PATENTE DE INTRODUCCION

"Procedimiento para la determinacién del estado normal
genital postovulativo en la mujer, asi como medio para

la realizacién del procedimiento!!

, FAIl AG A.G.,, entidad suiza, residente en
Segantinistrasse 70, ZURICH 4% Suiza.

La presente invencién se refiere a un proce-
dimiento para la determinacion del PGN (estado normal
genital postovulativo) en la mujer, asi como medio para
la realizacion del procedimiento. El procedimiento se

5. caracteriza esencialmente por la determinacion de la
altura del nivel de progestorona en forma tal, que
por lo menos un produoto de desintegracién de progesterona,
aislado de la drea, se hace reaccionar con una substancia
gue con moléculas esteroides o glucuronuras da una
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reaccidn tintorea, el productn de reaceidn se disuelve
¥ sn color se emmascara en t8l medida que solo permita
la determinacidn de un nivel de hormonz tal que se
encuentre sobre un valo:cylimite de por lo menps 0,0015
mg. de progesterona fisipldgicamente equivalente por cm3
de sangre o por encima de un minime de 2,5 mg. de
glucuromare de pregnandiocl equivalente pnr dia en la
fre:, Los medios para la realizacién del procedimiento
consisten principalmente en que estos muestran en una
caniidad total de menns de 20 em3 los siguientes
nateriales en un paquete dosificado, listo para el
elnp:.éo: |
l. TUna mezcla de dns disnlventes con distinta capacidad
disolvente para el producto de desintegracidn de
progestelrnna a exiraer.
2. TUna combinacidn de un medinp de absorcidn con un
medio precipitader.
5. Una solucidn de substancia preductora de color.
4, Una snlucidn de un colnrante de color complementario
a la substancia productora de colore
Ias ulteriores caracterf{sticas de 1a invencidn se
desrrenden de las reivindicacipnes y de la descripcidn.
Coln criterin para la determinacién del PGN en
la rujer se cnnsideraba hagta ahora el plazo de la
ovulaciin. Por lo tanto, todos los métodos hasta ahora
conreildns para le deterinacidn del PGN estdn dirigidos
@ ura determinacinn, lo mds exacta posiuvle de la ovwla=
citn como tal. Segin los dltimes conscimientos del

inventor,sin embsrgo, la ovulacidn no tiene impnrtancia
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con relacion al P&, ya que la esterilidad bioldgica de
la mujer, que sigue por lo general a una ovulacion, no
es consecuencia de tal ovulacién, sino del Corpus luteum
gue se forma en el foliculo de Graaf reventado. Por esta.
razon, segun la presente invencion no se determina en

la determinacion del PGN la ovulacion sino la capacidad
funcional del Corpus luteum.

El cuerpo amarillo produce, cono es sabido,
progesterona que, en el transcurso del ciclo mensual de
la nujer, ejerce las siguientes funciones importantes:

13 refrena la ulterior maduracion del huevo sobre los
ovarios, 23 paraliza la musculatura de la matriz cono
proteccion para 33 el endometrio "proliferante” y que,
baj-) su influencia, se transforma en el estado secretorico
y 4- aumenta cono ulterior funcidon protectora para el
endometrio la viscosidad del tapdn de mucosidad cervical
en la cervix. Egtas cuatro funciones genitales sin
embrrgo solo estan garantizadas cuando la produccion

de progesterona del cuerpo amarillo alcanza una medida
suficientemente elevada.

En una produccion de progesterona insuficiente,
respectivamente en un Corpus luteum no totalmente funcio-
nando (lo que puede ser el caso cony sin influencias
externas, tales como por ejemplo curas, cambios de clima,
enfermedad, etc.) no siempre estd garantizado, como
primero, la restriccion de la maduracién del huevo sobre
los ovarios. Se forma entonces, dentro de los siguientes
8-10 dies, un segundo foliculo maduro para reventar en

el mismo ciclo de menstruacion, que revienta directamente
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antes de la- nemorragia. mensual generalmente siguiente

coa el retroceso noimal de ia cantidad de progesterona,

en si ya deficiente. Se presenta entonces una ovulacion

secundaria premenstrual que en el periodo asi Illamado

"estéril” puede conducir a la fructificacién del huevo.

