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PATENTE DE INVENCION

que por veinte afios se solicita, a favor de la firma
BAXYTER LABORATORIES, INC., de nacionalidad estadounidense,
domiciliada en Morton Grove, Illinois 60053 (Estados Unidos)
¥y que ha de recaer sobre "PROCEDIMIENTO PARA LA PREPARACION
DE UNA FRAGCION DE SANGRE QUE CONTENGA UNA ELEVADA CONCEN-

TRACION DE ATLBUMINA Y GLOBULINAS &£ Y ﬁ".

Memoria Descriptiva

FL registro de patente de invencidén que se solicita
tiene por objeto garantizar la explotacidn exclusiva en todo
el territorio nacional y sus posesiones de un procedimiento
para la preparacién de una fraccién de sangre que contenga
una elevada concentracidén de albimina y globulinas o¢ y’/s N

conforme se describe a continuacidén.
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El invento se refiere a un método ‘ﬁé fracecionacidn

de la sangre. Mis particularmente, el invenfto se refiere a
un método de fraccionamiento del Precipitado Cobn IV-4 para
eliminar los factores de coagulacidn y los lfpidos residua-
les y para preparar un concentrado, rico en albimina, trans
ferina y otras globulinas ~ y A , adecuado para administra
cidn intravenosa.

EL precipitado Cohn IV-4 es una fraccidén de sangre
obtenida en el fraccionamiento principal del plasma por el

Método 6 de Cohn, J. Amer. Chem. Soc., Vol. 68, pag. 459-75

(1.946); Xirk-Othmer, Encyl. of Chem. Tech., Vol. 3%, pag.
584-88 (292 ed. 1.964).

El Precipitado Cohn IV-4 consiste principalmente en
albdmina, conjuntamente con algunas globulinas <y /3. Ade-
més, la actividad esterasa del plasma y una parte del hier-
tensinégeno y de la transferina de las globulinas se encuen
tran en esta fraccidén. Lipido y ciertas cantidades de facto-
res ge coagulacidén residuales (principalmente protombina),
estén igualmente presentes en el Precipitado Cohn IV-4.

' El Precipitado Cohn IV-4 encuentra una utilizacién
como agentes de expansidén volumétrico del plasma. Para esta
utilizacibén se desea obtener un producto exento de factores
de coagulacién y de lipidos y rico en albimina.

Por consiguiente, un objeto del invento consiste
en proporcionar un método de i‘racci.onamien‘to del Precipita-
do Cohn IV-4 para eliminar los factores de coagulacién y los
1ipidos residuales y para preparar un concentrado, rico en
glbimina, tranferina, y otras globulinasel ¥ /A, adecuado .
para administracién i'ntravenosa.

De acuerdo con la prictica del invento, los factores
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de coagulacidén y los lipidos residuales se eliminan del Pre
cipitado Cohn IV-4 mediante adsorcidn con fosfato de calcio
¥ fibrinégeno y, a continuacibén, se concentra todavia més el
producto mediante Precipitacién con ciertos copolimeros en
blogue que son productos de condensacibén del etileno Sxido-
propileno glicol. |

Para facilitar la eliminacidn de los factores de coa~
gulacién y de los lipidos del Precipitado Cohn IV-4, es pre-
ferible hacer una suspensién del material inicial en una so-
lucién acuosa, y preferentemente en una solucidn salina fisip
1légica normal (0,9% NaCl), hasta una concentracién de pro-
teina incluida entre 1 y 2% aproximadamente.

La adsorcién con fosfato de calcio se realizd ajus-
tande el pH del Precipitado Cohn IV-4 nuevamente en suspen-
8idn en una gama de aproximadamente 6,5 - 7,5 y mezclando
cuidadosamente con aproximadamente 0,5 -2% de fosfato de
celcio. EL fosfato de calcio preferido es el fosfato de tri-
calcio que tiene la férmula Calo(OH)z(P°4)6‘ El precipita-
do resultante se separa de la mezcla, por ejemplo por cen-
trifugacién, y se desecha. A continuacién se afiade fibriné-
geno al 1fquido flotante que permanecd hasta una concentra-
cién de aproximadamente 0,05 - 0,24 ¥ se mezéla cuidadosa-
mente en la suspensidn., A continuacién se conserva la mez-
cla restante para fraccionamiento con los copolimeros en

blogue.

