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Tosz laboratoriog d¢ hematolozfa precisan normes y
controles de refierencia de plmguetas para manksner sl conipd.
de calided de su ingtrumentucifn y téonloas de recusnto de -
plaguetas que baje Yos métodos uetusles de recuents incloyon
tento los procedimientos mumuales, tel comp ls microscopis -
por contraste de fase, como las tédenicas automabizgdon que -
utilizon contadores de partfculas du tipo elooirdénico. Tanfe
el procedimiento manual como ls téenica sutomatizadn praciw-
gan la eruteracidn de plaquetas inddifiduates.

™n ls actuslidad, hay pocus Isboratorios gue utill
cen suspensionea de plasna riges en plaquetas que Son propa-
redas racientenente para fines de controle

Ias plaguetss de sangre Gon, sin embargey diffciw
les do contar por microscopfs de coniraste ds fase dobido a
su pequefio tamafio (aproximadaments 2-f micres), siicionnlmen
tey lag plaguetss tionen wnp fuerte tendencia e szlutinarse
¥ formmyr sgregados, Cumndo se ponen las plagustaw en contage
to con una superficic humgetable, %al como de vidrio o plése
ticoy plorden su forma oval o redondeedsy apayvoen MMerosde
soudbpodon sn la superficie de 1o memiena ds la cflnle y a)
arby d¢ pood tiempe las plegustas coclesven Tormendo NuLSPOw
soz agregados amorfos. En conseousncin, esto haes diffum -
gl no imposidle, &) mantenifdento em ¢l laboratordio de homae
tologln olfnics de una suspensifn de referenata de plagustes -
raproductibls.

Un gontrol de referencia de plaguatan dessado debs
rin conaistir, obvlamente, en uma srfzspsmﬁ.én de plaguetny In
dividuales. Con &l fin de cbiener tel suspensifn esteble do
Plaguetas individusles, es negesario inhibiy sompletamente -
la agregecidn de Ias plegustas.
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38 ha detallalo m var:!.edaﬁ ds compusston que Inw
hiben 1a agregacifn de las plaguotas, pero este intenty no ~
ha texido dxito en In preparacién de sumpensionea de plague-
tas eglables,

Remos despublerto ghora que un método pars inhibix
oon #xito la agregacidn de les plaguetns consists an uiilie
#ay compuantosn que Iljen y esisbilicen la membrana de lasg we
plagwetas formende degralacionse entre grupos funclonales de
proteins. Una familia d¢ compuestons gus realisardn emte tipo
do fijaoidn son lox aldehfdos, tal como el glutaraldehide, ~
que restoions fdviimente con loa gripos amino, iming, suani-
dilo, hidroxile, carboxild y SH de la moléoula de proteina.
Otra fanilia de compuesiocs que hemos demoubierto, oampaces de
formar degradacionss con las protefnns sobre la superficie
ds las plagtedsze, pon las sales de oromo, tal como o)l dicro«
mpte potdatoo. Bn prosesoin de agua, los sales de oromo Lorw
nen tosplojos ds) tipo ~CreleCr- quo se combinarédn con 10§ -~
grupos repctives & las cadenss de protefna adyagentes pars
1l8vara cio un afecto de degradscldn eimilar sl de los alde-
hidon.

*  El objeto do puestrs invencidn ss usar sldehfdos y
mesclins ds aldehidos ¥ snles de oromo pare preparer W Bl
pensidn satable de pluguetas de sanpro individuales.

Hemos desoublerto que ge obidene unas condicicnes
Sptines pars fljar lsa plequetas cuando se afinde ol efidenido
ol pleama rice sn plagustas sin dllmir a tns concentracidn
somprendids extve 81 0,05 y #l 0,20%. Igualments, hemow dasw
subiards que la presanide de lzs ssles de cromo & conosuiras
¢lones comprendidss eniye ol 0,20 y &l 0,307 mejora la este~
b11idad de 1a suspensidn ds plaquetas.
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Se obtienon suspensiones superdorss de plegustan .
fijadas cuands son fljadss las plogusdos gont ombos COMPUGSew
tos simmlbénecmonte. .

