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Objeto del invento son nuevos compuestos de 1ld-
tex de poliestireno y proteinas o péptidos, que encuentran
ubilizacidn como sgentes de diagndstico, asi como un pro-
cedimiento para la preparscidn de dichos compuesios,

5 Tos agentes de disgndsticos conocidos & base de
poliestireno y proteinas consisten en una suspensidn acuo
ga de particulas de poliestireno que contiene eventualmen
T2 un sistema tampdn, en el cual las protelnas o péptidos
estdn £ijados pi~ wAsorcidn, Cuando una proteina o pépti-

10 do adgorbido de este modo reaccionas con el anticuerpo que
le corresponde, el poliestireno precipita en forme de pe-
quefios copos. ILa reaccidn positivaVentre antigeno y anti-
cuerpo puede ser hecha visible de este modo,

Los agentes de dlagndstico obtenidos por adsor-

15 ¢ldn de una proteina en latex de poliestireno fienen no
obatante la desventaja de gue su estabilidad es limitada,
dado que la sdsorcidn es reversible y por consiguiente se
llega con frecuvencia a una desorcidn,

Con algunas protefnas, hasta el momento no se

20 he, hecho posible de ningdn modo fijarlaes por adsorcidn a
lédtex de poliestiremo, Por lo tanto, con tales proteinas
no era posible la obtencidn de agentes de disgndstico me-~
diante ldtex de poliestirenc,

Los. compuestos de scuverdo con el invento a base

25 de ldtex de poliestireno vy proteinas o péptidos estdn ca~
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racterizados porque en ellos una proteina o un péptido eg
t4 £ijado con ayuda de un compuesto de diazonio aromdtico
en un homopolimero o copolimero del estireno. .

El procedimiento del invento estd caracterizado
por congiguiente porque se hacen reaccionar enﬁre sl (1)
una suspensidn de 1l4tex de poliestireno, (2) una protef-
na o un péptido, y (3) un compuesto de diazonio aromdtico,

Por medio del procedimiento de acuerdo con el
invento se pueden fijar 2 ldtex de poliestireno proteinas
o péptidos con efecto inmunoldgico que se pueden obiener
del comercio o gue se pueden preparar de manera conocida,
por ejemplo proteinas de plasma, tales como albdmina, al-
fa-globulina, beta-globulina, gemme-globulina, trombina,
plasmina; proteohormonas tales como el pépiido insulina
v la proteina coriogonadotropina; proteinas de virus, ta-
les como virus del sarampidn; de bacterias tales como la
alfa-hemolisina de estafilococos; de protozoos tales como
Trypanosona cruzi y IEntamcebs hostolytica; de helmintos,
tales como Schistosoms mansoni.

En calidad de compuestos de diazonio aromdticos
son apropisdas en el sentido del invento aminas aromdtices
diazotadas, preferiblemente las que contienen uno o varios
grupos funcionales adicibnales tales como grupos de 4deido
sulfdénico o grupos diazo. Como ejemplos de compuestos de

diazonlo apropiados pueden citarse: los productos de dia-
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zotacién de anilina, snilinas sustituidas, ftales como
2,5-dicloro~4-nitro-anilina, feniléndiamina, benzidina,
dianisidina, diamino-difenilmetanoc, diamino~difenilsulfg
na, deido benzidinsulfdnico y deido para-amino-fenilsul-
fon-etoxi sulfdnico de la férmula

1N - A0 ~CH WOH ~0-80 -0H
HN t(,g FZ 2:) 00,

En calidad de ldtices de poliestireno son apro-
piados no solsmente los basados en homopolimeros del esti
reno, sino ftambién c0polime£os que contienen mds de la mi
tad do su peso moleculer de unidades de mondmero de esti-
reno, a saber copolfmeros del estireno coh'écido acrilico
0 4cido metacrilico.

Tgual que en los conocidos reactivos de ldtex
de polliestireno preparado por adsorcidén, también a los pre
parados obtenidos de acuerdo con el invento pueden afiadir
se estabilizadores de suspensidén, por ejemplo glicerina
y/o albdmina de suero. Ademds de ello, los preparados pus

den ser agitados, removidos o tratados con ultrasonidos,
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con el fin de obtener una suspensidén homogenea.

En el procedimiento de acuerdo cSn el invento
ge procede convenientemente diluyendo primero una sugpen-
eidn de ldtex de poliestireno a un contenido de sustancia
g6lida de aproximadamente 5-15 ¢ en peso, preferfblemente
a 10 % en peso. Para ello se afiade la proteina o el pép-
tido convenientemente disuelto en una solucidén tampén.

