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La presente invencidn se refiere en general = un mé
todo de determinacidn seroldgice in vitro de gonadotrofina -
coridnica humana (llamada a continuacidn GCH), y mds particu
larmente trata de un reactivo para la determinacidn ser0l8maw
gica del embarazo por deteccidn de la GCH en la orina, y del
método de preparar el reactivo.

La GCH es producide durante el embarazo por la pla-
centa y se encuentra poeo Liempo después de le nidacién en -
el suero y en la orina. Lo GCH es segregada en la orina de
mu jeres no embarazadas, con exoepci5n de mujeres no embaraza
das que padecen ciertas condiciones patoldgicas, tales cumo
tumores histoldglcos coridnicos. S8e considera generalmente
que, excepcidn hecha de mujeres que padecen clertas condiocig
nes patolégicas, la presencia de la GCE en la orina y en el
suero es un indicio seguro del embarazo. Un nimero de ensa—
yos de embarazo anteriores se basan sobre métodos bioldgicos
in vivo, de determinar la presencia de GCH. El ensayo de -
Aschheim-~Zondek se basa sobre la capacidad de la GCH, inyec-
tada subcutdneamente en ratones, de producir corpora lutea.
A pesar del hecho de que este ensayo es siempre exacto, ac-
tualmente no se usa extensamente debldo a los intervalos lar
gos antes de consegulr los resultados, debido a la dificultad
de mantener un gran abastecimiento de animales de la edad re
querida, y la necesidad de inyecciones miltiples. Otro incoy

venlente es que la toxicidad de la orina de ensayo causa la

muerte de un nimero considerable de animales. Otro ensayo -

bioldgico para determinar el embarazo, que Se usa extensameg

te, se conoce como ensayo de Friedman, FEn este ensayo se usa
como animal de prueba una coneja adulta que ha estado aislada

durante tres o cuatro semanas. Una muestra de la orina a en
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‘nejos, de modo que frecuentemente es necesario concentrar la
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gsayar es inyectada en la vena de la oreja de la coneja, ¥y cué
rente y ocho horas después de la inyeccidn se examinan los -
ovarios con respecto a folfculos hemorrédglcos rotos, que ine
dicen una resccidn positiva. Una ventaja de este eusayo es
gue el animal no tiene que ser sacrificado, ¥y puede scr usa-
do nuevamente dentro de cuatro a sels semanas. El eunszyo de
Friedman elimina en gran parte las objeclones formuladss con
tre el ensayo de Aschheim-Zondek con ratornes, y es casl tan
exacto. Un inconveniente del ensayo de Friedman es gue el -
costo del animal es elevado gl el animal es saorificado, y 8l
no es sacrificado requiere un cuidado y mantenimiento prolon
gado.

En obtro ensayo bioldgico pars determinar el embarazo se usan
ratas hembras immaduras, La orina a ensayar se inyecta sub-
cutdneamente en las ratas, y la mafiana siguiente los animales
son sacrificados. Los ovarios son disecados e inspeccionga=

dos con respecto a su ensanchamiento ¥y la presencla de rubefa)

o

cidn o puntos rojos. Un inconveniente mayor de este ensayo
es la dificultad que ofrece la diferenciacidn de un ovario -
negativo, levemente rosado, de un ovario positivo enroje¢ido,
y sdlamente técnicos prdcticos pueden mantener una precisidn
elevada,

También se han usaedo ranas y sapos para ensayos ten-
dientes a determinar el embarazo, pero estos animales son re-

lativamente insensibles en comparacién con ratones, ratas y cg

orina a ensayar a fin de aumentar la concentracidn de la GCH.
Una finalided principal de la presente invencidn con
siste en superar los inconvenientes de 1os'ensayos de embara-

zo de la técnica anterior, basados sobre métodos biolégicos,
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mediante la provisidn de un método serodiagndstico de deter- |
minar el embarazo.

Otra finalidad de la presente invencidn consiste en
proveer un método serodiagndstico de determinar el eﬂbarazo
mediante la determinacidn in vitro de la GCH en la orina.

Otra finalidad més de la presente invencién4éonsis-
te en proveer un reactivo para ensayos seroldgicos, de1 po-
ra determinar el embarazo, en forma de una combinacidu de
GCH part{culas de resina sintética, que comprende una.sSuS——
pensidn de partfoulas de resina sintética capaces de aisorbern
protefna en su superficie que tiene GCH, cuyas caracterfsti-
cas ffsicas han sido alteradas sin alterar sus caracterfsti-
cas inmunildgicas, adsorbida en la superficie de las partf
culas (llamadas a continuacidn reactivo de litex).

Otra finalidad mds de la presente invencidn consis
te en proveer un nétodo serodiagnéstico de debterminar el eme
barazo que no requiere equipos especlales y que puede ser reg
lizado en pocos minutos.

