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£l invento concierne @ un procedimisnto para -
recuperar heparina desde salmuera, que resulta en el ca-
s0 del tratamiento de intestinos de animales (salmuera -
de intastincs);

Con la heparina, estd a disposicidn de ls medici
na desde haca'lé;go tiempo un agente anticoagulants que
se presenta en la naturaleza, el cual sigue siendo indis:
pensable también en la moderna medicina, y esté aﬁcnn -
trando una utilizacidn ﬁada vez més amplia,

En los dltimos afos se conocieron toda una seria
de procedimientos, %todos los cuales tienen como misidén -
aislér la sustancia activa heparina de un modo cada vez
més cuidadoso y moderado a partir de tejidos animales que

contienen heparina, tales como pulmenes, higados, y en =

1

los dltimos tiempos sobre todo de mucosa intestinal de

animales de ganado vacuno, porcino y ovino (memoria de

patente briténica 754,885, memoria de patente alemana

1.220.241, memoria de patente de los.Estados Unidos

3.058.884, memoria de patente alemana 1.253.B68). Tales
materias primas, a causa de su Tacil putrescibilidad, tig:
nen la desventaja de una limitada capacidad de almacsna-
miento, que ciertamente puede ser prolongada mediante ~
congelacidén, lo cual sin embargo, ademds de a un gasto -
técnico suplemenfario, conduce también & considerableg -
aumentos de costos. En el tratamiento se planteéﬁ problg

mas impensables con bastante frecuencia a causa de la mg

lestia por olores ligada con ello causada tanto al persg
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nal de servicio como también a los hebitantes de la zona
colindante.

En la memoria de patente alemana 1.253,868 se desg
cribe recopilativamente la obtencidén de heparina pare algu
nos procedimiaptos usuales. Segin esto se lleva al tejida'
animal en le etapa iniciel a contacto con una solucidén =
acuosa céliénte de zal, con el fin de extraer la heparina
por disclucidon desde las célules. Le porcidn de heperine
del medio que resulte en tal ceso es extremadamente pequg.
fia,

Se ha encontradb shora qus una salmuera, que re-
sulta en los hataderos y factories de tratamiento de mucg
sa intestinal, contiene heparina. Este salmuera se forma
cuando se colocan intestinos de animales, que previaments
habian sido liberados de la mucosa intestinal, pera su =
conservacidn y deshidratacidn, en soluciones en sal comdn,

Por lo tanto, en atencidn & la memoria de paten-
te aslemana 1,253,868 hay que designay como manifiastaman?'
te surﬁrandenta 8l hecho de que la salmuera resultante al
colocar intestinos de animales en una solucidn en esl cq;
min, cdntenga grandes cantidades de heparina, Tempoco ers
de esperar que esta heparina se presentase cesi enteramep
te libre de subproductos quimicamente afines, de manera
que la salmua;a, conocide hagta ahora sdlo como producto
residual contaminador del smbiente, constituys un nuevo =
manantial de.materias primas para la heparina,.ya muy es~-

casa debido a los agotamientos de materias primas, Debido



10

15

20

. 25.

3
a la amplia ausencia de impurezas, el tratamiento para -

formar la heparina bruta puede realizarse de modo espe =

cialmente cuidadoso y moderade y, por consiguiente, se -

suprimen los costosos métodos de aislamiento conocidos -

segin el estado actual de la técnica (véanse memoria de

‘- patente de los Estados Unidos 3.451.,996 y memoria de pa-

" tente britdnica 1.221,784). Finalmente se llega a calida

des de heparina, que no pueden lograrse ni con mucho en

los preparadas de heparina que estan disponibles‘en gl -
merﬁado. Las heparinas brutas aisladas segiin procedihieg
tos conocidos de tratamisnto a partir de salmuera ds in.
testinos, utilizada segin el invento como materis prima,
se presentan ya en un grado de pureza tal que la purifi-

cacidn que se realiza seqguidamente conduce s heparinas -~

- con mucho mésrde 200 unidades USP/mg., Los preparados de

heparina que hasta ahora pueden adquirirse en el comercio
poseen por lo general calidades de heparina de 150 unida

des USP/mg, y en alguncs pocos cesos también 155 unida -

" des USP/mg. En tal caso, como una unidad USP/mg se entien

de la sctividad especifica que resulta del ensayo de anda-

‘ligis USP, con el cual se mide la inhibicidn de la forms-

ciﬁn de pequefos sglomerados de plasma conservado de cor-
dero. 1 unidad USP corresponde aproximadamente a 1,1l uni-
dades internacionales (UI). Dado que los valores de scti-
vidad de los preparados de heparina que se encuaﬁtran en
sl comercio, sﬁn ademds ingatisfactorios, a pesar de las

numerosas mejoras en los procedimientos, USP prescribe -
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por ejemplo que los preparados de heparina (ocbtenidos ds

mucosa intestinal) deben contener, por lo menos, 140 uni

dades USP. Solamsnte sn el laboratorio,'llegaron antas -

de shora L. W, Kananagh y L. B, Jaguss [Erznaimittelforg

chung (Drug Res.) 24, N 12, 1942 (1974) /a aislar heps=- -
rina por repetida cristalizecidén como sal de bario con -

como méximo 175 unidedes USP/mg.

