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El presente invento se refiere & un procedimiento y
medios para la determinacidn de gonadotropina coridnica huma-
ne hormonal (UCG), hormona luteinizante (IH) y prolactina (PRL)
¥y de un modo més especial, se refiere a un método fundamental-
mente nuevo y medios para detectar el embarazo en la mujer.

Ios ensayos para detectar el embarazo se basan gene-
ralmente en la determinacidn de hormonas que se producen por
la placenta en desarrollo, por ejemplo hormonas gonadotrdpi-
cas similares a las producidas por la glédndula pituitarie en-
terior y hormonas esterdides similares a las del ovario y la
glédndula adrenal. Los andlisis de embarazo en la prdctica ac-
tual se basan casi exclusivamente en un andlisis de la hormo-
na placental, la gonadotropina coriénica humana (HCG). Esia
hormona se encuentra en el fluido corporal (suero de la sangre
¥y orgina) solamente durante el embarazo, a excepcidﬁ de otres
varias condiciones del cuerpo muy raras'que se producen las
hormonas. La Unidad Intermacional (I.U.) de la HCG se adopté
en 1.938 y se define como la actividad gonadotrdpice especifi-
ca de 0,1 miligramo de una muestra desidratads mantenida en
los Institutos Nacionales de la Salud, Londres, Inglaterra.

Tos andlisis iniciales del embarazo se basaban en

Por ejemplo, la prueba primitive, conocida como pruebz de
Aschheim-Zondek se basaba en la capacidad de la HCG inyecta-
da por via subcoténea en los ratones para producir corpora
lutea. Ia prueba de Friedman es otra prueba biocldgica segin
la cual una muestra de orina de embarazo sospechado se inyec~
ta en la vens de la oreja de una coneja adulta que se habia
aislado de tres a cuatro semanas, y 48 horas después de la

inyeccidn los ovarios se examinan para encontrar foliculos

a
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hemorrdgicos rotos, lo cual indica una reaccidn positiva. Una
prueba menos conocida desarrollada por Kupperman en 1943
comprende la inyeccidn de la orina de la paciente en una
rata hembra con ulterior inspeccidn del ovario para hallar
gignos de hiperémia. A pesar de que las dos horas necesarias
para realizar esia prueba es un periodo considerablemente mds
corto que las 48 horas necesarias para la prueba de Friedman
¥ los casi 5 dias exigidos por la prueba de Aschheim-Zondek,
esta prueba no es fiable puesto qu; exige un téenico espacia-
lista para diferenciar un ovario negativo ligeramente rosdceo
de un ovario positivo enrojecido y conseguir un alto grade

de precisién. Una prueba desarrcllads por Galli y Mainini a
finales de los afios 40 exige tan solo aproximadamente dos ho-
ras para realizar la prueba: no ohstanie, esta prueha exige
la inyeccién de la orina de las pacientes en ranas con ulte-
rior observacién de inyeccidn de espermas, y estos animales
son relativamente insensibles si se compara con los conejos,
ratones y ratas.

Todas las pruebas bioldgicas anteriores tienen gra-
ves inconvenientes, incluyendo la disposibilidad de animales,
la necesidad de mantener uné gran colonia de animales, y los
periodos relativamente largos de ensayos, dando lugar fre-
cuentemente a resuliados falsos positivos y negativos y,
lo que es mds importante, el hecho de que una pruebs positiva
puede conseguirse tan solo con un 95% de fiabilidad después
de un periodo de 25 a 30 dias siguientes a la ovulacidn.

Una segﬁnda generacién de pruebas de embarazo de-
sarrolladas durante el primer periodo de los afios 60 se ca-
racteriza como procedimientos inmunolégisos o inmunoquimicos.

Como la HCG es una hormona proteinica, actia de unz forma
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antigenical en una especie heterologa. Por consiguiente, cuando
se inyecta HCG mediante técnicas apropiadas en un animal de
ensayo apropiado, normalmente un conejo, se produce un anti-
cuerpo contra ls HCG en el animal. En las primeras pruebas
Se ufilizando este principio, se intentd uitilizar la reaceidn
de precipitina directa antigeno-anticuerpo, segin la cual se
formaria un precipitado visible como resultado de la combina-
cidn de HCG y su ;nticuerpo, para detectar la presencia de
esta hormona. ILos procedimientos mds comunes comprendfarn los
10. 1lamedos métodos indirectos de determinacidn, como la prueba
de deslizamiento de particulas de latex de Brody y Carlstrom
¥ la prueba de emaglutinacidn e inhibicidn de Wide y Gemzel.
En el primero de los procedimientos, se afiade un antisuero
a2 la orina de una paciente seguido de un vehiculo de latex qua
15. se ha recubierto con HCG. Si el espécimen de orina es ce una
mujer embarazada y contiene HCG, los aﬁticuerpos en el anti-
suero se neutralizardn y no reaccionaran, por lo tanto, con
la HCG recubierta sobre el vehiculo para producir aglutinacidﬁ.
En el ltimo de los métodos, se emplea un principio similar
.20. excepto que el indicador comprende HCG conjugada con gldétu-
los rojos o glébulos rojos formalidizados. La primera prueba
puede llevarse 2 cabo en un periodo de %tan solo dos mimutos,
mientras que la segunda exige aproximadamente dos horas. Para
estos procedimientos de ensayo se puede emplear la orina o
25.. la.sangre de la paciente.

En un procedimiento de pruebas de embarazo desarro-
llado muy recientemente, basado en una ﬁodificacidn del meca-
nismo inmunolégico bdsico, se emplea medios radiolégicos pa-

ra detectar y/o medir la presencia de HCG en la sangre de

30. la paciente (0 la orina). Véase, por ejemplo, Goldstein et a%.,
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en Fert. Steril, volumen 23, pdgina 817 (1972). En estas prue-

bas de radioinmuncandlisis el anticuerpo se pone en contacto
con una mezcla del fluido corporal de la paciente y una canti-+
dad conocida de HCG radioisotopizada, ¥y la HCG en la muestra
de ensayo y la HCG radioactivada compiten por la interaccidn
con el anticuerpo del HCG. En anticuerpo se separa entonces

del fluido y se puede analizar radioldgicamente una fraccidn

L
]

para determinar las proporciones respectivas de la HCG radioa
tivada y sin radioactivar que quedan unidas a los anticuerpos)
¥ la concentracidén de HCG en la muestra se puede calcular a
partir de esta informacién puesto que la proporcidn de HCG
radioactivada y sin radioactivar se encontraré en‘la misua
proporcién en ambas fracciones. Las técnicas de radioinmuno-
andlisis han salvado una limitacidén importante de la prueba
del embarazo inmunoquimica, o sea, la de la sensibilidzd. Ias
técnicas de radioinmunoandlisis son varios miles de veces
més sensibles que las pruebas indirectas descritas anterior-
mente y, por consiguiente, permiten detectar el embarazo con
anterioridad a los 25 a 30 dias siguientes a la ovulacién
que exigia la prueba de.deslizamiento de la particula del la-
tex y la prueba de emaglutinacién. No obstante, aiin cuando se

puede detectar el embarazo al cabo de 10 6 12 dfas giguientes

a la ovulacién con un 95% de fiabilidad por el método de radibin-

munoandlisis, estas pruebas tienen el inconveniente de que

exigen mds tiempo para llevarlas a cabo, normalmente un perio
do de 24 a 48 horas. No obstante, el mds grave inconveniente
que tienen todas las técnicas de prueﬁas de embarazo conoci~
das comprende la indicacidn frecuente de resultados falsos

positivos ¥y negativos. En el caso de la prueba de embarazo’

inmunoquimica, esta dificultad se debe & una respuesta inmun%
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no especifica relacionada con las reacciones anticuerpo-antige-
no especificas., Por ejemplo, la presencia de una hormonsz co-
min, la hormona estimulante de foliculos "amoung" alfa-subu-
nidad no especifice (FSH), hormona luteinizante (LH), HGG y
Se hormona estimulante del tirdides (TSH), y homonologias en

la secuencia de aminodcidos de la beta-subunidades de hormo=-

nas especificas han causado dificultades adicionales en la

produccidn de antisuveros especificos para utilizarse en lus
" técnicas inmunoquimicas. Estas dificultades aparecen exagsra-
- 10. das en los métodos de radioinmunoandlisis debido al alio gra-
do de sensibilidad de esta téenica. Este Ultimo inconveniente
se ha resuelto parcislmente produciendo antisueros especifi~-
cos & la subunidad de bete de BCG; no obstante, esta manipu-
lecidn exige el empleo de material valioso, inmunizacidén,
15, seleccidn y purificacidén para conseguir anticuerpos especifi-
cos, cuyos procedimientos exigen tiempo resultan costosos y
son muy complicados. A pesar de estas precauciones, no se ha
conseguido la meta de prdcticamente 100% de fiabilidad en
la deteceidn del embarazo.
20. Ademds, existe la grave necesidad de disponer de
medios pars detectar embarazos ectépicos en el momento més
temprano posible. Dichos embarazos dan resultados negativos
en las pruebas de emaglutinacidén o de deslizamiento del la-
tex en el 40 al 60% de los pacientes, aiin despuéds del perio-k
25. do de 25-30 dfas siguientes a la ovulacidén exigido para rea-
lizar estas pruebas. la razdén de estos resultados se debe
a la creencia de que las técnicas de pruebe de embarazo in-

muniquimicas consiguen la deteccidn dé un embaraZo solemente

después de haberse producido la implantacién del dvulo ferti

30. lizado. Segin se ha descrito anteriormente, todos los méto-
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dos de pruebas de embarazo conocidos con anterioridad a este
invento tienen el inconveniente de gue son eficaces hasta

después de la nidacidn. Una prueba que podria determinar

la présencia de un embarazo durante el periodo entre la ferti
lizacidén del dvulo y la implatacidn del 6vulo fertilizado ca-
raceria de valor para el tratamiento de, por ejemplo, del
aborto en potencia en la mujer que habitualmente aborta, ca-
sos que implican insiminacidén artificial y caso relacionsdos
con los nuevos métodos anticonceptivos que terminan efectiva-~
mente en un embarazo antes de la implantacidn.

