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FLLIONTA  DunCRIPIIVA
para solicitar
PATLNTZ D& INVLWCION
en
EsPANA
ror VLINTE atios
a nombre de PAUL ARNOR OWLElT, de nacionalidad noruega, residen-

te en Blommenholm, Bzerum, Noruege, por:

WPROCIDIIIILITIC PAIA IA FUUFAILACION DI IZACTIVOS PARA U
UE0 LIl &L CONEOL DE LA COAGULAELILIDAD D LA SAIGH:

Loa anticoegulantes orcles (dicumarol y derivados del
dicumarol, fenilindsnodions y custencias andlozas) provocan una
reduccidn de la cozgulabilided de la sen:re ¥ se utilizan en la
actualicad extensasente en € tratamiento de estados trombdticos.
La profilaxis contra la trombosis en las enfermedades zrtario-
esclerdticas (infarto coronario, engina de pecho, trombosis er—
teriel periférica v cexebral) ge sgdopba cada vez mds en general,

Il tratemiento anticoagulonte eficas exize un control re-—

cular de la coegulabilidad de la sangre. LB necessario sjustar lea

-1-



10

15

20

25

dosificacién al caso individuel pure evitar, por una parte, las
cantidndes excesivas que podrian dar lugar a complicaciones en
hemorresias y, por otre parte, dogificaciones cdemasliado pequefias
que dejerf{an de ser eficaces.

irediante las técnicas descritas emteriormente para este
control, no ha s=ido posible en cada caso individuel determinar
la coagulebilidad de la sanigre con suficiente exactitud de modo
que se resuelvan estas dificultades de dosificacidn. ixiste, por
lo tanto, una necesidad grande de métodos que hajsen posible un
control exacto.

Por medio del reactivo que comprende el presente inven-
4o, este probLlema se he resuelto de un modo satisfactorio, se—
gin se deducird de la siguicnte descripeidn del invento.

Con objeto de hacer mds fdeil de conprender el invento,
se indicard primersmente le accidn de los ajentes anticosgulan-—
tes.

la coagulacidn de la sansre se efectiia por medio de dos
gintemss de cozgulecidn severcdos en partes el sistema externo
y el interno. Los ggentes anticoagulantes por via orel provocan
un descenso en la concentrecidn de los siguientes cuatro facto-
res de cossulacidn en la sangre: protrombina, factor Stuart,
proconverting y factor anti-hemolilia~P. De estos factores,
le protrombing y el factor Stuart se hallan comprendidos en sm-
bos sistemas: la proconveriina actis colamente en el sistems
externo; y el factor anti-hemofilia-~D participa solziiente en
el sisbema interno. Loto se representa en el esquems siguien-

te:
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Sistemas de cogsulecidn de la sangre

] sistemg “internott &1 sistema YextermoM

(*Periodo de cefalina') ("Periodo de tromboplastina®)

Factor 3 de plaguetas de sangre Tromboplacsting de tejide
(v Cefalinat)

Factor entihemofilia=A (Adli.Ge)

Proconverting

Pactor antihemofilia~E (PeT.Ce)

Factor entihemofilis=C (PeTeAe)

PP Pt PP PP G G P P PR S SN Pl Pud Wb

Factor "Hagemen'

Pactor "Stuasrth
Protrombina
Froacelerina

Fibrindceno

Haota aliora no existfe ningin método que hiciera posi-
ble la determinscidn cuantitativa del efecte total de la re—
duceidn de los cuatro factores especificados sobre el proceso
total de coegulacidn, esto eu, sobre los sistemas interno y
externo. Los métodos que se han utilizado hasta zhora, es de=~
cir, el método de Quick y el llamado método P-P, son solamente
gensibles g los cambios en el sictema de coasulacidén externo.
Por tanto, si se splicen al control del traztamiento antlcoasu-—
lente reflejan la reduccidn de proconvertina, factor de Stuert
¥y protrombinas la reduceidn del factor anti-hemofilia-~f no se

registra de ninn modo por el método de Quick y sblo en muy
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vequeiia extensidn por el método P-P.

Ia figure 1 adjunts represents la gsensibilidad de ese
tos tres métodos con cantidades decreciontes del factor anti-hemé
filie~-B. in gbecisas se resrcuenta la Yconcentracidn" del face '
tor anti=lhenofilia~E relativa & los otros factores como porcen-
taje del volor noxmel. Zn ordencdas se indics el Uiempo de coa-
sulacidn en sesundos (20 a 160) sesundos.

1 estidio se realizé nmezclando hemofilia=P-placma y
plorme normal en diversas proporciones.

Isa curve A repreccnta la sensibilidad del nueve método
g centidades en dAlsnminucidn dcl Ffactor anti-hemofilia-~B.