De acuerdo con la presente invencidn se ha hecho el
descubrimiento de que las dificultades inherentes a métodos
biloldgicos de determinar in vivo el embarazo pueden ser Suaw
peradas y que las finalidades de la presente invencidn pue=
den ser realizadas mediante la provisign de un reactivo de
1dtex y un ensayo seroldgico para determinar in vitro el em
barazo, basado sobre el uso del reactivo de 1dtex en la de-
terminacidn de GCH en la orina de mujeres embarazadas, que
es sumamente exacto, requiere sdlo unos pocos'minutds para
llevarlo a cabo, ¥y no necesita equipos ni habilidades espe-
ciales para su 1nterpreta016n correcta,

En el ensayo de la presente invencidn, los reacti-
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vos son el reactivo de ldtex y un antisuero de la GCH. EL
ensayo es un ensayo de inhibicidn y se efectda mezelando el
antisuero con una pequefia cantidad de la orina a ensayar, ¥y
mezclando luego el reactivo de ldtex con la mezcla anpisue-
ro=0rina. Si la orina a ensayar contiene GCH, se produce
una reaccidn entre la GCH ¥ el enticuerpo del antisuérCnde
modo que el anticuerpo no estd disponible para reacciﬁnar con
la. GCH en las partfculas del reactivo de 1dtex. Si la orina
ensayada no contiene GCH, la GCH en las partf{culas Tézcciona
con el anticuerpo del antisuero, y ello es puesto en eviden-
cia por la aglutinacidn de las partfeulas del reactivo de 14_
tex.

El antisuero se produce inyettando en conejos GCH
parcialmente purificada, obtenlda de la orina de mujeres em-
barazadas. DesPuéS'de aproximademente cinco semanas, los co-
nejos son sangrados y los sueros se recogen. El suero de ca=
da. conejo es ensayado contra GCH de concentracidn conocida ¥y
ge juntan los antisueros que dan una reaceidn positiva con -
une’ concentracidn baja de GCH. La concentrscidn del anticuer
po en los antisueros Juntedos es determinade mediante el uso
de GCH de concentracidn conocida, de modo de determinar con
exactitud la cantidad de GCH requerids para reaccionar comple
temente con el anticuerpo en los antisueros combinados (E.A.
Kebat y M.M. Mayer, Experimental Immunochemistry: 22 edicidn,
1961, pégina 22-90).

El reactivo de ldtex se prepara, agregando una So-

lucidn acuosa de GCH lentamente y con agltacldn constante a wj
suspensidn de particulas de una resina sintética capaz de ad-
sorber protefna en su superficie, lo que resulta en una combi

nacidn de GCH y partfeulas de resina en la cual la GCH estd

a
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adsorbida en las partfoulas.

las particulas son aproximademente esféricas y tie-
nen un didmetro promedial dentro de la gama desde aproxXimada
mente 0,07 micrdn hasta aproximadamente 0,90 micrdns el did-
metro promedial preferido es de aproximadamente 0,81 micrdn.
La concentracidn de las part{culas en el reactivo de.Iéfex -
puede estar dentro de la gama de aproximadamente un 0,5 a -
aproximadamente un 1,5 por clento ponderal; empero, Se pre--
fiere usar una suspensidn cuya concentracidn de partfcules -
es del orden de aproximedamente un 0,8 hasta aproximadamente
un 1,2 por ciento ponderal. 81 la concentracidn de éartfcu;
les en la suspensidn es inferior a aproximadamente un 0,5 por
ciento ponderal, la aglutinacidn de las partfculas no se pro
duce fécilmente; y cuando se produce, no se observa fécilmeg
te. 81 la concentracidn de partfculas en la suspensidn es su
perior a aproximademente un 1,5 por clento ponderal, el nﬁmg
ro de part{culas es demaslado grande para poder determinar -
con exactitud si la aglutinacidn se ha producido o no.

La GCH usada en la preparacidn de la solucidn de GCH
debe ser relativemente pura. Ha resuliado ser satisfactoria
una GCH que tlene, segin anélisis, por lo menos aproximadamen
te 1700 y preferentemente entre aproximadamente 1700 y apro-
ximedamente 3000 unidades internacionales por miligramo.

La GCH no debe tener, segﬁn anélisis, menos de aprg
Ximademente 1700 unidades inbternaclonales por miligramo ya qué¢,
de lo contrario, la cantidad de protefna extrafia presente con
la GCH es tal que una cantidad significante de la misma €8 w-
también adsovbida en las part{culas, estorbando el ensayo dé
inhibicidn por impedir la aglutinacidn.

La solucidn de GCH usada para preparar el reactivo -
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™ de 1dtex pontiene una cantidad de GCH dentrorde la gema de
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aproximadamente 720 hasta. aproximadamente 900 unidades inter
nacionales de GCH por milflitro., La cantided preferida es =
de aproximadamente 840 unidades internacionales de GCH por -
mil{litro. 81 la solucidn de GCH contiene menos de aﬁroximg
damente 720 unidades 1nternaciona1es de GCH por milflitfo, -
las partfculas no estdn plensmente revestidas inmunilé@icameg
te de modo que cierta parte -de la superficie de las partfeulas
gqueda expuesta y adsorbe protefns extrafia de la orinéﬂ@é el
sayo, estorbando as{ la reaccidn. Si la solucidn de GCH con-
tiene mds de aproximadamente 900 unidades internaciogéles de.
GCH por milflitro, hay un exceso de GCH que queda en él feag
tivo de ldtex como GCH no adsorbida que reacclona preferente
mente con el anticuerpo de GCH del antisuero, de modo que el
anticuerpo no estd disponible pars reasccionar con le GCH del
reactivo de ldtex e impide as{ la aglutinacidn que; de no ser
asf, se hubiera producido. La suspensidn de ldtex que ha de
ser tratada con GCH, contiene aproximadamente un 1,8 hasta
un 2,2 por clento ponderal de particulas.

