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DE TA CAPACIDAD DE COAGULACICN DE LA 3ANGRE"
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El invento se refiere en primer término a un
agente pars diagndstico para el propbsito de controlar la
capacidad de coagulacidn de la sangre, que consta de ftrombo-
plastina, que se ha obtenido a partir de tejido trombdgeno
de origen animal o humano, especialmente de tejido de pla~
centas humanas, y de iones calcio.

El invento concierne ademds a la preparacién de
una tromboplastina normalizada sensible al factor VII y al
factor X, s partir de tejido trombdgeno.

Finalmente, el invento concierne también a un es-
tabilizador para tromboplastina qQue contiene iones calcio.

Un ensayo exploratorio acerca de perturbaciones
en el sistema exbégeno de coagulacidén lo constituye el ensayo
de tiempo de coagulacidn de una sola fase de acuerdo con
Quick, comunicado por primera vez en 1937. La funcidn del
sistema de coagulacibén exbdgeno, que se basa en una coope-
racién de los factores de coagulscidn VII, X, V, II ¥ I,
es determinads por adicidn de un extracto de tejido: nor-
malizado obtenido a partir de drgsnos de animsles de san-
gre caliente, designado como tromboplastina. Bajo la ac-
cidén de la tromboplastina es activado el factor de coagu-
lacién VII (proconvertina), que transforma sl factor X
(factor de Stuart-Prower) en su forma activa. En presencia
de iones calcio se forms un complejo activo de enzima y

lipidos a2 base de fosfolipidos y los factores de cosgula-
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cidén X y V activados (acelerina), que a su vez transforma
al factor II (protrombina) en su forma activa, la trombina.
El factor I (fibrindgeno) del plasma es transformado en fi-
brina proporcionalmente s la velocidad de formacién de la
cantidad de trombina. Il tiempo de coagulacidn medido de
este modo de un plasma de ensayo, en segundos, es utilizado

para la evaluacidn de la capacidad de coagulacidn.

El indice denominado de Quick es apropiado para
descubrir estados congénitos o adquiridos de déficit de
los factores que participan en el sistema de/coagulacién
exbgeno. Ademds, mediante medicidn dél tiempo de coagula-
cién de una sola fase, es posible efectuar una vigilancia
de la terapia con anticosgulantes por vis oral. Para la
tromboplastina, empleada con este fin, un criterio de ca-
1lidad esencisl consiste en que ésta debe estar libre de
los factores de coagulacidén del sistema exbgeno, especial-
mente debe estsr libre de trombina, pero que, por otro
lado, debe manifestar una elevada sensibilidasd frente a

estos factores.

Procedimientos para la preparacidén de tromboplas-—
tina con alta actividad han sido descritos varias veces en
la bibliografia. #n parte, se utilizan para ello placentas
humanas en calidad de material de partida, No obstante,
hasta el momento no era sabido que tromboplastinas sensi-

bles al factor VII y al factor X pudiersn obtenerse a par-
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tir de tejido trombbgeno, especiaslmente a partir de plasen—
tas.

En los procedimientos conocidos pars la obtencidn
de tromboplastina a partir de tejidos de placentas reciente=-
mente lavados, se ubiliza en general una extraccidén acuosa.
Otros procedimientos para ls obtencibn de la tromboplastina
consisten en la extraccidn de los productos howoéeneizados
de tejido con ayuda de ebtanol acuoso o de fenol. En todos
estos procedimientos, los valores de pH son mantenidos des-
de neutros hasta débilmente alcalinos. No obstante, los
preperados de tromboplastina obtenidos de acuerdo con es-
tos procedimientos, a pesar de haber sido sometidos a di-
ferentes medidas estabiligadorss, tales como tratamiento
con luz ultravioleta o por almacenamiento con exclusidn
del sire, sb6lo pueden ser almacensdos y empleados de mane-
ra limitada. No estdn completamente libres de trombina y,
esbecialmente, no son suficientemente sensibles frente a
los factores VII y X, pesra garantizar diferénciaciones exac~—
tas entre cuadros de cosgulacidén normales y cuadrogs de coa=-
gulacidn patoldgicos.

