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Memoria descriptiva

para solicitar  PATENTE DE INVENCION ~ por 20 afos

i

?u nombre de N. V. ORGANCN

entidad / de nacionalidad holandesa

'con domicilio en XLloosterstraat 6, Oss, Holanda

por: "UN PROCEDIMIENTO PARA LA PREPARACION DE ERITROCITOS
%I;Iégll;‘fégb()s PARA LA DETERMINACION INMUNOQUIMICA DE AN
7 n =




La presente invencifn se refiere a un procedi--
miento para perfeccionar las propiedades mecédnicas de los
eritrocitos, haciéndose adecuados pars ser comprimidos en
tabletas, u otras formas s6lidas de dosis wnitaria, sin.-
5 perder su aptitud para ser usados como auxiliares enf@éfl
terminaciones inmunoquimicas. ‘ ﬁ.

Bs sabido que los eritrocitos de mamiferos, ta-
les como ganado vacuno, cabellos, ovejas, conejos, asiiég

mo pollos y seres humanos, se pueden usar como guxiliasres

10 i en detorminaciones inmunoquimicas basadas en la reaccidn

ide un antigeno con su anticuerpo. Lios eritrocitos son apli

S
cados, por ejemplo, como vehiculo de antigeno, por ejewmplo
i

- gonadotrofing coribnica humena (GCH), como se describe en
* Aeta Endoerinologica, 35, 261 (1960), gonadotrofina del -
. 15 suero, hormona del crecimiento (véase Nature, 182, 951 —-
;(1958), y ademis alblmina del suero, gamma globulina, in-
ésulina, hormona luteinizasdora y toxoide del tétenos,
: . 8. V. Boyden indica, en Proc. Soc. Exp. Biol. &
: Med., 73, 289 (1950), que las propiedades de adsorcidém de

20 la superficie de los eritrocitos se perfeccionan mucho —-

por tratamiento con un agente curtiente o un mordiente, -
permitiendo gue el antigeno se una mucho mejor a los eri-
trocitos.

Se hag descerito en la literaturs el uso de los -
‘25 siguientes asgentes curtientes o mordientes: inulina, tanl
no, hidroguinons, bis-diazobencidina (véase, por ejemplo,
Ted. Proc., ;i, 461;}1953); formalina (véase, por ejemplo,
Schweiz, %. Path. Bakb., 21, 1043 (1958), acetaldehido, -

aldehido del 4cido piruvico, y glioxal. También se ha apli
]

30 ‘cado ya el tratemiento sucesivo de los eritrocitos con ai-
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ferentes agentes curtientes y mordientes, por ejemplo un
tratamiento previo con formglina, seguido por reaceibn -
con tanino (véase Wide y Gemzell, en Acta Endocrinologi-~
¢a, ya mencionadas antes). -
En los §ltimos pocos afios han aparecido diver-—
sas publicaclones sobre los ensgyos de embarazo g efec;-
tuar en laboratorio, donde se hace uso de aritrocitos ﬁpg
viamente tratados con un agente curtiente o mordiente;if'

sensibilizados con GCH. Su reaceidn con el antisuero homd

logo puede ser evitada por la GCH presente en la oriny a

1
¢

‘examinar, provocando la formgeidn de un esquema especifi-

'co de sedimentacibn de los eritrocitos sobre el fondo dol

grecipiente de reaccidn.

§ Hasta ghora, los eritrocitos sensibilizados des
‘pués del tratemiento previo han sido almacenados como sug
gpensién acuosa, pero freferiblemente en forma secada por
?congelacién. Sin embargo, los eritrocitos son particulas
gmuy inestables, y la conservacién de estos vehiculos ha
grequerido ya mucho estudio. Los eritrocitos tratados pre- |
!viamente con un mordiente son menos inestables, y se pue-
den secar facilmente por congelacidn, y en estado secado
por congelacibn son estables durante un tiempo bastante
largo. Sin embargo, se necesita wna forma de presentacidn
en la que los eritrocitos se puedan manipular bien, sien-
do al mismo tiempo estables, y conservando todas sus pro-
piedades esenciales para efectuar los métodos de determi-
nacién inmunoquimica.