La adicidn de un estabilizador, poriejemplo glicerina, en
cantidades de aproximademente 2 % en volumen, Se ha mani-
festado -conveniente en muchos - cagsos, A esta mezcla,
o bien se agrega la solucidn de sal de diazonio prepara-
da en un recipiente separado o bien se introduce como tal

el compuesto amfnico que sirve como sustancia de partida

‘para esta preperacidn y se le diazote de manera conoclda

en presencia de los restantes participantes en la reacci6n.
En algunos casos, especialmente en el caso de

utilizacidn de deido para-amino-fenilsulfonetoxisulfdni-
co, este compuesto puede ser afiadido también en forms de
sustancia edlida a la suspensidn de ldtex de poliestireno,
En este caso se aconseja agitar la suspensién durante 10

& 20 horas, preferiblemente 15 horas, a 30 - 809 C, prefe
riblemnente a 402 €, y eliminar sntes del tratemiento ul-
terior el Zeido para~amino-fenilsulfonetoxieulfdnico en
exceso., Después de esto el grupo amino es diazotado de ma

nera conocida.



1 final de la diazotacidn, que normalmente es-
t4 termineda despuds de 15 minutos, puede ser comprobado
de menera conocida por cjemvlo con bets-nafiol en solucidn
dilufda de NoOH,

En este caso los particulss de ldtex de polies-
tireno se colorean en un tono entre rosa y rojo.

8i esta reaccidn se desarrolla de modo positivo,

el nértido o proteina activo inmunoldgicamente es niladido,

10.
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con enfrismiento, por ejemplo a 2 - 82 ¢, preferiblemente
e 42 C,, en solucidn alcalina, por ejemplo a pH 7,5 ~ 9,5,
prefer{blemente a pH 8,5, al producto de copulceidn de
poliestireno. Fara el ajuste del valor de pH déhilmente
alealino son apropiadas empecialmente meszclas tampdn que
contienmen deido bérico.

Despuds de aproximadamente 2 horas se puede agre.
gor un estabilizador, preferiblemente una solucidn gl 20%
de albiming de suero humano, y el producto puede ser homo
geneizado por tratamiento con ultrasonidos. Si el preparg
do producido de acuerdo con‘el invento debe ser diluido
2l mismo tiempo a una determinada concentracidn, se utili

za para ello convenieutemente una solucidén al 1¢ de albi-

" mina de suero humano.

La fijacidn irreversible de la proteina o pép-

. %ido a las particulas de poliestireno en los reactivos de

25
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acuerdo con el invento puede comproberse por wedio del si
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guiente ensayo:
ENSATYO ﬂ

Para la comprobacidén de la fijacldn irreversi-
blé se tratan muestres de los compuestos de acuerdo con
el invento con solucidn 1 molar de sal comin a pH 5,0 ¥
a pH 8,0, con urea 5 molar a pH 8,0, y con una solucidn
acuose al 5% de dimetilsulfdxido. Se utilizd dimetilsul-
féxido, dado que como compuesto polar gumenta la solubi-
11dad de las proteinme, y de la urea se sabe que rompe o
desdobla puentes de hidrdgeno. |

| 2 ml. de una suspensidn al 40 % de 14tex de po-~

liestireno usual en el oomeroio_(véase Ejemplo 1) son di-
luidos con 5 ml, de tempén de borato 0,2 molar de pH 8,5,
que contlene 2 % en volumen de glicerina en calidad de es
$abillizador. Iuego se alladen 40 mg. de gamma-globulina de
conejo que tlene especifidad de anticuerpo frente a anti-_
geno de Australia y estd disuelto en 1 ml. de tampdn de
borato 0,2 molar de pH 8,5. la suspensién es enfriada con
agltacidn a + 420. A contimmacién se agregan 0,08 ml. de
une solucidn al 0,2 # de benzidina bisdiazotada (para su
prepaeracidén véase Ejemplo 2), Despuds de une hora la mez-
cla de reasccidn es diluida a 30 ml, con tampdén de borato
0,2 molar de pH §,5.

Luego la mezcla de reaccidn es dividida en cua-

tro volumenes iguales de 7,5 ml.. Ias cuatro porciones son
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_centrifugadas durante una hors & 40.000 veces la fueraza
de la gravedad.
En las partes sobrenadantes ya no se puede com
probar nada de proteina por precipitacién con 1,0 ml. de
5 deido tricloroacdtico al 50 % sobre 5 ml, de parte sobre-
nadante. A tftulo comparativo se hizo reaccionar a 4 42 C,
una solucidn de 6,67 mg. de la gamma-globulina de conejo
utilizada con 0,013 ml. de benzidina bisdiazotada al 0,2%
en 5 ml. de tampdn de borato 0,2 molar de pH 8,5 y se mez
10 elé con 1,0 ml. de 4cido tricloroacdtico al 50%. E1 preci
pitado fue centrifugado, fue disuelto en 5 ml. de hidrdxi
- 8o de sodio 0,1 moler y de este modo se realizd un andli-
sis de nitrégeno. En lo muestra comparativa se determino-
ron 0,2 mg, de nitrégeno/ml., mientras que en las partes
15 gobrenadantes de las custro porciones no resultd nada de
precipitado con 4cido tricloroacético ¥ no se deﬁeétd na-
da de nitrdgeno. |
' Los sedimentos de las cuatro porciones fueron
vueltos a suspender dos veces cada vez con 5 ml, de las
20 soluciones que se dan g continuacidn y fusron centrifuga~
dos dos veces a 40,000 veces la fuerza de la gravedad du-
rante unea hora,
1) 5% en volumen de dimetilsulféxido en agua.
2) 5 m&les/litro de urea en agua.
25 3) 1 mol/litro de cloruro de sodio en tampén de borato 0,2

1708072 - 8 -
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molar de pH 8,5, v
4) 1 mol/litro de cloruro de sodio en tampén de acetato
de éodio 0,2 molar de pHAS,O.

