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3.699.005 se describen quosrﬁmnst y.métqdos de ensayo para

- bas patentes describen artilugios de ensayo en forma de ti-

preciso & un pH alcalino, ¥y un regulaaor que mantlnns gi-

RESUMEN D} 1A INVENCION

Uh‘artilugio y un métcdo de ensayo para-determinar-
colorimétricamente la cantidad de N—ace#il—giglucosaminida-
se. en un medio bioldgico femenine, como la saliva, canti-
ded que constituye un indicio de fertilidad o embarazo. EL
artilugio es un materisl absorbente, t21 como wna tira de
pepel, impregnada con un derivads fs- lice de N-acetil-f-
dnnlucosamnpa que reecciona en pre.,,encnq de la glucosamini-

dasa a pH ac¢do para former un fenol oue tiene un coloxr

cko pH dcido. E1 método puede electuarae humedecieidn el

artilugio con el medio,rdejaﬁdojque se forme el fenol, ele
vando el pH hasta alcalinidaé hﬁﬁedeciengo el ért;}ggio con
wea solucién reguladora apropiada &_comparando el célor del
artilugio con un patrén de color.

ANTECEDENTES DB TA INVENGION

Existe un interés conslaerablﬂ en la deteacién del
periodo fértil de las mugeres v *nmbién un 1nbeveu con51ae~
able en le determinacidn de si-una mujer estd embarazada
en las primeras fases de la gesun01on. Eate intercéﬂen la
deteccidn del perloao fértil es :mportanue pare las muje—

res que aesean “tenexr descenaen01a ¥y tamblén para las que
desean ev1t§r}a. Bl 1nteres en le deteoclon de la presen-
cia del embarazo es 1mportante para los que desean prestar
cuidedos médicos para 1la salud dﬂ lz mujer ¥ del hlJO y
tembién para interrumpir un embarayo lnaeseado.

En les natentss estaaounidenses nims. 3,406,016 y

deterninar colorimétricamente si une-mujer es fértil. An-
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saminidase durante un periodo de tilempo partlcular del Cle

ra!de papel. In la patente estadounidense 3¢406.,016, 1o
tira de pgpel_esté impregnada con una perozidasa y guayaco..
Ia tira cambia de color cuando me nuMﬂd'oe con saliva y le
mujer se encuentra en su pe riodo Tér 11, Sieﬁdo causado el
cambio por la presencia de perdxido en ls smliva. En lg pe-
tente estadounidense 3.699.005, la tira de papel estd Lmpreg
nada con fogfato de indoxilo o fosfato ue b—brom01ndoxllo
un reguladog no t6xico que mentisne wn pH de 10,0-10, 3,
» tira cambia de color cuando se humedece con sallva sl
la mujer se encuentra en su periode fériil, siendu ceﬁ* do
+
el cambio de color por el mayor hivel de fosfatasa glcalina
eg;lé saliya_duraﬁte el'periodo £értil. Tos ensayos colori-
nétri cos pare medir las fosfetasas Zcidas engli@uidosdbio~
1égicos son conocidos por la patente esvadounideﬁsehgﬁmaro
3.595.7564
| COUPEKDIO DB T4 INVILGIOX

Ia invenéidn se bege en el desobriniento de gue le
centidad de N-acetil-p-glucosamlnidasa en Lo humgrég bi.o-
légicos femeninos constituye un. indicio de fertilidéd ¥ et~|
barazo o de la ausehcia del mismo. Esgecificamenﬁé} ée ha

descubierto que se produce un brusco aumsito en la cantidad

de N-scetil-p-glucoseminidasa en dichos humores duranie el

periodo £értil del ciclo menstrual y que el embarazo, va asg

cigdo & una disminucidn de le cantidsd de Nmaceﬁll—ﬁ-gluoo

clo mangtrual normals

Ia invencidn proporciona un dispogitive de ensayo pe-
) detnrllnar colorametricqmorfe la Cautlﬁ”d de uh enzima
presente en un m@dao biolébgico femenino, °1endo dicha can-

tidad un indicio de fertilidad o eubarazo, que comprende
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un material absorbente que contiens un regulador del pH ¥

un compuesto gque reacciona en presencia de dicho enzima al

| pH mentenido por dicho regulador prra formar un preducto

de reaccién que tiene un color prazciso a un pH predeterming
do, carscierizado porgue el regulador mantiene un pH dcido,
preferiblemente entre 4 y 5 y el compuestc es una N-acetll-

p-d-glucoseninida..

