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Descrigdo referente & patente de

inveng&o de HOECHST JAPAN LIMITED,
alemd, industrial e comercial, com
sede em 1C-16, B8-chome, Akasaka,
Minato-ku, Tokyo, Japfo, (inven-
tor: Tomofumi Jitsukawa residente
no Japfo), para "PROCESS0 PARA A
PREPARAQ;O D& UM ELEMENTO ANALITI-
CO PARA A DETERMINACAO DE ANTICOR-
POS ANTINUCLEARESY

Descricdo

Processo para a preparagdo de um
elemento analitico para a determinagdo de anticorpos antinucle+<

ares.

Antecedentes da Invengfo

’ . . ~
1. Dominio da invenc¢ao

A presente invengdo proporciona um
método para a preparagio de um dispositivo para a determinagédo
de um anticorpo antinuclear e um dispositivo preparado desse
modo. Por meio da utilizagio do dispositivo de acordo com a in
vencio, & possivel determinar fdcil e simplesmente com grande
rigor um anticorpo antinuclear no sangue ou no fluido do corpo,
sendo por conseguinte o dispositive utilizdvel para o diagnds-
tico de doengas autoimunes, particularmente numa primeira seleg
¢%o. Como a invengio pode proporcionar & andlise a baixo cus-
to e com um procedimento simples, a determinag¢do de anticorpo
antinuclear gue tem sido até aqui realizada apenas em Ccasos
especiais torna-se de larga utilizacdo na inspecgdo geral de

sallde; e este facto permite o diagndstico e o tratamento de
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doengas autoimunes nas fases iniciaise

[ d o -
2. Tecnica anterior

Detecta-se muitas vezes um anticor
po antinuclear em altas concentrag8es no sangue de pacientes
com doengas autoimunes tal como lupus eritematoso sistémico
(LE3S), esclerose sistemdtica progressiva (ESP), artrite reuma-
tdide (AR), sindrome de Sjoegren (ssj), dermatomiosite (DM),

polimiosite (Pi) e doenga do tecido conectivo mista (DTCM),

S3o conhecidos mais de 20 anticor-
pos antinucleares diferentes contra uma variedade de antigenes
presentes no nucleo da célula, tais como o anticorpo anti-
~ADNdc ou anti-ADNcs, anticorpo anti-histona, anticorpo anti-
~-proteina nuclear ndo histona, anticorpo anticentrdmero, anti-
corpo anti-Ul-RNP e anticorpo anti-Sm. Como é o caso com o an-
ticorpo anti-ADNdc ou anti-ADNcs na presenga do qual & baseado
o diagndstico para LES; cada anticorpo antinuclear é conhecido
pelo relacionamento com vdrias doengas autoimunes e a detecgdo

de tal anticorpo & dtil para o diagndstico da doenga autoimuned

0 método padrio mais corrente para
detectar o anticorpo antinuclear & a2 técnica do anticorpo flu-
rescente L—uma revisHo: "Rinsho Kensa" (lknsaios Ciinicos), vold
30, Ne 7, 1986, PF. 684-728_7. Para além disso sHo mencionados
métodos como imunodifusfo, RIA, ELISA e hemaglutinagdo. Na té=
cnica de anticorpo flurescente uma fatia de tecido ou células
de uma estirpe establecida fixada numa lédmina de vidro sdo usa
dos como material antigene. A presenga ou ausencia de anticor-
po antinuclear num especimen tal como sangue s3o observados
usando tdcnica de microscdpio fluorescente para determinar o
padrfo de coloragio e deste modo a natureza do anticorpo anti-
nuclear. A utilizagd@o da técnica é largamente aceite no diagné;
tico de doengas autoimunes porque a relacc8o entre a coloragid

padrdo de fluorescénecia e o anticorpo antinuclear tem sido
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exaustivamente investigada. O método da fluorescéncia, contu-
& . .

do, & vantajoso devido ao facto de que o julgamento rigoroso

depende muito mais do operador uma vez que a avaliagd@o apenas

pode ser feita visualmente, as solugBes fluorescéntes s&o bas-

. ’ . . - . . . . .

tante instdveis e dificeis de mane jar,e a sensibilidade do mi-
’ N -~ . Y . [ 4

croscdpio de fluorescéncia e as condigBes de exame ao microco=-

pio influenciam o julgamento.

