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El invento tiene como objeto un procedimien
to para la obtencidén de emulsiones lipidicas. Concier
ne igualmente a los productos as{ obtenidos, que pue-
den ser aplicados conmo reactivos en seroinmunologia.
Una aplicacidén particularmente_interesgnte de dichos
productos es la de permitir la puesta en evidencia de
anticuerpoa'por aglutinacidn de la emulsidn lipidica,
especialmente log anticuerpos presentes en la sangre

circulante y responsables de la hiperlipidemia.

¥

Para ilustrar el invento, se indicard hreve
mente uno de sus campos de aplicacidén., Desde 1965 se
éabe que la hiperlipidemia por autoanticuerpos es una
enfermedad que desemboca frecuentemente en accidentes
arterieles (aterosclerosis) y quees debida a la presen—
cig en la sangre circulente de anticuerpos para la ma=-
yor parte de antilipoProteinaé. Entre los documentos
de la técnica anterior méds representatios, se pueden
citar a este respecto los articulos de J.L. BEAUMONT
en "Buropean Journal of Clinical and Biological Re —-
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rearch" (Hiperlipidemie autoinmune, una enfermedad me
tabdlica aterozénice de origen inmune) y en "Atheros-
clerosis : Proceedings of the Second Internafional Sym
posium" (Hiperlipidemia autoinmune), Springer-Verlag,
Nueva fork 1970. Bstos articulos contienen numerosas
referencias bibliogréficas que completan el estado do
cumental de la cuestion. BEn la presente descripecion,
el contenido de estas diversas referencias no serd re
cordado en cuanto a los detalles y bastard referirse
a elles para situar de modo preciso el estado de la -~
técnica,

Evidentemente es muy importante poder detegc
tar une enfermedad, tal como la hiperlipidemis por -~
autoanticuerpos, y de la meners mas simple que seg =-
posible. No obstante, se ha encontrado que los anti--
cuerpes responsables de la enfermedad no son casi nun
ca susceptibles de precipitar y generalmente muy poco
susceptibles de aglutinarse, si bien que, incluso cuan
do se poseen el antigeno y los anticuerpos en estado
puro, no se obtiene ninguna reaccidén susceptible de -
detectarse por los procedimientos clédsicos (precipite
cion en solucidn seline o en gel, eglutinacidn de he-
maties sensibilizados o de particulas de ldtex). Por
lo tanto, se debe recurrir a otros medios de deteccicn,

que ponen en juego especialmente del fendmeno de aglu
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tinacidn de une emulsidn lipidica.

Dicho fendmeno esté caracterizado por la aglu
tinacion visible a simple vista y al microscopio de -
las particulas lipidicas de una emulsidn en presencia
de un suero o de una fraccidn de suero gue contiene -
un anticuerpo que reacciona con una sustancia (antiée-
no) situada en la superficie de la emulsidn. Bste es
especifico y puede ser inhibido por un exceso de anti
geno. Este fendmeno se asemeja & los fendmenos de aglu
tinacidn de hematies o de otras particulas (ldtex) ac
tivadas 0 no por otras sustancias que se utilizan nor
melmente hoy en dia para el estudio de los anticuer—-
pos. Un fenomeno de floculacidn de emulsidn lipidica
ya se ha utilizado en serohematologia para ciertos —-
ensayos, unos de naturaleza inmunologica (reaccidn de

Vasserman), otros no especificos (ensayo con cefalino-

colesterol).

En ciertos documentos de la técuica anterior,
en particular en la patente inglesa 1.163.470, se ha
propuesto utilizar un aceite seco, no tdéxico para la
produccién de diversas vacunas. Estas vacunas estdn ~
constituidas por una dispersidn de un material antige
no en tal aceite, que puede ser especialmente un aceite
vegetal, tal como aceite de oliva o aceite de cacahuete.

Los productos asi obtenidos son vacunas y no reactivos

-4 -
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utilizables para la deteccidn de las reacciones de an
tizeno-anticuerpos. Ademds, estas vacunas son produci
das dispersando en el aceite los antigenos cuidadosa-
mente desecados de modo previo. Por el contrario, se-
gﬁn el invento se propone un procedimiento para la ob

tencidén de emulsiones lipidicas activadas, en el cual

“se realiza una emulsion de aceite en agua, en cuya su

perficie se encuehtra el antigeno. Ia emulsion segun
el invento, que contiene por lo tanto un medio acuoso,
no es utilizable como vacuns, sino en calidad de reac
tivo por aglutinacidn.

Para ilustrar la tecnologia de aglutinacion
conocida en la técnica anterior con empleo de un 1é-
tex, puede citarse la solicitud de pateunte holandesa
publicada bajo el numero 65 04823, Este ulitimo documen
to concierne a un procedimiento para la preparacién -
de un reactivo para determinaciones inmunoquimicas, en
el cual se trata con una proteina inerte & un soporte
inerte constituido por latex o una suspensidn de tal
soporte inerte, después de lo cual se activa la pro--
teina con un antigeno o con un anticuerpo. Este proce
dimiento pertenece a la técnica conocida para la detec
cidén de las reacciones de antigeno-anticuerpos. El pre
sente invento propone también uno de tales tipos de -

reactivos, pero la naturaleza del soporte sobre el cual

~ 5 -
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gs fija el antigeno difiere fundamentalme nte, dado que,
en la téenica anterior, se hace uso de un 1létex, mien
tres gue el invento preve utilizar, en calidad de so=
porte, una emulsion de aciete en agua.

En efecto, los reactivos cldasicos utiles pa-
ra la deteccidn de diversos anticuerpos no son conve-
nientes para ciertas aplicaciones, especialmente (1)
aguellas en que los anticuerpos reaccionan con lugares
que no estan presentes en estos reactivos y (2) aque~
llas en que los anticuerpos son muy poco susceptibles
de aglutinarse, tal como ocurre con la hiperlipidemia.
Por lo tanto es necesario poner a punto diversos nue-
vos reactivos, los cuales, segin el invento, estén ——
constituidos por una emulsidn lipidice activada.

Por lo tanto el invento tiene como objeto -
un procedimiento general pare la obtencidn de emulsio
nes lipidicas activadas.

Otro objeto del invento es un procedimien-
to que conduce 2 emulsiones lipidicas activadas que -
difieren esencialmente en lo que se refiere al antige
no activador.

Tgualmente, el invento tiene como objeto las
emulsiones lipidicas activadas obtenidas por dicho =-
procedimiento.

El invento tieme como otro objeto la aplica

-6 ~
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¢cidu de nuevas eaulsiones lipidicas activadas a titulo
de reactivos para aglutinacidn, utilizables en seroin
muologia con vistas a la deteccidn de anticuerpos. -

El invento tiene ademds como objeto los ——
reactivos para aglutinacion de una emulsién lipidica,
aplicados especialmente a la deteccidn de los anticuer
pos responsables de la hierlipidemia por autcanticuer
pOS,

El invento tiene como otro de sus objetos -
un procedimiento general para la deteccidn de anticuer
pos contra sustancias muy poco o nada hidrosolubles,
es decir sustancias esencialmente lipdfilas.