Ia invencidn también propprciona ur método de ense~

yo para determinar colorimétricamente la centidad de un en-

zima presente en un medio bioldgico femenino, sien@&.aicha
cantidad indioio de fertilidad ¢ embarazo, cuyo métodd con-
siste en poner en contacto el medio con un compuesto que

reacclons. en-presencia de dicho enzimas a un pH particalar
para formar un producto de reaccidn que tiene un color pre-
ciso a un pH bredeterminado-y‘@esPués de que se ha formado
dicpg producto de reaccidn, egtablecer Qioho pH predstermi~
nado, ceracterizado porque el compuesto es una HQagﬁﬁilup—

d-glucosaminida y el pH particnlar es un pH dcido,. preferd-

®

£

blemente entre 4 y 5. . - o . e

BREVE DESCRIPCION IE 1L0S DIBUJOS

En los dibujos: ‘
~Ia Figura 17es un gréfico gue ilustra la variacién
de la activided (cantidad) de H-acetil-p-glucosaminidasa en
la saliva de wna mujer durente una parte del ciclo menstrual

TIas Figuraé 2 y 3 son gréf;cds que ilustran las varig
cicnes en las actividades (cantlaaaes) de fosfatasa alicali-

ne y fosfetesa dcida, respectlvamenue? en la saliva ds une

mujer durente une parte del ciclo menszrual. Egtas variacio

nes de fosfatasa slealina congtituyen‘la base de la patente

‘estadounidense n® 3.69%.005; y

. .
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| humor cervical, para detectar le presencid de/N—ac@ﬁilrp~glg

' na que llevan un sustituyente que es eliminado en lg.reao-

cidn~¥ transformado en dicho producto de meaccibn. Preferi~

alcelino. En la meyoria de los casos, la reaccién se produ-

ce & un pE dcido de 4-5 y el color preciso sparece a un -pH

Ig Pigura 4 ilustra la correlacién entre las cantidem

desjde N-soetll-p~glucogaminidasa en la Salivg de una mujer
sl ésta-no estd embarazada y lag centidades Qe le misma si
ge ha producido el embarazo, durante un periodo particular
del ciclo menstrual normel.

. En ceda una de las Figures 1 & 3, los resultados han
é}do normalizados adjudicando un valor de 10Q a la activi-
dhd ensimdtice mdxima durante el ciclo menstrual. la flecha
al través de cero (0) indica el principio de la menstruacidn.

! ) .
* DESCRIPCION DETATIADA DE TA INVENCION -~

J " . ] ) 3 'y . 4 > o'.l‘ N ]
El método de la invencidn implica el anglisis’colori-

métrico de un humor bioldglco, como salive, humor vaginal ©

cosaminidesa, con una Neacetil-p-id-glucosaminida que reao-
clona en presencia de dicha glucosaninidasa a un pH dcido
pare formar un producto de reaccidn que btierne un color pro-
cigo a un pi preéetarminadc,.normalmenﬁe un pH alc@iﬁ?o.