i;] segundo cuerpo amarillo que se forma en la ovulacion

secundaria, evita la presentacion de la menstruacion acos-

tumbrada en este momento y la desplaza Msta su degenera-

cién en 12 - 14 dias. Natui&lmente se puede presentar

la ovulacion secundaria premenstrual también con un

Corpus luteum totalmente apto en su funcionamiento;

es decir, en el estado genital pnstovulativo normal,

ura fructificaciéon del hueve no es entonces posible, ya

que, con suficiente produccion de prr.gesterona, la mucosa

de la matriz se encuentra en estado prolifero y la mucosa

cervical en viscosidad incrementada.,, de manera que estas

dos barreras naturales evitan la entrada de los espermato-

zoes y el paso a traves de la matriz y por lo tanto la r

subida hasta los “varios. 5
Estas relaciones se comprobaron mediante

verificaciones experimentales en mas de 758 ciclos de h

menstiuaelén. En 8 - lo casos se presentaron ovulaciones

secundarias premenstruales con insuficiente actividad

del cuerpo amarillo asi como otras ovulaciones secundarias

con suficiente actividad del cuerpo amarillo. De ias

piimeras condujeron probablemente dos y con seguridad

una ovulacién secundaria al embarazo, mientras que la

segunda clase de ovulaciones secundarias quedaron

todas ellas sin consecuencias.
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ul producto de desintegracién mas importante de
la progesterona es el complejo de pregnandiol segregado
en la orina que en la forma de acido glucurdnico contiene
principalmente pregnandiol y aproximadamente 25% de la
oxicetona prcgnanolon. En las comprobaciones arriba
mencionadas se demostré que. al existir un cuerpo
amarillo funcionalmerte apto, el contenido minimo o
valor limite segregado en la orina asciende en caso
extremo a 2,5 y en el caso medio a 5.5 mg. de
glucui-onuro de pregnandiol Por dia. Por debajo de este
vator nominal se presentan ovulaciones secundarias
aptas para la fructificacion, ya que entonces la proliferi-
zacion simultdnea de la mucosa de la matriz asi como
el aumento de la viscosidad de la mucosa cervical son
insuficientes y no pueden actuar como barreras,mientras
gue las ovulaciones secundarias, por encima de este
valor limite, ya no son capaces de la fructificacion.

la proporcion de transformacién progesterona/
pregnandiol. en por ejemplo la administracion intramuscu-
lar de progesterona, se encuentra entre 8 - 22%. Para
el caso fisiolégico se lia de contar.sin embargo. Por
razones evidentes, mas bien con el valor superior, es
decir, coa ana segregacion de aproximadamente 20% de
prrgesterona en forma de pregnandiol en la orina. Bajo
la suposicion de un ciclo de desintegracion de 24
hoios de progesterona en pregnandiol (esto aparece
por lo general ya 24 horas después de la ovulacion en
la orina) y un peso del cuerpo de 60 kg. correspondiente
a 5.2 1. de volumen de sangre, se obtiene un valor
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linite para la progesterona de minimo O;0015 mg/cn3 y en
promedio de 0,0021 mg/cm3 de sangre, lo que corresponde
a 2,5 respectivamente 3,5 mg. de glucuronuro de pregnan-
diol por dia en la orina. La segregacion normal media
se encuentra en 8 -9 mg/dia para el glucuronuro de
pregrandiol, lo que e3 equiwlente a un contenido de
progesterona de 0,005 mg/cm3 de sangre.

Al observar estos valores limite no solo se
puede demostrar la capacidad funcional del cuerpo

amarillo, sino que simultdneamente también se "puentean”
Tan reducidas cantidades de progesterona, respectivamente
prcgnandiol, que protienen del metabolismo de las cortezas
de las céapsulas suprarrenales (transformacién de la
dennxicorticosterona en progesterona) asi cono las canti-
dades eventualmente producidas ya preovulativamente en

el foliculo sin reventar. Los procedimientos conocidos,
bien sean para la determinacion de la progesterona o

de., pregnandiol, asi como los demés procedimientospara

ia determinacion de otros productos de desintegracion

de la progesterona, se pueden proveer con limites de
sensibilidad que son equivalentes a los valores limite
arriba mencionados. Con ello resultan tales procedimientos
para la determinacion de la materia, puramente cuantitati-
vos, automaticamente procedimientos cualitativos para

la determinacion del PGVl siempre que el tiempo para su -
realizacién no sea demasiado largo para obtenerse los
resultados aun a tiempo. la introduccién de un valor
limite de esta indole, en cualquier procedimiento

conocido, se puede lograr por ejemplo suprimiendo gjrnpTacentB la
visibilidad de una reaccidn tintérea hasta el limite
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prescrito, Esto se puede lograr bien recibiendo,mediante
reaccion estequiométrica limitada, solo tanto material
resctoi' en la reaccion tintorea que ésta solo responda al
valor limite debido a su propio limite de sensibilidad
(por ejemplo anpleando malo3 disolventes para que solo
una parte de material de reaccion se disuelva) , o
restringiendo la reaccion tintdérea misma mediante aditivos
de efecto quimico o fisico. Tales aditivos pueden ser
materiales oxidantes o reductores (blanqueadores) y
tambiéen foimadnres de complejos, que enmascaren la
correspondiente parte de color, o también medios de
absorcion o precipitadores, que absorban o precipiten la
parte del valor limite, o colores complementarios que
compensen la parte del valor limite.

