
ISTITU70 FARMACOLCCICO SEPONO Spp̂ Â , de nacionalidad italiana# 
residente en vía Ceeiline i2S, Boma (Italia) por#
"PBOCEDiaiEMTO PAPA LA OETER fi!I MAMON BADIOINiHUMOtSCICA OE B0%
OOTROPINA CORIONICA ROSíAHA EN PRESENCIA DE BORDONA LMTEIMITAN­
TE",

Malaria deecriotiva

Les técnicas inmunolagieae -da dsterninacicn da hor- 
Monea es basan en la capacidad de una daterninade hoRaana pa­
ya actuar como entipano en una detcrainade reacción intaonolo- 
Qica.

S A- base da oato principio# se- han croado íectontemag.
ta unes técnicas do detenninocion radioinMunologice en las eq&
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ia$ urna cantidad desconocida da hermana sin radioactivas (fría) 
que tiene que ser determinada, es incubada* en presencia de una 
Conocida cantidad de la misma hormona radioactivada* con una 

10 adecuade cantidad da un antisuero específico.- Así.* una canti-* 
dad desconocida de hormona 'puado ser determinada fácilmente 
mediante al contaje da radioactividad del compleja antígenc- 
anticuerpo por comparación can una curva standard trazada pra 
viamsnto empleando cantidades conocidas del antisuero espedí- 

15 fleo, da hormona sin radioactiva? y da hormona radieactivada, 
habiendo concurrido praporcionalmonto (es decir* en proporción 
a sus cantidades respectivas) tanto leo hormones sin Radiapatl 
vas cama las radicactivadas an la formación de. dicho complejo 
cntígeno-anticuarpo. naturalmente* al .contaje da radioactivi- 

20 dad da dicho complejo ant{gano-anticuerpo es inversamente prjg, 
porcional a la cantidad da hormona,eln radioactivo? añadida g 
le mezcla de la reacción, dejándose invariadas las cantidades 
de antisuero y da hormona radioactivadg.

Desgraciadamente, las técnicas de determinación rg- 
25 dioinmunológica no han sido aplicables hasta aguí s lo deter­

minación de la gonadotropina coriónica humana (DCH) en presen 
cía de cantidadáAricomparablas'dá hormona luto inizante porque 
Os extremadamente difícil obtener un antisuero específico pa­
ra cualquiera de dichas hormonas.

3g * Por otra parto, la necesidad de medica gagueas que
permitan realizar dicha determinación asta particularmente ati



mitiáa atr este caspa. En afecto, as sabido que talos oodios 
seguros, antro otras cosas permitirían reconocer rápidamente 
(en -un plaza, de pacas días a partir do la ooncspción) el am­
bara xo, y. descubrir y controlar al oorioesreinoma así como 
cuaiesquiata otros tumores productores da &CH.

'̂or o.bh.slguients, eé'-'̂ rá.menta svidenta la añoras 
utilidad' clínica da tal antisuero especifico en lo diagnosis 
y en el control de dichos tumores, así como en la determinación 
precoz del ambarara,

Buy recientemente, Rose y stro(c), an "Structure- 
aetivity raletionshipa of protein and polypaptide hormonaŝ , 
Parts i - Reporta-Proeaedings cf tha Secand International 
Symposium tisge, Saptembar 28 - Qctober 1, paga.. 1SS-?;
M. Maygoulios and f, C, Creencood Editor#! publicada por Ex- 
carpte Medica han ensayado antisueros producidos con­
tra las aubunldadaa o<f y ̂  do CEU (llamadaa respectivamente 
# continuación CEH- ̂  y MH- ̂  ,) en las reacciones radioin- 
monológicas y comprobaron que el antisuero creado contra la 
ECH-^ tiene una mayor especificidad.