De los cuatro sedimentos se obtuvieron por me-
dio del tratamiento descrito, en cada uno de-los casos 2
partes sobrenadantes, es decir en total se obtuvieron 8
partes sobrenadantes, las cuales fueron dializadas fren-
te a tampén de borato 0,2 molar de pH 8,5 y luego fueron
concentradas a un volumen de 5 ml, con un aparato de fun-
da o cartucho de colodidn (Firma Sartorius Membranfilter-
gesellschaft, GSttingen)., En todas las 8 pertes sobrena-
dantes no se obtuvo ningin precipitado con 1 ml. de 4cido
tricloroacético al 50 #. Por consiguiente no se desorbid
nada de proteina desde el ldtex de poliestireno.

Despuds de la segunda centrifugacidn los resi-
duos fueron vueltos a suspender en cada caso con una solu
cidn 2l 1,5 % de albumina humsna en tampén de borato 0,2
molar de pH 8,5 y fueron homogeneizados por tratamiento
con ultrasonidos durante 30 segundos con 20 kiloherzios
vy 125 watios.

| Las cuatro suspensiones reaccionan con sueros,
que contienen antigeno de Australia, con formascidn de una
aglutinacidn,

Laé investigaciones muestran que incluso a pesar

de rigurosas condiciones no se desdobld ni separd de las
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.jgto del invento:

&

" perticulas de ldtex de poliestireno nada de material in-

munoldgicamente activo ¥y que su actividad durante este

tratamiento permanecid conservada en btods su extensidn.
La preparacidn de diferentes reactivos corres-

pondientes al invento estd mostrada por los siguientes

Ejemplos, los cuales sin embargo no deben limitar-el ob-

Ejemplo 1 .
10 ml, de una suspensidn al 40 % de ldtex de
poiiestireno usual en el comercio (Polystyrene-Latex de
la firma The British Drug Houses Ltd.) son dilufdos con
agitecidn con 40 ml, de solucién 0,2 molar de hidpdéxido
de s0dio. A esta suepensidn se afinden 200 mg. de dcido
para-aminofenilsulfonetoxisulf6nieo. La megcla es agita-
de & 402 C, durente 3 horas ¥ a continuacidn es dializada
durante 15'horas a 202 C. frente a agua destilada. Después
de la didlisis se enfria la suspensidn a 42 C, y, con agi
tacidn, se mezcla con 15 ml, de écido clorhidrico 0,15 mo
lar y 4 ml. de une solucidn 0,2 molar de nitrito de sodio.
51 se desarrolla positivaménie la reaccidn con
beta~naftol, el péptido o la protefina inmunoldgicamente
activo que se ha de fijar al 14tex de poliestireno, disuel
to en 100 ml., de una solucidn tampdén de dcido bdrico-borax
0,2 molar, denominado en los ejemplos que siguen tampdn '

de borato, con un valor de pH 8,5, se aflade eiifriado a

- 10 -



10

20

25-

17.8.72

42 C, al producto de copulacién. Con los siguientes pép~

tidos y protefnas inmunoldgicamente activos se realizd el
procedimiento segin el invento de acuerdo con el Ejemplo
1s '
a) 50 mg, de coriogonadotropina humana (CGH), 3.220 U/mg.
b) 50 mg. de insulina de zinc de vacuno cristalizada.
¢) 50 mg. Ge insulina de zine de porcino cristalizada,
d) Eop_mg. de anti;inmunoglobulina M Igh de conejo
e) 200 mg. de gamma-globulina anti-antfgeno de Australisa
de cone jo. |

- Dog horas después.de la adicidn de la solucidn
del péptido o de la protefna inmunoldégicamente activo se
afladen, a las cargas con coriogonadotropine humena y a las
cargas_qon.insulina de zinc de vacune y de porcino'(a, b
J ¢), 7,5 al, de una sclucidn acunosa 2l 20% de albdmina de
suero humeno, y 2 las cargas con las dos gammagglobulinés‘
(& y e) se afiaden 15 ml. de una solucidn al 20 ¢ de alby-
mina de suerec hwmane, Cada una de las cinco cargss descri
tas e diluida 2 300 ml. con tempén de borato 0,2 molar
de vH 8,5 y es homogeneizada con ultrasonidos de wna fre-
eneneie de 20 kiloherzios segin el procedimiento de circu
lacidn. Con wna potencia de ultrasonidos de 750 watios se
pucden homogeneizar en 15 minutos las cargas de 300 ml.

descritas.