Se ha encontrado shora que no aparecen las men—
cionadas desventajas de los preparados de tromﬁoplastina—
en el caso de utilizarse un sgente para diagndstico para
el propbésito de efectusr el control de la capacidsd de

coagulacidén de la sangre, que contiene ‘tromboplastina e io=-
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nes calcio, el cual estd caracterizado por tener un conte-
nido de tromboplastina, libre de trombina, sensible sl fac-
tor VII y al factor ¥, que habia sido extraida desde una
sugpensién acuosa de tejido trombdgeno lavado hasta quedar
libre de sangre, con un valor de pH entre 10 y 12, durante
un tiempo desde 15 minutos hasta 48 horas a 302C hasta 12C,
habiéndose de asociar debidamente el tiempo de extraccién
més corto a la temperatura mds elevads y el tiempo de ex-
traccidn méds largo a la temperaturs mds baja, y también
entre si log valores situados entre medias,.y que después
de un tratamiento en el margen de pH débilmente 4cido,
habia sido separada del tejido.

3e obtiene una tromboplastina especialmente sen-
sible si la extraccidn se efectla con un valer de.pH entre
11,4 y 11,8, preferiblemente en las combinaciones de tem-
peratura y tiempo de 15 minutos a' 302C, de %0 minutos a
222C, o de por lo menos 20 horas a 42C, y el tejido es tra-
tado ulteriormente sntes de la separacidn de la solucién de
extraceidén con valores de pH de 4,5 a 7,0, preferiblemente
de pH 6,0 a 6,4.

A la tromboplastina obtenids de este modo se afia-
den iones calcio en forma de una sal de Ca soluble en agua,
de modo ventajoso cloruro de calcio.

3e ha encontrado ademids que se puede lograr uns

sobresaliente estabilidad en almacenamiento del agente para
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diagnbéstico por adicidn de un dcide coldnico, preferible~
mente dcido desoxicbdlico o Acido cbdlico, y de una sal solu=-
ble en agua de un metal pesado, tales como sales de

Ll
w0, -, zmtt +

-y Ni"", especialmente una sal de manganeso
divalente, preferiblemente cloruro de manganeso divalente.

Se logra una estabilidad especialmente buens,
que hace apropiado al reactivo para diagndstico también
para el secado por congelacidén (liofilizacidn), mediante
adicidén de un alcohol de asziicar, especislmente mannita o
sorbita, o de monosacéridos o disacéridos.

3e establece una proporcidén ponderal éptims de
los aditivos mediante mennita: &cido desoxicdlico : cloruro
de msnganeso divalente = 300 : 3 : 1, presenténdose el clo-
ruro de mangeneso divalente en la solucidén en una concen-
tracién desde 1072 hasta 107+ molar, preferiblemente
5x 10™% molar.

Tal agente para diagndstico, ficilmente resus-
pendible en agua destilada, es plensmente activo durente
un almacenamiento en forma de soluciém a 37°2C por un tiem-
po hasta de 10 horas, y es estable durante por lo menos
2 dfas a 202C. En la forma secada por congelacidn, con un
almacenamiento en nevers (aproximsdamente a 42C) no se pue-
de comprobar a lo largo de 2 afios ninguns disminucidn de

actividad,

Las tromboplastinas sensibles sl factor VII mds
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activas ge pueden obtener a partir de cerebro humano. Un
materisl mds ficilmente asequible que también contiene trom-
plastinas de alta actividad, lo constituyen placentas huma-
nas. Bn el orden de sucesibén de actividad decreciente de
tromboplastina se mencionaran, ademds, cerebro de mono,
cerebro de conejo, pulmones de conejo, cerebro de ganado

vacuno y de ganasdo porcino.

