferencia en Los tejidos que pro-

ducen enzimas, la transfommacién en sub-unidades por la
accidn de enzimas proteoliticas u orina u otros maberia-
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~les, o la descomposgicidn o modificacidn durante la recupe-

ERevjor roaren 2

racidn de la orina,

Es presumible que las preparaciones de uroqui
nasa que tienen diferentes pesos moleculares presentardn
naturalmente diferente eficacia fisioldgica. Sin embargo,
no se han obtenido ni suficientes indicsciones sobre dicho
problema ni informaciones sobre la diferencia significati-
va en la eficacia del emsayo convencional in vitro por el
método de revestimiento con fibrina o por el método de dos
etapas /Pharmaceuticals Research, 5 (3), 295-308 (1974)7
que Se ha llevado a cabo generalmente para normalizar lz
actividad enzimdtica de las preparaciones de uroquinasa.
Por consiguiente, al administrar la preparacidn de uroqui
nasa, se ha realizado la normalizacidn ajustando la poten
cia total por el ensayo in vitro. En otra palasbras, le
uroquinasa se administrdé en la suposicidn de que su efica
cia fisioldgica es la misma si la actividad enzimdtica
(potencia) in vitro es la misma, a pesar de la diversidad
de peso molecular de la uroquinasa,. )

Bajo las circunstancies anteriores de la téc-
nica, se aclard la diversidad del peso molecular de las
preparaciones de uroguinasa y se empliaron los enéayos en
enimales asi como los usos clinicos de la uroquinasa. Jus
to a2l mismo tiempo,‘los inventores del presente invento
encontraron que gxisfe una diferencia significativa entre
la actividad in vitro y el comportemiento in vivo de la
uroquinasa dependiendo del peso-molecular,

' Partiendo del descubrimiento anterior, los -
autores del presente invento examinaron ademds si la acti
vided enzimdtica in vitro refleja exactamente la eficacia
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—enzimdtica in vivo, si la uroquinasa de diferente peso mo-|

Hogn nom 3

lecular presentala misma eficacia bioldgica in vivo, y si
existe o no otra diferencia enzimoldgica dependiendo de la
diferencia en el peso molecular. Como resultedo, se encon
tré sorprendentemente que existfa una diferencia bastante
grande respecto a la actividad trombolitica entre las mues
tras que han sido ajustadasa la misma potencia basada en
la actividad enzimdtica ensayada por el método de dos eta-
pas u ofros métodos in vitro y que existe una cierta inter
relacién entre el peso molecular y la actividad tromboliti
ca de la uroguinasa. Se encontrd que la uroquinasa con un
peso molecular mayor presentaba un efecto trombolitico mds
elevado incluso si la potencia determinada in vitro por el
método de dos etapas u otro método era la misma. Se encon
tré ademds que la uroqﬁinasa con peso molecular superior
es superior también en conservacidn. -

Grupos de sabuesos fueron administrados intra
venosamente con uroguinasa de peso molecular superior
(54.000) y uroguinasa de peso molecular inferior {33.000)

. 12
respectivamente, se marcd cada uno con 5

I y se siguié La
atenuacidn de cada uroquinasa en la sangre. Se encontrd - ‘
que la uroduinasa de peso molecular superior permanece ma
yor tiempo en la sangre y su vida media alcanza alrededor:
del doble gue la de‘peso molecular inferior.

' En los dibujos que se acompafian, la Figura 1
es un diagrama que representa la relacidn entre el pH de
una solucidn acuosa de uroquinasa y la relacidén de activi
déd residual; y la Figura 2 es un diagrama que representa
la atenvacidn de uroquinasas de diferente peso molecular

125

marcadas con I en la sangre de sabuesos despuds de la
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-inyeceidn intravenosa. -

Mo nun 4

' Basado en los resultados de estudios resliza-
dos sobre la eficacia farmacéutica in vivo de la prepara-
cidén de uroquinasa y en el método para recuperar dicha uro
quinasa eficaz, los autores del presente invento han inten
tado desarrollar una nueva preparacién de uroquinasa norma
lizada que tenga una eficacia bioldgica elevada, que con-
tiene uroguinasa de elevado peso molecular como constituye;
te principal.

/ Un objeto de este invento es proporcionar un
método para producir una preparacidn trombolftica que con-
tenga uroquinasa que tiene un peso molecular de 54.000 }
10,000 como constituyente principal.