Para que el reactivo de 1dtex funcione satisfacto--

riamente en el ensayo de inhibicidn, la GCH del reactivo de

ldtex debe ser capaz de reaccionar rdpide y completemente -
con los anticuerpos del antisuero y producir una aglutinacidn
fdcilmente observable de las partfeulas del reactivo de 1itex.
Ello requiere la "alteracidn" de la GOH. La alteracidn efectus
un cambio en las ocaracterfsticas ffsicas de la GCH, pero no ;
modifica las caracterf{sticas inmunildgicas de la GCH. Hsta al
teracidn puede ser realizada, envejeciendo el reactivo de 14-
tex o simulando y acelerando el Proceso de envelecimiento me-

dlante varios tratamientos que incluyen el ocalentamiento del
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‘culas de ldtex, y su subsiguiente tratamiento térmico. De acuT;

reactivo de ldtex o la aplicacidn de tratamientos tanto diges]
tivos enzf{micos como térmicos a la solucidn de la GCH,antes dp
su adsorcidn en las partfculas de 1dtex o en el reactivo de
1dtex.

Le. alteracidn del reactivo de ldtex puede sé%‘efec-
tuada, calentando el material lentamente hasta una témpératg
ra de aproximademente 96°C., enfridndolo hasta aproxréadameg

te 509C y menteniéndolo a esta temperatura durante unas’cua-

tro hasta sels semanas; o llevando el material lentamehte has

LAY

ta una temperaturs de aproximadsmente 50°C. y manteniéﬁdolo

P

a esta temperatura durante un perfodo de aproximadamente dos

PO

hasta aproximasdemente tres meses.

La alteracidn del reactivo de 14tex por tratamiento
enzimico y tratamiento térmico puede ser realizada, agregan-
do el reactivo de 1dtex, que tiene un pH dentro de la gema -
de aproximaedemente 8,0 a aproximadamente 9,0, y preferentemen
te 8,2 una solucidn acuosa de tripsina conteniendo, por peso,
la déocima parte del peso de la GCH adsorbida en las part{culaé
de 1itex en el reactivo de ldtex, llevando el reactivo de 13-
tex lentamente a una temperatura de 509C, y manteniéndolo a eé
ta temperatura durante un periodo de aproximadamente dos has-
ta aproximadamente cuatro semanas.

| La alteracidn mediante el uso de una combinacidn de
enzima y calor también puede ser efectuada mediante el trata-

miento enzfmico de la GCH antes de su adsorcidn en las partf-

do con este método, una solucidn acuosa de tripsina, ajustada
a un pH de aproximadamente 6,8 a aproximadamente 7,2 y prefe-
rentemente un pH de aproximadamente 7,1 se agrege a2 una solu-

cldn acuosa de GCH que ha sido ajustads al mismo pH, la solu-
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cidn resultante se somete a calor, operacidn que comprende
calentarla hasta una temperatura de aproximadamente 37¢C y
mantenerla a esta temperatura durante aproximadamente una ho
ra, la solucidn de GCH se smortigus hasta un pH del orden de
aproximadamente 8,0 a aproximadamente 9,0 ¥y preferentémente
8,7, la solucidn de GCH alterada se agrega 1entamenﬁ§f€pn -
agitacidn a la suspensidn de 1dtex que también ha si&é‘amor_
tiguada hasta un pH del orden de aproximademente 8,C & apro-
ximadamente 9,0, preferentemente 8,7, y el material resultan
te se somete a calor llevdndolo lentamente hasta una tempera
tura de aproximedamente 50°C y manteniéndolo a esta ﬁempera~

tura durante aproximadamente dos hasta aproximadamente cua--

tro semanas.

Despuds de la alteracidn del reactivo de 1dtex, d&s-
te es amortlguado hasta un pH del orden de aproximadamente -
7,8 hasta aproximadamente 8,8. 51 el pH es inferior a apro-
ximadamente 7,8 o superior a aproximadsmente 8,8, la estabi-
lidad del reactivo disminuye 2l punto de hacer insatisfacto-
ria la exaotitud del ensayo.de inhibloidn.

Ei reactivo de ldtex preparado de la 'susodicha ma-
ners tiene aproximadamente 36 hasta aproximadamente 45 unidg
des internaclonales de GCH por miligramo de peso de las par-
tfoulas de ldtex. La cantidad preferida es de aproximadamente
40 hasta aproximadamente 42 unidades internacionales por mi-
ligramo de peso de las partfeculas de 1dtex. Si la cantidad es
inferior a aproximadamente 36 unidades internacionsles de GCH
por miligramo de peso de las partfculas de 1dtex, la superfi-
cie expuesta, inmunilégicamente no revestida, de las particu~
las es tan,grahde que prote{na exbtrafia proveniente de la ofi-

na de ensayo puede ser adsorbids en la superficie de las parw
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“amortiguadora acuosa que tenfa un pH de 8,2, La solucidn -~

303

tfoulas y estorbar 1la reaccidn que, de no seé asi, se hubiesé]
producido. 81 la cantidad es superior a aproximadsmente 45 un
dades lnternaclonales de GCH por miligramo de peso de las par
t{culas de 14tex, estd presente un exceso de GCH que no es ad
sorbido en las partfculas, y la GCH no adsorbida reacciona =-
preferentemente con el antlcuerpo de GCH del antisuero, de mo
do que el anticuerpo no estd disponible para reacclouar con -
la GCH del reactivo de ldtex y por tanto no se produce la aglf
tinacidn que, de no ser as{, se hublera producido.

