" BEGISTAO DE LA FAOPIEDAD INDUSTRIAL

r
MINISYE.10. DE INDUSTRIA ® B @ NUMERO Al

‘ { % 5— ? 6d @ FECHA DE PRESENTAGION
ool YOUU

PATENTE DE INVENGION

ESPANA

J0) PRIORIDADES:

@NUMENQ FEGHA @ PAIYS
451.875 18 de Marzo de 1974 tE.UU. de A.

—

ASIFICACION INTERNACIONAL,

BARIA

@FIOHA DE PUBLICIDAD

@ PATENTE RE
! ‘ku ‘\Q"

%.

?

E91wuro b kA mveNcion |

PROCEDIMIENTO OE ANALISIS RADIDISOTOPICO COMPETITIVO PARA MEDIR
LA CONCENTRACION DE FOLATO EN EL SUEROD.

(@) seticiranve

CASE WESTERN RESERVE UNIVERSITY.

DOMIGILIO DEL SOLICITANTE

10900 Euclid Avenus, Cleveland, Ohic 44106, EE.UU. de A.

(3 mvanton e

@ TruLan s

@ REPRENENTANTC

D. Jaime GAmez-Acebo y Modst

UNE Ac4  MOD. 3106 UTILICESE COMO PRIMERA PAGINA DE LA MEMORIA -!



10

15

20

25

30

2,

La preseﬁte invencidn comprende un andlisis radig
isotdpico rédpido y menos costoso para medir la concentracidn de
folato en sl susro sanguineo. Este procedimisnto utiliza SH—ptg
roilmonoglutamato, 4cide S-metiltetrahidrofdlico sin radioacti-

var, y un aglutinants del folato parcialmente purificada, como

puede ser por sjemplo un aglutinante del folato extraido de ri-‘
fiones de cerdo. El procedimiento comprande relacionar hadioiso-:
tépicamente las cantidades combinadas de un folato radioactiva-
do y un folato conacido a varias concentraciones del folate co-
nocide en un sistema que contiene una cantidad predsterminada
del folato radiocactivado, una cantidad predsterminada del fac-
tor aglutinante para los folates, y una cantidad predesterminada
de susro expsrimental desfolatado, Entonces se determina radio-
isotdpicamente la cantidad combinada del folato radioactivado
en un sistema que contiene la cantidad predetgrminada de folato
radicactivade, el suero experimental y la cantidad predeterming
da del Pactor aglutinantae. Después la cantidad combinada del fa
iato radioactivado determinada en la segunda etapa se corrsla-
ciona mediante la relacién determinada en la primera etapa pars
averiguar la cantidad de folato en ai susro.

El factor aglutinante se prepara homogenizandeo urn
drganc de animal qus contenga factor aglutinante en un sistema
liquido apropiado, v.g., agua, y extrayendo con un disolvente
apropiado por ejemplo acetona. El extracto de acetona se extrag
ta entonces con Acido ciftrico o 4cido orgédnico polibdsico hidrc
solubles similar y después con etanol fraccionado para obtensr
una fraccién insoluble en alcohol que se segrega. La fraccidn
segéegada se utiliza entonces para preparar una suspensidn en
una sglucidn tampdén apropiada qus, a su vez, se sapafa por cen-

trifugacidn para obtener un liquide sobrenadante que contiene




10

15

20

25

30

el fPactor aglutinante. £l factor aglutinante mas idéneo se deri

va del rifdn del cardo.
Principins Fundamentales dsl Invento y Tecnolegia Anteriar

El presents invento se refisre, segln se ha indi-
cado, a un andlisis enzimdtico o de cofactor bioquimico radio-
isotépico competitivo para medir la concentracidén del folato en

el suero., E1 término "folato" es bien conocido por los expertos

“en bioquimica, Es genérico y comprends no solamente los deriva- |

dos de 4cido pteroilmonoglutémica, sino tambiédn las sales y
otros productos de neutralizacidén del mismo. Si un material se
encuentra en la forma 4cida o en la forma bdsica dependerd del
pH del medio en el quse se haya., Asi, sl término "folate" com-
prende derivados sustitufdos de dcido pteroilmonoglutdmico y
lag formas de poliglutamato asi como ésteres, sales y otros de-
rivades gue comprendsn no solamente el grupo carboxilo sino tarm
bién otros puntos de sustitucidn en la molécula, Frescuentemente
es Gtil conocer la concentracidn de folato en el suero para con
firmar la etiologia de la anemia de un paciente. Los andlisis
microbioldgicos conocidos actualmente para medir la concentra-
cién de folato sn el suero exigen tiempo y, como otros an#lisis
microbioldgicos, se ven afectados por agentes antimicrobianos y
antinsoplésticos que puedan encontrarse presentes en la muestre
de suerao. Se ﬁuede tomar como referencia el trabajo de Herbaeert
titulado "Método de Adicidn Aséptica para Lactobacillus Casei
de la Actividad del Folato en Bl Suero de seres Humanos", J.
Clin Path, 19: paginas 12 -~ 16, 1966; y Grossowicz st al, "De-
terminacién Microbioldgica de Derivados de Acido.Fdlico en la
Sangre", que aparece en Blood 20, piginas 609 ~ 616, 1962, El
procedimiento del invento se distingue de estos andlisis micro-

biolédgicos porque utiliza un procedimiento de radiocanilisis ca-
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racterizado por un aglutinante competitivo directo entrs un fo-
lato radioactivade y un segundo folato, conociéndose en un caso
el segundo folata y siends en el segundo casa 8l sequndo folatao
un folato de suero, por lo gue se pueds determinar la concentra
cidn del folato en el suero. Este andlisis se puedes completar
en un trabajo de una mafiana y los resultados se puedan obtener
al final del dia. Este andlisis emplea 3H-pteroilmonnglutamatu
(identificado en adelante como 3H-—PGA) como folato radiocactiva-
d6, &cids d,1,5 metiltetrahidrofdlico (denominado sn adelents
SCHSFH4) coﬁc folato conaocido, un aglutinante de folato parcial
mente purificado extraido del rifidn de cerdo u otro érgano de
animal apropiado. Este andlisis es sensible a 25 picogramos de
SCH.FH,, el folato de suero principal (véase Herbert et al, "Es
tudios sobre la identificacidn de un compussto de folato del
suero de seres humanos", J. Clin, Invest. 41; péginas 1134 -
1138, 1962). Al contrario gue los andlisis microbioldgicos, el
andlisis del invento no sa ve afsctado por agentes antimicrobia
nos o antineopldsticos, como puede ser sl Metotrexato(ametopte~
rina), 4cido 4—(amino—NlO-matilptéroilglutémico). También se
puede tamar como refersncia a Rothenberg et al, "Radio Andlisis
del Folato del Suerc: Uso de un Sistema Ligants-Aglutinante de
Incubacidn en Secusncia de Dos Fases", New England Jornal of Me
dicine 286: 1335 -~ 1339, 1972,

Se ha descrito gque se encuentran aglutinantes de
ptéroilmonqglutamatu (PGA) y algunos de sus derivados en la le-
che, suero procedents de algunas mujeres embarazadas, pacientes
deficientss en folato, y suero procedente de pacientes con una
enfermedad maligna. Se pueden extraer aglutinantes de folato de
drganos dé diversos animales, parculrmente les rifiones y el pén

creas. El bazo, higado, corazén y tejido mucular, aunque contig
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nen pequefias cantidades de materia dtil comoe aglutinante, no '

contienen dicha matsria en cantidad econdmicamente importante.
El procedimiente de extraccidn es en cualquier caso el mismo. 5
Sg han obtenido los mejores resultados con factor aglutinante

de rifiones de cerdo. Por consiguients, la descripcidn del procsg
dimiento para extraer el factor aglutinante de Srganos de anima
les se ejemplificard, con relacidén al procedimisnto para extrasr
Factor aglutinante de rifiones de cerdo. Se comprenderd que se
puede utilizar el mismo procedimiento para la preparacién de
factorss aglutinantes procedentes de otros Srganos.