El método para producir uroquinasa que tiene
un peso molecular de 54.000 + 10.000 no es especifico a no

ger que el rendimiento sea una cuestidn importante. ILa urB

1

-

quinasa puede &islarse de una forma conocida por diversas
etapas de tratamiento incluyendo separacidn de la orina,

concentracidn y purificacién. Ia uroquinesa purificada se
gomete & un tratamiento empleado en separar y recﬁperar
una enzima de peso molecular prescrito, tal como fracciona
miento por filtracidn con gel, técnica de columna de inter
cambio idnico, cromatogrefia por afinidad o precipitacidén

fraccionada,

\
La filtracidn con gel es un método sencillo

rara recuparar uroquinasa de un peso molecular prescrito

¥ da buenos resultados., Los materialeé adecuados para la
filtracidn con gel incluyen gel de dextrano reticulado, .

gel de poliacrilamida y gel de agarosa preparados para

tratar una sustancia que tiene un peso molecular en el in
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T %er\}alo de 1.000 o 150,0CC. 21 notveriel Gel filtro se mon-
[ tiene en wno coluria equilibrede con wie solueidn fammén
de sol inferier ée pH 5,5 a 9,5. | Uae solucida pcuose que
contiene uroguinass se desarrolla cn la colunne ¥y se recu-
5 pera la FTraccida due contiene uroguinace cue tiene wn zeoso
molécvlar de 54,000 + 10.000. Iicho procediniento ez sen-
cillamenie un ejeirplo y no es linitativo.

Tos autores del presente invenvo hom heeho es
tudios scbre la mejora del reacdiniento de la vroguinasa gue

10 tiene un peso molecular de 54.000 + 10.000 y como resulia-

o]

et
do, encontraron que es eficcz pare ls nejora del rendinmien~
to mentener en cada eteopa de trotomiento el »i de wa so-
' lueidn acuosa que contiene uroquinase deatro del intervalo
de reutro a débilmente basico, preferiblomente de 5,5 a 12,

15 | particularmente en la ctapa de diglisis pers la eliminecidn

de las sales., Cuendo se satisface esta condiceidn, se ese-

3

cura la estebilidaed de la uroguinase y la uroquingss ¢le
tiene wn peso molecular esperado de 54.000 + 10.000 se re-
cupera eficiazmen’ce sin que tenge luger la descompogicidn,
20 ZL ejemdlo experimentzl 1 dado a continuacidn muestra el he

cho anterior.

Ziemmlo exnerinental 1

.

La interrelocidn entre cl pid y la relacidn de
25 la sctivided de uroquinasa residugl asi como la distribu-
cién del neso molecular:’

Uroquingsa que habiao sido recuperads de orina
hunana por adsorcidn en gzel de cilice se fraceciond con sul-

fato de amonio ¥y la solucidn extraclto se gjusié a2 wna po-

30 tencia de uroquinasza de 9.800 UI. DLe solucidén resultante

POOR |
QUALITY
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-se dializé durante 40 horas a 49C frente & un 1iguido ex-

!
Hon nnn' 6

".

terior de agua, una solucidn tampén de acetato de sodio 1i!
de éH 3,0, 4,0, 5,0, 6,0, 7,0, 8,0, 9,0, 11,0 0 12,0 0 una|
gsolucién tampén de fosfato 1/15 M, renovendo mientras el
ligquido exterior en un intervalo de tiempo de 8 horas. Des
pués de completar la dialisis, se analizé la relacidn de
la actividad residual y se evalud de modo aproximado la
distribucidn del peso molecular mediante un tamiz molecular
por medio de una téenica de filtracidn con gel. la rela-
cidn de la actividad residual encontrada y los resultados
de la estimcecidn del peso molecular en las fracciones de
uroquinasa con referencia a muestras natrén de peso molacu

lar conocido son como se resume en la Tabla 1.
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vidad residual asi como la distribucidén del pe-

s0 moleculear.

— Tabla I.- Interrelacidn entre el pH y la relacion de @eti

ey nuol 7 |

Expe-

]
|

ActividediRelacidn

| Distribucidn del peso

pH del molecular -
rimen| 1iquido después {de acti- | 33.000 4 | 54.000 &
t0 n?| exterior de la |vidad re| 4 10.000 | % 10.000
; didlisis | sidual
Tes~ | Solucidn
tigo |extracto| 9,800 100 - 4
" 50 8.514 86 + 1
1 3 6+324 65 14 -
2 4 6.314 64 XX -
3 5 6.426 66 +
4 6 Te252 T4 - )
5 7 8.296 85 - 11
6 8 10.290 | 105 - ¥
1 9 9.672 99 - X
8 1L 9.016 92 - +4
9 12 8.722 89 - 44

Nota: -~ ... No detecteble;

grado suficientemente grande,

: .ss detectable;

table en un grado considerable; 4+ ... detectable en un

+ ... detec
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Fleyy nuul‘ 8 :
i
!

- ' En la nreparaéién de uroguinase obtenida de
la orina humana, existe la posibilidad de contener virus
quelcausan hepatitis, enfermedades endémicas u otra clase
de enfermedades. Con el fin de poder ser administrzda al
hombre como un compuesto farmacéutico, la uroquin,sa debe
experimentar el tratamiento para inactivacidn de virus, es
decir, el conocido tratemiento con calor (559C a 652C du~
rante 9 a 11 horas) que es por el momento el mds sencillo
y mds seguro. Durante el tratamiento con calor, también
es eficaz para la estabilidad de la uroquinasa ajustar la
solucidn de uroquinasa acuosa a un pH 6-8 con una solucidén
tampdén, 0,01 a 0,3 M en concentracidn de sal. Se obtiehe
un efecto estabilizador exiremadamente alto frente al ca-
lor cuando estd presente un estabilizador al calor selec-
cionado del grupo que consiste en proteinas, aminodecidos,
sacdridos y sales neutras ademds de la condicidn de pH an-
tes citada., Aunque no es critica, la actividad especifica
de la uroquinasa es preferiblemente 200 o mayor, mds prefe
riblemente 1.000 & mayor unidades internacionales (UI) por
mg. ILa cantidad de uroguinasa en la solucidn que ha de
tratarse con calor es generalmente 0,001 a 5% (B/V), prefe
riblemente 0,01 a 1% (P/V), en términos de proteinas. Es
preferible mantener el pH de la solucidén que ha de t?atar-
se con calor en 6 a 8 ajustdndolo con una solucidn tampdn,
particularmente una solucidﬂ tampdn de fosfato, 0,01 & 0,3
M en concentracidn de sal,