Las resinas sintéticas que se prestan para adsorber
la GCH en la preparacidn del reactivo de ldtex deben ser ca-
paces de adsorber protefna, y deben ser capaces de ser prepa
radas en forma esférica o casi esférica con un didmetro pro-
medial de aproximadamente 0,07 hasta aproximedamente 0,90 mi
crdn, Ejemplos de resinas sintéticas convenientes son las re
sinas poliestirénicas y polimeta crflices.

Los siguientes ejemplos de la preparacién del reac-
tivo de 14tex se ofrecen como ilustraciones espec{ficas. Sin
embargo, ha de quedar entendido que la invencidn no se limi-
ta a los detalles especfficos de los ejemplos.

EJEMPLO 1

3,6 ml. de una suspensidn de partfculas de poliesti
reno, en la cual las partfculas tenfan un didmetro promedial
de 0,81 micrdn y la concentracidn de partfculas era del 28,32

por ciento ponderal; se agregaron a 46,4 ml de una solucidn - -

amortigua_dora se prepard disolviendo 6,675 g de borato sddi
co, 8,04 g de deido bdrico y 9,0 g de clorurc sddco en agua .
destilada suficiente para llevar el volumen & un litro. A la.

suspensidn amortigueda se agregaron lentamente,con agitacidn

| Lned

=
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constante, 50 ml de una solucidn acuosa de GCH conteniendo - |
40.000 unidades internacionales de GCH, que se habfa amorti-
guado hasta un pH de 8,2 con la misma solucidn amortigusdora
que la arriba descrita. El material resultante se llevd len
temente a una temperatura de 509C y se mantuvo a estaftempe_
ratura durante un perfodo de tres meses.
EJEMPLO 2
El reactivo de 1ldtex se prepard como en el ejeiplo

1, excepto que inmedlatamente despuds de agregar ls soiucidn
de GCH amortiguada a la suspensién de poliestireno amortigua
da, la mezcla se llevd lentamente hasta una temperaturs de -
962¢, con frecuente agitacién, se enfrié luego prontamente -
hasta una temperatura de 5092C, y se mantuvo a esta temperatu

ra durante un periodo de seis semanas.

EJEMPLIO 3

3,6 ml de una suspensidn de partfculas de poliesti-
reno ouyas partfculas tenfan un didmetro promedial de 0,81 -
micrdn, se agregaron lentamente a 36,4 ml de la misma SOLu--
cidn amortiguadora que la usada en & ejemplo 1. A 1la suspen
sidn amortiguaeda se agregaron, con agitacién constante, 50 -
ml de una solucidn acuosa de GCH, amortiguada a un pH de 8,2
con la misma solucidn emortiguasdora que la usada en el ejem-
plo 1, ¥y conteniendo 40.000 unidades internacionalés de GCH
la adicidn se efectud lentamente., El material resultante se

1levd hasta una temperatura de 59C y se mantuvo a esta tenpe

retura durante 16 horas. Luego se agregaron a la suspensién

amortiguada, con agitacidn, 10 ml de una solucidn acuosa de
tripsina al 1 por ciento. El material resultante se llevd -
hasta una temperatura de 502C y se mantuvo a esta temperatu-

ra durante cuatro semansas.
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EJEMPLO & 2% 5?:% 2;‘?’%}

42.000 unidades internacionales de GCH se disolvig

ron en 4,5 ml de una solucidn smortiguadora acuosa que tenfa
un pH de 7,1. ILa solucidn amortiguadora se prepard disol--
viendo 1,907 g de borato sddico, 11,133 g de dcido bérico,
9,0 g de clorurc sddico, y 5,54 g de cloruro cdlcico en agua
destilada suficlente para llevar el volumen a un litro. A
12 solucidn de GCH amortiguada se agregd lentamente, con agl
tacién, una solucidn acuosa de tripsina preparada discolvien
do en agua destilada una cantidad de tripsina cristaling w-
igual a la décima parte del peso de la GCH. La solucidn -
resultante se 1levd hasta una temperatura de 1379C y se man
tuvo a esta temperatura durante una hora, y luego se agre--
g6 una solucidn amortiguadora, teniendo la composeidn de la
solucidn amortiguadora del ejemplo 1, en cantidad suficiente
para llevar el volumen a 50 ml. La solucidn de GCH dilufda
tenfa asf{ un pH de 8,2. La solucidn de GCH amortiguada se
agregd lentamente, con agltacidn constante, a 50 ml de una
suspensidn sl 2 por ciento ponderal de part{culas de poliw.
estireno cuyo didmetro promedial era de 0,81 micrdn. ILa -
suspensién se amortigud a un pH de 8,2 con un amortiguador
acuoso que tenfa la misma composicién que el del ejemplo 1.
El material resultante se llevd lentamente hasta una tempera
tura de 502C. ¥y se mantuvo a esta temperatura durante tres
semanas.
EJEMPLO_ 5