- 1] -
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Ejemplo la

10 ml, de la suspensidn al 40 ¢ de ldtex de po-
liestireno que ha sido caracterizada con mds detalle en el
Ejemplo 1 son diluldos, con agitacidn con una solucidn de
50 mg. de lacteto de T-etoxi-3,9-diaminoacridina en 30 ml.
de agua. Después de agitar durente una hora se afiaden 10
nl. de deido sulfdrico 1 normsl., Iuego la mezcla es enfrig
da a + 4°2C v es mezciéda con 5 ml. de nitrito de sodio 0,2
molar. Despuds de continuer la agitacidén a + 49C durante
0,5 horas la suspensidén diazotada es incorporada con agi-
tacidn en 200 ml. de unae solucidn previamente enfriada a
4 49C, de solucidn al 0,1 % de gamma-globulina anti-anti-
geno de Australia de conejo en tampdn de borato de sodio
0,2 moler de pH 8,5, siendo mantenido en 8,5 el valor del
pH durante la adicidn de la suspensidn dcida por medio de
adicidn gota a gota de solucidn 0,5 normal de hidrdxido
de sodio. El bafio de enfrismiento es retirado despuds de
5 a 6 horas, Despuds de agitar durante 15 horas mis a 209
C. se afiaden 15 ml, de solucidn al 20 % de albimins de sue
ro humano y se diluye a 300 ml. con tampén de borato 0,2
molar de pH 8,5. Se frata con ultrasonidos igual a como
ge describe en el Ejemplo 1,
Ejemplo 2

10 ml. de la suspensidén al 40 % de ldtex de po-

liestireno que ha sido caracterizada con méds detalle en el

- 12 -



Ejemplo 1 son diluidos a 60 ml. con tampdn de boreto 0,2

molar, de pH 8,5, que contiene 2 ¢ en volumen de glideri-
na en calidad de estabilizador. A esta suspensién se afia-
de la solucidn que contiene el péptido o la proteina in-

munoldgicamente activo. Ia mezela es enfriada a + 42 C,

es mezelada con 0,4 ml, de una solucidn acuosa de 0,2 %

-en peso de benzidina bisdiazotada, que se habla obtenido

- a partir de benzidina por tratamiento con nitrito de so-.
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dio en deido clorhidrico 0,2 molar a 42 C, y se agita dwm
te uns hora a 49C. Despuds de esto se diluye a 300 ml.

con une solucidén al 1 % de albimina de sﬁero‘humano en

tampén de borato de ph 8,5. Con los sigulentes péptidos y

proteinas inmunoldgicamente activos se realizd el proce-
dimiento segin el invento de ecuerdo con el Ejemplo 2:

8) 10 ml. de una solucidn al 2% de gamma-globulina enti-
antfgeno de Australis de cone jo.

b) 100 mg. de insulina de zine de porcino, disueltos en-
60 ml, de tampdn de borato 0,2 molar de pH 8,5;
¢) 100 mg de insulina de zinc de vacuno, disueltos en 60

ml, de tempdn de borato 0,2 molar de pH 8,5

-d) 10 ml. de una solucidn al 2% de gamma-globulina anti-

IgE de conejo.
e) 10 ml, de una solucidn al 24 de gamma-globulina anti-
IgA de conejo. ' '
£) 10 ml. de una solucidén al 2% de gemma-globulina anti-

- 13 w
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alfal-fetoproteina de cone jo.

g) 10 ml de una solucidn al 2% de gamma~globulina enti-
protelna de embarazol (PEl) de conejo.

h) 10 ml, de une solucidn al 2% de gemma-globulina anti-
lactdgeno de placente humena (LPH) de conejo.

i) 10 ml. Qe une, solucidn al 2% de gamma-globulina anti--
fibrindgeno-Split D de conejo.

3) 10 ml. de una solucidn al 2% de gamme-globulina anti-
Pibrindgeno-Split E de comejo.

k) 10 ml1. de una solucidn al 2% de gemma-globulina anti-
mioglobina de conejo. :

1) 10 ml. de una solucidn al 2% de gemma-globulina anti-
haptoglobina de conejo.

m) 10 ml, de une soluoién al 2% de gamma-globulina anti-
protefna C reactivae (PCR) de conejo.

' p) 10 ml. de una solucidén al 2% de gemma-globulina anti-

20

25
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alfal-antitripsina de conajo.
o) 10 ml. de una solucién al 24 de gamma-globulina anti-
%rénsaminasa de conejo. |
' .Dé maners andlogs se obtienen los corres-
pondientes comyuestos a base de gamma~globuline anti-anti
geno de Australis (2a) y de insulina de zine de poreino

(2b) y Ldtex de poliestireno con wtilizacién de los siguien
tes componentes de copulscién.