De acusrdo con el presente invento se obtiene
un agente para diagndstico que peruite, por ejemplo, de
acuerdo con el siguiente método, uns determinacibén del
tiempo de coagulacidn de una sola fase de acuerdo con
Quick:

0,1 ml de un plasma de citrato o de oxalato a
investigar fisiolégicamente en cuanto 3 coagulacidn, es
introducido con pip=sta en un tubito de ensayo previamente
calentado a 372C. Despuds de un tiempo de incubacidn de
30 segundos se sfiaden 0,2 ml de la suspensidn acuosa,
también calentada de modo previo, de la tromboplastina cdl-
cica obtenida de acuerdo con el invento a partir de pla-
centas humanas, y se determina la iniciacibn de la coagu-
lacidén comenzando desde este momento. El tiempo de coagu-—
lacidén, asi obtenido, del plasma del sujeto sometido 3 en-
sayo es puesto en relacidn con un tiempo de coagulacidn de
un plasma en forma de mezclas de por lo menos 5 donantes

sanos. Para ello, el plasms mezclado es incubado en estado
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sin diluir, y ademds en dilucidnes de 1:2, de 1:4 y de

1:10 del mismo modo a como se describe para el plasma del
sujeto sometido a ensayo, con la tromboplastina cileica

de acuerdo con el invento, y los tiempos de coagulacidn
resultantes son asociados como abscisas a los vslores reci-
procos de las diluciones como ordenadas, de donde se produ-
ce una curva patrén de mucha pendiente y rectilinea. Par-
tiendo del tiempo de coagulacidn del plasms del sujeto so-
metido a ensayo en las sgbscisas, se determina el punto de
interseccidn sobre la curva patrdn y se lee en las ordena-
das el correspondiente valor reciproco. Mediante subsiguien-
te cdlculo se calcula el valor porcentual del tiempo de coa~-
gulacidn del plasma del sujeto sometido a ensayo en rela-
¢idén con un plasma mixbto normal:

1: valor del tramo de ordenadas x 100 = Valor porcentual
de 1la actividad de coagulscidn como valor porcentual

de la actividad normal.
8i, por ejemplo, las diluciones de plasma de un plasma mix-
to normal, indicadas en la siguiente tabla, se asocian a
los tiempos de coagulacidn resultantes, se puede producir

la curva patrdn,



ilucidn de plasma Concentrado: 1:2 1:4 1:10

Piempos de coagula-

cién en segundos 11,5 17,0 30,4 81,3
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Un plasma con déficit de factor VII, tipico, con-
duce 2 un tiempo de coagulacién de aproximadsmente 58 se~
gundos. Esto corresponde, de acuerdo con la curva patrdn,
a aproximadamente 12% del tiempo normal.

Una medids de la sensibilidad de la tromboplas—~
tina la constituye el cociente entre el tiempo de coaguls-
cién de un plasma patoldgico y de un plasma mixto normali-
zado - 1a denominads "relascidn de protrombina". Cuanto
mayor se hace este cociente, tanto més spropiada es la
tromboplastina para descubrir un déficit de coagulacidn
explorado. ®n el caso presente la relacidn de protrombins
resulta con un valor de aproximadamente 5. Bgsta relscidn
de protrombins demuestrs que el agente para diagndstico de
acuerdo con el invento es sobresslientemente apropisdo pa-
ra descubrir estados patoldgicos de coagulacidn especial=-
mente de déficit de factor VII.

31, de acuerdo con el invento, los agentes para
diasgnbstico se obtiesnen a partir de arebro de conejo, pul-
nmones de conejo , o placentas de ganado porcino, resultan

para un plasme mixto normal, en la determinacién del tiempo
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de coagulacién de una sola fase de acuerdo con Quick, los

valores recopilados en la siguiente tabla:

Concentrado 1:2 l:4 1:10

Cerebro de conejo 16,5 24,8 43,1 111,2

Pulmones de conejo 10,2 14,2 22,4 52,5
Placenta de

cganado poreino 27,1 41,4 66,5 210,0

El invento se explicard seguidamente con ayuda

de ejemplos.

Ejemplo 1.