Se¢ obtiene mmes condicionesd Spiimas para fijor lee
plaquetas cuzndo se oftades ¢l glutaraldehfdo al plesma rion w
en plequatas sin diluir n una congentracidn del Oyt 81 0,154,
preforiblemante al 0, 1%, ' ¥ dleromate potdsioco a wn niwel dol
03 25%s

E1 mdtodo para fijer lun plaguotos de In sangrs de
acuerde con mwstra inventién ee dado en los sigulentos ojom
plos.

eparacidn de plasms rico on plaouotss.

Se extrajo ssugre onfors a travds de agujes silien
nades on jeringes de pléstico y =0 trasledd lmediatomente o
un tubo de polipropilens yue contenfa im moxts en voliumen de
solucidn ACD (2,5 gr ds cltrato sidics, 1,3 g &o doido cfe
trino, 2,0 gr de dexiross, C.8. parc 100 nl don sgus)s 53 43
bo fue tapado, invertide y centrifugado n 66 xg duranis 25 -
minutos. K1 plasma.rico. en plaguates fue refirafc entonces -
de los otres cflulas de 1z mangre por aspirscidn y tronsferi
do 2 un tubp de polipropiienc limplce
| BHRrEo 2

4n dg

A cada plfcuoie de 0y5 ml del ylamariﬁﬁ N Pliywe
quetes, preperadc ds aousrds con €l ajemplo ¥y se afigdid su-
cogivanente y con romocidn suave 50 ;23 de solueidy de digro-
mato potdsico al 2,5% y 10 pt de solucidn de glutersidehide
preporads diluyendo una solucifn madre de glutaraldehfde ol
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254 con molucidn szlina s 1na convenitracidén comprendids enw-
tre 01 5,0 y ) 7,5%.

A cads g)fouota de 0,5 ml del plamma »ico en plae~
nquetas pheparade de scuerdo ocon el elamplo 1, se aflladieron ~
suossivaments y con remooidn suave 0,5 nl de clorurs sidico
0,15, 150 m1 de woluoidn de dloromato potéisico a1 2,57 y 2
nl e glutaraldenfdo gl 4% que fue preparado diluyendo ung «
soltoidn madre al 254 con selucidn salina.

38 comprobd la sgregacién de las plaguetas con wn
aioroacopio ligero schando uns gots de puspensidn sodme Wy «
porta-mussiras gilioonado y anctondo ol grado de agregacién
despuds del plmacenmmionto a temperatura smbiente por espa—
cio 48 0, & y 15 &fas.

Ouande pe vardé la concentracién del gluteraldenf-
dc¢ sn ausencin de doromate potéatco (ejemplo 1, omitiendo =
Ia solucidn de dforommto), se consiguderon condiclones de fi
Jucidn Sptivas ouando la concentracidn de glutaraldenfdo fus
46l 0y 1%a Ias consentracionss de glnssraldehfds supsriorss o
inferiores al 0p1% mumoniaron considereblomente la agregaciin
de plaguetas ¥ las conssntracionse superdores al 0,15% de -
glutaraldshido dleron como rosuliade la formaciin de gel en
ol plamss rico en plaguatas.

