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_ MEMORTA DESCRIP!EIVA
que se presem:a para unir a la solic tud de

PATANTER DB IRNRVENCION

f&mﬁlaﬁa el 12 de d‘iciembr.e de 1962, con el n® 283.302
en ' '

3spPala
por VEINIE afios

e nompre de N.V. ORGANON, entidad holandeaa. establecide

en Klooasterstraat 6, Oss, Holande, por:

WPROCEDIMIENIO DE PREPARACION DIE UN REACTTVO PARA
LA DETERMINACION DE GONADOTROPINAS"

R S SCSCESmasam—rassnesotamms==

Bste invento se refiere a reactivos pars la deter-
minacidn de gonadotropinaa y & métodos pare la proparacién
y uso de dichos resctivos,

Bn la reviste Schweig, Z. Path. Bakt, 22,1(1959), ha

5. desorito R. Weinbach que los eritrocitba tratados con for-

malina y éoido ténico son vehfoulos adecuados pare antfge-
nos. Hstos eritrocitos cergedos con éntigeno reaccionan con
un antisuero adecuasdo preseunte :Eormando un precipitado di-
fuso. de color amsrillo claro (aglutinato). )

10 Basados en este principio, L. %ide y C.A. Gemzell han

-1 -



10

15

25

desarrollado una reacci&g del embarazo (véase Acia Endocri-
nol. 35, 261 (1960). En efecto, &i la gonadotropina corié-
nica humena se usa como sntigeno, la reaccidén arriba mencio-
nada pueds prevenirse afiadiendo une cantidad extra de anti-
geno 8 le mezcla de reaccidn. Usando orine de embarazo hu-
mano, puede reconocerse fhcilmente el embarazo. Cuando hay
suficiente gonadotropina coridnice en la orins, los eri-
trocitos libres se sedimentarén en el fondo de le vaslje

de reaccibn en forme de un anillo pardo oscuro. Por tento,
un anillo indiea embarazd ¥y un precipitado difuso lo con-
trario. Pusde consultarse le solicitud de patente espefiola -
de 18 golicitante ns 276.772‘que da una descripcidn gene-
ral del reactivo fuﬁdamental y su preperacidn y uso.

Bate mdtodo puede eplicarse también a1 diagnéstico
de fenbmenos patoldgicos, en cuyo ceso hay tambidn gona-
dotropinas en la orina, y para la determinacidn de otres
gonadotropinas, tal como suero-gonadotropina en el suero
de yeguas preiiades y gonadotropinas ée hiébaifis;en extrac—
tos pituitarios. Bstas dos Gltimas determinaciones son im-
portantes para la seleccién de la materia prima pare la
preparacién de estas hormonas. .

Sin embargo, la solicitante ha encontrado que, en
algunos casos este mbtodo de determinmeidén conduce a con-
dluéiones falsas y que, en otros, el resultado es dudoso,
especialmente ouando se examina orina qhe no e8 reciente.

Se ha encontrado shora que pusde mejorarse conside-
rablemente la exactitud de la deﬁerminacibn de las gonado-
tropines Tedl izéndola en presencia de uno o més compuestos
capaces de fijar iones calcio en una forma de complejo so-

luble, DPicho con otras palabraé: agentes quelantes. Bn efec-
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to, la solicitante ha encontrado., mediente ensayos compare-
tivos, que se acsba una conclusidn falsa cuando el conteni-

do de iones caloio del liquido que se quiera examinar s

_mayor del normal, Zl contenido de estos iones en orina re-

clente es bastante bajo, del orden de, aproximadamente, 0,1
ng/ ml. de una cantidad totel de calcic de, sproximadeamente
0s 24 ng/ml, Sin embargo, estas cifras difieren mucho se-
gin loa casos.

