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Egta imvencion se retzere 8 la preparacion de antitromboplasu-

nas fosfolipidas y a los productos as{ 'preparadoe, y més partioular-
mente & la preparacién de f?acciones foef;olipidas que posean una proe
nuncisds ectividad antitromboplasdiica.

~ Hemos desoubierto que los fosfolipidos de origen snimal o vege-
tal que no tengan efectos sobre el tiempo de coagnlacidén de la sangre
0 que puedsn ser incluso ligesramente tromboplisticos pueden tratarse
para ocomunicarles una pronunciada actividad antitromboplédetics, y
que la poroidn insoluble en alcobol del fosfolipido respende partiou~
larmente al tratamionto en el desarrollo de la actividad antitrombo
pléstica. A

BEs por consiguiente un objeto principel de la invencion el pro_;

porcionar un método pars la preparacidn de antitrombopléstinas median-.

te el tratamiento de fosfolipidos y fracciones de los mismos, Otro

1ipido y someter la misms al calor durante un periodo de tiempo en ol
cual el material adquiere una marcads activided antitromboplistica.
Otroe objetos especificos y ventajas se hardn evidentes a través de
la siguiente descripoidn.

En una sjecucién de la invencion sometemos el fosfolipido a uns
variedad de tratamiento $érmico durante un periodo de tiempo hasta
que el materialadquiere un grado substancial de actividad antitrombo-
plietica., 1La variedasd del tratamiente oscila preferentemente entre
temperaturs ambiente y uma temperatura por eneima de la cual comiensa
8 producirso' la descomposicibn, Pars la meyor perte de los fosfoli-
pldos esta Gltima tomper‘atmra es de alrededor de 90°0. Hemos descu-
biax:to que una temperatura de ;IO°C es my satisfactoria.

El estado fisico del fosfolipido experimenta um cambio notable

durahte el tratamiento térmico, JAntee de recibir calor el fosfolipidd
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- f~es muy higroscdpico, soluble en ls mayoria de los disolventes orginicod]
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no polares y dificilmente soludle en agua, dando luger a suspensiones
o emulsiones. Después del tratamiento térmico el fosfolipido se hace

higroscdpico, de poca solubilidad en las maycrfa de los disolventes orgél

nicos no polares y muy soluble en sgua. Entre los cambios Fisicos que sk
producen tisne lugar wne reducciin en el valor del yodo, aumento en el
nimero de doldos, desaparicidn de grupos reactivos de nihidring, y w
cagbio importenie segin se muosira mediante cromstografia por gse,

Hemon desoubierto que 1a parte insoluble e 2lcohol fosfolipido
responde al tratemiento timioo, mientras que la parte soluble en aloohbl (
vesponde poco ¢ neda a aqudl, s idemtificacidn sbsoluts y ensayos de
todos los componentes presentes ~ern el fosfolipido soluble en alsohol no ‘
se ha obtenido nunoa, Sin embargo, se pabe que contiene fosfoinositid
difosfoinositidas, trifosfoinositides, esfingolipldas, fosfstidilaerinj
etanolamina fosfatidilica y leoitina,

En 1s préctios de nuestra invenoidm preferimos sxtraer el fosfolil

pido para obtener una poroidn insoluble en aleohol y oslentar la por—
oién insoluble a una iemperstura do albededor de 76°c. Después de dos |
8 tres diss, la nsturaleza fisioa del fosfolipido empieza & cambiars
Bn un pericdo de una semans el waterisl de yertids que tenia muy poca
Bi alguna motividad antitromboplistioca adq;ziere antonces wna sctividad
substancial, y después de dos semanas el material posee una mercads 8¢
tivided antitrombopléstica,

. Bl fosfolipido puede op’tenérse de higado, rififm, seso, de habas de
soja, maiz y otras fuentes de obtencion de fosfolipidos sametiendo las
porciones inmolubles en aloohol de las mismas al tr;.tamiento térmic;: ra
ra aumenter le aotivided antitromboplistics de- tales porciones foafoli-
pidas,

Ejemploz especificos del procodimiento que ilustra fases de la

invencién pueden establecerse como se indica a continuacidns
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Se extrajeron tres veces 500 gramos de concentrado fosfatidico

de habas de sojs (de A.E. Staley and Co. Sta-Sol U.R.) con poroiones
de acetona de 3,000 ml, El residuc fud secsdo por vaclo y despuds
extraido dos veces con porciones de alc@ol etilico despaturalizado
anhidrico de 3,000 ml. E1 residuo fud entonces disuelio en 400 ml,
aproximedamente de cloroformo y precipitado vertiéndole en 2000 ml. def
acetona, Se recogid el precipitado sobre un tubo embudado Buchner y
se secd por vacfo. Se obtuvieron 114 gramos de este fosfédtido de soja)
insoluble en alcohol., Se colocaron entonces 100 gramos de este mste-
ris]l en un recipiente abiérto dentro de un horno a .7‘O°C manteniéndolo
en el horno @ur&nte dos semaneas,