Comnde se ofiadisron cantldadss varicbles de gluta-
raldenfio al plxems vico en plaguetss que contenfa 0,254 de
&oronato poidsico, las supensiones que contenfan dsl 0,1 al
0y 184 de Ziutaraifehids no mosivaren agregacidn. No obstante,
las consentracionss d¢ glutaraldehido de més del 0,154 o mow
dol 0,108 dderon onmo resuliado ung notable agrogacidn 48 =
plaguates ¥ las comosnireciones superiores g 0,28 gelificaw-
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ron ¢l plasma rico en plagushass

smque el procedimiento de aldehido-dicromatn ss-
4=biliza 1lzs plaguetas e impide la agregeoiln, se observawe- -
ron hilos fibrosos insolubles en wn clerte nimere de suspen
siones de plaquetos fijadas en un tiempy fan breve come § —
dtas despuds de la fijacify y olle parece coniribuir s la -
insatabilidad de las susponsiones, Iog esiudios microsclpi~
cos han mostrade las plaquetas atrapadaes, o sdheridas con -
sstos hilos. Se mancharen estos hilog con ayuda de nigrosi-
na lo que nos sugiere que los mismos eran de unboralcza prg
telco.

B8 fijaron suspensiones de plasrariics on plague~
%as coms en ¢l ejemplo 2 por espacio d¢ 30 minnltos a 3 howw
ras g cufitro tenperatuxas aiferenton compreniidan entre 2590
¥y 5620, Las plaguetas fijalss fuoron centrifugadas, resuse-
pandidas on una solueidn salins de £lbiming de sterc humans
al 7p5%s ¥y compgobaiias mleroscipicamente para ohservar el -
graio de sgregacidn producidc durants um plmaenamients do

- 4yes meses & usia temperatura ambimta.

ias plaquetas suspendidas en albdming, ﬁa suerTo hit
mano prepsredas por f£ijaciSn a 379¢ montraron YNS MAyOr eSw
tabtlidad qus las plaguetes fijeflas o 25, 45 & 5690, obser
véndose una notsble reduceién en la estabilidad de las suse
pensiones de 25 y 562C. EL tiempo de fijacién mo tenfn efes
to impordante sobre la estebilided ds lsm plaguetss a 3T ¥
459C. S observé la susencia de Mlos filrosos en lm tofall
dad de las preparspiones de plagustes cuspendidas en albini
ng de suern humomo. '

Con o1 fin de determinar si las plaguetas fijodas
podfan ser estabilizadns resuspendiénfiolas en diferentes ap
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1nofones do proteing, se fijaron plaguetan durante une hors
& J7%0, Dempuds 8p la centrifugacddn, las plaguetas f1jadas
fusron resuspendides e plaws desfibrinagds, susry hunano

. noreal y solucionss salinaw que contenfan diferantes conden-

10

15

20

traciomss {1,256 » 7,5%) de slbfuning de suerc humano.

Se ohesryeron hilos fidrosss sn 1a suspensidn de «~
plaguatas del plasmr deafibrinado, pers no on las pReparacig
nos ds plaquedes de albdnina de soery humans o dg suero humg
no morual. % obstunte, s« continuacidn ds vn slomcensciento
por espacioc 4 dos samanan o temperatura smbients, (nicansn-
44 ovan antables las plagustas £1jsdns suspendiles en albimd
ny S5 suern Kunade

Son #1 £in de Gaterminer si podian per satobilises
Sun Ins plaquetas Yesuspandidniolas en soluciones de natuma-
denpuds 4 o oentrdfugaoidn, en soluciones salines que oon-
tenfan difwrentos comowntracionas de dims$ilsnlfdxide compréy
Aidan ankrs ul O ¥ o1 204,

Lam plaguotas £Sjadem digren como resulisdo unas ~
suapansiones ostabloes sl dalo de stete gomanas solmments en
gonoentrantonss ds JimatilsudPieide dol 10 al 208 Ins ootk
osntracionss ds mencs &) 7,54 dleron como rosulitaldo uni sy
gacidn fe plagquetan ingramontete. Lag resuspsnsionss d¢ plae
quntos T3 indes an 208 do dimeiileulfdxide disvon oomd resil-

