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pare solicitar PATENTE DE INVENCION EN ESPANA por 20 afios
s nombre de BEFRINGWERKE AKTIENGESELISCHAFT
entidad alemana

establecida en Marburg/Iehn, Repfiblice Federal Alemsns

por: "PROCEDIMIENTO PARA EL AISLAMIENTO DE MATERIAL TROM-

BOPIASTICO"
(Clase Intermacional C12k)
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Objeto del invento es un procedimiento pa-
ra ol aislamiento de material trombopléstico a ps;rbir de
placents humesna, que encuentra utilizacién para mejorar
ls cepacidad de coagulacién de la sangre.

Ya es sabido-que se puede obtemer materisl
trombopléstico a partir de cerebro humemo seco por medio
de extraccidn con ecloroformo, Por cemsa del déficit del
materiel de partida, no obstante, este-procedimiemo no
entra en consideracién pars una produceién a gren escala.
Es saebldo ademfis alslar medisnte acetona y-cloroformo me-
terisl t:comboplésti_co a partir de cerebros de conejo y de
ganado vecuno., El rendimiento de los procedimientos des-
critos asf como el grado de pureza y la -eficacia de los
preparados aislados, sin embargo, no pudieron proporcio-
par satisfaccién. Su actividad - tawbién referida a la
unidad de peso - es baja, ¥y su administraqicSn provoce en
mucl}os casgos incompatibilidades.

Se ha encontrado shors que se puede obtener
wn material trombopléstico especislmente eficaz mediante
tratamiento de por sf conocido de placentas humenas.

| Tal como es sebido, la coagulacién de la
sangre es iniclada por los trombocitos. Las perturbaclo-
nes en la coagulacidn de la sangre aparecen debido a wm
déficit de trombocitos, tal como en la trombopenia o en
g modificacibén de la funcién de los trombocitos, una
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llameda trombopatia, por ejemplo en el caso de una trom
boagtenisa,

El material trombopldstico de acuerdo con =
el invento consiste en un liguido que es sislado a partir
de placentas humanas por extraccidn con disolventes orgg
nicos, Hasta el momento no era sabido que el material trom
bopléstico ge presenta en placentas y se puede recuperar
a partir de éstas. Una ventaja especial del invento con
siste en que me puede poner a disposioion del médico un
material homdlogo. Un preparado con la actividad obtenida
no ha sido descrito todavia hasta el momento.

El preparado de acuerdo con el invento ofre =
ce la posibilidad de mejorer, mediante inyeccidn intrave
nosa, la capacidad de coagﬁlaoién de la sangre. Puede ser
sdministrado como agente hemostdtico para detener la he
morregia después de operaciones, extracciones de dientes,
etc,, ¥ en el caso de déficit de trombocitos, por ejemplo
en el casgso de la {romboastenia,

Para el aislamiento del material +tromboplés-
tico a partir de placentas se pueden aplicar los pro-
cedimientos habitusles pare 1a obtencion de fracciones
de lipidos a partir de tejidos, por ejemplo el procedimien
to descrito en la memoria de patente alemana 820,787. Se
logran resultados especialmente buenos si el material de

placenta desmenuzado es sometido & extraccidn con un di
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‘solvente orgénico miscible con agua tal como acetona, se
Tecoge ei residuo en una mezcla de uno de tales disolven-
t‘es v de un disolvente no miscible con agua, por ejemplo
wna mezcla de a;cetona/cloroformo, preferiblemente en la
proporeibn volumétrica de 1:1 & 3:1, se desecha el mate-
rial no disuelto, se concentra por eveporacién la solu-
ci&i, se extrae con acetona en calientbe (ﬁconvenientemen-
te varias veces), después de enfriamiento de los extrac-
tos evenbtualmente reumidos se recoge ol sedimento resul-
tente, se disuelve en cloroformo, se extrae por agitacidn
con agua, ‘a 1;. que se ha afiadido una peg:ueﬁa' centidad de
acetona, se concentra por eVgporacioSi, ¥ se .lleva al re-
siduo a wna forma apropiada para la a&ﬁinistracién intra-
venossa. | . . | |
. Para la pﬁﬁera extrﬁcci&n, que convenien-
tenmente se realiza con acetons, se utllizan 700-'1-400, pre
feriblenente aproximadamente 1000 ml de acetons por 4060
nl del material de placenta desmenugzado.

o Ia solucién concentrada por evaporacién de
la extraccidn con acetona-cloroformo es extralda en 150 -
500 ml, preferiblemente 330 ml de acetona (referido a
1000 ml de meterial de partida).