Em seguida foi desenvolvido a técni
ca de ELISA (andlise de imunoabsorvéncia ligada a enzima), pe-
la gqual as variacdes entre indivfiduos s3o mais pequenas, cujas
opera¢Bes sdo fdceis e simples e que poduz resultados quantitas
tivos. A técnica de ELISA para o anticorpo antinuclear estd de
um modo geral dividida em duas classes. Um dos métodos ELISA

usa antigenos purificados separados dos nucleos das células

tal como uma variedade de ADN, proteina de histoma de ARN e prg

tefna de n¥o histdra, purificados e fixados num suporte pldsti-
co pelo qual o anticorpo antinuclear pode ser identificado.
Una vez que é incdmodo conduzir ELISA para todos os antignes
nucleares, a técnica de ELISA & usada na maioria das vezes para
seleccio secunddria junto com ou independentemente do método

da fluorescéncia.

Principalmente para a selecgdo
primdria para rdpidamente detectar a presenga de uma larga va-
riedade de anticorpos antinucleares desenvolveu~-se uma técnica
de ELISA na qual um antigene nuclear extzaivel (ANE) é fixado
sobre um suporte pldstico (R, Warlow et al, "Diagnostic Immuno
logy", vol. 2, PP 154-160, 1984), Nesta técnica utiliza-se um
antigene nuclear de um tecido com o figado ou de uma estirpe
de células solubilizado ou estrafdo com um dcido. Contudo, a
técnice tem falhado mutias vezes na detecg®o de um anticorpo
antinuclear contra um antigene nuclear que 4 insoldvel ou ndo
extrafvel por um dcido. A avaliagdo de acordo com A técnica
ndo é por conseguinte concordante com a avaliag8o dada pela

técnica padrfo do anticorpo fluorescente em alguns casoS.
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Para além disso, em 1987 um pedido
de patente por V.L. Lipp et al. com o titulo "método e dispo-
sitivo para detectar um anticorpo antinuclear" foi exposto ao
pdblico (Japanese Patent Laid Open Sho 62-32363) em que o ni-
cleo é suportado num suporte sélido por secagem de modo que o

antigene insoldvel é dectetdvel,

A técnica requer contudo operacfes
complicadas nas quais ndo somente o nicleo mas também o anti=-
gene (SN) e o ANE produzidos pelo tratamento com um surfactan-
te e subsequentemente por ondas ultrasdnicas s3o preparados e
os tr8s combinados sdo suportados num suporte sdlido., Usa=-ae
na técnica soro ndo dilufido como material de ensaio o que ad
como resultado uma sensibilidade mais baixa. O uso directo de
soro n¥o diluido permite também detectar reacgBes secunddrias
relacionadas com uma enorme quantidade de anticorpos nio espe-
cificos que contaminam o material de ensaio. Além do mails, na
especificag8o da publicagdo acima citada exposta ndo é dado
qualquer exemplo da determinagfo real para um material de en-
saio como o sangue de pacientes com doengas autoimunes. Por
conseguinte, um melhoramento adicional é considerado neceesdrig

para o uso prdtico.

Resumo da Invencao

Um dos objectivos da presente invengéo
& proporcionar um método que compreende preparar um dispositi-
vo para ELISA para medir o anticorpo antinuclear por processos
simples. Outro objectivo & fornecer um dispositivo para detec-

¢80 de anticorpos antinucleares com grande rigor,

Descricio Pormenorizada da Invencio

De acordo com a presente invengdo, o

ntdcleo da cdlula & fixado a um suporte contactando directamen-




~ £ [ 4
te a suspensio do nlicleo de células com o suporte para absor-
L4 ’
ver os nlicleos de células no suporte, separando o suporte da
suspensfo e tratando-o com uma solugdo de acetona 50 a 90 %

para fixar os nicleos das células no suporte.

