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RESUMEN DEL DESOUBRIHIBNTO

Una determinación de la presencia y cantidad de una 

sustancia orgánica especifica (grupo coordinador) que for 

mará, un complejo con una macromolécula (anticuerpo) puede 
hacerse por medio de un reactivo obtenido mediante unión 
al grupo coordinador que va a ensayarse de una sustancia 

quimiolumini scente. la adición de una cantidad limitada - 

de una sustancia (anticuerpo) que tiene receptores para - 
el grupo coordinador Junto con el grupo coordinador irra­

diado quimioluminiscente al fluido que va a ensayarse trae 

como resultado una reacción competitiva entre el grupo t 

coordinador presente en el fluido y el grupo coordinador 

irradiado quimioluminiscente para el número limitado de lu 
ganes receptores. En condiciones de equilibrio, la canti­
dad del grupo coordinador irradiado quimioluminiscente Ta­

ñida al anticuerpo se relaciona con la cantidad de grupo 

coordinador no irradiado existente en la solución que se 
ensaya, y se determina mediante el aislamiento del anticuen 

po y medición de su quimioluminisceneia o por aislamiento 

y medición del resto de grupo coordinador irradiado libre. 

FUNDAMENTO BE LA INTENCION 

1. Terreno de aplicación de la invención.- 
Los mótodos disponibles para la rápida determinación 

cuantitativa o cualitativa de sustancias biológicamente ac 

tivas a concentraoiohes extremadamente bajas, son de un nú 

mero limitado. El diagnóstico del médico acerca del pacien 

te o la confirmación del diganóstieo frecuentemente impli­
can la detección y/o cuantificación de una o más sustancias 

en fluidos corporales tales como la saliva, sangre u orina. 
La capacidad para detectar rápidamente en los fluidos cor-
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porales la presencia y cantidades de tales materiales* que 
pueden ser sintetizados naturalmente por el cuerpo o inge­

ridos* es a menudo critica para la vida del paciente* Entre 

tales materiales se incluirían* pero no se limitarían a* - 
las hormonas tanto de tipo asteroide como polipéptido, projs 

taglandinas* toxinas y otraB sustancias que pueden estar - 

implicadas en las funciones corporales, tales como la tiro 

xina, triyoditironina, etc* El método de ensayo* para ser 

¿til al médico, deberé ser capaz de establecer una dáferen 
elación entre diferencias extremadamente pequeñas en las - 

concentraciones o cantidades de la sustancia 

2, Descripción, de técnicas anteriores 

En el pasado, so ha empleado diversos métodos para - 
el ensayo de los fluidos corporales, notablemente el radio 

ensayo, el raioinmunoensayo, la cromatografía de capa fina 

y el ensayo de encima amplificado*
El procedimiento del radioinmunoensayo ha sido deseri 

to por Hurphy, Sournal* Glinieal Endocrinology* 2?, 975 - 

(1967)l Xbld, 28, 254 (1968)* El empleo de la técnica de - 
un radioensayo o radioinmunoensayo adolece de varias desven 

tajas entre las que se encuentran los riesgos asociados con 

o inherentes a las sustancias radioactivas* los problemas 
de manipulación asociados, la inestabilidad, la necesidad 

de un equipo costoso para la realización de los ensayo y * 
las dificultades asociadas con la manipulación y separaoión 

de las formas libre y combinada de la sustancia irradiada* 

Eos procedimientos de cromatografía de capa fina es­

tén descritos por Stahl, Ehin layar Chromatography, Sprin- 

ger Verlag, New fork, 1969*
El empleo de métodos dependientes de la cromatografía

-'5 -
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de capa fina para el análisis de cantidades traía de mate­

riales requiere un alto grado de pericia en la ejecución - 

de la.técnica, una cualificaoión que limita la utilidad - 
del método en general* Además».el método es frecuentemente 

5 demasiado lento en ©1 desarrollo del cromatograma, es sen­

sible a una variedad de factores ínterfirientes y adolece 
de- fluctuaciones en la gama de sus características de eje- 

eucién o confiabilidad*
Un ensayo por amplificación de enzima se describe por 

10 Bubenstein y miman» en la Patente de los Estados Unidos -

número 3819837* El empleo de esta técnica requiere la preci 

ea y delicada manipulación de reactivos biológicos de una 
naturaleza extremadamente compleja, tanto con respecto a su 

preparación como a su almacenamiento y utilización* Así — 
15 pues» en virtud de su complejidad y susceptibilidad poten­

cial a las variaciones de las condiciones ambientales, los 

ensayos mediante amplificación de enzimas no han demostra­
do ser completamente satisfactorios con respecto a sensibi_ 

lidad y especifidad*
20 Por lo tanto, un objetivo de la presente Invención -

es proporcionar un método mejorada que detecte y determine 

con precisión pequeñas cantidades de sustancias orgánicas 

en los fluidos corporales.
Otros objetivos, ventajas y características nuevas - 

25 de la invención se harán aparentes mediante la siguiente -

descripción cuando se considere en conjunción con los dibu 

jos acompañantes, en los ques
La Figura 1 es un diagrama sinóptico del proeedimiea 

to de ensayo de la presente invención;
30 La Figura 2 es un gráfico que muestra el cambio en -
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la actividad quimloluminiscente en fraccionen sucesivas de 

grupo coordinador irradiado en filtración de gelaj
la figura 3 es una curva standard desarrollada de a- 

cuordo con el prodecimlento del Ejemplo y
la figura 4 es una curva standard desarrollada de a» 

cuerdo con el procedimiento del Ejemplo II* 
smvRio i b m  m v m o im

la presente invención proporciona al médico y al la­

boratorio clínico reactivos y un método útil para la detec 

cién y ensayo de cantidades extremadamente pequeñas (del - 

orden de 5 « 25 ng/al) de una Smplia gema de compuestos or 

gfinieos existente® en los fluidos corporales* Los reactivos 
de la presente invención se preparan partiendo del compues 
to orgánico que va a detectarse en el ensayo al fijar al - 

mismo un compuesto (tal como el Lusd.no!) que sea capas de 

omitir lúe# A partir de alora, y durante toda la especifi­
cación, al compuesto orgánico que va a detectarse se hará 
referencia como el grupo coordinador, (o grupo coordinador 

n© irradiado)* Los reactivos de la presente invención son 
complejos formados al hacer reaccionar un grupo coordina­

dor con un compuesto orgánico que tiene el mismo potencial 

de luz y al que generalmente se hará referencia en toda es, 

ta especificación como grupo coordinador irradiado quimil- 

luminiscente, o grupo coordinador irradiado*
El método de ensayo reivindicado como invención mia 

se basa en tina reacción inmunológica competitiva entre un 
anticuerpo y el grupo coordinador, y el grupo coordinador 
y el cuerpo coordinador irradiado como se evidencia en la 

siguiente ecuación;
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Grupo coordinador

Grupo coordinador irradiado 
quimioluminiscenta

+ Anticuerpo
%

Grupo coordinador - Anticuerpo

Grupo coordinador irradiado - qui 
mloluminiac ente - Anticuerpoiti

5 321 grupo coordinador presente en el suero del pacien

te, plasma, orina jt otro fluido corporal rivaliza con el g 

grupo coordinador irradiado qutmiolumlniscente por el nóme 
ro limitado de receptores disponibles con lo cual se redu­

ce la cantidad de grupo coordinador quimioluminiscente uni 

10 do al anticuerpo* En las condiciones de quilibrio, por lo

tanto, el nivel de actividad quimioluminiscente unida se - 

relaciona inversamente con la concentración de grupo coor- 
cinador en el paciente como muestra o standard. Después de 

una adecuada incubación para conseguir el equilibrio, las 
13 fracciones libres y  unidas se separan, activándose la fra£

ción libre o unida y cuantificando su emisión de lúe*
DESCRIPCION DS LAS KAgBBIALIZAOIOHEB FISICAS ESPECIA