Los productos de condensacién de etileno Sxido-pro

pileno glicol utilizados, tales como los copolimeros en blo

que del invento, pueden ser perparados por condensacién del
6xido de etileno con polimero de polidxipropileno. En la

Patente de los Egtados Unidos némero 2.674.619 se da una des-
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cripcién més completa de la preparacidn de estos copolime-
ros en bloque. Estos copolimeros en bloque pueden ser re-
presentados por la férmula estructural siguiente:

HO( cﬁzcﬂzo)a(facﬂao)b(cazcﬂzo)cﬂ

CH

Paras las necesidades del invento, estos copélime-
ros en bloque contienen convenientemente por lo menos 50%
de 6xido de etileno en la molécula y el peso de base mole-
cular hidrofébico del polidxipropilenc es por lo menos de
950. Los materiales que contienen menos de 50% de éxido
de etileno ¥ los productos cuyo peso molecular de base hi-
drofébica es inferior a 950 no presentan la soluhilidad Yy
las caractéristicas'no t6xicas deseadas. AL respecto, los
copolimeros en bloque utiligzados en el invento estdn reali
zados con, e incluyen, materiales utilizados.como sustitu~
tos del plasma sanguineo y materiales utilizados para ali-
mentar el aparato corazén—pulmdn descrito en las Patentes
de los Estados Unidos Niums. 3%.450.502, 3.577.522 y 3.590.125,
que se incorporan agqui a titulo de referencia.

Unog ejemplos ilustrgtivos de copolimeros en blogue
adecuados son los polioles "PLURONIC" F-38 y F-68 comercia-
Yizados por la Wyandotte Chemicals Corp. EL F-38 contiene
80% de unidades hidrofilicas de polioxietileno en la molécula
¥ la base hidrofébica del polioxipropileno fiene un peso mo-
lecular de 950, El F-68 contiene también 80% de unidades hi~
drofilicas de polioxietileno en la molécula, pero la base
hidrofdébica tiene un peso molecular de 1750. El peso mole-
cular total de estos dos polioles "PLURONIC" es de 4750 y
8750, respectivamente. Se encuentra una descripcidm més com

pleta de estos polioles en el boletin de la Wyandotte Chemi-
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cal Corp. "The Pluronic Grid", Sexta Edicidén que se incoi—-
pora aquf a titulo de referencia,

La precipitacién con los copolimeros en bloque que
anteceden se realiza a dos niveles de concentracidén diferen-
tes, cada uno con un pH diferente. En primer lugar, la mez-
cla cdnservgda procedente del tratamiento con f£ibrindgeno ¥y
fosfato de caicio se ajusta para un pH de 6-7 y se mezcla
cuidadosamente con el copolimero en blogue hasta una concen-
tracién inclufda entre 13,5 y 17,5%, aproximadamente. A con-
tinuacidén, se prepara el precipitado resultente de la mezcla,
por ejemplo mediante centrifugacidn, y se conserva el mate-
rial flotante. En segundo lugar, este Ultimo material flo-
tante se mezcla cuidadosamente con el copolimero en bloque
hasta obtener una concentracidén final incluida entre 18% y
20% aproximademente. A continuacién se enfria la suspen-
sién hasta 3-5°C aproximadamente, se ajusta el pH entre 4
¥ 5 con vna solucién tampén de acetato (0,8 mol de acetato
de sodio, 4 mols de dcido acético normal, pH 4) ¥y se mezcla
de nuevo la suspensién cuidadosamente. EL precipitado re-
sultante se separz continuacién, por ejemplo mediante cen-
trifugacién, y se conserva, ya que constituye el Precipitado
Cohn IV-4 purificado deseado.