Os nificleos das células usados na pre-
sente invengfo pertencem a estirpes de células de animais su-
periores, particularmente de origem humana. Mencionam-se como
estirpes de células particularmente preferidas as estirpes
HEp-2, Wil=2, A-549, PC-13 e ZR-751. A preparagdo das suspen-

-~ U4 . .
sDes dos nucleos de células é descrito abaixo.

As cdlulas s3o cultivadas por métodos
conhecidos pelos especialistas na matéria, separadas, lavadas
com uma solugdo tampdo isotdnica e em seguida suspensas numa
solugfo tampHo hipotdnica de concentragfo de sal reduzida para
as dilatar até um grau tal que as células n3o sejam rompidas.
As cdlulas dilatas sfo dilicadamente rompidas por uma simples
operagcio de homogeneigZo de modo que os niicleos das células

sfo produzidos relativamente intactos.

Como solug¢des tampdo isotdnicas usadas
no processo da presente invengdo sdo mencionadas a solugdo tam
p8o de Tris, a solugdo tampSo de fosfato e semelhantes. As so=-
lugBes tampdo hipotdnicas adequadas s3o aquelas que t&m uma
concentracdo de sal na gama de 1/2 para 1/15 da solugéo isotd-
nica. E preferivel romper &as células num grau de 90 % ou mais
por uma operagdo de homogeneigfo. Bm adigdo 4 operagdo de homo
geneigdn, o tratamento ultrassdnico & também adequado para rom

per as células,

A solugdo de células rompidas assim
-~ 4
obtidas é centrifugada para separar a fracgdo de nacleos. A

. . [ 4 Y . . . "
fracgdo de néicleos assim isolada & ressuspendida na acima mern=-

n

cionada solugio hipotdnica acima mencionada para preparar a su

o~ L4
pensfio de fracgdo de nucleos.
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A concentragiio de fracgfio na suspens@o é de preferéncia de 2 X

105/m1 ou mais em termos de nicleos de células.

A suspensfo de fracgZo de nidcleos de
células & posta directamente em contacto com um suporte, de
preferéncia um suporte de pldstico, para absorver a reacgdo de
ndcleos no suporte. Como suportes de pldstico s3o usados os de
polistireno, polistireno com tratamento de superficie, polivi-
nilos e semelhantes. Encontra-se comercialmente disponivel uma
placa de polistireno com 96 alvéolos para ELISA e 4 convenien-
temente usada na forma sob a qual se apresenta. O suporte pode
ser de qualquer feitio, tal como tubo de ensaioc ou placa. A fi
xagHo da suspens3o da fracgdo de nlicleos ao suporte de pldsti-
co pode ser efectuada deixando em repouso 32 temperatura ambien
te durante 30 a 120 minutos. A temperatura e o tempo podem va-
riar dentro duma gama apropriada. Se se amprega uma placa para
ELISA com alvéolos, a suspensio da fracgdo de niicleos pode ser
dividida pelos alvéolos seguida por um descanso por um periodo

de tempo conveniente.

Em seguida separam-se o suporte de plé;
tico e a suspensfo da fracgdo de nidcleos e trata-se o suporte
de pléstico com uma solugido de acetona de 50 a 90 % para fixar
nele a fracgdo de ndcleos. Se se empregar uma placa para ELTISA
com alvéolos, a suspensdo da fracgdo de niicleos é removida por
meios adeguados tais como sucgdo, e em seguida distribui-se
pelos alvéolos uma solugdo de acetona de 50 a 90 % na mesma
quantidade da suspensdo das fracgBes de nicleos., Usualmente,
deixando em repouso 5 temperatura ambiente durante 10 minutos
ou mais tempo obtém—-se como resultado a fixagdo dos nifcleos
das células no suporte de pldstico. Os nécleos das células ndo
se soltam com a lavagem. Se a lavagem & feita depois da remo-
¢8o da suspensfo dos nicleos das células dos alvéolos, os ni-
cleos das células serdo arrastados; por conseguinte a lavagem
é usualmente indese javel. Contudo, a lavagem pode ser feita se