SIGAS

Esta invención proporciona reactivos adecuados y un 

20 método para detectar o ensayar cantidades tan pequeñas como

de 5 - 25 ng/ml de una aáplia variedad de materiales orgá­
nicos al relacionar la presencia de un caso particular dcj3 

conocido a la actividad quimioluminiscente*

Pueden emplearse diversos métodos para ensayar una - 
25 ámplia variedad de grupos coordinadores* Normalmente, el -

grupo coordinados, el grupo coordinador irradiado quimiolu 

minifícente y el receptor deberán ser solubles en el medio 

empleado. El procedimiento es hacer reaccionar con un anti 
cuerpo adecuado, simultáneamente o en secuencia, el grupo 

30 coordinador y el grupo coordinador irradiado en condiciones
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que peraltan la reacción coapetitiva entre el grupo coor­

dinador irradiado y el no irradiado en los lugares recep­

tores de una sustancia de unión hasta que se produzca el 

equilibrio. La separación física del grupo coordinador uni 

do y el grupo coordinador irradiado del grupo coordinador 

h i unido y el grupo coordinador irradiado, permite activar 

la irradiación de cualquiera de las especies irracJadas un¿ 

das o no unidas.
En casos específicos, el método de activación puede 

servir como base para la separación funcional o discrimina 
ción entre el grupo coordinador irradiado qulmioluminiecen 

te unido y aquella porción del conjunto del grupo coordina 
dor irradiado que no está asociada o unida a un receptor» 
En otros casos la precisión puede requerir que el grupo o- 

coordinador unido y el grupo coordinador irradiado unido - 

estén físicamente separados del grupo coordinador no unido 
y el grupo coordinador y el grupo coordinador irradiado no 

unido.
Al medir la actividad quimioluminiseente del grupo - 

coordinador irradiado, se afiaden al medio sustancias, que 

serón denominadas activadores. La emisión de luz resultan­

te se detecta y registra, En la mayoría de los casos, es - 

deseable registrar la fase de emisión completa o la aotivi 

dad quimioluminiseente total que puede variar desde 100-500 

milisegundos a 5-5 minutos ó més» Alternativamente, si la 

secuencia activación-emisión es rápida, puede ser satisfaz 

torio registrar la altura máxima de la emisión. Al medir - 
las características de emisión del conjunto irradiado, pue 

de determinarse la cantidad de sustancia irradaida presen­

te»
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La concentración de los grupos coordinadores irradia 

dos quimÍolumiBÍscentes utilizados para el ensayo o deter­

minación puede variar ampliamente y dependerá de una varié 

dad de factures tales como la sensibilidad del sistema de 
detección y el número de moléculas quimioluminiscentes fi­

jas a una molécula del grupo coordinador* factor ál que a- 

qui desde ahora en adelante se hará referencia como "rela­

ción de irradiación". Además, la concentración de la sustan 
cia, que va a detectarse o cuantifloarse influirá también 

en los niveles o concentración de los reactivos empleados 

para esa prueba particular.
No puede fijarse un límite superior a la cantidad de 

grupo coordinador que puede determinarse de acuerdo con la 
presente envención debido a que existen muchsB técnicas pa 

ra la dilución o atenuación del sistema de detección de la 
señal que impedirían la interferencia si están presentes - 
excesivos niveles de concentraciones o grupos coordinadores 

irradiados. El límite inferior de las concentraciones de - 

grupo coordinador irradiado que puede corrientemente emplear 

se para los ensayos está limitado únicamente por la canti­
dad -mfrHntft de sustancia quimioluminisceufce que puede detejs 

tarse por los instrumentos de fotodetecoión. Dado que pue­

den fijarse mdltiples moléculas quimioluminiscentes a una 

sola molécula del grupo coordinador y se han desarrollado 
instrumentos de fotodetecciÓn que detectarán cantidades tan 

pequeñas como 10**^ moles de sustancias luminiscentes, el 

método de ensayo de la presente invención tiene una ámplia 

aplicación*
Dentro de determinados límites, relativos a las Cara¿ 

turísticas físicas y químicas del medio, la naturaleza de -



la activación, y al proceso de separación cuanto mayor sea 
el número de moléculas quimioluminiséentes fijadas a una — 

aoleóula particular del grupo coordinador (la relación de 

irradiación) mayor será la sensibilidad del ensayo» En oa~

5 sos tales en los que se desean irradiados raáltiples, la £i

3ación del irradiado puede realizarse directamente por su 

combinación con el grupo coordinador, o alternativamente,- 
varias moléculas qulmioluminisoentes pueden fijarse primero 

a una molécula portadora que está, a su vea enlazada al gru 

10 po coordinador*
la sustancia de unión deberá ser una que sea especifica ps. 

ra el grupo coordinador, ea decir, capas de unirse ánicaaen 

te a ese grupo coordinador particular y su conjugado irra­
diado quimi olUmini ec ent e.

15 la concentración de la sustancia de unión empleada -

para una prueba particular eBtará generalmente relacionada 
con la gama de concentraciones del grupo coordinador que - 
van a ensayarse* En la mayoría de los caaes, la solución - 

del gurpo coordinador puede utilizarse directamente, con - 

20 la excepción de aquellas situaciones en las que una concern

traeión relativamente elevada del grupo coordinador está - 

presente* En tales circunstancias, la solución desconocida 
puede diluirse basta proporcionar una concentración conve» 

niente para el ensayo*
25 Generalmente, las concentraciones de los reactivos,-

con la excepción de la solución del grupo coordenador no i 
rradiada, se mantienen constantes* Las soluciones anticuer 
po que van a emplearse pueden adquirirse comercialmente o 

prepararse por técnica» inmunológioas conocidas* Sólo se - 
requiere un pequefio volumen y se mantiene a las condiciones

*» 9 **

30
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adecuadas de pH, resistencia iónica y la temperatura ade- 

cuada para su actividad. Bes ensayos» generalmente» debe­

rán llevarse a Cabo en condiciones de temperatura moderada 

que se extiendan desde los a 50BC, a un pH dentro de la ga 

ma de 5 a 10» y más a menudo de 6 a 9. Las sustancias amqr 

tiguadoras adecuadas para el método de la presente inven­

ción son el carbonato, borato» fosfato» (trishidroximetil) 

aminometano y el acetato.
La manera de detectar la actividad del irradiado qui 

mioluminiscente puede consistir en la detección directa de 

la reacción quimioluminiscente por medición de la lis visi 

ble emitida a la activación o la actividad del irradiado - 
quimioluminiscente puede determinarse por métodos indirec­
tos tales como la fluororaetría. La elección de las condi ció. 
nes especificas a emplear para el ensayo dependerán de los 
requisitos y condiciones especificas implicados* No obstan 

te, normalmente, serán utilizados medios hidrofíllcoa, par 

tieularmente medios acuosos. Pueden estar presentes otros 

liquidoB, por ejemplo eo-disolventee tales como alcoholes, 

éteres, cetonas, amidas, etc.; la elección particular de - 
las condiciones e ingredientes del medio dependerán de la 

composición particular de los reactivos que vayan a emplear 

se en el ensayo.
Gon repeeto a la composición de los reactivos que - 

van a utilizarse en el ensayo, deberá observarse que puede 

resultar deseable emplear más de un tipo de grupo coordina 

dor irradiado o receptor en la realizaeiÓn del ensayo* El 
empleo de varias soluciones anticuerpo diferentes, por e- 

jemplo, permitiría examinar tina variedad de sustancias si­

multáneamente.