En las condicioneé anteriores, los estabilizg
dores al calor adecuados, si se emplean, son aminodcidos
tales como blicina, lisina y arginina; sacdridos teles co-

mo sacarosa y manita; sales neutras tales como cloruro de
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Hoge nung 9

~s04i0; y proteinas tales como gelatina.
| El 1imite inferior de la cantidad de estabili
zadores que ha de afladirse es normalmente 5% vara glicina,
gacarosa y manita, 0,1 M para lisina y arginina, 0,15 M pa
ra cloruro de sodio y 0,1% en términos de protefnag para
albimina y gelatina. Incluso cuando la cantidad se reduce
por debajo del limite inferior, el estabilizador no pierde
su efecto bruscamente sino sdélo gradualmente. No hay 1fmi
te superior de la cantidad de estabilizador, a no ser que
se tenga en cuenta la separacidn del estabilizador de 1la
preparacidn, _

La temperatura del tratamiento de inmctiva~.
cidn de virus es 502 a 709C, preferiblemente 552 a 652 y
el tiempo de calentamiento es de 8 a 12 horas., Ia uroqui-
nasa tratada con calor, si es necesario, se libera de las
sales y estabilizadores al calor por didlisis o similar.
Ia uroquinasa muy purificada se divide en viales y'se lio-
filiza obteniendo las prevaraciones farmecduticas. En el
caso de uroquinasa brute, se realiza de ﬁodo similar en
preparaciones farmacéuticas después de haber sido muy pu-
rificada por empleo de intercambiadores de ion muy conoci-
dos, adsorbentes esvecificos de uquuinasa o sepharose 4B,

Con el fin de examinar el efecto del calenta-
miento en el comportamiento infeccioso de los virus'que
tienen posibilidades de existir en la prepnaracidn de uro-
quinasa, se llevaron & cabo exverimentos de calentamiento
en presencia o ausencia de estébilizadores de calor. Los
virus afladidos a la solucidn de uroquinasa acuosa eran vi-
rus de viruela, virus de paperas, virus de sarampidn, vi-

rus de estomatitis vesicular, virus chikunguya, virus de ex

s

L




Hoja nOm.

1 cefalitis jononesa, virus de hepetitis 2, virus de rubeola,
poliovirus, couseclicvizus y echovirus. Il Grelonicnto con
ceador se 1levd a cabo a 608C dureonve 1C horas duronte las
cuales se aascyd el commortemiento infecciose recidusl a

5 intervalos resulores, &1 ecbo de 10 horasz, el comporvwaicn
to infeccioso ze zerdid completamente tanto si estoba nro-
sende como £l no el estobilizador de colox. ILstos resulio-
Gos sugieren gue el traveniento de calor de acuerdo con esiz{:
invento ejercerd un efecto de inactivacidn tombién cobre |
10 obtros virus que los cmmleados cn low experimentos anterio-
res. A4 continuacidn se don log ejemwlos ciperimentales 2 ¥

3 que sugierecn loc resultcdos enteriores.

Ijennlo exoerimentol 2

15 Dependencic de le estabilided de lo urogquino-

sa en el tretaniento con calor sobre ¢l pii:

diverscs concentraciones a wa solueién de uroquinasé 2cu0-
sa Joctividad esnecifica, 15,000 UL/ng; concentracién de
20 proteinas, 0,020 (2/V)/ para preparar muestras de solucio-
nes de uroguincsa que tenfon pH de 4, 5, 6, 7, 8, 9 ¥ 1C.
Code muestra se calenté a 6080 durante 1C horas y se compa-
r6 la actvividad residuzl. Después del tratenienio con . co-
lor, el estebilizador al ealor se separl por diflisis y sc
25 nidié lo actividad de urocvinasa, caleulendo la relecibn
de lao activided residuval tomando la actividad eovecifica
antes del colentomionto como el 100.. (Como se rvestra en
la Figure 1, lo uroquinesa retuvo ¢l 524, el 650y el 50:)
de las actividades inicieles a pi 6, 7 y 8, respectivenen-
30 te; indicondo que es eficoz ¢l ajusie del pi de le solu-
09033 :

POOR
QUALITY
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—cidj;de uroquinasa acuosa en el intervalo de 6 a 8.