Los procedimientos conocidos hoy dia para la
determinacion de progesterona en la sangre, respectiva-
mente sus productos de desintegracion y especialmente
pregnandiol en la drea, son practicamente inadecuados
para la determinacion del RGNy solo sirven para finalida-
des de diagnosticos clinicos. Por lo general son poco
practicos, exigen aparatos costosos y un personal altamente
cualificado. Ademas, todos ellos suministran los
resultados con gran retraso.

El procedimiento segun la presente invencion
evina estas desventajas. Como la demostracién del PGN
no exige ninguna determinacion cuantitativa, de hormonas,
sino solo la determinacion de un nivel de hormonas minimo
en forma semicualitativa, se ha desarrollado un proce-
dimiento sencillo de rdpida ejecucion.

lf_
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Ia ejecucion del procediuiemto segdn la presemie
invencidAn se describe peramente como ejemplo, @ continua=-
cicn, en wna ejecucién preferente pars el complejo de
pregnandiol-pregnandelons

Ia orine matinal que se produce despuds de wn
sucfio de 8 = 10 horas, y cuya cantidad rara vez supera
loss 700 em3, se grudua en caso necesario con agua &

70) emd y se satura con s&l comin. El complejo de
pragnandiol se aisla de la orins medlante extraccidn,lo
quz se efectla en las siguientes dos etapas de tratmjo
en un aparato simple y convenientemente disponible.

1., Tos 700 cm3 dé lirea gaturades con sal comdn
se dejan fluir a través de una tobers fira (udx. 0,6
mn.didmetro; ocaudal max. 22 cad/min) en charro de
caida libre desde unos 4 cm. de altura en una capa de
disnlvente (didmetro de la capa ventajnsamente no
superior‘a 11l mm. longitud unos 20 cm.), Que se cowpone
de dos comprnentes de distinta capecidad de solucién
para el complejon de‘ pregnandiol, es decir de 9 cm3 de
e mezc:!.a de alcohinl butflico y alcohol amflico en
P1nparcicn volumébtrica de 2:1 (el complejo de pregrandiol
se disuelve mal en el algnhol arﬁilico; mediante
ceriespondiente proporeidn de mezcla se puefle alojar una
cintidad del valor linite ya en la extraccidn).

2. El extracto obtenido se limpia, en igual
forma que la extraccidn, mediante lavado, y esto

mediante una mezcla de 40 cm3 de agua, 5 cm3 de éter y

- alcoipl butflico en proporcidn volunétirica de 5:1 y

0,05 g. de amoniaco. Iavando a continuacién con



S

10.

15,

20.

- 0 -

35-40 cmd de solucidn de s&l comun saturaﬁa se retire
el anonlacn restante y el extracto se deshidra’ca.

3. Yara la precipitacidn del glucuronurns de
pregnandiol del extracto lavado se agite éste en un
recipiente seco con 0,3 g. de silicgtgel de un granulado
de 0,2 - 1,0 mm., que se impregnd con aproximadamente
25 mge. de acetatn de bario. El glucuronure de pregnan-
diol es ansorbide por el silicagel y casi simultdneamente
precipitade par el acetato de bariouexis-l;en‘ce en fnmma
de sal de berio y expulsado de nuevo como suspensidn a
la fase acuosts Trasvasendo el lfquido a un segundo
recipiente se separe la suspensidn fina del silicagel de
granuladn més gruese. (Segun el grade de impregnacidn
del ailicaugel con acetato de tario se obtiene wna pre-
cipitacinn més o menos fuerte; de esta manera se puede
regular el valor 1imite en otra etapa).

4, Después de haverse sedimentado le suspensidn
fipa de tarin=glucuronuro de pregnandiol y retirar
el 1fquido superpuesto, se le agregan al pregrandiel
precipitado 2,5 cm3 de dcido clorhidrico diluldes con
egue en proprreifn 3 : 2 y 0,5 em3- de una solucidn
alcohnlica de 23 mge Vde naftoresorcina, DIara augenter
la durecidn del alcoliol se puede ventiler el alcrhol
mediente etullicidn y, contra la recepcidn de oxigeno

del aire, y saturar con 002 ¥y agregar hidroquinona,etce.