Sorprendentemente, se ha hallado shora un méto-

do para preparar eritrocitos adecuados para determingeio-

%nes inmunoquimicas de antigenos, tratando los eritrocitos |
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con uno o mas sgentes curtientes, seguido por sensibilizg
cidn con el antigeno, cargcterizado porque la Gltima eta-
pa de la sensibilizacién se efectia en presencia de for—-
maldehido, en concentracibn menor que 2 % (peso/volumen),
a un pH de 5,5 a 8. Las propiedades mecanicas de los-er¢~
trocitos asi tratados se han perfeccionado en grado tal -
que se pueden comprimir en forma de tabletas, conservando
los eritrocitos su aptitud para ser usados como auxiliﬁ}n

res en rescclones inmunoquimicas, despuds de formar ung -

suspensidn con estas tabletas.

Por la memoria deseriptiva de la Patente EE:UU.

;nQ 3.096.250 se conocia ya la forms de sensibilizar los -
%eritroeitos tratados previamente con formelina, en presen
?cia de ung solucidn de formalina, haciéndolo a un pH den—
%tro de 2 unidades desde el punto isoeldetrico del antige-
ino usado. Bsto significa que cuando se aplica el antigeno
éGCH, con un punto isoeléctrico igual.a 2,98, la sensibili
;zacién ha de tener lugar a un pH menor que 5, a diferen—-
fcia del presente método, en el que solo se obtienen bue--
3nos resultados a un pH mayor que 5,5. Adn otra diferencia
es que segin el método conocido se aplica una concentra——
cibn mgyor de formglina, es decir, de 2 a 10 %, mientras

que el nuevo método utiliza una concentracidn menor de 2%,
y preferiblemente menor de 0,25 % (pesq/volumen). Pingle-—
mente, segln dicha patente se requiere la presencia de -
formalina dursnte todo el periodo de sensibilizacibn, a -

diferencia de la presente invencifn.

Se han efectuado ensgyos comparativos con el —-

jpresente método de tratamiento, con GCH como antigeno, a

‘diferentes pH, siendo las condiciones, por lo demis, com=
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pletamente iguales a las descritas en el ejemplo 1 de la
memoria descriptiva de dicha patente, y con ellos se ha
puesto claramente en evidencia que el tratamiento a pH -
iguales a 4,4 y 5,0 no conduce a eritrocitos utilizables
para determinagciones inmunoquimicas. -
Ademds, se ha hallado que se obtienen excelen—~

tes resultados con eritrocitos previamente tratados, svu-

{césivamente, con formaling y tanino. Este método se prés-
‘ta particularmente bien para el uso de gonadotrofina ec--

1

‘riénica humsna (GCH) como antfgeno. Se prefiere una con--

‘centracién de GCH de 10 a 50 UI/ml. Cuando se utiliza GCH :

muy pura, la concentracibn se ha de elevar hasta aproximg§

‘demente 200 UI/ml. Durente la sensibilizacién con GCH, —-

.procedimiento gue usualmente exige uno o unos pocos dias,

‘se deja que el formaldehido mectfie sobre los eritrocitos —

durente las Ultimas 12 a 24 horas, o asi, pero preferible

‘mente durante las Ultimas 15 horas. La temperatura a la —?

que la accibn es 6ptima esth comprendida entre 30 y 402C,

.pero se aplica preferiblemente una temperatura de 37¢C,

Ademas, se ha hallado que cuando se usa GCH co~f

imo antfgeno el tratamiento segin la invencidn produce =—
?
?
16,4,

| Finalmente, se ha hallado un procedimiento pa-

siempre muy buenos resultados g un pH de aproximadsmente

' ra fabrioar tabletas, u otras formas sbélidas de dosis uni
i taria, de eritrocitos adecuados pars determinaciones inmu
noquimicas, earascterizado porgue los eritrocitos prepara-

dos segin la invencidn se mezclan con los productos auxi-

liares requeridos para lg formacidn de tabletas y la de=-
i

- terminacitn inmunogquimica, y luego se comprimen para obte

o~ 338201
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“Ite con las tabletas obtenidas a partir de estos polvos;:H

ner formas de dosis unitaria.