Ia curva B representa lz sensibilided del método P=F y
la curva C reprecenta la sencibilidad del método de Quick a

contidades en disminucidn del factor anti-henofilie-T2,

N

a

exvlicacién de las diferencias observadzss en las
curves representodas en la fisure es que en el método FP=P y
en el método de Quick e ofiade & la sensre 0 platma a exaniner
una tromboplastina de tejido muy activa.

in el mé&todo de Quickk se utilizz un extracto de cere-—
bro de conejo v en el nétodo de F-F un extracto de cerebro hu-
meno. Letas tromborlactines muy acltivas hiucen que la coggula-
cidn tenca lusar exclusivonente a través del sistena exberno de
coazulacidn, ya que la cozsulacidn en este cistema es tan rd-
plda que acala nucho antes de ¢ue ge actlve totaliiente el sis~
tene interno. For tunto, el tiepo noinal de coc mlacidn de un
plecne devpuds de la saicidn de una tromboplestina activa, como
en el nétocdo de Quiclk, es solo de 12-13 sesundow, mienitras que
el sistema inteino, incluso despuds de la adicidn de concenira-
ciones 6pt4mas ds cefslina, exi e por lo menos 50 ge;undos para

dar luzar 1o feormacidn de trombina gque & cu vez coasuls el

o
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fibrind: eno. Ig gicidn de dichas trombo

cra Comﬁletaﬂcnta el cizbeng interno. fon et nétodo e quich,

el preriodc de cop wlaocidn ste ce dosisme frecuente.cnte cono

"el »erlodo e ppotrombing! o Mgl meriodo 46 tromborlestina )
°8, por coned miwnte, verfectmicnte no.iisl, ineluso cusndo hay
cuvencis coupletn dol facior anti-nesotilie=D (véace firmye 1).
Dele hzoprse obser far oue se hon destrrollade nétodos
rure el eontrel gel piotons interno de coz.ulacioncs, viilizen-
do cefeding en 1u_ar d¢ tronmboplastina. wetos nébudos, depen—
“iendo Ge lov coyrlles el wisteun, pucdon wiilizurse peve la

deterninneldn dg 1os aistintos factorcs sntl-heamofilicos. win

-

ciher0y 1os ndseqos e cote b0 no ro cnplecn nunea pere el

control del tuitoiiento enticow mlunte por 408 resones prinel-
Dedese Ln pitiey luoor, dicho YoerioZor 4o cefulinal son muy

SnelllCl ©owan gesde de cfcctos incidentules; en se undo lu=
gary £¢ NGllin segoe lueoo tobolicnbe inefectcoios vor los coi—
tlos on ol Uiitenms exbterno de cos ulzclidn, de los que 1o Vo=

riacionct en la goncentracién de proconvertine pueden ser los

nés inportuntes,

31 presente invento proporcions wn método jue npernite
al mddico determinar simmltdneamente ls coazulabilidad de la
gansre @ log wict mas externos e interno con un ©clo ensalO.
Tediente el mievo reactivo, los sictonas de con wlucidn exbor-
odo gue tienen
resuliando gque

ioios influenclog

1dtodos vrevios pera el control del trotaniento cnticozumlante

. ’
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fos prineipcles sorz ol contiol Al brobemicnto anticonsula

ter 1) el 2&lcdo de Quicl:, 2) ol métoio I-t.

Método do wuiclze (G uicly, Aedet I'lol. Chaite J.109,Llxxiiif1C35}

“l métedo de Quick pe propuso orisiniloente coio idbo-
do de dcterninacidn de lu protronbina dc lo zinire; en uguells
éroca loc faolorew vioconveirtino, fuctor de wtuairt y mroacele-
rina eren dexcohocidos. in ssbc nétodo, lag concentraciones de
e tromboplastinag se mantisenen constuntes,

.couefios cunblos. Lo dltine deo-

cibn detellada os la si_uiente: quicly, A.J.: Demorrhesic

dicenges, lLea and Plhijer, Mladellfis 1957, puge 379-357.
lleactivos

1. susrenesidn de trowborlastinat extracto de cerebro
de conejo fdeuceando con acetonz.

2, solucidn de clovuro c¢dlcico 0,01l

Procediniento: 0,1 ml de rlasnae oxalatado se nezclan
con C,1 »l e golucidn dz btromborlawtine colocuis en hafio nae

ria & 372 C ¥y reculelficiia con 0,1 ml dc colucidn de cloiuro
cdlcico 0,011 y se doteriina el tieuno de coarmlocidn o el
Uperiodo de tromborvlactinal (lluaado btaabidn periodo de la
protrombine de Quicl).

Somenturios Ll método es scneible colanonte 2l cistena
de cou mlacldn externo (véeie ol esquena de la pdg. 2). il
sigtena de cos ulacidn interno, seodn se indicd anteriormente,
no tiene oportuniiad de influnir en el tiemro de coz ulacidn.