\
Hopn wun 11

Ejemplo exverimentel 3

- perimento fueron los mismos que se hean descrito en el Ejem

' nina, respectivamente, 75-78%, 78% y 71-75% en presencia

'y 88-100% en presencia de gelatina, indicando wue todas

- uroguinasa retuvo el 65% de la actividad inicial en ausen-

Efecto de los estabilizadores al calor:

En este ejemnlo experimental 3, empleendo di-
versos estabilizadoreS'él calor, se compard uno con otro
cada efecto estabilizador frente 2l calor. Después de tra
tamiento con calor, se separd el estabjlizador al calor, -
por didlisis y la relscidn de actividad residual se deter-
mind tomando la ectividad especifica antes del tratamiento
al calor como el 100%. Ios resultados obtenidos fueron co

mo se muestra en la Tabla 2. Los virus empleados en el ex

plo experimental 2. En la Tabla 2, "testigo (1)" es el ea
s0 en el gque estzba ausente el estabilizador al czlor ¥

que el pH se ajustd a 6,8 con una solucidn tampdn de fosfa
to 0,1 I y "testigo (2)" .¢s el caso en el que no se afiadid
solucidén tempdn de fosfato y, por lo tanto, el pH no se ‘,
aﬁustd; ILas actividades de uroquinasa residuales fueron"

65-75%, T8% y 79% en presencia de glicina, lisina y argi-
de sacarosa, manita y clorurc de sodio, respectivamente,

lag sustancias son estabilizadores al calor eficaces. Cuam

do la solucidn de uroguinasa acuose se ajustd a pH 6,8, la

cia de un estabilizador al calor, indicando que el ajuste
de la solucién de uroquinasa a pH 6 a 8 es eficez para es

tabilizar la actividad.
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TABLA D" -

Flogn s 12

Estabilizador al calor

‘Relacidn de

tactividad de

_Comportamiento

infeccioso del

!Tipo nggent;g juroquinasa |virus residual
! -0y | residual, %
, |
Gli9ina 5 65 Ninguno
/ 10 70
15 75
Lisina 0,1 M 78 "
Arginina 0,1 M 79 "
5 75
Sacarosa 10 77 "
15 78
5 73
. 14
Manlta 10 73
0,15 M 71
. "
Cloruro sddico 0,3 M 75-
EDTA 0,1 23 "
0,5 88
Gelatina: 1,0 9l "
Testigo (1) \
(solamente uro - 65 "
quinosa)
Testigo (2)
(Sin solucidn - 0 "
tampdn)
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|+ 10,000 (54,000 pa

Hojn nam. 13

Tos enscyos de ccvividad fromboiliice, 1o vi-

~e media en lo.sengre desrubs de le adnministracidén introve-

L | -]

nosa, esvcbilidad, % :fic:t::zu, dogis-de e.é.minis‘cracidn ¥ mo-

Go Ge adninistracién in vitro e in vivo se reslizavon en

uroquinasa que tenfa un peso moleculor de 54,000 + 10.0C0.
)

Tos nétodos experimeniales ¥y los resuliados se describen

nis adelsonte.

Tiemnlo ermerinental 4

Determinacidn de la actividad trombolitice
por el método de ecircuito de Chendlexr:
Se fracciond uroquinesa purificada en frac-

ciones que tenian, respectivamente, nesos moleculeres de

P

-

33.000 + 10,000 (33.000 para la meyor paric), 54,000
rte),

lz nayor nax y alrededor de

o

ra
100,000, TLa fraccidén que ¥tenia vn peso molecular de zlre-
dedoxr de 100.000 se encontrd en una cantidad nuy peqguela ¥

parecia que era wn producto asociado de urcguinasa que te-

nia vn peso wolecular de 54,000, Ia recuperacidn de esta

.

fraccién de la orina es comercialmente imposible., Cada
fraceibn se disolvié en solucién saline fisiolégica prepe-
rendo las rue@t*‘as siguvientes de votencias variables: mues-

tra (1), 18,75 UI/n ; muestra (2), 37,5 UL/ml; nuestra (3),

| 75,0 UL/wl; muestra (4), 150 Ul/ml; muestra (5), 200 UL/ml

¥ wna muestra testizo (solucibn. szlina fisioldgica).

La potencia ea la wnidad UI se determina por
un método en dos etapas in vitro, que comprande dejar la
prevaracién de vroguinasae bajo enseyo actuvar en plasmind-

N

geno purificado, empleado como sustrato, para Fformar plas-

-
y

rmina, descomponer e conbinuescién la fibrina de sustrato
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secundario por la azccidén de lo plesuing asl sormade, y cel-

Coulor la votencio a nartir del dliemno de Glrzelucidn Ce la

fibrina /Fharcaccubicals Zesearch, 5 (3), 291-306 (1374)/.
Lo relecidn entre le unidsd UL 7y la wnidod Zlong convencio-
nel /30504, 24, 278-282 (1975)/ se exnrese por 5,000 wnido-
des Plong = 6.0C0 UIL.

