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PATENTE
DE
" INVENCIOGN

por "PROCEDIMIENTO PARA LA PREPARACION DE SOLUCIONES ESTABLES
DE TROMBINA®, & favor de la razén social suize F. HOPFMANN-
IA ROCHE & Cie., S.A., domiciliada en Basilea (Suiza).-

MEMORIA DESCRIPTIVA

La trombing preparada a partir del plasma sanguineo
segin diferentes procedimientos (Ergebnisse der Physiologie
28 /1929/ p. 512 y siguientes, Acta PhysiologicakSOéndinavica 2
/1941/ p.22), es una proteina que tiene el carécter de un fermen-

5. to (Ergebnisse der Physiologie 43 /1940/ p.%43). Esta substan-
cia que favorece la coagulacién de la sanére, es, en'estado
puro, fécilmente soluble en el agua, pero insoluble; en razén
de su naturaleza protefnica, en los solventes orgénicos, tales
como el elcohol, la acetona, el éter (Ergebnisse der Physiolo-

10. gle 28 /1929/ p. 509). '

En solucién acuosa, la trombina apenas es estable, s la
températura ambiente, 24 horas; a¥n si se la conserva a 0°, se
nota después de pocos dfas, une disminucién considerable de su
actividad. La trombina es précticamente inactiveda por un celen-

15, tamiento de"5 minutos a 5660. (Acta Physiol. Scan. 2 /1941/ pi36,
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Esta es la razén por la cual ha sido introducida en terapéutica,
bajo forma de un polvo seco (Lancet 233 /1937/ p. 890), parae
preparar soluciones inmedidtamente antes de su empleo. Bzjo esta
forﬁa, la trombina es poco conveniente para ciertos fines, como
por ejemplo, pare detener las hemorrdgias - de pequefias herides.
Esta forma no es préctica, diffcilmente dosiBicable y, ademds,
se corfe el riesgo de una infeccién bacteriana después de haber
abierto varias veces él frasco.

Se ha hecho una observacién sorprendente: la trombina
purificada, teniendo una actividad de sproximéddamente 80'000
unidades Mellanby por gramo (Journ. Physiol. 38 /1909/ p. 28),
se disuelve en la glicerina, dando una solucién limpida y puede
ser conservada.bajo esta forma durante afios, sin que se note
una disminucién apreciable de la actividad.

Se pueden también obtener soluciones glicerinadas muy
activas, empleando prepasraciones de trombina menos puras. Para
este fin, se hace digerir ung preparacién de trombina correspon-
diente agproximddémente 30.000 unidades Mellanby por gramo, con
una cantidad correspondiente de glicerina, y se separan los
cuerpos accesorios insolubles por centrifugacién ré4pida. Estos
Yltimos no tienen ningune accién de trombina, mientras gue se
puede precipitar una trombina muy activa afiadiendo acetona des-
pués de haber dilufdo la solucién glicerinada con agua.

Esta posibilidad de separacién, prueba que la glicerins
es un solvente muy especifico para estas protefnas fisioldgica-~
mente activas.

En el cuadro gue se expresa & continuagién,;se ha éompa—
rado la estabilidad de una solucién de trombina en la glicerina

con une solucién en el agua.



Feche 1 cc. de solucién gliceri- 1 ce. de solucién acuosa

neda corresponde a: _ corresponde a:
4.4.1942 2000 unidades Mellanby 2000 unidades Mellanby
10.4.1942 2000 ° " 900 " "
1.5.1942 2000 " " 0o- n
5. 16.6.1943 2000 " " o " n
1.9.1944 2000 " " S .

EJEMPLO 1.
25 gramos de una preparacién de trombina, teniendo uns
actividad de 80.000 unidades Mellanby por gramo, son pasadas a
10 través de un tamiz fino e introducidas en 1 1litro de glicerina,
previamente calentsda a 3500. (Glicerinum concentratum, Ph.Helv.
V). Cuando la solucién estd terminada, ée centrifuga durante
una hora, a 6000 vueltas, lo que permite separar una pequefia
15. cantidad de proteina insoluble en la glicerina. La solucién que
sobrenada es incolora y limpida. 1 cc. de la solucién contiene
2000 unidades Mellanby de trombina. Se puede, segin las necesi-
dades, llevarla fécilmente al titrado deseado con el agua.
EJEMPLO 2. |
20. ' 67 g. de una preparacién de trombina, teniendo una
sctividad de 30.000 unidades Mellanby por gramo, son trituradas
eoﬁ 500 cc de glicerina. Se prensa la masa bastante espesa =
través de un tamiz fino, que se lava enseguida con 500 cc. de
glicerina. Los cuerpos accesorios inactivos son separados por
25. centrifugacién, a 6000 vueltas, mientras que la soluocién glice-
rinada contiene por cc.» 2000 unidades Mellanby de trombina.
La solucién presenta una ligera opalescencia, que persiste des-

pués de dilucién en el agua.

Dentro de su esencisnlidad, el invento no queda limitado

30. a las formas de e jecucidén prdotica indicadas a tItulo de ejemplo
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en la descripeidén, pues la proteccidédn se extiende a todas
aquéllas formas equivaléntes de ejecucidén basadas en la solucién

lograda por el invento.
NOT A

Hecha la descripcién del presente invento, se hace cons-
tar que esta solicitud se acoge a la prioridad de la patente de
invencién N¢ 96.551, depositada en Suiza, el 27 de Septiembre
de 1944, ¥y se declaran como nuevas y de prdpia invencién, las
siguientes reivindicaciones:

l2,.- Procedimiento para la preparacién de soluciones
estables de trombina, caracterizado esenciaslmente por el hecho
de disolver la trombina purificada, en glicerina.

28.- Procedimiento segin la anterior reivindicacién,
en el cual los constituyentes inactivos de la solucién de la
trombina en la glicerine, son eliminados por centrifugacién.

38.- Procedimiento para la preparacién de soluciones
estables de trombina.

Segin se describe y reivindica en la presente memoria
descriptiva, que consta de cuatro hojas, foliadas y escritas a
méquina por una sola cara.

Medrid, a 19 de Octubre de 1945.

FP. HOFFMANN- ROCHE & Cie., S.A.
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