Para la conservacidn y deshidratecion de intes-~
tinos de animales son apropiadss en especial solucionss
de sal comin, cuyo contenido de sal comdn es de desda -
0,5 m hasta la cantided molar de gaturacion, Ss prefis =
ren especialmente las solucionses de sal comin, cuyo con=-
tenido’ de sal comdin es de desde 3 m hasta la cantidad mg
ler de saturacidn. Como cantided molar de séturacién se
entiends la cantidad molar de sal comﬁnvque contiene di-
suelta une solucidn acuosa concentrada, a la temperatura
ambiente, procedente de un matadero. {(Una solucidn acuo-
sa concentrada de sal comin tisne una'concentra;ién de -
apraximadamente 26,4%).

Una solucidn acuosa .coricentrada de sal comin se
forme también por ejemplo esparciends con sal comdn los -
intestinos de enimales hdmedos con goteo.

En general, los intestinos de snimales deéprovig
tos de mucosa son tratados durante un tiempo daAdesde 2
horas hasta 3 dias con soluciones de sal comin, La mayor
parte de las vecas, sin embargo, el trestamiento de los -

intestinos de animales ys sstd terminado despudés de 3~24
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horas., Tras sliminar los intestinos de animales conserva-
dos y deshidratados desde la solucidn de sal comin se oh-
tiene una salmuera de intsstinos, que posee un contenidn
sorprendentemente elevado de heparina,.

Mediaﬁte la utilizacidn segin el invento de ta-
les salmusras de intestinos como materia prima, se llegd
a aiglar heparina tembién a escala técnica en un jrado -
de purezs tal que ssta se presenta como sustencia casi -
incolora. Todas less heparinas brutas disponibles hasta -
hoy dia a part%r'de otras materias primas debsn por el -~
contrarioc ser decoloradas sdlo mediante procedimientos ~
costosos y ligados con grandes pérdidas (mémoria de pa -
tente de los Estados Unidas 3.179.566). |

Ademds de ello la salmuera de intestinos es una

materia prima casi inodora, apta para el almacenamiento,

que no experimenta ningdn menoscabo de calidad dgbido a
un largo almacenamiento, Por cnnsiguiente, se sgprimen -
métodos de conservacidn quimicos y de otro tipo.

El invento concierne, por consiguiente, a la -
utilizacion de una salmuera de intestinoé, que ha sido =
obtenida por colocacidn de intestinos de animales, liberg
dos de mucosa intestinal, en soluciones de sal comdn, pa-
ra la preparacidn de heparina pura asi como a un procgdg
miento para el aislamiento de heparina pura a partir de
5oiuciones salinas de tejido animal, caracterizada por-
que comoAmaterial de partida se utiliza salmuera de in-

testinos que ha sido obtenida por colocacidn de intesti-
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nos de animales, liberados de mucosa intestinal, en soly

» L4
ciones de sal comun.

EJEMPLO 1

600 litros de ealmuera fueron mezclados agitan

“do con 600 litros de metanol en el espacioc de media hora

en un aparato agitador de 1500 litros de capacidad, a -
temperatura ambiente. Se siguid agitando luego durante -
el migmo tiempo, despuss de lo cual la mezcle permanecid
en reposo durante apraoximadamente una hora,

Luego se dscsnté la porcién sobrenadante turbis
en un segundo recipiente y se dejo como residuo la torta
salina precipitsda, La suspansidn obtenidea permanecié en
reposc luego durente dos diss. Despuée de ello ss siquid
decantando, se desechd la porcidn sobrenadants y se ais-
16 el precipitedo por centrifugacién, Después del secado
en vacio se obtuvieron 1,44 kg de un producto qus poseia
sproximasdamente L0 unidades USP/mg, Eote conaiatia toda-
via en aﬁroximadamente 45% en gal comin. Una porcidn ali’
cucta de la heperina bruta as{ obtenida, corraapondianté}
2 aproximadamente 425,000 unidades USP, o 42,5 g fue ex-
traida tres veces cada vez con 200 ml de solucidn de sal
comin dos molar, asgiténdose caeda vez durante una hora =&
60eC, Los extresctos reunidos fusron diluidos con agus, -
hasta que la golucidn contenia aproximadamente 0,9 moles/
litro de ionesg cloruro. Se afadieron luego 200 ml de un