42,000 unidades internacionales de GCH se disolvie
ron en 4,5 ml de agus destilada que se habia ajustado a un -
pH de 7,1. Una cantidad de tripsina cristalina lgual a la

décima parte del peso de la GCH, se disolvieron en 20 ml de
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agua destilads que se habfa ajustado a un pH de 7,1. La so

lucidn enzfmica se agregd a la solucidn de GCH, ¥y la solu--

cidn resultante se mantuvo a una temperatura de 572C durante
una hora y luego se diluyd hasta 50 ml con agua destilada -

que habfa sido ajustada hasta un pH de 9 con solucidn acuo-

sa de hidrdxido sddico. La solucidn dilufda se agregd a 50

ml de une suspensidn al 2 por ciento ponderal de partfculas

de poliestireno teniendo un didmetro promedial de 0,81 inicrdn
que se habfa dializado durante la noche empleando 100 vold-

menes de agua destilada ajustada a un pH de 9,0 con solu- -

0idn acuosa de hidrdxido sddico. El material resultante se

1levd a una temperatura de 509C. y se mantuvo a esta tempe-

ratura durante diez dfas.

EJEMPLO 6

25.110 unidades internacionales de GCH se disolvige
ron en 4,5 ml de agua destilada que se habfa ajustado a un
pH de 7,4, Una centidad de tripsina;cristalina igual a la
décima parte del peso de la GCH, se disolvid en 0,5 ml. de
agua destilade que se habfa ajustado a un pH de 7,4, La --
solucidn enzimica se agregd a la solucidn de GCH, ¥y la solu
cidn resultante se mantuvo a una temperatura de 379C,, (o b
rante una hora y luego se diluyd hasta 50 ml. con amortigua
dor de borato 0,1 M, pH 8,68, conteniendo un 10 por ciento
de sucrosa.

La solucidn dilufda se agregd a 50 ml. de una dis-
persidn al 2 por ciento volumétrico de partfculas de resina
polimetacr{lica con un didmetro promedisl de 0,5 micrdn, que
habfa sido dializado durante la noche empleando tres litros

de agua destilada.
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EJENPLO 7 7
5.000 unidades internscionales de GCH se disolvie--

ron en 4,5 ml de agua destilada que se habia ajustado a un -
pH de 7,4. Una cantidad de tripsina cristalina igual z la -~
décima parte del peso de la GCH se disolvid en 0,5 ml. de -
ague destilada que habfa sido ajustada a un pH de 7,4. La so
lucidn enzimica se agregd a la solucidn de GCH, y la @olu; -
cidn resulbante se mantuvo a una temperatura de 379C durante
una hora y luego se diluyd hasta 50 ml con amortiguader de -
borato 0,1 M, pH 8,68 conteniendo un 10 por ciento de sucrosal

Le solucidn dilufde se agregd a 50 ml de une SUS--
pensidn al 2 por clento volumétrico de partfculas de 1ldtex
poliestirénico, teniendo las partfculas un didmetro prome--
dial de 0,15 miocrdn, que habfa sido dializada durante la no-
che, empleando 37,85 litros de agua destilada,

EJEMPLO 8

100 ml de una suspensidn al 0,1 por clento de par-
tfculas de ldatex poliestirénico se prepararon en un amorti-
guador de borato 0,2 M teniendo un pH de 8,2, las partfoulas
tenfen un. didmetro promedisl de 0,81 miordn. 100 ml de solu
cidn de GCH contenlendo 4,000 unidades internacionales de -
GCH en amortiguador de borato teniendo un pH de 8,2 se agre
garon lentamente, con agitacidn, a la suspensidn de 1dtex -
poliestirénico. La combinacidn de GCH y ldtex poliestiréni
co se almacené, sin perturbarla, a 52C durante seis meses -
para permltir la sedimentacidn, Luego se quitaron 180 ml de
smortiguador sobrenadante y las particulas se suspenderon =
nuevamente en los restantes 20 ml de amortiguador sobrenge-
dante, para proporcionar una concentracidn del 1 por ciento.

El reactivo de ldtex preparado de acuerdo con los
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~ ejemplos precedentes Se ensaya, pare verificar si es aceptas |
ble para ser usado en la determinacidn de GCH mediante un en
sayo seroldgico de inhibicidn, empleando el siguiente proce-
dimiento en dos operaciones: en la primera operacidn ge pre-
para une serie de diluclones de un potente antisuero de GCH
conocido, en imidazol como diluente. EL diluente de-imidazol
se prepara, agregando 6 ml de dcido clorhfdrico 0,1 X a 25 -
ml de solucidn acuosa de imidazol 0,2 M, diluyendo haste un
volumen de 100 ml con agua destilada, agregando 0,7 g e clo
ruro sddico, 0,032 g de salicilato sédico, 20 ml de una solu
cidn acuosa al 30 por ciento de alblmina bovina, y una canti
dad de etilmercuritiosalicilato sddico tal que la concentra-
cidn de la solucidn, con respecto a la misma, es de 1:10.000
v/v. Alternativamente, el diluente de imidazol puede ser pre
parado agregando 1,36 ml de dcido clorhfdrico 0,1 N a 0, 3407
g de imidazol y 7%5 g de glicina, y diluyendo éon agua destl
lada hasta un volumen de un litro. Una gota de cada dilucidn
de antisuero se mezcla, sobre una placa de color oscuro, con
una gota del diluente de imidazol., Dos gotas del reactivo de
14tex se colocan en la placa adyacentemente a dicha mezcla, ¥
luego se mezclan con la mezcla de dilucidn de antisuero y dai
luente de imidazol. Prontemente después de completar la mez-
cla, la placa se mece muy lenta y suavemente y la mezcla se
exemina a simple visba para verificar el desarrollo de aglu-
tinacidn. En la segunda operacién se usa, en un ensayo de -
inhibicidn con el reactivo de ldtex y una solucidn de GCH, -
une dilucidn igual a la mitad de la mayor dilucidn de antioe-
suero que se encuentra, de acuerdo con la primera operacién,
capaz de iniclar la aglutinacidn en 15 segundos ¥y oompletar;