En un modo de realizacidn preferido del invento, el
material flotante comnservado, procedente del tratamiento con
fivfindgeno y fosfato de caleio, se trata inicialmente con
el copolimero en bloque a un tercer nivel de concentracién
para precipitar el quinindgeno. Esta proteina puede libe-
rar bradiquina, la cual a su vez es conocida por sus propie-
dades de reduccién de la presidn de la sangre. El quininége-

no se elimina mediante mezclado cuidadoso del material flotan



10

15

20

25

30

te restante -con €l copolimerc en bloque a una concentracién
incluida entre 4% vy 6% aproximadaemente, con un pE de aproxi-
nadamente de 4-5. Se separa de la mezcla el precipitado resul
tante, por ejemplo mediante centrifugacidn, y el material
flote . se conserva para su tratamiento con el copolimero

en bloque a los dos niveles de concentracién superiores, como
mis arriba. ’

Los siguientes ejemplos ilustrarén mis completamente
el invento, aunque éste no se limite a estos ejemplos parti-
culares.

FIEMPLO 1

Se'pone en suspensién una pasta de Fraccién Cohn
IV-~4 en una solucidén salina fisiolégica normal (0,9% NaCl)
hés’ca obtener una concentracién de 1,5 g# (gramos 100/ml.)
si se mantiene el pH en 7. Se afiade fosfato de tricalcio
[:Calo(OH)z(I’O4)6] hasta obtener una concentracién de 1,5
g % ¥ la suspensidn se mezcla cuidadosamente durante 60
minutos a la temperatura ambiente (25°G aproximadamente), A

continuacidn se centrifuga la mezcla y se desecha el pre-

_cipitado. Sucesivamente, se afiade fibrinégeno al material

flotante conservado hasta una concentracién de 0,l g%

¥ se continua la operacién de mezclado durante otros 60 mi-
nutos a la temperatura ambien'i:e. A continuacidn se conser-
va la ;nezcla para la siguiente fase,

El pH' de la mezcla conservada se ajusta en 6,5 ¥y se
afiade "PLURONIC" F-38 hasta una concentracién de 17 g %.
La suspensidn se mezcla durante 1,5 horas a la temperatura
ambiente y se centrifuga. Se desecha el precipitado y se
afiade a continuacién "PLURONIC" F-38 al material flotante

para avmentar su concentracién hasta 19 g %. Se mezcla
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la suspensién durante 1,5 horas a la temperatura ambiente
¥ se enfria a continuacién a 4°C. Se ajusta el pH en 4,5
con una solucién tampén de acetato (0,8 mol de acetato

de sodio en 4 mols de dcido acético mormal, pH 4). El mez-
clado se prosigue durante 30 minutos a 4%¢ v se centrifuga
la mezcla, El precipitado resultante se separa del material
flotente y se pone en suspensién en agua destilada hasta
obtener una concentracidén de proteina de 4 g %, ajustindo-
se el pH en 7,2. EL producto nuevamente en suspensidn se
conserva, ya que constituye la Fraccidn Cohn IV-4 purifi-
cada que se desea.

El producto purificado que antecede se ajusta para
un contenido de electrolito de 140 meq de Na*, 4,5 meq de
k%, y 100 meq de 01~ por litro. A continuacién, se afiaden
comgestabilizante 0,004 M de caprilato de sodio y 0,004 M
de acetiltriftofanato; se calienta el producto a 60°C duran-
te 2 horas, se clarifica por filtracidn a través de placas
de asbestos, se filtra en condiciones estériles a través de
filtros de membrana "Millipore" de 0,22 m, ¥y se calienta a
60°¢C durante otras dos horas.

El producto final preparado segin el ejemplo gue an
tecede contiene aproximadamente 50-60% de albimina, 10-12%
de transferina y 20-30% de globmlinas =y A . La actividad
de trombina es inferior a 0,003 a por milflitro. Cuando
se ajusta a una concentracién de proteina de 4%, el produc—
to final ‘tiene una osmolaridad similar a la de la solu-
cién de albimina al 5%.

