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MEMORIA DESCRIPTIVA

La presente Patente de Introduceidn se contrae,
conforme se indica en su enunoiado, & un procedimiento para
la obtencién de fibrindgeno, tanto partiendo de plasma huma-

N0 como de plasma DoviNo, = w m o m o o o @ = @ =« = w = = -

El fibrindgeno es ig proteina del plasma la cual,
por accidn de diversos factores y mediante un complejo pro-
ceso, se¢ transforma en fibrinma, formando un reticulo que
engloba los glébulos sanguineos dando lugar a la coasgulacién

déh_aamre‘"---;--------Q—-------—

El fibrindgeno tiene aplicacidn terapéutica en los
cagsos de hipofibrinogenemia por lo que la obtencién de un

producto apto para uso clinico es de la mayor importencia,-

'Mediante el procedimiento de Colm de fraccionamien-
to del plasma humano con algohol ¥y baja temperatura, se ob-
tienen diversas fracciones plasméticas, entre ellas el fibri-
négeno, El fibrindgeno obtenido por el método 6 de Cohn, es-
t4 muy impurificado por oiras proteinas plasmiticas y facto-
res de coagulacifn, de manera que el porcentaje de fibrind-
geno es solo del 40 al 50% sobre el total de la proteina y,
ademis, coaguls en poco tiempo, lo que limita el tiempo dis-

ponible entre la preparacién de la solucidén y su inyeccidn.
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En orden a evitar estos inconvenientes se ha desa-
rrollade un procedimiento que se basa en la extraccidn de
las impurezas manteﬁiendo el fibrinégeno insoluble, yara lo
cual se emplesn soluciones alcohblicas de fuerza idnica

.controlada, que contienen glicocola la cual, en la concen-

tracidn atilizada, reduce la solubilided del fibrindgeno

nientraes aumenta la solubilidad de lag proteinas contaminan-

tea. -m-l‘-i—-----.-—-----—------—‘—-

De acuerdo con las precedentes ﬁremisas se ha desa=-
rrollado el procediniento objeto de la presente Patente, el
cual esencialmente se caracteriza por el hecho de que la
mase de plasma a 0¢C se trata con alcohol de 95% hasta al-

cangar una concentracién del 8% a un pH 7,2, &l tiempo que

- baqa la temperatura a ~32C, con lo que se obtiene un pre-.

cipitado que constituye la fraceidn de la que se extras el
fibrindgeno con cuya f}acci&n se llevan & cabo dos extraccio:
nes supesiﬁas con tampéﬁ:citrato de pH 610,05,, eon fuerza
ionica 0,3, adicionado de 1 M de glicocola y 6,5% de alcohol.
etilico, obteniéndose una aegﬁnda fraccion que se disuelve

con tempbn citrato igual el anterior pero de pH 6,35%0,05,

inicidndose la disolucidn con el tamphn en éstado granizade

para terminar la operacidn a 302C en un tiempo méximo de
30 minutos, tras lo cual se centrifuge y la solucién de
fibrindgenc se filtra y se 110£1lizR, = - = = ~ « & = = =

EL tampdn citrato estd constituido por unas solu-

cion de citrato sddico 0,055 M y pH 6,0*(&05, ajustado con

" 4cido clorhidrico concentrade, a la que se afiade 75 gramos

de glicocols y 65 ml. de alcohol absoluto, completando -



S5e

10,

15.

20,

25.

- %5
304013

1000 nml, e1volumentotalv---------------

Bstos y otros objetos de la Patente son los que se
describen seguidemente en el ejemplo ilustretivo de realiza-

cion Préétiea del procedimiento, cuyo esquema es-el siguien-

P m oo e e e - - .- - e an me mm o W We e e W e e

P LA S K A

proteina 54
alcohol 0%
témperatura -38C
. pH _ 7,2
otros fines  TFraccibn I

Doble extraccidn con:
tampbh citrato de

pH 6'.‘.'. 0,05
fuerza idnica. 0,3

con
alcohol 6,56
glicocola I M
a

“ temperatura -32C
Fraceidn 1-0

Disolucién en:

‘tampdn citrato anterior de

PH  6,35%0,05

.

temperatura =32C hasta 3020

Tiempo 30 minutos
¥ centrifugado
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FIBRINOGENO.

- A una masa de plasma humano, con una concentra-
cién de proteina de; 5% y a 08C, se le va safiadiendo alcohol
del 95% hasta alcanzer una concentracién del 8% a pH 7,2
al tiempo que la temperaturg.se disminuye gradualmente
hasta -38C, con 1o que se obtiene unpreeipitado, constitu-
yente de“lg fraccién I de la que se obtiene el fibrindgenc,
que se separa por centrifugacidn; El sobrenadante se reser-
va pars otros fipes. Ia fraccién I contiene entre el 40 Y.