o nimero de niicleos de células a serem suportados pelo-suporte
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se destina a ser controlado. 2 desejdvel empregar uma solugdo
a 85 % como a solucfo de acetona. O uso de uma solugfo de ace-
tona numa concentragio de 90 % ou superior & indese jdvel por-
gue o suporte de pléstico seria danificado pela acetona. Enquan
to que a utilizagfo de acetona é preferivel em solugdo aquosa,
uma parte da dgua pode ser substituida por um solvente polar

tal como 4lcool etflico. A temperatura e o tempo para o trata-
mento podem variar numa gama adequada. C tratamento com a ace-
tona de acordo com a presente invengdo ndo dd sd como resulta-
do a fixacZo de nlcleos de células no suporte mas também faci-
lita a aproximagfo de anticorpos antinucleares a antigenes nu-
cleares no interior do niicleo dissolvendo a membrana fosfolipi

A r'd ~ N M . .
dica do nucleo da célula. Esta circunstincisa contribui enorme-

mente para melhorar o rigor da andlise.

Estes tratamentos dos nfcleos de célu-
las gue s3o suportados pela placa ELISA de pldstico preparada
na presente invengdo permite a determina¢@o do anticorpo anti-
nuclear na qual o soro dilufdo 1:100 & nsado satisfatoriamente,
com boa sensibilidade bem como com baixo ruido pertencente a
anticorpos nio-especificos que co-existem no produto para o en
saio nio-diluido. Quando esta placa 4 empregue, a presega ou
auséncia de anticorpo antinuclear em doentes com doengas auto-
imunes podem ser detectadas com grande rigor sem aplicagdo de
antigene nuclear (AN) e de ANE como acontecia na Japanese Pa-
tente Open 5ho 62-32363. Contudo, o ANE ou semelhantes podem
também ser transportados no sporte no sentido de facilitar a
detecgio. Neste caso, O ANE & absorvido na placa preparada de

acordo com o método da invengdo pondo-a em contacto com o ANE,

A detecgdo de anticorpo antinuclear
. 4
usando o suporte de pléstlco que suporta o niicleo na presente
. - ’
invencgZo pode ser realizada da mesma maneira como com O metodo

de ELISA no qual o antigene nuclear extraido & suportado num

suporte de pldstico.




Na realidade, o soro a ser analisado
é feito reagir adicionando-o aos alvéolos de plastico nos
quais os nilicleos celulares est3o suportados de acordo com a in
vengio, remove-se 0 sSOro que nio reagiu por lavagem, em segui-
da por exemplo, anticorpo de imunoglobulina anti-humano de
coelho ou proteina G marcada com peroxidase de rédbano bastardo
(PRB) sZo feitos reagir para formar uma ligagdo com o anticor-
po anti-nuclear ligado com os nlcleos de cédlulas, e depois da

lavagem, o PRB & corado com o corante tetrametilbenzidina (TMBK

De acordo com a presente invengdo pro-
’ . .
duz-se uma placa de pldstico. para detectar um anticorpo anti-
L4 . .
-nficlear com grande rigor e por processos simples. A placa de
pldstico assim produzida pode ser armazenada sem diminuig¢&o da
. ’ . 3
sua eficdcia duraznte um ano ou mais se conservada a temperatu-

ra baixa e humidade reduzida.

. 4
A invengfo sera descrita em pormenor

com referdncia a um exemplo e a uma andlise exemplificativa.