La presencia de receptores especificos bara las

diversas hommonas se ha sospechado desde hace tiempo en caw

nido éxito en la mitad de la Ultima década con relacién a
identificar y estudiar directamente algunos de estos recep~
tores y su interaccidén con muchas hormonas respectivas. Los
estudios preliminares realizados por el inventor de la prew
sente han sugerido la presencia de un receptor para HCG
en el corpus luteum de ratas prefiades o seoduprefiadas. Véa=-
se gonadrotopinas, capitulo 21, 1972, John Wiley. No obstant#f
estos estudios preliminares no han dado indicacién de si hay
presente un receptor similar en los seres humanos u otros
enimales, 8i el receptor hallado en las ratas es especifico
de la especie o especifico a un de la HCG, si seria un indi-
cador fiable de la HCG en muestras de fluido del cuerpo o si
es estable en un periodo prolongado de tiempo.

Ia prolactina (PRL) representa una hormona que
durante muchos afios no se ha creido se encontraba presente
en los seres humanos. Su presencia en los seres humanos se

confirmé en los primeros afios de los 1.970. Ia presencia
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de receptores de~FRL en el tejido de las gléndulas mamarias
se ha documeﬁtado, ¥ se cree que la hormona representa un
papel en el céncer de mama, tumores de la pituitaria, desér-
denes de lactancia, hipotiroidimos y otros desdrdenes. Se
cree que existen hasta 84 funciones diferentes de la PRL gque
comprende interaccidén compleja con otras hormonas gonadales ¥y
agrenales de la pituiteria, posiblemente representando un pa-
pel de regulador intermediario para esas otras hormonas. Tam-
bién se ha sugerido un papel luteotrdpico asf como luteoliti-
co de l= PRL durante el ciclo de estudios con las ratas, y
se ha desarrollado una cierta evidenciz en los Wltimos aties
con relacidén a los estudios reelizados con ratas. la fijacién|

especifica de PRL al ovario de la rata se ha sugerido muy

receptor especifico. Véase Turkington et al., Rec. Prog. Horm

Res., 29: 417 (1973). Los estudios realizados por diversos

cidén en el mantenimiento del corpus luteum en seres huma-

nos. Véase Hwan et al., Proc. Nat. Acad. Seci., 68: 1902 (197

Vidgley et al., Proc. IV Int. Cong. Endoerinal., Int. Cong.
Series N¢ 273, Excerpta Medica, Amsterdam, 1972.

En vista de las enfermedades arriba identificadas
gque se sabe comprenden la hormonaz PRL, frecueniemente es
conveniente determinar y/b verificar el contenido de PRL en
una muestra de prueba obtenida de unae sujeto, por ejemplo,
una muestra de un fluido corporal. En algunos casos, sola-
mente se puede disponer de pequefias muestras, v.g., casos
pedridticos y, por lo tanto, es conveniente disponer de

una prueba muy especifica que exija solamente una pequefia

muestra y tan solo un corto. periodo de tiempo para llevarla

-e
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a cabo. Especificamente es couvéniente, para diferenciar de
otras especies de hormonss que pudieran estar presenrte en

la muestra,-lo cual es particularmenie conveniente en aquellos
casos en que pudiera desearse determinar simultdneamsnte o

5. medir dos o més hormonas. En el momento presente no existe
medio especifico fideligno para hacer dicha determinacidn.

Por lo tanto, un objeto del presente invento es pro-
porc¢ionar un procedimiento para determinar la gonadrotopina>cé-
riénica humana (HCG), hormona. luteinizante (IH), prolactina
10. (PRL) y materias del tipo de la HCG en une muestra acuosa.

Otro objeto del presente invento consiste en propor-
cionar un método de prueba de embarazo que produce practicamen<
te un 100% de fiabilidad en el diagndéstico del embarazo. Es'l
también un objeto del presente invento proporcionar un procedim
15. miento para detectar el embarazo ectdpico y el aborto en potend
cla, con el cual se puede aseverér el estado. de embarazo al ca<
bo de 6 a 8 dfas siguientes al comienzo del embarazo.

Otro objeto adicional del presente invento consiste
en proporcionar un método de diagndstico del embarazo segin
el cual se puede detectar un embarazo a partir del sexto al

20.
octavo dia siguiente a la ovulacién con casi un 100% de fia-

bilidad.

Adicionalmente el presente invento tiene por objeto
proporcionar un medio para determinar la presencia de la hor-
25, mona HCG en una muestra acuosa, particularmente con el fin
de reconocer el embarazo en la mujer investigando una mues-
tra de fluido del cuerpo.

Otro objeto del invento consiste en proporcionar un

método para medir el contenido de PRL en una muestra acuosa

30. especialmente en una muestira de fluido corporal.
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El invento tiene también por objeto proporcionar un
método y medios para determinar de una forma simulténeg la
HCG, o ITH y PRL en una muestra acuosa, particularmente una
muestre muy pequefia de fluiﬁo corporal.

Otro objeto del presente invento consiste en propor-
cionar el receptor particular empleado en el méitodo de radio
andlisis de receptor expuesto anteriormente.

También es un objeto del presente invento proporcio-
nar un método para producir el receptor especifico empleado en
el método de radio andlisis de receptor mencionado anteriormen-
te.

Para conéeguir los objetos expuestos, se proporcionsa |
segin el presente invento, un método para determinar la genado+
tropina coridnica humans (HCG), hormona luteinizante (IH) ¥y
materia del tipo de la HCG y/o prolactina (PRL) en una muestra
acuosa que comprende las fases de poner en contacto dicha
muestra con un agente capaz de fijar de una forma selectiva
lz hormonsz, proporcionar un medic de indicar si dicha fija-
cidn ha tenido lugar y observar los medios indicadores parae
determingr la presencia de la hormona en la muestira, en cuyo
nétodo un aspecto particularmente mejorado comprende el agen-
te de fijacidn que es un extracto de membrana del plasma pro-
cedente del corpus luteum de un animal que posgsea el receptor
pars la hormona HCG y/o PRL. El sistema indicador empleado en
este procedimiento puede ser cualquieras de los empleados tra-
dicionalmente en un método inmuniquimico similar para deter-
miner proteinas y/o polipeptidos. Por ejemplo, el indicador
puede ser una materia que se haya tratado con 1alhormona de
modo que en presencia del receptor en cuestidén se decolore el

indicador, tome color, se aglutine, se -precipite o dé alguna
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cantidad de HCG iradiada con un iséiopo radioactivo. En este
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otra indicacién visible (por. ejemplo fluorescencia)o la pre-
sencia o ausencia de la hormona en el fluido analizado o, pre-
feriblemente, se pueden emplear las técnicas de medicidn ra-
diolégica precisas.

Al aplicar este método para detgrminar embarazo en
mujeres, una muestra de sangre u orina se pone en conbacto

con el receptdr especifico descrito anteriormente y se deter~

en 12 cantidad de evidencia de fijacidn por el sistema indi-
cador.

En una modalidad de preferencia del presente invento
se proporciona un procedimiento para determinar HCG en una
muestra acuosa, preferiblemente el suero sanguineo w orina
de una paciente que se supone en cinta, y que comprende poner
en contacto un receptor altamente especifico para la hormbna
HCG, cuyo receﬁtor es un extracto de la membrana del plasma
procedente del corpus Juteum de un animal gque posea el receﬁ-

tor para esta hormona, llevando la muestra acuosa afiadida -una

método, la posible HCG presente en la muestre y parte de la
HCG iradiada radioactivamente se fijan al receptor. El re~

ceptor con su HCG fijadas se separa entonces de la muesira

acuosa, y se mide la radiocactividad de unz o ambas de las frac
ciones separadas para determinar la concentracién de HCG en
la muestra acuosa, estando esta concentracién en funeidn a
la radioactividad de vida. Es preferible obteger el receptor
del corpus luteum de una vaca, oveja, yegua o cerda, parti-
cularmensve de un enimal prefiado y, con mayor preferencis, un

animal durante el primer trimestre de gestacidén.

Otra modalidad comprende un procedimiento para deter-
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minar lz prolactina hormonal (PRL) en une muestra acuosa, de
nuevo preferiblemente un fluido corporal, que comprende las fa-
ses de poner en contacto las muestras con un receptor altamen-
te especifico para la PRL, siendo este receptor también un ex-
tracto de la membrana del plasma del corpus luteum de un ani-
mal gue posea este receptor, y proporcionar eﬁ la muestra una
cantidad de PRL iradiade con un isdtopo ;adioactivo. Lag fases
restantes son idénticas a las expuestas antefiormente pars
determinar la HCG. Este procedimiento se puede utilizar onno
indicacidén de embarazo en una mujer o para indicar otros
desérdenes que comprendan las presencia de prolactina.
También se proporcionz segin el i;vento un procedi-
miento para determinar simulténeamente las dos o més hormonas
diferentes contenidas en una sola muestra acuosa. En esta mo-
dalidad, las fases son similares & las empleadas para medir
hormonas simples, excepto que la muestra acuosa se pone en con-
tacto con uno o méds agentes capaces de fijar de una forma se-
lectiva cada une de las hormonas que se desea determinar;
proporcionar un medio separado y distinguiple para indicar
g8i he tenido lugar la fijacién de cade hormona y observar
cada uno de los indicadores para determinar la presencia de
cada hormona. El agente de fijacidén es un extracto de la
membrana del plasma procedente de un érgano corporai de una
especie que se sabe posee el 6rgano un receptor especifico
para cada una de las hormonas que se desea medir. El receptor
es preferiblemente un extracto de la membrana del plasma del
corpus luteum de un animal mamifero o sea 1ugafes receptores
para ambas hormonas HCG y PRL. Los medios indicadores preferi+
bles, comprenden isétopos radioactivos diferentes, por‘ejem-

1125, I131

plo, isdtopos diferentes de yodo como por ejemplo, 4
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H3 Yy 014. Con dicho indicador, se puede medir sumultineamente
HCG y PRL poniendc en contacto el receptor con la muestra y
radioactivando de una forme diferente HCG y PRL, de forma que

parte de las hormonas radiocactivddas y sin radioactivar se

fijen al receptor, separando la hormona radioactivada y'sin ra
diocactivar de la muestra, y contando la radioactividad de ca-
da especie de isdtopo para determinar la presencia de las hor=
monas respectivas en proporcidén a la radicactividad medida.

