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uso en el coiurol m  la coagfülabilxdad m  la  saitshs*

Los anticoagulantes orales (dicumarol y derivados del 

di enmaro1 , f  enilindanodiona y sustancias análogas) provocan una 

reducción de la  coagulabilidad de la  sangre y se u tilizan  en la  

actualidad extensamente en eL tratamiento de estados trombóticos.

5 La p ro filax is  contra la  trombosis en las  enfermedades a rterio -

escleróticas (in farto coronario, angina de pecho, trombosis ar­

te r ia l periférica  y cerebral) se adopta cada vez más en general. 

El tratamiento anticoagulante eficaz exige un control re­

gular de la  coagulabilidad de la  sangre. Es necesario ajustar la
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dosificación a l caso individual para evitar, por una parte, las 

cantidades excesivas que podrían dar lugar a complicaciones en 

hemorragias y, por otra paite, dosificaciones demasiado pequeñas 

que dejarían de ser eficaces.

mediante las técnicas descritas anteriormente para este 

control, no ha sido posible en cada caso individual determinar 

la  coagulabilidad de la  sangre con suficiente exactitud de modo 

que se resuelvan estas dificultades de dosificación. Existe, por 

lo tanto, una necesidad grande de métodos que hagan posible un 

control exacto.

J?or medio del reactivo que comprende el presente inven­

to, este problema se ha resuelto de un modo satisfactorio, se­

gún se deducirá de la  siguiente descripción del invento.

Gon objeto de hacer más fá a i l  de comprender e l invento, 

se indicará primeramente la  acción de los agentes anticoagulan— 

tes.

la  coagulación de la  sangre se efectúa por medio de dos 

sistemas de coagulación separados en parte: e l sistema externo 

y el interno, los agentes anticoagulantes por v ía  oral provocan 

un descenso en la  concentración de los siguientes cuatro facto­

res de coagulación en la  sangre: protrombina, factor Stuart, 

proconvertina y factor anti-hem ofilia-E. De estos factores, 

la  protrombina y e l factor Stuart se hallan comprendidos en am­

bos sistemas: la  proconvertina actúa solamente en el sistema 

externo; y el factor anti-hemofilia—B participa solamente en 

el sistema interno. Esto se representa en el esquema siguien­

te:

-  2 -
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Sistemas de coagulación de la  sangre
■ m-r — — n - r - i i  -  - -— i    *̂t  3--------------------- -----------  -  - ^

El sistema "interno" El sistema "externo"

("Periodo de cefaliña") ("Periodo de tromboplastina"))

I
l

Factor 3 de plaquetas de sangre ! Promboplastina de tejido  

(«C efa liña") !

10 Factor antihemofilia^-A (A *11*0*) j
l Proconvertirá

Factor antihamofilia-E (P*P.C*) !

Factor antihemofilia—C (P .I .A .) t
t

Factor "Hageman" I

15 Factor "Stuart"

Protrombina

Proacelerina

Fibrinógeno

20 Hasta ahora no existía ningdn método que hiciera posi­

ble la  determinación cuantitativa del efecto total de la  re­

ducción de los cuatro factores especificados sobre el proceso 

total de coagulación, esto es, sobre los sistemas interno y 

externo* Los métodos que se lian utilizado hasta ahora, es de—

25 c ir, el método de Qaiick y el llamado método P-P, son solamente

sensibles a los cambios en e l sistema de coagulación externo* 

Por tanto, s i se aplican al control del tratamiento antlcoagu- 

lante re fle jan  la  reducción de proconvertirá, factor de Stuart 

y protrombina; la  reducción del factor anti-hemof i l i a —33 no se 

30 registra de ningoín modo por e l método de Quiek y sólo en muy
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pequeña extensión por e l  método X—P.

La fiju ra  1 adjunta representa la  sensibilidad de es­

tos tres métodos con cantidades decrecientes del factor anti—horno 

f i l ia -B .  En abolsas se representa la  "concentración'* del fac - \ 

tor anti—hemofilia—B relativa a los otros factores como porcen­

taje del valor normal. En ordenadas se indica e l tiempo de coa­

gulación en segundos (20 a 160) segundos.

Bl estudio se realisó meaclando hemofilia-E-plasma y 

plasma normal en diversas proporciones.

Xa curva A representa la  sensib ilidad  del nuevo método 

a cantidades en disminución del fa c to r  an ti—hem ofilia-B .

Xa curva B represent cX la  sensibilidad del método P—P y 

la  curva C representa la  sensibilidad del método de Quiek a 

cantidades en disminución del factor anti—hemofilia-B.

Xa explicación de las diferencias observadas en las  

curvas represenfadas en la  fipura es que en e l método p—P y 

en el método de Quiek se añade a la  sanpre o pía cana a examinar 

una tromboplastina de tejido muy activa.

