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MEMORTA DESCRIPTIVA

La presente Patente de invencidn se refiere a un

procedimiento para la determinacidn de hormonas y férmacos

" no ligados.

Los esteroides se unen én el suero humano a las
protefnas. En la analitica clinico-quimica de las hormo-
nas, las determinaciones de hormonas se basan casiAexclu—_
sivamente en el principio de deshacer el enlace de la
ﬁroteina de transporte con las horménas y'medif la concen-~
tracidn total de la hormona. Como tégnicas para la elimi-
nacidén del enlace se pueden considerar diferentes proce-

dimientos tales como extraccién por disolventes, desnatu-

ralizacién por calor, hidrélisis enzimdtica, o bien accidn-

de medi5 alcalino.

E1l contenido de la proteina de enlace en el
suero humano no siempre eé igualmente grande. Es sabido
gque en pacientes sometidbs a terapia antiovulatoria o bien
en las Gltimas fases del embarazo se pueden medir valores
elevados de, por ejemplo, globulina que se une al cortisol
o bien globulina que se une a la tiroxina. Adem&s;se han -
encontrado aumentos o disminuciones aislados del contenido
de la proteina de unién o de enlace, cuya'repeticién
familiar y transmisidn sucesoria todavia es objeto de
discusiéh.

Dichos niveles variados de proteinas de enlﬁce,
llevan en la determinacién global de las hormonas a valo-
res que indican un sindrome determinado, mientras que los

pacientes no muestran el cuadro clinico del correspondien=
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te sindrome, puesto que la regulacidn de las hormonas -
aparentemente tiene lugar solamenée en la parte no unida a
la proteina, mientras que la parte unida a la proteina es
biolb6gicamente inactiva. _

Las t&cnicas conocidas para la determinacidn de
hormonas unidas a las protefnas y h&rmonas libfes son o.
bien del tipo en las que se mantiene un equilibrio entre
las hormonas unidas o ligadas y libres durante la disgre-
gacién, tal como pdr ejemplo en la didlisis clésica de
equilibrado o bien la ultrafiltraci&n; o bien otras té&c~
nicas, én las cuales no se mantiene el equilibrio durante
la. disgregacibn, £al como por ejemplé la cromatografia de
columnas o bien los métodps de absorcidn, que no obstante,
son una medida o ‘indicacidn de la verdadera proporcién
libre de la hormona. En estas técnicas el tiempo de reac-
¢idn es un factor critico,.puesto que el enlace entre
absorbente y esteroide es ‘irreversible. '

Los procedimientos conocidos de disgregacién son
muy engorrosos y suministran solamente el porcentéje de
hormona libre. El valor absoluto debe ser calculado median-

te procesos adicionales de evaluacién de la concentracién

global de la hormona. Mediante esta determinacidn indirec-

ta la medicién presenta inexactitudes, incluso prescindien-
do de lo engorroso de las t&cnicas empleadas, que son
necesarias para la determinacidn percentual.

BEs una finalidad de la presente invencidn el

proporcionar un procedimiento para la determinacidn de

hormonas no ligadas o farmacos, que permitan la determi~
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nacién de la concentracidn absoluta de la hormona libre y

no fundamentalmente el porcentaje. El procedimiento debe

. ser ademds sencillo y automatizable.

Es una finalidad de la presente invencién un
procedimiento para la determinacidn de hormonas o firmacos
no unidos o ligados mediante la reaccidn de la hormona ©
del f&rmaco con un anticuerpo y valoracién radioinmuno-
l8gica, que se caracteriza porque una hormona ho 1igada;
una hormona ligada o unida a una proteina de enlace y una
solucidn que contiene una proteina de enlace, es suminis-
trada a un anticuerpo inmovilizado, dejando reaccionar la
hormona no ligada con el anticuerpo, procediendo a la
elusidn de la hormona unida a la proteina de enlace y de
la proteina de enlace con una solﬁcién que contiene hormo-
na marcada,’i procediendo de forma'que la hormona marcada
se deja reaccionar con el anticuerpo, ?rocediendo a la -

elusibn de la hormona marcada no unida con el anticuerpo,

"y procediendo a la determinacién de la hormona marcada.