. Ia mezela de reaccidn se calienta durante 1 hora hasta

hervir pars realizar la reacecidn tinidrea.
5. Después de enfriar ge agite la eolucidn

de reaccidn con 1,5 cm3 de benzol que contiene 0,012 mg.

el
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de anilina verde-graso (CIBi). El colorante rojo-violeta
ex;raido del benzol se compensa por el verde anilina conp
coLor complementario hasta el valor limite.

El tefiido rojo-violeta de la solucién es la
indicacion del PGN. Si la solucion se mantiene verde,
incolora o amarilla hasta amarronada, entonces, o bien
no existe, o solo hay una actividad del cuerpo amarillo
insuficiente y, por lo tanto, el RGM no esta aan presente.
En este caso se repite el analisis 2-5 dias més tarde
hasta que aparezca el tefiido rojo-violeta. Normalmente
el procedimiento se realizara solo 1-3 veces al mes,
cayendo el primer analisis, por ejemplo en un ciclo
de 28-30 dias, sobre el dia 17~ - 183 del ciclo. El
tiempo de tracajo propiamente dicho para efectuar
la determinacion dura solo aproximadamente 15 minutos
y ‘Jodo el tiempo de realizacion comp maximo algunas
horas (en comparacién con algunas horas de trauajo y
al;pmos dias de duracién de la ejecucion en los proce-
dimientos conocidos para la determinacion del pregnandiol).

Para realizar rdpidamente y con seguridad el
procedimiento segun la presente invencién por legos , se
pueden preparar los medios, es decir, los productos
quimicos disolventes, reactores, colorantes,etc. nece-
sarios , en forma de paquetes dosificados listos para, el
servicio de una determinacion. Estos paquetes se componen
convenientemente de ampollas, tuuitos, etc. de cristal
o material sintético, asi como por ejemplo bolsitas
de plastico, etc. Los paquetes combinados para una

determinacién ahorran no solo la molesta medicion de las
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d..stindias porciones, sino que garantizan una mayor
dinracion que por ejemplo en las botellas abiertas
siempre de nuevo.

Una forma preferente de uno de estos medios,
respectivamente de una celiminacion de paquete para la
ejecucion del procedimiento segun la presente invencion
afarca, por ejemplo:

1) Un medio de e:rtraccidn, compuesto de 9 ar8
de una mezcla de alcohol butilico y alcohol amilico
er. proporcion volumeétrica 2:1.

2) Un medio limpiador del extracto,compuesto de
5 B de una mezcla de éter y alcohol butilico en propor-
cion Volumetrica de 5:1 con un aditivo de 0,05 g. de p—
amoniaco.

3) Un medio de absorcion y precipitacion combinado,
compuesto de 0,3 g. de silicagel de un granulado de 0,3 -
1,0 nm impregnado con aproximadamente 25 mg. de
acetato de bario.

4) Un &cido compuesto de 2,5 onB de 3 partes
de acido clorhidrico y 2 partes de agua, -

5) Una mezcla formadora de colorante,compuesta
de 2-3 mg. de naftoresorcina disueltos en 0,5 B de
alcohol propilico, que fué ventilado y saturado con
Ay se le agregd hidroquinona contra la recepcion
de oxigeno de la atmosfera.

6) Un medio enmascaradescompuesto de 0,012
mg. de un colorante verde complementario al color
de la mezcla formadora del colorante (anilina verde-graso
CI'3i), disuelto en 1,5 oarb de benzol.
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Estos medios muestran en su totalidad menos de
20 cm3 de volumen, por lo tanto, solo una reducida
fraccion de los productos quimicos necesarios hasta ahora
(por ejemplo para la determinacién de pregnandiol).

El procedimiento para la determinacion del PON
en la mujer, segan la presente invencion se utilizo
practicamente por 128 mujeres durante un tiempo total
de aproximadamente 63 afios. Los resultados demostraron
que el riesgo de errores de este nuevo método es
extraordinariamente pequefio.