En. el método de Quiek se u t i lis a  un extracto de cere— 

bro de conejo y ai el método de P—P un extracto de cerebro hu­

mano. Estas tromboplastinas muy activas .hacen que la  coapula- 

ción tenqa lu ja r  exclusivamente a través del sistema externo de 

coagulación, ya que la  coagulación en este sistema es tan rá­

pida que acaba mucho antes de que se active totalmente e l sis­

tema interno. Por tanto, e l tiempo normal de coagulación de un 

plasma después de la  sedición de una trombo’plactina activa, como 

en el método de Quiek, es solo de 12—13 se,púnelos, mientras que 

el sistema interno, incluso después de la  adición de concentra­

ciones óptimas de oefalina, exiqe por lo  menos 50 segundos para 

dar lu ja r  a la  formación de tronbina que a su vea coagula el
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fU r iñ e : ;git.o . x,a adición do dichas troncoplastinas activas emas- 

°ara completamente e l s i  atona in terno. Con e l  nétodo de Quid:, 

e l periodo do coagulación (que se ¿Lose.'ira frecuentemente cono 

*'el psi'.1.0o.o ao protroiiibina" o " e l  -corloció ele trom boplaetina") 

es, por conci.jUi.3ate> perfectamente no m a l, incluso cuando hay 

ausencia completa del fa c to r  anti-hemofilia-dD (véase figu ra  1 ). 

l e l e  hacerse observar rae ce han desarrollado métodos
ara e l control del cisterna intorno de coapulaeiones, u t il is a n -

úo ceralina en 2.njc,r do tronboplastina• listos métodos, depen- 

- i os d e ta lles  del sistema, pueden u t i l iz a r s e  para la  

dc ie iin m cid íi do lo e  d is tin tos  factores aa ti-h em o filicos . sin

embargo, lo e  métodos de este t ip o  no so emplean nunca para e l 
control clel rxncx—

a les. In m i -
lento anticoagulantc por dos razones prx 

Qr lugar, a i olio "periodos de oe fa liñ a " son muy

senex.-mos a hum sci-ie ce efectos in c iden ta les ; en secundo lu ­

gar, so ¿tullen desde luego totalmente inafectados por lo s  can—

i.dos en e l  sistema externo do coagulación, de lo s  que las  va— 

x-iacionos en la  concentración de proconvertina pueden ser los

más importantes.

L’l  presente invento proporciona un método que permite 

a l médico determinar simultáneamente la  coagulabilidad de la  

sangre en lo s  ^istmias externos e interno con un solo ensayo. 

Hedíante e l nuevo reactivo , lo e  sistemas de coagulación extor­

no e interno actúan simultáneamente y de t a l  nodo que tienen 

lupar aproximadamente con la  miara velocidad , resultando que 

ambos sistemas ejercen aproximen, ente las mismas in fluencias 

sobre o i periodo de coagulación del sistema.

Iletodos i rev io©  nema e l  control del tratamiento ant i  o oa .ulant e

Ucgún se ind icó, so han u tiliza d o  hasta ul'-ora dos meto
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dos principales; peerá, e l control cid tratamiento ant i  con tien ­

es 1) e l mótelo de Qulok, 2) e l método I-—I .

Método de t i e l : .  (Quid:, A .J .: l i o l .  Chora. J .10S ,l:ad .ii£L93

01 método de Quick se propuso orip inalconté cono n é to ­

do de determinación de la  protrocibina áo la  sunprej en acuella  

¿poca loe  factores  pro convertiré , fa c to r  de títuart y p roacele- 

rina eran desconocidos. Jan esto método, las  concentraciones de 

ca lc io  y de tromboplastina se mantienen constantes*

11 método lia su frido pequeños cambios. La iSltir.ia des­

cripción  detallada es la  ¡:itp iien te: Quick, A .J .: Ilenorrha&’lo  

discas os, loa  and Pihi/jer, P i la d e lf ia  1957, pa¿j. 379- 337.

Reactivos:

1 • Suspensión de tromboplastina: extracto de cerebro 

de conejo desocado con acetona.

2. Solución de cloruro cá lc ico  0, 0111.

Procedimiento: 0,1 ral de plasma oxalatado se mezclan 

con 0,1 n i de solución ds trorahop-lastina colocada en baño ma- 

r ia  a 37  ̂ C y reca lc lflo a d a  con 0,1 ral de solución de cloruro 

cá lc ico  0,0111 y  se deterrina e l tiempo de coagulación o e l 

"periodo de trombopl astliia" (llenado también periodo de la  

protrombina de Q u id :}.

Comentario8 11 método es sensib le s o l i e n t e  a l sistema 

de coaprulación externo (véase e l esquena de la  pa¿-. 2) .  11 

sistema de coagulación in terno, sejón se ind icó anterioieiente, 

no tiene oportunidad de in f lu ir  en e l tiempo de coagulación.