Estas glucosaminidas son derivados de F-acetil-f-a-glicosand

blemente, la glucosaminida es un derivade fendlico incoloro
o précticauente incoloro de H-avetil-p-d-glucosamina gue
reaccionza en presencia de dicha glucosaminidasa a un pH aci-

\ .
do para formar un fenol que tiene un color preciso a un pH

alealino de 8-11, habitualmente 9-11. En el sentido utilize

®

do aqui, ol término “"fenol" se refiere en genersl e hidrdxi-

dos de arilo en lugar de roferirse especificamente a hidro-

xibencéno. Son ejemplos de estos derivados fendélicos la p—ﬁi-
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' n11~a—acet11~§~d~gluoosam1n1da, g,&—dnnlﬁrofenll—k anet1]~e~

.

e-motil-d-nitrofenil-f-acetil-g-d-glucoseminida, 3-metil-4-~

N-gcetll~f=2-glucosdminida, 3-nitrc-4-metoxifenil-N-acetil-

'en el método y en el artilugio dsbe ser suficiente wara per-

'sa presente en la muestra que estd siendo anslizada, durante

e

tra, siendo 1a intensidad del aonf'una nedida de la cantidall.

o sddico-dcido citrico 0,1M y 0,2.mi'ﬁejsoiucién reguladora

-6 -

trofenil~l-acetil-pf=d-glucosaminida, 1~(p~nitrocatecol)~Nmaq

1S

tilupud-gluoosamihida,'2—(pmniﬁroca%ecol)TN—acefilyﬁ~d~glqu
gaminide, 3,S—bis(p-hidroxifenil)fﬁalido—N—éc§til~§—d~gluco—

saninida, J-anino-4-nitrofenil-K-ecetll~B-d-glucosaminida,

nitrofenil~l-acetil-p-d-glucosaminida, 3-niftro~2,4,6-trimeti]

[

fenil-N-acetil-g-d-glncosaminida, 2-acetilamino-d-nitrofenily

8-d~glucosaminida, 3—nitro—¢-acetilfehilwﬂ-abetil—ﬁ-dmgluco-
samlinida, 3—r3bro—A~meti1FenJl-N~pcetxl—ﬁ—d—gluoosam¢r¢da,

2~metox1—4~n1bro;enll—ﬂ;acetll—ﬁudyglucosamlnlaa, manlurofe-

@-g]ucouamln L.da, 2,6-dinitrofenil- h~acet11«ﬁ-dpgluchamlnl-

Qa, 2,5~-d .ntrofenll—N~acet11—p-d~glucouamln1da, o-nifrofe~
nil=f~acetil-p=-d-glucosaminida y 2~am;no~¢—n1trofen11ph-ace—
til-g-é-glucosaminida. Ia cantided de glucosaminids -empleadsa

mitir le forrzcibn de la cantidad ndyimz Ge dicho jro ﬁucto

de reaccidn que ee posible con 13 cantidad de glucogdminida-

el periodo de incubacién (reaccién) dado, Estas cantidades

son eficaces para producir una respuesta mixima de color &

Y

partir de la cantidad de glucosamiriidass presente en la mues|

El método puede ser bueato an nréculca en soluciédn,
megzclando primero una mussira de Ql humo: fcmenlno‘ tal como
0,1 21 d¢ saliva, con 0,1 ml de p-pitrofenilwlimacetil-pmd~

glucosaminide 0,1 disuelta en soludién reguladora do clira-

de citrato sddico 0,1M, pH 4,5. DgSpués de ‘sacudir hasta que
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-nes conocidas de p-nitrofencl e pi 10,3. De forme similar

- til~p~d-glucosaminida como la descriis snteriormente y un

;rezulador qus mantiene un pH deldo. Los materiales absorbend
_. q ) p .

~

1og reactivos se han mezclado, se dejan los reactivos en
incubacidén durante 30 minutos a la tempéraﬁura amhiente, pa-
ra permitir que la Nuaceti1~ﬁmglucosamiﬂidasa presente en’
la selive actue hldrolltlcampn 6 scbro la p-nitrof enile-li-
acetil—ﬁmdrglucosamlnlda para separar'el grupo p-nitrofeni-
lo de la misma y formar p-nitrofenol. Al final del periodo
%e incubscibn, se afiade & la mozcla ds reaccidn un seguado
ﬂegulador constltuido por 1,0 m1 de regulador de giicinato
odloo 1,04, pH 10,3, para interrumpip ﬁﬂ actividad h*&ro«
litloa e dﬂsarrollar el color amarillo cqraotorlsbico uc
p-nitrefencl & pH alcelino. la abscrbancia de la nercla de
reaccidn se mide a 400 nm ¥y se compara con Uns curve de abe

sorbancia patrén preparada con soluciones dé concentracio~

pueden ut llizarse en este método obrog aerlvado fendlicos

da 0,111 en lugar de la p~thTOLenll Bz 08 13 1w P G- gLt oo SR
nida en el ejemplo antes descrifo. En ese caso, elfﬁrpduoto