NOTA

Descrita suficientemente la naturaleza del
invento, asi como la manera de realizarlo en la préactica,
debe hacerse constar que las disposiciones anteriormente
indicadas son susceptibles de modificaciones de detalle
en cuanto no alteren su principio fundamental; siendo
lo que constituye la esencia del referido invento y por
lo que se solicita Patente de Introduccion por 10 afios
en Espafia: "Procedimiento para la determinacion del
estado normal genital postovulativo en la mujer, asi
cono medio para la realizacion del procedimiento”;
caracterizandose por lo siguiente:

IB.- Procedimiento para la determinacién del
estado normal genital postovulativo en la mujer, mediante
comprobaciéon de la actividad del cuerpo amarillo, carac-
terizado por la determinacién de la altura del nivel
de progesterona en forma tal que por lo menos un
producto de desintegracién de pregesterona aislado de
la 4rea se hace reaccionar con una substancia que oon



moléculas esteroides o glucumnuras da una reaccién
tintérea, el producto de reaccién se disuelve y su

color se enmascara en tal medida que solo permita la
determinacién de un nivel de hormona tal que se encuentre
por encima de un valor limite de por lo menos 0,0015 mg.
de progesterona fisiolégicamente equivalente por arb

de sangre o por encima de un minimo de 2,5 mg. de glucuro-
nuro de pregnandiol equivalente por dia en la Urea.

33.- Procedimiento, segun lo especificado en
la reivindicacién la, caracterizado porque el producto de
desintegracion de progesterona aislado de la Grea se
reacciona con una substancia que con moléculas esteroides
0 glucuronuras de una reaccion tintorea, el producto de
reaccion tefiido se disuelve y el color de la solucion
obtenida se enmascara con un colorante complementario
en medida tal para permitir solo la determinacion de una
cantidad tal del producto de desintegiacién que sea
superior a un valor limite de por lo menos 2,5 mg. de
glucuronuro de pregnandiol, fisiologicamente equivalente
Por dia.

53.- Procedimiento,segun reivindicaciones la y
2a, caracterizado Porque el glucuronuro de pregnandiol
aislado de la urea se reacciona con naftoresoreina
obteniéndose una reaccion tintérea especifica para el
ac..do glucnroénico, el colorante rojo-violeta aqui
formado se extrae en presencia de una cantidad tan grande
de un colorante verde complementario con benzol de
manera que solo se pueda determinar aquella cantidad de
pregnandiol que se encuentre por encima de un valor
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limite de por lo menos 2,5 ing. de glucuronui'o de
pregnandiol por din.

43.- Hedio para la ejecucién del procedimiento
segun la reivindicacion 1& caracterizado porque se
presentan en una cantidad total de menos de 20 ¢ de
lo3 siguientes materiales listos para el servicio en
paquete dosificado: una mezcla de dos disolventes
con distinta capacidad disolvente para producto de
desintegracion de pmgesterona a extraer; una combina-
cion de un medio de absorcion con un medio precipita-
don; wuna solucidon de una substancia productora de
color; una solucién de un colorante de color complemen-
tario para la substancia productora de color*

53.- Hedié para la ejecucién del procedimiento
especificado en las reivindicaciones 2* y 3”, caracteri-
za ilo porque en una cantidad total de menos de 20 arb se
presentan If's siguientes materiales en paquetes dosifi-
cados, listos para el empleo: un medio de extraccion
compuesto de 9 arb de una mezcla de alcohol butilico
y alcohol amilico en proporcion volumétrica 2:1 : un
medio limpiador del extracto,, compuesto de 5 arb de una
me;.cla de éter y alcohol butilico en proporcion volumétrica
de 5: 1 con un aditivo de 0,05 g. de amoniaco; un medio
de absorcién y precipitacion combinado,compuesto de 0,3 g.
de silicagel de un granulado de 0,2 - 1,0 nm impregnado
en aproximadamente 25 mg.de acetato de bario; un &cido
compuesto de 2,5 onB de 3 partes de acido clorhidrico
y 2 partes de agua; una mezcla formadora de colorante,
cocpuesta de 2 - 3 mg. de naftoresorcina disueltos en
o,if onB de alcohol propilico ,que fué ventilado y satura.dc
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cm Q0 vy se le agregd hidroguinona contra la recep-
cién dg oxigeno de la atmosfera® un medio enmascara-
der, compuesto de 0,012 mg. de un colorante verde
crmplementario al color de la mezcla fomadora del
crlorante (Anilina, verde-graso CIBA) disuelto en

1,5 a8 de benzol.

ss.- Medio, segun lo especificado en las
reivindicaciones 4 y 5 caracterizado porque los materiales
dosificados, listos para el empleo, estan contenidos en
paquetea de masa tennoplastica.

73.- Procedimiento para la determinacion del
estado normal genital postovulativo en la mujer, asi
Como medio para la realizacién del procedimiento! tal y
como queda substancialmente descrito en la presente
memoria, que consta de quince liojas, escritas a maquina
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