I. 0,4 ml. de dlanisidina bisdiazotada al 0,2 %

- 14 -



U1

20

25

17.8.72

IT 0,4 ml. de 4,4 '-diaminodifenilsulfona bisdiszotads al
0,25 4

III 0,4 ml, de 4cido 4~aminofenilsulfonetoxisvlfdninog dia
zotado al 0,60%

IV 0,3 ml, de 2,5-dicloro-4-nitroanilina diemotada al
0,4 # disueltos en 10 ml, de dcido clorhfdrico etandl
co 0,5 molar.,

v 0,8 ml. de aniline diazotada &l 0,2 %

VI 0,6 ml, de 2-naftilamine diazotada al 0,2 %

VII 0,6 ml, de T-etoxi-3,9-diemincacridina bisdiazotada al
0,3 % en decido sulfirico acuoso 0,15 normal.

Ejemplo 3
10 ml, de la suspensidn al 40 ¥ de ldtex de polieg

‘tireno que ha sido caracterizada con mds detalle en el Bjem

plo 1 son diluidos a 60 ml. con tempén de borato 0,2 mo-

lar que contiene 2% en volumen de glicerina en calidad de
estabilizador. A esta suspensidn se afiaden las cantidades
zbajo indicadas de péptidos o protelnas inmunoldgicamente
activos, disuelisas en cada caso en 60 ml, de tampén de bo
rato 0,2 molar de pH 8,5. La suspensidn es enfriade a 4°C
con agltacidn. Iuego se afiaden a la mezcla 0,8 ml, de una
golucidn de 2 mg. de benzidina bisdiazotada (preparada de
acuerdo con el Ejemplo 2) por ml, de solucidn, Despuds de
agitar durante una hora se afladen gota a gota 7,5 ml de

ura solucién al 20 % de albiming humens y la suspensidn
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es dilufda a 300 ml. con tampdén de borato 0,2 molar de PH
8,5.

Con 108 siguientes pdtidos y protefnes inmmunold
gicamente activos se llevd a cabo el procedimiento segin
el iqvento de acuerdo con el Ejemplo 3:

a) 50 mg; de coriogonadotropins humana (CGH) con una acti
vidad de 3220 U/mg

b) 100 mg. de proteina de virus de sarempidn designada co
mo hemaglutinina,

¢) 100 mg. de elfa-hemolisina de estafilococos,

Zjemplo 4

3,5 g. de tripanosomas liofilizados de la espe-
cie Trypanosome oruzi, cepa Brasil, del agente patdgeno de
la enfefmedad de Chages, son suspendidos en 100 ml. de ben
cono con el £in de extreer lipidos (Mackelt Z. Tropenméd.
w, Paresit., 11, 152, 1960). Después de centrifugar duran-
te medis horas a 2.000 r.p.m. se¢ decanta y se desecha la -
parte sobrensdsnte. El resfduo es secado en el desecador
de vacio, despuds de esto es suspendido en 300 ml. de so-
lucién fisioldgica de cloruro de sodio y es tratado durap
te 5 minutos con ultrasonidos de 20 kiloherszios y 125 wa-
tios de potencia. A continuacidn se somete a centrifuga-
cidn durante media hora con 30.000 veces la fuerza de la
gravedad., Ia parte sobrenadente es mezclada con sulfato de

emonio hagta un 75 % de la concentracidn de saturacidn,

-16 -
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Bl precipitado que resulta de este modo es aislado por cen
trifugacidn durante una hora con 15.000 veces lz fuerza de
la gravedad, es disuelto en 150 ml, de tampdén de borato
0,2 molar de pH 8,5 y es dializado frente a este tampdn.
Este extracto sirve como material de partida pars la pre-
paracidén del reactivo de tripanosomas,

10 m1, de la suspensidn al 40 ¢# de ldtex de po-
liestireno que ha sido caracterizada con mds detalle en el
Ejemplo 1 son diluidos a 60 ml, con tampén de borato 0,2
molar que contiene 2 4 en volumen de glicerina en calidad
de estabilizador. A esta suspensidn sme afladen 100 mg. de
extracto de tripanosomas disuelios en 100 ml. de tampdn de
borato 0,2 molar de pH 8,5. La suspensidn es enfriada a
42 0 con egitacidn. Imego se afiaden a la mezéla 0,4 ml.
de una solucién de 2 mg. de benzidina bisdiazotada (prapa
rada de acuerdo con el Ejemplo 2) por ml. de la mezcla.
Después de aglbar dursnte una hors se afiaden gota a gota
15 ml. de una solueidn al 20 % de albimine humana y la
suspensidn ey diluida a 300 ml, con tampdn de borato 0,2
molar de pH 8,5.