la dentro de dos minutos despuds del comienzo de mecer la pla
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ca. En el ensayo de inhibicién, una gota de la dilucidn de -
antisuero es colocadae sobre une placa de color oscuro y €5 -
mezclade durante 30 segundos con unae gota de una solucidn en
orina proveniente de una mujer no embarazada, contenicndo 10
unidades internacionales de GCH por ml. Dos gotas del reacti
vo de ldtex a eﬁsayar se mezclan con la mezcla de antlauero
¥y solucidn de GCH. Prontamente después de completar csia mez
cladura, la placa se msce lenta y suavemente, y se obsevva -
para ver si se produce una aglutinacidn. El resctivo de 1i--
tex es aceptable para ser usado en el ensayo de inhibicidn -
de la presenteinvencidn si, en la segunda operacidn, nv se -
observa la aglutinacidn de sus partfculas dentro de dos ninu
tos después de haberse completado la mezcladura final y haber
se iniciado la mecedura de la placa.

A continuacidn se ofrece un ejemplo de la prepara--
cién y normelizacidn del antisuero usado en el ensayo para -
determinar el embaraZo, con arreglo a la presente invencidn:

Se efectda en un conejo una inyeccidn intramuscular
inicial de una emulsidn de 1 ml de una solucidn acuosa al 0,9
por ciento de cloruro sddico conteniendo 50.000 unidades in-
ternacioneles de GCH y un volumen igual del adyuvante de - -

Freund (J. Freund, Ann. Rev, Microbiol, 1947, 1:291). Tres =

inyecciones intravenosas de solucidn de GCH se aplican despuéﬁ
de sels semanas, en lntervalos de dos dfas. Cada inyeccidn -
adicional comprende 1.000 unidades internacionales de GCH en
solucidn en 1 ml de solucidn acuosa al 0,9 por -ciento de 019-
ruro sddico. Catorce dfas despuds de la dltima inyeccidn,los
conejos son sangrados. Catorce dfas después de la sangria,los
conejos son inyectados por via intravenosa en cada uno de tres

dfas consecutivos con 1 ml de una solucidn acuosa de cloruro
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clonales de GCH, y los conejos son sangrados nuevamente un mes

después de la sangrfa inicial.

A fin de poder obtener una dilucidn de antisuvero que

en el ensayo de inhibicidn de la presente invencidn, la con--
centracidn de anticuerpo del antisuero se determina en un pro
cedimiento en dos operaciones: una primera operacién pare dew
terminar la concentracidn aproximada del anticuerpo en €l sue
ro, ¥y una segunda operacién Era determinar la concentracidn -
del anticuerpo en el suero, con mayor precisidn.

BEn la primera operaoién, el suero proveniente de ca.
da sangrfa se diluye con diluente de imidazol para proveer so
luciones conteniendo una parte de susro por 100, 200, 300,400
500 y 1000 partes de diluente de imidazol. Una gota de cada -
dilucidn de suero se coloca en una placa negra separada y una
gota de diluente de imidazol se agrega a cada gota de dilucidn
de suero y se mezcla con la misma. Dos gotas del reactivo de
1étex, que es aceptable para ser usado en el ensayo de inhi-
cidn, segdn determinado de acuerdo con el susodicho procedi-
miento, se colocan en una placa oscura adyacentemente a cada
dilucidn de suero y se mezclan con ésta. Prontamente después
de complebar la mezcla, cada placa se mece muy lenta y suave-
mente, y la mezcla se observa con respecto al desarrollo de -
aglutinacidn. Se combinan los sueros que aglutinen las part{-

culas del reactivo de 14tex completamente dentro de dos minu-

En la segunda operaoién, diluciones progresivamente
mayores del antisuero combinado en diluente de imidazol son -

preparadas y ensayadas de la manera arriba descrita, a fin de
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poder determinar la mayor diluoién'que exhiba una aglutina
¢idn completa dentro de dos minutos. ELl suero combinado se
diluye entonces con el diluente de imidazol hasta una dilu
cidn igual a la mitad de la mayor dilucidn que exhibe una
aglutinacidn completa dentro de dos minutos, y la conve- -
niencia de esta dilucidn se verifica mediante el siguisnte
ensayo de inhibioidn,