Por una exposición gráfica en la cual, entra otras 
curvas,, pueden verse dos curves da inhibición da la reacción 
radicintaunológiea entro suero aoti-BCM-̂  y radicaeti
vado., construidas usando MU y respectivamente RE pituitaria 
humaos, pueda advertiros que las dos curvas da inhibición apa 
donadas difieren an su inclinación.
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Sin embargo, desde el punto de vista cuantitativa, 
las dos curvas son casi coincidantes, cuando menas en lo gas 
concierne o loe partes correspondientes e tejos niveles de 

88 hormona sin radipactivar (es decir, hasta aproximadamente 
%88^S8 a 8,1,/ml),

& esta respecto, deba advertirse que los bajos ni­
velas de hormona anteriormente mencionados son precisamente 
ios niveles p los cuales se necesita una discriminación en- 

$5: tro la hormona 6CH y HL, ya que loe ni va leo fisiológicos de
Ht en la orino pueden elevaras a lo sumo a ISO m U,l./ml̂  Por 
consiguiente, la técnica creada por Roas y otro(s) no puede 
Ser asada como procedimiento standard ds determinación de ÜCH 
en presencia de cantidades comparables da 

7$ Tal como ee usa ¡oqui, *m d.I," significa una milé-
. . sima' parte ds la Unidad Internacional adoptada por. lá Organ^ 

ración' Mundial da la Salud (iüorld heglth Organiration) a basa 
ds la importante preparación da referencia que as el "Segundo 
Standard Internacional para CCH?*, cuando- "as trata -da GCK -o da 

75- * - lo "Segunda preparación Internacional de-PefOrsocia SSíH" ¡, -cuan
' ' y- .. "."ido es trato do , Ambas prapaRaciána^d# referencia menciona* . 

das pueden obtener éa' dal Departamonto de Standar ds Sioiógicos- 
ds la arganiraciÓn !3undiei da lo Salud, Inglaterra,

Tal corno aa usa aquí, "cantidades comparables da Ht"
80 . significa cantidades da asta hormona (expresada an términos de

m 8.1,/ml) hasta 10 vacas aproximadomants les da GCH,
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preparación ECH del comercio (Rcuesel., 3388 U.1,/mg) y res­
pectivamente ana preparación urinaria da H1 (100

üna preparación da GCH-y^ , que había sido radiaos 
ttB Vivada can * de acuerda can ai matado da doremins-T des­

crito en Sraonmoad y otro(a), eicchsm^ 3. 89.114 (1963), fuá 
diluida convanlantementa con ai misma tampón usadc para prap^ 
rar lab soluciones de CCH y HL anteriormente mencionadas*.

Se incubó durante 24 horas a S?o C„* con una parta 
115 qlicuots de cada una de la a soluciones de CCh a Hi una cantjL 

dad fija da antisuero ECH— diluido. A cada una do isa mez­
clas da incubación, se la añadió una cantidad correspondiente 
a 10.388 contajes por minuto de GCH—^  radisctivados. Se con­
tinuó la incubación a 37a 8. durante %4 horas y se añadió sus 

128 ye onti-gama-glcbulina da conejo sn una cantidad suficiente 
pera precipitar el complejo antígsno-anticuerpo formada* Dac- 
puás da una ulteriat incubación de 24 bares a 37c C,, se sapg, 
ró'por centrifugación el precipitado de lo sobrenadante tirón 
dose este último. Por fin, se hizo el pontaje da la rediacti- 

125 vidad del precipitado.
Se' trazó una curva da iphibicióh'pára cada una de las 

dos hormonas. curves^;radiactividad dsl precipita­
do fuá marcada contra la concentración de la hormona. Por la 
comparación . sntre las dos curvea así obtenidas, pude abaervar- 

138 ' -se que sa necesitaban 45 m U.l./ml de ECH y 525 m U..I./ml de 
MI reapactivamente para obtener une inhibición del 58 % de ls 
reacción entra el antiauero 8CH-/^ y 8CH9- rediactivada.
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Cate Ejemplo muestra gua a# necesitan cantidades - 
da Mí. mes da 10 vacas superiores a isa santidades da CCS ns- 
aaaarisa para obtener un grado sguivslente- da inhibición en 
la reacción radioinmunoiógica*
Ciérnalo 2 ' . ^

jSa rbpitió ai procedimiento descrito en ai. Ejemplo 
1- pa%&* r^dUrar dctarminadicnec rddibínmunológicss similaroŝ  
excepto que iaa soluciono a do CEM o HE da isa mezclas da in­

cubación fueron sustituidas con amostras da orina da aojaras 
on menstruación normal durante la fase lútea!,.