.de reaccidén que se forme es la fenolfteleine.

zando el dispositivo de ensayo de la invencidn. Bl dispositi

ve comprende un materia; absorbento que conviene una Ne-ace-

tes que pueden utilizarse son log cepscss de retener ligui-

)

dos por accida capilaropor cualqu.iex' otrs “éonics fisico-

quimica. Esbos materiales son el pape el de ensayo, Vig. pa-
pel de filtro, tirasg de celulosa, tiras de madere, fieltro;

tiras cerémicas poroses, terciopelo y tejidos. Se prefiere

de lg K-acetil-p-d-glucosamina..For ejemplo, pue ede’ uttlizer

ge 3,3~bis(u~hidboxifenil)ftalidc~N~acetiimkndnglucoaéminiw'

bl mctcdo tamkbidn puede ser yu:smo en prdctica utili-~

1
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el papel par su economia. Pueds g?épararse un dispositivo
de enseyo tipico impregnando nna vira de ‘papel poroso con
0;1 '8 0,5 ml de substrato de ﬁH regulado,'coqstituido por
p—n1trofenLl—Nmacetllupmdwglacoaaﬁlnlda 0,1M disuelta en
regulador de citrato sdédico O,lﬂ pH. 45, Después la tira
se seca a temperaturas comprendides entre la amblente y
10000 (sin carbonizar) pera eveporar el disolvente acuoso

y dejar la glucouamlnlda y el reg 1a€6§”505re el papel.

=

1 digpositivo de ensayo 351 prepara‘ﬂ'ﬁuede se" uhi-

lizado par ra uetectar el perkﬂo crtll como signe. ;a *uger
toca el dispositivo con "su lanbua o} pumecede de alﬂunu otra
J.orma ¢l dispositivo con su seilx:a Ay aaun.és espera alrede-
dor de 20 a 40 minutos, hablbualnenue 30 minutos, & la tem-
peratura smbiente, para gue se Lormo el producto de- reaceidn

fendlico sobre 1a porcidn huquepidaVae le tira. Después pug

-de desarrcllarse el color del fenol humedeciendo la" tira conl

une pequefia cantidad de regulador o glicinato s8dido-0,1l,
pH 911, Despuds la tira se compare con Ul grafico~dq color
patron que lleve une serie de mancaas color@ .0a 8 oesﬁrroll
das de forme similar a partir & Q c0uoentrac40nes conocidas

de p—nﬂtrofenol a pF 9—11. EL aivpo itlvo de ensayo desarro-

1lara un color mdximo duranue e1 pc*¢odo de ovulacifn y fer-

-tilidad de la mujer y experlmenmara un cembio de coler mini.

mo o nulo en otros momentos. En -ela016n con la Figura 1, el
dispositivo de ensayo debe presentqr un cambic de color Dprew
ciso en el pericdo que se exulond° desde unouh18 2 unos 11
dias antes dse la menstruacidn nﬁffaﬂégééfé/él brusco aumentio
ilustrado de la actividad de nlucowum; asa durante ese pe-
riodo. Ia mujer puede serx sexualmen k] 30ulV° o inactiva duw

rante ese periodo de acuerdo con su deseo de quedarse emba-

-
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,durante 30 minutos a la temperatura ambiente. Treanscurrido

\

razada.