El invento tiene ademds como objeto un pro-
cedimiento que permite la deteccidn de pequefias molégu
las de antigenos (haptenos) gracias a la utilizacidn
de emulsiones lipfdicas activadas.

De una manera general el invento tiene como
objeto un procedimiento para la obtencidén de emulsio-
nes lipidieas activadas, que estéd caracterizado porque
se forma una emulsién en un aceite neutro, liquido a
la temperatura ambiente, con una proteina que compran
de o constituye al menos un antigeno activador corres
pondiente al anticuerpo que ha de ser detectado.

En una forma de realizacidn particular, el

: ] , ?
invento concierne & wn procedimiento para la obtencion
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de emulsiones lipidicas activadas que estd caracteri-
zado porque Se pone & uhe proteina, tal como la Fa—Li
poprotefna, la albimina deslipidada, y las proteinas
del suero normal, en intimo contacto con un aceite —-
neutro liquido a la tewperatura embiente, y porque se
forme una emulsidn estable por sucesivas centrifugacio
nes y purificaciones.

En otro aspecto, el invento concierne a un
procedimiento para la obtencidn de emulsiones lipfdi-
cas activadas que esta caracterizado porque se pone &
una proteina, sobre la cual se han fijedo moldculas ~
suscepltibles de ser reconocidas por anticuerpos esPeci
ficos, en intimo contacto con un aceite neutro 1fqui-
do a la temperatura ambiente y porque se forma une emul
sidn estable por sucesivas centrifugaciones y purifi-
ceciones.,

Las proteinas gque sirven para fijar otras -
moléculas son, por ejemplo, la beta~lipoproteina y la
albimine del suero. Se utiliza de modo ventajoso la -
elbumina. A titulo de moléculas que pueden ser fija—-
das sobre las prote{nas, se utilizan especialmente pe
quefias moléculas (haptenos). Seguidamente se darén nu
merosos e jemplos de éstas.

El procedimiento del invento sera ilustrado

con més detalle en la descripcion que sigue:

-8 -
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I. Preparacidn de las proteinas.

Las proteinas representan un constituyente
esencial de las nuevas emulsiones lipidicas. Gracias
al procedimiento del invento, estas emulsiones son ac
tivadas por dichas proteinas. Se pueden obtener diver
sas emulsiones lipidicas activadas segun el tipo de -
proteina utilizada, es decir segin el tipo del antige
no activador. Esta caracteristica presenta un interés
particular para la deteccidn de la hiperlipidemia por
autoanticuerpos o de cualquier otra enfermedad que ha
ce entrar en juego un anticuerpo, produciéndose la ~-
aglutinacidon con el reactivo cuando la emulsion con--
tiene el antigenc o los ant{genos correspondientes al
anticuerpo en cuestidn.

Las emulsiones lipfdicas segin el invento -
son estabilizadas de este wodo por la presencia en su
superficie de proteinas que, al mismo tiempo, las ac-
tivan haciéndolas reactivas con ciertos anticuerpos.
Con estas emulsiones lipidicas activadas, es posible
reconocer la presencia de anticuerpos que reaccionan
con los lugares presentes sobre las proteinas utiliza
das para la activacion.

Segun el invento se pueden utilizar tembién,
para la preparacién de emulsiones lipidicas activadas,

proteinas sobre las cuales son fijadas otras moléculas

-0 -
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susceptibles de ser reconocidas por antilcuerpos GSpeci
ficos. En este caso, la emulsion lipidica, activada y
estabilizada por la proteina, es un reactivo utilizable
para la deteccidn de numeroses actividedes de anticuer
pos dirigidas contre los lugares suministrados por las
moléculas fijadas sobre la protef{na (haptenos).
Seguidamente se describird, a t{tulo de ejem
plo ilustrative, la preparacion de ciertas proteinas
convenientes pare la obtencidn de las emulsionss lipi-

dicas activadas.

A.~ Preparacidon de f[-liporpoteinas,
v

En une primera forme de realizacidn, se per
te de (E ~lipoproteinas de origen humano o animal. Se
deseribirs ahors con detslle la preparacidn de la P:-
lipoproteins humana. Se utiliza suero humano normal -
(SHN) que se mezcla con un volumen igual de tampdn de
veronal de pH 5,5. Con une solucidn A de Michaelis -~
compuesta por 29,43 g de veronal sédico, 19,43 g de ~
acetato de sodio y de agua destilada (complemento hes
ta 1 litro), se obtiens el tampdn de veronal de pH 5,5
mezclando 1 volumen de dicha solucidn A de Michaelis
¥y 9 volumenes de suero fisioldgico que tiene conteni-
dos ponderales de NaCl de 9 g o/oo y de N3Na de 1 g -
0/00) ajustando el pH con HCl.
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(1) Precipitacicon de la p-lipoproteina.
{

Ia mezcla de SHHN - tampdn de veronal de pH
5,5 es diluida 1/2 y se le afiade un volumen igual de
una solucidn precipitante. Por 1 volumen de dicha megz
cla diluida a 1/2, se afiade de este modo 1 volumen de
une solucidn precipitarte constituida por un volumen
de wne solucidn de MgCl, con 50 g 0/00 en peso y un -
volumen de une solucidn de heparina con 4 g o/oo en -
peso. Después de haber mezclado Intimamente, se deja
reposar durante una noche a 49C, se decanta, se¢ dese-
cha el 1iquido sobrenadante, luego se aisla ¥y se lava

el producto precipitado.

(2) Lavado del precipitado.

El lavado del precipitado se efectda en va
rias etapas.

(2) Se lava con varias recogidas, por ejem~
plo tres veces, con la solucidn precipitante anterior
mente descrita en (1). En cada uno de estos lavados,
se vuelve & poner el precipitado en suspensidn, se --
centrifuge y se desacha la solucidn de lavado para ais
lar el precipitado lavado.

(b) Se recoge el precipitado obtenido después
de la etapa (a) con tampdn de veronal de pH 5,5 prece

dentemente definido en (1), de manera que se obtenga
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la disolucidn parcial del precipitado.

(¢) Se realiza una nueva precipitacion, vo-
lumen por volumen, con la solucidn precipitante.

(@) Se efectian adicionalmente lavaedos, por
ejemplo dos lavados, del precipitado obtenido en (c¢),
con la ayuda de la solucion precipitante, en las mis-~
mas condiciones que se describen en (a).