Lo Tomracidn Cel vrombo ¥ lo édeterainacidn de
la relacibn de disolucidn ge llevoron o cabo del nodo si-
suientes

En wa pleza de tuberia plictice (de 3 mn de
Gidnietro interior y 270 i de longsitud), se coloecd L =l de
songre freses que contenia 3,8 de wn citroto y 0,1 ml de
vna solucién de cloruro de cocleio 0,25 15, ZL tubo sec ce-
rré hernéticamente en anbos exirenros fomrmendo v circuito.
Je formé un trombo hociendo giror a 12 rop.m. el tubo ce-
rrado hembticanente durante 30 ninutos a 37¢C, Za el cir-
cuito se inyectd uns de las soluclories de nuccltro de uro-
quinase 0 le muestre tesztizo. ZIZ1 tubo se hizo girar ce
nuevo a 12 r, p. un., durente 4 hores o 37¢C. EL tronmbo re-

sidual sacado del tubo se £ijé durmnte wia nocle o unz SO~

€3

lucidn de Dovin (preparade nesclendo juntos 75 ml de solu-

cién ccuosa saburada de Acido nferico, 25 ml de formaling
comercicl ¥ 5 nl de &cido acético glazcial), ¥ el neso del
trombo se determing examinando la interrelacidén entre lo
potencia UL, el peso molecular ¥ la actividad trombolltica.
La actividad frombolitica de la wroguinese se expresd on
téminos de relacidn en peso del peso medio del brombo del
Zrupo que contienc uroquincsa ol peso medio del trombo del
gruopo testigo (srupo de solucibn saling fisiolézice).

relocidn se denonine en lz presente memoria "relacidn trom-
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“bolitica)(en %)" y se muestra en la Tabla 3.

Tabla 3., Relacidn entre el peso molecular de uroquinasa

f ¥ la relacidn trombolitica (%)

/

Peso ]
molecular| NMuestra | Muestra | Muestra | Muestra | Muestra |
de yroqui| (1) (2) (3) (4) (5)

nase
100,000 0 : 2 62 82 i 80

54.000 0 1 : 63 83 81

33.000 0 1 13 65 72,

De los resultados mostrados en la Tabla 3, se
encontrdé que la uroguinasa cue tiene un peso molecular de
54.000 es excelente en actividad trombolftica, mientres

Que la uroquinasa que tiene un peso molecular de 33.0001

la mitad de la uroquinasa de pes¢ molecular elevado. Aun-
que el ensayo de la actividad frombolitica por el método-
del circuito de Chandler se lleva a cabo in vitro, se re-
conoce que es un método de ensayo sencillo y éonveniente
que se aproxima mds que el ensayo in vivo 43. Exp. Physiol]
Vol. XLIV (4), 377-384 (1959)/ y se cree que es capaz de
representar suficientemente el compoftamiento de la uro-
quinasa que tiene un peso molecular de 54.000 + ld.OOO eg‘
pleada en este invento. _

Los resultados obtenidos antes mostraron un

hecho sorprendente que las preparaciones de uroquinssa

tiene una activided trombolitica tan pequeiia como menos Qe
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'evazﬁadas hesta shora gue tenfan la misma potencia, segin
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-
!
se enseyaron por el método del tubo de ensayo convencionaly
el método del recubrimiento o el método en dos etapas (Phai
maceutical Research, loc. cit.), presentm actividad trombo|
1litica bastente diferente dependiendo del peso molecular

de la uwroquinasa.

Ejemplo experimental 5

5 Efecto trombolitico in vivo (en ratas):

Siguiendo el método de Y, Sasaki /Thrombosis
Res., 9, 513 (1976)/ y R.N. Chakravart /Atherosclerosis,
21, 349 (1975)/, la accidn fibrinolftica de la uroquinasa
in vivo se exemindé por empleo de ratas, '

El fibrondgeno humano se marcd con 1251 por

el método de Greenwood y otros /Biochem. J. 89, 114 (1963),
125
I-

]

preparando fibrindgeno humano. 4 ml de una solucidn

de 125I-fibr0ndgeno humano al 0,4% se mezclaron con 200 UI
de trombina humana y se dejaron reposar durante aproxima@g'
ﬁente 60 minutos a la {emperatura ambiente formsndo fibri~l
ne. Despuds de una separacidn suficiente de zgua con pa-
pel de filtro, la fibrina se lavd completamente con solu» |
cidn salina fisioldgica en un papel de filtro. 'E1 papel
de filtro que lleva la fibrine se cortd en pequefios trozos)
ge mezcld con 4 ml de solucién salina fisioldgica y se tri
turé suficientemente para preparar una disversidn de 1251—
-fibrina humana, con un didmetro de particula de 5 a 10 Re
El contenido de fibrina de la dispersidn era 12 mg/ml en

base himeda y lz radioactivided de 1251 era 293 x 106 CeDe
m. A rataes de raza Wistar (machos, que pesaban cada uno

250 g) se administraron a ceda una por la vena caudal 1 ml
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t-de la dispérsion seguido por 30.000 UI de uroquinasa que