En otra modalidad del presente invento, se propor-

ciona un agente reactivo para la determinscidn quimica del
recepior de la hormona'HCG, cuyo agente reactivo cbmprende
una forme prédcticamente pura de fraccidn especifica de extrac-
to de la membrana del plasma procedente del corpus luteum de
un animal que posee e} receptor para 1laHCG, siendo la fraccidn
especifica aquella que pueda fijar de una forma selectiva la
gonadrotopina caridnica humana bioldgicamente activa. ﬁn
otra modalidad del presente invento, se proporciona un proce-~
dimiento para la preparacién de un'agente reactivo para la
determinacidén quimica en receptor de la hormona HCG, que
comprende las fases de preparar un homogenado de tejido fina-
mente dividido procedente del té¢jido del corpus luteum de un
animal que posea el recepior para la HCG; separar las membra-—
nag del plasma de dicho homogenado y elegir la fraccién de
una forma selectiva gonadrotopina coridnica humana bioldgica-
mente activa.

E1l procedimiento de prueba en cuestidén es también
idéneo para detectar la prefiez en enimales. Por consiguiente,
se puede emplear para detectar la prefiez en cualquiera de lag

especies de animales en las que se encuentre el receptor es~

pecifico del invento, v.g., animales mamiferos y, posiblemen-
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te, animales no mamiferos elegidos.

Otra modalidad del invento comprende medios para la
determinacidén de gonadrotopina coridénica humana (HCG), hormons
luteinizante (IH) o materia similar a la HCG en una muestra

acuosa, que comprende: (a) un primer agente reactivoe y un se-

tivo, en una forma prédcticamente pura, la fraccidn especifica
del extracto de la membrana del plasma procedente del corpus
luﬁeum de una especie que tenga el receptor para ia gonado-
tropina coridénica humana capas de fijar de una forma selecti-
va gonadotropina coridénica humana biolégicamente activa; (e)
comprendiendo el segundo agente reactivo gonadotropina coridé-
nica humana radioactivada capaz de emitir radiacidn, estando
destinado el primer agente reactivo a ponerse en contacto

con la muestra que contiene la hormona que se desea medir ¥y

con el segundo agente reactivo para fijar parte de la hormona

para medir la cantidad de hormona radioactivgda fijada &l
receptor, estando la radiocacién emitida en funeidn a la con-
centracién de la hormona en la muesira eacuosa. Esta modalidad
adopta preferiblemente la forma de un aparato de pruebas de
embarazo .

Segin el invento se proporciona también un medio
para determinar la prolactina (PRL) en una muestrs acuosa,
que comprende: (a) un primer agente reactivo y un segundo

egente reactivo; (b) comprendiendo el primer agente reacti-

del extracto de la membrana del plasma procedente del corpus
luteum de una especie que tenga el receptor para la prolacti-

na capaz de fijar de una formes selectiva prolactina bioldgi-
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camente activa; (c) comprendiendo el segundo agente reactivo
prolactina radioactivada capaz de emitir radiacidén, estando
destinado el primer agente reactivo a ponerse en contacto
con la muestra que contiene la hormona que se desea medir y
5. con el segundo agente reactivo para fijar parte de la hormo-
na radiactivada. ¥y sin radioactivar & dicho receptor; (d) me-
dios para medir la cantidad de hormona radioactivada fijada
al receptor, estando la radiacidén emitida de la misma en
funcién a la concentracién de la hormona en la muestra acuosal
10. Finalmente, en otra modalidad del invento, se pro-
porciona un medio para determinar una pluralidad de hormunas
en una muestra acuosa, que comprende: (a) un primer agente
reactivo y una pluralidad de segundos agentes reactivos en
nfimero igual al mimero de hormonas que se desea determinar;
15, (b) comprendiendo el primer agente reactivo, en forms préeti-
camente pura, la fraccién especifica del extracto de la mem-
brana del plasma procedente de un érgano corporal de una
especie que tenga el receptor especifico en dicho 6rgano pa-
ra fijar de una forme selectiva cada una de las hormonas

20, en forma bioldégicamente activa; (e¢) comprendiendo los segun-
dos agentes reactivos cada una de lss hormonas que se desea
determinar en forma radioactivada capaz de emitir radioacidnd
Siendo dicha radiocacidén emitida diferente para cada hormona
radioactivada, estando destina o el primer agente radioacti-
25, VO & ponerse en conté_,cto con la muesira que contiene la hor-
mona que se desea medir y con los segundos agentes reacti-
vos'para fijar parte de las hormonas radioactivadas y sin _
radioactivar 'a dicho receptor; (c¢) medios para med‘ir la can—
tidad de hormonas radioactivadas fijadas al receptor, estan-

do la radioacidn emitida & cada hormona radioactivada en

30.

B T aaatanad
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funcién a la concentracidn de la hormona respectiva en la

muestra acuosz. En esta modaslidad, el primer agente reactivo

es preferiblemente el extracto de la membrana del plasma de un
animal mamifero y los segundos agentes reactivos comprenden

5 ACG y PRL radioactivados con isbtopos diferentes.

Otros objetds, caracteristicas y ventajas del pre=-

-sente invento resultarén evidentes en el curso de la descrip-
cidén detallada del mismo que sigue, tomando como referencia
el dibujo adjunto.

10. La Figs 1 es una linealizacién deun diagrama légico
de la respuesta de inhibicidn competitiva del radio andlisis
de receptor de HCG, que sirve como norma de cdlculo para el

' método del presente invento.

' Ia Fige.y 2 ilustra el resultado del ordenador de la

15. transformacidn del diagrama 16gico de la norma para el radio-

andlisis de receptor de HCG; ¥ )

_ ‘La Fig. 3 es una comparacién de los niveles de plas-
ma de la HCG durante dos embarazos normales (HD, RS)'y un em-
" barazo intraulterino normal inducido en S.L. con niveles de HCG
20. en dies pacientes con embarazo ectépico.

Seglin el presente invento, se ha descubierto un proce-
dimiento nuevo y muy especi{fico para determinar la gonadotro-
pina coridnica humans hormonal (HCG) y/o prolactina (PRL). Al
contrario que en las pruebas gidlogicas anteriores de la HCG

25, que han demostrado no ser muy prdcticas y al contrario que

las pruebas inmmunoquimicas desarrolladas mds recientemente,

que se basan en el principio de la fijacién de antigeno-anti-

cuerpo pero que no son suficientemente fijables, el método del
invento se basa en el empleo de un receptor altamente selec~

30. tivo para HCG. El receptor se aisla del tejido idéneo de un




5e

10.

i5.

20.

25.

30.

- 16 -

animal apropiado, mientras que cuando se irata de los métodos
inmunoquimicos, se produce un antisuero de la sangre de un
animal apropiado gque se ha inyectado con la hormona para pro-
ducir respuesta antigeno-anticuerpo.

Antes del presente invento no existia razén conocida
para determinar la PRL en seres humanos y, por lo fanto, no se
hizo incapié en idear procedimientos apropiados. El invento
se basa en el descubrimiento de un receptor especifico para
esta hormona. E1l empleo de un receptor especifico aislado del
tejido iddneo de un animal que posee este receptor esPecifico
resuelve, aparentemente por coﬁpleto, el inconveniente de las
respuestas no especificas que suelen ocurrir con los procedi-
mientos inmunéquimicos. En la mayoria de los casos la fija-
cidn del receptor especifico exige la configuracidén natvral
de unz hormona en su forma bioldégicemente activa. Por cousi-
guiente, cuando el procedimiento de prueba quimica en receptor
gse combina con técnicas de indicacidén por radioandlisis, el
resultado es un procedimiento de radioandlisis de recepior que
posee el grado de sensibilided de las técnicas de radioinmu-
noandlisis y, al mismo tiempo, el grado de especificidad del
bioandlisis y, por lo tanto, este procedimiénto evidencia una
mayor precisién que todas las pruebas de hormonas inmunoldégi~-
cas y bioldgicas existentes, particularmente pruebas de embara.
20,

Ademds, como el receptor exige la forma biolégica-
mente activa de la hormona para la fijacidn, la sintesis endd-
gena de una HCG metabdlicamente defectuosa, que normalmente
producirie una reaccidén positiva de acuerdo con los procedi-

mientos de pruebas inmunoquimicas pero que se suponen capaz

de mantener el embarazo, no darfa lugar a una prueba falsa
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positiva segin el método de prueba del presente invento.

Segin se ha indicado en la introduccidn, se ha suge-
rido que la prolactina hormonal ejerce una cierta funcidn en
el cieclo del estro de la rata, pero al mismo fiempo no se ha
identificado en el sentido de que pudiera ejercer papel alguno
en los procesos de ovulacidén o reproduciivos de los seres huma-+
nos. Com6 base para este invento, se ha descubierto gque duran-
te el embarazo se produce un gumento en el nivel de PRL en
la mujer. Ademds, se ha descubierto que el téjido de los ova=-
rios de diversas especies, incluyende las vacas y seres huma-
nos, contiene lugares receptores especificos para la hormona
PRL, ademds de lugares receptores para la hormons HCG.