Se efectuaron numeroso ensagyos con suspensiones
de eritrocitos obtenidos después de la sensibilizacibn, -
en su mayor parte después de una a Go0s semanzs de almgcqf
namiento, y ademis con los polvos obtenidos despuds dg:qé

car por congelacibén la suspensidn, también después de ung

o dos semanas de almacenamiento, por ejemplo, y finalmen-

que pesaban aproximedamente 15 mg, para establecer las. -~

‘condiciones bptimas para el presente tratamiento. Bstos -

‘ensayos se efectuaron de la siguiente formas.
: Se hizo una serie de diferentes diluciones @é2;§
un antisuero sdecuado, al que se afiadid una cierta canfi—g
dad de ﬁna orina sin GCH. Se mezcld con estas mezcla lz |
.preparacibén de eritrocitos a enéayar. Iuego se exemind si

‘los eritrocitos se aglutinaben completamente a una dilu-

joic’m grande del antisuero. Tagbién se afiadid la misma pre-
.paracidn de eritrocitos a mezclas de la misma dilucidn deﬁ
‘entisuero y orina‘con GCH. Solo se considerd aceptable elz
‘resultado si se podia mostrar en un corto tiempo, por ejeﬁ
Zplo en menos de 2 horas, la presencia de 1 UI de GCH por
‘ml, es decir, cuando la sglutinacién de los eritrocitos -
cargados con GCH con antisuero, a una dilucidn adecuada,
fué completamente inhibida con orina que contenia 1 UI/ml.
Los eritrocitos tratados segﬁn la inyencidn se
han hecho lo suficientemente fuertes para sger comprimidos
formando, por ejemplo, tabletas. Para este fin se pueden

aplicar los productos guxiliares ususles, que no han de -

; ser agresivos para los eritrocitos y el antigeno unido a

~ellos. Bs natural que la unién entre el antigeno y los -
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dos segin la invencidn no solo tienen propiededes mecdrii-
fcas muy perfeccionadas, sino taombién mayor estabilidad a
‘la aglutinacidn con antisuero. Asi, la aglutinacidn toval

se podrig obtener incluso con una suspensibn de eritroci~:

1/15000, ;

)], Y b‘u\
e

l%ﬁmnnf

eritrocitos no hays de ser gfectada de modo adverso por
los productos auxiliares usados, y que estos no deben te-
ner ung influeneis perceptible sobre las determinaciones
a que se destinan los eritrocitos, de forma que no carbien
esencialmente la sensibilidad, exactitud y velocidad dq la
reaccién de determinacidn. o

Se ha hallado gdemis que los eritrocitos trata-

tos no tratada, sensibilizados con GCH a una dilucién‘de.
entisuero igual a 1/2500, mientras que después del trata-
miento segin la invencidén de la misma suspensidn produjo

la misma reaccidn a una dilucibn de antisuero de 1/7500 a

La invencidn no se limita a la aplicacibn en la
sensibilizacién de eritrocitos con GCH; también se puede

‘aplicer a la semnsibilizacidn con cualquier antigeno que

;pueda resistir el presente tratamiento con formaldehido.
§ Para determinaciones inmunoquimicas se puede -
gaplioar tanto el polvo de eritrocitos sensibilizados ob-
étenido, por ejemplo, por secado por congelacibn, o por se-
gcado por pulverizacibn de la suspensidn, como las tabletas
lobtenidas de &1 por compresidn.

Dado que los polvoé obtenidos por secado por con-
gelacidn de suspensiones de eritrocitos eon muy higroscéd-

picos, se mezclan y comprimen con los otros productos guxi

‘liares preferiblemente en una atmdsfera que tenga un grado

de humedad relativa pequefla, preferiblemente de hasta apro
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Ximadamente 20%. Es ventajoso elegir en la compresifn ta-
iles ingredientes, y aplicar tales condiciones, que el tiem
po de desintegracién de las tabletas sea corto, por ejem-
plo menor que 3 min.