5

10

15

20

25

30

LOS OBITO COORDINADORES
Aquellos materiales da una naturaleza "biológica, bio 

química o farmacológica que han demostrado ser grupos cooj? 

dinadoree adecuados, en la práctica de mi invención, son a 
quelloa materiales para los que pueden encontrarse un ade­

cuado receptor o agente de unión que proporcione una espe- 

cüldad y afinidad satisfactoria para el grupo coordinador. 
Sales coordinadores para los que pueden hacerse disponibles 

los receptores se extienden desde simples moléculas, tales 

como las fenilalkilaminas, especialmente la anfetamina, y 
los barbituratos basta a aquellas moléculas que poséen un e, 

levado orden de complejidad, por ejemplo las proteínas»
Los anticuerpos capaces de unirse específicamente - 

con un grupo coordinador pueden producirse por la introduc­
ción de ese grupo coordinador (si es antigéaico) dentro del 

cuerpo o corriente sanguínea de un vertebrado. Además, gru 
pos coordinadores no-antAgónicos que están unidos a otras 
sustancias que son antigénicas pueden introducirse en la e 

circulación o cuerpo de un vertebrado, resultando la produc 
ción de anticuerpos a aquel material que tienen lugares re 

ceptores para el grupo coordinador.

Otra categoría de grupos coordinadores, basados en - 

la naturales» del receptor, es esa extensa clase de sustan 

cias o grupos coordinadores para los que están disponibles 
receptores que se producen naturalmente. En tales casos, - 

el receptor se produce en un organismo vivo y puede aislar 
se por algfin método o conjunto de procedimientos en una for 
ma especifica para el grupo coordinador* Deberá entenderse 

que los materiales de interés biológico, bioquímico o far­

macológico pueden tener receptores que se produzcan natural



nantíj y también actuar como haptehos cuando so unen a un - 

receptor o molécula portadora» tal como una proteina.
Representantes de los grupos coordinadores a las que 

puede unirse material quiaioluminiscente, por diversos mé­

todos de acuerdo con la presente invención» son*
Erogas de Glasé I, sus metabolitos o derivados y aná

legos*
Esta clase incluye loe alcaloides» por ejemplo» opia 

ceos, tales como la morfina» heroína y otros compuestos de 

composición similar» asi como los análogos de estas drogas] 
meperidina y sus análogosfcatecolamiñaoj barbituratosj glu 

tetimida? cocaina y sus metabolitos y análogos} difenilbi» 
dantolnaj marijuana» tranquilizantes» por ejemplo meproba- 
mato» los benzodiazocicloheptanos, también conocido como - 

librium, fenotiazinas, etc»
Aminoácidos Clase XI» polipéptldos y proteínas que - 

incluyen.} proteínas tales como la hemoglobina» enzimas* a- 

si como mioglobina que incluye anticuerpos y  componentes - 
de inmumorespuesta* También están inoluidas las hormonas — 
tales como la hormona adrenocorticotrofica (ACTH), oxitocí 

na» hormona luteinizante, insulina* gonadotropina corióni- 

ca» gonadotropina pituitaria* hormona del crecimiento, re­
nina bradiquinina, angiotensina, hormona estimuladora del 

folículo y tiroxina de unión con globulina, asi como otras 

sustancias de origen y/o efectos de origen derivado bioló­

gicamente, por ejemplo* tiroxina, triyoditironina, etc* 
Olase III Estercides, que incluyen» 
los estrógenos» gestrógenos, andrógenos* hormonas a- 

drenocorticales, glicósidos cardiotónicoe de ácidos bilia­

res, aglieenas asi como saponinas* Gomo ejemplos espeoífi-
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cos de tales «ateríales se citan los siguientes compuestos 
representativos» testoaterema, andrósterona, equilenina, - 

estrena, estriol, progesterona, pregnenolona, 17-Mdroxi- 

deoxi-cortlcosterona, cortisol, aldosterona, dlgitoxina, - 

digoxina, digoxigenina, dlgitoxlgenina, etc.

Olase IV Vitaminas, que prepresentan un grupo de com 

puestos, que incluye» la vitamina A, el grupo de la vltami, 
na B, las vitaminas D, vitaminas E y K, así como sustancias 

hterogéneas de importancia biológica} los antibióticos, - 
por ejemplo, penicilina, tetraciclina, actinomicina, ácidos 

nuclóicos, polinucleotidos, nucleosidos, serotinina, (3-(2 

aminoetil)5-diidrQXÍndole, espermina, galactosa, ácido fenl^ 

pirávico, pesticidas, fungicidas, nematocidas, células vi­

vientes o no vivientes, derivados de diversos orígenes, in 

oluyendo los bacteriales, protozoarios, plantas algáceas,- 
con origen en vertebrados y bo vertebrados} virus y partí­

culas virales, porciones o extractos derivados de células* 
virus} productos biológicos derivados como consecuencia de 

o indicativos de una condición o variedad de condiciones - 

específicas fisiológicas, tales como la alfa feto proteina 

antígenos cercinoembriónicos, Bañe Cores* etc*
LAS SÜSIAKOXAS QUIHIOm-IIKISCMTES 

La sustancia quimioluminiscente utilizada en la pre­

sente invención es preferiblemente luminol (5-amino-2, 3-d¿ 

bidro-1, 4-eítalazinediona) puesto que el luminol es el que 

mejor se adapta para producir resultados cuantitativos y - 
cualitativos* Otros materiales quiaioluminiscentes que pue. 

den ser utilizados dentro del alcance de la presente inven 
ción incluyen el tetrabis (dimetilamino) etileno, luciferi 

na (de origen bacterial o producido por las luciérnagas),-

- 1 3 -
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el lucigenin (nitrato de dimetil diacridinio) y el oxalil 
cloruro, Cambien son útiles las 2, 3-diiiidroftalazina~l, - 

4-dionas que poaeén la siguiente fórmula estructural gene­

ral t

En 1a, que E puede ser: EHgj EOH^j KHOgH^i NHGHgCgH^; 

HHOOOHgOli KHOOOHgHBj) BBCOOH^fflHHg) H (OHj)jt HÍOgHjJgl 

s (o s2o6h 5)2
El lutainol está representado por la fórmula anterior en la 

que R » EHg,
El material quimioluminiscente puede estar fijado o 

unido directamente al grupo coordinador o análogo del gru­
po coordenador, o en algunos Casos está unido al grupo eoor 

dinador o análogo del grupo coordinador a travás de un ageii 

te adecuado de acoplamiento que puede actuar como medio de 
fijación de la sustancia quimioluminiscente al grupo coor­

dinador, Un agente adecuado de acoplamiento es uno que no 
afecte adversamente a las propiedades quimioluminisoentes 

y biológicas del grupo coordinador irradiado*
El grupo funcional que se utiliza para conjugar la - 

sustancia quimioluminiscente es, en el Caso del luminol, - 

el grupo amino* En otros compuestos, tales como el3uciferin, 

la conjugación se produce a travás del grupo bidroxilo» En 

general, las sustancias quimioluminiscentes que tienen un 

grupo amino o un grupo earboxilo forman conjugados más es-

R O
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tablea con el grupo coordinador» Iamblen se posible modifi 
car el grupo funcional de una sustancia quimlolumlniscente 

para proporcionar una unión más estable al grupo coordina­

dor sin afectar su actividad quimioluminlscente*
El grupo de enlace que puede emplearse para la eonju 

gación de la molécula quimioluminlscente al grupo coordina 

dor puede variar en tamaño desde uno a treinta ¿tomos» y ~ 

puede incluir uno o varioB de los átomos do carbono, nltró 

geno, fósforo, hidrógeno, azufre y oxigeno.
Ejemplos, de conjugación entre un grupo coordinador 

(Hj¡), que poséa un grupo amino o hidroxilo y una sustancia 

quimioluminiseente (Hg) 1®® mismoe grupos funcionales 

se ilustran en las siguientes fórmulasi

0a
—  O —  Bg

S
1

Bj-—  O—  B2

O
II
O B-

0l¡ H ü
Rj——• O— »®í^“ (OHg)——* O— B2

Rj«—  F (0) (OBx) —  K2
K]L— . p (0) (B^ —  Kg

®2
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“ T "