Ta tromborlasstine y el culcelo zon los dnicos fachores
que se mantienen conzitantes en el méiodo de Quiclr. Una alte—
racidn cn cuslquiera de los obtros faciores del cistona exter—

no: vrotroabina, rroconvertina, factor de Stuart, proaceleri-

-6 -

e

T TEE S



10

15

20

25

30

2429137 -

ne o Fibrindoeno serfa czpaz, sin enbaio, de afectar al ‘pe-
ricdo de Lromboplactina! de guick resistrado. Durante el trota~
miento cntisosrulante es prollsble que le proacelerdina y el fi-
brindgeno seen relativanonte constante; de aqui gue una prolon-
seeidn el Yperiodo de tromboplastina de Juici serd detdido a la
reduceidn de: proconvertine, factor de stuert, y/o protrombina,.
Yor otrs parte, el métcdo es totaluente insensible a una reduc—
cidn del factor enti-hemofilia-T. Zn la hemofilia-~P el "periodo
de tromboplastine' de Juick es nornmal (véase fig. 1). Por tanto,
si este nétodo e utiliza pera el control de la dogificacidn

del trutaniento anticossulants, se corre el riesso, de que ten—
&a lusar henorresia delido o una reducecidn particularaente gran—
de del factor anti-hnemofilia-3, ya gque une alteracidn semejente
no ceria reveluds wor este método. liedicnte la determinacién
cuantitativa especi{fica de log diversos facltores que entren en

juezi, hemos descublerto que el factor anti-hemofilie~B se re—

o

duce o menudo de modo més marcado que los otros factores, semin
puede observarse en lo flgs. 2 adjunta. Letos resultados son para
la fenilindenodions, si bien el dicunsrol y los derivadlos de
dicumarol tienen précticamente el mismo efecto.

in las abeisas, los ndueros 8-30 indicun las fechas en
Harzo de 1957 cuasndo se realizaron los ensayos. Los ensayos se
terminaron el 2 de Abril de 1957.

in ordenndas se indican porcentajes (estos desde luego
no son absolutos, significando 100% la Yconcentracidn' normal)
de protrombina, proconvertine y factor anti-hemofilia-B concen-
trados en lz2 sansre en lag fechas indicadas por endlisis rea=—
lizados durznte esta investizacidn.

Ia curva D representa el porcentzje de nrotrombine cen-

centrado en la sangre,



Lz curva &, €l porcentaje de Droconvertina y la curve
F el porcentaje del Ffactor anti-hemofilia-~B,.

Como pucde observarse, el nivel de los tres factores
indicados fué aproxiiadamente del 100:. al principlo de los en=-
sayos8. Ll 9 de llurzo de 1957, se conenzd con el agente anti-
cogsulante fenilindanodiona en dosis dlaries, pudiendo obser—
varse lz cantidad del misno a 1o zZona de la parte superior de
la fisurze. A la ilzquierda de este dres, la lfnea vertical re-
presenta 100 ng de fenilindanodiona. La cantldad de cada dogis
diaria aparece en la lfnea vertical dibujads desde la fecha
en cuestidn en la abeisa. il 25 de .iarzo se detuvo la aduninis-
tracidn del anticosgulante y el contenido en ;» de log factores
zscendid entonces rdpidanente.

#1l hecho de que el método de Quick no sea sensilile a la
reduceidn del factor anti-hemofilia~D se cree que es una de
las causas de la reaccidn relativenente grande de complicacio-
nes hemorrdiices cusndo se ubiliza el método de Quick para el
control del traotamiento anticosgulante.

intre otros defectos de este método, pueden mencionar—
se los hechos de cue es insensible a las variaciones de los
tres factores en el intervslo de 50 a 100% del nomal, de gue
1la concentracidn de czlcio empleada no es 6ptima sl el valor
hematocr{tico de la sansre es anorual, y que el “periodo de
trombonlastina® se afecta ror la concentrecidn de »roacelerina
en el plawma exeminado. Le nroacelerina es inestable y se inac—
tive aurante la conservacidn del plesma oxclatado; por este mo=
tivo, el nétodo precisa una muestra de sangre relativenente re—
ciente.

2, #1 adtodo P=F (nétodo protrombina-proconvertina)

Owren, P.A.: The Coagulation of Tlood, Acta Iled. Scand. 128
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(supple) 194) pe327 (1947), Owren, P.d.: Scande J« Glin. Lab.
Invest. 1, 61-33 (1949), Owren, F.A. end Aas, K.: Scand. J.
Clin. Labe. Investe 3, 201=208 (1951).

Reactivossl

1. suspensidn de tromboplastinas extracto acucso de
cexrebro humanoe.

2. Flasma bovino adsorbido.

3. golucidn ¢e cloruro cdlecico de concentracidn éptima
(normaluente 0,02511).

Procedimiento: 0,2 ml de placme bovino adsorbldo se
mezcle con 0,2 ml de sucpensidn de tromboplastina y 0,2 ml de
une dilucidn 1:1C del placua a investizer; la mezcla se colo-
ca en un bafio maria a 372C. Se touma el tiempo de coagulacidn
(periodo P-P) despuds de recalcificecidn con 0,2 ml de solucidm
de eloruro cdlcico.