EJEMELO 2
Una pasta de Fraccién Cobn IV-4 se disuelve en una

solucidn salina fisiolégica nofhal hasta una concentracién
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de 1-1,5 g %, aproximadamente, y se ajusta al pH en 7,2 +
0,1. A continuacién se afiaden aproximadamente 0,5 g % de
fosfato de tricalcio y la suspensién se mezcla durate 30 mi-
nutos aproximadamente a la temperatura ambiente. Se centri-
fuga la mezcla y se desecha el precipitado resultante. EL
material flotante conservado se mezcla con una solucidén -de
fibrinégeno hasta conseguir una concentracién de aproxima-
damente 0,05 g % durante 1-2 horas a la temperatura ambien-
te.

A continuacién se enfria la suspensién a 5°C y se
ajusta el pH en 6,5 con 1N HCL. Se afiade "PLURONIC" F-38
hasta obtener una concentracién de 14 g %, se mezcla la
suspensién durante 1-2 horas a 5°¢ y se centrifuga. Se
désecha €l precipitado y se f£filtra el material flotante. A
continuacidn se ajusta el filtrado para ﬁna concentracidn
de "PLURONIC" F-38 de 19 g %y un pHE de 4,5 + 0,1 con una
solucidn tampén de acetato. La suspensidén se mezcla duran-
te 1-2 horas, se centrifuga a 5% ¥ se congerva el precipi-
tado resultante que constituye la fraccidén Cohn IV-4 purifi
cada que se desea obtener.

EL precipitado conservado que antecede se pone en
suspensién en agua destilada hasta una concentracién de
4,0 + 0,3 g % de proteina; se ajusta el contenido de elec-
trolite (Nat, k¥*, 017) para que sea el contenido del plas—
ma normal, y se ajusta el pH en 7,2 + 0,2. A continuacién
se calienta la suspensién durante 2 horas a 60°C, en pre-
sencia de un agente estabilizante constituido por caprila-
4o de sodio y acetiltriftofanato; se clarifica mediante
filtracidén a través de placas de asbestos, se filtra en con-

diciones estériles a través de filiros de membrana "Millipo-
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re" de 0,22 1 ¥ a continuacién se calienta a 70°C durante
otras 10 horas. EL producte finagl se distribuye en cantida-
des de 250 mililitros.

EJEMPLO 3

Una paxta de Praccidn Cohn IV-4 se disuelve en una
solucidn salina fisioldgica normal, se adsorbe en fosfato
de tricalecio ¥y se trata con fibrindgeno como en el Ejemplo
2.

A continuacién se ajusta el pH de la suspensién en
4,6 con 1N HCl y se afiade "PLURONIC" F-38 hasta obytener una
concentracidn de 5%. Después de mezclar durante una hora
a la temperatura ambiente, se centrifuga la mezcla y se de-
secha el precipitado. A continuacidn se ajusta la concentrg
cién de polfimero WPLURONIC" en 17% con un pH de 6,5 y se
mezcla la suspensidén durante 1-2 horas. El precipitado ob-
tenido por centrifugacidn se desecha y se_ajusta el mate-
rial flotante conservado hasta una cc‘mcen’cracién de poli-
mero "PLURONIC" de 19%. Después de mezclar durante 1 hora,
se enfrfa la suspensién a 5°C, y se ajusta el pH en 4,5 +
0,1 con una solucién tampén de acetato. Se continua el mez-
clado durante otra hora y a continuacién se centrifuga la
suspensién a 5°C. Se realiza una sugpensién de precipitads
en agua destilada, .se ajusta la concentracién de electroli-
to a la del plasha y se trata el producto-mediante el calor

comc en el Ejemplo 2. Se ha comprobado que el producto es-

t4 exento de actividad tipo quinina al ser administrado

in vive por infusidén en perros. No se observé ningin efec-
to de reduccidn de la presién sanguinea con este producto
aunque se observd una reduccién_ de la presidn de la sangre

con otro producto gue era el mismo salvo que no habfa sido
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tratado con el polimero "PLURONIC" zl nivel de 5%.
EJ EVPLO 4-'

Se repitieron los Ejemplos de los procesos 1, 2 ¥y

% salvo que se utilizd en lugar de "PLURONIC" F-%8 una can-
5 tidad equivalente de "PLURONIC" F-68 con resultados sustan-
cialmente similares.