S
II H

(0H2)a-

S
II

o o
11Ej-—  Bg
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23

O

O
II

2—  C— R2

Bg

En las que Z es un grupo hidrocarburo bivalente* 
Como un ejemplo de la reacción de conjugación el50
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5-amino-2, 3-dlhldro-l, 4-eftalazInodiona, (luainol) puede 

unirse a través del grupo amina# La conjugación directa de 

la molécula de luminol puede realizarse por una variedad - 

de métodos# Por ejemplo» reacción del grupo amino del lumi 

nol con thlonil cloruro» con la formación del derivado leo 

tiocianato» y la subsiguiente adición del grupo coordina­

dor que posea un grupo amino reactivo» resultado la forma­

ción del derivado tiourea.
En el caso especifico que el grupo coordinador posée 

un grupo ceto» este grupo puede condensarse oon el grupo a. 

mino del luminol, por tratamiento del grupo coordinador con 

O-oarboxlmetil hidroxilamina hasta formar el derivado oar- 

boxi metil exima#
Bi un grupo carboxilo esté presente en el grupo coor 

dinador, puede evidenciarse como conveniente acoplar direc 
tamente el grupo coordinador con la molécula de luminol me 

diante el empleo de un reactivo tal como B-etll — 3-diaetila 
minopropil carbodiimida ó l-ciolo-5-(2-morfolinoetil)-car- 

bodiimida.
De la adición del reactivo carbodiimida al grupo coor 

dinador, que posée el grupo carboxilo, resulto la formación 

de O-acilisurea derivada, que reaccionaré con el grupo ami 
no del luainol para efectuar la conjugación. Álternattvamen 

te, el N-etil-5-feaÍlosoxazolié-3 sulfoaato (Eeactlco E de 
Woodward) puede utilizarse para la conjugación directa del 

grupo coordinador con el luminol*
La presencia de grupos hldroxilo» en el caso del azu 

cares y sus derivados, puede permitir el empleo de un reae 

tivo tal como el bromuro da cianógeno para la conjugación»
El azúcar reaccionaré con el bromuro de cianógeno, en con-

*  17 -
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alciones apropiadas de jpH, hasta formar el imidocarbonato 

que reaccionará con el luminol, para producir bien el imi- 

docarbonado N-eustituido ó un caruamato U-sustituido.

Un procedimiento alternativo para el acoplamiento del 

grupo coordinador al luminol, en aquellas situaciones en - 

las que el grupo coordinador posé© grupos hidroxilo, como 

es el caso de los aeúcares, es el empleo de reactivos tales 
como el cloruro cianúrico (2,4,5-tricloro-l,3«5-trlazina) 

u otros derivados apropiados de la triazina, tales como la 
2-amino-4,6-bieloro-s-triazina* Un derivado del triazinil 

del azúcar es la primera ¿ase de esta reacción, seguida por 

la adición y enlace de la molécula de luminol a través de 

su grupo arnixto.
Diversos reactivos bifuncionales tales como el glufca 

raldehido pueden también emplearse para la conjugación de 
una sustancia quimioluminiscente tal como el luminol, a un 

grupo coordinador. En condiciones apropiadas de pH y concen 

tración, la adición del luminol al grupo amino del grupo e 

coordinador se produce con una o más de una molécula del - 

glutaraldehido actuando como portadora o puente así como a 
gente de enlace*

AQgXVAOIOU

Pueden utilizarse una variedad de sustancias, aisla­
das o ágatas, para despertar la actividad quiaioluminiecen 
te del compuesto(s) irradiado, ¿as siguientes sustancias se 

han encontrado adecuadas como activadores para la práctica 

de la presente invención»

1 Peróxido de hidrógeno (ULp^){
2 Hlpeclorito (01G);
5 Mir-óxido de sodio (HaCH),



4 Metale* tales como el hierro (I’e+^), Níquel (Mi), 

cobalto ((So);
5 Estructuras que contienen hierro, tales como las - 

profirinas y estructuras relacionadas (hemoglobina,

5 citocrosmos, mioglobina);
6 Polivinilpirrolidona y otras estructuras similares 

de actividad y estructura similar;
7 Riboflavina, y otros materiales similares que posean 

propiedades similares, utilizados por separado o -
10 ¿untos en las reacciones de reducción-oxid&aións y

8 Persulfato de amoniaco y compuestos de naturaleza 
similar.

Los siguientes ejemplos se ofrecen con objeto de que 

la efectividad de la presente invención pueda ser a&s total 
15 mente comprendida. Estos ejemplos se exponen únicamente con

fines de ilustración y no se destinan a limitar en modo al 

guno la prfictioa de la invención.
EJEMPLO 1 * PETEHHINACION DE INSULIKA EN PLASMA SANGUINEO

S, Preparación de insulina - luminol conjugado 
20 Na conjugado insulina-luminol caracterizado por una

relaoión de irradiación de U 10 se preparó mediante disolu 
ción de 2,605 partes por peso de Luminol en una cantidad - 

de 0,01 hidrÓxido de sodio normal en solución. La - 
solución de Luminol se diluyó hasta l.GOQ partes por volu- 

25 men con 0,1 amortiguador fosfato molar (pH 7,7)•
A la solución de Luminol se añadió con agitación un 

volumen igual de una insulina preparada mediante disolución 
4,454 partes por peso de insulina bovina en 1.000 partes 

por volumen de un amortiguador fosfato molar 0,1 (pH 7*7)*
50 La conjugación se inició con la adición gota a gota de 200

- 19 -



partee por volumen de una solución acuosa al 25 por ciento 
de glutaraldehido. El frasco de la reacción se protegió de 

la luz y se dejó que la reacción continuara durante 18 ho­

ras a 252G«
El conjugado insulina-lumlnol se separó de la mezcla 

de reacción por filtración en gela a través de una columna 

de- 2*5 c® por 80 cm de SEPHADEX G-10 (un polisaoarido de­

gradado) con etileno clorihidrina disponible en Pharmacia 

Eine Chemicals* de Piscataway, Hew Jersey)*
La columna estaba equilibrada con 0,1 K de amortigua 

dor fosfato (pH 7»2) y la mezcla de reacción se recogió a 

un caudal de 15 ml/hr*
Partes alícuotas del efluente se verificaron para su 

actividad quimioluminiscente en un contador de escintilae 
ción PACKAR TE1GARB* Una porción (o,l mi) de Cada alicuota 

se añade a un tubo de ensayo de poliestireno y se diluye fe 

hasta 2 mi con agua destilada* El tubo de ensayo se coloca 
en el eontador de escintilación (con el circuito de coinci 

dencia desconectado).
Se preparó un activador por mezcla de soluciones a- 

cuosas conteniendo un 0,5% de ferroelanur© potásico (0,75 

mi), un 50% de peróxido de hidrógeno (0,25 ni) y un 10% de 
sucrosa (1 mi). Esta solución activadora se introdujo cui­
dadosamente por pipeta dentro del tubo de ensayo de polies 

tiren© debajo de la superficie del conjugado insulina-lumi 

nol para formar dos capas.
La difusión a través de la zona límite entre el con­

jugado de insulina-lumlnol en la capa superior y el activa 

dor en la capa inferior produjo como resultado quimiolumi- 

niscencia que se midió por el contador de escintilación* -



la cuenta total durante un período de dos minutos que comen 

z6 JO segundos después de la introducción del activador se 

registra y representa gráficamente en la figura 2* Se obser 

vará en la figura 2 que la actividad quimioluminiscent© cae 
bruscamente con la cuarta fracción» Las primeras cuatro ali 

cuotas se combinan y este conjugado de ineulina-luminol en 

solución se diluye con 9 partes por volumen de amortiguador 

fosfato 0,1 molar (pH 7,2) que Sintiene 5 mg/ml de albúmina 

de suero bovino y se valora en relación con cantidades co­
nocidas da insulina para desarrollar una curva que puede u 

tilisarse en el ensayo cuantitatico rápido de composiciones 

desconocidas»
3» Preparación de la curva standard
(a) Dieciocho tubos de poliestireno numerados se la­

van con una solución al 5$ de albúmina de suero bovino pre 

parada en amortiguador fosfato 0,04 M (pH 7*4).
(b) A 16 de los tubos numerados se añaden 600 ni de 