50% de proteina coagulable con trombind. = = @ « = = = = =

. Seguidﬁmente la fraccién I se extrae con un tampén
¢citrato de pH 61(505, eonteniendo 6;5% de alcohol etiliéo _
y 1 M de glicocola, con fuerza idnica 0,3, el cual sé_prepa-x
ra con.una solucidn de eitrato sdédico 0,055 M y ajustado el

PH a 610,05 con dcido c¢lorhfdrico ooncéntrado. Hgbida esta

solucidén se mezelan 75 gramos de glicocola, 65 ml de alcohol
absoluto y se completa el volumen hasta 1000 ml con la s0-

lucidén tampén citrato arriba indicadae = = = = = = = = = =

Cada 100 gramos en peso himedo de fraccién I se
extraen con 1000 ml de solucién tampén granizada (=38C)
la cual se zfinde bajo suave agitacién hasta obtener uns pas-
ta uniforme, se adiciona t0do el tampdn restante y la suspen
sifn se agita durante una hora a -32C, centrifugéndose
luego 1a mezcla & dicha temperaturf, = = = = = = = = = =

Se realiza una segunda extraccidn de la fraceién

-
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- I en las mismas condiciones que la extraccidn primera, = -

E) residue de fraceidn I purificadoc se denomins
fraceién I-0 y es el fibrindgeno que se emplea para use te-

, Irmediatamente después de las extracciones, la
fraccidn I-0 se disuelve en tampdn citrato de pH 6,35%0,05,

@éuyq composicion es igual al del citado anteriormente, con

Ia primera poreidn de tampdn citrato que se afade
a la fraccién I-0, debe estar granizada y se afiade gradual-
mente'ﬁajo agitacidn. Se utilizan unos 400 ml. de tampdn pa-
ra cﬁdaAioo gramos de fraceidn I original. El reciplente se
trgslada.a un bafio maris & temperstura de 302C y la.suspenf
sidn se va dgitando & esta temperatura hasta que todo el ma-
terial se ha disuelto en como mixime 30 minutos. La solucidn

obtenida se centrifuga a 2.000 g. 8 temperatura ambiente, el

'gobrenédante ge filtra a través de una capa de Hyflo Super

gel o a través de un filtro de vidrio de Jena 64 ¢ inmediata-
mente a través de un filtro de vidrio bacteriolégico, Jema G
5M, ﬁorq de 1,5-1,0 micrass La solucifn de fibrindgeno se

iiofiliza en condiciones OSHErilel = = = ~ = = = = = - - -

BEn la tabla que sigue, se muestra la purificacidn
lograds por este procedimiento comparando loa valores de
coagulabilidad, contenido en prdrombina, plaaminqgeno y
proactivador del plasminogeno. - e w e o w e e
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Plasma Fraccién I  Fraccidn I-0
Pibrindgeno - 0,25 % " 40-50% 86-89%
Protrombina 100 1,8 0,085
Plasminjgeno 1660 518 288
Proactivador 100 5,7 2,1

El contenido en fibrindgeno o proteina coagulable
es en la fraccign I-0 entre 86 y‘SQ%. El rendimiento de
fitrindgeno es alrededor del 956 del fibrindgeno contenido
en la fraccidn I; sin embargo, en las filtraciones hay pér-
dida considerable de producto de manera gue el rendimiento
final en la preparacidn estéril es entre 70 y 80%. Ia
fracoion I contiene alrededor de 1,8 a 24 de la protrombina
del plasma, y en la fracoién I-0 esté~valor desciende a
o,oBS%,leliminéudoge el 956 de la protrombina contenida en .

.1a fraceidn I, valor despreciable que ya no afecta a la esta-

bilidad del fibrindgeno purificado. Durante la purificacidn
se elimina pricticamente el 50% del plasmindgeno y del
proactivador contenido en la fraceidn I = = = = = = - =

Habiendo efectuado la descripcidn precedente, debe
hecerse constar que en la realizacifn de esta Patente podrén
aplicarse las veriantes de detalle que la experiencia y la

practica puedan aconpejar, eiempre que con ello no se des~

- virtue su esenclalidad, que es la que se resume y concreta

en los férminos de lae reivindicaciones que sigueni = ~ -

K O T &
Se declaran de novedad y propiedad para Espafia y

todos sus territorios y plazas de soberania, las siguientes:



w-

5,

1o0.

15,

20.

25,

FLIN

304013

R'Ezv;gnnxcacz-onss

—

le- Proeedim;ento para la obtenocidn de fibrinégeno,
tanto a partir de plasma humano como de plasma bovino, ca-
racterizado por el hecho de que la masa de plasma a 02C se
trata con alcohol de 956 hasta alcanzar u.na concentracidn
del 8% a un pH 7,2, al tiempo que ge baja la temperaturs 8
-32C, con lo que =e obtiene un precipitado que constituys
lg‘fraecién de la que se extree el fibrindgeno, con cuya
fracc_ién se llevan a cabo dos extracciones sucesgivas con
tampdn citrato de pH 6% 0,05, con fuerza iénica 6,3; adicio-
nado de 1'K de glicocola y 6,5% ae aleohol etdlico, obtenién.
dose una segunda fraccidn que se disuelve con tampin citrato
igual al anterior pero de pH 6,35¢ g 09, 1nici_5ndose la di=
solucifn con el tampdn en estado granizade para terminar la
operacidn a 308¢ en un biempo miximo de 30 in:n".\utos, tras lo
cual se centrifuga y la solucidn de £1brinbgeno ée filtra y

SeliOfiliz&.‘-------..-—..-....----.--..--

.~ 2.~ Procedimiento para la obtencidn de fibrinfge-
no, seglin la anterior reivindicacidn, ceracterizado por el
hecho de que el tampén citrato esta constituido por una so-
lucion de citrato sédico 0,055M y pH 6,0% 0,05, ajustado

~eon aoido olorh:l;drico concenirado, & la que se afiade 75 gra.-

mos de glicocola y 65 ml. de alcohol absoluto, completando
1000 ml. el volumen total, = = = = = = = = = ~ = - e -
3e= "FROCEDIMIENTO PARA LA OBTENCION DE FIBRINO-

Gm"‘n---‘---,----'--'iu.--i---l--- a------‘.
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Todo ello tal como se deseribe y reivindica en
la presente memoria que consta de nueve hojas, foliadas y

mecanografiadas por una sola de sus caras,

wane7n. §2 SET 1964
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