Ia sensibilidad del método de la invencidn en rele-
cibn con los métodos basados en un aumento dg la aétividad
dq fosfatasa eg ilustrada comparande ls Pigure 1 con las
Piguras 2 y 3. Dog resultados experinentales mostrades en
lag Piguras 2 y 3 son determinados como sigue. Se reallsza
e ensayo de la fosfatesa alcalina preparando primero un.
regulador de glicinato sédico o pbtésico 0,1% ajustado &
pH 9,6 y un substrato ﬁe pH regulado constituido por oo
;ato de p—nltromenllo O 11 disuelto en regulador de g icing
0, 14, pH 9,6. £’ ensayo se realiza afladiendo 1,0 ml de la
mezcla substrato regulada a 0,2 wl de salive, sacudiendo e
incubando durante 45 minuuos a 379C, Lr”nSCHr”ldO este DEm
riodo de tiempo, se mlde el color desar rollado a 400 tn ¥
g6 compara con una ocurva patrén del color del p-nitrofenol.
El ensayo con fogfatasa dcida se 11eva a cabo nreparanao I
mero una solu01on reguladora de dcido Océtlcq/acorato SOdl—
co 0,1M ajustada a pH 4,7, un substfauo de pH ruvuluuo COL G
titufdo por la sal discddica de Iostaﬁo de n~n1uropeu¢30 O,1ﬂ
dlsuelta en regulador de acetato 965325 0,1M ajustado a
pH 4,7 y finalmente un regulador de glicina alcal}na gsddica
iXOM ajustado a pH 10,3. El ensayo consiste en afedir 0,1 ml
del substrato de pH reoulado y 0,2 ul del regulador gcido/

acetato a 0,1 ml de sallva, sacudiendo después e incubando

este periodo, se afladen a la mezcla de reaccibn 1,0 ml de
regulador de glicina y se mide 1é abgorbancis de la mexzcla
a 400 nm, compardndola con una curva petrén del color del
p-nitrofenol.. Como muestren las Figures 1-3, el nivel bdsi-

co de actividad de glucosaminidasa es habitualmente muy in-

T TR T LT g Raex ey
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ferior al 50 & mlentras que 1os nlveles bdsicos de actividar

vidad de glucosaminidaga viene dada como la den31dad optl—

‘menstruacidn en ausencia’ de embarazo pera las mujeres emba-

razadas. El drea rayada verticalmente es el intervalo de

- 10

-

des de fosfatasa &cida y fosfatasa.alcalina son habitvualmen-
te superiores al 50 %. Basto significa que 103 aunentos ‘de-
la act1v1dad de fosfatasa ascclados con la fertilidad gene~
ralmente no son tan grandes como el correspondiente aumento
de la actividad de glucosaminidasa y que el cambio de color
caunsado porilos primeros puede no ser tan preciso como el
ambio de color causado por el dltimo. Asimismo, en el en-

gayo con fosfatasa alcalina 1a actividad aumentada cubre un |

perﬂodo de tiempo mayor gue la’ act1v1dad aymentada dq~vlw~

cosamlnldasa, lndlqando gue el ensayo .con fosfatasd. paede
no %er tan preciso bogo el ensayo con glucosaminidase.

. Como descrive la Figura 1, se produce un segundo aumey
to, mds pequefio, en la activided de glucosaminidasa due se
produce en los.pocos dfas que preceden al comienzo de la
menstruacidn., Ie FPigura 1 es una ilustracidn ampliade de
ese segundo aumento y el efecto del embarazo sobre_el-misno,
determinade gometiendo & ensayo 40 nujeres no embarazi’adq sy

8 mujeres embarazadas, de acuerdo con la 1nven01or. 1o actif.

ce normalizada de ls solucliones de ensayo, determinada por
sus absorbancias a 400 nm. Ie flecha a travéds de cero (0),
indica el primer dla de la menstruacidn parae las mujeres no

; .
embarazadas y el dia en que normalmente cabe -esperar la

densidades dpticas exhibido por las mujeres no embarazadas.
El 4rea rayada horizontalmente es el intervalo de densidadeg
dpticas exhibido por las mujeres embarazadas. Como puede

verse, ol embarazo elimina prdcticamente el segundo aumento
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de actividad de glucosaminidasa y geéneralmente va asociado
con una actividad reducida durante el periodo de ensayo.
Por consigulente, si un ensayo de una mujer hipotética cee
en- el drea que estd rayads sdlo horizontalmente, es proba—
'ble que esté embarazada. Si cae en el drea que estd rayada
horizontal y verticalmente, el ensayo no es concluyente. Y
gi cae en el drea que estd rayada solo verticalmente, pro-
bablemente no estd -embarazada.