La tromboplastina y e l  ca lc io  son lo s  únicos factores  

que se mantienen constantes en e l  método de Quic.k. Una a lt e ­

ración en cualquiera de los  otros fa cto res  del sistema exter­

no: protrombina, proconventina, fa c to r  de ütuart, p roa ce le r l-

6 -
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rio do de i  ronb o p1a s "bina11 de Quid- r  egi airado* Lurant o e l i r  ata­

miento cartigoagulante es problable que la  proacelexana y el f i — 

brinágeno sean relativamente constante; de aquí que una prolon­

gación ¿el "periodo de tromboplastina" de Quiclc sera deuiao a la  

reducción de: prooonvertina, factor de íituart, y/o protrombina• 

por otra pai-te, el método es totalícente insensible a una reduc­

ción del factor anti—Larnofilia—L. Ün la  hemofilia-*B el "periodo 

de tromboplastina" de Quick es normal (véase f ig .  ! ) •  I"or tanto, 

si este método se u t iliz a  para el control de la  dosificación  

del tratamiento anticoagulante, se corre e l riesgo, de que ten­

ga lugar hemorragia debido a una reducción particularmente gran­

de del factor anti-hemofilia-B, ya que una alteración semejante 

no sería revelada por este método» Idediante la  determinación 

cuantitativa específica de los diversos factores que entran en 

juegi, hemos descubierto que el factor an ti-hm ofilia -B  se re­

duce a menudo de modo más marcado que los otros factores, según 

puede observarse en la  f ig .  2 adjunta, hstos resultados son para 

la fenilindanodiona, s i bien ol dicumarol y los derivados de 

dicumarol tienen prácticamente e l mismo efecto.

lito las abeisas, los números 8-30 indican las fechas en 

Llarso de 1957 cuando se realizaron los ensayos. Los ensayos se 

terminaron el 2 de A bril de 1957»

Un ordenadas se indican porcentajes (estos desde luego 

no son absolutos, significando 100j¿ la  "concentración" normal) 

de protrombina, prooonvertina y factor anti—hemofilia—13 concen­

trados en la  sangre en las fechas indicadas por análisis rea­

lizados durante esta investigación.

La curva D representa e l porcentaje de protrombina con­

centrado ai la  sangre,

-  7 -
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La curva i ,  el porcentaje de pro convertiría y la  curva 

F el porcentaje del factor anti-hemofilia-B.

Como puede observarse, el n ivel de los tres factores 

indicados fué aproximadamente del 100/- a l principio de los en­

sayos. 11 9 de Ilarso de 1957, se comenzó con e l agente anti- 

coagulante fenilindanodiona en dosis diarias, puliendo obser­

varse la  cantidad del mismo a la  zona de la  parte supei‘io r de 

la  figura. A la  izquierda de este área, la  linea vertical re­

presenta 100 rng de fenilindanodiona. La cantidad de cada dosis 

diaria aparece en la  linea vertical dibujada desde la  feclia 

en cuestión en la  abcisa. 11 25 de marzo se detuvo la  adminis­

tración dal anticoagulante y e l contenido en de los factores 

ascendió entonces rápidamente.

Ll hecho de que e l mótodo de Quick no sea sensible a la  

reducción del factor anti-hemofilia-B se cree que es una de 

las causas de la  reacción relativamente grande de complicacio­

nes hamorrágicas cuando se u tiliza  el método de Quick para el 

control del tratamiento anticoagulante.

Lntre otros defectos de este mótodo, pueden mencionar­

se los hechos de que es insensible a las variaciones de los  

tres factores en e l intervalo de 50 a lOOjí del normal, de que 

la  concentradón de calcio empleada no es óptima si e l valor 

hematocrático de la  sangre es anormal, y que el "periodo de 

tromboplastina" so afecta por la  concentración de proacelerina 

en e l plasma examinado, la  proacelerina es inestable y se inac­

tiva durante la  conservación del plasma oxalatado; por este mo­

tivo, e l método precisa una muéstra de sangre relativamente re­

ciente.

2. 13. méto do P—P (método protrombina—proconvertina) 

Owren, F .A .: 2he Coagulation of Blood, Acta Lled. Scand. 128

-  8 -
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(¡üuppl.) 194) p»327 (1947)» Owren, P .A .: Scand. J* Grlin. lab* 

Invest. 1, 81-83 (1949), Owren, P.A. and Aas, K .: Scand. J* 

Olin. lab . Invest. 3, 201-208 (1951).

fíeactivo s :

1. Suspensión de tromboplastina: extracto acuoso de 

cerebro lumen o.

2. Plasma bovino adsorbido.

3. Solución de cloruro cálcico de concentración óptima 

(normalment e 0,02 51,1) •

Procedimiento: 0,2 mi de plasma bovino adsorbido se 

meada con 0,2 mi de suspensión de tromboplastina y 0,2 mi de 

una dilución 1:10 del plasma a investigar; la  meada se colo­

ca en un baño maria a 37&C. Se toma el tiaapo de coagulación 

(periodo F-3?) después de recalcificación con 0,2 mi de solució» 

de cloruro cálcico.

Gomentai'io: como en el caso del mótodo de Quicic, el 

método P-P es una determinación del "periodo de tromboplasti— 

na" es decir, es principalmente un método para determinar la  

actividad del sistema de coagulación extemo. Las diferencias 

principdes entre el método P-P y el mótodo de Quick son las  

siguientes:

1 ♦ Se introduce un nuevo reactivo, e l plasma bovino 

adsorbido, con objeto de estabilizar las concentra clones de 

proacelerina y fibrinógeno. La determinación es, por tanto, 

independiente de la  concentraoión de estos factores en e l plas­

ma ensayado. Puesto que los factores que se reducen durante 

el tratamiento anticoagulante son relativamente estables du­

rante la  conservación de la  sangre y plasma, e l método puede 

utilizarse  en muestras almacenadas.