Proﬁablemente. el ecalecio de las orine reciente esté:
combinado en gren parte eon proteinas, de manera que la
pequefia cantided de iones caloio libres restantes no pus—
den perturber el ensayo. Sin embargo. cuando ss deja la
orina en reposo durante unos pocos dias, el contenido de
ionss calelo puede esumentar hesta un valor de, eproximada-
mente, 0,2 mg/ml. cuyo incremento ha sido ocasionasdo pro-
bablemente poﬁ eacis{6nmde los mencionados complejos de

calcio~-proteina, Rl exceso de iones caleio causa una aglu-
tinacidn esponténes de los eritrocitos, independientemente
de la presencia de gonmdotropine coribénice. E1 agiut@nato

tiene el aspecto del aglutinato formado cuando e ha emplea-
do orina negativa. Dicho con oiras palabras, una orins po-
sitiva (qus contenge gonsdo tropine coridnica)se comporta
del mismo modo que una orins negativa (sin gona&otropina
coribnica), como consecuencia de su elevado contenido de
iones calcio. Preferiblemente, debe usarse une cantidad

tal de agente quelante que quede f£ijado el exceso de¢ iones
calcio. Un exceso de agente quslante no influye en la de-
terminaci én. Por la f£1jaoidén completa del celcio presente,

8l resultado es correcto en todas las condiclones.

Lo mismo que sucede en la forme de determinecidn co-
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nocida, este método mejorado puede usarse también pars la
determinacidn cualitativa y cuantitativa de gonadotropines, p.
6j. en orina de embarszo humano, en el suero de yeguas pre-
fiedas y en extractos pitultarios.

‘Un objeto del invento es un reactivo pera la_deter~'
ninaoibn de gonadotropina que comprende (a) erotrocitos |
sensibilizados con uns gonadotropina,(b) los iounes contra
gonadotropine (¢) un esgente quelante suficiente para £ijar
los iones aaleio‘presentes en ol liquido que se quiere
exeminer. |

Otro objeto dsl invento es un procedimiento para la
preparacidn de un reactivo pars la determinascidén de gonadotro.
pinas que comprende la adiecién a un sgente seleccionado del
grupo conatituido por una suspensidn souosa de eritroocitos
@ensibilizados con dicha hormons, una solueidn ecuosa de an-
tisuero contra diche hormona, y una mezcla de ambos compo~
nentes,' de un agente quelante suficiente para fijar los
iones caleio presentes en ¢l liquido que se quiera examinar,

Los: dos componentes (a) y (b) se uean preferiblemenp
te en une forma liofilizada y el agente quelante en una 8o~
lucidn acuosa o liofilizado Junto con uno de los componentes
ay 3B V

 Otro objeto del invento es un procedimiento para la
determiﬁacién.de gonedotropinas combinando en un tubo de
reaccidén un antisuero contra dichae hormona, eritrocitos
sénsibilizados con dicha hormona y el 1igiaido que se quie~
re examinar, y determinando si se produce sglutinascibn, ce-
racterizado borqua le determinecibn se realizes en presencis

de un agente quelante suficisnte para fijar los iones calclo

presentes en el ligquido que se quiere examinar.
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Las conclusiones sobre” la‘bfﬁbZEcig 0 ausencié;§;:
gonedotropinas deducidas de las determinaciones realizadas
de esta manera son de confianza en todos los cesos en que
los resultedos del método de ensayo conocido eran defectuo-
sas o dudosas. Por tanto, se ha mejorado considerablemente
la certeza del método de determinacién. y ae.ha aumentaéo
noteblemente la exactitud que, sobre todo en el examen
ocuantitativo, éupons una gran ventaje. Segﬁn sea la canti-
dad de antisuero que e use, pueden deméstrarse raoilmenxe
cantidades de aproximadamente 100 unidsdes y més de gona~
dbiropina coridnica por litro de orina. Ademés, también
68 posible shora reslizar determinaci ones exactas con ori-
na que ha estado guardada durante algfn tiempo, cosa que
hagta ahora no habis sido muy féecil, Otra ventaja més es