Comentario: como en el caso del m&todo de Quick, el
nétodo F~P es uns determinacién del "periodo de tromboplasti-
nat es decir, es principalmente un nétodo para determinar la
actividad del sisteme de coasunlacidén externo. Las diferencias
srincipsles entre el método P~P y el método de Quick son las
sisuientes:

1. Se introduce un nuevo reactivo, el plasma bovino
adsorbido, con objeto de estabilizar las concentraciones de
proacelerina y fibrindgeno. La determinaci én es, por tanto,
independiente de le concentracidn de estos factores en el plas=—
ma ensayado. Puesto que los factores que se reducen durante
el trotaniento anticozgulonte son relativenente estables du-
rante la conservacidn de la sangre y plasma. el método puede
utilizarce en mucstiras alnacencdas.

2% Se utilize una dilucidn al 10% del plasme de ensa=

-9 -
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Yo. Esto aumentas la esemsibilidad del método, especielmente en el
intervelo 50-100%. L& dilunecidn del plasms de enssyo tiene asimis-
mo la venteje de que el peligro de una concentrascidn de calcic no
dptime al variar los valores hematcerf{ticos es mucho menor que en
el método de Quick. ILe dilucidén elimins esimismo el efecto de pe-
quefias cantidades de heparina en el plasma & examinar.

Como en el caso del método de Quick, el método P-P es
sensible & las reducciones de protrombins, fector de Stuert y
proconvertina. (Gonyee, IL«le, Hjort, P., Owren, P.d.: The Jour-
nal of Iaboratory & Clinical Medicine, 48, 624~633 (1956}]).

Ie tromboplsstina utilizede en el mftodo P-P (extracto
acuoso de cerebro humano) ejerce, junto a su efecto tromboplde—
tico, un efecto de cefalina sobre el sisteme interno de coagula-—
cifn. Sin embergo, este efecto no es dptinoc. Como resultasdoc de
este efecto de cefalina y de le dilucidn del pldema de enseyo,
pusde demostrarse que el mftodo P-P posee une determinada sen—
sibilidad, sunque extraordinariamente pequefia, & les reducciones
excesivaes del factor anti-hemofilic~B, si el sisteme externo de
cosgulscidn estd deteriorado grandemente despuds del tratamiento
anticoegulante (véase fig. 1) (Wealer, B.A.: Scend, J. Clin. Lab,
Invest. 9, 322-330 (1957)). Desde el punto de viste de le précti-
ca clfnice, esta sensibilided del método P-P a lae reducciones
del factor anti-hemofilie-B es demasiadoc pequefia pare permitir
que @ algune proteccidn frente & las complicaciones hemorrfgi-~
cas debldas & un descensc grande del factor anti-hemofilia-B.

De vez en cuando se han propuestc otras modificaclones
del método de Quick, como por ejemplo el empleo de otras prepa-
reciones de tromboplastine -~procedente de pulmones de conejo y
cerebro humano, unas en forme sece connacetons y otras en forme
secg por congelacidn. Se han utilizado asimismo diluciones del

AR ) s Bt b <+
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Ne?

plasme & investiger con objeto de sumentar ls sensibilidad del
nftodo, especielmente en el intervalo de 50=100%. La veriacidn
de ls concentracifn de calcio reletive el valor hematocr{tico de
le sangre ha sido ssimismo propwsste con objeto de asegurer la re—
celcificacidn dptime. 8in embargo, ninguna de estas modificaciones
hse alterado el prineciplo del método y ninguns hae supuesto un cem-
bic en la sensibilided defectiose del método & la reduccién del
factor entihemofilie=B, ) v

TLog reactivos pers el mftodo P-P-el plasme bovino edsorbi-

@0 y le suspensidn de tromboplestine— se han obtenido en forme se-

os por congelscidn. Sin embargo, este cambic no altere, desde lue-
g0, la felta de sensibilidad del método a le reduccidn del factor
antihemofilin-B,.

ﬁtodo pare el control de ls cogguleblilidsd de Ieo sangre durante el
tratamiento anticosgulente

De lo anterior se deducirf que ninguno de los métodos des—
critos hasta shore ha sido satisfactorioc parm el control del tra—
tamiento anticoegulante. _

Is informecifn que sigue describe el invents: uns prepe-
cifn que permite el control satisfectoric de este tratemiento.

Este procedimientc se basa en un principic completamente
nuevo, & seber, que se reelize una determinacidn simulténes y com—
binnda de le activided en el sistema de coagulacifn internc y ex~
terno. Hasta shors, no disponfamos de ningifn método para dicha de-
terminacifn combineds; los dos sistemas de coegulecidn se han in-
vestigado slempre seperadementes

El mftodo se basa en un resctiva ques inicie embos sistemas
de coegulecifn simulténeamente y de tal manera qus ambos requieren

b ey

RN, oA rgpe i
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aproximedemente el mismo tiempe. Pars llegar & esta sftuscidn, el
sistema de cosgulmcidn interno se sitfs en lgs condicionee @pti-
mas pars uns velocidad méxims incluyendo Ycefeline" del cerebro
humano o una cefalina similer que tenga 1 miems ectividad, en el _
reactivo en concentracién dptime. El sistema de comgulecidn inter—
na solo, producird Ia cosgulecién complete en estes condiciones !
en unos 50 segundos.