Exemplo

(Cultura de células)

Como fonte para preparar as fracgdes
de nécleo das cdlulas eucaridticas, adquiriu-se & ATCC (Ameri-
can Type Culture Collection) uma estirpe de células HEp=-2 com
origem em células do epitelioma de laringite humana (ATCC
CCLZB). As células HEp~2 conseguidas sdo cultivadas no meio
FBS-RPMI 1640 a 10 % e a cultura & armazenada congelada rapidéa-
mente. Para preparar realmente o nticleo celular, as células ar-
mazenadas congeladas s8o descongeladas e cultivadas durante
cerca de uma semana, recuperando-se 1 X 108 células. Para reti-
rar as células do balfio de cultura utilizou-se solugdo tampZo
de EDTA a 0,02 % - fosfato (PBs) (preparada dissolvendo 14,5 g
de NaZHP03°l2H20; 1,0 g de KHzPoh; 40,0 g de NaCl e 1,0 g de

KCl em Zgua destilada, ajustando o pH e o volume da solugdn a

- 8 - '
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7,2 e 5 litros, respectivamente, dissolvendo adicionalmente
EDTA°2Na.2H20 e submetendo a solugdao a esterilizagdo por auto-
clave)

(Extracfo e fixagHo do nficleo de célula)

Em solug¢do tampio de Tris (TBS) (Tris-
-HC1 0,01 M, NaCl 0,15 M, pH 7,4) foram suspensas 1 x 108 c&1ud
las HEp-2. Fez~-se a lavagem com duas porgles de 50 ml de TBS e
separaram-se as células como precipitados por separagdo centri+
fuga realizada sob 500 x g durante 5 minutos. As células foram
suspensas em 20 ml de uma solugdo tampdo hipotdnica (Tris-HC1

0,01 M, NaCl 0,01 M, MgCl_, 1 mM, pH 7,4) e deixou-se repousar

2
suspensio em gelo durante 15 minutos. As células foram rompi=

a
das num homogeneizador Downes.

Depois de se confirmar por microscdépio a
ruptura de 90 % ou mais, de preferé&ncia Y5 4 ou mais, das mem-
branas celulares, as células rompidas foram de novo submetidas
a separagio centrifuga sob 2000 x g durante 10 minutos. As
fracgBes de nlcleo constituindo o residuo foram suspensas na
mesma solugfo tamp3o hipotdnica como acima de maneira a propor
cionar uma concentragdo de 2 X lOS/ml em termos de nficleos de
células e colocaram-se 50 nl da suspens@o em cada um dos alvéo
los da microplaca de pldstico (comercialmente diponivel, por
exemplo, de Nunc)o A placa de pléstico foi deixada em repouso
p temperatura ambiente durante 20 minutos. O sobrenadante da
suspensfo colocada foi entZo removido completamente por suecgdo
por meio de um processadorde ELISA ou de um dispositivo semelhan
te (por exemplo, lModelo BEP-II de Behring). Entdo, para cada
um dos alvéolos deitaram-se 50 ml de uma solucdo aquosa de ace
tona a 25 % seguida de repouso 4 temperatura ambiente durante
10 minutos. A solugfo de acetona foi removida por sucgdo e a
placa de pldstico foi seca num secador. A placa de pldstico de
suporte de niicleos de células assim preparada, quando embalada

pum material de embalagem tal como 3Suran Wrap, pode ser armaze

BAD ORIGIN.- _j)
L o



)