La preparacién de aglutinante procedente de rifién
de cerde ha demoatrado ser muy Gtil para establecer un andlisis
con aglutinante ligador competitivo para medir el folato, sspe-
cialmente el folato del suera, Ademds, este aglutinante parece
ofrecer un buen sistema de modelo para sl aestudio y comparacién
de aglutinante del folato que se encusntfa en sl suero de pa-
cientes con ciertas enfermedades.,

Braeve Descripcidn de los Dibujos

En los dibujos adjuntos, la Fig. 1 es una curva

normal tipica que demuestra la relacidn de porcentaje de 3H--PGA
combinade a varias concentraciones de SCHSFH4 an ngs.

La Fig. 2 es un histograma que representa la dis-
tribucién de la concantracién de folato del sueroc en la pobla-
cién total sometida a andlisis.

La Fig. 3 demuestra la relacidn entrs valores ob-
tenidos de sueros analizados par duplicado sn dos vias diferen-
tes.

La Fig. 4 representa los valores de folato de sug

ro obtenidos de varios suaros en funcidn al tiempo de equilibra

cidn.,
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La Fig. 5 demuestra la relacién entre el procedi-
miento de andlisis del invento 'y el procsdimiento microbielégi-
co de L., casei de la tecnologia anterior.

La Fig. 6 representa la especificidad del factor
aglutinante de éolato de rifiones de cerdo para varios derivados
de folato.

La Fig. 7 es un grédfico que representa el sfecto
del pH sobre el aglutinante de 3H-—PGA.

Degscripcién Detallada de la Preparacidn de Materiales y Métodos

Emglgados
Una composicidén aglutinante de folato de rifdn de

cerdd se prepara convenisntemante empleande rifidn de cerdo freg
1 .
co desengrasado que ss ha hecho homogéneo en tres volimenes (pe

so/volumen) de 4cido citrico 0,05M o, altarnativamente, polvo

' de rifidn de cerdo extractado sn acetona (Sigma Chemical) dispo-

nible en marcado se prepara en suspensidn sn diez vol(menes (pg
so/volumen) de Acido citrico 0,05M y se agita mediante una hora
a la temperatura del ambiente. El voluman de écido citrico pue-

de ser del orden de 10 - 15. Si fuera necesario, la solucidn se

- ajusta a un pH de 3,5 con Acido clorhidrico 5N. Despuds ds afia-

dir 2-mercaptoetanol a una concentracidn final de 5mM (milimo-
les), se agita an la suspensidn carbdn vegetal agitado finamen-
te dividido (Norit A) a una concentracidn del orden de aproxims
damente 2 % al 5 4 (peso/volumen).

7 ‘La finalidad del carbdn vegetal es ssparar por at
sorcidn el folato que se produce en la fuente de aglutinante
del rifidn del sistema. Se ha averiguado que las concentraciones,
sobre una base de peso/volumen de tan sdlo un 2 % aproximadamer
te, dan excelents rendimiento de aglutinante y saparan el fola-

to con eficacia, Las concentraciones de carbén vegetal mas ele-
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vadas tisnden a sliminar aglutinante al mismo tismpo que folato,
Por lo tanto, las concentraciones inferiores de carbdn vegstal

son prefsribles en lo que se refiere a rendimiento de aglutinagi
te. Se pusde emplear cualquier otro método de ssparar entidadss

moleculares sin destruir el facter aglutinante que tengan pesos

moleculares, por un lado, de 400 a 1000 aproximadamente (v. g.,
folatos) de entidades molacularss que tengan pesos moleculares
del orden de 40000 (v. g., aglutinante), tales comeo cramatogra-?
f{a, tamices moleculares, etc,

El mercaptoetanol ha demostrado mejorar la solubi
lizacién del fPactor aglutinante y el rendimiento, sin afectar
al andlisis. Su presencia es discrecional, Después de dsjar re-
posar durante un periodo de 5 a 20 horas a 42 C., la mezcla se
centrifuga por espacio de aproximadamente 30 minutes a 13,000
por G a 42 C. para ssparar el carbén vegstal y cualquier mate-
rial pracipitado. El liguido sebrenadante se ajusta lentamente
a un pH de 7,4 con NaOH N y después ss mezcla con un volumen
igual de stanol absolute a -20¢ C. Después ds dejar reposar por
un periodo de 4 horas .a ~202 C., ss recoge el precipitado por
cantrifugacidn a 13,000xG y se tira, El lf{quido sobrenadante rg
sultante se pone a una concentracién de etanol final del 75 %
con alcohol absoluto y se deja reposar hasta sl dia siguiente
a =200 C, £l pfacipitadu se recoge por centrifugacidén a 13,000
X G se seca a la temperatura ambiente y se prepara con el mismo
una suspénsién en un volumen de tampdn de fosfato potésico 0,05
M awun pH de 7,6, siendo la cantidad de tampén dé fosfato apro
ximadamenﬁe el 5 % del volumen inicial. La suspensidén se agita
lentamente por espacio de 20 minutos a 492 C. y después se cen-
trifuga por espacio de 10 minutos a 10,000 x G a 42 C. y se guag

da el fPluido sobrenadante, Si todavia hay presente algin color
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rojo en 8l prsqipitado, se aﬁade un pequsfio volumen de tampdn dg

fosfato y se repite el procedimiento de extraccidn. La sclucifn
resultante de color paja a rojo repressnta aproximadamente un |
rendimiento del 50. ¥ de la capacidad total de aglutinante del |
extracto inicial en 4cido citrico y muestra un aumento de 20 a

30 veces en actividades especifica sobre el gxtracto de 4cido

citrico.
Concentra Ext.Vol, Total de Capacidad Actividad
cién de Total cc Proteina de Agluti Especifica
Proteina . mgs. nante pa~ n moles
mg/ml. ra PGA PGA/mg.
' (n moles) Proteina
Extracto
en &cido
citrico
crudae 1,6 3500 26,600 29,7 0,001
ppt.Etansol
(50-75 %) 6,17 75 462,7 13,6 0,029