Al mismo tiempo, el remectivo comtiene una tromboplestie
na que inicis el sisteme externo de coagulecidn, si bien esta
tromboplasting es de tal naturaleza que en la concentracidn fp-—
timg tiene una actividad baje pero constante., Como resultedo de
esto, la velocidad del sisteme externo de coagulscidn se reduce
considereblemente en comperscifn con la velocidad normal obteni-
de con las prepaereciones de tromboplaestine asctiva del tipo utili-
zado en el método de Quick y en el mftodo P-P. Ie iromboplastina
utilizade en este método debe dar en lm concentraoidn fptime unm
periodc de trombopleetine con plesme normel de 35-50 segundos.

Tedricemente, une tromboplastine débil podrfs obtenerss
por diluoidn de una tromboplaestine active (del tipo emplemdo en
el mftodo de Quick y ex el mftodo P-P), pero este procedimiento
de lugsr & un reactivo labil y précticsmente imitil, porque pe—
quefioe cembios en sr gotividad producen oscilacionss considera-
blee en loes tiempos registrados. El resctivo emples, por tante,
une, tromboplestine que tengm una sctividad estable y baja en
concentracién fptime y que tenga un margen relativemernte emplic
de concentraciones fptimas. B

Como materisl de partida pars le produccifn de wna trom-—
boplasting semejante, se utilizan drgenpe de Geterminsdse espe—
cles de enimales. Ia tromboplestine producide es especifics pare
le especlie y reaccions solo lentamente: con lg& proconvertine hu-
mens. Ias tromboplastines de cerebro de buey, cerdo y cebsllo pow-
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seen estas caracterdstice.

Se ha encontrado que la combinscidn en un reective de unma
trembopleetine que tenge una sctividad débil frente &l plasmae Pu~
meno y de cefeline humens (o sustituto de cefa.lina), embas en conmce
tracifn fptime de luger & qp.a los eistemas interno y externo de
coegulecidn tengen, aproximademente, ls misms influencie en el
periodo de cosgulacidne. Este método es, por lo tanto, sensible &
lae reducciones del factor antihemofilie~B en el sistema interno
y de ls proconvertins en el sistema externo, asdemés, desde luego,
del factor Stusrt y de ls protrombins, que participan en embos
sistemas. )

ILa figure 1 represents ls mercada sensibilidad de este
método pars reducciones elevades del factor antihemofilig-R en
contraste con la sensibilidad muy escass del método de Quick y la
sensibilidad muy ahbil del métoda P-P.

Se deduce de esto que las principales desventajas de los
métodoe 3 remctivos empleados hasta shore (método de Quick, méto
do P~P) se hen eliminado en todos sus aspectos esenciales.

. E1 invento se bass, edemfs, en el concepto de que loe pe-

?

PRoseven—.

AT 4 o

riodos de coasgulecidn determinados deben ser independientes de los

cambioce en todoe les fmctores de cosgulacidn que no son efectados
por el tretamiento anticosgulantes, Estc se consigue mediante l=
inclusidn en el reective de todos estoe factores en concentreoidn

elevade. y constente. Con este objetc, se utilize un plasme de

buey especialmente sdsorbido, preparado andlogemente sl del métode

P-P. Este plasma bovino adeorbido contiene concentraciones eleve-
das de faoctor entihemofilie-~A, factor antihemofilie-C y factor de
Hagemen (del sistema internc) y de proacelerins y fibrindgenc

(que perticipe de ambos sistemss). Se rreparas, ademfs, de tal mo—
do gque no contengs centidades perceptibles ds: proconvertina, fac~

- 13 =
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tor emitihemofilis-B, factor de Stuart ¢ protrombine, precisamen-
te los custre factores que se reducen durente el tratamiento an—
ticoegulante. 7

Como resultedo &e esto, el resctive es especffico y sen-

sible & los cuatro factores que se reducen durante el tratemien-
to anticoagulante y, al mismo tiempo, mo tienen influencia sobre
&1 lss verisciones de los otros factores de cosgulscién. Los pe-
riodom de cosgulaeidn que se registran mediente este mftodo pro-—
porcionen, por tanto, un {ndice edecuado del efecto total que tie-
nen los agentes anticosgulentes sobre la coggulecifn de la sengre,
Ia diferencis decisive con los métodoe anteriores, es segin se
indief, la sensibilided del muevo método a la reduccidn de le con-

centracién del facter antihemofilis=B.