(e) Se disuelve el precipitado lavado obte-
nido en la etapa (d) en un tampon de veronal de pH Ts3e
El tampon de veronal de pH 7,3 se obtiene mezelando 1
volumen de solucidn A de Michaelis definida en (1) con
9 volumenes del suero fisioldgico anteriormente des-
erito, y ajustando el pH con HCl. De este wodo, al fi
nal de la etapa (e) se obtiene una solucidn de @ ~1li-

poproteine en dicho tempon.

(3) Purificacion de 1la /b ~lipoproteina.
\

(a) Se dialize la solucidn de ﬁ;—lipOpro~~
te{na frente a tampdn fosfato 0,05 M de pH 6,5. Los -
tampones de fosfato designados por la abreviaturg --
TPO,, corresponden & la formula PO

molecular 137,99).

(b) Se hace pasar la solucidén sobre una co
lumne de DEAE-celulosa (dietilaminocetil-celulosa) acon

dicionada en 1PO;, 0,05 M, de pH 6,5. Ia elucidén se =

- 12 -
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realiza con 1PO, 0,05 M de pH 6,5 hasta la eliminacidn
de las \Siglobulinas (obtencion de una DO desde O has
ta 280 m/u) 7 luego con TP, 0,15 M de pH 6,5, lo cual
conduce & la elucion de la fraccion de ¢~1ipoproteina.

(c) Se dialize el méximo de la G,—lipoproteina
frente al suero fisiologico tel como se describe prece
dentemente,

Como consecuencia de estas diversas eteapas,
se obtiene la (b ~lipoproteina humanz que puede ser -
conservada con facilidad a una temperatura de +42C apro
ximadamente.

El modo opsratoric anterior ha sido descri-
to con detalles partiendo del suero humano normal. Se
puede reemplezer este Ultimo por suero animal, depen~
diendo de la aplicacidn prevista para la emulsion li-
pidica sctivada que se obtiene tal como se describira
seguidamente.

Ademés, se pueden aportar variantes en las
diverses etapas precedentes., Estas han sido descritas
con detalle arriba de manera gue se las haga perfecta
mente reproducibles por un experto en la téenica. Ia
vrice condicidn es la de que se obtenga finalmente -
une fraccidn de (b-lipoproteinas purificadas. Los me-
dios cromatogrificos de purificacidn indicados ante-~-

riormente en (3) han proporcionado buenos resultados

-13 -
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en la practica.

B. Preparacion de albumina deslipidada.

En otra forme de realizacion, se parte de al
bumina de origen humeno o animal. Se describirs ahora
con detalles la preparacidn de albimina deslipidada -
humena, pero es evidente que se puede reemplazar a es
te Ultima por un producto de origen animal, dependien
do de la aplicacion prevista para la emulsidn lipfdi-
ca activada que se obtendréd finelmente.

Se utiliza por ejemplo le albumins humana -
fraceidn V presentada en el mercado por la Sociedad -
Calbiochem. Se realiza entonces la deslipidecidn de -
dicha albimina con éter ordinario. A este efecto, se
dispone la albumine en polvo en recipientes sumergidos
en un bafio de hielo & 02C y se le afiaden aproximada--
mente 5 voldmenes de éter. Se agite endrgicamente va-
rias veces, por ejemplo tres veeces, dejando reposar -
algunos instantes entre cada operacidn (tiempo de re-
poso por ejemplo de 15 winutos). Se centrifuge y se -
desecha el éter para separar el producto sdlido. Este
producto es recogido con éter, es agitado de nuevo co
mo precedentemente, después de lo cual se centrifuga
y se aisla la albumina. Le operacion se puede repetir

? v .
varias veces, tal como es clasico en las extracciones

-14 -



1o

25

17.2.72

400155

con disolventes. Finaslmente, se seca la albumina en va
c{o, pare obtener una albimina deslipideda.

Se pueden aporter variantes de este modo ~-
operatorio. As{ se puede reemplazar el éter por otro
disolvente o mezcla de disolventes, capaz de extraer
los 1ipidos de la albumine, tales como metilal, cloro-

formo u otro disolvente.

C. Proteinas a titulo de agentes pars fijar

otras sustancias,

1) Con la beta-lipoproteina, se pueden fi~
jar con facilidad sobre las emulsiones lipidicas hepa~
rina 8si como otros mucopolisacdridos segun una téeni
ca que se describe seguidamente.

2) Con la albuming las posibilidades son to
davia mayores que con la beta—lipoproteina. Sin inter
medio de ningﬁn agente qu{mico se puede obtener en —-
efecto la fijacion sobre la albumina de numerosas mo-
léculas. Esta fijacién es aumentada cuando la albimine
es previamente deslipidada segun el procedimiento ya
descrito en el pdrrafo B. Esta concierne a cuerpos nmuy
variados:

&) Lipidos : de este modo se ha preparado y
utilizado albumine cargada con fosfolipidos (mezcla -

de fosfolipidos, cefalina, lecitina, esfingomielina).

-15 =
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Se ha utilizado tembién albimina cargada con dcidos -
grasos (especialmente dcido oleico).

b) Vitaminas : albumina cargada con vitamina
A ha sido preparada y utilizada para la preparacion -
de emulsidn lipidica activada de modo correspondiente.

c) Medicamentos, especialmente dcido acetil
selic{lico y un agente hipocolesterolémico. !

d) Mucopolisacaridos y especialmente hepari
na que puede ser fijada sobre las emulsiones por inter
medio de albumina, tal como lo es por intermedio de -~
la beta-lipoproteina.

La enumeracidn de estas sustancias concier
ne & aquellas para las cusles se han realizado las ex
periencias necesarias y evidentemente csta enumeracidn
no es exhaustiva. Es cierto y evidente que ol campo =~
de aplicacidn del procedimiento del invento es mucho
més vasto.

Las duraciones y las temperaturas de incuba-
cidn de los antigenos en contacto con las proteinas -
de soporte tales como albumina o beta~lipoproteinas -
son susceptibles de modificaciones en funcidn de la -
naturaleze del antigeno que se ha de fijar, siendo la
duracidn ptima de 24 a 48 horas & 42C. Es posible re
ducir esta duracidn aumentando la teﬁperatura, 8 incu

bando por ejemplo & 372C.

- 16 =
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A titulo de ejemplo, se deseribird la prepa

racion de G’~lipoproteinas cargadas con heparins.

Preparacion de @;—lipoproteinas cargadas con

heparina.

Se utilizan las 65-11poproteinas obtenidas
¥ purificadas tal como se describe en A o por 1a§ va~
rientes precedentemente indicadas.