0,04 M de amortiguador fosfato (pH 7,4) que contiene 5 mg/ 

ol de albúmina, Todos los tubos se mantienen a la tempera­

tura ambiente»
(c) Una y cuatro décimas de mililitro de amortiguador 

fosfato 0,04 M (pl 7,4) se añaden a los tubos numerados 17 

y 18*
<d) Se prepara una solución de insulina humana al d i 

solver lOQOmü 5g de insulina humana en 0,1 H de amortigua­

dor fosfato (pH 7,7) hasta un columen final de 10 mi (Solu 

ción)A), Una dilución de la solución de insulina (Solución 
A) se hace por adición de un volumen de la solución de ineM 

i-fwf* a nueve volúmenes de 0,1 Pí amoritiguador fosfato de pH 

7,7 hasta producir una concentración final de 10 mlí/ml (8&



luoión B)» Estas soluciones standard de insulina se añaden 

a los tubos de ensayo numerados como sigue»
KO» del tubo Insulina Standard Insulina cono MP/tubo

5,6 50 ul Sol. B 0.5

7,8 100 ul Sol. B 1.0

9,10 200 ul Sol. B 2.0

11,12 500 Ul Sol» B 5.0

15,J4 50 ul Sol* A 5*0

15,16 100 ul Sol. A 10.0

(e) A los tubos 3 basta 16 se añaden 2000 ul de Insu 

lin Antiserum agitado la mezcla .suavemente para efitar la- 

formación de espuma*
(f ) A cada uno de los tubos 1 hasta 18 se añaden 200 

ul del conjugado insuliaa-luminol preparado como se ña dea 
arito anteriormente en este ejemplo* Oada tubo se agita - 

suavemente para mezclar los contenidos sin formación de e_B 

puma y se tapan»
(g) Los tubos 1 basta 18 se refrigeran a 2 - 4fl C du 

rante cinco horas»
(h) A cada uno de los tubos 1 hasta 18 se añaden con 

mezcla 1GG ul de un suero sustituto preparado por disolución 

al A# por peso de albúmina de suero bovido y al 3% por peso 
de gammaglobulina bovina en 0,04 H de amortiguador fosfato 

(pH 7*4).
• (i) A cada taño de los tubos 1 hasta 16 se añaden 0,5

de suspensión de carbón revestido Dextran (Schworz/mann), 

y los tubos se mezclan por agitación hasta obtener una sus 

pensión uniforme de earbón.
Estos tubos se mantienen a la temperatura ambiente - 

durante 10 minutos y entonces se centrifugan a 2500 rpm du



25 *

rítate 25 minuto»* El liquido flotante claro de cada tuto - 
de ensayo se decanta dentro de un tubo numerado correspon­

diente de pifiatico tratado con albúmina de suero bovino eo 

mo en el paso (a)*
§ la actividad quimloluatlalscente de cada muestra se -

determina en un espectrofotómetro de doble haz registrador 

de la relación Perkin-Elmer Modelo 124 equipado coa un re­

gistrador en banda de papel y una sección de detección por 

tubo fotomultiplicador*
20 El tubo se colooa en la ranura de salida y las ranu­

ras de entrada de la luz se bloquean* Un activador de hip& 
dorito de sodio (1 al. de solución de bidróxido de Bodio 

normal 0,05 que contiene un 0,5 por ciento por peso de hi- 

poclorito de sodio) se introduce dentro del tubo de muestra 

25 a través de una tubería de plástico de pequeña sección in­

terior de it»« manera que presente la integridad á© hermeti 

cidad a la luz del compartimiento de muestra mientras que 

permita la introducción de la solución activador® dentro - 
de la cubeta de muestra. El eepeotrofotómetro está conecta 

20 do al modeo de detección de energía y ajustado para tina mfi

amplificación. La emisión detectada total se registra 
por medio de un registrador sn banda de papel y se cuanti- 

fioa por la integración electrónica de la zona situaba de­

bajo de la curva. Eos valores de emisión (Ve) obtenidos de 
25 la lectura se representan promediados en la Sa8a I*
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I A B 1 A i

No. del tubo Promedio de la 
cuenta total 
(Zona de la curva)

Porcentaje de la 
actividad irradia 
da total

Cantidad de es 
pecies no irra
diadas

1 - 2 0 0 uu/ffll

3 - 4 10*591 40.8 Irradiado total 
inido por el gru 
po coordinador

5 - 6 9,614 57.1 0.5 uu/ml

7 - 8 7,509 28.2 1.0

9 - 1 0 6,220 24.0 2.0

11 - 12 5,995 25.1 3.0

13 - 14 5,708 22.0 5.0

lf -16 5,668 21,8 10,0

17 - 18 25,945 100 Actividad irradia 
da total del con-
¡jugado insulina- 
luminol
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Una curva de valoración ae construye al representar - 

gráficamente el porcentaje déla actividad irradiada total - 

para cada tubo de muestra (conteniendo una cantidad conoci­
da de insulina)» Esta representación de los datos de la 5a- 

5 bla X se reproduce en la figura 5.
Al utilizar el procedimiento de ensayo descrito ante­

riormente, la cantidad de insulina de una muestra desconocí 

da puede determinarse rápidamente por la interceptación del 

"porcentaje unido" coa la curva standard déla figura 5,
10 0. Ensayo clínico

Se lavan cuatro tubos de poliestireno numerados con ti 

na solución de albúmina de suero bovino al %  preparada en 

0,04 m de amortiguador fosfato (pH 7,4).
(a) Se añadieron alícuotas de suero humano a estos tu

Ij bos numerados de poliestirerio como s© indica a continuación

No. del tubo Volumen de suero

l$f20 100 va

21,22 25 ul
los tubos 21 y 22 se recomendaron para un ensayo clínico en

20 que se anticipaba una concentración de insulina en exceso -

de 20 nU/ml,
(b) A cada tubo se añadiesen 800 ul de 0,4 M de amor­

tiguador fosfato (pl 7,4) que contenía un %  de albúmina bo 

vida por litro y 100 ul de antisuero insulínico. los tubos
25 ae mesolaron suavemente para evitar la formación de espuma.

(o) A cada tubo se añadieron 200 ul del conjugado in- 

sulina-luminol preparado como se describe anteriormente en 

este ejemplo, los tubos se agitaron suavemente paraevitar — 

la formación de espuma, cada tubo se tapó y se refrigeró a 

30 2 - 4AG durante 4,5 horas.
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(d) Setenta y cinco microlitros del suero sustituto - 
que contenían un 4 por ciento de albúmina de suero bovino y  

un 3$ de gamma globulina bovina en 0*04 de amortiguador fos­

fato (pl 7,4) se añadieron a los tubos 21 y 22 mezclándose

5 a fo#do.
(e) A cada uno de los tubos 19 basta 22 se añadieron 

0,5 mi de una suspensión de carbón revestido Uexfcran (Schwarz/ 

mam) y les tubos se mezclaron por agitación para obtener u 

na suspensión uniforme del carbón* Estos tubos se manturie—

10 ron a temperatura ambiente durante 10 minutos* y entonces —

de centrifugaron a 2500 rpm durante 25 minutos* El material 

flotante claro de cada tubo se decantó dentro de un tobo de 
plástico numerado correspondientemente que había sido lavado 

con albúmina de suero bovino al 5% «n un amortiguador fosfa 

15 to 0,04 (pH 7,4).
la quimioluminiscencia emitida por cada tubo que con 

tenía una solución decantada cuando se colocaba en un espee, 

trofotómetro Perkln-Almer y se activaba como se ha descrito 

anteriormente* está resumida en la Tabla II

20 S A B I A  II

íío. del tubo Cuenta total pro. Porcentaje de 
mediada actividad irra
(zona de la curva) diada total