Ia actividad del prepa:cﬁdlo producido de
acuerdo con el invento es determinada segfn el llamado

engsyo de formaclén de plasmatromboquinass. EL principio
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d.e este ensgyo esti besado en un método de dos fases, en
ql cugl en una primera fase se forma plasmatrouboquinasa.
con participacibn de iones calclo y de factores de coagu-
lacién 'que se pueden obtensr em el comercio. En esta fase
el factor de trombocitos 3, presente normelmente, es reem
plazado por el preparado producido de acuexrdo con el in-
vento. La actividad de la plasmatromboquinasa formada em
esta primers fase es determinada en unag segunda fase en
plasma, que hebfa sido centrifugedo en alto grado y de
este modo habia .quedad‘o pobre en trombocitos. En esta fa-
se, a partir de la protrombina presente en el plasma nor-
mal se pone en libertad el fermento activo trombina, que
de nuevo cataliza la transformecién del fibrinégeno en fi
brina. Debido a la formacién de fibrina pasa a coagularsge
el plasma. Este proceso se desarrolla en el espacio de 10
a 15 seglmdos. El scortamiento del tiempo de coagulacién
en algunos segundos indica una considersble mejora de la
actividad del preparado a invesbtigar.

Para el ensayo del materisl trombopléstico
preparado de acuerdo con el invento se mezela plasms huma
no recientemente recogido con une suspensién de hidréxido
de aluminio y se somete a cembrifugacién. Por medio de la
adsorcién con hidréxido de aluminio se eliminan ampliamen
te los factores de coagulacién VII, IX y X, de manera que
el plasma contiene principalmente los factores VIII y V.
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0,3 ml de este plasma previememte adsorbido, en la dilu-
cién de 1:5, son mezclados con otros 0,3 ml mis de mna
dilueibén de suero de 1:10 y con 0,5 ml de la sustencia a
enseyar., En lugar de las sustemclas a enseyar, en el ensa
yo de formacifn de tromboquinasa se afiade usualmente la
misma caﬁ‘bidad de una suspensién de trombocitos humsmos.

A continuacifn se sfiaden 0,3 ml de una solucién de cloruro
de caleio M/40, se mezcla y se calienta a 372C. A interva
los, cada o de wn minuto, se recogen a partir de ests
carga de eﬁsayo 0,1 nl, se mezclan con 0,1 ml de solucién
de cloruro de caleio M/40 y se afiaden a eosta mezcla 0,1

ml de plasma de substrato. (EL plasma de substrato es plas
na humano liberado totalmem.:e de t:comboqitos, que se pue-
de obtener em el comercio), El tlempo de coagulacién de es
ta segunda carga es medido con uno de los mét9dos de labo
retorio usuales.

Un preparado producido de acuerdo con el
invento y wm preparado que se puede obtener en el comercio,
producido de modo correspondiente a la memoria de patente
alemsng 820,787, fueron comparados mubtusmente con el ante
rior enssyo. En este caso se obtuvieron los siguientes va
lores:

_ 9,5 segundos para el producto del procedimiento
15,0 segundos para el producto conocido (los valo~
res medidos estén diseminados entre 12,5 y
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13,5 segundos)

Otro procedimiento de ensayo més para la efie
cacia o actividad consiste en la determinacidn del lle-
mado tiempo de veneno de serpiente Russel (Russel viper
venom) (VSR). En este caso el factor de coagulacidén X
que se encuentra en el plasma es activado mediante el ve
neno de las serplentes Vipera russeli. La forma activa del
factor X se une con ayuda de iones calcio a material trombo
pléstico (1{pidos). Con el complejo que resulta de este
modo reacciona por adicion ademds el factor V. El complg
jo de 1ipido - enzime as{ resultante desdobla luego la
protrombine pare former trombina, que & su vez lleva a
coagulacion el fibrindgeno. Se determina el tiempo que
transcurre entre la adicidn de cloruro de calclo el siste
ma desorito y la iniciacidn de ia coagulacidn, Cuanto més
activo es el material trombopléstico pare ls coagulacién,
tanto mis intenso es el desdoblamlento de protrombina y
taunto més cortos se hacen los tiempos. En la préctica se
procede afiadiendo el material trombopléstico en series
de dilucidn de decenss a cantidades constantes de plasma
humano y veneno de las gerpientes Vipera rugseli, manl-
festéndose un minimo de tiempo con une determinada dilu
eidn,

En lo que sigue se compara el lfpido de plg

centas preparado de acuerdo con el invento con un 1~
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pido que habiaAsido preparado de acuerdo con el esbtado
conocide de la técenica. Ios dos minimos de tiempo se en~
cuentran con ung dilucién de 1:100, EL minimo de tiempo
del 1i{pido de placentas preparado de acuerdo con el inven
t0 es de nuevo considerasblemente menor que el del lipido
del estado conocido de la técnica.