Se prepara unas dilucidn de GCH en orina provenien-
te de una mujer no embarazada, conteniendo 10 unidades ifw-
ternacionales de GCH por ml. Una gota de cada dilucidn de
antisuero se coloca en una placa de color oscuro, ¥ una gow
ta de la solucidn de GCH se agrega a cada dilucidn de anti-
suero. Las mezclas se agitan durante 30 segundos, usando una |
verilla aplicadora. Dos gotas del reactivo de 1ldtex que ha
demostrado ser aceptable para ser usado en el ensayo de inw
nibicidn de la presente invencidn, se agregan a caeda mezcla
y se mezolan con la mezcle de antisuero y solucidn de GCH,
usando une varilla aplicadora. Prontamente deSpués de coll~-
pletar la mezcladura, cada placa se mece lenta y suavemente
v las mezclas se observan con respecto a la aglutinacidn. -
La dilucidn de antisuero, que no produce ninguna agluting--
cidn observable dentro de dos minutos después de completar-
se la mezcladura final y haberse iniciado la mecedura de la
placa, se usa como anbisuero normalizado en el ensayo para

determinar el embarazo, de acuerdo con la presente inven.--

“eidn. 81 con la solucidn de GCH conteniendo 10 unidades -

internscionales de GCH por ml, no se logra la inhibicidn --
completa, indicada por la falta de aglutinacidn dentro del
per{odo de prueba de dos minutos, la dilucidn del antisuero

se ajusta por adicidn de antisuero concentrado o por dilu--
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cidn del antisuero, de modo de lograr la inhibicidn completa
cuando en el susodicho ensayo se usa una solucidn contenien-
do 10 unidades internacionales de GCH por ml.

El ensayo de inhibicidn de la presente inveroidn, -
para la determinacidn seroldgica in vitro de GCH en le orina,
se efectia mediante e; uso del reactivo de ldtex de la pre-
sente invencidn de acuerdo con el siguiente procedimi=n-
to:

Une. gota de antisuero de GCH normalizado se Colo-
ca en una placa de color oscuro. Una gota de la orina a —-
engayar se agrega al antisuero, ¥ la mezcla se agita duran-
te 30 segundos con una varilla aplicadora. Dos gotas del -
reactivo de ldtex se colocan en la placa ocerca de la mezcla
de antisuero y orina, y se mezclan con la mezcla de orina -
y anbisuero usando una varilla aplicadora. Pyontamente deg
pués de completarse la mezcla, la placa se mece muy lenta -
y suavemente, y la mezc¢la se observa con respecto al desarro
1lo de eflutinacidn. ILa presencia de une aglutinacidn ob--
servable dentro de exactamente dos minutos después de cOm--
pletarse la mezcladura final y haberse iniciado la mezcla-
dura de la placa, indica la ausencia de GCH en la orina de
énsayo; ‘la ausencia de aglutinacidn al término del mismo -
perfodo de tiempo establece la presencia de GCH en la orina
de ensayo. Con cada ensayo se efectia un ensayo testigo se
parado, usande en lugar de orine una gota de solucidn de --
cloruro sddico fisioldgica.

Aunque la invencidn ha sido descrita con referen--
cia a formas especfficas de realizacién, ha de quedar enten
dido que no.se limita a las mismas, sino que ha de ser in

terpretada en sentido amplio, ¥y limitada solamente por el
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alcance de las reivindicaclones sigulentes

REIVINDICACIONES

Habiendo asi especialmente descrito y determinado
la naturaleza del presente lnvento y la forma en que <1
mismo puede ser llevado a la préctica, se declara reivin-
dicar como de vropiedad y derecho exclusivos: 7

1. Un método de preparar un reactivo para la defgcoién
serolégica de la gonadotrofina corionica humana en la ori-
na, cuyo reactivo contiene part{culas de resina sintética
capaces de adsorber proteina, dque tienen gonadotrofina
corionica humana (GCH) adsorbida en ellas, caracterizado
porgue comprende alterar la GCH en cuanto a sus caracteris-
ticas f{sicas conservando a la vez sus caracteristicas in-
munildgicas.

2.Un método de preparar un reactivo para la deteccidn
seroldgica de la gonadotrofina corionica humena en la orina,
cuyo reactivo contiene particulas de resina sintética capa-
ces de adsorber proteina, que btlenen GCH adsorbida en ellas,
caracterizado vor comprender las overaclones de (1) agregar
una solucidn acuosa de GCH, teniendo un pH dentro de la ga;
ma de aproximadamente 7,0 a aproximedamente 9,0, a una
suspensién de dichas particulas de resina sintética que
tiene un pH dentro de le gema de aproximadamente 7,0 a apro-
ximademente 9,0, dichas pertfculas de resina sintética te-
niendo un didmetro promedial dentro de la gama de aproxima-
deamente 0,07 a avroximadamente 0,90 miorén, la concentraciéq
de dichas part{culas en la suspension siendo del orden de
aproximadsmente un 0, 5 hasta aproximadamente un 1,5 por
ciento ponderal, y la cantidad de GCH en la solucidn acuosa

de GCH siendo del orden de aproximadamente 720 hasta apro-

L2
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Ximadamente 900 unldades internaclionales de GCH por mili-
litro de la suspensién de particulas; (2) calentar la sus-
pensién'de particulas, que tienen GCH adsorbida en ellas,
hasta una temperatura de aproximadamente 9606; (3) enfriar
la suspensién hasta aproximadamente 50°¢; vy (4) mentener

la suspensidn a aproximedemente 50°C durante un perfodo de
aproximademente dos a aproximadamente tres meses.