Por lo tanto, ademds de proporcionar un procedimisnto

generalmente aplicable para determinar PRL junto con lay diver:
sas enfermedades mencionadas anteriormente, se pueden también
emplear el procedimiento del invento para determinar, o ayudar

preferiblemente en la determinacién del embarazo. Un aumento

detectado en el nivel de PRL en una mujer que Se supone embara:
zada d4 uné indicacidn adicional, junto con la determinacidn
de HCG semin el invento, de que existe de hecho embarazo. Este
mayor grado de confirmacidén es de gran valor, partiéularmente
en aquellos cesos que comprenden un emba;azo anormal o aborto
en potencia. Se cree que la PRL Jjuege un‘importante papel en
el desarrollo fetal y, por consiguiente, su determinacién ofres
ce informacidén edicional a la obtenida por una determimacién
de HCG. En un aspecto de preferencia del presente invento, se
puede.determinar simulténeamente la HCG y FRL, puesto que se
ha averiguédo que el mismo receptor posee lugares receptores

para ambas hormonds. Este descubrimiento ha sido un descubri-

miento particularmente inesperado en vista del hecho de que lop
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lugares receptores para la hormona PRL no se han confirmado con
anterioridad a este invento en el corpus luteum de ningdn ani-

mal y los lugares receptores para la HCG se han demostrado so-

lamente en la rata, la deteccion simultenea ofrece evidentes
ventajas en las prushas de embarazo en vista del papel indi-
cado anteriormente que juega la PRL en el embarazo, Una sola
muestra de fluido corporal y un solo procedimiento de prueba
proporciona la indicacion mas completa ¥y precisa de embaraszn
de la que se puede disponer, ‘ ‘

Estae tecnica de determinacidn simultensa no queds
limitada a las hormonas HCG y PRL, Por ejemplo, se sabe que
el tejido mamario contiene lugares receptores para mas de
una hormona, Vv.g., estrégeno, prolactina y oxidocina ¥y, -por
lo tanto, la tgcnica del invento tiene igual aplicacién a
determinaciones simulteneas de dichas hormonas empleando un
receptor derivado del tejido en las glandulas mamarias,

Se ha descubierto tambieén, segun el presente inven-
to, que la tecnica de radioanalisis de receptor permite la
deteccion del embarazo a partir de una semana siguiente a la
ovulacion., Esto representa un avance notable en el campo de
las pruebag de diagndstico del embarazo puesto que, con ante-
rioridad, el estado de embarazo no podia detectarse tan pron-
to y solamesnte se podia determinar al cabo del decimo o duo-
decimo dias siguientes a la ovulacion, Este resultado es mas
importante cuando se comprende la vas%a mayorfg de pruebas
del embarazo se llevan a cabo hoy diaz no por medioc del pro-
cedimiento de radioinmunocandlisis que permite la determina-
cidn al cabo de 10 ¢ 12 dias siguientes & la ovulacion, sino
por medio de las pruebas de emaglutinacién o del latex, que,

segun se ha indicado anteriormente, permite una determina-

cion.del embzrazo tan solo despues de 25 ¢ 30 dias siguientes
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a la ovulacion. Ias pruebas de radioinmunoandlisis exigen por
lo menos 24 horas de tiempo de elaboratorio y normalmente unaF
48 horas de tiempo de ensayo, junto con procsdimientos moles—
tos y costosos para preparar anticuerpo o antisuero suficien-
5, temente especifico., Por otro lado, el tiempo necesario para
llevar a cabo el procedimiento de la prueba segun el presen;
te invento no lleva mds de una hora y, normalmente, tan solo
una media hora, Las ventajas précticas que se derivan de
dicho método de prueba de embarazo, que permite la determi-
10, . nacidn del estado de embarazo antes de la implantacion del
ovulo fertilizado en el tejido endometrial, se han expuesto
brevemente con anterioridad, y dichas ventajas asi como

los importantes beneficios en lo que se refiere a investiga-
cidn besica en el campo de la reproduceion humena resultantes
15, del pregente invento resultaran evidentes a los expertos

en la materia,

En vista de las gimilitudes fundamentales en el
- mecanismo de fijscion del método de pruebas quimico en re-
ceptor del presente invento y el mecanismo de 1la prueba
inmunologica bien conocida, se puede untilizar los mecanis-
mos de indicacion desarrollados con anterioridad z este
invento dentro del contexto del presente invento,

Por congiguiente, el sistema indicador puede con-
gistir en una materiz indicadora que se.haya tratado con HCG
25. de forma, que, en presencia del receptor, la materia indice-
dora se decolore, tome color, se aglutine, se precipite o
de otra indicacion visible o quimica de la presencia o au~
sencia de HCG en la muestra acuosa del fluido corporal em
ensayo, No obstante, por lo expuesto anteriormente, es evi-

30, dente que los resultados mas eficaces se obtienen cuando se
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emplea una tecnica de andlisis radiologico como sistema indis
cador. Por comsiguiente, la modalidad de- radicanalisis en
receptor del ﬁresente invento representa evidentemente la
modalidad de mayor prefersencia, A pesar de todo se compren-
dera que el presente invento no consiste en la provision de
un sistema de indicacion particular para utilizarse con el
método en cuestion, sino ademds el emplso fundamental y de
novedad de las tecnicas quimicas en receptor y un receptor
especifico para determinar la presencia de HCG y/o PRL.

En vista del grado notable de especificidad y seu~
sibilidad al método de radioanglisgis de receptor del presen-
te invento, se puede hacer una determinacion satisfactorie
en una muegira extremadamente pequeiia, Por ejemplo, emplean-
do el procedimiento del presente invento como prusba del
embarazo, se puede realizar la prueba utilizando tan solo
aproximadamente 0,1 ¢¢ o menos de sangre tomada de la pacien-
te, Esta extraceion de la paciente se puede realizar por
medio de un diminuto pinchazo en la yema de un dedo, Ademds,
el metodo del invento es eficaz para determinar la presen-
cia de HCG en cualquier muestra acucsa y, por consiguiente,
se puede emplear suero de la sangre o una muestra de orina
de una paciente, El receptor especifico empleado en el pro-
cedimiento de prusba segun el presente invento, se deriva
del tejido del ovario, Segun se ha indicado anteriormente,
el receptor es sensiblemente mds wlectivo para HCG y mate=-
rias gemejantes a la HCH, o PRL, que lo es en anticuerpo
de HCG o PRL, puesto que el receplor exige la configuracién
vativa de la hormone en su forma bioldgicamente activa pa-

ra la fijacion, Por lo tanto, no hay posibilidad de respues-

ta inmune no especifica, En todos los aninales que poseen
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este receptor especifico, es fdcilmente detectable en el
tejido del ovario, que representa el tejido iddneo de la
hormona, A pesar de que el recepior se puede alislar de cual-
quier animal mamifero y posiblemente de ciertos animales no
mamiferos, es preferible obtener el receptor de los ovarios
de animales relativamente grandeg, como son las vacas, ove-
jas, cerdas, yeguas y similares en vistq del hecho de que es-
tos animales tienen una cantidad proporcionalmente mayor de
tejido del ovario y, por lo tanto, existe un suministro dis-
ponible de dicho tejido gracizs al hecho de que estos anima-
lss se sacrifican 2 escala industrial por su.carne, Se ha
detérminado que se pueden realizar hasta 200 pruebas de emba-
razo de un solo ovario de vaca, Los ovarios, por ejemplo de
las ratas, son tan pequefios que hace que sea practicamente
desaconsejable el empleo de animales de este tipo como fuen-
te de receptor. Segin se expondrs mds adelante, el metodo de
prusbe del invento tiene tambien aplicacicn a animales gque
posean el receptor y, por lo tanto, la evaluacion pogitiva
del embarazo en una especie dada ofrece tambien un método
para clagificar animales con relacién a la presencia del
receptor,

E) animal del que se obtiene el receptor, hebre de
estar preferiblemente en estado de preﬁez’en el momento de
sacrificarlo puesto gue en esge peribdo la cantidéd de tejido
del ovario y el numero de lugares receptores alcanza un pun-
to mdximo, Se ha demostrado que el primer trimestre de prefiez
es el periodo mds conveniente para obtener el tejido.

El receptor especifico del invento se obtiene por

gseparacion de membranasg de plasma puro procedentes del te-

jido del ovario seguido de evaluacion de las diversas frac-
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ciones de la membrana del plasma ensayando contra HCG o PRL
irradiadas isotdpicamente y eligiendo.la fraccion que mues—
tre la mdxima fijacion de la hormona, EL receptor es extra-
ordinariamente estable y se puede conservar durante un lar-
g0 periodo de tiempo, o aun se puede reutilizar en un se-
gundo procédimiento de prueba o en una prueba ulterior, El
receptor de la membrana del plasma es estable despues liofi-
lizacion para la prueba del embarazo, Ei procedimisnto exac—
t0 para obtener el receptor se describird con mas detalle
mas adelante,

Como el procedimiento de prueba del invento no es
especifico de una especie, se puede utilizar para detectar
prefiez en cualquisra de los animales que han demostrado po-
seer el receptor especifico del invento. Asf, aungue el
receptor es muy especifico para la hormone HCG en seres lu-
manos y LH en seres humanos y animaleé, puede tambien finer
de una forme selectiva proteinas del tipo de la HCG que -
juegan en los animales un papel correspondiente a la HCG
en los seres humanos, v.g., corresponden a las gonadroto-
pinas corionicas en los seres humanos, Lo mismo ocurre con
PRL, La ventaja es que puede experimentar animales de en-
sayo de laboratorio normales, como son los monos, perros,
conejos, ratones, efc., por este método,_migntras que se
necesitan anticuerpos por separado para cada animal segdn
los procedimientos de pruebas inmunoquimicas. ‘

La irradiacion de HCG o PRL con un isotopo radio-
acti%o se puede efectuar de una manera ndfmal, eligiendose W
isétopo apropiado para egta finalidad, por ejemplo, de 1131,

014, B3 y similar. Un isdtopo particularmente apropiado es

un isotopo radioactivo de yodo como el 1125, en vista del
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hecho de gque la irradiacion con ests isdtopo es relativa-

mente sencilla y muchos laboratorios tienen el equipo nece-

sario para medir este isotopo.