'que la adicién de un agente quelante a lg mezcla de reac~

c16n haoé que se fije también oualquier cinc que pueda ha-
ber presente ( que puede perturber igualmente las determi-
nacibn). _

Como ejemplos do egentes quelantes adecuados ge men-
cionan: &cido etilenodiaminatetracétioo (abreviademente
B8Dra) écid§ eitrico, &cido Yar?ér@eo. écido glucurduico,
doido sacérico y sales convenientes de estos éoidos p.ejm,

sales de'metal alealino, sales de amonio y amonio sustitui-

-dosy ¥y cdemis polietilenpglicqles ¥ poliaminocarboxila-

tos. Asimismo, pueden usarse pars los fines presentes

.los compuestos relecionados con XDTA, tal como écido me-

tileminodiacético, &oldo (2-carboxzi-fenil)-imino-diacético,

fcido uramil-N,N-diacético, écido nitrilotriscético y sa-

. les adecundas de los mismos. Pero, preferiblemente, se

usan EDTA, beido citrico y seles de metal alcalino y de
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Xl agente quelante puede afiadirse & uno de los com-
ponentes de la mezcla de ensayo de antisusro y eritrocitos
0 a la megcla misma antes de efiadir el lfquido que se quie-
re examinsr, ¥l sgente quelente se afiade usualmente en for-
ma de una soluciédn acuose. Preferentemente, se afiade el
agente quelante sobre una solucién del antisuero o sobre
une suspensidn de los eritrocitos antes de su liofiliza-
¢idn.

81 se utilizan 0.4'm1. de una solucibn en uns amor-

 tiguador fosfato de antisuero con un titulo de por ejem-

plo, 1000-5000, se afiade preferiblements 0,2 por ciento
en peso de BDTA. Practicamente sn la totalidad de los ca-
sos, este cantidad es del todo suficisnte para fijar cual-
quier calcio presente en orins. El mencionado amortiguador
foafato puede prepararse, por ejemplo, disolviendo 2,9 &r.
de fosfato potésico primario, 9.6 gr. de foafato sbdico
¥ 4,5 g&. de cloruro sddico en ague destilada y completa-
mente haste volumen de 1l.

‘lambién se puede eplicar un amortigusdor citrato
on luger del de fosfato, que pusde servir el mismo tiem~
po como agente quelentas. ) |

Se hen realizado numerosos expsrimentos comparati-
vos, con muestras de orips de 1as que se tenis la segu-
ridad que eran positivas., es decir. de mujeres embaraza~
das. Segin la edad de la orina y la temperatura a que ha-
bia estado guardeda, el método conocido mencionado dio, en

' 5-10 por ciento ds los casos examinados, un resultedo du-~

doso o negativo. Todes estas mguestras se examinaron otra

vez por el método de acuerdo con el invento, acusando shora
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tanto les muestras dudosas como las supuestas muestras

negativas., un resultade claro y positivo.
A continnaci én se den slgunos ejemplos de la prepa-

racibn de resctivos para la determinacién presente.

ATEMPIO I

~ Se prepera una solucién emortiguadora que contiene
los sigulientes compuestos por litro:
2,88 gr. de fosfato potésico primario
9,62 gr. de fosfawo sbdico secundario
4,5 gr. 4 cloruro sddico

gobre lo cual se afiade

2,0 gr. do sal disbdice de BDIA.