Composicifn del remctives

Bl mzevo reectivo contiene pues los siguientes componen=
tens _

1. Tromboplastinag. Este tromboplastina tiene una sctivie
dad baje en la concentracidn dptime y da lugar & un "perioda de

S 50 Aty b o0 e LAY

tromboplestine* con plasme normal de 35-50 segundoe. la& tromboplass—

tins s=e prepe.r;. e partir de frgancs animsles que, debido & su es-
pecificidad paras la especie, tiene una reasctividad baja con la
proconvertine humens. Son ejemplos 1s de buey, ecaballo y cerdo.
2. Cefalins, Este cefalina se caractsriza por ums reacti-
vided eleveds frente sk plasma humano, Puede chitenerse del ocere-
bro humano, sunguep pueden utilizarse otras preperaciones de ce-—
faling-lecitina que tengas resctividad elevade frente al plssmm
humeno, por ejemplo, une preparscifn de lecitina de sojs (ejem—
plo: Asolectin comercial procedente de Associated Concentrates

e, s — e A S
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Inc., 57-01, 32nd Averues, Woodside, Fueva York).
| 3. Plaeme de buey adsorbido. Este se prepers de tal mene-
re que contengs uns concentrzcidn elevads y constante de todes
los factores de coasgulacidn gque nc sean efectados por wa trate=-
miento anticosgulante, mientras que, al misme tiemps, no contie-
ne cantidedes perceptibles de log cuatrc sigulentes fzctoress Pro-
trombine, fector de Stusrt, proconvertine y fmeter antihemofi-
lig=B,. | | | |
4. Clorurc oflcico. Se efiede clorurc cdlcico &l resecti-
vo en une centidad que 4é la concentracifn dptima pars la coagu—
lscidn despufs de adicidn del plasme de ensayo.
Los cuatro Ingrediente indicadoe se mezclan dande un re-
active. -* _ |
Le naturalezz del reactive es tal que em estable en solu-
oién y presents uns resctividad inmelterads incluso después de con- :
servads & temperaturs smbiente durante 12 horas. Esta establlidad
se obtiene, entre otrass cosas, por la eliminmeidn total que se
ha conseguido de los cuatre factores de coagulscifn anteriormen-
te indicados. Anteriormente, habie sido posible, desde luega,
mesclar le tromboplesting y el calcio en un remctivo, peroc un
resctivo estable no habfa sido posible anteriormente despuds de
la reeczloificscifn de un plasma edsorbido con o sin tromboplas—
El1 resctivo *combinado"™ se preparas en forme secz por
éongelecifn en smpolles para la distribucifdn. Se hsn determina—
do mediante estudioe les condicionee #ptimes pers la estadbilided

g B e L e e e a e L

de la preperacifn seeg; en particular, la concentrasoidén idnice,
concentrecifn de enticoagulante, ete.

El resctivo seca por congelacidn se reconstituye por
adicidn de agus destlilada en solucifn de clorurc eflcice & lz

- 15 =
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empolle por el mftodo de sangre ocapllar ¢ venosa respectivenente.
Estebilidads E1 reactivo presenta actividad inslterads des
puds de conservar lss empollas & 472 C durante 30 dias,.

Prggarac:l_._dn del reaoctivos

En le descripoidn que sigue se indice la preparacidn del
muevo reectivo propuesto en este ipwvento.

TPromboplestinas Puede utilizarse cerebro de buey, puesta
que hemos demostrado, segin se indicf anteriomments, que la trome
boplastina del cerebro de buey presents una reactividad lents
frente a le proconvertina humsns debido & su especificidad. En
concentracifn Sptima, el extracto de cerebro de buey da lugar
& un periodo de tromboplastine con plasmz humano normal ds, apro—
ximedamente, 35 segundos, EL procedimiento de preparacién es end-
logo al de la tromboplastina de cerebro humano (Owren, Pehet Je
of Olin & Lab. Invest. 1, 81 (1949)). .

Suspensifn de cefalina *bruta*: Esta se prepara a partir
de cerebro humano de acuerdo con el mgtodo publicado por este
Laboratorio. (Hjort, P., Rapaport, 8.I. and Owren, Pe.det J. Lab,
Clin. Medicine, 46, 89-97 (1955)).

Las cantidades de tromboplastine y cefalins (o sustitu-
to de cefalina) se ajustan de modo que la concentracidn en el
reactivo f£inal sea Stgma, _

Plasma de buey adsorbido: 1) Le sangre y el plasma se
trotan de tal modo que el plasma adsorbido contengs, ademfs del
factor antihemofilim-A, factor de Hageman, proacelerina y fibri-
nfgeno, una concentracidn elevada del factor antihemofilie~C en
forma no astiva. La importancie de estc no se hadia comprendido

anteriormentes,

1 s .

i o BAELA 4 o

A e g e _—

A ¢ S e s



30

~ 2,) Ia adsorcidn se efectifa medlante BaSO P en una centi-
dad tal y con tratemientom repetidos hasta que los ensayos indi-
quen que se ha alcanzado la eliminscidn completa de protrombins,
factor de Stuart, proconvertina y factor antihemofilia~-B.

3.) Se utiliza ls centrifugacifn extremadamente cuidadosa
para la eliminscidn total del sulfato bérico en suspensifn.