L ]

Cuando se trata de determinscion simultanea de hord
monas por la tecnica de andlisis de receptor del invento, es
necesario radioactiver cada hormona que se desea determinar
con un isétopo distinguible, con el firn de que la medicion
de la hormona fijada x/o la hormona sin fijar proporcione
una indicacion separada por cada hormona que se desee deter-

minar, Por ej:mplo, cuando se realiza una determinacion si-

multdnea de HCG y PRL se pueden radioactivar muestras purifi

1125 e 1131, respectivamen-

cadas de estas dos hormonas con
te, y se pueden utilizar dispositivos contadores fdeilmen-
+te disponibles para contar por separado cada isétopo.

Para describir de una forma mds completa el pra-
sente invento, se presentan varios méfodos especificos para
preparar reactivos de ensayo y la aplicacién de radioandali-
sis de receptor asi como ejemplos especificos de determinacip-
nes clinicas utilizando el presente invento, debiendose
comprender que los procedimientos especificos son solamen-

te ilustrativos y en sentido alguno limitativos,

1. Irradiacion Radioisotopica de la Hormona

Se utilizd HCG muy purificada (que contenia 12,000
1.U./mg, para la prueba, La HCG se radiocactivo con 7125
empleando lactoperoxidasa preparada a partir de leche
(RZ = 0,78; Sigma Company, St-Louis, Missouri), .Dos mci de
1125'en 20 ul de tampon de acetato sodico 0,1 M con un pH
de 6,0 gse mezclaron con 25 microgramos de HCG en un vaso

de reaccién. Una cantidad alicuota de 50 ng de lactoperoxi-

dzsa en 20 ul, y 200 ng de Hy0p en 10 ul, de agua se afia-
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dieron entonces el vaso, Se afadieron tres partes alicuotas
de 100 ng, de H202 a intervalos de cinco minutos, Al final
del periodo de 20 minutos, la reaccion se detuvo afiadiendo
0,5 cc de NaCl de 0,15 M que contenia un 1% de albumina de
suero de un animal bovino (BSA) con un pH de 7,0, Ia ﬁormo-
na radioactivada se separ6 entonces del yodo libre por fil-
tracion en gel en una columna de 1 x 30 cm de Sephadex G-100
equilibrada con NaCl de 0,15 M que contenia 1% de BSA, pH
7,0. Se determind la actividad especifica de la HCG radio-

activada por pretipitacion con acido tricloroacético, Se di-

luyeron 5 microlitros de la mezcla de reaccion cruda a 5 ce ,

con tampon de fosfato de 0,05 M de pH 7,5 que.contenia 0,1%
BSA., A una parte alicuota de 200 ul de esta solucion se
afiadieron 400 ul de dcido tricloroacetico haste una concen—
tracion final del 10% de acido trocloroacetico, Ias protei-
nas precipitadas se recuperaron por centrifugacion, Ia ra-
dicacetividad agociada con el materigl precipitable se consi
derd como proteina fijade y se utilizé en el edlculo de

la actividad especffica de la hormona radioactivada, La
mezela de radiacion cruda se purificd por filtracion en gel

a través de una columna de 1 x 30 cm de Sephadex G=-50 equi-

la HCG empleada en el radicanglisis de receptor era 20-30
uCi/ug., la sctividad bioldgica de la HOG radioactivada em-
pleada en la prueba, determinada por analisis de agbtamien—
to de doido ascorbico del ovario, era de 8923 I,U, /mg, con
limites de confianza del 95% de 5826-12250 I,U,/mg.

Se yodo HPRL por el método de Hunter y Greenwood

con pequefias modificaciones: & 50 ul de tampon de fosfato

0,5 m, pH 7,5 se afiadic 1 mCi de Na 1125 (New England Nu-

e
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clear, Boston, Massachusetts) 5 ug hPRL, y 70 ug de clorami-
na ~-T, seguido al cabo de 15 minutos por metabisulfito sodico)
Se afiadieron 100 mg de glébulos de yodo (Hycel Reagents, Hous-
ton, Texas) a la mezcla yodzada cruda para absorber 1125 sin
reaccionar, También se yodd hPRL de una forms encimatica
mediante lactoperoxidasa (Sigma Chemical Company, St. Louis,
Missouri). Se cousiguio la purificacion por filtracion en
gel sobre una columna Sephadex G-100 (0,7 x 18 cm), Ia acti-
vidad especifica y pureza de la PRL radioactivads se'detér—
5 ca~-
paz de fijarse especificamente al tejido de las glandulas
mamarias de ratas lactantes para los estudios de fijacion
con homogenado de ovario parcialmente purificado,

II Preparacion del Receptor

Todos los procedimientos em la preparacion de las
membranas de plasma se llevaron & cabo en un bafio de hielo
o a 42C, Se obtuvieron ovarios frescos de ganado bovino en

estado iniecial de prefiez (primer trimestre): longitud del

feto de le corona 2 la rabadilla hasta 22 cm) del animal sacri-

ficado y se conservd en nitrogeno liquido hasta la elabora-
cion, En un experimento tfpico, se cortaron en pequefios tro-
zos 100 gramos de tejido de aproximadamente 25 corporz lutea
grandes empleando una cuchilla de acero éfilada y se molio
en 500 cc ée tri-HC1l de 10 mM,, pHT7,8, que contenia un mM de
MgClz, un MM ditiotreitol, 10.000 I.U, de Trasylol (FBA
Pharmgceuticals) por litro y 0,25 M sacarosa, E1l Lomogenado
se £iltrd a traves de dos capas de gasa y las particulas de
mayor tamafio se volvieron a elaborar en 500 cc del tampon.

El tejido se hizo mas homogeneo en 10 a 15 pasadas en un

homogenizador de teflon-vidrio, tipo C con una holgura de
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0,12 a 0,17 mm a 4¢C, El homogenado se centrifugd a 650 xg

(RC B, Toro GSA) para separar celulas intactas, residuos ce-
lulares y nucleos, El sobrenadante de 650xg se centrifugd

de nuevo a 13,000 g durante 20 minutos en la misma centrifu-
gadora, E1 sobrenadante se tirg esta vez y el nddulo se vol-
vio & suspender en 50 & 70 cc del tamdn tri-HCL con ayuda del
homogenizador de Teflon-vidrio, Esta suspension se inyecté en
el nmucleo del rotor zonal TI-14 (modelo Beckman Spinco L3-50)
haciendolo girar a 3000 rpm y que contenia 500 cc de gradiente
de sacarose lineal {bomba IXB Ultrograd 11,300) desde 30%
(peso/volumen) hasta 50% (peso/volumen) sacarosa y 1200 cc de
amortiguador de 50% (peso/volumen) sacarosa (regimen de bom-
beo 20 cc/minut ). Se inyectd.una-sobrecapa de 20 cc des-
pues de la muestra, Al cabo de dos horas de centrifugécién

a 45,000 rpm, la centrifugadora se decelero y el contenido

del rotor se desplazd con sacarosa al 55% a razon de 20 cc/mi

el fin de aumentar el tamaiio de partfcula, y se recogieron
fracciones de l2c¢cc inmediataﬁente se congelaron hagta su
gnalisis pars hallar la a?tividad de fijacion ¥y actividad
enzimatica. Las membranas se mantuvieron congeladas durante
tres meses sin aparente péfdida de capacidad de fijaciéﬁ.
Se tomaron partes al{cuotés de las fracciones para observae
cion al microscopio electrdnico antes de la congelacion.
Ia sacarosa obtenida en la suspensién no perturbaba ls fi=-
jacion de la HCG radicactivada,

Unas partes alicuotas de homogenado de ovario y

partes alicuotas apropiadas de diversas fracciones obteni-

das del gradiente de densidad continua de sacarosa se solubi-
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lizaron en NaOH 1 M que contenia 0,1% dodecilsulfato sodico
para determinar el contenide proteinico por el metodo de
Lowry (J.Biol., Chem., Volumen 193 pagina 265, 1951) emplean~-
do albumina del suero de animales bovinos como norma, Se comb
naron tambien partes alicudtas de diversas fracciomes con HCG

1125 ¢ ge widid en cada caso el grado de

radioactivado con
fijacién. Sobre le base de la concentracion protefnica, las

membranas de plasme que contenian el receptor especifico pa-

que el homogenado de ovario en crudo, Cada fraceion se ana-
lizo también para hallar la contaminacion investigando su
actividad enzimatica, Cada funcion se analizg para hallar

la actividad de 5'Nucleodiasa por el metodo de Sog et al.;
(F.Biol., Chem,, volumen 262 pazine 694, 1967) y se midio
el fosfato inorganico liberado por el pétodo de Fiske et al
(J. Biol,, Chem,, vol., 66 pagina 375, 1925). Se analizo
reductasa Cytochrome C, segun el metodo de Cooperstein et al
(7. Biol,, Chem., volumen 189, pagina 665, 1951),

Como modificacion adicional respecto 2 la pureza
de las membranas del plasma, se sometieron fracciones indi.
viduales a observaciones microscopio electronico, Una parte
alicuota de cada fraccion proteinica se mezclo por espacio
de 4 horas en tampdn de 6,25 glutraraldehydo em 0,067 M cacod
lato de pH 7,3. las muestras se lavaron durants 5 minutos en
cacodilato 0,25 M helado o tampon de fosfato que contenia
19 0q04 de pH 7,3 por espacio de 2 horas, Ulteriormente to-
das las muestras se desidrataron haciendolas pasar a tra-
ves de una serie clasificada de alcohol y se empotraron en

Zpon o Araldite. Se cortaron secciones de 0,06-0,09 um y se

-

decoloraron en una selolucion de acetato de uranilo acuoso al
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4% y se fotografiaron en un miecroscopio electronico Phillips
Em-300,

Una fraceion que mostreba la mexima fijacion con
la HCG radioactivada, una baja actividad enzimetica ¥ que
contenia membrana de plasma puras segdn se pudo dem&strar con
el microscopio electronico, se eluyo a una densidad de sacaro
sa de 1,16 (ca 35% peso/volumen), Se conservaron partes élf¥
cuotas apropiadas de esta fraccion en nitrdgeno 1liquido ¥y

se emplearon como receptor.