Ias modificaciones del nétodo y del dispositivo de
la invencién descritos que se encuentran dentro delug@can«
ce de la téchica quimica, farmacdutica y/o médica go. gongi-
deran dentro de los limites de osta invencidn. '

En resumen, la Patente de invencién quelsé solicite
deberd recaer sobre las siguientes:

REIVINDICACIONES

......

1. Un método de ensayo para determinar colorimétri-

camente la cantidad de un enzima presente en un medid bio-

‘légico femenino, siendo dicha cantidad indicio de fertili- -

dad o embarazo, cuyo método consiste en poner en contacto

. o

el medio..con un compuesto que reacciona en presendié de
dicha cantidad a un pH particular para formar un producto
de.reaccién que tiene un color preciso a un fH predetermi-
nado y,idespﬁés de haberse formado dicho producto de reac-
cidn, establecer dicho pH predeterminado, caracterizado por-
que el compuesto es una N—acetil-Qid-élucosaminida Yy el pH
particular es un pH &cido. .

1]
i

2. E1 método de ensayo de 1la Reivindicacibn 1, ca-
racterizado porque el pH acido estd comprendido entre 4 y 5.

3. E1 método de ensayo de 12s Reivindicaciones 1 o 2,

caracterizado porque el pH predeterminado es un pH alcalino.
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6, caracterizado porque el medio es saliva.

- 12~

4. El método de ensayo de las Reivindicaciohes la
3 caracterlzado porque el pH predetermlnado esta compren-
dido euntre 8 § 11.
5. El método de ensayo de las Reivindicaciones 3 o
4, caracterizédo porque la N—acetil~B~d-glucosaminida es un
derivado fendlico de N-acetil-f-d-glucosamina que forma un
fenol a dicho pH &cido y tiene un color preciso a dicho pH |
alcalino. .
6, E1 método de ensayo de las Reivindicaciones % a
5 céracteyizado borque la N—acetil-@—d-glucoéaminidiiés P~
nitrofenil-N-acetil-P-d-glucosaminida 0'3 3-bis(p-hidroxi-
fenil)ftalido-N-acetil- p-d-glucosaminida.
* 7 El método de ensayo de las Re1v1nd1caclones la
8. El método de ensayo de las Reivindicaciones 2 a
7, caracterizado porque el pH comprendido entre 4 y 5 se
mantiene regulando el medio con un regulador constituido
por ciﬁrato sbdico y acido c%trico.
9. El1 método de ensayo de las reivindicaci9n§g 4 a
8, caracterizado porqué el pH se eleya hasta 8-11 ﬁédiante
un regulador de glicinato sbdico, _ '
“. - 10. El método de ensayo de las Reivindicaciones 1 a
9, 6arécterizado porque el medio se pone en contacto con
la N-acetil-f-d-glucosaminida a dicho pH &cido durante un
periodb de incubacidén comprendido entre 20 y 40 minutos.
11. Se reivindica por Gltimo como objeto sobre el
que ha de recaer la Patente de Invencidén que se solicitar
UN METODO DE ENSAYO PARA DETERMINAR COLORIMETRICAMENTE LA
CANTIDAD DE UN ENZIMA PRESENTE EN UN MEDIO BIOLOGICO FEME-
NINO. I | ’
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Todo. conforme queda descrito y reivindicado en la
presente memoria descriptiva que consta de trece paginas
mecanografiadas y dibujos que se acompafian.

Madrid %1 de marzo de 1975
, BERNARDO UHGRIA
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