Tabla: 4. Porcentaje de formacidn de

Hopm num 17

tenia un peso molecular de 54.000 o 33.000., A continuacién
en intervalos regulares de tiempo, se recogieron cada una
a 0,3 a 0,5 ml de sangre de la arteria cardtida en un tubo
de e?éayo gue contenia una gota de solucidn de gprotinina
(15.000 XKIE/ml), una antiplasmina, y se dejd reposar duren
te ?’horas a temperatura ambiente. Una poreidn de 0,05 ml

delﬁuero seﬁarada de la sangre se ensayd para los productos

de descomposicidn de la fibrina (PDF) midiendo la radiacti

vidad. El porcentaje de formacidn de 1251—PDF en sangre
se determind con el intervalo de tiempo desde el valor de
redioactividad por ml del suero y la cantidad total de sue
ro cireulante (31,1 ml/kg), tomando la radioactividad .de
fibrina administrada como el 100%4. ILos resultados obteni-

dos fueron los que se resumen en la Tabla 4,

1251-PDF en sangre ba-

sado en la dosis administrada (uroquinasa de

30.000 UI por rata; inyeccidn intravenosa)

- ] -
Tiempo transcE{Uquuinasavde Uroquinasa de : Soluecidn sa-
rrido después ‘peso molecular| peso molecular | lina Ffisidsw- .
de la adminis-:elevado (peso |bajo (peso mo- ldgice
tracidn, minu-i{molecular lecular 33.0001.

tos: 54.000)

0 2,5 © 2,4 2,4

15 2745 15,6 913

30 38,3 23,2 . 6,8

45 18,2 : 16,1 9,7

60 - 20,7 13,2 - 15,2

75 16,5 . 16,9 1,0

3
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s Se observa de la Tabla 4 gue una uroquinassa

posicidn de la fibrina como la cantidad de PDF oroducida
. ’

Heogu i, ' 18

de elevado peso molecular produce PDF antes que una uroqui.

nasa de bajo peso molecular y tanto la velocidad de descom

son mayores en el caso de la uroquinase primera,

| De los resultados anteriores se encontrd que
una;hquuinasa de elevado peso molecular presenta in vivo
ung/ actividad fibrinolitice mayor y una actividad tromboli
{tica mayor.

Ejemplo experimental 6.

Influencia del peso molecular en la atenua~
¢idn de la uroguinase administrada en sangre.

Las preparaciones de uroguinasa de pesos mole
125

culares diferentes se marcaron con I por el método de
Greenwood 'y otros /Biochem. J. 89, 114 (1963)/. Ia uroqui
nasa marcada se administrd por inyeccidn intravenosa a los
grupos de animales de ensayo y se compard la atenuacidn de
uroguinasa en la sangre.

Las urogquinasas con un’ peso molecular de
54.000 (urogquinasa de peso molecular elevado; actividad 28
pecifica, 100.000 Ul/mg de proteina) y 33.000 (uroquinasa
de bajo peso molecular; actividad esvecifica 160,000 UI/mg

125

de proteinas) se marcaron con I por el método de clora-

mina T. /Biochem. J. 89, 114 (1963)/. Las radioactivida-

des especificas eran 1,28 x 107

c.p.m./mg de protein&s en
el primer caso y 2,24 x 107 c.p.m./mg de proteinas en el
segundo caso. El enimal de ensayo empleado fueron 3 sabug
sos (machos, pesando cada uno de 12 a 15 kg) por grupo.

La dosis de administracidn fue 1.000 UI/kg en
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ambos casos de urocuinosas de peso molecvlar clevado ¥y ba-

Jo, ¥, ambosg se edministroron o wrovis de Lo vens nardtida.

A intervelos reguleres de diempo dessubs Ce 1o adminigtre-
cidn, se recosicron Fraccidn de 5 nl code una-de Sm.gre de
lo vene Ge la peta delentera empleondo una jeringa oue con-
venia 0,5/ nl de una soluveidn de citreto de modio 21 3,8

=1 plasne se separb$ de la ssngre »or centrifugacidn y se
ensayé por radioactividcd con wn conbador de centelleo (Pac-
karéd Co.). Los resultados obtenidos fueroa los que ge mueg
tran en la l*‘lgl.’-.‘ 2 2, La curva de exvincién H de la vroqui-
nase de peso molecular elevado en sanpre desciende nds len~

terente que la curva I de la uroguiness de peso molecular

bajo, siendo la vida media de la primerz u: roquinesa céoble

que la de la segunda,

Sjemplo exverimental 7

-

Peso molecular y estabilidad de la actividad

el
+
1

enzindtics

S
<
(o]

Empleando uroguinasa comercial, se exemind
le relecibén entre el peso molecular ¥ la estabilidad de la

actividad enzindtice. Le uroquinasa comercial se fraccio-

n6 en fracciones de peso nolecuwlar 20,000, 3C.000, 54.CCO

¥ 100,000 por filtracién en gel (Sevhadex (~75; uvma solu-
cién tempén de fosfato 70 mlil de p¥ 8,0; colvmna de 2,6 x &0
o). Cade fraccibn se zjusté a 10.000 UI/ml (solucidn acuo-
sa), se conservé a una temverabura entre 4¢C y -102C, y se
exeming . el cambio en la ad’cividad con el tiempo. I la Ta-~
Pla 5 se muestra el tiempo reguerido hasta, que se alecanzb
1a actividad residual del 50%.