III, Procedimiento de Radianalisis de Receptor

Se realizo el radioasnglisis de receptor en tubns
de polistireno de 10x 75 cc segun las indicaciones normati-

vas expuestas en la tabls I,

TABLA I
Muestra Diluyentel Proteina de la AeGe 1125
' i membrans del plasma:
40 ng

testigo 100 ul 100 ul 100 ul
15063 (ng/ml) '

3.0 100 ul 100 ul 100 ul

6.2 100 ul 100 ul 100 ul
12,5 100 ul 100 ul 100 ul
25,0 100 ul 100 ul 100 ul
50.0 © 100 wl 100 ul 100 ul
100,0 100 ul ~ 100 ul 100 ul
Plasma (dil,
1:2 to 1:50) 100 ul 100 ul 100 ul

1Tamp6n de Trie-HCl de 10 mM con pH 7,2 conteniendo 0,1%
BSA, CaCly de 1 mM y 20 I,U, Trasylol por tubo.
2pproximadamente (1,5 ng = 50.000 cpm),

312.000 I.U. por mg (7).
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Ia normativa para el radioanalisis de receptor

simultaneo de hPRL y hCG se indica en la tabla 1a,

TABLA la
Hormona sin 1 Membrangs de Hormona Radioactivada3 Plasma
Radioactivar Plasmg . de
Control
hPRIL hCG hPRL 1125 noe 1851

100 w1’ 100 wl® 100 ul

100.0 0.2
50.0 0.4
25.0 0.8
25.5 1.6
6.3 3.2
3.2 6.3
1,6 12.5
0.8 25.0
0.4 50.0
0.2  100.0 v

100 vl

Y

100 v 50 ul

Y

1Dilucion duplicadora comenzando a 100 ng en 100 ul en tam—

pon de incubacion,
2

Aproximadamente 100 g proteina de membrana de plasma ais-

ladas de corpora lutea de vacas prefiadas,

3pprr 1125 (60-70,000 epm/tubo) y hCG IT3L (25-30,000 cpm/
tubo) elaboradas en tampon de incubacion,

4Plasma de sujetos completamente hipofisectomizados que mos-—
traban niveles no detectables de hPRL y hIH en ragioimuno-

analisis respectivos,

Tampon de incubacion: tampon de tri HCL

30 mM pH 7,2, contes

niendo MzCl, 1 mM, CaCl,, 0,1% (peso/volumen) BSA, y 50 I.U

de Trasylol,

En la Table I, la incubacion se realizd por espa-

cio de 30 minutos a 37°C en un agitador de baflo de ague Dune-
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boff, Se afiadio entonces un-cc de diluyente helado., E1 conte-
nido de los tubos se mezeld en una mezgladora Vordex y se
centrifugo vor espacio de 20 minutos a 3000 xg en una centrid
fugadora refrigerada Sorvall (modelo RC2B, tipo de rotor HS-4).
Los sobrsnadantes se aspiraron y los nodulos se contaron en
un contador Packard Autogamma con un 51% de eficacia respec-
to & 1125. Las curvas.normales y la concentracion hormonal exy
las muestras de plasma se calcularon mediante un ordenador
IBM compartidor de tiempo empleagdo transformaciones lo git-
log.

Una linealizacion logit-log de la respuests de
inhibicion competitiva de radioanslisis de receptor de HCG s
indics en la Fig, de los dibujos adjuntos, La sensibilidad
del andlisis era inferior a 3,0 ng/cc con una precision
de + 10%, Las variaciones intre e interanalisis, determina-
das analizando un deposito de plasme é diversas diluciones
en 20 andlisis, fueron de & 5% y + 15% respectivamente, en
toda la escals del anélisis, proporcionando de este modo
evidencia de la alta capacidad de repro@ucciéh del analisis,
Ia muestra de plasme de una mujer emparazada mostraba una
respuesta a la dosis identica a la norma HCG, confirmando
la validez del andlisis, Se produjo una total carencia de
interreaccion con preparaciones altamente purificadas de
FSH, PRL y HPL, asi como plasma de sujetos hipotiroidéles,
aoromegélicos y mujeres durante la lactancia por parto,
indipando de este modo una elevada especificidad del ra-—
diomnalisis de receptor. El radioanalisis del receptor no
discriminaba entre HCG y LH; no obstante, un.radioimunoana-

1isis empleando FSH, LH y HCG radiactivadas con 1125 g

anticuerpos & sus subonidades beta especificas hormonales
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han demostrado gque no se_produce una elevacidén en los niveles
de plasma de LH y FSH durante el inicio del embarazo. Por lo
tanto, una falte de discriminacidén entre HCG y LH no afecta
le deteccién del embarazo cuando se utiliza el radioandlisis
del receptor.

125

Fijacidén de hPRL I al Homogenadb de Ovario.

Una mezcla de reaccidn que contenia 100 ul de tam;
pén de incubacidn conteniendo 10 IU Trasylol (FBA Pharmaceu-
ticals, New York, New York), 50 ul de preparacién de receptoxr
equivalente a 1~-300 ug de proteina y 100 ul de hPRL 1125
(84; 50~70 uCi/ug) se incubd a 37°C por espacio de 2 horas
en ausencia y en presencia de un microgramo de PRL sin iradiar
procedente de un animal vacuno. AL final de la incqbacidn, se
afiadid un cc de tamdén helado en todos los tubos y los tubos se
centrifugaron a 5000 rpm durante 20 minutos. Se aspiraron
los sobrenadantes. Los nddulos que contenian hormonas fijadas
al receptor se contaron en un contador Automamma con un 51%
de eficacia respeecto a 125 (Packard Instrument'COmpany, Dow-
ners Grove, Illinois), la fijacidn especifica se calculd con
la diferencia de fijacidn en los tubos con-y sin PRL sin ra-

dioactivar. la fijacién especifica de hPRL IV27

& la membrans
del plasma procedenie de corpora lutea de animales bovinos‘
ere un procedimiento saturable. La saturacién se demostrd

por incubacidén de membrana de plasma procedente de corpora lu-

tea de animales bovinos (150 ug de proteina) a 379C por espa-

cio de dos horas en 250 ul con concentracidn varieble de hPRL

y 125. La capacidad de fijacién/mg de proteina y Kd c¢alculado
por andlisis de Scatchard de datos obtenidos a partir de la cu
va de saturacién sera de 1,4 x 10733 p yKi=1,4x 10712,

La fijacién especiﬁica de hPRL 1125 homogenados

Y
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de ovario aumenté en funciéﬁ a la cantidéd de homogenados afig-
didos y se inhibié afiadiendo 1 ug de PRL sin radioactivar de
gnival bovino & las mezclas de incubacién. Empleando 100 ug
de homdgenado, aproximadamente del 20 al 30% del hPRL 125
gse fijé en ausencia de PRL sin radioactivar.

A 3720, la fijacidén era rdpida durante los primeros
30 minutos después, la fijacién aumentd lentamente hasta alcan;
zar un equilibrio 2l cabo.de 2 horas. A cero grados centigra-
dos se observa poca fijacidén aun al cabo de 18 horas de incu~-

bacién, Para demostrar la especificidad de la fijacidén de hPRL

1125 a homogenados de overio hormona de desarrollo humano (hGH
hormona estimulente del foliculo humeno (bFSH), bhormona lutei-
nizante humana hIH), PRL de animal bovino (bPRL), PRL de ani=-
mal " ovino b?ﬁbj, y somatomamotropina coridnica humana (hCS),
se incubaron a diversas concentraciones. No se observé despla-
zamiento de (hPRL) 7125 fijada para proteina receptorsa pdr
hFSH y hIH. Ia hCS y la hGH podian desplazar hFRL 1125 fija-
da en receptor; no obstante, la potencia de la preparaciéﬁ
hGH para desplezar hPRL 1125 fijada al receptor era aproxima-
damente de 0,5-1% de hFRL. las preparaéiones de PRL de smimal
bovino y animal ovino demosiraron serfeéencialmente de una
potencia similar para competir con hPRL 1125‘ Iz falta de
competicién de FSH y IH con PRL para 1é«fijacidn en el recep-
tor demuestra la especificidad de la PRL para losllugares de
receptor hCS, que eran similitudes estructurales y bioldgicas-
a la PRI demostrando una cierta interreacidn; no obstante, la
interreactividad de 0,5-1 observada con la preparacién de hGH
concuerda con le ‘contaminacién indicada de hGH en un grado

muy similare.

IV. Bruebas Clinicas

D A e sksaraae beesrmmmai b e om s v ans am e
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100 pacientes con retraso en la primera menstruacién
esperada y que eran candidatos en potencia para un aborto pre-
maturo se las extrajo muestras de sangre para el radioandlisis
en receptor y se recogid orina de 24 horas para la prueba
de aglutinacidén (pruebe Pregnosticon-Dri-Dot). Se valoraron el
examen fisico y pelvico, cambio en el tamafio del utero y con-

sistencia, y otros sintomas de posible embarazo. Si el radio-

andlisis en receptor ers positivo, tanto si la prueba pregnost:

eén era negativa, se realizd un miniaborto. Todas las muestras|

se enviaron al elaboratorio patoldgico, para confirmar la
presencia de embarazo. ITres pacientes abortaron espontédnea~
mente, y tres que desarrollaron embarazo ectdépico se expondrdn
por separado. Las muestras de sangre. se centrifugaron a 2500
rpm a 409C por espacio de 15 minutos y el plasma o suero se
conservd a -202C hasta el momento de la utilizacidn. .