Se ha averiguado que el rifibn fresco de cerdo trg

tado seqln el método de Iwai et al, "Estudios del Acido Fdlico

de Acido Félico de Eritrocitos Humanos" J, Biol. Chsm. 239; pé-
ginas 2365 - 2369, 1964 para la preparacidn de conjugasa, con-
tiene también un aglutinante de folato. No obstante, dichas PTE

paraciones no son tan estables como las elaboradas a partir del

te de folato segin se pressntan en la presents memoria ses deter
minan sebre preparaciones hechas a partir de polvo en acetona,
Los andlisis segdn el presente invento ss llevan a

cabo preferiblemente en un tampdén ds fosfato potdsico - ascorbg(

to - suero (identificado en adelante como KPAS). Esta solucidn |

tampdn se prepara diluyendo suers humano normal de donantes 1l:10
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an tampén de Posfato potésico 0,05M (pH 7,6) y afadiendo 2,0 mi
ligramos de 4cido ascérbico por cm3 a la solucidn final., El sug
ro humano nhormal de donantes se forma mezclando entre sf una plq
ralidad de musstras de suero procedentes de musstras de sangre
humana normal. Antes de emplear sl suerc mancomunado, se trata
con carbdn vegetal activado an polvo (Norit A) para separar el
folato enddgeno. Esta operacidén se realiza afadiendo 15,0 mili-
gramos de carbdn vagetal activado por em® de suero, agitando lan
tamente la suspensidn por sspacio de 10 minutos a 42 C. y centrf
fugando después para separar sl carbdn vegetal., Oe este modo se
obtiane un suero que se denomina "exsnto de folatao" y que ss con
gela en pequefias cantidades alfcuotas a -802 C, hasta que se utﬂ
liza en la solucién tampén de anélisis. Seg(n aparecerd mas ads
lante pueds ocurrir folato ligado en susro humano que no se pus
de separar empleando técnicas simples de absorcidn con carbédn
vegetal,

E1l folato normal o conocido (4cide d,l,L-5-metil
tetrahidrofélico) (Sigma Chemical) se disuelve en solucidn tam=
pén de fosfato potdsico 0,05M pH 7,6 y después se pone a 0,1M
con 2-mercaptoetanol. En ests caso sl mercapto-alcohol actda cg
mo estabilizador para el folato o dcido félico. La pureza del
SCH3FH4 8e deﬁermina expsctrofotométricamente y la concentracidn
se determina empleando un € 1 % cm a 290 nm de 665 (Gupta et al,
"prgparacidn vy Propiedades de S-Metiltetrahidrofolato cristali~
60 y campuestos relacionados con sl mismo", Arch, 8iachem. Bio-
pys., 120, pdginas 712 - 718, 1967)., La solucidn an existencia
(aproximadamente 5 microgramos por cmS) se congela en pequefiag
cantidades alicuotas a ~802 C. hasta sl momento ds su uso., Esta
solucidn ha demostrado ser estable durante un perfodo de por lo

manos 6 meses.
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Como compuesto trazader o radicactivado se utili-
za convenisntemegnte 3H--PGA de actividad especifica elsvada (15
- 50 Ci/mmoles; Amersham Searle). Se disuelve en etanol al 20 %
y se almacena a -802 C. Para utilizarse en sl andlisis, la so-

lucidn original se diluye 1 : 100 en tampén de fosfato potdsice

- {(0,05M. pH 7,6).

Se prapara carbdn vegetal activade finamente divi
dido recubierto con albfmina mezclando volfimenes iguales de car
bén vegetal activado en polvo al 5 % en suspensidn (Norit A)
(psso/volumen, en agua destilada) y una solucidn acuosa al 1 %
de albdmina de ganado bovino (fraccidn V de Cohn). Esta suspen—
sidn es sstable al menos durante un mes cuando se almacena a 42
C. A este respscto ss obssrvard que cualquier material de peso
molscular relatiuahanta alevado puede utilizarse para recubrir
el Qarbén en lugar de la alblmina de ganado bovino como, por
ejampio, hemoglobina o dextrdn (gque es un polisacdrido) de una
gama de peso molscular apropiada, v.g., 10.000 a 50.000.

Las muestras se cuentan empleandoc técnicas de es-
cintilacidn normal en liquide, bien conocidas en la profesidn,

en un flufdo de escintilacidén que, por sjemplo, se pusde prepa-

- rar mezclando vollmenes iquales de tolueno que contisne 13,72

de 2,5-difeniloxazol (PP0/1l, grade de sscintilacién) y 0,28 gra
mos de l,4~di-2-(4~metil-S5-feniloxazolil)benzina (POPOP/l, gra-

| do de escintilacién), y un agente humectants inidnico, como pue

de ser un producto de condensacién de éxido de alquileno con un
alguilfenol, v.g., nonifsnol + 9 molas de éxido de etilenc (Tri |
ton X-10), Se recogen contajes suficisntes para obtener un error
de contaje del 4 % o menas.

La sangre que se ha de analizar para hallar la

cantidad de folato se obtiene por fextraceidn de vena y se deja
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coagular a la temperatura ambiente. El suero se rscoge per cen-
trifugacidén y se afladen 5 miligramos de &cido ascérﬁico por cmd
de suero. Cuando sa recoge el susro de ssta mangra y sg almace-
na a =202 C,, el nivel de folato permanece estable por lo menos
durants 3 meses.,

Seqin se ha indicado anteriormente, una fase ca-
racteristica del presente invento es la de la terminacidn de la
curva normal. La tecnologfa anterior ha demastrado que el fola-
to de suero humano principal es SCHSFH4 (Herbert st al, "Estu-
dios sobre la Identificacidn de un Compuesto de Folato del Sue-
ro Humano" supra) y, por lo tanto, se utiliza para competir en
lugares de ligazdn de PGA en la preparacidn de aglutinante de
rifién de cerdo. Empleando cantidades sn aumento de SCHSFHa y
una cantidad constante conocida de 3H-PGA y una cantidad cons-
tante caonocida del factor aglutinante, preferiblemente con una
parte alfcuocta de susro de donantes desfolatado como modelo, se
puede relacionar el porcentaje de reduccidén del complejo de fo=-
lato/aglutinante radiocactivade formado (% SH-PGA combinado) a
las diferentes concentracionss conocidas de SCHSFH4. Para deter
minar la concentracidn de folato en una muestra de suero dado,
golamente es necesario, por lo tanto, cOmparaf el porcentaje de
3H--PGA que se halla cuando se aMade una parte alicuota de suero
a la mezcla de incubacidn como reposicidén de la parte alicuota
de susro de donantes désfolatado, si se utiliza, a una serie de
concentraciones conocidas de SCHSFH4 representadas sn una curva
normal, Se puede tomar como referencia la Fig., 1 que &8s un gjem
ple tipico de una curva normal determinada segln sste procedi-
mienta.

En esta prueba, la mezcla de incubacidn cantenia

200 picogramos de 3H-PGA en 20 - 40 microlitros, 0,1 cm3 de so-
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luéién de SCHSFH4 (diluyéndose la solucidn original en seris en
solucidn tampdn de fosfato potdsica -~ ascorbato a la concentra-
cidn apropiada) y 0,1 emS de solucién aglutinante en KPAS sufi-
cisnte, de farma que sl volumen final de la mezcla de incuba=-

cidn fuera 1,0 cm3. Para obtenar un grado elevado de sensibili-

3 sean sufiw

dad, el aglutinante ss diluye de forma que 0,1 cm
ciente para aglutinar el 70 al 80 % del 3H-PGA cuando no hay

presente 5CH F'H4 competitivo, Como el andlisis segin sl presen—

te invento 92 de tipo aglutinante competitive, sl aglutinante
se afiade al final a la solucidn de “H-PGA y SCH,FH, en el KPAS.
Antaes de afladir el aglutinante, se deja incubar la mezcla de
reacciﬁﬁ por espacio de 30 minutos a 42 C. en la ascuridad para
permitir 8l equilibrio del 3H-PGA y sl SCHSFH4 en el KPS. Des-
pués de afiadir el aglutinante, se incuba la ;aaccién por sspa-—~
cio de 45 minutos adicionales a temperatura ambisnte y en la os
curidad. )

Se separan 3H-PGA libre y combinado al final de

la incubacidn colocando el tubo en hielo y afadiendo 1,0 cm3 de

| la suspensidn de carbdén vegetal activado en polvo recubierto

con albdmina qus absorbe el 3H—PGA libre. Después de affadir la
suspensidn de carbdn vegetal, se dejan reposar los tubas por es
pacio de 2 a 3 minutos y después se centrifuga durante 10 minu-

tos'a 6,000 x G a 48 C. para nodulizar el carbédn vegetal. Se

 prepara una dispersidn con una parte alicuota del flufdo sobre-

nadante transparente procedente de la etapa de centrifugacidn
y se cusnta en 15,0 cm3 del fluido de escintilacién descrito an
teriormente.