2* Se u t iliz a  una dilución a l 10?¿ del plasma de enea-

- 9  -
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yo* Seto aumenta la  sensibilidad del método, especialmente en el 

intervalo 50-í00?$. La dilución del plasma de ensayo tiene asimis­

mo la  ventaja de que e l peligro de una concentración de calcio no 

óptima a l varia r lo s valores hamatooríticos es mucho menor que en 

e l método de Quick* La dilución elimina asimismo e l efecto de pe­

queñas cantidades de heparina en e l plasma a examinar.

Como en e l caso del método de Quick, e l método P—P es 

sensible a la s  reducciones de protromblns, factor de Stuart y 

prooonvertina* (Sonyea, L*M», H jort, P *, Gwren, P.A*s Ihe Jour­

nal o f Laboratory & C lin ioal Medicine, 48, 6Z4-S33 (1958))•

La tromboplastina u tilizada  en e l método P—P (extracto 

acuoso de oerebro humano) ejerce, junto a su efeoto trcmboplés— 

tico , un efeoto de cefaliña sobre e l sisteme interno de coagula­

ción* Sin embargo, este efecto no es óptimo* Como resultado de 

este efecto de cef a liñ a  y de la  dilución del plásma de ensayo, 

puede demostrarse que e l método P-P posee una determinada sen­

s ib ilid ad , aunque extraordinariamente pequeña, a la s  reducciones 

excesivas del factor anti-hem ofilia-B, s i e l sistema externo de 

coagulación esté deteriorado grandemente después del tratamiento 

anticoagulante (véase f ig *  1) (W&aler, B*A*t Soand* J« d in *  Lab* 

Irrvest* 9, 322—330 (1957))» Desde e l punto de v ista  de la  practi­

ca clónica, esta sensibilidad del método P-P a lae  reducciones 

del factor anti-hem ofilia-B es demasiado pequeña para perm itir 

que dé alguna protección frente a  lae complicaciones íiemorré&i— 

cae debidas a un descenso grande del factor snti-hem ofilla-B .

Be vez. en cuando se han propuesto otras modificaciones 

del método de Quick, como por ejemplo e l empleo de otras prepa­

raciones de tromboplastina -procedente de pulmones de conejo y 

cerebro humano, unas en forma seca oonnacetona y otras en forma 

seca por congelación* Se han utilizado asimismo diluciones del

10



plasma a  investigar oozl objeto de aumentar la  sensibilidad del 

método, especialmente en. e l Intervalo de 50—100$• l a  variación  

de la  concentración de calcio re la tiva  a l valor hematocrítico de 

la  sangre ha sido asimismo propuesta con objeto de asegurar la  re— 

5 calcificación  óptima» Sin embargo, ninguna de estas modificaciones

ha alterado e l principio del método y ninguna ha supuesto un cam­

bio «x  la  sensibilidad defectiosa del método a la  reducelón del 

factor gntihem ofilia-B»

lo s  reactivos para e l método P-P—e l plasma bovino adsorbi­

do do y la  suspensión de tromboplastlna— se obtenido en foima se­

ca per congelación» Sin embargo, este cambio no a lte ra , desde lue­

go, la  fa lta  de sensibilidad del método a la  reducción del factor 

antihemofilia—B»

t5 Método para e l control de l a  ooagulabilidsd de la  sangre durante e l

tratamiento enticoagulante

Be lo  anterior se deduciré que ninguno de lo s  métodos des­

c ritos hasta ahora ha sido satisfactorio  para e l control del tra— 

20 tamiento anticoagulante»

la  información que sigue describe e l inventos una prepe— 

oién que permite e l control satisfactorio  de este tratamiento»

Este procedimiento se basa en un principio completamente 

nuevo, a  saber, que se rea liza  una determinación simulténea y  oom— 

25 binada de la  actividad en e l sistema de coagulación interno y  ex­

terno» Hasta ahora, no disponíamos de nlngórr mótodo para dicha de­

terminación combinada; lo s dos sistemas de coagulación se han in­

vestigado siempre separadamente»

E l método se basa en un reactivo que in ic ia  ambos sistema» 

30 de coagulación simulténeamente y de ta l manera que ambos requieren

-  tt -
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aproximadamente e l miaño tirapo» Para lle g a r a  esta situación, e l 

sistema de coagulación Interno se eitóa en la s  condiciones ópti­

mas para una velocidad máxima Incluyendo “cefalina" del cerebro 

htmiñnn o una cefaliña sim ilar que tenga la  misma actividad, en e l 

reactivo en concentración óptima» E l sistema de coagulación Inter*- : 

na solo, producirá la  coagulación completa en estas condicionea 

en unos 50 segundos» i

A l mlaao tiempo, e l reactivo contiene una tromboplasti— 

na que in ic ia  e l sistema externo de coagulación, s i  bien esta  

tromboplastina es de t a l naturaleza que en la  concentración óp­

tima tiene una actividad fea ja  pero constante» Como resultado de 

esto, la  velocidad del sistema externo de coagulación se reduce 

considerablemente en comparación con la  velooidad normal obteni­

da oon la s  preparaciones de tromboplastina activa del tipo u t i l i ­

zado en e l método de Quldc. y en e l método P-P* la  tromboplastina 

u tilizada  en esta método debe dar en la  concentración óptima un 

periodo de tromboplastina con plasma normal de 35—50 segundee» 