~ Despuds se prepere una solucibn de antisuero liofi-
1izedo ds 0,05 por clento en peso en la mencionsde solucién
amortiguadora. Luago se afiaden 0,4 ml. d§ esta solucién an-
tisuero & uns suspensidn liofilizaga de eritrocitos de 1 bor
ciento, en volumen, sensibilizada con gonadotropina corié-
nica humans, en 0,25 ml. de ague destinada. Da mezcla re-
sultante puede usarse como resctivo pera la determinacibn
del embarazo. Pars este fin se afiaden al reactivo 0,1 nml.

de la orina que se quiers examiner,
- Se disuelven 0,5 gr. de antisuero en 100 ml. d¢ un
amortiguador citrato que contiene 11,13 gr. de Acido citri-

eo y 8,53 gr. de hidréxido potésico por litre. Después de
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una divisibn igua; en 100 viales, se liofiligze eata solu

¢ibn. Antes de realizar la determinacidén, se afiaden 10 ml.
de agus destilade a cada vial. Después se afladen 0,4 nl.
de esta solucidn & una suapenaiénvliofilizada de eritroeci-
toa sensibilizados dgil por ciento, en volumen, en 0,25 ml.
de agua.destilada. Con este reactivo puede hacerse una de-

terminacidn directa.

BJEMPIO IIX

Diez ml. de una suspensiln de eritrocitos sensibili-
zados con gonadotfopina de 10 por ciento en volumen, se re-
suspenden en 33 ml. de agua destilada que contiens 0,9 ¢ de
cloruroc sbdico y 2 por ciento en peso de suero de conejo
mientras se afiade 66,7 mg. de sal disbdica de HDTA. A con-
tinuacibén, se afiaden 0,05 ml. de este suspen§i6ﬁ gobre una
mezcla de una solupi&n antisuero ds 0,05 por ciento en peso
en 0,4 ml. de la solucidén amortiguadors mencionada en el
ﬁjenpio I. La mezcla resultante es adecuasde como reactivo
para la determinacidn de la correspondiente gonadotropina.

Rsta solicitud que aorreséonda a la presentadas en
Holanda con fecha 15 de diciembre de 1961, bajo el nﬁ-.
mero 272.588, se acoge a 108 beneficios del articulo 51
del vigente SBstatuto sobre Propiedad Industrial.
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Los puntos de invencidn propia y nueva que se pre-
sentan pare que #ean objeto de esta solicitud de Patente
de Invenoién en Hgpafie, por VEINTAE afios, son los siguien-
tes: L |

| 1¢2. - Un procedimlento de preparacin de un reactivo
para Ia' determinaci én de gonadotropinas, que comprende la
adioién. e un agente elegido del grupo oox;sistente .evn une
éuséenei&h acuosa de eritrocitos sensibili:zados con o:lic:ha,~

‘gonadotropina, una soln_zcién acuosa de un antisusiv contra

dicha hormona y une mezcla de ambos componsntes de un agen-
te ds formseidn de quelatos auﬁoie_zrté pars combinar los
iones caleio presentes en el liguido & exeminar.

28, -Un ‘_procedimie nto seéﬁn el punto 1, caracteriza-
do porque se afiade un egente de formacibn de quelatos & una
solucibn mcuosa G antisusro contra gonadotropinas del co-
rion despuds de lo cual la solucidn se 1iofilize si se de-
sea.

38, -~ Un procédimie nto segin el punto 1, caracteri-
zado po£'que se afiade un agente de formacibn de gquelatos &
ung sgspensién acuosg de eritrocitos sensibilizada con go-
nadotropina del corion, despuds de lo cual la suspensidw es
1liofilizeds ei se deses.

48, - Un procedimiento para la determinacién de la
gonadot;'opina combinando en un tubo de reaccibn un entisuero
contra dicha hormona, eritrocitos sensibiligados con dicha
hormona y el liquido a examinar y determinando ei ocurre

aglutinad én, caracterizado porque la determinacidn se rea-
lize on presencia de un agente de formsoidn de quelatos su-
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ficiente para combinar los iones celcio presentes én el -
liquido a examinar,

. 52, = Procedimiento de preparacidn de un reactivo
pare la determinacibn de gonadotropinas.
Inl y como se ha deserito en la Memoria que ante-

code y con los fines que se han especificado.
Hsta Wemoria consta de diez hojes escritas & méquina-

por una sola cara.

Madria, 20 MAR 1963

P‘ *
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