Se prepara un control de carbdn vegetal (llamado
én adelante cc) sustituyendo aglutinants por 0,1 cm3 de KPAS en

un tubo, Los contajes se quedan an al.liquido sabrenadante des-
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pués del tratamiento con suspensidn ds carbén vegetal represen=-
ta los contajes de tritio no absorbibls, Normalments sugle asr
del orden del 5 % al 7 % sl total de contajes incubados. Si el
PGA no era por lo menos 85 % puro segln verificacidn por la
prueba de precipitacidén de sulfato de zinc descrita en Rathen-
berg et al, New England Journal of Medicine 286; 1335 - 1339, |
1972, ss prepara un segundo control. Este control, llamado en
adelante control aglutinante médximo o (mbe), se prepara incuban
do sl 3H-PGA con una parte alicuota de aglutinante sin diluir
preparado segin se ha descrito anteriorments. Los contajes por
minuto (cpm) en el Plufido sobrenadante después de tratamiento
con carbdn vegetal representan el nimero mdximo de contajes que
se pueden ligar, La combinacién neta de cpm en cualquisr mues-
tra se calcula restando el valor cc del ndmero total de cpm en
la muestra, El purcanﬁaje de 3H--PGA combinado en una musstra da

da se calcula de acuerdso con la férmula siguiente:

muestra de cpm - cc
cpm mbc - cc

% 3H—PGA combinado = x 100

La curva normal se construye calculando el porcen
taje da 3H-PGA.cambinado y trazdndolo en grédfico sn funcidn a
la concentracién de SCHSF’H4 para obtener una curva como la indi
cada en la Fig. l. Como el folato tritiado es inestabls, es pre
ferible en todos los casos determinar un "mbc".

En el andlisis de suero humano se analizaron por
rutina 0,1 cmd alicuotos de suero. Las muestras se afadieran a
0,8 cm3 de una suspensién tampén de fosfato potdsico - ascorba
to (KPA) que es igual que el KPAS pero sin el suero desfolatado

y que contiens 200 picogramos de “H-PGA. Segéin se ha descrito
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anteriormente, las muestras ss incuban por espacio de 30 minu~

tos, después de cuyo periodo se afiade el aglutinante. El rasto

del procedimiento ss igual que el seguida para determinar la !
curva normal ilustrada en la Fig, l. La valideéz del andlisis se'
determind: (1) analizando sueros con sl andlisis de aglutinante
ligante sn secuencia descrito por Rothenberg supra, (2) analizan
do sueros con el método de L., casei descrito por Herbert en J. |
Clin. Path. 1912 - 16, 1966, (3) afadiendo cantidades conocidas
de SCHzFH4 y calculando el porcentajes de recuperacién, y (4)

un tubo de ensayo sumergido en un tampén de ascorbato - Fosfato
hirviente,

Los resultados de las pruebas obtenidas son como
sigue: '

La Fig. 1, seqln se ha indicado anteriormente,
ilustra una curva normal tipica obtenida cuando se traza sl por
centaje de 3H-PGA gn funcién a la concentracidén de SCHSFH4.

En una valoracién, se analizd un total de 165 mues|
tras de suero diferentes empleando sl método del presente inven
to. 30 musstras de susro procedian de pacientes con anemia nega
loblistica o macrocitica. Las muestras restantes eran de sujg-
tos "normales"., La Fig. 2 en los dibujos adjuntos es un histo-
grama que ilustra la distribucién de la concentracidn de folato
de suero en la paoblacién total en expsrimentacién. La concentra
cién de folato de susro por término medio en pacientes con ane-
mia negaloblédstica (determinada por morfologia de médula Gsea)
o anemia macrocitiea (un volumen corpuscular por término medio
superiér a 120 micras cébicas, siendo normales 86 = 93) pere

con nivelss normales de vitamina Bl12 sn el susro, es de 0,74

ng/cm3 mas o menos 0,17 ng/cms (error normal del promedio, S5.E.
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M.). La gama era de 0,0 a 1,5 ng/cmz. La concentracidn por tér-

mino medio de folato del susro en la poblacidn normal cansisten

te en plblico en general, estudiantes de medicina, subgraduados ;

y persenal de investigacién) fue de 6,1 ng/cm3 mas o menos 0,3
ng/ecm3 (S.E.M.). La gama de 1,5 a 16,0 ng/cm3. En la poblacién
gque se suponia normal el 14,2 % mostréd niveles de folato entra
1,5 v 3,0 ng/cm>, Esta poblacidn tenfa un volumen corpuscular
por término medio de 97 micras clbicas ensayadas con 20 mues=-
tras con una gama de 95 micras cdbicas a 103 micras cidbicas,
mientras que sl volumen corpuscular por término medio en la po-
blacién normal (v. g., folato 3,0 ng/cm3) era de 91 micras cdbi
cas con una gama de 86 micras clbicas a 93 micras clbicas an 25
musstras,

El promedio de porcentaje de variacidn en las
muestras analizadas por triplicado en el mismo dia fue ds 3,1 %.

La Fig. 3 ilustra la relacidn entre los valores
obtenidos de sueros analizados segin el invento por duplicado
en dos dias diferentes., El promedio de variacidén fue de 4,6 %.

La recuperacién ds SCHSFH4 affadido de una forma
exfgena se indica en la Tahbla II. La baja recuperacidn obtenida
en el suerc con un bajo nivel enddgeno de folato sugiere la prg

sencia de aglutinante sin saturar en el suero de los pacientes.
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TABLA I3

Recuperacidn de 5CH3FH4 Afadido a MUegtra de Susro

fMuestra Folato SCHSFH4 Valor k Valor Porcentaje de
Enddgaenn esperada  real racuperacidn -

(ng/cc) %§2322§ (ng/cc) (ng/cc)

1 2,7 4,3 7,0 6,2 88,5
2 8,4 4y3 12,7 13,6 100,6
3 4,2 4,3 8,5 12,0 141,1
4 4,6 4,3 8,9 8,5 97,7
5 9, 4,3 13,3 12,0 . 90,5
6 6,2 4,3 10,5 12,0 114,0
7 6,2 8,6 14,8 16,0 108,1
8 5,4 8,6 14,0 15,2 108,5
9 - 5,4 8,6 14,0 12,4 88,6