15 kg de placentas humanas congeladas son desmenu-
zados mediante un aparato picador de carne. £1 producto
homégeneizado de placentas es lavado 18 veces, cada vez
con 120 litros de una solucidn al 0,9% de cloruro de so-
dio a 4+ 108C, y en cads proceso de lavado se eliminan las
aguas de lavado por sedimentscidn y por decantacidn. La
Qiltima porcidn sobrenadante es entonces incolora. El pro-
ducto homogeneizado de placentas lavado de este modo, es

liberado de las aguas de lavado restantes por centrifuga-

28-10-74 -10-
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cibn durante 30 minutos a 3.000 veces la gravedad. BEl sedi-
mento himedo es secado durante 30 horas en una instalacibn
cerrada de secado por congelacidn excepto una humedad re-
sidual de 5%. Bl rendimiento de material seco es de aproxi-
madamente 1,5 kg.

1,5 kg del tejido de placentas secado y lavado
hasta quedar libre de sangre, son sumergidos en 30 litros
de agua destilada y desmenuzados durante 10 minutos 3 una
temperatura de 102C con un homogeneizador (Ultra-Turrax de
la firms Janke y Kunkel, tipo 100/2 M). Después de ello se
introduce, con vigorosa sgitacibén, uns cantidad de uns
lejia de sosa 5 N (aproximadamente 210 ml) tal que el valor
del pH se sjusta a 1l,5. La mezcla es agitada durante 25
minutos y luego es llevada a un Vapor de pH de 6,6 por me-

dio de adicién de écido clorhidrico 5 N (alrededor de

. 210 ml). A continuscidn se efectfia un segundo tratamiento

" de la mezcla con el aparato homogeneizador por una duracidn

de 30 minutos. El residuo de tejido es separado en uns
centrifuga a 3%.000 veces la gravedad. Se obbtienen de este
modo 20 litros de tromboplastina,

A porciones cada una de 1 litro de la tromboplas-
tina se afieden 1,1 g de cloruro de calcio, 30 g de mannita,
0,3 g de dcido desoxicdlico y 0,1 g de cloruro de mangane-
so divalente tetrahidratado. El walor del.pH es sjustado

exactamente a 6,3 por adicidén de uns pequefia cantidad de

~11-
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dcido clorhidrico o de¢ lejia de sosa, y a continuacién se
seca por congelacibén en cargas cada una de 2,0 ml. Duran-
te el secado por congelacidn ls tromboplastina no experi-

menta ninguna pérdida de actividad.

Ejemplo 2

La sustancis gris de cerebro de conéjo es recu-
perada de manera egonocida y es lavada hasta quedar libre
de sangre con solucidn al 0,9% de NaCl., El proceso de la-
vado es controlado medlante espectrofotometfia mediante
la determinacidn del contenido residual de hemoglobina.

Después de ello se cubren 120 g del tejido cere-
bral, todavias hémedo, con 400 ml de agua destilada, y se
desmenuzan durante 10 minutos a 102C con un homogeneigador
de laboratorio (Janke & Kunkel). Después de ello se ajusta-
el valor del pH a 11,5 con NaOH 5 N con vigorosa agitacidn,
y la mezcls se mantiene asi durante 25 minutos.

A continuacidén se ajusta el valor del pH a2 6,4
mediante HCL 5 N y se homogeneiza de nuevo, con ligero en-
friamiento, con el aparato antedicho durante 30 minutos,

Imego el tejido se cenbrifuga a %3.000 veces la
gravedad y la porcidén sgobrenadsnte que contiene tromboplas-
tina (280 ml) es recuperada por decantacidn.,

Porciones cada una de 100 ml de la trombopiasti-

na son meczéladas con 0,1 g de cloruro de calcio, 3,0 g de

=12
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sorbita, 30 mg de 4cido desoxicbdlico, 14 mg de sulfato de
zine (7H;0).

El valor del pH de la tromboplastina es ajustado
exactamente 3 6,3, y se seca por congelacién en cargas ca-

da una de 2 nl.