A las @-&ipoproteinas se afiade un peso sen
siblemente igual de heparina, por ejemplo la heparina
Fournier paras inyeccién intravenosa de 5.000 b@/ha, y
se mezcla cuidedosamente. Se utilizan, a t{tulo ilus-
trativo, 20 mg de ﬁB-lipoprote{nas ¥y 20 mg de hepari-
na. Se hace incubar la mezcla durante un cierto tiem—
po (30 winubtos) a +42C y luego se filtra sobre una co
lumna rellena con gei de dextrano que este presentado
en el mercado por la sociedad Pharmacia Uppsala bajo
la denominacidn "Sephadex G 200" de calidad especial
pars la filtracién sobre gel. Se procede seguidamente
a la elucidn en suero fisioldgico y se recoge el méxi
mo excluido de "Sephadex" antes citado, que correspon
de a una fraceion que tiene un volumen ligeramente su
perior al de la muestra depositada. Se obtienen de es
te modo las Fb ~lipoproteinas cargadas con heparina -

fijada.

- 17 =
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Tal como en los casos precedentes, se pue-
den aportar variantes en el modo operatorio descrito,
especialmente utilizando productos animeles en lugar
de productos humanos, o empleando otras especies o gé

5 neros de heparina, siendo la uUnica finelidad a lograr
el aislamiento de una fraccion protefnica a base de -
(b -lipoproteinas cargadas con heparina fijada.

Se observard que la preparacidn de las emul
siones lipidicas activadas con las proteinas que con-

10 tienen otras moléculas se efectis segin el mismo pro-
cedimiento que se describe para el caso general de la
beta~lipoproteina o de la albimina. Es suficiente pre
parar por medios particulares la proteina que sirve -
como agente de fijacidn.

15 La fijacidn sobre la proteina de la molécu~
la considerada puede efectuarse bien sea en medio acuo
so cuando se trata de una sustancia hidrosoluble (por
ejemplo heparine) bien sea en un sistema de dos fa-
ges cuando el producto es insoluble esn agua. En este

20 caso se utiliza una de las dos técnicas siguientes:

- contacto prolongado de la solucion acuose
de proteina con el producto bajo forme seca,

~ contacto prolongado de la proteina en so-
lucidn acuosa con el producto solubilizado en otre -

25 fase no miscible con agua. Este Ultimo procedimiento

17-2072 - 18 -
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es aplicable especialmente & la preparacidn de albimi
ne cargade con lipidos (fosfollpidos, dcidos grasos,
vitaminas liposolubles). Los disolventes utilizados -
para la segunda fase han sido éter y cloroformo. Ade-
mas, se puede preparar albumine cargada con ciertas -
sustancias a partir del suero de seres humanos o ani-
males que las han absorbido, estando implicada agqui -
le funcion de transporte de la albumina. Esto se ha -
realizado por ejemplo para la albumina cargada con un
medicamento hipolipidémico.

Despucs de fijacidn, la solucidén de protef-
na es lavada bien sea por filtracion sobre gel, bien
sea por cromatografie, bien sea también por precipita
cidn salina.

Une vez lavadas y recogidas en solucidn fi-
sioldgica, las protef{nas cargadas con moléculas "coad
yuventes" o "asociadas" estédn dispuestas para la.pre-
paracién'de las emulsiones lipidicas activadas segin
el procedimiento general descrito.

D. Todavia en otro modo de realizacidn, el
suero humeno o animal normal ee utilizado tel como egs
té para la obtencidn de emulsiones lipidicas activa-
das.

Se va a describir ahora la preparacidén pro-

piamente dicha de las emulsiones lipidicas activadas.

- 19 -
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II. Obtencion de las emulsiones lipidicas -

activadas.

Pare la obtencion de la emulsidn, se utilize
un aceite neutro 1lfquido a la temperatura ambiente, de
origen animal o vegetal. El aceite de oliva comerecigl
proporciona buenos resultados practicos y se encuen—
tra fécilmente disponible.

De wne manera general, la emulsidén se prepa
ra. mezclando cantidades dosificadas de aciete y de pro
teina en solucion acuosa fisioldgica y sometiendo la
mezcla atla accion de los ultrasonidas. Las cantida-
des reletivas exactas de proteina y de aciete varian
dependiendo del tipo de proteina y ¢ pueden determi-
nar por medio de ensayos prelimineres, Ejemplos ilus-
trativos se dan seguidamente, En general, es convenien
te utilizar concentraciones de proteinas superiores a
1500 wé/hl con relacion a la emulsidn. Las cantidades
inferiores a 1500 »6/@1 procuran un rendimiento medio
cre y una conservacidn més diffcil de las emulsiones,
Las cantidades optimes de proteinas pare la prepara—-
cion de las emulsiones se situan en general dentro del
margen de 2000 & 3000~6 /ml, pero varfan con el tipo
de anti{geno utilizado. Se pueden utilizar concentra—-
ciones superiores, siendo eliminado a continuacidon el

antigeno en exceso en el curso del lavado sobre colum
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na de "Sephadex" o de "Sepharose",

. DesPués de pésada por ﬁltrasonidos, la emul
sion es generalmente estabilizada. No obstante, si -
particulas de suspensién se separan ulteriormente del
1{guido durante la conservacion, es suficiente someter
a la emulsion a la accidn de los ultrasonidos durante
un tiempo breve justamente antes de la utilizaéidn.

La emulsidn es purificada en general por me
dio de lavados. Otro medio eficaz de purificacidn es
la filtracidn sobre gel. La emulsidn puede ser conser
vada en un envase de plastico en presencia de un inhi
bidor del crecimiento o desarrollo bacteriamno. A titu
lo de inhibidor, se prefiere la azida de sodio NaN3.

Se pueden utilizar otros aditivos en la --
emulsidn. As{, la emulsidn puede ser hecha mds visi-
ble por medio de una coloracidén previa.

Se describirdn ahora a t{tulo puramente ilus
trativo modos particulares de preparacidn de las emul

siones lip{dicas activadas.

A. Mezecle de protefns y de aceite.

La table siguiente indice las proporciones
relativas de proteina y de aceite de oliva que permi-
ten obtener précticamente emulsiones lipidicas activa

das convenientes para las necesidades del invento. No
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obstante, uno se puede apartar lizeramente de los va-

lores exactos indicados, especialmente haciendo variar

la cantidad de aceite. Las proteinas de la tabla I han

sido definidas en el pdrrafo

Tebla I

Enulsidn lipidica activade
con las (b ~lipoproteinas

BEnulsion lipidica activada
con SHE (suero humano nore
mal )

Emulsxon lip{dica activada
con albumina deslipidada

Boulsidn lipidica activada
con las -llpoprotelqas
cargadas con heparina.

I precedente.

Proteinas Aceite de oliva

Cantidad
1 ml & ZF 1500{/1:11

Suere humano nor
wal puro (70.0C0
75 ml) Cantidad:

75/ul
25/111

Albumine deslipidada

77 2000-6/m1 200 1

Cantidad = 1 ml

maxiio exoluldo en

la filtracion sobre

"Sephadex G 200" que

tiene un contgnido de
~lipoproteiuas de

1560 y ‘ml

Cantidad : 1 ml

75/u1

B. Pasada por ultrasonidos y tratamiento com

nlenentario.