4,) Como nueve principic en la preparacién de este reac—
tivo, se introduce la diflisis con objeto de obtener:

&) Eliminecidn del sistema tampfn fcido carbénico-bicer
bonato del plasma. Esto es necesario pars el ajuste exacto y Ia
estabilizacifn del pH en la mreparacidn seca acebads.

b) Eliminacifn de oxalato. Esta es necesaria (1) para ls
estabilidad de la proscelerine (2) pars evitar la precipitecifn
de oxalato cdlcico conm la consiguiente adsorcién de factores de
cozguleoidn durante Ia realizacifn del ensayc (3) pers permitir
el empleo de plasma &l citrato para las detemim:cionas.

5.) Despufe de la aiflisism, el pH se ejusts cuidadose—
mente: (entrs pH 6 y 8), de modo que se obtengs un pH dptime y
estable despufs de reconstituir la preperacifn seca. Esto tiene
una importancis decisive pare menteber las propledades del reac—
tivo y para la solubilidad dsl fibrindgeno en la reconstitucién.

La tromboplastina, la cefalina (o el sustlituto de la ce-
Pglina) y el calolo se afiaden al plasma de buey &dsorbido en con-
centreciones tales que gstas sean Pptimas para el procesc de coa=
gulaeién durante la realizacidn del enssyc. |

La preperacifn asf{ obtenide se seca por congelecifn.

?rooedimiento- pers su empleos

Ouando se utilice la preparscifn para el control de la
coegulebilidad de la sangre, se emplee el sizuiente procedimien=-

tos

B U S

R e S S



15

24557 .

Despufe de la reconstitucidn del reactivo en agum des—
tiladas o solucign de cloruro cflcico (véese mfe adelante), se
colocan 0,5 ml, por medlo de une pipeta en un tubo de ensayo
muy pequsfio (8-9 mm de difmetro, 60 mm de longitud). Se afiade
une ocentidsd medide del plasms 0 sangre a examiner (wdase més
sdolente) y se determina el periodo de coagulacifn con un crond-—
metro. E1 tiempo registrado es una expresifn del efecto del tra-
temiento enticoagulente sobre el proceso de coagulacifn., El en—
sayo se realiza en bafioc maria a 37% Ce

El periodo de cosgulscidn registrado se convierte em sc-
tivided relative, indicads en %, utilizando una curva de correla- !
cifne En la figurs 3 adjunta se indican ejemplos de curvas de ':
correlacifn. Estas curves indican la relacién entre los periodes |
de coagulacidn registrados en dos sistemas y la actividad de coa=
gulacifn expresads en porcentaje de la normal.

La concentracifn de plasma normel en % se representa em
escals logarftmics en la abeisa y los periodes de coagulacidn en
gsegundos (30-300. segundos) se representan en la ordenads em es-—
cala logard{tmice. La curva K represente el mftodo utilizado para
sangre capilar, 0,10 ml. de volumen, La curve H representa el
nétodo utilizado pars sangre al citrato, 0,10 ml. de volumem,
¥ para plesma el citrato en dilucifn: tres partes de plasme por i
dos partes de sal y 0,10 mle de volumen.

Ia curve G representa otro mftodo utilizado pars el ples~

me el citrete en la dilucifn: un volumen de plasme por cuetro Vo=
Lfmenes de sal, y 0,20 ml de la dilucién como volumen de ensayo.
El mftodo puede utilizarse para sangre capilar (sangre
total), que no contiens snticomgulante afindido y para sangre :
o plam al citrato. El resctive se provee cen la concentracidn
Sptime de calcio para la sangre cepllar y no pusde utilizarse
directemente para la sangre &l citrato o plasma el oitrato, pues-
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tima.

Para la sangre y plasmg &l citrato, por lo tanto, el re-
activo seco ha de reconstituirse con solucidn de cloruro cdlcico

3,2mM, que compensa la cantidad de citrato en le muestrz de en-

88Yy0 e

1+ Sangre capilar.

Debe hacerse une incisidn en la piel, en la punta del
dedo ¢ en el 1ftulo de la oreja, que sengre vivamente. 0,10 ml
de sangre entera se introéuce & continuacidn en unm pipeta de
modo usuel, y #sta se mezols rdpidsmente con 0,5 ml de rescti~
vo que se ha colocado previemente en bafio maris a 37 grados oen-

tigradose. Se determina el tiempo de coagulecidn.

2. Sangre al clitrato.

Se utiliza sangre venoss mezoleds con 3,13% (p/v) de so-
luocidén de citrato sddice 4ihidrato em la relacidn de'_t/ pérj:,e de
solucién de citrato- sfdico por 9 partes de sangre. Ejemplos 0,2 ml
de solucidn de citrate sfdico se introducen en una Jeringa de 2
ml y 1l jeringa se llens a continuacifn con sangre pinchendo en
la vens hasta wn volumen de 2 ml. Le muestra se pasa & un pegque—
fio. tubo de emsayo y se toms 0,10 ml de sangre &l citrato con une
pipeta y se mezoclan con 0,5 ml de reactivo, determinando el tiem=-
po de cosgulacifdn de la manera descrita ateriormente.