Como ejemplos de productos suxiliares g apliqé;
se mencionan los siguientés, gue preferiblemente se aﬁi;—

can en la preparacibén de tabletas para efectuar reaccio-

‘nes de embarazo. Como cargas se pueden usar, entre otras,
: ”

:la sacarosa, manita, lactosa y urea; como lubricantes, por

?ejemplo, 4cido boérico, almiddén, Carbowax 4000 y estearato

.de magnesio; como agentes de desintegracibn, por ejemplb,1
“almiddn y 4eido alginico. Otros ingredientes som, por éﬁég
‘plo, sustancias usadas en dicha determinacién, tal como ~§
jfosfatos, por ejemplo fosfato monopotdsico y fosfato diséé
‘dico, que sirven como tampones de la suspensibn preparada§

§
l
con las tabletas, y también clorurc sbédico y un agente de |
‘ :
‘quelacidn, tal como la sal disddica del 4cido etiléndiami-

notetraacético (EDTA) y albimina. Los ingredientes reque- !
ridos se pueden mezclar en estado seco con los eritrocitos

tratados, antes de formar las tabletas, pero es mis venta-

4

§joso disolver juntos los ingredientes solubles, y secarlos

;:por secado, por pulverizacidn, seguido por mezclado con log

o ————— —r

eritrocitos tratados, pars obtener una mezcla muy homogé-

inea y evitar que los eritrocitos sean dafiados durante el

trgbamiento posterior, debido a los componentes cristali-
nos bastos de los productos aguxiliares.
En el tratamiento de productos auxiliares inso-

lubles se ha de prestar especial atencién a que no inter-

fieran con las determinaciones efectuadas con una suspen-

Esién obtenida a partir de las tabletas, ya que los compo-

_ 338201
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nentes insolubles serdn ficilmente cepaces de modificar el
esquema d¢ sedimentacién de los eritrocitos, influyendo -
asi desfavorasblemente sobre la exgetitud de lg observa~

cibn.

Descripeidn de las reaglizaeciones preferidas

En los ejemplos siguientes, que se han de consi-

derar como ilustrativos, y no como limitgtivos, se halla-

irén mbs detalles del procedimiento.

I
i
|

Ejemplo 1

i

Una suspensidn de eritrocitos de oveja, traté&bs
de forma conoecida con formalina y tanino, fué centrifugads
y lavada con un tampén de fosfato y cloruro sbédico, de pﬁé
igual a 6,4, y luego fué incorporada en este tampbn. Se -
afiadid a esta mezcla un volumen igual de una solucidn de
50 UI de GCH por ml, en un tempdn de pH igual a 6,4. Estag
mezela fué almacenada durente 48 horas a 372 C, tras lo - :
fcual se afiadid formaldehido hasta que se obiuvo una concen
tracifn final de 0,25% (peso/volumen) de formaldehido. - —é
iLuego se almacend esta mezcla durente 15 horas a una tempg_i
iratura de 379 ¢, tras lo cual se volvieron a centrifugar
'los eritrocitos, se lavaron con una solucidn salina fisio-
glégica, se incorporaron, como suspensidén el 10% v/v, en
una solucibn salina fisioldgica que contenia 0,1% de albi-
ming de suero bovino, y se almacenaron durante unos pocos
dias a de 0 g 42 ¢,

Después de &sto se centrifugsron los eritrocitos,

se lavaron con uns solucibn salina fisioldgica, y se seca-

ron por congelacibn, de forma conocida, El polvo es un buen

338201 |
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!tivo en determinaciones inmunoguimicas de embarazo.