Se somete a la mezcla oleosa obtenida en el

pdrrafo A precedente a la accidn de los ultrasonidos.

A este gfecto se sumerge una

sonda de uvltrasonidos en

el tubo que contiene la mezecla y se trata durante un

tiempo proporcional al volumen de la mezcla, especiale
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mente a razén de 1 minuto por ml de solucidn proteini
ca. Es preferible eviiar la elevacidn de temperatura
de la mezcla y se trabaja por lo tento enfriando la
pared exterior del tubo, por ejemplo sumergiéndola en
un bafic de hielo a 0°C., La accion & los ultrasonidos
debe permitir romper todas las gotas de acelte.

Después del paso propiamente dicho por ul--
trasonidos, se diluye la emulsidn bien sea con un tam
poén de fosfato bien sea con suero fisioldgico. El tam
pon de fosfato utilizado proporcions un pH de 7,3 y -
presenta la composicidn siguiente:

Fosfato monopotdsico anhidro 4,39 g

Fosfato disédico 12 Hy0 42,20 g

Agua destilada c.s. para 1 litro

NaN3 1 g

Como precedentemente, el suero fisiologico
contiene, por litro de agua Jestilada, 9 g de NalCl y
1 g de NaN .

%as emulsiones precedentes, diferentes de -
la emulsidén con albumina deslipidada, son diluidas &
1/2 con el tampon de fosfato antes descrito, diluido
por su parte & 1/5 en agua destilaeda. Ie emulsidn con
elbiming deslipidada es unicamente diluida a 1/5 con
suero fisioldgico. En todos los casos, se afiaden 0,5
ml de ague destilada en la superficie, evitando su -~

mezclado con la fase emulsificada.
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Se procede entonces & une inecubacidn durante
uwna decena de minutos a temperaturs media, por ejemplo
a la temperaturs ambiente, o tembién en bafio Maria &
3720, Los elementos més gruesos flotan de modo espons=
téneo y son eliminados por decantacidn . En el caso,de
la emulsidn con ﬁsmheparina, gue flota en la superficie,

'y » 7
es necesario vigilar que no se desechen mas que las go

titas de aceite sobrenadantes.

C. Lavados de la emulsidn.

Se somete en primer lugar & la emulsidn a un
tretemiento preliminar, que permite eliminar las parté
culas gruesas de emulsidn que han sido mal rotas con
los ultrasonidos y que forman una pelicula. A este —-
efecto, se depositan en la superficie 0,5 nl de agua
destilada y se centrifuga con pequefia velocidad (2500
vueltes/minuto durante un minuto). Se elimina entonces
la pelioula formada y se repite varias veces la opera-
cidn. Despuds de haber desechado las peliculas, se con
serva un producto subnadante que representa la emuleidn
Util y que es sometido &l levedo propiamente dicho.

Se describird ahora el lavado de las emulsio
nes con 0>-lipoproteinas, con suero humano normal y -

con.Cb«heparinau Estes emuleiones, dessmbarazadas de

su pelfcula sobrenadante son lavadas con el tampdn de
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fosfato de pH 7,3 definido anteriormente y utilizado
en la dilucidn a 1/5. Las emulsiones son diluidas & -
1/4 con el tempon y luego son centrifugadas con 10.000
vueltas/minuto bajo enfriamiento. La duracidn total -
de las centrifugaciones es de aproximadaments 5 minu-
tos y no se sobrepasa la velocidad de 10.000 vueltas/
minuto para evitar la aglutinacion de las emulsiones
y otros fendmenos secundarios. Después de cada centri
fugacidn, se decanta y se recoge el producto sobrena-
dente; se diluye con el tampon de fosfato diluido & -
1/5 y se homogeneizs por una nueve pasada brsve por -
ultresonidos. Se repite la operacidn 4 veces para las
emulsiones con P—lipoproteinas Yy con suero humano nor
mal y 5 veces pars las emulsiones con ﬁ)—lipoprotei-
nes cargedas con hpperina. Es necesario vigilar que -
las pasades por ulirasonidos entre cada lavado ssan -
breves (del orden de 10 segundos). ‘

Se describird ahora el lavado de las emulsio
nes con albumine deslipidada. A este efecto, se somete
& una filtraeidn sobre gel a las emulsiones desembara
zadas de su pelicula y que han sido sometidas a una
incubacidn durante 10 minutos. Le filtracidn se reali
za sobre columne rellena con "SEPHADEX G 200" para fil
tracidn sobre gel. Se efectda le elucidn con suero fi-

sioldgico que responde a la definicion antes citada y
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se conserva la fraccidon excluide de la elucidn.

Después de Llos diversos lavados, es necesaw-
rio eliminar de nuevo la pelicula eventualmente forme
da. A este efecto, se puede itrabajar de mansra usual
por centrifugaciones sucesivas, por ejemplo tres, du-
reante un minuto con 2500 vueltas/minuto depositando en
le superficie 0,5 ml de agua destilada. En une varian
te, se puede centrifugar en dos capas a velocidad mas
elevada, por ejemplo por centrifugacion a 3500 vueltas/
winvto durante 2 minwtos, siendo de 5 minutos la dure
cidon total de la centrifugaecidn. Estas operacionss son
suprimidas para le emulsidn con c;-lipoprote{nas car-
gades con heparina dado que éstaé flotan por si mismas
en la superficie. A veces es necesario someter a ésta
emulsidn & la breve accidn de los ultrasonidos antes
de utilizarla.

Se citaré finalmente una técnica simplifica
da de lavado de las emulsiones que han prsporcionado
iguwalmente buénos resultados en la préactica:

Después de pasada por ultrasonidos, la emul-
gidn es desembarazada de las particulas gruesas de emul
sion, que han sido mal rotas y forman una pelicula, por
medio de una centrifugacidn durante un minuto a 2500
vueltas/minuto.

El lavado propiamente dicho se efectis so-~
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bre columne de "Sephadex" o de "Sepharose" (escogida
on funcidn de la netureleza del antigeno) y acondicip
nada en tampon de fosfato de pH 7,3 0,075 M. Se recoge
de este modo un méximo excluido que contiene la emul-
sion lipidica activada y lavada.

En la practica, para eluir las columnas de
"Sephadex" o de "Sephaross" que sirven para los lava-
dos de les emulsionas, se utilize un tempén de fosfa~
to de pH 7,3 0,075 M o susro fisioldgico. Bs posible
igualmente eluir estas columnas con tampdn de tris-
(hidroximetil )-aminometano 0,1 M de pH entre 7 y 9,
suero fisioldgico de tampdn pH 7 con tris(hidroxime-
til)aminometano, tampdn de dcido boérico de pH 7,8, -
tempdén de veronal de pH 7, o cualquier otro tipo de -

tampdn usual en las eluciones.

D. Acondicionamiento de la emulsidn antes -

de utilizacidn.