{¡teóricamente, una tromboplastina d éb il podría obtenerse 

por dilución de una tromboplastina active (d e l tipo empleado en 

e l método de Quicfc y en e l  método F -F ), pero este procedimiento 

da lugar a  un reactivo lá b i l  y prácticamente in ó t il, porque pe­

queños cambios en su actividad producen oscilaciones considera­

b les en loe tiempos registrados» E l reactivo emplea, por tanto, 

una tromboplastina que tenga una actividad estable y  baja en 

concentración Óptima Y que tenga un margen relativamente amplio \ 
de concentraciones óptimas» [

Corno m aterial de partida para la  producción de una trom— 

boplastina semejante, se u tilizan  órganps de det erminadas espej­

óles de animales» Za tromboplastina producida es específica para
|

la  especie y reacciona solo lentamente con la  pro convertiría hu­

mana» la s  tromboplastlnas de cerebro de buey, cerdo y cefoaiTo po—

-  12 -
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agen, estas característica»

Se lia encontrado que la  oombinaeión en un reactivo de una 

tromboplaet ina que tenga una actividad débil frente clL plasma Jcn-
i

mano y de cefaliña humana (o sustituto de c e fa liñ a ), ambas en conce 

tración óptima da lugar a  que los sistemas interno y «eterno de í
coagulación tengan, aproximadamente, la  misma influencia en e l 

periodo de coagulación* Este mito do es, por lo  tanto, sensible a  \ 
lee  reducciones del factor sntihem ofilia-B en e l sistema interno

i
y de la  pro convertiría en e l sistema externo, además, desde luego, ¡ 

del factor Stuart y  de la  protrombina, que participan en emboe
|

sistemas» (

la  figu ra  1  representa la  marcada sensibilidad de este 

mito do para reducciones elevadas del factor antlhem ofilla-S en - 

contráete con la  sensibilidad  muy escasa del método de Qulck y la  

sensibilidad muy déb il del método P-P»

Se deduce de seto que la s  principales desventajas de loe  

métodos y  reactivos empleados baate ahora (método de Quick, mito
5,

do P - í ) se han eliminado en todos sus aspectos esenciales*

E l Invento se basa, aflemjs, en e l concepto de que lo s  pe-» 1
riodoe de ooagulaciín determinados deben ser independientes de loe : 

cambios ex todos lo s  M otores de comulación que no son afectados 

por e l tratamiento anticoagulante» Esto se consigue mediante l a  

inclusión, en e l reactivo de todos estos factores at concentración 

elevada y  constante» Con este objeto, ee u t iliz a  un plasma de 

buey especialmente adsorbido, preparado análogamente a l  del método ; 

P-P» Este plasma bovino adsorbido contiene concentraciones eleva­

das de factor entiham ofllia-A, factor antihem ofilia-C y facto r de 

Hageman (d e l sistema interno) y de proacelerina y fibrlnógeno j

(que participa de amboe sistem as)» Se prepara, además, de t a l mo— j  
do que no contenga cantidades perceptibles des proooxrvertina , fa c - >

f
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to r sntihem ofilia—B, factor de Stnart o protrombina, precisamen­

te  los cuatro factores que ae reducen dorante e l tratamiento an— 

ticoagulante.

Como resultado de esto, e l reactivo es específico y sen­

sib le  a lo s cuatro factores que se reducen durante e l tratamien­

to anticoagulante y, a l  mismo tiempo, no tienen in fluencia sobre (
i,

SU la s  variaciones de lo s  otros factores de coagulación, lo s  pe— ? 

rio  dos de coagulación que se registran  mediante este mótodo pro­

porcionan, por tanto, un índice adecuado del efecto to ta l que t ie ­

nen lo s agentes anticoagulantes sobrs la  coagulación de la  sangre, i 

la  d iferencia decisiva con los mótodos anteriores, ee segón ee \ 
indicó» la  sensibilidad del nuevo mótodo a la  reducción de l a  con— i 

centración del factor antihem ofilia—B, ¿

t5 Composición del reactivo»

E l nuevo reactivo contiene pues lo s  siguientes componen­

tes*
i

t ,  üCromboplaetina, Esta tromboplastina tiene una activ i—

20 dad baja  en la  concentración óptima y  da lugar a  un “periodo de

tromboplastina* con plasma normal de 35- 5O segundo, le  trembaplae— 

tina se prepara a p artir de ónganos animales que, debido a  su es­

pecificidad para la  especie, tiene una reactividad ba ja  con la  i 
pro convertiría humana. Son ejemplos la  de buey, caballo y cerdo, - 