Ejemplo 3

240 g de placentas de gansdo porcino, himedas,
lavadas hasta quedar libres de sangre, son cubiertos con
400 ml de aguas destilada y son desmenuzados durante 10 mi-
nutos a 102C con un homogeneizador de laboratorio (Jenke &
Kunkel). Después de ello se ajusta el valor del pH a 11,6
con NaOH 5 N, con vigoross agitacidn, y ls mezcla se man-
tiene de este modo durante 25 minutos.

A continuacién se ajusta el valor del pH a 6,4
mediante HC1 5 N y se homogeneiza de nuevo, con ligero en—
frismiento, con el aparato antedicho durante 30 minutos.
Luego el tejido es centrifugado a 3.000 veces la gravedad
y 15 porcidn sobrenadsnte que contiene tromboplastina (250
ml) es obtenida por decantacidn.

Porciones cada uns de 100 ml de la tromboplastina
son mezcladas con 0,1 g de cloruro de calcio, 3,0 g de man~-
nita, 0,3 g de dcido desoxicbdlico, 0,1 g de cloruro de man-

ganeso divalente x 4 H,O.

Bl valor del pH de la tromboplastina es ajustado
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e

exactamente a 6,3, y se seca por congelacién en cargas ca~
da ung de 2 ml,

Esta solicitud que corresponde a la presentada
en Repiblica Federal Alemana, el 13 de Noviembre de 1973,
con el n® P 23 56 493.4, se acoge a los beneficios del

articulo 51 del vigente Estatuto sobre Propiedad Industrials

~ REIVINDICACIONES -

Log puntos de invencién propia y nueva que se
presenten para que seen objeto de esta solicitud de Paten- _.
te de Invencién en Espsfia, por VEINTE afios, son los que
g6 recogen en 1as reivindicaciones sigulentes:

18,~ Procedimiento para la preparacidén de un
agente para diagndstico para el propdsito de efectuar el
oontrol de la capacidad de coagulacién de la sangre que
contiene tromboplastina libre de trombina, sensible al
factor VII y al factor X, as{ como iones calcio, carac—

terizado porque una suspensiln acuosa de tejido trombé-.

- 14 -
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geno es sometida primero a un valor de pH alcalino <<12
¥ a continuacién a un valor de pH débilmente dcido, ¥y &
continuacibén se separa del residuoc de tejido el extracto
que contiene tromboplastina.

22,.- Procedimiento segin la reivindicacidn
18, caracterizado porque se extrae una suspensién acuosa
de tejido tromblgeno lavado hasta quedar libre de sangre
con una lej{a de metal alcalino, con un valor de pH en-
tre 10 y 12, durante un tiempo desde 15 minutos hasta 48
hores & 30°C hasta 12C, habiéndose de asociar debidamen-
te el tiempo de extraccién mds corto a la temperatura mfs
elevade y el tiempo de extraccién mds largo o la tempera-
turs wéds baje y tembidn entre si los valores situados en~
tre medias, y se separa del tejido el extracto despuds de
un tratamiento en el margen de pH débilmente 4eido.

38,~ Procedimiento segin la reivindicacién
28, caracterizado porgue la extraccién se efectia con un
valor de pH entre 11,4 y 11,8 en las combinaciones de tem~
peratura tiempo de 15 ninutos e 302C, de 30 minutos a 228C
o de por lo menog 20 horas a 4%C,

48,- Procedimiento segin las reivindicaciones
28 a 38, caracterizado porque el tejido, antes de la sepa=-
racién desde la solucién de extraccidn, es tratado ulte-
riormente a un valor de pH entre 4,5 y 7,0, preferiblemen-

te entre 6,0 y 6,4,

- 15 =
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5¢,- Procedimiento para la preparacién de un
agente para diégndstico para el propésito de efectuar el
control de la capacidad de coagulacibn de la sangre.

Tal y como se ha descrito en la Memoria que
antecede y con los fines que se han especificado,

Esta lMemoria congta de &ieciseis hojas escri-

tas a mdquina por une sola cara.

Madrid, 01.SET.19745

P.A,
Alberto de Bisvws{)
Gor s
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