Es ¢omodo emplear emulsiones diluidas. Por
e jemplo, después Ge los lavados del tipo descrito en
el pérrefo ¢ precedente, se pueden diluir las emulsio
nes hasta 1/20 con ClNe (suero fisioldgico sl 1/5) o
con un tampén de fosfato de pH 7,3 de moleridad fisio
légica a 1/5. Se obtiene asi una emulsién cuya trenspa

rencie es pequefia pero suficiente cuendo se toma une
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muestra de emulsidn de aproximadamente 50 /Lo

La emulsidn puede ser conservads en tubos o
en saguitos de pléstico, por ejemplo en tubos de po-
liestireno, a une temperatura de +4°C & 20¢C, En el -
caso en que en la superficie se forme une pelicula, -
es suficiente decantar la emulsidén y desechar la pelf
cula. Una pasada por ultrasonidos antes de la utiliza-
¢idn no es necesaria, selvo para las emulsiones acti-
vadas con t)—lipoproteinas cargadas con heparina. En
este Ultino caso, de cuslquier meneras, le accidn de -
los ultraesonldos debe ser breve.

Las emulsiones lipidicas activadas son uti-
lizables asi en la préctica como reactivos para agluti
nacidn., Las aplicaciones y la utilizacion de estas —-

smulsiones se describiran shora.

III. Aplicaciones de las emulsiones lipfai-

cas activedas.

Las emulsiones lipidicas activadas segin el
invento son utilizables para el estudio y pare la pues
te en evidencia de toda une serid de anticuerpos y de
reacciones seroldgicas que no son revelados por los -
reactivos clésicos, especialmente por los hematies o
las particulas de ldtex sensibilizedas. Les dmulsiones

lipidicas activadas son Qtiles por lo tanto para la de
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teccion de anticuerpos en numerosas enfermedades, par
ticularmente en las hiperlipidemias por autoanticuer-
pos.

En las aplicaciones previstas por el inven-
to, la sensibilidad de las emulsiones a la presencia
de los anticuerpos es muy elevada. La especificidad -
de las reacciones es siempre controlable con facili--
dad. Ademds, se obtienen resultados perfectamente ni-
tides y reproducibles.

El procedimiento comsiste de una manere ge-
neral en poner sn presencia cantidades muy pequefias y
sensiblemente iguales de una emulsion lipidica activa
da y del medio liguido que contiene los anticuerpos -
que hen de ser puestos en evidencia.

Se darén ahora, a titulo de ejemplos ilus-
trativos, clertos modos de realizacidn de estos ensa
YO8,

Las emulsiones lipidicas activadas son ubi=
lizadas después de haber sido lavadas y diluidas con
el tampén de fosfato, diluido por su parte & 1/5 con
agua destilade de la meneras descrita en II.D preceden
temente. Dispuestas en microtubos a razén de 50 /ul -~
sproximadamente, tales emulsiones proporcionan ung e
opalescencis nitida pero débil.

Con vistas & los ensayos, se disponen SO/ul

- 20 -



de emulsion ectivada con antigenos en el fondo de los
tubos y se afiaden 50 aml de un medio liquido a base -
de suero fisioldgico que contiene los anticuerpos a -
estudiar bajo forme de dilucidn seriada.

5 Se incuban entonces los tubos durante 1 hora
e 3720 y luego durante 1 hora & + 4¢C, Se centrifugen
seguidamente los tubos hasta una velocidad mdxima muy
elevada de 18.000 vueltas/minuto durante un corto ing
tante y se ofectia le lectura @ simple vista o con el

10 miecroscoplo.

En una variante, se incube durante una noche
& 4+42C gin someter a los tubos & une centrifugacidn -
subsiguiente. Por ser estables las emulsiones, los re
sultados pueden ser leidos ulteriormente sin cembio.

15 La lectura de los tubos & simple vista se -
efectia por transperencie. Los testigos negativos son
lechosos y homogéneos. lLas reacciones positivias se -
menifiestan cuendo el tubo se vuelve perfectemente lim
pido o transparente y presents en la superficie una -

20 pelicula aglutinada.

Para la leétura oon el microscopio, se reti-~
ra 1s pelfcule aglutineda formads en la superficie de
los tubos y se la observa por microscopio con contras-
te de fases disptniéndola entre plaquita y portaobjetos,

25 Los testigos negativos muestran pequefias bolites libres
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y méviles. Los snsayos positivos muestran productos
aglutinados més o menos gruesos. La lectura consiste
por lo tanto en observar los productos aglutinados y
le disminucidon méds o menos completa de las bolites
libres, En general esta lectura es muy nitida.

En la aplicacion del invento & los ensayos
de inhibicidén de la reaccion de antigeno-snticuerpos,
86 puede proceder del sigulente modo: Se mezclan pri=-
meramente 50 il de un medio 1{quido & base de suero
fisioldgicor que contiene el anticuerpc o 1los enticuer
pos y 50/u1 de un mismo medio que contiene el antige-
no inhibidar. Después de haber agitado este meszcla,
se inocube durente 2 hores 2 +42(C, En una segunds eta-
pa, se afiaden 100/ul de emulsign activada, se agite -
débilmente y se incuba durante una noche & +420. La -
lectura se efectia como anteriormente.

Finalmente se indicard una técnica simplifi
cada de lectura, que es utilizable de igual modo en -
los ensayos, 7

Sobre una lémina de vidrio se dispone une -
gota de suero o de fraccidn a ensayar. Se afiade segui
demente une gota de emulsidn lipidioa gotivada, y se
mezcla con la ayuda de un agitador.

Se observe inmediatamente una reaccidén me~-

croaéépioaa Un resultado positivo se traduce por uns
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aglutinacion de forme cualquiera de las particulas 1i
pidicas activadas. Un resultado negativo se traduce -
por una ausencis de aglubtinacion.

El invento no estd limitado a los modos es—
pecificos de realizacidn anbteriores, los cuales no han
sido dados més que a titulo puramente ilustrativo., -
Asi, el procedimiento del invento es eplicable pars ~
la detsccidn no solamente de la hiperlipidemis por =—-
autoanticuerpos, sino también de anticuerpos activos
contra los antigenos de emulsionss lipidicas qus com-
prenden sustancias no hidrosolubles. De este modo se
puede detectar un gran numero de anticuerpos por fija
cidn de antigenos insolubles en agua, directamente o
por intermedio -de protefnas. EL procedimiento del in-
vento es utilizable igualmente pare el estudio de los
anticuerpos natursles poco o nada precipitables. Una
aplicacion interesante del invento consiste también -
en un procedimiento de valoracion de los anbicuerpos
puestos en juego.