25 2 , Cefaliña* Esta cef a liña  se caracteriza por una reacti­

vidad elevada frente ak plasma humano. Puede obtenerse del cere­

bro humano, aunquep pueden u tiliz a rse  otras preparaciones de ce— 

fa lin s -le c itin a  que tengas reset iv i  dad elevada frente a l  plasma 

humano, por ejemplo, una preparación de le c itin a  de so ja (e jeo— ¡ 
30 plot Ascleetin comercial procedente de Associated Ooncenrferates
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Too., 57-Qt, 32nd Avenrte, Wbodside, nueva York)*

3*- Plasma de buey adsorbido* Este se prepara de t a l mane» 

ra  que contenga ana concentración elevada y constante de todos 

los factores de coagulación que no sean afectados por un tra ta » 

miento antlcoagulante, mientras quer a l miaño tiempo, no contie­

ne cantidades perceptibles de loe auatro siguientes factores* pro— 

trombina, factor de Stuart, pro convertirá y factor antHicanofl- 

lia -B *

4* Cloruro d io ic o » Se añade cloruro d ic le o  a l reacti­

vo en una cantidad que d| la  concentración óptima para la  coagu­

lación  despule de adi d in  del plasma de ensayo*

ñas cuatro Ingrediente Indicados se mezclan dando un re­

activo* *

La naturaleza del reactivo es ta l que mm estable en solu­

ción y  presenta una reactividad inalterada incluso despule de con­

servado a temperatura ambiente durante t2 horas* Esta estabilidad  

se obtiene» entre otras cosas, por la  éLimlnaclón to ta l que ee 

ha conseguida de loe cuatro factores de coagulación anteriormen­

t e  indicados» Anteriormente, habla sido posible» desde luego» 

mesclar l a  tromboplaetlna y e l c a ld o  en un reactivo, pero un 

reactivo estable no habla sido posib le  anteriormente despule de 

la  recaí o lf  i  caolín  de un plasma adsorbido con o sin  tromboplas— 

tin a»

E l reactivo » combinado» se prepara en forma seca por 

Congelación en ampollas para la  distribución» Se han determina­

do mediante estudios le s  condiciones óptimas para la  estabilidad  

de la  preparación seca; en particu lar, la  concentración iónica, 

concentración de anticoagulante, etc*

E l reactivo seco por congelación se reconstituye por 

adidón  de agua destilada en solución de cloruro eálcioo a  la

-  15 -
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ampolla por e l método da sangre cap ilar t  venosa respectivamente*

Eatabilidadi EL reactivo presenta actividad inalterada, des ¡

pu£s de conservar la s  ampollas a 47® C durante 30 días, ¿
„ |! 

* s

5 Preparación del reactivo-t j

Sn la  descripción que sigue se indica la  preparación del 

nuevo reactivo propuesto en este invento*

Iromboplaetinss Puede u tiliza rse  cerebro de buey, puesto 

fO que hemos demostrado, segán se indicó anteriormente, que la  trom—
j

bop las tina del cerebro de buey presenta una reactividad len ta  

frente a  la  pro convertiría humana debido a su especificidad* En 

concentración óptima, e l extracto de cerebro de buey da lugar 

a  un periodo de tromboplastina con plasma humano normal de, apro— 

t5 rimadamente, 35 segundos* E l procedimiento de preparación es aná- j

logo a l de la  tromboplastina de cerebro humano (Owren, p*A*t J* 

of O lin & Lab» Invest. t, 8t (1949))*

Suspensión de oefaliña wbruta* r Esta se prepara a p a rtir  

de cerebro humano de acuerdo con e l mátodo publicado por este 

20 Laboratorio* (HJort, P », Bapaport, S»X* and Owren, P*A*t J • Lab.

C lin » Medicine, 46, 89-97 (1955)).»

Las cantidades de tromboplastina y eefaliña (o  sustitu ­

to de cefa lina ) se ajustan de modo que la  concentración, en e l  >
I

reactivo fin a l sea ót$ma»

25 Plasma de buey adsorbidos t )  La sangre y e l plasma se

tratan de ta l modo que e l plasma adsorbido contenga, además del [
'• • *

factor antihem ofilis-A, factor de Hagemaa, proacelerina y f ib r i—

nógeno, tina concentración elevada del factor antihem ofilia—C en |
í.

forma, no activa» La importancia de esto no se había comprendido 

30 anteriormente;*

i5
i

-  16 -



2» )  Ha adsorción, se efectóa mediante BaSO^ en una canti­

dad ta l y con tratamientos repetidos hasta que lo s  ensayos indi­

quen que se ha alcanzado la  eliminación completa de protrombina, 

factor de Stuart, pro convertina y factor antihem ofilia—B»

5 3 *) Se u t iliz a  la  centrifugación extremadamente cuidadosa

para la  eliminación to ta l del su lfato bórico en suspensión»