19 - 20 5,955 22.9

Cantidad de especies 
no irradiadas.

uU/ml

21 -  22 9,370 3S,0 3.02

25 la curva standard muestra que el 36$ es equivalente a

un nivel de insulina de 0,48 utf insulina/tubo* la insulina
calculada como uU/ml de suero (100 ul de suero tomado como

muestra) es»

uü/tubo X 10 - 0,48 X 10 - 4,8 ulJ/ml

JO EJEKP10 II - PROCEDIMIENTO PAPA EL ENSAYO CUANTITATIVO BE IOS
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MVSLES PE DlflOmA EN SUERO
A. Preparación del conjugado Bigoxlna-Luminol,

Qii conjugado de Blgoxlna-Luminol caracterizado por u- 

na relación de irradiación de lsl se prepara disolviendo - 
5 1,00 partee por pese de Digoxina ©n 0,1 H de amortiguador -

sulfato, la solución de digoxina se diluye hasta 500 partas 
por volumen con amortiguador acetado adicional y se añade - 

aetanol suficiente hasta hacer llegar el volumen final de - 

la solución a 1000 partes. Esta solución se protege de la - 

10 luz mientras se añaden 4,53 ag de periodato de sodio y la -
meada se agita a 25fi C durante 90 minutos. A1 final de este 
tiempo se añaden 10 mi de Tina solución que contiene 0,454 - 
mg/ml de luminol* La solución de luminol se prepara disolvieh) 

do 0,453 gramos de luminol den la cantidad mínima de 0,05 B 
15 hidréxido de sodio y se diluye con 0,1 K de aaortiguador a-

cetato (pS 9,5) hasta un volumen final de 1 litro. La agita 
ción se continua a 258 0 durante 120 minutos adicionales y 

se añaden 100 mg de bcrohldrido de sodio a la mezcla de reao 

ción* La agitación se continúa a 25® 0 druante otras 18 ho- 

20 ras. Un mililitro de una solución de glicol etileno al 15%

en 0,1 K de amortiguador acetato (pB 9,5) se añade entonces 
a la mezcla de reacción, reduciéndose la temperatura a 48 0 

y continuando la agitación durante otras 48 horas.

La separación del conjugado digoxina-luminol de la mejs 
25 d a  de reacción se consigue por filtración selectiva a traw

vÓs de un conjunto filtro AHUTCQ UH-2 bajo 60 libras de ni­
trógeno con adición continua de aaortiguador fresco. El pB 
del amortiguador añadido se disminuye gradualmente desde 9*5 

a 7,4 durante el procedimiento de filtración que se lleva a 

JO cabo durante 5 días y al final de cuyo tiempo el filtrado -
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no exhibía más quimiolumíniscencia cuando se activaba con 

»n reactivo de hipoclorito alcalino#
El conjugado Bigoxlna-Lumincl (retenido pon el filtro) 

se disuelve en 100 partes por velamen de 0,1 Ü de amortigua

5 dor fosfato (pH 7,4) conteniendo 5 mg/ml de albúmina de sue
ro bovino y se valor isa en relación con cantidades conocí- 

das de digoxina para desarrollar una curva que puede emplear 

se en el ensayo rápido cuantitativo de composiciones desco­

nocidas#
10 B# Preper adán de la curva standard

La curva standard se desarrollé por el procedimiento 

descrito en el anterior Ejemplo IB*
(a) A 16 tubos de poliestireno numerados (lavados con 

albúmina de suero bovino como se describe en el Ejemplo IB)
15 se añade una solución de 200 ul de un suero humano standard

que se sabe libre de digoxina, glicosidos u otras. sustancias 

que pudieran interferir con el ensayo*
(b) A los tubos 1 y 2 se añaden 50 ul de 0,01 H amor­

tiguador fosfato en 0,15 H salina (pH 7^4),
20 (c) A loe tubos 1 hasta 16 se añaden 1 mi de 0,01 amor

tiguador fosfato en 0,15 K salina (pH 7*4-)*
(d) Una solución standard de digoxina en un 50% de efr 

tanol (disponible comercialmente en Schwartz/Mann) se vuelve 

a diluir con una solución compuesta de un 30% do etanol en

25 0,01 m salina amortiguadora fosfato (0,15 salina, pS 7*4) -

para producir una serie de satandards que contienen de 0,4 
ng/ml a 10 ng/ml de digoxina, Estas soluciones standard se 

añaden como siguej
Tubo Volumen Concentración

5,630 50 ni 0.4 ng/ml
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7,a 50 ul 1*0

9,10 50 ul 2.0

11,12 50 ul 3*0

15,14 50 ul 5*0

15,16 50 ul 10.0

(e) A los tubos 3 basta 16 se añaden 20 ul del conju­

gado digoxlna-lUBlnol preparado como se deecrib© anterior­

mente en este ejemplo.
(f) A los tubos 1 basta 14 se añaden 20 ul de digoxi- 

n& antisera# los tubos se mezclan bien por agitación y se in 

cuban a temperatura ambiente durante JO minutos después de 

la adición de la antisera#
la actividad quimioluminiscente de cada muestra se de 

termina en un espectrofotómetro de registro de relación de 
b&a doble ÍE Modelo 124 como se describe en el Ejemplo i an 

teriormente. 100 mililitros de una solución de hemoglobina 

preparada por disolución de 0,1 g de hemoglobina bobina en 
1 libro de 0,1 M amoritiguador botado (pH 10) se añaden al 

tubo 1, el tubo se coloca en el espectrofotómetro y un miau 

to después de la adición de la hemoglobina se añaden 200 ul 

de fluido activador, una solución de peróxido de hidrógeno 

al 5?̂  en 0,1 m de amortiguador borato (pH 10,0) se añade# - 

La emisión total detectada se registra en un registrador de 

banda de papel y se cuantifíca por la integración electrón!

ca de la zona bajo la curva.
El procedimiento descrito en el párrafo precedente se 

repite con los tubos 1 hasta 16 y se registra la emisión t& 
tal de cada muestra# Estos valores (Ve) obtenidos de la lee, 

tura se promedian en la Sabia 1X1*
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del Tubo Promedio de la 
cuenta tabal del 
intearador

Porcehtaáe de aeti 
vidad irradiada to’ 
tal "*

Cantidad de digoxina 
no irradiada (ng/ml)

1,2 265 ICO Conteo total

5,4 224 88*2 Total irradiado unido 
grupo coordinador

5,6 211*7 79*8 0*08 ng/ml

7,8 194.7 73.5 0.20 ng/ml

9,10 164*1 61.9 0.40 ag/rnl

11,12 138.4 52*2 0.60 ng/ml

13,14 121*6 45.9 1.0 ng/ml

15,16 94.4 35*6 2.0 ng/ml



5

10

15

20

25

30

- 31 -

Una curva de valoración se construye representando - 
gráficamente el procentaje de la actividad total irradiada 

para cada tobo de muestra (que contiene una cantidad cono­
cida de digoxina)• La representación gráfica de los datos 

contenidos en la Tabla III .se reproduce en la Figura 4,

0. Ensayo clínico
(1) , Dos tubos numerados de poliestireno (17 y 18) se 

lavan con una solución de albúmina de suero bovino como se 

describe anteriormente en el Ejemplo I C*
(2) . Doscientos microlitros de suero humano que van a 

ensayarse, para el contenido, en digoxina se añaden a loe tu 

bos 17 y 18*
(3) Los tubos 1? y 18 se incrementan con 1 al de 0*01 

M (pH 7*4) de amortiguador fosfato en 0,15 N de salina,
(4) A los tubos 17 y 18 se añaden 20 ul del conjuga­