Del experimento anterior se encontrd que la

POOR
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-estabilided de la uroquinasa que tiene un peso moleculer

de 54.000 era alrededor de 3 veces mayor que la de la uro-

guinasa de bajo peso molecular.

Tabla 5. Tiempo transcurrido hasta gque se alcanza una
‘actividad residual del 50%.

20,000 33,000 54.000 100.000

macenamiento

——

. 48C {1 dfa 5 dfasgr | 15 dfas | 11,5 diaz
-109C 2,5 dias 6 dfas | Y10 dias | ) 20 dfes

'

Ejemplo exvwerimental 8

Ensayo de toxicdidad:

Para el ensayo de toxicidad, se emplgaron 5
ratones y 5 cobayas (pesando cada uno aproximadamente 20 g
bien nutridos y sanos). Uroguinasa de peso molecular eleva
do que tenfa un peso molecular de 54.000 (15.000 UI) se di
s0lvid en 25 ml de agua para inyeccidn. Cade ratdén y caeda
cobaya fueron admlnlstrados subcutdneamente con respectiva
mente, 0,5ml y 5 ml de la solucidn de uroguinase anterior
7 dias desoués de la édministracidn, no se observé ningin
caso mortal. En este caso, .la ecantided de uroquinasa gue
ha de administrarse fue de 300 UI por cada ratén y 3.000
Ul por cada cobaya, respectivamente.

Empleando clfnicamente 1la preparecidn de este
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- invento, 50 a 30,000 UT de la preparacién de uroquinasa
de este invento se disuelven en 0,5 a 5 ml de agua pera
inyeccidn (Pharmacopea Japonesa) y se administra, teniendo
en cuenta la edad, sintoma y ovrogreso de la enfermedad,
5 por inyeccidn intravenosa, goteo intravenoso, infusién go |
ta a gota, inyeceidn subcutdnea, o inyeccidn retrovulvar,
La preparacidén trombolitica de este invento
que contiene como ingrediente principal uroquinasa de un
peso molecular de 54.000 + 10.000 es una preparacidn que
10 tien /un peso molecular uniforme, excelente conservacidén
¥ unZ alta actividad trombolitica, que ﬁermite la asocia-
cidn y dosificacidn para ser normelizeda. Ademds, 1l pre
paracidén trombolitica de este invento presenta un efecto
trombolitico suficiente & un nivel de dosis de baja poten-
15 cia. Por consiguiente, el presente invento proporciona
una preparascidn farmacéutica Gtil en el campo terapéuticb.
El invento se ilustra ademds a contimuacién |

con referencia a los ejemplos.

20 | Ejemplo 1 - B |
: Orina reciente recogida de adultos macho se |
ajustd: a pH 7,2. Cinco litros de la orina ajustadé se,ali;
menté a la parte superior de una columne rellena con 50 ml
de L—argininahagaroég (equilibrada con una solucidén de clo|
25 | ruro de sodio al 2% &g pH 7,2) para adsorber la uroquinasa)
en la columna. 'La columna se lavé con }Oo-ml de una solu-
¢ién de cloruro de sodio al 2% de pH 7,5 y la uroquinasa
se eluyé con una corriente descendente de 50 ml de una S0
lucidn de cloruro de sodio 1 M de pH 6,0. El eluato se

30  concentrd hasta alrededor de 10 ml y se alimentd a una co-

19019




|
~lumng, 2,6 x 80 cm, rellensa con Sephadex G-75 (Pharmaéia
Co.J); equilibrada con una solucidn de tampdén de fosfato de
70 mM de pH 8,0) y se sometid & una filtracidn con gel a
un caudal de 20 ml/hora, empleando la misma solucidn tam-
5 pén que se usa en el equilibrio, El filtrado se mecogié
en porciones de 0,5 ml y se recuperaron las fracciones que
contenian uroquinasa que tenia un peso molecular de 54.000
4+ 10.000. la solucidn acuosa recuperada que contenfa uro-
quinasa se malizé por el método simplificado de la determi
10 nacidn del peso molecular por electroforesis SDS en gel de
poliscrilemida /Colowick-Kaplen, Method in Enzymology, 26,
3 (1972)/. Se confirmé el peso molecular por un pico. uni-
co correspondiente &1 de la muestra de uroquinase normali-
zéda de un peso molecular de aproximademente 54,000. Ia
15 solucidn acuosa se dializd frente & solucidn salina fisio
1égica y se liofilizd obteniendo una muestra de uroquina-
sa gue tenia uns actividad esvecifica de 17.000 UI/mg.

Eiemplo 2
20 La uroquinesa (actividad especifica 17.000 U]

/mg) obtenida en el Ejemplo 1 se disolvid en una solucidén
tempdn de fosfato 0,05 M a pH 7,0 obteniendo 20 litros de

une golucidn a2cuosa de uroquinasa 53.000 UI/ml; contenido

de proteinas 0,02% (f/vz7. Ia solucidn se calentd a 609C

25 durante 10 horas, & eontinuécidn»se enfrid bruscamente en

agua con hielo y se filtrd a través de un filtro bacteria-
no. El filtrado se dividid en porciones de 2 ml y se 1lig

£ilizd obteniéndose una preparacidn de uroquinasa con vi-

rus inactivedos.