4» ) Como nuevo principio en la  preparación de este reac­

tivo , se Introduce la  d iá lis is  con objeto de obtener* ;

a j Eliminación del sisteme tampón ócido carbónico—bioar ji
borato del plasma» Esto es necesaria para e l ajuste exacto y la  

estabilización  del pH en la  preparación seca acabada» |

b l Eliminación de oxalato» Esta es necesaria ( t )  para la  ¡
r

estabilidad  de la  proaoelerine ( 2) para evitar la  precipitación  

de oxalato cále ico con la  consiguiente adsorción de factores de 

coagulación durante la  realización  del ensayo (3 ) para perm itir 

e l empleo de plasma a l oltrato para la s  determinaciones»

5V) Despuóe de la  d iá lis is , e l pH se ajusta cuidadosa­

mente (entre pH 6 y 8) ,  de modo que se obtenga un pH óptimo y  

estable despuóe de reconstitu ir la  preparación seca» Esto tiene 

20 una importancia decisiva para manteber la »  propiedades del reao - |

tivo y para la  solubilidad del fibrinógeno en la  reconstitución» í 

la  tromboplastina, la  eefaliña (o e l sustituto de la  ce—

•fgi i na] y e l caloio so añaden a l plasma de buey adsorbido en con­

centraciones ta les que óstas sean óptimas para e l proceso de coa— í
f

25 gulaeión durante la  realización  del ensaya» i

La preparación asá obtenida se seca por congelación» 

Procedimiento para su empleo*

Cuando se u tilic e  la  preparación para e l control de la  

coagulaM lidad de la  sangre, se emplea e l siguiente procedimlen—

30 tot

-  17 -



Despule de la  reconstitución del reactivo en agua des­

tilad a  o solución de cloruro oólcico (víase míe adelante), se 

oolooan 0r5f mi* por medio de una pipeta en un tubo de ensayo 

muy pequeño (8-9 mm de diámetro, 60 mm. de longitud )* Se añade 

5; una cantidad medida del plasma o sangre a examinar (velase mde

adelante) y ae determina e l periodo de coagulación con un cronó­

metro* S I tiempo registrado es una expresión del efecto del tra ­

tamiento anticoagulante sobre e l proceso de coagulaoión* E l en­

sayo se re a liza  en baño marla a 37* C* 

to EL periodo de coagulación registrado se convierte en ac­

tividad  re lativa* indicada en ?£, utilizando una curva de correla­

ción* En la  figu ra  1 adjunta se indican ejemplos de curvas de 

correlación* Esta8 curvas indican la  re lación  entre lo s  periodos 

de coagulación registrados en dos sistemas y  la  actividad de coa— 

t5 gulación expresada en porcentaje de la  normal*

ha concentración de plasma normal en Jé se representa en 

escala logarítm ica en la  abolsa y lo s  periodos de coagulación en 

segundos (30—300 segundos) se representan en la  ordenada enr es­

cala  logarítm ica* la  curva K representa e l mótodo utilizado para 

20 sangre oapilar, 0,10 mi* de volumen* la  curva H representa e l

mótodo utilizado para sangre a l c itrato , 0,10 mi* de volumen, 

y para plasma a l citrato en dilución* tres partes de plasma por 

dos partes de sa l y  0,10 mi* de volumen*

la  curva Q representa otro mótodo u tilizado para e l  p la s - 

25 ota a l c itrato  en la  dilución* un volumen de plasma por cuatro vo—

lúmenes de sa l, y 0,20 mi da la  dilución  oomo volumen de ensayo* 

EL mótodo puede u tiliza rse  para sangre cap ilar (sangre 

to ta l), que no contiene anticoagulante añadido y  para sangra 

o plasma a l c itrato* E l reactivo sa  provee oon la  concentración 

30 óptima de calcio para la  sangre oapilar y no puede u tiliza rse

directamente para la  sangre a l citrato o plasma a l o itrato , pues—

-  18
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to que- para estas nuestras la  concentración de calcio no e s  óp*- 

tima*

Para la  sangre y plasma- a l c itrato , por lo  tanto, e l re­

activo seco ha de reconstituirse con solución de cloruro cálcico  

3,2mM, que compensa la  cantidad de citrato en la  muestra de en­

sayo»

t »  Sangre oapilar»

Bebe hacerse una Incisión  en la  p ie l, en la  punta del 

dedo o en e l lóbulo de la  o re ja , que sangre vivamente» 0,10 mi 

de sangre entera se introduce a continuación en una pipeta de 

modo usual, y ¡ésta se meada rápidamente oon 0,5 mi de reacti­

vo que se ha colocado previamente en baño maria a 37 grados cen­

tígrados» Se determina e l tiempo de coagulación»

2» Sangre a l o itrato»

Se u t iliz a  sangre venosa mezclada oon 3» 13# (p/v) de so­

lución de d tra to  sódico dihidrato en la  relación  de t parte de 

soluolón de oitrato- sódico por 9 partes de sangre» Ejemplos 0,2 mi 

de soluolón de oitrato sódico se introducen en una jeringa de 2 

mi y  la  jeringa se llena a  continuación con sangre pinchando en 

la  vena hasta un volumen de 2 mi» La mus stra  se pasa a  ten peque— 

fio tubo de ensayo y se toma 0, t 0 mi de sangre a l oitrato con una 

pipeta y se mezolan con 0,5 mi de reactivo, determinando e l  tiem­

po de coagulación de la  manera descrita axteriormente»