3. Un método de preparar un reactivo para la deteccidn
serolégioa de la gonadotrofina corionica humena en la orina,
cuyo reactivo contiene particulas de resina sintética capa-
ces de adsorber proteina, teniendo GCH adsorbida en ellas,
caradterizado por comprender las operaclones de (1) agregar
una solucidn acuosa de GCH, teniendo un pH dentro de la
gema, de avroximadamente 7,0 a aproximadamente 9,0 a una
suspensién de dichas particulas de resina sintética que bie-
ne. un pH dentro de la gama de aproximadamente 7,0 a apro-
ximadamente 9,0, dichas particulas de resine sintética te-
niendo un dismetro promedial del orden de aproximadamente
0,07 hasta aproximadsmente 0,90 micrdn, la concentracidn de
particulas en la susvensidn siendo del orden de aproximada-
mente un 0,5 hasta aproximadamente un 1,5 por clento ponde-
ral, ¥ la cantidad de GCH en la solucidén acuosa de GCH sien-
do del orden de aproximadamente 720 hasta aproximadamente 904
unidades internaclonales de GCH poxr milllitro de la suspen-
sidén de partfculas; (2) agregar a la suspensidn de perticu-
las que tienen GCH adsorbida en ellas, una solucidn de tripe
sina conteniendo, por peso, la décima parte del peso de la
GCH adsorbido en las part{culas en la suspensidn; (3) calen-
tar 1eﬁam9nte la suspensién hasta una temperatura de 50°C;

(4) mantener la suspensidn a 5090 durante un periodo de

»
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aproximadamente dos haste aproximadamente cuatro semanas.

L. Un método de preparar un reactivo pars la deteccidn
seroldgica de 1la gonadotrofina corionica humens en la orina,
cuyo reactivo contiene particulas de resina sintétics capa-
ces de adsorber protelna, teniendo GCH adsorbida en zllas,
caracterizado por comprender las operaciones de (1) agregar
une solucidn acuosa de trinsina, teniendo un pH del orden
de aproximadamente 6,8 hasta aproximadamente 7,2 a una solu—
cidn acuosa de GCH gue tiene un »H del orden de aproximada-
mente 6,8 hasta aproximadamente’'?7,2; (2) calentar la solu-
cidn de tripsina y GCH hasta una temperatura de aosroximada-
mente 37°C (3) mentener la temperatura a aproximadamente
37°C dursnte aproximadamente una hora; (4) ajustar el pH
de la solucidn de modo que esté dentro de la gama de aproxi-
madamente 8,0 a avroximedamente 9,0; (5) agregar la solucidn
de GCH a una susvensidén de dichas particulas de resina sin-
tética teniendo un pH del orden de aproximadamente 8,0 a
aproximadsmente 9,0, las varticulas de resins sintética
teniendo un didmetro promedizl dentro de la gema de aproxi-
nedamente 0,07 haste aproximadamente 0,90 micrén, la concen-
tracidn de particulas en la suspensidn siendo del orden de
soroximadamente 0,50 hasta aproximadamente un 1,5 por
ciento vondersl, y la cantidad de GCH en la solucidn acuosa
de GCH siendo del orden de aproximadsmente 720 haste aproxi-
madamente 900 unidades internacionales por mililitro de la
suspensidn de particulas; (0) calentar la sugpensidn de
particulas, que tienen GCH adsorbida en ellas, hasta una
temperatura de aproximadamente SOOC; y (7) mantener la sus-
pensidén a aproximadamente 5000 durante un perfodo de aproxi-

mademente dos hasta aproximadamente cuatro semanas.
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.5, Un método de orevarar un reactivo para la deteccidn
seroldglica de la gonedotrofina corionica humane en la orina,
cuyo reactivo contiene particulas de resina sintética ca-
paces de adsorber proteins, teniendo GCH adsorbido en ellas,
carscterizado vor comprender las overaclones de: (1);%gregar
una solucidn acuosa de GCH, teniendo un i dentro'deFla gama|
de anroximadamente 7,0 hasts aproximsdamente 9,0, a ﬁﬁé
suspensidn de dichas vart{culas de resina sintética que
tiene un pH dentro de la gema de aproximadamente 7,0 a apro-
ximadamente 9,0, dichas particulas de resina sintética~te-

niendo un digmetro promedisl del orden de avroximademerte

de las part{culas en la susonensidon siendo del orden de
aproximadamente un 0,5 hasta sproximsdamente un 1,5 por
ciento vonderal, y la cantidad de GCH en la solucidn acuosa
de GCH siendo del orden de aproximadamente 720 hasta avro-
xinadamente 900 unidades internacionales de GCH por milili-
tro de susvensidn de particulas; y (2) mantener la suspen-
81én de part{cules, cue tiene GCH adsorblids en ellas, a una
temperaturs de aproximadamente 500 durante aproximadamente
sels meses.

6. Un método de acuerdo con cualguiera de las reivindi-
caclones 1 a 5, caracterizado poroue dichas part{culas
son particulas de voliestireno que tienen preferentemente
un didmetro vpromedial de 0,31 micrdn.

7. Se reivindica por Wltimo, como objeto sobre el que
ha de recaer la Potente de Invencidn cuyo reglstro se so-
licita: "UN METODO DX PREPARAR UN REACTIVO PARA LA DETECCION
SEROLOGICA D& LA GONADOTROFINA CORIONICA HUMANA EN LA ORINAY.

Todo conforme queda descrito y relvindicedo en la pre-
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sente memoria, que consta de veinticuatro péginas mecanogra.

fiadas.

Madrid, 22 Agosto 1964
ALFONSO UNGRIA
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