En ningún caso se observa un importante grada (as 
decir, superior srl 20 % aproximadamente) da inhibición de le 
reacción radioinmunoiógica entre el antisuero CCH-^ y 
radiactivo.de.
Ejemplo,.,3,

'Se repitió ei procedimiento descrito en ei ejemplo 1 
para realizar determinaciones radioinmunalógicaa similares, ex, 
capto que les soluciones de GCH o HL de Isa.mezclaŝ  de incuba­
ción fueren sustituidas con muestras de orina de mujeres en-Is 
primera fase del embarazo (de 6 a 12 días después de la ovula­
ción y el coito), tes muestras ensayados revelaron gradas de 
inhibición comprendidos entre el 20 y el 70 %.
Ejemplo 4

A uno muestra de orina recogido durante Is fase iu- 
taal dol cicle menstrual (nivel fisiológico da Wt de 10 a 15 m

CCH-/3

\



U.I./ml), so aHadisron cantidades graduelments variadas da 
6CH comerciáis

En determinaciones radioinmunológicss realizadas 
de acuerdo con el procedimiento descrito en ai Ejemplo. 1, se 
- cbaervó un importante grado de inhibición pera cantidades da 
SCU supsrioras a 20-25 m U.I./ml.

A una muestra de crina similar ss añadieron cantida, 
des gradualmente variadas da HL. Ho pudo observarse un impor­
tante grado da inhibición hasta que se añadieran cantidades da 
MI de cuando menos 200 m U.I./ml.

En ai procedimiento da ia presante invención pueden 
introducirse varios cambios y modificaciones sin apartarse del 
espíritu y del alcance de la misma, tas distintas formas da 
realización expuestas en la presento Memoria tienen el fin de 
ilustrar ulteriormente la invención, paro no de limitarla.

Esto.patente da invención dé corresponda a la depo­
sitada en Italia con el numero 5! 583 a/?2 y tiene le priori­
dad de fecha 17 de julio de 1972 por acogerse a loa beneficias
del articulo 21 del vigente Estatuto Sobra la Propiedad Indus-

' "**; . 1" ' * ¡, 
triol y del artículo 4s del Convenio de la Unión de París.

H E' f ' W  M C I Ĉ Á C I 8 s 'E  5

1). Procadimionte para la determinación radiainmunolegiea de 
gonedotropina eorióniea humana en presencia de hormona lutsin^ 
zante, en une muestre que contiene ganadatcopina coriónica hu­
mana en presencia da hasta 18 veces aproximadamente la cantidad
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en m* 0,1./mi de hormona luteinizanto, caracterizado por apl& 
carao un sistema antisuero da gonadotrepina- coriónica hamaca# 
absorbida por gonsdotropina- coriónioa hamaca# Mae gonadotrg, 
pina- coriónica hamaca radiactivade dadioinmunalógicamsnts,
datarminandoas ci grado da inhibición producido por dicha mupg 
tro ort lá reacción radioinmuno^gica' entle ico cpmponantea da 
dlcho/'óietama," debida esencialmente. .# la gmadotropina^corlón^

158 ce humana*
2)* Procedimiento da conformidad con ia reivindicación 1), ca­
racterizado por ai hacho do que cada mililitro do antisuero 
da gonedotrapina- corionico humana ha sido absorbido con 8,1 
a 8,4 miligramos do gonadotrepina- coriónica humana.

13S 3). Procedimiento da conformidad con la reivindicación 1), ca­
racterizado por el hacho da que la inhibición es determinada 
realizando una determinación radipimaónológica de la muestre 
y comparando los resultados con una norma conocida,
4)* Procedimiento da conformidad con le reivindicación 1), ca- 

288 rásterizado porque mediante la utilización de una muestra de
crina, se comprueba positivamente el embarazo cuando la inhi% 
clon es superior al 28 % aproximadamente.
Si, "PROCEDIMIENTO PARA LA DETERMINACION RAOlOlNmUNOtOGICA DE
CQNA00TR8PINA CORIONICA H U M A  EN PRESENCIA DE HORMONA LOTE I-

20S NIZANIE".

Es—'



ta Senaria consta da diez hojas foliadas y mecanografiadas 
por un solo lado da sus caras.

Madrid, 15 da Septiembre de 1375
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