3» Plasma a l  o itrato»

La sangre a l oitrato se prepara del modo descrito en e l 

párrafo 2» Después de centrifugar, se toman 0,6 mi de plasma s i  

oitrato en un pequeño tubo de ensayo y se añaden 0,4 mi de suero 

salino fis io ló g ico » Después de mezclar, se separan con una pipeta 

0,10 mi del plasma diluido y seguidamente se  mezclan oon 0,5 mi 

del reactivo» Se determina e l tiempo de coagulación segón se in­

dicó anteriormente»

-  19
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E l nuevo reactivo * combinado* constituye un nuevo pro­

ducto puesto que hace posib le  lle v a r a cabo una determinación 

combinada de la  actividad de coagulación de los sistemas inter­

no y externo de coagulación*

La preparación del reactivo está basada en principios 

que no se habían utilizado anteriormente* E l reactivo tiene una 

serie de ventajas cuando se compara con reactivos anteriores.

( t )  Es mu? estable a  temperatura ambiente, simplificando así la  

distribución y conservación. (2 ) R eslita e l calentamiento has­

ta. 471 0 durante un mínimo de 30 dias y puede u tiliz a rse , por 

tanto, en regiones tropicales* (3 ) La necesidad de un solo re­

activo hace que e l procedimiento sea más sencillo  y la  rea liza ­

ción del ensayo más rápida que en e l caso de loa mátodos ante­

riores* (4 ) Es e l tínico método desarrollado hasta ahora que pro­

porciona un índice adecuado de la  alteración de la  coagulación 

producida por agentes anticoagulantes o ía les* En contraste con 

lo s  métodos anteriores, ¿ste es sensible a la  reducción del fac­

to r antihem ofilia-B. (5 ) Como consecuencia de la s  propiedades: 

anteriores, este método da una protección mucho mayor frente a  

la s  complicaciones hemorrágicas que lo s otros métodos* ( 6) El 

método ahorra tiempo* (7 ) Debido a la  estabilidad del reactivo 

en forma reconstituida, produce resultados seguros y reprodeci­

bles*

La presente so licitud , que corresponde a la  presentada 

en Noruega e l d is 16 de Mayo de 1958, bajo e l njímero 128*1049 

se acoge a los beneficios del artículo 51 del vigente Estatuto 

Ley sobre Propiedad Industrial*

í

-  20 -
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Los puntos de invención, propia y nueva, que se presen­

tan para que sean objeto de esta so lic itud  de Patente de Inven­

ción en España, por VEINTE años, son lo s  siguientes*

tfl, — Procedimiento para la  preparación de reactivos pa­

ra su uso en e l oontroX de la  coagulabilidad de la  sangre, con— | 

sistente en lo  siguientes se prepara tromboplaBtina a  p a rtir  de 

cerebro de buey (u  otros cerebros animales) del ulano modo que 

se u t iliz a  en general, para la  preparación; de tromboplastlna a
i

p a rtir del cerebro humano, la  suspensión de cefallna se prepara .f
a  p a rtir de cerebro humano por unm 'etode descrito anteriormente 

y se obtiene una preparación de plasma de buey que contiene una 

conoentración elevada de todos lo s factores de coagulación que 

no se reducen durante e l tratamiento anticoagulantej estos cons­

tituyentes se mezclan a  continuación y se añade cloruro eálcico 

en una cantidad que produzca la  concentración óptima para la  coa- 1 

gulación después de la  adición del plasma de ensayo»

2#» — Procedimiento de acuerdo con la  reivindicación X, 

caracterizado por e l hedió de que e l producto obtenido ae seca 

por congelación»

Jfi* — procedimiento de acuerdo con la s  reivindicaciones 

t y 2, caracterizado por e l hecho de que dicho plasma de buey 

se lib e ra  de protromblna, factor de Stuart, pro concertina y fac­

to r antihemofilia—B por adsorción repetida con sales insolublsa  

de metalas pesados, particularmente sulfato bórico, despuÓB da j 

loe cual estas sales se separan de la  suspensión por filtra c ió n  | 

o centrifugación»

— Procedimiento de acuerdo con la  reivindicación 3, 

caracterizad} por e l hecho de que e l plasma de buey se dtaliza

- 2 t  -
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después de Xa adsorción con. objeto de separar e l sistema templa 

¿oído carbónico—bicarbonato del plasma y separar e l oxalato*

53» — procedimiento de acuerdo con la  reivindicación 4, 

caracterizado por áL hecho de que e l producto obtenido de la  diá­

lis is . se ajusta a  un pH entre 6 y  8

63» — Procedimiento para la  preparación de reactivos para

su uso en e l control de Xa eoagulabilidad de la  sangre»

Tal y como se ha descrito en la  Memoria que antecede, 

representado en e l dibujo que se acompaña y para los fines que 

se han especificado»

Esta Memoria consta de veintidós hojas escritas a máqui­

na por una sola de sus caras»

ítataid, .  1 SEP. 1959 .

P. A»
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