Los peritos en la materia podrén imaginar otros
ejemplos y modificaciones de los ejemplos que anteceden sin
alejarse del espiritg/ del alcance del invento. Dichos ejem-

10 plos y modificaciones estén todos incluidos en el alcance
de las reivindicaciones que siguen.

Los términos en que se ha redactado esta memoria
deberdn ser tomados siempre en sentido amplie, no limitati-

Vo,

15 . NOTA DE REIVINDICACIONES

Se reivindica como de propia y nueva invencién, a
favor de la firma BAXTER LABORATORIES, INC., con.domicilio
en Morton Grove, Illinois 60053 (Estados Unidos:), lo espe-
cificado en las siguientes reivindicaciones:

20 1.- Procedimiento para la preparacién de una frac-
cién de sangre que contenga una elevada concentracidén de
albimina y globulinas « y_4 adecuada para administracién
intravenosa, que consiste en fraccionar el precipitado Cohn
IV-4 mediante su mezcla fn'hima»con 0,5% a 2% aproximadamente

25 de fosfato de calcio; separar de éste el precipitado resul-

tante y mezclar cuidadosamente el materigl flotante conser-

vado con aproximadamente '0,05% a 0,2% de fibrindgeno, ¥y
mezclando cuidadosamente a continuacién con un copolimero
en bloque de 6xido de etileno y de polimero de polioxipro-

pileno gue contenga por lo menos aproximadamente 50% de
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6xido de etileno en la molécula ¥y que tenga un peso molecu~
lar de base hidrofébica de polioxipropileno igual poplo
menos a 950, hasta conseguir una concentracién incluida
entre 13,5% y 17,5% aproximadamente, con un pH de aproxima-
damente 6-7; separar el precipitado resultante; mezclar
cuidadosamente el material flotante conservado con dicho
copolimero en bloque, hasta una concentracién de 18 a 20%
aproximadamente, con un pH de aproximademente 4-5, y recu-
perar el precipitado resultante conservédndolo como fraccién
de sangre deseada.

2.~ Procedimiento para la preparacidén de una frac-
cién de sangre que contenga una elevada concentracidn de
albimina y globulinas < y B , seglin la reivindicacién 1, ca-
racterizado porque el copolimero en blogque contiene aproxi-
madamente 80% de unidades hidrofflicas de polioxietileno en
la molécula y porque la base hidrofébica del polioxipropi-
leno tiene un peso molecular de aproximadaﬁente 950,

3.~ Procedimiento para la preparacién de una frac-
cidn de sangre que contenga una elevada concentracidén de
albimina y globulinaex y 4 , segin la reivindicacién 1, carac
terizado porgque incluye la fase suplementaria que consiste
en eliminar la actividad tipo gquinina de la fraccién de san-
gre mediante la mezcla fntima inicial del material flotante
conservado procedente del tratamiento realizado con fibrind-
geno y fosfato de calcio, con dicho copolimerc en bloque, has
ta una concentracién inclufda entre 4 y 6% aproximadamente
¥y a un pH de aproximadamente de 4-5, separar el precipitado
resultante y conservar el material flotante para su tra-
tamiento con dicho copolimero em bloque a los dos niveles

de concentracidn mis elevados.
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4,- Procedimiento para la preparacién de una frac-
cién de sangre que contenga una elevada concentracién de
albimina y gld'bulinas oy B , segin la reivindicacién 3, ca=
racterizado porque el copolimero en bloque contiene aproxi-
madamente 80% de unidades hidrofilicas de polioxietileno en
la molécula y la base hidrofébica de polioxipropileno tiene
un peso molecular de aproximadamente 950.

5o~ WPROCEDIMIENTO PARA LA PREPARACION DE UNA FRAC-
CION DE SANGRE QUE CONTENGA UNA ELEVADA CONCENTRACION DE AL
BUMINA Y GLOBULINAS o< Y £ ". ‘

Tal y como se deja descrito en la memoria precedente,
que consta de doce hojas foliadas y mecanografiadas por

una sola de sus caras.

Madrid, 18 de junio de 1.974.
P.A. de BAXTER LABORATORIES, INGC.
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