Se efectuaron ensayos de coagulacifn de sangre a base de wm plasp
ma recaleificado. El sistema de ensayc fu$ 0,2 ml. de plasma, 0,1
ml. de la soluoifn de prueba en wm pulimentedor de imidazol & un Ph
de 7;4, ¥y 0,2 m), de cloruro de calcio al m/40. Bl velor de control

did un tiempo de coagulacidn de 110 segundos. Al efiadir 0,2 mg, de

fornfétido de soja insolubde en alcohol no calentado el tiempo de coagy
lacidn fué de 75 segundos con actividad trombopkStica. Al sfiadir 0,2
mg. de fosfétido oalients, el tiempo de cosgulaciin fué de 215 segun- |
dos oon actividad trombopléstios.
| Ejemplo II

Se extrajo wn fosfolipido obtenido de higado como se describe
on ol Ejemplo I para obtener wn precipidado insoluble en aloohol ca-
lenténdose el precipitado a 60°C. Despuds de dos semanas sproximeda-
mente se ‘oomprcbé que el fosfolipido calentado poseia una actividad
trombopléstica comparable & la descrita en el Ejemplo I,

Similares extracciones y operacicnes de tratamiento como las degy
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sesos, y waiz dieron resultados como los indioados en el Ejemplo I,

) Las fases del j;roqedimiento anteriores pueden ejecutarse efi-
cazmen£e con material de partida econdmico, tal como, fosfdtidos de
habas de soja, fosfétidos do maiz, etc, dando lugar a resultados upi-
formes y un alto grado de actividad ia.n-l;:i-l:z.-o:mbopil5,31;5..::3. Bl fosfoli-
pido modificado ¢s més soluble en agua, menos soluble en disolventes
no polares, poses mayor valor a ac;i.dez, menor valor de yodo, y o8 me-
nos higroscopico que los foafétidos naturales de los que se deriva.

Aunque, en le desoripcidn precedente, se han establecido compo-
siciones y procedimientos ocon considerable detalle al chjeto de ilus-
trar fases del invento, deberd entenderse que tales detalles pueden
variarse ampliamente por expertos en la materia sin salirse del espi-
ritu de la invencidnm.

10NES

18,~ Un procedimiento para la preparaciim de antitomboplastiua%
fo-sfolipidas, caractorizadc por las fases de calemtar una porocidn in-
soluble en alcohol de un fosfolipido emtre la temperatura ambiente y
una temperatura més alta por debajo de la temperatura de descomposi-
cién del material hasta que éste adguiera actividad antitrombopléstios,

2% .~ El procedimiento de la reivindicacién 19 en el cual la
temperatura oscila entre temperatura ambiente y 90°C,

3%,- E1 procedimiento de 1s reivindicacidn 1® en el cual la tem
peratura o9 aproximadamente de %0°C. : E

4%,- Un procedimiento para la preparacidn de antitromboplasti-
nas fosfolipidas, caracterizado por las fases de extraer un fosfol.{-
pido con aloohol, recoger le porcidn insoluble en aleohol del mismo,
¥y calentar dicha porcidén insoluble en alcohol a una temperatura por

encima de la temperatura ambiente y por debajo de una temperatura a




10

15

20

25

- =~ partir de la oual comienza le descomposicidn hasta que ¢l material -

N R s

adquiera sotividad antitromboplistica,
_ 5%~ El procedimiento de la reivindicaciln 4% en el que el
tratamiento térmico dura més de dos dfas.

6%~ E} proocsdimiento de la reivindiocacidn 4% en el cual el
tratamiento térmico durs wis de una semana,

7%.~ Un procedimiento pars la preperacibu de antitromboplasti-
nag fosfolipidas caracterizado por 1a fase de calentar un material
fosfolipido que earece de propiedades antitromboplésticas y que con-
tiene wma porcifén insoluble en alcohol entre la temperatura ambiente
y una temperatura més alta por debajo de lg temperatura de descom-
posicidn del material h;sta que Sate adquiera uns actividad trombo-
pléstica substancial, - 1

8%.~ El procedimiento de la reivindicacidn :?' en ol cual la
temperatura de calentamiento es aproximadamente de :IO°C.

98, S¢ reivindioca por iltimc, como objeto sobre el cual ha
de recaer la Patente de Invencit;n que se solicita: * UN PROCEDIMIENTC
PARA LA PREPARACION DE ANTITRIMBOPLASTINAS FOSWLIPIDAS ",

) Todo conforme queda descrito y reiviandicado en la presente
Memoria qué consta de seis plginas mecanografiadas. 4
Madrid, 7 de Enero de 1963

ALFONSO UNGRIA
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