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. MEMORIA DESCRIPTIVA

La presente Patente de Introduceidn se contrae, con-
forme se indice en su enunciado, & un procedimiento para la
obtencidn de fracciones globulinicas a partir del plasms
humano; tanto normal citratado, como procedente de dadores'

hiperinmhnizados activamente, = w = = =« w = = = 0 - o -

Dentro del complejo proteinicb-existente en el plas-
ma humanb, la globulina gamma presenta especial interés dado

que es la proteina gque contiene los anticuerpos o defensas

naturales del organismo, y d¢ ah{ que se haya intentado des-

de hace muchos afios '‘su obteneidén en estado de pareza j de

conservacidn suficientes para uso terapéutico, = = = = = =

Los primeros métodos de separacidn de globulina
gammﬁ del plasma humano se basaban en la. precipitacidn séli;
na con sales como el sulfato aménico, sulfeto sddico, sulfi-
to @ddico, ete. obteniéndose unm producto con gran proporeidn

de sales cuya separacion era muy complejé. - - = -

Auﬁantadas las necesidades dé globulina gamma y de
otras fracciones plasmitioas durante la segunda guerra mun-
diel, se intengificaron las investigaciones para desarrollar
an procédimiento fécil, seguro y aplicable en gran escala,
llegéndose a un método de fraccionamiento del plasma que se

basa en el control riguroso de cinco variables: concentra-
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cidn de proteina, concentracién de alcohol, temperatura, pH
y concentracidn salina. Nodificando los valores de estas va-
riables se logra dividir las proteinss del plasme en cinco

 fracciones bien definides, - N

_ ' De acuerdo con estas premisas se ha llevado a ca-
bo el procedimiento objeto‘de la presente Patente, el cual,
esencialmente, se ceracteriza por el hecho de que la masa
de plasma humano, con una concentracién de proteina del T
y & 09¢, se trata con alcohol del 95 hasta alcanzar una
concentracién del 8%, & un pH 7,2, al tiempo que se baja la
temperatura gradualmente hasta -38C, con 1o que se obtiene

an precipitado de fibrindgeno, que se separa, mientras que

‘al producto sobrenadante se le aumenta su concentracidn de

alcohol hasta 19% a un pH 5,8, bajéndose la temperatura a
-520C, de;cuya mezcla se obtiene un sedimento que, suspendi-
do en agua y soluciones tampdén adecuadas a 02C, se trata
con alcohol hasta alcanzar una concentracidn del 17% a un
pH 5,1, y con fuerza o concentracidn idnica 0,01, bajéndo-
ge la temperatursa & -690,.con 10 que se obtiene una fraccidn
gobrenadante de alfa y beta-globulina y un resto del que
precipita la gamma-globulina por tratamientoﬁcon alcohol
hasta concentraoidn del 25% a un pH 7 y bajando la tempe-.

ratura hasta =720¢ = = - = = = - = = = ¢ =~ =« - o= - .-

-

Para facilitar la comprensidn de las ideas expues~

tas, se describe seguidamente un esquema del procedimiento

‘de obtencidn y un ejemplo ilustrativo del mismo, - - - - -
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Proteina
Aleohol &%
Temperatura -32C
PH 7,2
>~  Pibrindgeno
Alcohol 19%
Tempe ratura -520
PH 5,8
- f 1
Sobrenadante Sedimento
Alcohol 7%
Temperatura =69C
Puerza idnica 0,01
Alcohol 25%
‘Tempe ratura -72C alfa ¥ beta-
oH 1 -globulinas
Sobxﬁﬁe Globulina gamma

Una forma operativa a seguir, segun el esquemsa

precedente, es la que se describe en el ejemplo que sigue:

A 10 litros de plasma humasne, con una concentra-

cidn de pz.'oteizia del 5% y a 09C, se le va afindiendo alcohol
del 95 hasta alcanzar una concentracidn del &% a pH 7,24

sl tiempo que la temperatura se diaminuye gradualmente haste |

-32C, con 1o que se obtlene ‘an\ .precipitado, constituido por

fibrindgeno, que se pepars por centrifugsciffl, = ~ = - = = =

El sobrenadante se ajusta a pH comprendido entre
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5,8 ¥y 5,9, con tampdn acetado de pH 4 de la siguiente com~

Solucién de mcetato sbdico 4 M 200 cc.
Solucién de &cido acético 10M 400 ec.
Agua 400 cc.

.Seguidamente se afiade alcohol del 95% hasta alcan-
zar une concentracidn del 19%, al tiempo que la temperatura
se bdaja gradq‘almeﬁte hasta =52C. La mezcla se deja en agi-~
taéi&n de 12 a 16 horas 'y el sedimento se separa mediante

centrifugacion, - = = = = « ~ e e et e e e E ... -

Cada kilo del precedente sedimento, en paste hi-
meda centrifugads, se saspende en 10 litros de sgua a 02C.