do digoxina-lumlnol preparado como se describe anteriormen 

te en este Ejemplo,
(>'5) a los tubos 17 y 18 se añaden 20 ul de digoxina- 

antisuero. Ambos tubos se mezclan bien por agitación y se 

incuban a temperatura ambiente durante 30 minutos después 

de la adición del antisuero,
(6) Cien microlitros de una solución de hemoglobina 

descrita anteriormente en el párrafo B de este Ejemplo, se 

añaden a los tubos 17 y 18, Los tubos se colocan, en el esp 
pectrofotómetro y un minuto después de la adición de la be 

moglibina a cada uno de ellos, se añaden 200 ul del fluido 
activador descrito anteriormente en la Sección B de este - 
Ejemplo, El promedio de la emisión total, Ve, descubierto 

es de 151,3 unidades integradoras.
La interceptación del valor de la emisión media para
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los tubos 17 y 18 de la curva standard de la Figura 4 indi 

ca la digoxina presente en el suero ensayado a un nitrel de 

0*50 ng/ml.
BJEHELO III * M B A  YO OUAHTITAglTO PE LOS NIVELES 2E PIGQXI 

ITA m  SOBRO
El proceso descrito anteriormente en el Ejemplo II - 

puede modificarse para reducir o eliminar cualquier activi 

dad inhibidora, si está presente, en el suero humano, plaj3 

ma u otro fluido corporal que vaya a ensayarse, por la adi 

cién al suero u otro fluido corporal en cada tubo de mues­

tra (del 1 hasta el 18) la siguiente adición del 0,01 H de 

amortiguador fosfato en 0,15 M de salina, 100 ul de la frac 

ción globulina de un antisuero de suero enti-humano.
Beberá entenderse que el descubrimiento que anteriormente 

se ha especificado es a modo de ejemplo concreto y que pue 

den efectuarse numerosas modificaciones y variaciones den­
tro del campo de aplicación de esta invención* los procesos 

descritos en los ejemplos especificas anteriores pueden mo 
dificarse o realizarse mediante muchas técnicas standard - 

bien conocidas cuando se desée, mediante un tratamiento ej* 

pecial del suero, plasma o fluidos corporales como prere­
quisito para la realización de un ensayo o utilización pos, 

terior. Sal tratamiento especializado puede incluir, por e 

jemplo, la filtración mecánica, la diálisi u otros métodos 

bien conocidos de separación molecular* También son posibles 

numerosas variaciones o modificaciones con respecto al fo,r 

mato físico de los ensayos que inoluyen la utilización de 

diversos tipos de partículas, añadidas a las soluciones de 
ensayo o sistemas de reacción con la intenoión de separar 
física o fimcionalmente el grupo coordinador irradiado aso.
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ciado con el anticuerpo del grupo coordinador irradiado li 
bre (no asociado con el anticuerpo)*

üalee sistemas de partícula, a modo de ilustración, 

pueden consistir en partículas o tubos de carbón revestido 

5 Dextran* partículas o tubos de dextran a los que se ha uni

do un anticuerpo, a los bien conocidos procedimientos median 

te partículas de l&tex*
Asi pues, la presente invención está limitada única» 

mente al alcance expuesto en las reivindicaciones enejas,
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R S I V I S P I Q A g I Q f f E B

1«- Procedimiento para el ensayo de compuestos acti­

vos farmacológica, inmunologica y bioquímicamente en los - 

fluidos 13101681000, caracterizado por el conjugado de una 
sustancia quimioluminiscente como grupo que tiene una ac­

tividad luminiscente medible por medios fotosensibles en - 

el- que dicho grupo coordinador es insulina y dicha sustan­

cia quimioluminiscente es luminol.
2,- Procedimiento para el ensayo de compuestos acti­

vos farmacológica, inmunologica y bioquímicamente en los — 

fluidos biológicos, segfin reivindicación 1 caracterizado - 

por un conjugado de una sustancia quimioluminiscente como 

grupo coordinador activo farmacológica, inmunológica o hijo 
químicamente que tiene una actividad luminiscente medible 

por medios fotosensibles en el que dicho grupo coordinador 

es digoxina y dicha sustancia luminiscente es luminol*
5»- Procedimiento para el ensayo de compuestos acti­

vos farmacológica, inmunologica y bioquímicamente en los - 

fluidos biológicos, segfin reivindicaciones anteriores carao, 
terizado por un conjugado de una sustancia quimioluminis­

cente como grupo coordinador activo farmacológica, inmuno- 
lógica o bioquímicamente que tiene una actividad luminis­

cente medible por medios fotosensibles én el que dicho gru 
po coordinador se selecciona del grupo compuesto de drogas, 
aminoácidos, esteroides, vitaminas A y D y E y K, antibió­

ticos, ácidos nucleicos, polinucleótidos, nuoleosidos, sa- 

cárídos, serotonina, (5, 2 aminoetil)-5 hidroxindole, esper 
mina, galactosa, ácido fenilpirfivico, pesticidas, fungici­

das, nematocldas, células y extractos celulares, virus y - 

partículas de virus y dicha sustancia quimioluminiscente -
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se selecciona del grupo compuesto por 2,5-dlhidroft ali zina 

-1,4-dionae de la siguiente fórmula generali

S

'N.HH

II
0

KH

En la que H es: JOL,; XCHj? NHOHgOgH,,; KHOOCHgOl} - 
HHCOCHgRHgj KHOOCHgNHKHg} H (GHj)2 ) NÍOgH^j NCOHgOgH^)} - 

y tetrabie (dimetilamina), etileno, luciferina, lucigenina

y oxalil cloruro»
4,« Procedimiento pora el ensayo d® compuestos acti­

vos farmacológica, inmunologica y bioquímicamente en los - 
fluidos biológicos, caracterizado por el grupo coordinador 

quimioluminiacente oonáugado de la reivindicación 5, en el 

que dichas drogas incluyen sus metabolitos, derivados y a— 
nálogos y están seleccionadas del grupo compuesto por alca 
loldes, meperidina, catecolaminas, barbituratos, glutetimi. 
da, cocaína, difenll-hidantoina, mariguana y tranquilizan­

tes; incluyendo los dichos aminoácidos polipáptidos y pro­

teínas seleccionadas del grupo compuesto por hemoglobina,- 

encimas, mioglobina, anticuerpos, componentes dé inmunorres 

puesta, hormonas, insulina, gonadotropina coriÓnica, gona- 

dotropina pituitaria, hormona del crecimiento, renin bradl 

fclnlna, angiotenein, globulina de unión con tiroxina foli­

cular, tiroxina y triyodotironina; y dichos asteroides es­
tán seleccionados del grupo compuesto por estrógenos, ges- 
trogenos, androgenos, hormonas adrenocorticoles, ácidos bi 

liares, glieósidos cardiotónicos, agliconas, saponinas, %  

cluyendo testosterona, androsterona, equilenina, estrona,v



5

10

15

20

25

50

- 56 -

estriol, progesterona, pregnenolona, 17-hidroxiáeoxi-corti. 
costerona, cortisol al&osterona, digitoxina» digoxinadigo- 

xígena y digitoxigenina.
5*— Procedimiento para el ensayo de compuestos acti­

vos farmacológica, inmunologica y bioquímicamente en los - 

fluidos biológicos, según reivindicaciones anteriores, ca­

racterizado por un conjugado de insulina—luminol preparado 

por la reaeión del luminol con la insulina on presencia - 

de glutaraldebido*
6,- Procedimiento para el ensayo de compuestos acti­

vos farmacológica, inmunologica y bioquímicamente en los - 

fluidos biológicos, caracterizado por el conjugado de insu 

lina-luminol de la reivindicación 5 que tiene una relación 

de irradiación de alrededor de lilO.
7»- Procedimiento para el ensayo de compuestos acti­

vos farmacológica, inmunologica y bioquímicamente en los - 

fluidos biológicos, según reivindicaciones anteriores, ca­

racterizado porque el método de activación de un conjugado 
de insulina-lumlnol que comprende la adición a aquél de u- 