A ti{tulo ilustrativo, se daran ahora otros
ejemplos de preparacidn de emulsiones lipidicas, con
el fin de mostrar la generalidad de aplicacion del -
procedimiento del invento. Los modos de preparacidn -
seguidamente indicados estén basados en el modo opera-

torio general més arriba descrito.
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(1) Bmulsidn lipidice activade por alfa-1ipo

proteinas.

La preperacidn y la purificacidn de alfa-li-

poproteinas & partir de suerc humano normel se han -
efectuado segin la técnica descrita en el erticulo --
WPurification de 1'alpha~1-lipoprotéine du sérum" (Pu
rificeoidn de la slfa~-1-lipoproteina del suero),'de -
J. L. BEAUMONT y N. LEMORT, anneles de Biologie Clini-
que, 1.969, 27, (237~245).

Pare le preparacion de la emulsidn se utili-
28

- la solucidn de alfa-lipoproteinas purifi-
cede & une concentracidn proxime & 3.000~6 /ul y aceite
de olive & razén de 0,1 ml/ml de solucion de alfa-li-
poproteina.

Se hace pasar la mezelae por ultrasonidos du
rente 1 minuto por ml, lo cual proporciong une emul-

sidn no lavade de alfa~lipoproteinas.

(2) Emwleidn lipfdice activeda con deido -

desoxirribonucleico (ADN),

Se utilize una solucidn de dcido desoxirribo
nucleico comercial con une concentracion prixime & -
3000 \6 /ul.

Se efectua una incubacidn previa del ADN -
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con albimina humene deslipidada con una concentracidn
de aproximedamente 2000 ~f /ml en solucidn en un tampdn
de pH y de molarided fisioldgicas. La incubecidn duran

te 24 a 48 horas tiene lugar a +42C.

Preparacidn de la emulsion

Se afladen 0,1 ml de aceite de oliva a la mez
¢le de ADN y albumina.
' Se hace pasar la mezcla por ultrasonidos
durante 1 minuto por ml de solucion, 1o cusl propor-
ciona une emulsidn lipidice activada con ADN, no lavg

da.

(3) BEmulsidn lipidice activada con estrepto-

lisgina.

Incubacion previa:

Une solucion de estreptolisine purificada del
comercio con une concentracidn proxima a 3.000'7{/h1
es incubada con una solucidén de beta-lipoproteinas -

con aproximadamente 2,oooo?S/m1, durante 24 a 48 horas
a + 49C.

Preparacidn de la emulsidn

A la solucion de estreptolisina + beta-lipo

Vg . . 7 ~
proteina después de incubacion, se afiaden 0,1 ml de -

- 34 -



10

20

25

17.2.72

400155

aceite de oliva/ml de solucidn.

Se hace pasar le mezcla por ultrasonideos du
rente un minuto por ml de solucion lo cuel proporcio-
ne una emulsion lipidica activade con estreptolisina,

no laveda.

(4) Emulsidn lipidice activada con gamme~glo

bulines:

A una solucion de gamma-globulines del comeyr
cio que tiene una concentrecidn préxima & 3000-&/h1,
Se afiade aceite de olive & razon de 0,1 ml/ml de solu-
cidn.,

Se hace pasar la mezcla por ultrasonidos du-
rante 1 minuto por ml, lo cual proporciona una emulsidn

lipidica activada con gamma-globulinas.

Lavado de las emulsiones lip{dicas (1) a -

(4).

- después de pameada por ultresonidos, las -
enulsiones son sometidas & una-incubacidn durente 10°
ninutos a 3790.

- g6 centrifuge con 2000 vueltas/minuto du-
rente 1 minuto, para desembarazarlas de las part{culas
més gruesas y se desecha la pelicula superficisl.

~ la porcidn subnadante es lavada, bien sea
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por centrifugacion, bien sea por filtracidn sobre —

wne columna de "Séphadex G 200" o de "Sépharose", —-
eluida con tampSn de fosfato dé pH 7,3 0,075 M o sue-

ro fisioldgico.

’
.

(5) Boulsidn lipldica activeda con antige-

nos de tejidos organicos.

Después de retirade de un drgano, se efec—-—
tlue une perfusion con suero fisioldglico pare eliminar
10 la sangre del maimel. Se triture seguidamente un frag
mento de drgano (higado) en susro disioldgico a 09C y
se centrifuga. Se recogs la poreidn sobrenadante,rque
se filtre sobre filtro Durieux, lo cuel proporciona =
un liquido espeso y muy concentrado en proteinas. Se
25 efectla la preparacidn de emulsidn lipfdice con este
filtrado. Se obtiene une emulsidn afiadiendo 0,1 ml
de mceite & 1 ml de filtrado. Ia concentracion dptima
del filtrado esta situada elrededor de 1% mg/ml. Se ~
puede obtener una emulsidn a partir de una cdncentra—
20 cidn de 5 mg de protefnas/ml. Ia concentracidn de la
emulsidn recogida aumenta con la comcentracidn del pro
ducto triturado. Con 40 mg/ml se obtiene una emulsidn
muy concentrada.

La pasada por ultrasonidos es, iguael que -~

25 para las otras preparaciones, de 1 minuto por ml de -
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solucidn que ha de ser emulsionada.

Le incubacion y el lavado sobre columns se
efectiian igualmente de la misma menera.

Los ejemplos suplementarios (1) a (5) que -
acaban de ser descritos pueden ser modificados tam~-
bién conforme & las indicaciones generales de la des-
cripeidn. A t{tulo ilustrativo, es iguslmente posible
preparar las emulsiones activadas con estreptolisins,
sin incubacidn previa con beta-lipoproteina.

Igualuente, se pueden preparar emulsiones -
con gammé-globulines después de incubacion en presen-
cia de albumine; la albimina y la beta-lipoproteina -
desempefian entonces el papel de soporte pare la fija~
cidn de los ant{genos sobre la emulsidn.

El procedimiento anterior puede ser aplicado
a la preparacién de emulsiones activadas con antigenos
extraidos de tumores benignos o malignos.

Es igualmente posible activar emulsiones -~
con antigenos de origen viral.

Es importante hacer observar la funcidn par
ticular que es desempefiada por una proteina, tal como
la albumina, en el procedimiento del invemto. Segun -
el invento, la albumina es utilizada por s{ misma co-
mo entigeno o como soporte de un antigeno, gracias a

su capacidad de fijar haptenos que no podrien ser in-
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tegrados en la emulsidn sin intermedio suyo. En un —
procedimiento aenterior conocido, tal como el procedi-
miento con latex descrito em la solicitud de patent?
holandesa publicada bajo el nimero 65 04 823, la alby
nine que se emplea es utilizada pare neutralizar el -
soporte inerte, que consiste en un ldtex.

El invento puede ser mejorado también en el
cempo de la lectura sin que éstos perfeccionamientos
o mejoras salgan de su marco. As{, la lectura puede -
ser sensibilizada por la utilizacidn de un suero anti
anticuerpos. ILa leoctura puede ser hecha automdtica —-
gracias al empleo de un contador de particulas.