30
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—Ejemplo 3 )
/ : A 5 litros de una solucidn acuosa de uroquina

sa ZE0.000 UI/ml; contenido de proteinas 2,5% (P/Vl7 prepa
rado disolviendo uroguinasa bruta (actividad especifica
400 UI/mg) en una solucidn tampdén de fosfato 0,1 M de pH
6,0, se afiadié 0,3 M de clorurc de sodio disuelto en la
| misma solucidn tampén que se ha usado antes. ILa solucidn
- resultante se agitd suficientemente y a continuacidn se ca
lentd ja 609¢ durante 10 horas. Ia solucidn asi tratada se
dializé frente & una solucidn de cloruro de sodio 0,0075 I
de pH 7,0 a fravés de un tubo de difdlisis hecho por
Visking Co. ILa solucidn acuosa dializada de uroquinase
bruta se alimentd a2 una columna rellena con 1 kg de bento-|
nita en polvo que se equilibrd con una solucidn acuosa de
cloruro de sodio 0,0075 M de pH 7,0. Ia uroguinasa se ad
sorbié sobre la bentonita mientras gue las impurezas pasa
ban a través de la columna sin adsorberse. - Las impurezas
adheridas a la bentonita se eliminaron por lavado por unz
solucidn de cloruro de sodio 0,1 M de pH 9,0, Ia uquuig'
nasa se eluyd con una solucidn acuosa al 2,04 (B/V) de lasg|
tato de 6,9-diamino-2-etoxiacridina hidratado.
ILa solucidn de uroquinasa resultante contenisal
alrededor de 70% de la uroguinasa inicialmente presente en
el material de partids y tenia una pureza_de 11;000.UI/mg.
Después de haber sido dializada con una solucidn salina fi
sioldgica, la solucidn de uroguinase se filtré a través
de un filtro bacteriano, ée dividid en porciones de 2 ml
¥y se liofilizd obteniéndose una preparacidn de uroquinasa

con virus inactivados.

La solucidn acuosa de uroquinasa recuperade
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de los dibujos.
Pig. 1

Eje de abscisas:

Fig, 2

Eje de abscisag:

e R e

antes se analizé por el método simplificado de la determi-
nacidn del peso molecular por electroforesis SDS en gel de
polimcrilamida éEolowick—Kaplan, Method in Enzymology, 26,
3 (1972)/. Se confirmé el peso molecular por un pico o

méximo ¥Ynico correspondiente al de la muestra de uroquina-
sg2 patrdn de un peso molecular de aproximadamente 54.000.

Significado de las magnitudes de las gréficas

Eje de ordenadas: Relacidn de activided residual (%)

Eje de ordenadas: Curva de extincidn inmedistamente des-

Hoja tavtn 24

pH de la solucién acuosa de uroguinasa.

pués de la inyeccidn.
Tiempo después de la inyeccidn intrave-

nosa (minutos)
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©  _REIVINDICACIONES . -

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

12,~ Un método mejorado de recuperar uroquinasa de

una orina reciente o una solucién de uroquinasa bruta, que‘
comprende las operaciones de: 1) adsorber uroquinasa sobre
w adsc;rbente seleccionado; 2) eluir y recuperar la urogui-
nasa adsorbida; 3) fratar con calor la solucién 'de.umtiuiha—
sa recuperad'a,. a wa temperatura de 502 a 702C durante 8 -
a l2 ﬁbraé; Y 4) someter a diflisis la golicidn tratada con
calor, llevéndose a c?,bo cada una de 1'as operaciones menciog -
nadas a w oH de 5,5 a 12, con el fin de recuperar wroquing
sa que tiene wn peso molecular de 54;000 + 10.000.

28,- Un método .de acuerdo con la reivindicacién
12, en el que se afiade wm estabilizador frente al .caldr pa~
ra la uroquinasa a la sdélucién acuosa que contiene uroqui-
nasa. |

32,- Un método de acuerdo con la reivindicacidén 28,
en el que el_estallnilizador frente al calor se selecciona del
grupo gque consiste en aminoécidos, sacéridos, sales neutras
Y proteinas.

¢,- Un método de acuerdo con la reivindicacién 28,

.len el que el estabilizador frenfe gl czlor es glicina, lisi-|

na, arginina, sacarosa, manita, cloruro de sodio o gelatina.
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58.~ UN METODO NEJORADO DE RECUPERAR UROQUINASA

L .
TE UNA ORIN'A RECIZINTE O UNA SOLUCION TE URJQUINASA BRUTA.

Tal y como se ha descrito en la Memoria que ante~
cede, representado en los dibujos que se acompafian ¥y para
los fines qﬁe se han especificado.

Esta Nemoria consta de VEINTISELS hojas escritas a

méquina por una sola cara.

 Madrid, 12, JUN.1980
 Pua
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