10 4,6 8,6 13,2 12,6 95,5

11 1,3 8,6 9,9 3,6 36,4

12 0,7 8,6 9,3 4,2 45,2
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£l SCHSFH4 se diluyd en tampdn de fosfato -~ ascojp,

bato y se afadid en 0,0lcc a 1,0 cc alicuotos de suero., Algunas

de las muestras se volvisron a congelar sntonces antes de andlj

sia,

valor analizada

% de recuperacidn = valor ssperado x 100

Segln se ha indicado anteriormente, se dejé que se equilibrara
el 3H-PGA con el suero antes de afiadir sl aglutinante. Los valg
res de folato de suero obtenidos para varios sueros en funcidn
al tiempo de equilibracidn se indican en la Fig., 4. Se pudo ave
riguar que Bl periodo de 30 minutes daba una respuesta mdxima vy,
por consiguiente, este ss el perfodo empleado en los andlisis.
Tomando como referencia la Fig. 4, las lsyendas A, B, C y D in-
dican susros procsesdentes de pacientes diferentes. Aunque no se
conoce con precisibén sl por qué algunas muestras musstran un
aumento en concentracidn de folato seqln indican los ejemplos
A y B en particular, a pesar de todo, para asegurar una determi
nacién precisa sobre el espectro mas dmplio de concentraciones,
se ha determinado, que @s preferible una incubacién durante un
perioda de por lo menos 30 minuteos, por otro lado, si la incuba
cidén se prolonga en exceso a unos 90 minutos, por ejemplo, se
establece una accifn destructiva y las lacturas obtesnidas de
concentracién de folato comienzan a reducirse, £a preferible
una incubacidén de 30 a 60 minutos,

En la Tabla III se expone una comparacidén de sug=-

ros enteros y extractados.
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TABLA I11

Comparacidn de Niveles ds Folatp de Susrc determinados Ana-

lizando Suero Entero y Extracto de Suero,

. Concentracidén de Folato (ng/cc de suero)
Muestra Suaro entero Extracto de sueroc o
suero desnaturalizade

13 0,0 1,0
14 3,5 5,0
1s ' 14,6 " 15,5
16 5,2 6,0 .
17 4,1 . 6,0
18 3,8 5,0
19 3,1 4,0
20 10,0 13,0

21 0,8 2,2
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Se prepararon extractos de suerc diluyendo suero
1 : 5 en KPA al que se habian afiadido 5,0 ng/cc de acido ascér-:
bico adicionales. Los sueros se colocaran entonces en un bafio
de agua hirviendo por espacio de 5 minutos para desnaturalizar
el suera, La proteina cuagulada se elimind por centrifugacién.
Una parte alfcuota de sobrenadante transparente se analizd par:
hallar su contenido de folato, Como la proteina se habia extracg,
tado de la muestra, se prepararon las muestras normativas en
KPA en lugar de KPAS para que las condiciones de anilisis fue-
ran idénticas. La muestra 13 representa los resultados obteni-
dos analizando suero tratade con carbdn vegetal,

Aunque el susro humano normal de donantes, trata-
do con carbdn vegetal, no mostraba actividad de folato cuanda
se madia como suero entero, se desprendia una cierta actividad
de folato cuando sl sueroc esra suero extractado o aesnaturaliza-
do. Este descubrimients tiene una gran importancia segin ss evi
denciard mas adelante.

La Tabla IV indica la comparacién de los andlisis
radioisotdpicos de aglutinants competitiva y de aglutinante li-
gants en secuencia en un cierto ndmero de sueros sobre una ém-

plia gama de valores.

14
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TABLA IV

Comparacidn de los Andlisis Competitivo Directo vy

an Secuencia,

ng Folato/cc suaro

Muestra Andlisis Competitive Directo En secuencia

22 4,0 3,8
23 6,5 6,3
24 15,0 17,0
25 9,7 11,0
26 2,5 2,3
27 2,2 1,7

28 5,4 5,2
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El andlisis en secuencia se realizdé segin el métg
do de Rothenberg st al supra; la dnica difersncia fue la susti-
tucidn del extracto aglutinante de cerdo por aglutinante de le-~
che. En esta seris particular de andlisis se analizaron mues-
tras de suero de 20 mic;nlitros. Los resultados presentados re-
presantan el promedio de detsrminacionas por triplicado,

La Fig. 5 demuestra la relacidn entre el procedi-~
miento de andlisis presente y el andlisis microbiolégico de L.
cagel descrito por Herbert, supra, para la determinacién de fo-
latos del suero. El andlisis microbioldgico era consistenteman-
te superior sn una constante aritmética en lugar de una constan
te geométrica; Esta difersncia en los dos andlisis se refleja
en las gamas normales sstablecidas para cada andlisis. El andli
sis de L. casei tiene una gama normal de 4 a 20 ng/cc, misntras
que la "gama normal" en el andlisis radioisotdpico ss de 3 a 16
ng/cc. Un procedimiento idéneo para la preparacidén del factor
aglutinante de folato de rifidn de cerdo se expone a continua-
cién.

Exposicion ds Resultados

El procedimiento de andlisis dsl presente inventa
utiliza 3H-PGA de alta actividad espscifica, disponible en mer-
cado, segln se ha indicado anteriormente, sensible a 25 picogra
mos de SCHsFH4. Sin radioactivar. Los folatos del suero se de-
terminan comparando el grado de inhibicidn competitiva de radig
actividad observada cuando una parte alicuota de suerc se afade
a la mezcla de SH-PGA y aglutinante de folato, a la inhibicién
observada cuando se afiaden cantidades conocidas de SCH3FH4 a la
reaccidn de incubacidn. Se utiliza dcido S-metiltetrahidrof$li-
co (SCHSFHQ) como folato de refsrencia puesto que ha demostrado

ser el principal folato de suero (Herbert et al, J. Clin. In-
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« guyando los sxperimentos des recuperacidn de SCH
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vest. 41: 1134 - 1138, 1962, supra). Ademds, cuando se ha utilj
zado PGA sn lugar de SCHgFH4 para calcular la curva normal de
la Fig, 1, el resultado han sido niveles falsamente infericres
de folatos de suero debido a la mayor competicidn por parte del
PGA sin radipactivar con respecto al SCHSFH4 respecto a lugares
de aglutinamisento en sl factor aglutinante. Este aglutinamientc
preferencial del PGA respecto al aglutinante de rifidn de cerdo
se ha observado también las preparacioness de aglutinante de fo-
lato extrafda de la lache, (véase Ford et al, "Protefna agluti-
nante del Folato sn la leche", J. Dairy Research 36: 435, 1969).
No obstante, al contrario que sl aglutinante de
leche cuando se emplsa aglutinante de folato de rifién de cerdo
en sste andlisis con aglutinante en secusncia segdn ha descrite
Rothenberg, supra, v.g., cuando se incuba derivade de folatos
sin radiocactivar cen gl agqlutinante antes He affadir 3H---PGA, ha
habido solamente un desplazamiento del 5 % al 10 % de SCHSFH4
combinado por el PGA alin cuando se incubara a tempsratura am=~
bienta. Asi, aunque hay un aglutinamiento preferencial evidasnte
de PGA basado sn estudios de competicidn directa, la falta de
desplazamiento de 5CH3FH4 combinado ha hecho posible emplear un
andligis compatitivo de una etapa en lugar del andlisis de aglu

tinante ligante en secusncia de la tecnologia anterior y adn

asi obtener una sensibilidad a 25 picogramos de SCHSFHA. Las ab

| servaciones: (1) que el suero tratado con carbdn vegetal tiene

actividad de folato despuds de haberse extractadso y  (2) que
3FH4 se realizan

empleando suerc con niveles de folato enddgeno inicialmente ba=-
jos, dando lugar a una deficiente recuperacidn del Polato afadi
do, sugieren que hay un depdsito de folato combinado en el sue-

ro humano que no se detecta con un andlisis radioisotdpico a ms
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nos que se extracte el suero antes del andlisis.