Ejemplo 5

100 mg. de esquistosomas de sexo maduro, los
llamados esquistosomas de adulto, de la especie Schisto-
somas mansoni, el agente patdgeno de la bilharziosis o

esquistosomiasis de los intestinos y del higade, secados,

- 17 =
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obtenidos de manera conocida, son suspendidos en 30 ml.
de una solucién que contiene 0,5 % de cloruro de sodio,

0,275 % de bicarbonato de sodio y para-etil-mercuri-tio-

" bencenosulfonato sddico (que se encuentra en el comercio
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17.8.72

bajo el nombre de Thiocid) en una dilueidn de 1:5000 (Ka-
gan y Pellegrino Bull. WHO 25, 611, 1961). La suspensidn
es desintegrada con un homogenelzador de tejido, con en-
friamiento, en bafio de hielo a alta velocidad, es manteni
da durante un dfa o 42 C, es dilufda a 100 ml. con la an~
terior solucidén de cloruro de sodio/bicerbonato de sodioc

y es céntrifugada durante 30 minutos s 10.000 veces la fuer
za de la gravedad. La parte sobrenadante es dializade fren
te a tampén de borato 0,2 molar de pH 8,5, y despuds de
esto el volumen es de 120 ml, y el contenido de proteinas
es de 70 mg,

Este extracto sirve como material de partida pa
re la preparacidén del reactivo de esquistosomas.

10 ml. de la suspensidén al 40 % de 1l4tex de po-
liestireno que hs sido caracterizada con méé detalle en el
Ejemplo 1 son diluidos a 60 ml., con tampén de borato 0,2
molar que contiene 2 % en volumen de glicerina en calidad
de estabilizador. A esta suspensidn se afizden 70 mg. de ex
tracto de esquistosomas, disueltos en 120 ml. de tampén
de borato 0,2 molar de pH 8,5. La suspensidn es enfriada

con agitacidn m 42 C, Iuego se aRaden & la mezcla 0,8 nl,

- 18
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de una solucidén de 2 mg. de benzidina bisdiazotada (pre-
parada de acuerdo con el Ejemplo 2) por ml. de solucidn.
Después de egitar durante una hora se afiaden gota a gota
11,3 ml, de una solucidn al 20 % de albdmina humena y la
suspensidn es dilufda a 300 ml. con tampén de borato 0,2
molar de pH 8,5,
Ljemplo 6 _

Entemoeba histolytica, el agente patdgeno de -
la disenterfa y en estado avanzado de la amebiasis invaso

ra (absceso de higado) se obtiene por cultivo axénico de

‘acuerdo con el procedimiento que se deseribe en L,S, Die~

mond, J., Parasit., 54, 1047-1056 (1968). A partir de las

anebas cultivadas de este modo se obtiene, de acuerdo con

. procedimientos de fraccionamiento conocidos, una fraccidn

20

25

17.8.72

de protefna que al final de la preparacidén se presenta en
forma de solucidn al 3 % en tampdn de borato de sodio 0,2
molar de- pH 8,5. La fijacidn de 10 ml, de esta fraccidn
de protefna en l4tex de poliestireno se efectda tal como
ge describe en el Ejemplo 2, con la modificacidn de que
ge emplean 1,2 ml. de una solucidn al 0,2 & de benzidina
bisdiazotada y de que se diluye a 400 ml. con una solu-
cidn al 1% de albdmina de suero humuno en tampdén de bora-
to de pH 8,5.

Ejemplo 7

El compuesto, descrito en el Ejemplo 2a, de una,

- 19 -
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suspensidn de l4tex de poliestireno y una solucidn de gag
ma-globuline anti-antigeno de Australia de conejo puede ser
preparada también si el l4tex de poliestireno Polystyrene-
Iotex de la firma The British Drug Houces Ltd., es reempla -
zado por los ziguientes copolimeros que contienen estireno
al 40 %:

a) Dispersién de copolfmero de estireno/dcido acrilico con

una proporcidn de ambos componentes de 100/1.

b) Dispersidn de copolimero de estireno/dcido acrilico con

una proporcidn de ambos componentes de 100/3.
¢) Dispersién de copolimero de estireno/deido metacrilico

con una proporcidn de ambss componentes de 100/1.

d) Dispersidén de copolimero de estireno/4s:!fo metecrilico

con ung proporcidén de ambos componentes de 100/3.

En lo que sigue =e den algunos ejemplos de apli
oacién e los remchivos de acuerdo con ol invento.

' Tl preparado con coriogonadoiropine (Ejemplo la)
obtenido de ccuerdo con el invento es utilizado para la
comprobacidn de un embarazo. Gon antisuero obtenido a per
tir del conejo por inmunizacidn con CGH, se fija la CGH
de la orina de embareszade que es dispuesta previamente en
diluciones crecientes, y el exceso de anticuerpos frente
o CGH es hecho reaccionsr con el preparado de ascuerde con
el invento. 3i con todas las diluciones se maniflesta wa

aglutinacidn, ol ensayo es negativo. Por el contrario, si
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la aglutinacidén solo aparcce con una determineds dilucidn
el ensayo es positivo y exisle un embarazo.