3e Plaame 31 citrato.

Ie sangre al citrate se prepara del modo descrito en el
pérrafo 2, Despuds de centrifugar, se toman 0,6 ml de plasma &l
citrato en un pegqueffio tubo de ensayo y se afiaden 0,4 ml de suerc
selino fisiolfgico. Despuds de mezcler, se seperan con una pipeta
0,70 ml del plasma dlluldo y seguidemente se mezclan con 0,5 ml
del. reactivo. Se determina el tiempo de coasgulacidn sezfin se in-

dicf snteriormentes
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to que. pars estas musstras la concentracifn de calcio no es fp-
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El nuevo reactivo *combinado®" constituye um nuevo pro-
ducto puestc que hace poe:l.f:l& llevar a cebo une determinacidn
combinads de la activided de comgulacién de los sistemas inter-
no y externo de cosgulaciéne.

La preparacidn del reactive estd basads en principios
que no se habdfen utilizado enteriormente. E1 reactivo tiene una
serie de ventajas cuando se compars con reactivos anteriores.
(1) Eg muy estable a temperaturs smbiente, simplificando asf la
distribucidn y conservacidn. (2) Restbts el calentamiento has-
ta 472 C durente un mfnims de 30 dias y puede utilizarse, por
ta.n:l:o; en regiones tropicales. (3) La necesidad de un s0lo re=-
activo hace que el procedimientd sea més sencillo ¥y la realiza-
cifn del enseyo més répida que en el caso de los métodos ante-
riores. (4) Es el iinico método desarrollado hasta shora gque pro-—

porcione un dndice edecusdo de la alteracidn de 1= coagulecidn
producida por agentes anticosgulantes orales. En contraste con
los métodos anteriores, fste es sensible & la reduccidn del fac—~
tor entihemofilia~B, (5) Como consecuencia de las propiedsdes:
enteriores, este mﬁtodo"da una: proteccidn mucho mayor frente &
las complicaciones hemorrdgicas que los otros métodos. (6) EL
método shorre tiempo. (7) Debido a la estabilided del reactivo
en forme reconsti‘buids; produee resultados seguros y reproduci-
bles.

La presente solicitud, que corresponde a la presentads
en Noruegm el dis 16 de Mayo de 1958, bejo el mimero 128.1043p
se acoge & loe beneficios del artfculo 51 del vigente Estatuto
Ley mobre Propieded Industrisl.

e
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Los puntos de invencidn, propia y nueva, que se presen-
tan para que sean objeto de esta solicitud de Patente de Inven-
oidn en Espafin, por VEINTE afios, son los siguientes: ’

12, = Procedimiento para la preparacién de reactivos pa-
re su u'ao'an el control de la coagulabilidad de la sangre, ocon=
sistente en lo sigulentes se prepara tromboplastina g pertir de
cerebro ds buey (u otros cerebros snimales) del mismo modo que
se utilize en generzl para le preparacidn de tromboplastina a
partir del cerebro humano, la suspensién de cefaline se prepara
g partir de cerebro humanc por un m'etodo descrito anteriormente
y g6 obtlens una prepar.acidn,‘ de plasme de buey gue contiene uns
concentracidn elevada de todos los factores de coagulacidn que
no ge reducen durante el tratamientc anticoagulante; estos cons-—
tituyentes se mezclen & continuscién y se afiade cloruro edleico
en una cantidad que produzoa la concentracién dptime pera la coa-
gulscifn despufes de la adicifn del plasma de ensayo.

28. - Procedimientc de acuerdo con la reivindicacifn l;
caracterizado por el hecho de que el producto obtenido se seca
por congelacidn.

32, = Procedimiento de acuerdo con las reivindicaciones
Ty 2, caracterizado por el hecho de que dicho plasma de buey
se libera de protrombina, factor de Stuart, proconvertins y fac-
tor antihemofilie~B por adsorcifn repetids con sales insolubles
de metales pesados, perticularmente sulfato bérico, despufs de
loc ocual estae sales se separan de la suspensidn por filtracidn
o centrifugecidn.

48, — Procedimiento de acuerdo con la reivindicecién 3,
caracterizado por el hecho de que el plasma de buey se dfmliza
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despude de Ys adsorcidn con objete deg;ezarsar el sistema 'Eampﬁn |
goido carbdnico-bicarbonato del plasma y separar el oxalsto.

52, = Procedimiento de aouerds con la reivindicacién 4,
caracterizado por el hecho de que el producto obtenidp de 1=z dla~
lisis. ge ajusta a un pH entre 6 3y 8

62, = Procedimiento para le preparacifn de reactivos parm
su uso en el control de la coagulabilidad de la sangre.

Tal y como se ha descrito en la Memorie que antecede,
representado en el dibujo que se acompafia y para los finas gue
se ham especificado.

Esta Menorie conste de veintidos hojas escritae s méqui-

ns por une sole de sue caras.

Maarid, . q GEp. 1958
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