0O .
nada a 4°C durante un periodo de € meses ou mais.
Andlise Exemplificativa

Adicionou-se a uma placa de pldstico, a
gual se tinham fixado ndcleos de células, soro humano obtido
de individuos normais (37 casos) ou de doentes com doencas au-
toimunes (71 casos) em amostras diluidas a 1:100 numa quantida-
de de 40 ul por alvéolo. O soro humano foi diluido com um di-
luente preparado por dissolugdo de casefna em solugdo tampido
de Tris-HC1 0,01 M/NaCl 0,15 M (pH 7,4 contendo NaN5 a 0,1 %
como agente antimicrobiano) até % saturacfo. Depois da adig@o
das amostras diluidas de soro deixou-se a placa em reponuso a
temperatura ambiente durante aproximadamente uma hora e em se-
guida removeu-se O sobrenadante que nio reagiu de cada alvéolo
por sucgdo. Os alvéolos foram lavados trés vezes com uma solu-
¢83o de lavagem (uma solugd@o aquosa dilufida. imediatamente antes
de usar 20 vezes a partir da solugdo mie que contém 1,3 mg/ml
de Na HPO;, 3,3 mg/ml de KH, PO, , 100 mg/ml de monolaurato de
polioxietileno—sorbitano). Em seguida, adicionaram-se cada al-
véolo 40O ul de solug@o de marcagio preparada dissolvendo pro-
teina G marcada numa solugdo de caseina (idéntica ao diluente
excepto no que respeita ao uso de fenol a 0,2 % como agente
antimicrobiano) numa concentragdo de 5 mg/ml. A proteina G &
uma prateina que reage especificamente com & imunoglobulina, a
qual pode ser adquirida de Cosmo Bio K.K.. Deixaram-se OsS al-
véolos em repouso a temperatura ambiente durante aproximadanmen
te uma hora e em segulida removeu-se & solug¥o marcada que ndo
reagiu de cada alvéolo por sucgdo e nova lavagem de cada alvég

lo com & solugfo de lavagem.

A cada célula foram em seguida adiciona-
dos 50 nl de uma solugfio corante de tetrametilbenzidina (TMB)
(uma solugdo aquosa misturada imediatamente entes de usar de
solugdo aqguosa cromogénica e solugdo aquosa de substrato na

razfo de 1:10. A solugdo quosa cromogénica contém 5 mg/ml de
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| {III) é o caso onde se fizeram determinagBes no soro de pacien

tetrametilbenzidina, 0,2 mg/ml de fenoximetilpenicilina potds-
sica e 3,2‘pg/m1 de cloridrato. A solugdo aquosa de substrato
contém 0,27 mg/ml de ureia-perdxido de hidrogénio, 13,1 mg/ml
de hidréxido de sédio e 1,64 ul/ml de 4cido acdtico). Depois

de deixar em repouso a temperatura ambiente durante 30 minutosy
fez-se terminar a reacgdo adicionando 50‘p1 de dcido sulfirico

-~ *

0,5 N e mediu-se a absorvéncia a 450 nm.

Os resultados sio apresentados no de senho
em anexo. Na figura, um circulo aberto ou fechado representa
uma espécie. O circulo aberto indica a absorvadncia para cada

I'd . . -
espécie no caso em gue se efectuou o método de ELISA de acordo
com a técnica anterior usando antigene solubilizado (ANE) como
- 4 . . .
un contrdle e o circulo a cheio indica o caso em gque seé onde
utiliza o dispositivo da presente invengdo. (I) neste caso em
. . ~ .
que se fizeram determinagfes para O SOTO de pacientes com doen
cas autoimunes que tinham sido positivas pela técnica do anti-
corpo fluorescente usando uma lidmina de vidro com células HEp=-
. ~ ’ (
-2 fixadas, O gue era um processo padrio ate agora. (1) é o

caso em que se fez a determinag¢io num soro humano normal e

tes com doengas autoimunes que tinham sido negativas pela técni|
ca do anticorpo fluorescente., Os circulos abertos mais frequen-
temente encontrados na regifio da regido da absorvancia baixa
indicam uma sesibilidade pobre do dispositivo de acordo com a

técnica anterior.

rnqguanto que se observou um coeficiente
de correlacgio de 85 a 95 % entre o julgamento positivo ou ne-
gativo de acordo com a técnica de ELISA usando a placa conten-
do a fracgdo de nicleo da presente invencgéo e © julgamento de
acordo com a técnica do anticorpo fluorescente, obsrvou-se um
coeficiente de correlacgfio mais baixo de 60 a 70 % no julgamen
to entre a técnica de ELIS5a de acordo com a técnica anterior
que usa ANg e a t&enica do anticorpo fluorescente. Para além

disso observou-se uma correlacgdo alta entre o valor medido

- 11 -
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por ELISA da presente inveng3o e a intensidade de colorag@o

por fluorescéncia desenvolvida.