El radiocandlisis de rector para HCG en la sangre se
efectud 77 veces con 72 pacientes para determinar la presencia
de gravidez prematura. la precisidn de la prueba se‘determind
compardndola con la prﬁeba Pregnosticén-Dri-Dot y la presenciq
de gravidez se confirmé por examen histopatoldgico de especi-
menes endometriales obtenidos en aborto electivo o espontdneo.
Los eriterios clinicos normaies, por ejemplo, el Utero en au-

mento 0 la iniciacidén de la menstruaccidn, proporcionaron evi-

de receptor. 41 pacientes mostraron un radioandlisis de recep-
tor negaiivo, y un resultado de Pregnosticon positivo falso

se asocid con este grupo. Todas las 41 pacientes se confirma-
ron como né embarazadas por observaciones clinicas adiciona-

les.

En 14 casos de aborto, .la diagnosis patoldégica del
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tejido extraido confirmé el resultado del radioandlisis del re-
ceptor. Siete de los 14 miniabortos que demostraron tejido

decidual o placentel, lo cual confinmab; embarazo, daban un
radioandlisis de recepior positivo pero una prueba de Pregnosti-
5. cén negativa.

Ia prueba de Pregnosticdén tampoco era suficientemente

sensible para detectar los primeros sintomas de embarazo, mien
tras que el radioandlisis de receptor podia detectar un emba-
razo al cabo del cuerto dia siguiente a la ovulacidn y demos-
10. | %ré ser de gran valor en casos de aborto en poiencia. Cuatre .
ébortos prematuros en las primeras siete semanas de embaraso
demos%raron andlisis en receptor positivos, pero al mismo
tiempo pruebe de Pregnosticdén negativa. Las pacientes aborta-
ron en cada caso espontdneamente, y el contenido uterino se
15, recuperd revelando un tejido coridnico. En los cuatro embara-
z0s8 que determinaron el aborto espontdneo, las pacientes cone-
tinuaron manchando per espacio de 10 a 14 dfas y el utere

no se habla agrandado suficientemente para la duracidn de ia
gravidez, lo cual sugeria una anormalidad én el crecimiento
20. y desarrollo del embridn y la placenta.

De 20 pacientes que visitaron la clinica de ferti-
lidaed se tomaron muestiras de sangré‘a diario duranxe el cieclo
menstrual para determinar la FSH y IH por radioinmunoandlisis.
Tomando como base BBT, los niveles de plasma de FSH y IH, ex~
25, erecidén urinaria de estrdégeno y progesterona y cambios carac-

terfsticos en la mucosa cervical como evidencia de ovulacién

se adonsejé a estas mujeres que quedaran embarazadas. las mueg~
tras de sangre de cuatro de estas mujeres que quedaron emba-

razadas se analizaron para establecer los niveles de HCG por

30. el radioandlisis de receptor y los niveles de FSH y ILH por
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radioinmunoandlisis en ei dfa de la ovulacidn y durante
el primer periodo de embarazo. E1 dfa de la ovulacidén en es-
tas cuatro mujeres embarazadas se confirmé ulteriormente por
determinacidén de FSH y LH en la sangre. Se sometieron al ex-
perimento un total de 15 embarazos normales durante el pefiodo
la evolucidn y los primeros dias de embarazo. Un
resumen de las pacientes sometidas a tratamiento se presenta
en la tabla II.
TABLA IT

Ndmero Dias siguientes Sangre para Ra- Prueba de Aglutie-
a la falta de la dioandlisis de nacién -Orina

Regla Receptor
Miniabortos
3 8~11 +. +
8 6-14 + -
5% 1-11 - -
Embarazos Normales ' .
8 14-33 + _ : +
7 0-42 + -
Posibles Ectdépicos
1 14 ' + -

1 - -
Aborto espontdneo '

3’ 5-17 + ~
Sin embarazo

43 | 0-40 - -
1 - +

x 5 Doblemente confirmados los né embarazos.
Lo que sigue son historiales adicionales que sir-

ven para ilustrar ain més el valor de la técnica de radioanéd-
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lisis en receptor.

Une para III, grévida IV, de 23 sfios de edad se so-
metid a observacidn al cabo de los 8§ dfas siguientes a la fal-~
ta del periodo menstrual. La prueba de orina de Pregnosticdn
fué negativa y el radioandlisis del receptor fué positivo. Un
minizborto realizado al dfa siguiente demostré tejido placen-
tal. '

Una nuligrdvida de 20 afios de edad llevaba inserta-
do un aparato intraulterino, y 9 meses después la mensiruvacién
se habfa retrasado 9 dfas; al radioandlisis receptor fué ‘
positivo. Este andlisis fué de nuevo positivo al cabo de 9
dfas y un miniaborto reveld tejido coridnico. Dos pruebas
de Prognesticén realizadas en los mismos dfas fueron negati-
vas. . ' »

Una nuligrévida de 28 afios de edad con un ciclo de
28 afas tenfs un retrsso de 17 dias en la menstruacidn; el ra-
dicandlisis de receptor era positivo y la prueba Prognesticén
negativa. Varios dias después se produjo un aborto espontdneo,
Tres meses después se la observd de nuevo a 1los 5.41{as de la
falte del primer periodo menstrdal.'De nuevo el radioandlisis
de receptor era positive y la piueba de Pregnosticén negati-

va. El Utero no se desarrolldé, comenzaron las manchas negras

ponténeo zl cabo de 4 semanas de la falta. El exdmen del te-
jido del segundo aborto reveld un saco amnidtico sin feto.
En otro caso, se observd una grdvida de 1 de 30
efios de edad & los 12 dfas de la falba del ciclo. En este
caso el radioandlisis de receptor fué positivo y la prueba
de Pregnosticén negativo. Al cabo de dos semanas de manchado

irregular y agrandsmiento uterinc sospechoso, se produjo
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aborto espontdneo.

En dos pacientes en las que se sospechaba embarazo
ectbpico una demostrd un radioandlisis de receptor positive y
la otra una prueba negativa. Se confirmé gque la primera tenia
embarazo tubal sin ruptura. Ambas dieron pruebas de Pregnos-
tiedn negativas. Io que sigue es un breve comentario del em-
barazo ectépico: una para 1, grdvida 1 de 40 afios de edad tu-
vo una falta de ciclo menstrual e inmediatamente después de-
sarrolld un dolor abdominal inferior suave y indicio menstrual
vaginal que persistié por espacio de dos semanas,

Iz prueba del tubo de inhibicidn de emaglutinacidén
fué negativa al dfa siguiente de la admisién. El radioandlisid
del receptor al segundo dfa fué positivo. 41 tercer dfa, el
"currettage" no reveld evidencia de embarazo; la puncién,de
cul-de-sac fué negativa, la laparoscépia’ demostré ectdpico iz
quierdo sin‘ruptura que se extrajo en una ulterior laparotoﬁi

ge admitieron 13 pacientes en el hospital debido a
supuesto embarazo ectépico. El Wltimo periodo menstrual osci-
laba entre 23 y 76 dias antes de la admisién. Dolor abdominal
inferior, amenorrea, frecueﬁte manchado vaginal y masa adnexal
fueron las evidencias normales. Se obtuvieron muestras de
plasma decada paclente antes de la intervencién guirdrgica ¥y
en un caso en cuatro dias separados.para el radiocandlisis
en receptor de HCG. Las pruebas ﬁormales de hemaglutinacidén
o aglutinacién de latex se realizaron sobre muestras de ori-
nz2 al mismo tiempo. Los resultados de las pruebas de embarazo
¥y cohclusiones patolégicas se presenten en la tabla III. Ia
tabla III indica los resultados obtenidos por el radioandli-
s8is de receptor y la p;ueba de hemaglutinacidén en 13 supues-

tos embarazos ectépicos y, ademds, el tiempo desde la Yltima
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menstruacién y las conclusiones histoldgicag tubales. Siete
de los 10 embarazos ectépicos daban un radioandlisis de re-
ceptor positivo, y una prueba de embarazo de hemaglutinacidn.
negativa. Se obtuvieron una pruebe de hemaeglutinacidn positi-
54 va falsa y ningin radioandlisis de receptor positivo falso.
Ia game de dias de duracién del embarazo era muy empliz pues=—
to que comprendia entre 23 y 76 dias después de la dltima
falta del periodo. |

TABLA IIT

10. COMPARACION DE PRUEBAS DE EMBARAZO Y CONCLUSIONES
PATOLOGICAS EN 13 SUPUESTOS EMBARAZOS ECTOPICOS.

Radioénélisis Prueba  de agluti- Embarazo ecté~ Dias des-

en ceptor nacidn pico tubel, pa- pués de la
tolégica dltima regle
(Mdmero de pacientes)
15. , )
T positivo - T negativo . T positivo 21,23,24,36
41,51,76 -
3 positivo 3 positivo 3 positivo 29,61,65
1 negativo 1 positivo 1 negativo desconocido
2 negativo 2 negativo 2 negativo 30,48
20.

la transformacién logit-log de la curva normal de res-
Puesta & le dosis de HOG daba una sensibilidad de 0,3 ng 0 3 c¢
U/HGG/cc (Fig 2). En esta Fig. la TSH es la anotacidn del plas—
25, |ma procedente de pacientes hipotirddes; HGH, plasma de pacien-
tes acromegdlicos; PRL piésma de mujeres con lactécidn pos-parto
Las uniéades nIU del segundo preparado de referencia internacio-
nal equivalente a ng correspondientes de HCG se indican en la

ordenada. Varias diluciones de la muestra de plasma procedente

30, |de une mujer embarazada dieron una pendiente paralela a la de
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la HCG indicando la valikz del andlisis. No se produjo interreac-
¢ién con FSH, TSH, HGH y HPRL en el andlisis. Se consiguié una
recuperacidén del 98-102% de HCG afiadida a las muestras de plas-
ma de concentracién hormonal conocida. la variacién intraandli-
sis e interandlisis en los estimados de niveles hormonales de
depésitos de plasma fué del 6% y el 11%, respectivamente. No

obstanté; el radioandlisis del receptor no diseriminé entre

LH y HCG. Este inconveniente se circumwvino por las observa-

ciones: (1) que ni la IH ni la FSH aumentan durante el primer
periodo del embarzzo segin se puede determinar por adioinmunoa-

ndlisis de subunidad B especifica de FSH, LH y HCG en la sangre

2) que las normativas contienen la misma centidad de plasma
obtenida de mujeres no embarazadas durante la fase lutesl

conteniendo bejo niveles de IH; 3) que todas las muestras des-

conocidas se compararon con un depdsito de plasme procedente -

de mujeres no embarazadas y varias diluciones de un depdsito ;
!
I

de plasme procedente de mujeres embarazadas analizadas de una

forma rutinaria con cada sndlisis para un control de precisidén
y calidad; y 4) finalmente, que durante el primer periodo del
embarazo los niveles de HCG-LH son dobles o triples que los
niveles LH basal en las mujeres no embarazadas durante la fa~
ge luteal. .