A este respscto, Markkenen y Peltola, "Prateinas
portadoras de activada de 4cido félico en el suero humano", Ac-
ta Hasmat 45: 106 - 111, 1971, han fraccionado suero humano y
hallado 3 dreas de actividad de dcido félico. Dos de estas tres
4reas ss sncuentran en regiones de proteinas de slevado pesc mc
lecular, Ahora se ha descubierto gue parte de la actividad del
dcido POlico se combina firmemente en una de estas des fraccio-
nes. 58 tiene evidencia qus apoya la sxistencia de un "depdsitc
de folato combinado" sn el susro sanguineo humano comparando
los resultados obtenidos del andlisis del suero entero y extrac
tado o desnaturalizaede en la Tabla III anterior. Como el aumen-
to en la concentracién final de suero as una constante aritméti
ca (0,0 a 3,0 ngs) no directamente proporcional al valor del fg
lato dél suero entero, este resultado conduce al descubrimisnto
de la existencia de un pequefio depdsito combinado de felato. E1
grado del depdsito, combinada, o su variacidn de una norma de-
terminada para un individuo, paresce qhe puede ser de importan-
cia principal diagnéstica. La cantidad de depdsito combinado de
folato en el suero se detsrmina restando del folato total deter
minado utilizando suero desnaturalizado la cantidad de folaro
determinado empleando suero sin desnaturalizar.

En este punto debemos poner de relieve que el PGA
y cualquisra de sus derivados (que puedan competir para sl aglu
tinamisnto de PGA an el factor aglutinante de folato de rifién
de cerdo) asociado de una forma suelta con proteina del suero,
principalmente albGmina, se detectan por sl andlisis radioisot§
pico segin se pone de evidencia por los experimentos de recupe-
racidn, A este respecto, tdmese como referencia Elsborg "Agluti

namiento de 4cido fdlico a proteinas de plasma de seres humanos}
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Acta Hasmat 483 207 - 212, 1972 y Johns et al, "Metabolismo ds
dcido félico tritiade en el hombrs", J. Clin. Invest, 40; 1684,
1961, La actividad del folatoc combinado no extractabls sn car-

bdn vegetal explicada anteriormente puede representar al falatc

combinado en aglutinante o sglutinante del folsto del suere anf

logo a2 los que ya se han descrite con relacidén a la leche, en

- el sdero, Y en lsucocitos procedentes de pacientss embarazadas

"0 que tienen lsucemia granuldcica crénica, y en el rifén del

cerdo. A estos respectos, témense como rafersncia Ghitis, "Agly
tinante de Folato en la Lechse", Am. J., Clin, Nutr, 20; 1015 -
1024, 1967; Ghitis et al "Aglutinamiento de Acido Félico y deri
vados por medio de Leche", Am. J. Clin, Nutr, 22; 156 - 162,
1969; y Rothenberg et al "aobservacidnes adicionales sobrae el
factor aglutinants de folato en algunas células leucémicas®, J.
of Clin. Invest, 50; 719 -« 726, 1971,

El valor de examen diagndstico de analizar suero

entero no ss ve afectado perjudicialmente por esste folato combj

nado segin pone de evidencia la correlacidn entre los hallazgos
hematoldgicos y el folato de suero medido., No obstante, se debe
reconocer que el valor del suero entero obtenido segln el pre-
sente invento es una indicacién de la concentracidn de folato

de suaro con relacidn a una normativa de SCHSFHa, pero ne nece-
sariamente igual al folato de suero total. Se puede obtener un
total dsl folato del suero extractando primero las muestras de
suero. Como se desconoca la naturaleza del folato combinado, el
valor obtenido seria solamente una cancentracidn de folato rela
tiva al SCHSFHa. Si sl folato combinado ss un derivado oxidado

de PGA, exhibiria una mayor compesticidn que sl SCH sobre

3 Hy

_una base molar, y por lo tanto, daria pug raesultado valores fal

samente elevados, Como existe una buena correlacidn clinica en-
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tre los hallazgos hematoldgicos y el nivel de Polaﬁo del suero
entero analizado por el método descrito en la presente memoria,
este procedimiento sirve como prueba rdpida y barata que ayuda
a la diagnosis de deficiancia de folate.

Entre los diversos factores investigados del agly
tinante del folato, el derivado del rifidn de cerdo parsce ser
notablements superior. A aste respecto, la especificidad del
factor aglutinante del folato ss examind empleando derivados ds
folato sin radioactivar para compstir con SH»PGA,,SH—metutra&g
no (MTX) o &cido l4C-B~metiltetrahidrofdlico (SCHSFH4) respecto
a sitios de enlace o aglutinamiento. Los estudios de aglutina-
miento directo con SH=MTX (13Ci/mmol) han demostrado gue su afi
nidad aglutinante era por lo menos 500 veces menor gua la del
3H-PGA. Los resultados obtenidos con lac~5CH3FH4 eran esencial-
mente los mismos que los obtenidos coen 3H--PGA. No cbstante, co-
mo el 14C-SCH3FH4 tiene una actividad especifica menor, se lle-
varon a cabo pocos experimentos competitivos. Adn asi, se pusde
declarar que el extracto aglutinaba mas del 90 % del 14C-50H3FF4
disponible, indicando que ambas formas dextra y levo del folate
reducido se aglutinaban, Se han indicado resultados similares
raspecto al aglutinante de leche. Con el aglutinante de rifidn
de cerdo, se ha observado también un alto grado de competicidn
por parte del 4cido d,l-tetrahidrofélico (Fig. 6A) y por parte
de 4cido N-10-formiltetrahidrofélico, (no ilustrado) respecto e
lugares de aglutinamiento de PGA, No obstante, estos rssultados
no revelan si existe alguna diferencia en el aglutinamients de

las formas dextro y levo. La falta de competicién equimolar del

| 4cido del tetrahidrofdlico y sus derivados respecto a lugares

de aglutinamiento ds zH-—PGA pusde gque se deba a la presencia

del isdmero dextro.
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Para determinar los datos para la Fig.‘ﬁ, la pri-
mera parte de la Fig. 6 (Fig. 6A) muestra la compaticidn dirsc-
ta respecto a lugares de aglutinamiento de PGA en sl aglutinan-
te dé folato de rifion de cerdo. La maicla de reaccifin contenia
0,225 moles de 3y-pca (54Ci/milim61), derivados de folatos sin
tadioactivar segin se ha indicado, suficiente factor aglutinan-
te ds rifion de cerdo para aglutinar aproximadamente 0,18 pmolas
de PGA, un micromol de 2-msrcastanol, 50 micromoles da fosfato
potdsico, un pH final de 7,6, sn un volumen total des 1,0 cms.
La reaccidén se inicidé afladiendo aglutinante de folato y se dejé
que proslguiera por espacio de 30 minutos a la temperatura am-
biente sn la oscuridad. La reaccidén se detuvo colocando los tu-
bos en hielo y aMadiendo 1,0 cmS de una suspensién de carbén va
getal activado en polvo recubisrto de alblmina, Al cabo de 2 a
3 minutos en Hialo, los tubos se centrifugaron a 6,000 x G por
gspacio de 10 minutos a 49 C. para eliminar el folato “libre®
absorbido por el carbdn vegetal, Ss contd 1,0 emS de flufdo sa-
brenadante transparente, que contenfa sl complejo folato/agluti
nante, mediante expectrascopia de sscintilacién en liquido se-
gin procedimiento conocidos., Se prepararan controles de carbén
vegetal sustituyendo solucién tampdn por aglutinante en una se=
rie de tubos, para determinar el nimero de contajes no elimina-
dos por el carbdn vegstal. Se calculd el aglutinante miximo en