Tog compueétos de ldtex de poliestireno e insu-
lina (Ejemplos 1b y lc) sirven para la deteccidn de anti-
cuerpos de insulina en el suero de disbéticos, que hen re
cibico insulina duranté~largo tiempo. En el caso de pre~
sencia de znflcuerpos de insulina, en une serie de dilucio
nes rrogresives del suero de diabdiicos aparece una aglu-
tinacién hasta 1legar o une determinads dilucidn. Con mayo
res diluciones ya no aparece le oglutinacidn, Con los com
puestos de ldtex de poliestireno e insulina es posible de
tectar anticuerpos de insulins e incluso determinarlos de
manera semicugntitativa.

Tl producto obtenido de acuerdo con el invento
con anti-inmmoglobulina M (anti-IsM) de conejo (Ejemplo
1&) es un reactivo para la deteccidn o comprobacién de une
concentracidn acrecentada de IgM en el suero de recien na
cidos., Ta IgV no es formada normalmente por el feto y tam
poco es transmitide desde la circulacidn sangufnea mater-
na a la cireculacidn sanguinea fetal. Por lo tanto no pue-
de ser detectada en el suero de recien nacidos., No obstan
te, si el feto he sufrido uns enfermedad intrauterina, por
ejenplo sarampidn, toxoplasmosis, ete, este feto produce
Ietl y se compruehs, com ¢l reactivo anti~IgM preparado de

acuerdo con el invento, en el suero del recien nacido una
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concentracidn relativamente elevada de IgM. E1 reactivo
es apropiado por consiguiente pare diagnosticar una enfeg
medad intrauvierina del recien nacido.

Bl preparado obtenido de acuerdo con el invento
con gamma~globulina anti-antigeno de Australia de conejo
(Ejemplo 1 e) es utilizedo para la deteccidn del antige-
no ‘de Australia en el sueroc de donéntes de sangre y para
la diagnosis de hepatitis del suero, en el cual el antige
no de Australié ye aparece en la etapa prodromel. Con una
muestra de suero de un enfermo de hepatitis de sumero resul
ta una aglutinacidn de la suspensidn preparada de acuerdo
con él invento. Por el contrario esta suspensidn permane-
¢e inalterads con una muesirs devsuero de une persona se-
na.

¥l agente de diagndstico de virus de sarempidn
preparado de scuerdo con el invento (Ejemplo 3b) sirve pa
ra la deteccidn de anticuerpos de sarampién en el suero,
especialmente de mujeres en edad de maternidad o de capa-
cidad de concepcidn, dado que las infeccilones de saram-
pidn durante el emberazo conducen a dafios para el feto,
que son designados como embriopatias de virus y son carac
terizados por la formecidn de deformidades congénitas. Si
el suero procede de una paciente gque ha sufrido una enfer
medad de sarampién o ha sido vacunada con vacuna de Saram

pidn, se aglutina el agente de diagndstico de sarampi&L
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preparado de acuerdo con el invento que ha sido afiadido
al suero. Por el contrario, si el ensayo se desarrolla de
modo negativo, se indica uns inmunizacidn con wvacuna de
sarampidn. '

E1l producto del procedimiénto, que contiene alfaw
hemolisina, - un producto de metabolismo de los estafiloco-
cos, como proteina inmmoldgicamente activa (Ejemplo 3 c¢),
sirve para la diagndsis de enfermedades reumdticas. En .
efecto, con la anti-alfa-hemolising contenida en el suero
de reumdticos se forma una aglutinacién. Los valores norms
les se encuentran entre 2 y 4 unidades, y los valores pa-
toldgicos se encuentran por encima de éstos. E1l ensayo es
tan sensible que todavia se pueden detectar 1 - 2 unidades
de anti-alfa-hemolisina. El producto del procedimiento pue
de ser ajustado con el suero normalizado del Instituto Se
rolégico Estatal de Copenhage.

_ El reactivo de tripanosomas obienido correspon-
dientemente al Ejemplo 4 manifiesta una aglutinacidn con
el suero de pacientes que tienen laz enfermedad de Chagas.
En sueros normales no se presenta la reaccidn,

El reactivo de esquistosomas preparsdo de acuer
do con el Ejemplo 5 menifiesta una aglutinacidn con sue-
rog de paclentes que estdn enfermos de bilharziosis o es-
quistosomiasis, Con sueros de personas sanas no se presen

ta la reaccidn,
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Otras posibilidades de utilizacidén son las si-

guientes:

1)

Reactivo de lédtex-IgE

Importancia pars diagndstico: Comprobacidn de

concentracidn acrecentads de IgE en el suero, en alergias

y en enfermedades parasitoldgicas.