En la fig. 3, los niveles de HCG en 10 embarazos ectd-
picoé se compararon con gravidad intrauterina normal en dos
pacientes (H.D., R.3.) y una ovulacién inducida y embarazo (S.ﬂ.)
con 10.000 IU de HCG que se verificd con radioandlisis de re-
ceptor. los niveles de plasma de la HCG durante el embarazo ine
ducido o natural en su primer period§ fueron similares. El dia
del embarazo se basé en el dltimo periodo menstrual indicado

por las pacientes. En unz de 125.10 pacientes (A.....A), el
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radioandlisis de receptor se realizén en los dfas 21, 24, 30

¥ 42 del embarazo. Los radioandlisis de receptor positivo en

los dias 21 y 24 se asociaron con pruebas Pregnosticdén negati-

vas. El comienzo del aumento de HCG siguiente a un mdximo de LH

5. se detectéd primero en muestras de sangre obtenidas primero en

los dfas 6-8 siguientes a la ovulacidéy y pudiera ser antes des-

pués de la fertilizacidén. Tres de los embarazos ectdpicos diero
andlisis que se realizaron antes de la primers falia del pe-
riodo y los niveles de HCG en cuatro fueron del orden del emba=-

10. razo normal. Los otros seis niveles de HCG ectdépico fueron

inferiores a 10 normal. Estas observaciones sugerian que las

nidaciones prepaturas en el tubo, antes de la rupiura y hemo-
rrégia, podrian segregar cantidades normales de HCG. No obstan-
te, después, al producirse la hemorragia, aumentar la separacidp

15. ¥y reducirse el riego sanguineo, la secrgcién de HCG se nivela-
ba,

_ Segin se indica en la Fig. 3, en la presente serie dg
13 embarazos ectdpicos supuestos, la HCG era de 22 y 35 pg/bc
o 0,26 y 0,42 IU, respectivemente, en dos de los trece casos.

20. La deteccién de HCG a estos bajos niveles ayudé en el diagnés-
tico correcto de la paciente en 1los primeros momentos. las res-

tantes pacientes den valores de » 100 ng/cc. Los niveles de.
HCG en los dias 21,24, 30 y 42 del embarazo (Fig; 3) se obtuvid~
ron de la misma paciente. Ia prueba inicial se asocidé con una

25, prueba de Pregnosiicén negativa ; mientras que ambas pruebas

fueron positivas en tres determinaciones ulteriores. En el dia

64 fué necesarie intervencidén abdominal debido a un embarazo e¢-

t6pico con ruptura.

El radioandlisis del receptor de HCG con una sensibi<+

30. lidad de 50 pg o 3 mIU/cc de plasma proporciona précticamente
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una fiabilidad del 100% para determinar el embarazo después

de la primera falta esta prueba realizada en una hora es ideal
para el diagnéstico clinico de embarazo ectdépico especialmente
en pacientes que exiéen intervencidén quirdrgica inmediata. Tre-
ce pacientes con embarazo ectdpico supuesto se sometieron al
radioandlisis de receptor, y a una de ellas se la sometié a
cuatro determinaciones por separado. Los resultados del andli-
sis se compararon ulteriormente 06n los de las pruebas de emba-~
razo dé hemaglutinacidn, sintomas clinicos, y conclusiones
patoldgicas. Todas las pacientes se diagnosticaron con preci-
sidn por el radiosndlisis de receptor, ain cuando las pruebas
de hemaglutinacién daban una indicacidn falsa de embarazo. Tos
niveles de HCG durante los embarazos ectdpicos por este andli-
sis son en general menores gque los niveles durante un embarezo
ultrauterino normal; ademds, se puede conseguir un diagnésiico
precoz (antes de la éuptura) del embarazo mucho antes que

con las pruebas de hemaglutinacién. Ademds, se puede excluir
embarazo ectépico en pacientes admitidas en el hospital con
emergencias abdominales agudas.

Descrita suficiéntemente la naturaleza del invento,
esi como la manera de realizarlo en la prdctica, debe hacerse
constar que las disposiciones anteriormente indicadas, son sus-
ceptibles de modificaciones de detalle en cuanto no alteren su

principio fundamental.
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REIVINDICACIONES

1.~ Procedimiento para la determinaci&n dé una hormo-
na en una mugstra acuosa, estando elegida dichs hormona del
grupo que comprende la gonadrotopina coridnica humana (HCG),
hormon;'luteinizante (IH), prolactina hormonal (FRL) o materia
similar a le HCG, caracterizade porque comprende las etapas de
poner en contacto dicha muestra con un agente capaz de fijar
de una forma selectiva dicha hormona, proporcionar un medio
para indicar si dicha fijaéidn ha tenido lugar y observar los
medios indicadores para determinar la presencia de la hormona
en la muestra, y porque el agente capaz de fijar de una forma
selectiva la hormona es un extracto de membrans de plasma pro-
cedente del corpus luteum de una especie que posee el receptor
de gonadotropina coriénica humana o de la prolactina. ‘

2.- Procedimiento segin le reivindicacién 1, carac-
terizado porque dichos medios indicadores comprenden un dispo-
sitivo de medicién de readioandlisis., |

3= Procedimiento segdn la reivindicacién 2, carac-

comprende la hormona a determinar iradiada radioisotdpicamente.
4.~ Procedimiento segin la reivindicapién 3, carac-
terizado porque las fases de propofcionar ¥y observar los me-
dios indicadores comprenden poner en contacto el receptor y-
le puestra en presencia de ls hormona a determinar iradiada ra-
dioisotdpicamente, por lo que parte de dicha hormona irradiada
¥y parte de la hormona sin irradiar, presentes en la muestra,
se fijan al receptor; separar las hormonas fijadas al recep~
tor‘de Jas hormonas sin fijar en dicha muestra acuosa, y medir

la radiocactividad de por lo menos el receptor separado o la
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en funcién a la radiactividad medida.
5.~ Procedimiento segin la reivindicacidn 4, carac-

terizado porque la hormona irradiada radioisotépicamente se
125

1331, B3 14,

6.~ Procedimiento segin la reivindicacidén 4, carac-
terizado porque la muestira es un fluido del cuerpo de una
myjer que se supone en cinta o de un animal mamiféro hembrs,.

7.- Procedimiento segin la reivindicacién 7, carac-
terizado porque dicho fluido del cuerpo se elige entre el suerd
de la sangre o la orina.

8.~ Procedimiento segin la reivindiéac;én 7, carace
terizado porque dicho suero de la sangre se utiliza en canti-
dad de aproximadamente 0,1 cc.

9.~ Procedimiento segin la reivindicacidén 1, carac-
terizado porque el receptor se obtiene del'corpus luteum e
un mamifero.

10.~ Procedimiento segin la reivindicacidén 1ll, ca-

racterizado porgue el receptor se obitiene del corpues

1l.- Procedimiento segin la reivindicacién 1,‘carac-
férizado porque el receptor se obtiene por un método que com-
prende las fases de preparar tejido finamente dividido homoge-
nado del tejido del corpus luteum, separsr las membranas del
plasma de dicho homogenado y elegir la fraceién de la membrana
del plasma capaz de fijar de una forma selectiva la hormona
a determinar humans biolégicamente activa.

12.- Procedimiento segin la reivindicacidén 1, carac-
terizado porque el- receptor se deriva de una mujer en cinta

en el primer trimestre del embarazo.
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13.~ Procedimiento segin la reivindicacién 1, carac-
terizado porque el agente reactivo para %a determinacidén quimi-
ca por receptor de la hormona, comprende una forma virtualmente
pura de la fraccién especifica del extracto de la membrana del
plasma procedenie del corpus luteum de una especie que posee
el receptor para la hormona cuya'fraccién puede fijar de una
forma selectiva la hormona bio:_Ldgica;nente activa.

14.~ Procedimiento segin la reivindicacién 1, carac-
terizado porque los medios indicadores de la fijacién de la hor<
mona comprenden: un primer agente reactivo y un segundo agentaf
reactivo; comprendiendo el primer agente reactivo, en forma -
virtualmente pura, la faraccién especifica del extracto de le
membrana dél plasma procedente del corpues luteum de una espe-
cie poseedora del receptor para la hormona a determinar cepaz
de fijar la hormona biolégicamente activa; y comprendiendu di-
cho segundo agente reactivo hormona a determinar capaz de emitii
radioacién, estando destinado el primer agente reactivo a pouners
se en contacto con la muesira que contiene la hormona que se
desea medir y con el segundo agente reactivo para fijar parte
de la hormona radiactivada ¥ sin radioactivar a dicho receptor;
¥ medios para medir ls cantidad de hormona radiactivade fijada
al receptor, estando las radiacidén emitida desde la misma en
funcién a la concentracién de la hormona en la muestira acuosa.

15.~ Procedimiento para la determinacidén simulténea
de una pluralidad de hormonas en una sola muestra acuosa, tal
¥y como queda sugtencialmente descrita en la presente Memoria.

Esta Memoria consta de 44 hojas escritas a mdquina

POr una sola cara.

Yadrid, ~1 1. 1977

CARTER-WALLA INC.
A.. 't-'
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