-0 - 338201

Ejemplo 2

Se trataron 300 ml de la suspensidn de eritroci-
tos de pH igual a 6,4, segin el ejemplo 1, con 300 ml de
una solucidn de GCH con 50 UI de GCH por ml, a pH 1gual
7,6, ¥ luego con formaldehido, a concentracidn final de -
0,5%. Después de secar el polvo por congelacibn, se forma—

ron tabletas. Ias tabletas obtenidas dieron excelentes)@e-

sultados como reactivo de ensayos inmunoguimicos de emba?
 razo. ‘

Bjemplo 3

Por el método del ejemplo 1, se sensibilizaron-
feritrocitos con GCH, en presencia de formaldehido, a cbﬁ-é
centracién final de 0,25%, y é1lo durante las Gltimas 24

"horas a 302 C. Después de secar por congelacibdn y de com-

primir, se obtuvieron tabletas que dieron excelentes resul

“tados como reactivo en un ensayo de GCH.

Ejemplo 4

Se efectuaron experimentos con tratamiento con
i P cqa
i formaldehido durante las ultimas 15 horas de lg sensibili-

zacibn de eritrocitos con GCH, segin el ejemplo 1, pero es

ta vez a un pH igual a 5,5. La suspensidn se secbd en un se
cador Niro por pulverizacidn, con una temperatdra de entrg
da de 1259 C y una temperatura de salidg de 752C. Iuego se
mezcld el polvo resultante con 0,4% (peso/peso) de almi-
dén de patata, y se comprimid formando tabletas de apro-

ximadamente 15 mg. Dieron excelentes resuligdos como regc-
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1

Bstg solicitud que corresponde a la presentada
en Holanda, el dia 24 de Marzo de 1.966, con el nimero -
66-03.909, se acoge a los beneficios del articulo 51 del

vigente Estatuto sobre Propiedad Industrial.

-~ N 0T A -

Los puntos de invencidn propia y nueva que se.

‘presentan para que sean objeto de esta solicitud de Paten-

te de Invencidn en Rspafia, por VEINTE afios, son los si~
guientes:

1l.- Un procedimiento para la preparacién de eri-

trocitos apropiados para la determinacidn inmunoguimica de

‘caracterizado porque se usan como material de partida eri
‘trocitos que han sido tratados sucesivamente con formal-

fdehido y tanino.

i

H
i
H

|

en una solucidn de formgldehido con concentracibén de apro-

antigenos, por tratamiento de los eritrocitos con uno o mé?
agentes curtientes, seguido por sensibilizacidn con el an-
tigeno, caracterizado porque la @ltima etapa de la sensi-
bilizacibn se efectia en presencis de formaldehido, a con—%
centracidn menor que 2% (peso/volumen), a pH de 5,5 a 8.

2.~ Un procedimiento segin la reivindicacibn 1,;

3.~ Un procedimiento segin la reivindicacidn 1 6
2, caracterizado porque se usa como sntigeno gonadotrofing

coriénica humana.
4,~ Un procedimiento segin las reivindicaciones

1 a 3, caracterizado porque la Sensibilizacibn se efectia

!

338201
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ximedsmente 0,25% (peso/volumen).
5.- Un procedimiento segin las reivindicaciones
1 a 4, caracterizado porque el tratemiento se efectia a
aproximadamente 37¢ C. pj _
6.~ Un procedimiento segln las reivindicaeiépgg

1 a 5, caracterizado porque el tratamiento se efectéa'&g—

rante aproximedamente las Wltimas 15 horas de sensibili-
7.- Un procedimiento segin las reivindicaciones

.1 a 6, caracterizado porque el tratamiento se efectia a: -

un pH de aproximadamente 6,4.
8.~ Un procedimiento para fabricar tabletas, w
'otras formas s6lidas de dosis unitaria, a partir de eri-

- $rocitos adecuados para determinaciones inmunoquimicas,
. ) !
" earacterizado porque los eritrocitos tratados segin uno ,

o més de los métodos segin las reivindicaciones 1 a 7 son:

: !
i mezelados con los productos guxiligres requeridos para la:
3formacién de tabletas y para el método de determinacidn,

¥ luego son comprimidos para obtener formas de dosis uni-j

9.-Un procedimiento para la preparacibn de eri-

trocitos aproplados para la determinacidn inmunogquimica

., de antigenos.
|

Tal y como se ha descrito en la lemoria gue an-

. tecede y con los fines que se han especificado.




Esta Memoria consta de trece hojas escritas a

maquina, por una sola cara.
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