2)

Reactivo de létex-Igh

Importancia para diagnostico: Exploracidn de re
cien nacidos, comprobacidn de concentracidn acrecenta
de de IgA en el suero de recien nacidos, tal como apa
rece por ejemplo despuds de infecciones intrauterinas,
Reactivo de létex—alfal—fetoproteina

Importancia pars diagnéstico: Comprobacidn de
alfalnfetoproteina en el suero; aparicidén en carcino-
ma primsrio de higado, raramente en terabtobldstoma.
Reactivo de 14tex-PE |

1
Importancia para diagndstico: Comprobacidn de

protefna PEl especifica del embarazo; en el suero y

en la orina; diagnésis del embarazo, control del trans

© 5)

curso del embarazo.
Reactivo de lédtex—amebas

'Importancia para diagndstico: Comprobacidn de
anticuerpos frente a amebas, como agente auxiliar dig
néstico en enfermedades de amebas (reconocimiento de

la amebiasis invasora).

- 24 -
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6) Reactivo de 14tex-LFH

Importancia para disgndstico: Comprobacidén de
lactdgeno de placenta humena en el suero de Embarqzada%
control del transcurso del embarazo. .

5 7) Producto de ldtex~fribrindgeno-Split D y producto de
1l4tex~Librindgeno-Split E.

Importancia para diagndstico: Para la comproba-
cidén de fibrindgeno Split D y E en el suero ¥ en todas
las formas de hiperfibrindlisis (por ejemplo coagulopg

10 t{ag de consumo; terapia trombolitica) y comprobacién
de fibrinopeptiduria en el caso de tran3p1antes'de ri-
fén, nefritis y nefrosis,

8) Reactivo de ldtex-mioglobins

Importancia para diagndtico: Comprobacidén de mi

15 globina en el suero y en la orina, por ejemplo para la
disgndsis precoz del infarto de corazdén.

9) Reactivo de ldtex-haptoglobina,

Comprobvacidn de deficit de haploglobina que po-

drfa conducir a complicaciones de transfusidn, cuando

20 aparece hemdlisis,

17.8.72 - 25 -
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REIVINDICACIONES

Los puntos de invencién propia y nueva,
que se presentan para que sean objeto de esta solicitud
de Patente de Invencién en Espafia, por VEINTE afios, son
los siguientes:

1.~ Procedimiento para la preparacién de
compuestos de litex de poliestireno y proteinas o péptidos,
caracterizado porque se hacen reaccionar entre si (1) una
suspensién de litex de poliestireno, (2) una proteina o
péptido, y (3) un compuesto de diazonio aromitico.

‘ 2.~ Procedimiento segin la reivindicacién

1, caracterizado porque se hace reaccionar primero la sus~
pensién de létex de poliestireno con un compuesto de dia-
zonio, y a continuacién el producto de reaccién se hace
reaccionar con una proteina o péptido.

3.~ Procedimiento segin la reivindicacién
1, caracterizado porque el compuesto de diazonio es una
2-naftilamina, 7-etoxi-3,9-diaminoacrdina, anilina, feni-
léndiamina, benzidina, dianisidina, diamino-difenilmeta-
no, diamino-difenilsulfona diazotada o un 4cido benzidin-
-gulfénico o un Acido para-amino-fenilsulfén-etoxisulféni-
co diazotado.

4.- Procedimiento segin la reivindicacién 1,
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caracterizado porque la proteina o el péptido es una al-
bdmina, globulina, proteihormona, una proteina de virus,
bacterias, protozoos o helmintos.

5.~ Procedimiento segin la reivindicacién
1, caracterizado porque la proteina o el péptido es una
IgE~-globulina.

6.~ Procedimiento segin la reivindicacién
1, caracterizado porque la proteina o el péptido es una
haptoglobina,

7.~ Procedimiento segin la reivindicacién
1, caracterizado porque la proteina o el pétido es una
mioglibina,

8.~ Procedimiento segun la reivindicacién
1, caracterizado porque la proteina o el péptido es un
alfal-antitripsina.

9.- Procedimiento segtin la reivindicacién
1, caracterizado porque la proteina o el péptido es una
proteina de embarazo PEI’ PE2 6 PE3'

10.~ Procedimiento segiin la reivindica-
cién 1, caracterizado porque la proteina o el péptido es
una transaminasa.

11.~- Procedimiento segfin la reivindica-
cién 1, caracterizado porque la proteina o el péptido es
un anticuerpo de sarampién.

12.- Procedimiento segiin la reivindicacién

- 27 -



10

17.5.73
BPD/.

6364
£EQH Y

1, caracterizado porque la proteina o el péptido es un
anticuerpo de estafilolisina.

13.~ Procedimiento segin la reivindicacién
1, caracterizado porque la proteina o el péptido es un
anticuerpo de bilharziosis o esquistosomiasis.

14.- Procedimiento para la preparacién de
compuestos de latex de pbliestireno y proteinas o pepti-
dos.

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

Esta Memoria consta de veintiocho hojas

escritas a miquina por una sola cara.

=4 JUN. 1973

Madrid,
P, A.
Alba Elitabary
Per Po
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