Breve Descricio do Desenho

A figura mostra resultados das determi-
nagoes do anticorpo antinuclear em amostras de soro usando o
aparelho da presente invengdo (eirculos abertos) e uma técnica
de acordo com a técnica anterior (circulos cheios), respectiva

mente.

REIVINDICAGOES

Processo para a preparacgio de um disposi-~
tivo para determinar um anticorpo anti-ndclear caracterizado
por compreender as fases de por em contacto uma suspensdo de
nficleos de células com um suporte para absorver os ndcleos das

s - . ~
células no suporte, separar o suporte da referida suspensao e
tratar a superficie do suporte com uma solugdo de acetona de

0O a 90 % para fixar os nldcleos das células no suporte.

Processo de acordo com a reivindicag@o 1,
caracterizado por a suspensdo de nlicleos de cédlulas ser coloca—
da em alvéolos dum suporte de pldstico, se deixar em seguida 3
temperatura ambiente por um periodo de 30 a 120 minutos para
absorver os nlicleos das células no suporte de pldstico, remo-
ver o sobrenadante ndo adsorvido dos alvdolos, colocar nos al-
v3olos uma solugdo de acetona de 50 a 90 % e deixar em repouso
<

3 temperatura ambiente por um periodn de 10 minutos ou superion

para fixar os nficleos das células no suporte.

! =N
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Processo de acordo com a reivindicagdo 2
caracterizado por as células lavadas com uma solugio isotdnica
serem suspendidas numa solugdo hipotdnica preparada de modo tal
que a concentragdo de sal se situe na gama de 1/2 para 1/5 da
solugcfo isotdnica, esmagar as células num homogeneizador até

uma proporcio de 90 % ou superior,

suspender novamente na referida solugdo hipotdnica as fracgdes

de nfcleo obtidas por separagfo centrifuga da solugfo que con-

tém as cédlulas esmagadas,

verter em alvéolos dum suporte de pldstico a suspens3o des
fracgBes dos nficleos e em seguida deixar 3 temperatura ambiente
por um periodo de 30 a 120 minutos para absorver as fracgdes

de nficleos no suporte de pldstico,
remover dos alvéolos o sobrenadante nio absorvido,

verter nos alvéolos uma solugdo de acetona de 50 a 90 % e em
seguida deixar i temperatura ambiente por um periodo de 10 mi-

: . 5 L
nutos ou superior para fixar as fracgBes dos nucleos no supor-

’ .
te de plastico,
remover dos alvéolos a snlucdo de acetona e

Id
secar os alveolos ao ar.

Dispositivo para a determinagao dum anti-
corpo anti-nuclear caracterizado por ser preparado de acordo

com gqualquer das reivindicagBes 1 a 5.




A requerente declara que o primeiro pe-
dido desta patente foi apresentado no Japdo em 30 de Margo de

1988, sob o nimero Sho-€63-74468,

Lisboa, 29 de Margo de 1989
A AGENTE OFICIAL 2A PROPRIEBADE INDUSTKia.
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"PROCESSC PARA A PREPARACAO D UM BLSMENTO ANALITICO FARA A
DETERMINACAO DE ANTICORPCS ANTINUCLEARES"

A invengdo refere-se a um processo para
a preparagdo de um dispositivo para determinar um anticorpo an-
ti-nuclear que compreende as fases de pdr em contacto uma sus-
pensio de ndcleos de cdlulas com um suporte para absorver Os
ncleos das células no suporte, separar o suporte da referida
suspensZo e tratar a superficie do suporte cam uma solugdo de
acetona de 50 a 90 % para fixar os nidcleos das células no supox

te.
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