. tedo poss prepavaciones qoe fuaron sotables el mends durmnis

plets pauanam,
b A
I Patenke de Invenoidn qoe we solicite pox velter
o sfiow pexw Sepaline do asuends aun 1a vigente Leglelacifn,
Ssterd resaer sRwy YNETOD0 DE PREPARACION DR URA SUSPRNSEN
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ESTABLE DE PLAQUETAS IR SANGRE"y con Pricridad de 1n solici-
2@ de Patonta en W.S.lA. n? 821,061 do fochn 1 de Agumto de
1977y zesflin las corseterfstions enssnciales de las siguientes:

‘ll“‘"/‘;‘l;*
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To= Kdt0do de preparacién de une sugpensidn sstae—
ble d¢ plaguetas de aangre que consiste en sfadir vna canbie
dal de lon avomo a wng cantided de plasma rieco en plagueins
¥ en sftindir ung cantidad de un aldehido orgdnico a la mezcle
4s plasma ricd en plaguetas-oronc.

Z,w NéS0do de preparaciin de uns snspensifn enipe-
tle de plagquetes de sangrs de acuerds con ls roivindtoncidn
tx o1 o1 qus s} lon de oromo ea ol dicromato potdsico y en -
o1 gue el gidehlde ee el glutaraidenido.

Jem Método de preparecidn do una suspensidn csta~-
ble de plafusian de wangre, d¢ asuerde con ls relvindieacidn
2, a0 el que la concsniracidn ds aldehfdo esid opmprendids -
antre ¢l 0,05 ¥ ol 0,20% y en 8} que la concentracidén do sm~
low de cromo satd comprendida sutre 81 0,2 y ol 0,3%.

4o Whtodo de prepavacifin de unp puspensifdn embae
bls da plaguetas de sangrs, de aonerdo con la redvindicacidn
3: en 81 que o1 aldehfdn esid prevente sn wna condentracién
do) 0% 21 O, 15¢ ¥ ol dloromato estd pressnie a una concens~
$eacidn dol 0,25%.

5. Método de preparasién 4o una suspensidn este—
ble 4e plaguetas de sangrs, gegln la reivindicacidn 1, que -
gonsiste en: Afindiz uns spl de oromo g un plesma rico en plg

- quatas y sfiadir un aldebido orginics al plasma vice en plow—

2%

30

guwias-cromo; perwitiy lg reancidn de la snepensidn asf prew
parada por sspacio de 30 a 160 minutos o unpiemperatura come
prendidn entys 18 y 4580; retivar las plaguetan Iljedas; y ~
resuspander lag plagustas en una soluoldn seleccionadn del
geupe consistente en albdmina de suere homano dilufds con mg
lueidn sading  tna ooncontracidn del 0 al 7,56 dimetilaul.
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féxide dilufdo con wolueidn saline a wne concenbracidin dol -
T:5% gl 207 ¥ solunifn saling,

Gem Wétodo do preparacidn do gnn cuapondidn salmes
ble do plaguotas 46 sangrs, segin la reivinitescifn 5, en ol
que ln ool de cromo e¢g ol dioromato zmtéaicay on 81 gue oL
gldehido 53 6l giuteraldchis,

7.~ Hftodo de preporacifn da vna suspensifn extoe.
ble d¢ plaguetns de sangroy sogin Iz veivindicactdn 6, en o1
que 1z solueifn de reswpensifn corsiate en 20% de dimedile—
aulffxido o en 1,25 a 7,5¢ de oibiming de suerc humand,

8o Hétodo do properacisn de wm suspensidn agto—
ble de¢ plaguetes do sangre, segin la reivindioscifn 7; en sl
que se pormiie la yeaoeldn de e suspensidn duvemto 60 mimn~
toe mﬁﬁm‘m; -

Qe SHRTODG DE PREPARACION DE UBX SUSPINSION ESPA-
BLE DY PLACUETAS DE SANGRE". ‘ |

Segiin queda sustancdedmento deserite en la prestine

-» Mi’ Aok
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4o Homoris que oonsia de dlez hojas, eseritas a méquing por
une avla curn.e

#adrsd, 10 Jui, 1978
WARNGR~LAMBERT COMPANY
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