Aseta suspensidn se le afiade lentamente una mezcla de 680

ce. de ortofosfato bisddico (PO4HNa,) 0,05 M y 4170 cc, de
dcido acdtico 0,05 M con lo que el pH de la suspensién se
sitha & 4,80 ¥ 0,05, ~ - - - = - - . - - - -

Después de 2 & 3 I;oras de sgitacién a OBC se cam-
bia el pH & 5,1 ¥ 0,04, afiadiendo una mezcla de 2640 co. de
ortofosfato bisddico 0,05 My 2260 ce. de dcido acéiico
0,054, la ~mezc;:\.a, se diluye con 9,7 litros de agua & 0¢C ¥

1la concentracidn de mlcohol se aumenta hasta el 17%, éﬁadieg

do alcohol del 95%. Al propio tiempo que"a‘e afiade el alcohel

se . va disminuyendo progresivanente la tempersatura hasta al—

Deapuee de una hora de agitaoion, se centrifuge
la mezcla y el sobrenadante se clarifica mediante filtracidn.

Ie globulina gamma de la solucidn se precipita ajus-
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tando el pH & 6,8 -7,2 con hidréxido sédico 0,1N y aumen-
tando la concentracién de alcohol hasta el 25§, Este preci-
pitado se separa mediante centrifugaeion y se seca por liofd)

Finalmente se procede a la determinacidn del titu-
lo en anticuerpos por las técnicas habitusles de aglutina=-
cidn, fijacion del complemento o neutralizacibn del efecto

citopatdgeno de los virus, seghn €l ¢880s = = = = = = - =

Desceritas suficienfémante las caracteristicas de
la presente Patente, debe hacerse constar, en résumen, que
on la mismé podrdn introducirse cuantas variantes de detalle:
la experiencia y la préctica puedan aconsejar, siempre que
con elle no se desvirtie su esencialidad, que es 1a que se

concreta en le reivindicacion primera, ya sea considerada

'aialadamente, ya sea junto con.uba o varias de las reivindi-.

céciones restantes en sis combinaciones técnicamente posi-
"N O T A

Se declaran de novedad y propiedad para Espaiia,

sus territorios y plazas de soberania, las siguientes: -

REIVINDICAGCIONES

1.~ Procedimiento para la obtencidn de fracciocnes
globuli{nicas a partir del plasma humano, tanto el normal ci-
tratadoe como e; procedente de dadores hiperinmunizados acti-
vamshte, caracterizado por el hecho de gue la maga de plasma!
humano, con uma concentracidn de proteina del 5% y a 0%C, se!

trata con aloohol del 95% hasta elcenzar una concentracidn
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del 8%5, a un. pH 7,2, al tiempo que se baja la teﬁﬁgra.tux?a‘grg s

dualmente hasta ~3°C, con lo que se obtiene un precipitado
de ﬁbrinﬂeeno', que se aepar'a; mientras que al producto so- '
brenadante se le aumenta su concentracidn de alcohol hasta
19% & un pH 5,8, bajdndoze la temperatura a -52C, de cuye
mezcla 8o obtiene un sedimento que, suspendido en agua y so-
luciones tamp&n adecuadas e O-G, se trata con alcohol hasta -
aloanzar une concentracién del 17% & un pH 5,1, y uns fuer-

" za o concentracién iénice 0,01, bajéndose la temperatura a

-62C, con lo que se obtiene una fraccién sobrenadante de

elfe y beta-globulina y un résto del que precipita le gemma-

globulina, que se desea obtener, por tratemiento con alcohol

hasta oonoentracu?n del 25% a un pH 7 ¥y bajando la temperatu-

ra haste ~720. = = == = == - —m - - = m- - -
2.= Procedimiento para la obtencidn de fracciones

'giobhlinieas a partir del plasma humeno, segin la anterior

reivindicacidn, caracterizado por el hecho de que el ajuste
del pH desde 7,2 hasta 5,8 se.lleva a cabo mediante tampén
ecetado de pH 4, compuestc por solucidn de acetato sdédico

4 M, solucidn de &cido acético 10 M y agua, en lae propor—

ciones volumétrices de 1,2 y 2 respectivamente, = = = - - -
3= Prooedimiefxto pare la obtencidn de fracciones
globulifnicas a partir del plasma humeno, segin ‘19. reivindi-
cacién 1,: caracterizado por el hecho de que el pH del sedi-
mento se ajusta 'desde el valor B,é hgsta 5,10 3 0,04 median~-
te una mezcla de ortofosfato bisddico 0,05 M y dcido acdtico
0,05 M, pasando previamente por un estado mayormente deido
de valor 4,80 : 0,05 ajustado con otra mezcla dé los mismos
productos en proporeidn adecuadae = = = = = = = = = = = = -
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globulinicas & partir de plasma humano, segin la reivindi-
cacidn 1, caracterizadoc por el hecho de que €l pH de la
golucidn que contiene la globulina gamma, sé ajusta desde
el valor 5,1 i 0,04 hasta un valor comprendido entre 6,8

¥ 7,2 mediante s0sa cdustica Oyl No = = = = = = = = = - -

5.~ “PROCEDIMIENTO PARA LA OBTENCION DE FRACCIONES
GLOBULINICAS A PARTIR DEL PLASMA HUMANO"s - — = = — = ~ =

Todo ello conforme se deseribe y reivindica en la
presente memorie que consta de oého hojas, foliadas y me-

canografiadas por una sola de sus caras,




	Bibliographic data
	Description
	Claims