na solución que contiene un álcali metal ferricianuro y pe 

róxido de hidrógeno,
8, - Procedimiento para el ensayo de compuestos acti­

vos farmacológica, inmunologica y bioquímicamente en los - 

fluidos biológicos, según reivindicaciones anterioes, earac 

terizado porque El método de activación de un conjugado de 

insulina-lujjtinol que comprende la adición a aquél de un - 

álcali metal hipoelcrido,
9. - Procedimiento para el ensayo de compuestos acti­

vos farmacológica, inmunologica y bioquímicamente en los - 
fluidos biológicos, según reivindicaciones anteriores, ca-



racterizado por un conjugado de digoxina-luminol prepara­

do por la reacción de la digoxiaa son luminol en presencia 

de un álcali metal preiodato y la adición de un álcali me­

tal borohidrldo a la mezcla de reacción así obtenida#
5 10*- Procedimiento para el ensayo de compuesto» acti­

vos farmacológica* Inmunologías y bioquímicamente en loa - 

fluidos biológicos, caracterizado por el conjugado de digo 
xiaa-luainol de la reivindicación $ que tiene una relación 

de irradiación de alrededor do 1»1*
10 U # -  Procedimiento para el ensayo de compuestos acti

vos farmacológica, inraunologica y bioquímicamente en los - 

fluidos biológicos, segfin reivindicaciones anteriores carao, 
terizado porque al método do activación de un conjugado de 

digoxina-luiainol que comprende la adición a aquél de perfi­

lé xldo do hidrógeno y hemoglobina#
12#« Procedimiento para el ensayo de compuestos acti, 

vos farmacológica, inaunologica y bioquímicamente en los - 

fluidos biológicos» segón reivindicaciones anteriores, ca­

racterizado porque un método de determinar la presencia de 
20 un grupo coordinador en un medio que se suspecha contiene

dicho grupo coordinador que comprende} colocarlos Juntos - 

en una zona líquida acuosa (1) dicho medio, (2) un grupo - 
coordinador irradiado quimioluminisoente y (5) una sustan­

cia de unión soluble que tiene lugares capaces de unirse á 

2? nicamente a dicho grupo coordinador y a la porción del gru
po coordinador de dicho grupo coordinador irradiado qulmio 

luminiscente} siendo la concentración de dicha sustancia - 
de unión tal que existen Insuficientes lugares receptores 

para combinarse con todos los dichos grupeo coordinadores 
50 irradiados presentes en las tres mezclas componente»} y a-

- 5 7 *



nalizar en dicha zona el efecto de dicho medio en la cantl 

dad de medio coordinador irradiado quimioluminiscente uni­

do a dicha sustancia de unión.
13, • Procedimiento para el ensayo de compuestos acti 

vos farmacológica, inmunologica y bioquímicamente en los — 

fluidos biológicos, caracterizado por un método de acuerdo 
con la reivindicación 12 en el que dicho grupo coordinador 

es insulina.
14. *- Procedimiento para el ensayo de compuestos acti 

vos farmacológica, inmunologica y bioquímicamente en los — 

fluidos biológicos, caracterizado por un método de acuerdo 

con la reivindicación 15, en el que dicho grupo coordinador 
irradiado quimioluminiscente es un conjugado de insulina-lú 

minol.
1$,- Procedimiento para el ensayo de compuestos acti 

vos farmacológica, inmunologica y bioquímicamente en los - 

fluidos biológicos, caracterizado por un método de acuerdo 
con la reivindicación 12, en el que dicho grupo coordinador 

es digoxina.
16. - Procedimiento para el ensayo de compuestos acti 

vos farmacológica, inmunologica y bioquimicemente en los - 

fluidos biológicos, caracterizado por un método de acuerdo 
con la reivindicación 15 en el que dicho grupo coordinador 
irradiado quimioluminiscente es Un conjugado de digoxina- 

luminol.
17. - Procedimiento para el ensayo de compuestos acti. 

vos farmacológica, inmunologica y bioquímicamente en los - 
fluidos biológicos, caracterizado por -un método de acuerdo 

con la reivindicación 12 en el que dicha sustancia de unión 

es un anticuerpo.
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18.- Procedimiento para el ensayo de compuestos acti 

vos farmacológica, inmunológica y bioquímicamente en los £ 

fluidos biológicos, caracterizado por un método de acuerdo 

con la reivindicación 12 en el que dicho grupo coordinador 

es una droga, su análogo o metabolito.
19*— Procedimiento para el ensayo de compuestos acti 

vos farmacológica, inmunologica y bioquímicamente en los - 

fluidos biológicos, caracterizado por un mltodo de acuerdo 

con la reivindicación 18 en el que dicha droga está selec­

cionada del grupo compuesto de alcaloides, morfina, heroí­

na, meperidina, catecolaminas, barbituratos, glutetimida,- 
oaeaina, defénil-hidantoina, marijuana, tranquilizantes, - 
neprobamato, los benzodiazociacloheptanos, fenotiozinas y 

metabolitos o análogos de los mismos.
20. - Procedimiento para el ensayo de compuestos acti 

vos farmacológica, inmunologica y bioquímicamente en los - 

fluidos biológicos, caracterizado por un método de acuerdo 
con la reivindicación 12 en el que dicho grupo coordinador 

es una proteina.
21, - Procedimiento para el ensayo de compuestos acti 

vos farmacológica, Inmunologica y bioquímicamente en los - 

fluidos biológicos, caracterizado por un método de acuerdo 

con la reivindicación 20 en el que dicha proteina se selec 

clona del grupo formado por polipéptidos, hemoglobina, en­
zimas, mioglobina, anticuerpos, componentes inmunoresponsa 

bles, hormonas, AC5EG, oxitocima, hormona luteinizante, in­

sulina, gonadotropdtna coriónica, gonadotropina pituitaria, 
hormonas del crecimiento, renin bradikinina, angiotensina, 
hormonas estimuladora del folículo y globulina de unión ti 

roxina.
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22*- Procedimiento para el ensayo de compuestos acti 

vos farmacológica, inmunologica £ bioquímicamente en los - 

fluidos biológicos, caracterizado por un método de acuerdo 

con la reivindicación 12 en el que dicho grupo coordinador 

es un esteroide.
23. — Procedimiento para el ensayo de compuestos actj» 

vos farmacológica, inmunologica y bioquímicamente en los - 

fluidos biológicos, caracterizado por un método de acuerdo 

con la reivindicación 12 en el que dicho grupo coordinador 

es una vitamina,
24. - Procedimiento para el ensayo de compuestos aeti, 

vos farmacológica, inmunologica y bioquímicamente en los • 

fluidos biológicos, caracterizado por el método de la rei­
vindicación 12, en el que dicha sustancia de unión esté, ais 
lada y la cantidad de grupo coordinador quimioluministente 

unida a aquella se determina por la adición de un activador 

y midiendo la luz emitida.
25. - Procedimiento para el ensayo de compuestos actjl 

vos farmacológica, inmunologica y bioquímicamente en los - 

fluidos biológicos, según reivindicaciones anteriores, ca­

racterizado porque una sustancia inmunológicamente activa 

eo$o grupo coordinador conjugado quimilúminiscente que tie 

ne actividad luminiscente medible por medios fotosensibles.

26. - PROCEDIMIENTO PARA EL ENSAYO DE COMPUESTOS ACTI 

VOS FARMACOLOGICA, INMUNOLOGICA Y BIOQUIMICAMENTE EN LOS - 

FLUIDOS BIOLOGICOS.
Todo conforme se describe en la Memoria que antecede 

se ilustra como ejemplo de ejecución en los planos unidos 

a ella y se reivindica.
Esta Memoria consta de cuarenta y una hojas, foliadas
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escritas a máquina por una sóla cara j  planos que la acom­

pañan*
Madrid, 20 de ¿‘unió de 1977 

CHARLES L. HAIER, ÍTr.
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