Todas estas variantes entran dentro del mar

co del invento tal como se define por las reivindica=-

clones anejas,
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- REIVINDICACIONES =

1.~ Procedimiento para la obtencidn de emul
siones lip{dicas activedas, utilizables & titulo de -
reactivos para la pussta en evidencia de anticusrpos,
estando caracterizado dicho procedimiento porque se -
forme une emulsicn en un aceite neutro, liquido & la
temperatura ambiente, con una proteina que comprende
o constituye al menos un antigeno activador que corres
ponde al anticuerpo a detectar.

2.~ Procedimiento segun la reivindicacidn 1,
caracterizado porque se pome a una proteina, tal como
la szlipoproteina, la A~lipoproteina, la albimina -
deslipidada, la estrepitolisina, las gemma-globulinas,
les proteinas que provienen de extractos de tejidos or
génicos o las proteinas del suero normel, en intimo -
contacto con un aceite neutro 1£quido a la temperatura

ambiente, y porque se forme une emulsidn estable por
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tratamiento con uwltrasonidos, centrifugaciones y puri
ficaciones sucesivas. !

3.~ Procedimiento segin la reivindicacidn -
1, caracterizado porque se pone & una proteina, sobre
le. cual se han fijado moléculas susceptibles de ser -
reconocidas por anticuerpos especificos, en {ntimo ——
contacto con un aceite neutro liguido a la temperatura
ambiente y porque se forma una enulsion estable por -
tratamiento con ultrasonidos, centrifusaciones y puri-
ficaciones sucesivas.

4.- Procedimiento segun una cualquiera de

H

las reivindicaciones 1 a 3, caractsrizado porque se

1

utilizan protéinas de origen humano o animal.

9.~ Procedimiento segin una cualquiera de
las reivindicaciones 1 a 4, caracterizadce porque se -
utilizan (b -lipoprote{nas que provienen del suero y -

\
purificadas por cromatograffa sobre coluune y elucion
correspondiente con ayuda de tawpones de fosfato.

6.~ Procedimiento segun una cualquiera de -
las reivindicacionesn 1 a 4, caracterizado porque se -
ntilizan moléciulas de albimine que han sido sometidas
a un tratamiento deslipidante con un disolvente tal co
mo €ter ordinario.

7.~ Procedimiento segun la reivindicacion -

. P . . 7
3, caracterizado porque se utilizan (h-~lipoproteinas
14 & q. Pl
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0 albumina deslipidada sobre la cual son fijadas otras

molé¢culas (haptenos) que corresponden sl anticuerpo

I

que se ha de detsctar.

. 4 4 ‘]
8.~ Procedimiento segun una cualquiera de

las reivindicaciones 3 y 7, caracterizado porque se

utilizen moléculas escogidas entre los lipidos, los

fosfolipidos y sus mezclas, la cefalina, la lecitina,
la esfingomielina, o los dcidos swrasos, comprendido -
en ellos el dcido oleico.

9.~ Procedimiento segun una cualquiera de -
las reivindicaciones 3 & 7, caracterizado porque las
woléculas fijadas son vitaminas, comprendida en ellas
le vitama A, fijadas especialmente sobre la albumina
deglipidada.

10.~ Procedimiento segun una cualquiersa de
las reivindicaciones 3 ¢ 7, caracterizado porque sobre
le albumina deslipidada, son fijados medicamentos, es
pecialmente dcido acetilsalicilico o un agente hipoco
lesterolémico.

11.- Procedimiento segun una cualquiera de
las reivindicaciones 3 6 7, caracterizado porque las
moléculas fijadas son mucopolisacédridos, tales como -
heparina.

12.- Procedimiento segun las reivindicacio-

nes 3 6 7, caracterizado porque se fija &cido desoxi-
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rribonucleico (ADN), estreptolisina, gamma-globulinas,
ant{genos extraidos de tumores benignos o malignos, o
antigenos de origen viral sobre la proteina que debe
ser puesta en emulsidn.

13.- Procedimiento segin la reivindicacidn
3, caracterizado porque se utilizen moldculas hidrosp
lubles, tales como heparina, en cuyo caso la fijacion
sobre la proteina se realiza por puesta en intimo con
tacto de la proteina en medio acuoso con dichas molé-
culas,

14.~ Procedimiento segun la reivindicacidn
3, caracterizadc porque se utilizan wmoldeulas insolu-
bles en agus, en cuyo caso se realiza la fijacidn por
contacto prolongado de une solucion acuose de proteina
con el producto a fijar utilizado en forma seca.

15.~ Procedimiento segin la reivindicacidn
3, caracterizado porque se utilizan moldculas insolu—
bles en agua, en cuyo caso se realize la fijacidn por
contacto prolongado de una solucidn acuosa de protei-
ne con una solucidn del producto & fijar en una fase
no miseible con agua.

16.- Procedimiento segin una cualquisra de
las reivindicaciones 13 a 15, caracterizado porgue, -
después de puesta en contacto de la proteina y de las

’ R .’
moleculas a fijar, la solucidn de proteina es lavade
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por filtracidn sobre gel, eromatografia o precipita--~

cidn salina, y luego es recogida en solucidn fisiold~
gica, estando entonces las proteinas sobre las cuales
se han fijado dichas moléculas, dispuestas para la -
preparacidn de las emulsiones lip{dicas activadaes,

17.~ Procedimientio Segun una cualquiera de
las reivindicaciones 1 a 16, caracterizado porque se
utiliza directamente suero o albumina que proviene -
de dicho suero.

18.~ Procedimiento segin la reivindicacicn
1, caracterizado porque se utiliza un aceite de origen
animal o vegetal, tal como aceite de oliva.

19.= Procedimiento segﬁn la reivindicacidn
L, caracterizado porque se mezclan cantidades dosifi-
cadas de aceite y de proteina en solucidn fisioldgica
y porgue se¢ somete a la mezcla a la accion de los ul~
trasonidos, siendo la concentracion de prote{nas en la
emulsion especialmente superior a 1500 7{/&1 con rela-
cidn a la emuleidn, y estando comprendidae en particu-
lar en el margen de 2000 & 3000+ /ml.

20.~ Brocedimiento segun la reivindicacion
19, caracterizado porque se purifica la emulsidn por
lavados o por filtracidn sobre gel.

21.~ Procedimiento segun la reivindicacidn

1, caracterizado porque se acondiciona la emulsidn 1i
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pildica en envases de pléstico conservados entre + 420
y 204C,

2292,- Procedimiento para la obtencidon de emul-
giones lipidicas activadas. ;

Tal y como se ha descrito en la Memoria gque an-
tecede y con los fines que se han especificado.

Esta Memoris consta de cuarenta y cuatro hojas
escritas a méquina por una sola cara.

Madrid, 28 JBN. 19‘74

P,A.
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