Dilucibn Lipidos de I{pido, preparado de

placentas acuerdo con el estado co

4 nocido de la técnica (e)
Concentrado 105+ 1071
1:10 47,511 501!
1:100 41t ko
1:;1009 5211 571
1:10000 75”. 82

(e) (Memorias de patente alemana 820,787).

B 19

Dos placentas humsnas son molidas en esta-
do congelado. 1000 ml del material que se ha licuado de
este modo son agitados con 1000 ml de ecetona durante una
hora & 2690 7 a continugeién son f£iltrados. El filtrado es
desechado. El residuo de filtracidn es agitado a 202C du-
rante 15 horas con 1500 ml de acetona ¥y 500 ml de clorofoz
mo, es filtrado y el filtrado es concentrado por evepora-
cibn bsjo presifn reducida entre 40 y 5090, El residuo de
1ipido que resulta de este modo es calentado a ebullicidm
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dos veces con 330 ml de acetona. Tos dos extractos son
reunidos y enfriados a -202C, De este modo precipita el
lipido; que es aislado por decsntacién del disolvente, re
cogido en 25 ml de cloroformo, cubierto con 600 ml de
agua ¥ agi{:ado durante 1 hora. En el embudo sacudidor la
fase en cloroformo es separada del agua y es mezclada con
10 m1 de une mezcla de una parte de acetona y una parte
de agua ¥y es agitado con un mezclador vibratorio durante
5 minutos. la suspemnsidén que resulta de este modo es cen-
trifugada durente 20 minutos con 5000 veces la fuerza de
la gravedad, ls capa que se recoge por la parte superior
es retirada cuidadossmente y la soluciln remsnente de clo
roformo-lipido es concemtrada por evaporacién bajo pre-
8ién reducida. El lipide liberado del cloroformo es reco-
gldo en 20 ml de tetrshidrofurenc y es afiadido gote a go-
ta a 90 ml de une;. solucién acuosa al 5% de fructosa de
40-450C, A continuacién el disolvente .es eliminado en va-
cio a 4020, el volumen es completado de nuevo con agua a
90 ml, la solucibn coloidai acuosa es ajustada con &cido
clorhidrico 0,1 N g un valor de pH de 6,5 ¥y os mentenida
a 100eC durenbte una hora. Se obtiene una solucién opales-
cente débilmente smarillenta, que em el enssyo de forma-
cibn de tromboquinase menifieste un tiempo de coegulacién

de 9,5 segundos.
La presente solicitud que correspondes a la
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presenteda en la Repiblica Federal Alemesna, el 24 de Agog
to de 1971, bajo el Ne P 21 42 343,8, se acoge a los bene
ficios del articulo 51 del vigente Estatuto sobre Fropiedad
Industrial.

REIVINDICACIONES

Tos puntos de invencién propis y nuesva que
se presentan para que sean objeto de esta solicitud de' Pa
tente de Invencidn en Espafia, por VEINTE afios, son los si
gﬁientes: |

1.- Procedimiento para el sislamiento de
ngberial trombopléstigo caracterizado porque placentas hu
menas son tratadas de manera de por si conocida para obte
ner componentes de lipidos.

2.~ Procedimiento segln la reivindicacién
1, caracterizedo porque se desmenuzan placentas humanas,
se somete a extraccidén con un disolvente miscible con
agua, se recoge el residuoc en una mezcla de uno de btales
disolventes y un disolvente no miscible con agua, se dese

cha el materisl no disuelto, se concentra por evaporacién

19’ la solucién, se extrse con acetona en caliente, después

31050 {Co
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de enfriamiento del extracto se recoge el sedimento,
ge disuelve en cloroformo, se extrae por agitacién con
agua, a la que se ha afladido une pequefla cantidad de
acetona, se concentra por .eveporacidn, y se lleva al
5 residuo & una forma apropiada para la administracidn

intravenosa,

3o= Procedimiento para el aiglaemiento de
naterisl trombopléstico.

Tal y ocomo se ha descrito en la Memoria que

10 antecede y para los fines que se han especificado.
Esta Memoria consta de once hojas escritas

& méquine por une sola cara.

Madrid ’

“S

N
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