intercambiador de aniones (Lewstit CA 9249) en la forma
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de cloruro y se agitd durante una hora, A continuacidn -
se filtrd con succidn y se lavo posteriorments con apro-
ximedamente 200 ml de solucidn 0,9 molar de sal comin.El
intercambiador de iones fue agitaduvluego durante cinco
horas con solucién de sal comdin dos molar a 40°C y des-
pués ds ello se filtrd con succién y se lavo posterior-
mente con solucidén de sal comdn dos molar. La solucidn -
de.elucién fue reunida con ls solucidn de lavado y preci -
pitade con un volumen 1,5 veces mayor de metanol, EL prg
cipitado fue separado por centrifugecidn, fue lavado pri

mero con aproximadamente 50 ml de agua-metanol ( 1 + 1,5

partes sn volumen) y luego con aproximadamente 50 ml de

metanol y después fue secado,

Se oBtuviaron 198 g de heparinato sddico can 195
unidédes Usp por'ﬁg.

15,5.9 de un heparinato sddico abtenido del modo
precedentemente descrito;'con aproximadamente 200 unida-
des USP por mg, fueron disueltos en 200 ml de éolucién_-
dos molar de sal comlin., La solucidén fus filtrada a través
dé un embudo Buchner y el residuo fue lavado primerc con
30 ml de solucidn dos molar de sal comin y luego con =~
aproximadamente 250 ml de agua totalmente desalinizads.
Las socluciones reunidas fueron 1levada§ a una molaridad

de cloruroc ds 0,9 con agua totalmente dasalinizada. Deg=

pués se repitid como anteriormente la purificacidn con -

un litro de Lewatit CA 9249,

Las soluciones de elucion y de lavado rsunidas
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fuesron tratedss adicionalmente tal como erriba se indica,
Después del lavedo y del secado del precipitado se obtu-
vieron 11,2 g de heparinato sddico, que poseian una acti

vidad de 251 unidades USP por mg.

EJEMPLO 2

éimilarmsnte s la memoria de patents briténica
754,885, 3 litros de salmuers fusron acidificedos a pH
3,1 - 3,2 con fcido acdtico (sproximadamente 50 ml) con
agitacidén., Después de slgunas horas se decantd y el resto”
Y] éantrifUQﬁ. El precipitade fue desechado y las solu-
cionas reuni&as fueron neutralizadas con lejia de sosa.

Luego, con sgitacién, se mezcld lentamente con =
el mismo volumen de metanol, Tras 45 minutos se separd -
por decantaciéﬁ de la sal comin pracipitada, Esta suspen
siédn se dejd reposar durante varias horas, la porcidn sg
bresnedante se decantd y el resto se centrifugd., El preci
pitado fue secedo en vacio. Se obtuviaron 3,43 g con 21
unidades USP/mg. Una porcidn alicuota de la heparine bry
ta mgi{ obtenida, correspondients & aproximadamente 425,C00
unidades USP, o a 20,2 g, se purificd de manera andloga:
al Ejemplo l. Se obtuvisron 10,65 g de heparinsto sédice

con une actividad de 262 unidades USP por mg.

EJEMPLD 3

3 litros de salmuera fueron diluifdos con 12 li~

tros de agua a una molaridad de cloruro de aproximadamsp,
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te 0,85 m., Luego se afladieron 50 g de tisrrs de infﬁsorios
asi como una solucién de 6 g de cloruro de bezetonio -

(= Hyamin 1622, Rohm & Haas) en 100 ml de aéua. Tras al
gunas>horas se decantd y el resto se filtrd con succidn,
Después del lavade cen agué, el precipitado todavia hdme
do fue extiaido tres veces, segin el procedimiento de la
memoria de patente alemana 1,228.241, cada vez con 200 ml
de solucidn 2 molar de sal com(n, Los extractos reunidos
fueron precipitados con 2 partes en volumen de metanol,El
precipitado aislado y.secado pesaba 465 mg y poseia una

actividad de 155 unidades USP/mg.

EJEMPLO 4

30 litros de salmuera fuer;n diluidos cen 120 1i
tros de agua a una molaridad de cloruro de aproximadamen
te 0,85 m (vBase memoria de patente alemana 1.156.938).
Luego se acidificd a pH 3,2 con acido acético (aproximadg
mente 50 ml). Después de algunas horas ée habia deposita
dao un precipitado, el cual fue separade por centrifuga =
cidn tras la decantacidn de la porcidn sobrenadante trang
parente. Después del sscado ss obtuvisron lllrg de hepa-
rina bruta con 6,5 unidades USP/mg. Una porcidn slicuota

de la heparina asi obtenida correspondiente a aproximadg

-mente 425,000 unidades USP, o 65,5 g, fue purificada pri

mero de modo andlogo al Ejemplo 1. Después de la primera

etapa de purificacidn sol:+n intercambiadores de icnes se

obtuvieron 196 g de hepe. -nato sédico con 198 unidades -
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USP!por mg.