porcentaje por la férmula:

cpom en el tubo de muestra ~ cc X 100
cpm en tubo cero - cc

La segunda parte de la Fig. 6 (Fig. 6B) muestra

el efecto de la adicidn en saecuencia de derivativos de folato
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sin radioactivar y “H-PGA. Las condiciones de aglutinamiento fug
ron gsimilares a las empleadas para obtener los datos gue apare-
cen en la Fig. 6A, sxceﬁto'que se afiadieron 3 pmoles ds 3H--PGA
a la reaccidn que contenia factor aglutinante suficisesnte para
aglutinar aproximadamente 2,5 pmoles de PGA. El aglutinante se
incubd préviamente por espacio de 30 minutos en la oscuridad a
la temperatura ambisnte con derivados de folatos sin radiocacti-
var segln se ha indicado. Entonces ss afladid el 3H~PGA a la
reaccidn dejando que continuara por espacio de 30 minutos adi-
cionalss y deteniéndoss y contdndose por el mismo método segui-
do para obtener los datos de la Fig. 6A. Se obtuvieron resulta-
dos similares cuando se empled dcido l4C=5-metiltetrahidrofdli
co en lugar de 3H--PGR.

’ Contrastando con los factores aglutinantes de le-
che conocidos donde sl PGA puede desplazar SCHsFH4 combinado,
la Fig., 6B ilustra la ausencia sustancial de dicho desplazamien
to cuando se emplea el factor aglutinante de rifidn de cerdo del
presente invento. La curva calculada de la Fig., 6B representa
la relacidn que cabe esperar equilibrando sobre una base molar
la capacidad aglutinante del factor aglutinante del rifdn de
cerdo con los pholas canocidos de folato andlogo afadido en
ausencia de cualquier desplazamiento. Es evidente que el facter
aglutinante de rifidn ds cerdo aglutina el SCHSfHa, que es el fgo
lato de susro principal, con un grado de seguridad que sxcluys
el desplazamisnto sensible per el 3H—PGA. Adn cuando se incube
a 212 C,, una temperatura gue es favorable a la reaccidn de des
plazamieanto con factor aglutinante de leche, msnos del 10 % del
SCH.FH, combinado se desplaza con PGA. El factor aglutinante de

3 4
rifidn de cerdo difiere por lo tanto des otras factores aglutinan

tes de folato de elevada afinidad, como los que se encusntran
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"en la leche y en sl suaro y en leucocitos de algunos pacientes

| para medir la concentracién de folato en sl susro. |

" ilustra por la'pendiente relativamente pronunciada de las cur-

27.I

con leucemia granulecitica crdnica,

La curva de PGA de la Fig. 6B ilustra ademds quse
la seqguridad de aglutinamisnto del factor aglutinante de rifidn
de cerdo con PGA y-ECH:,"FH4 san aproximadama?te iguales. Por con
siguiente, el factor aglutinants de rifdn de cerdo dsl presente

invento permite el uso de un andlisis competitivo (de una fasa)

Refiriéndonos a ambas Figs. 6A y 6B, se ilustra
la sensibilidad del factor'aglutinanta del rifién de cerdo a los
derivados de folato., De un modo mas particular,‘se ilustra la
sensibilidad o afinidad del factor aglutinante hacia los deriva

dos de folatec con relacidn al material trazador tritiado PGA se

vas. Por consiguiente, se mejora la precisién de la correlacién
entrs el tontajs de suero experimental y la curva normal.

El factor aglutinante de rifidn de cerdo ha demos-
FH, del orden de 1 : 2.

v . 3 4
Esto se ilustra tomando como referencia la Fig. 6A considerando

trado una preferencia entre PGA y S5CH

el S0 % de valores aglutinantes miximos., Especificamente, para
conssequir un 50 % de inhibicién, se necesita aproximadamente
0,16 pmoles de PGA, mientras que ss necssita aproximadamente
0,32 pmoles de SCHSFH4 para conseguir la misma inhibjcidn. Con-
trastando con la caracterfistica de sensibilidad de 1 : 2 del
factor ds aglutinante de riﬁén de cerdo, un factor aglutinante
de leche ss de 7 a 10 veces msnos sensiﬁle al SCH3FH4. En el ccn
texto de la Fig. 6A, un factor aglutinants de leche mostraria
una inhibicidn del 50 % al afiadirse aproximadamente de 1,1 a

1,6 pmoles de SCH,FH,. Por lo tantp, es evidente qua el factor

34
aglutinante de lechs da por resultade una curva menos deseable
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' duce efacto en el aglutinamisnto de SH-PGA. La incubacidn pré-
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(ve 9., menos pronunciada) para fines de correlacidn. Las imprs
cisiones introducidas por la variacidn en ssnsibilidad bastants
notable del factor aglutinante de leche en combinacidn con las
caracteristicas de aeguridéd de aglutinamiento inadaecuadas hacen
quse 8l Pactor aglutinante de lsche sea inaceptable en un andli-
sis competitive (una fase).

La sensibilidad del factor de rifidn de cerdo per-
mite también llevar a caba el andlisis con una muestra de suera
relativamente pequefia, £n muchos casos, el tamafio de la muestra
estd limitado por consideracionss pricticas coma cuando se tra-
ta de un paciente de muy corta edad. Ademds, es conveniente em-
plear una muestra relativamente pequefia puasto que de este medo
se reduce al minimo los efectos secundarios o no especificas
que pudieran suragir.

Incubando préciamente una parte alicuota de 1,0
cc de extracto aglutinante de rifidn de cerdoe con una capacidad
de aglutinamiento de 25 ng PGA/ce, con 1,0 cc.de RNase (Wor-
thingten, 2 microgramos por cc) o con DNase 1 (Werthington, 2

microgramos por cc) por espacio de 30 minutos a 37 cc no se pra

via con 1,0 cc de una solucidn de tripsina por espacio de 30 mi
nutos inactiva completamente el factor aglutinante de rifién de
cerdo. Todos los damds factores aglutinantes se inactivan con
una solucidén de tripsina 1 : 250, 1 mg/cc. 4
El efecto del pH sobrs sl aglutinamiento se reprg
senta en la Fig. 7 utilizando polvo de carbdn vegetal activado
recubierto con elbdmina para sgparar PGA "combinado" y "libre";
el punto de 1/2 de aglutinamiento mdxime era aproximadamente de

un pH 4,5. No se producfian diferencias notables en el caso ds

que el aglutinante o el folate estuviera sn exceso. No ss ha ob
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servado efecto alguno sobre el agqlutinamiento a cualquier pH
cuando varios de los cationss devilantes inorginicos comunes
por ejemplo calcio, zinc y magnesio 8e encontraban presentes a
una concentracidn de 5 mfl o cuando se afadian a la mezcla de in
cubacidn agentess de quelacidn tales como EDTA (4cido etildiami~
na tetracético) 20 mM y citrato (10 mM). Cuando la cemposicién |
aglutinante se sxponfa a drea 8M o a una solucidn de hidroclorgi
ro de guanidina 6M, se perdfa la actividad aélutinanta. No obs~
tante, la drea 8M no produce efectos sobre el complej& agluti-
nante ds folato después de habsrse formado, mientras que el
hidroclorurc de guanidina 6M podria perturbar al complejo. Este
efects del hidroclorure de guanidina ha demostrade ser casi com
pletamente reversibla. '