' 15 g de un heparinato sdédico con aproximadamen=
te 200 unidades USP por mg, obtenido del modo precedentg
mente descrito, fueron disueltos en 200 ml de solucidn =
de cloruro de calcio dos normal, La solucidn fus filtra=-
da sobrs un embudo Buchner y sl residuo fue lavado primg
ro con 30 ml de solucidn de cloruro de calcle dos normal
y luego con aproximadamanta 250 ml de agua totalmente da
galinizada. Las.soluciones reunidas fueron llevadas lue-
go a una molaridad de cloxruro de 0,9 con agua totalmente

desalinizade., Despuds se agitd, como anteriorments, con

1 litro de Lewatit CA 9249. Le elucidn y sl lavado posts

rior se llsvaron a cabo con solucidén dos normal de clory
ro de calcio en lugar de con solucidén de sal comin.

Las soluciones de elucidn y de‘lavado reunidas
fueron tratadas sdicionalmente tal como arriba se descri

be. Despuds del lavado y del secado del precipitado ge -

- obtuvieron 10,7 g ds heperinate célecico, que posefan una

actividad de 260 unidedes USP por mg.

EJEMPLO 5

s —————

10 litros de salmuera fueron diluidoa con 40 13
tros de ague a una molaridsd de cloruro de aproximadamsp
te 0,B5 m, Esta solucién fue bombeads a través de un fil
tro sobre una columna intercambiadora de iones con un -
diametro de 26 mm y una longitud de 380 mm (caudal aprg

simedamente 3 litros por hora). Se utilizéd une resina in
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tercambiadora ds aniones macroporosa de basicidad media,
en la forma de CY~ (LeQatit CA 9249). Tembién se pusden
ufilizar otras resinas intercambiadoras de aniones, ta=-
les caomo por ejgmplo la Dowex l=X-1 descrita en lé memoria
de patente slemana 1,253.868,

A continuacidn se retird laf¥eéina desde la co=-
Jumna, se lavé dos veces con 500 ml de solucidn de sal -
comin 0,9 molax y se sluyo con agitacién a 402C durante
5 horas con 400 ml de solucidn de sal comin 2 molar. Es-
ta solucién fus precipitada con 1,5 partes en vnluman.de
metanol. El precipitedo sislado y secado pesaba 1,2 g y

poseia 149 unidades USP/mg.
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- REIVINDICACIONES -

l.- Procedimiento pars la obtencidn de heparina,
caracterizado porque la salmuera obtenids por tratamiento
de intestinos, tripas, de snimales secrificados con solu=
ciones concentradas de ssl comin a temperaturas entre 0y
30 grados celsius es diluida con sgua Bn la prnborqién de
salmuera: agﬁa de 1:3 hastas 1:10, y & continuacidn se se-
para heparina s partir de ls solucién diluida que contie-
ne heparina.

2.~ Procedimiento, seqgln la raivindicacidn 1,ca-
racterizado porque a psertir de la golueidn diluida que =
contiene heperina, se pracipita heparina con una sal de
amonio cuaternario,

3.~ Procedimiento, segdn las reivindicaciones =
anteriores, caracterizado porque a partir de la solucidn
diluida que contiene heparina se precipita hesparina por
acidificacién a un valor de pH de aproximadamenfe 3.

4.~ Procedimiento, segdn las reivindicaciones -
anteriores, tcaracterizado porque & partir de la solucifén
diluida que contiene heparina se separa heparina por in=
tercambio de iones con uns resina.intarcambiadure de anig
neg.

§,= Procedimiento, segin las reivindicaciones =
snteriores, caracterizado porque 8 partir de la solucidn
diluida qus contiene heparina se precipits heparina con

cloruro de bencetonio.
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6.~ Procedimiento, segln las reivindicaciones’
anteriores, caracterizado porque a partir de la solu-
cién diluida que contiene heparina se precipita hepari -
na por acidificecidn caon dcido acético a un valor ds -
pH de aprcxihadamente 3;

7.~ Procedimiento, segln las reivindicaciones
anteriores,caraﬁterizada porque a partir de la solucién
diluida que contiene heparina se separa heparina por in
tercambio de iones con una resina intercambiadora de -
aniones macroporosa de basicidad media en la forma Cl.

B.-"PROCEDIMIENTO PARA LA DBTENCION DE HEPARINAM,

Tal énmo se describe y reivindica en la presen-

te Memoria Descriptiva, que consta de trece hojas escri_

tas a maquina por una sola cara.

tedzid: . B ENE, 1978
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