EL régimen de formacién de comple jo aglutinante
de PGA con el Pactor aglutinante de rifidn de cerdo se determind
a varias temperaturas equilibrando soluciones del aglutinante y
de 3H—PGA a temperatura apropiads y combinando entonces partes
alicuotas de cada uno, de forma que sl 3H—PGA excediera aproxi-
madaments &n un 20 % de la capacidad aglutinante de la composi-
cién de factor aglutinante de rifidn de cerdo. La reaccidn ss
did por terminada afiadiendo 1,0 cc de suspensidn pelada de car-
bén vegetal activado en polvo recubierto con alblimina, Esta (l-
tima fase demostrd ser un medio muy rédpido y sficaz para dete-
ner la reaccidén de aglutinamiento. El régimen inicial de agluti
namiento a 372 C. demostrd ser del 2,5 % por segundo; a 219 C,,
1,3 ¢ por.segundo; y a 42 C., aproximadamente 0,65 % por segun~
do. No hubo disociacidn notablé del complsejo agiutinanta de 3H-
~PGA al cabo de una hora a 372 C. aln cuando se afladid un exce-

so de 50 veces el PGA sin radioactivar despudés de haberse forma

do el complsjo.
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Aunque se obtuvo una actividad especifica mayor
del aglutinante cuando la extraccidn inicial contenfa 2-mercapto
etanol la presencia de ests agents a concentracicnes de 1077 a
10"1 M no producia efectb sobre la reaccidn de aglutinamiento
con composicidn de factor aglutinante de rifién de cerdo parcial

mente purificada. Dabido al color rojizo del extracto de agluti

nante de folato de rifién de cerdo y come el aglutinante prncada%~

te de leche despuds de fraccionacién de DEAE (dietilaminocetilcg
lulosa, una resina normal de intercambioc anidnico) mostrd fuer-
te absorbencia a 420 nm, ss ensayd la posibilidad de que exis-
tiera hisrro en el aglutinamiento mediante preparaciones de ri-
fibn de cerdo. A concentraciones qus alcanzaban hasta 2,0 x 10-6
M de o-fgnantrolina, un agente de quelacidn del hierro, no se
producia efecto alguno sobre la reaccidn de aglutinamiento. Me-
diante procedimientos de elucidn, sl factor aglutinante del ri-
fdn de cerdo saturado y sin saturar mostrd un peso molecular
aparente de 35.000 a 40.000 daltons.

‘ Sagln se ha indicado anteriormsnte, también se
han observado factores aglutinantes de folato de gran agilidad
sn la leche de ganado vacuno, en sl suero y leucocitos de pa-
cientas con leucemia sn susro normal y en suero deficiente ds
folato; ademis, se ha indicado que existe un factor aglutinante
de folato ds mas baja afinidad en el limite de la mucosa intes-
tinal, Debido a las propiedades especiales descritas anterior-

mente y debido a la facilidad relativa y econdmica con que se
puede obtener, sl factor de aglutinante de folato de rifién de

cerdo parece ofrecer el mejor material para fines de andlisis y
estudio y comparacidn con aglutinantes de folato procsdentes de
otras fuentes. Uno de los descubrimisntoe mas notables resultan

tes de este trabajo ha sido la deteccidn de folato combinado en

1
i
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8¢ pusde usar como ayuda al diagnéstico. Por lo tanto,
sugerir que cualquiera que sea el método para analizar
#u del susro, tante si es por el método descrito sn la
memoria, como por el método de Rothenberg, o el método

sei un andlisis precisc deba tener en consideracidn la

su principio fundamental.

de folato combinado que tiene lugar en el suero del andlisis.

Descrita suficientemente la naturaleza del inven-
to, asi como la manera de realizarlo en la pridctica, debe hacex
éa canstar qua laé disposiciones anteriormente indicadas son

susceptibles de modificaciones de detalle en cuanto no alteren

3l.

el suero humano., Aunque es muy bajo en pacientes normales de

tal forma que, en tales casos, se puede despreciar, la cantidac

de folato combinado que tiene lugar en el suero humano de ensa- !

yo varia con eihastado patoldgico del paciente y, por lo tan’co,5

se pueds
el fola-

prasante%
de L. 9.?.‘:

cantidac
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REIVINDICACIONES
18,- Procedimiento de andlisis radioisotdpico can.

petitive para medir la concentracidén de folato en el suero, ca-
racterizado porque comprende las stapas de:

a) relacionar radicisotdpicamente las cantidadas
combinadas de folato radioactivado y un folato conocida, a va-
rias concentraciones del folato conocido, en un primer sistema
que contiene una cantidad predsterminada del folato radiocactive
do, una cantidad predeterminada de un factor aglutinante para
los folatos, y una cantidad predeterminada de susro de prusba
desfaolatado;

b) determinar radioisotdpicamente la cantidad con
binada de dicho folato radioactivado en un sequndo sistema que
contiene dicha cantidad predetesrminada del folato radiocactiva-
da, 8l sueroc de la prueba, y dicha cantidad piadaterminada del
factor aglutinants; y '

c) correlacionar la cantidad combinada de folato
radicactivado determinada en la fase (b) por la relacidn deter-
minada en la fase (a) para calcular la cantidad de folato en el
susro.

' 28,- Preocedimiento ssgln la reivindicacidn 1, ca-
racterizado porque el folate radioactivado y sl folato conocidc
se mezclan entre s{ antes de afladir el factor aglutinante.

38,- Procedimiento ssgln la reivindicacién 2, ca-
racterizado porque la mezcla de folato radioactivado y el fola-
to conocido se -incuba por espacio de 30 a 60 minutos antes de
affadir el factor aglutinante.

48,~ Procedimiento seglin la reivindicacidn 1, ca-

racterizado porqus el folato radioactivado y sl folato  conocide

|
!
|
!
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en la etapa (a) y el folato radioactivado y el suero de la prueg
ba en la etapa (b) se mezclan entre si antes de affladir sl fac-
tor aglutinants en cada una de dichas etapas.

53,- Procedimiento segdn la reivindicacién 1, ca=-
racterizado porque el suero desfolatade es suero humano normal
de donantes.

628.- Procedimiento segin la reivindicacidn 1, ca-
racterizado porque sl euefo desfolatado se desfolata por contag
to con carbdén activado.

78.- Procedimiento segin la reivindicacién 1, ca-

racterizado porque el suerc de la prusba se desnaturaliza antee

| de la etapa (b) para remover aglutinantes de folafa de suero.

82,- Procedimiento segln la reivindicacién 6, ca-
racterizado porque sl suero de la bruaba se desnaturaliza caleg.
tando el punto de ebullicidén del aqua, ss sedimenta, y el liqui
do sobrenadante se utiliza como suero de prueba. '

S 98,- Procedimiento segln la reivindicacidn 1, ca-
racterizado porque 8l factor aglutinante de folatoc es factor
aglutinante de folato de rifidn de cerdo.

' 108.- Procedimiento segln la reivindicaeién 1, cz
Su-rea.
112.- Procedimiento segln la reivindicaeién 1, c:

racterizado porque el folato conocido es ECHSFH4.
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123,~ Procedimiento de andlisis radioisotdpico
compstitivo para medir la concentracidn de folate en sl suera,
tal y como gqueda sustancialmente descritao en la presente Memo-
ria y ilustrado en los adjuntos dibujos,

Esta Memoria consta de 34 hojas sscritas a méqui-
na por una sola cara, -

Madrid2 8 OCT, 1978
CASE WESTERN RESHWNEZ ACEDYER fdideY
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