La presente invencidn consigue la determinacién
de la concentracidén absoluta de hormonas no unidas o
enlazaaas o de f&rmacos, en un proceso. Este mé&todo de
determinacién es extraordinariamente sencillo, r&pido y
automatizable. ' ‘

- El procedimiento objeto de la Patente descansa
sobre el presente principio. En el suero o plasma se
encuentra la hormona o el firmaco (H) en equiiibrio-termodi~
né&mico con la proteina de transporte_KB) de formg corres=

pondiente a la’ley de masas:
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H + Ba==—=<==>HB.

8i el suero es suministrado a un polvo de anti-
cuerpo seco, la matriz empieza a hincharse de forma acen-
tuada. Este proceso de hinchado, que tiene lugar muy
ripidamente, lleva a la separacidn de la hormona libre,
difusible y del complejo hormona/prbteina de enlace,
puesto que durante el proceso de hinchamiento, a causa de
la pequefia dimensidn de los poros de la matriz, solamente
pueden penetrar en ééta moléculas relativamente pequefias.
Las hormonas libres de pequefias dimensiones serdn trans-
portadas con el flGido en el interior V, del gel, mientras
que las proteinas y las hormonas unidas a proteinas, a
causa de las pequefias dimensiones de los poros del gel
solamente podrén utilizar el volumen externo Va que rodea
la particulé de gel. Con el proceso de hinchado se conse-
guird pr&cticamente una completa disgregacibn extraordina-
riamente ré&pida de las hormonas libres y unidas.

Puesto que el anticuerpo se encuentra en-el
volumen comprendido por, las particulas de gel Vi que ‘
representa aproximadamente de 80 a 90% del volumen total
del gel, tiene lugar alli la reaccidn del anticuerpo con -
la hormona que penetra:

Ak + Hm——==AkH.

En una éegunda fase tiene lugar la elusitn
solamente en lo necesario para que tehga lugar la elusidén
del volumen exterior Va. En Va se encuentran entre otros
tambi&n la proteina de enlace y el qémplejo hormona/protei-

na de unidn.
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La hormona difusible se ernicuentra después del
proceso de hinchado principalmente en el volumen interno
del gel V, . Durante el proceso de hinchado se ha mezclado

el anticuerpo con la hormona. Ademds el volumen Vi es

~ sensiblemente més grande que Va’ A causa de esto, mediante

una elusidn, que interesa solamente el volumen externo Va'
serd eliminada por elusidn solamente una pequefia canti-
dad de la hormona difusible, hacia afuera del gel.

En caso que la elusidn de la hormona/complejo de
proteina de enlace sea llevada a cabo con una solucién,
que contiene hormona marcada, se puede interesar en una
segunda reaccién_porAla‘ﬁormona marcada, el anticuerpo que -
no ha fotmédo complejo todavia por la hormona no marcada.

Puesto que las reacciones de la hormona no

‘marcada y de la hormona marcada con el anticuerpo tienen

lugar una despué&s de la otra, no se puede esperar en la
incubacidén con ia hormona marcada la formacidn de equi-
librio. Después de un cierto tiempo puede tener lugar la
disgregacidn de las hormonas unidas al anticuerpo y de

las hormonas no unidas, mediante elusidn con solucién

" equilibradora.

La medicién de la concentracién de la hormona

marcada pﬁede tener lugar en el eluido o bien en el gel de

forma conocida por radiologfa. La determinacidn radioin-
munoldgica de las hormonas no marcadas es igualmente
conocida. Una descripcidn de los enséyos radioinmunolégi-
cos se encuentra por ejemplo en Clinical Chemistry, Vol.

9, Ne 2, 1973, p&g. 1l45. En caso necesario, se pueden
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considerar también métodos de determinacidén alternativos,

tales como la determinacidn fluoroinmunolSgica o bien la
determinacitn por medio de marcado enziméitico.

El proceso objeto de la invencién es apropiado
para la determinacidn de diferentes hormonas y férmacos
que se encuentran en el suero o0 en el plasma unidos parcial-

mente a proteinas de enlace especificas o no especificas.

Se pueden considerar en este caso las hormonas de la

tiroides, especialmente la tiroxina y trijodtironina, las
hormonas esteroides tales como cortisol, testosterona,
progesterona, ostrona, ostradiol y ostriol asi como los
glic6sidos del corazdn tal como digitoxina y digoxina.
Ademds se pueden determinar las vitaminas, especialmente
la vitamina Bl2 y el &cido f6lico, asi como farmacos con
enlaces proteinicos més fuertes, tal como por ejemplo
anticoagulantes, dicumarol, analgé&sicos y salicilato.

Los anficuerpos se pueden inmovilizar por medio

. de diferentes matrices. Como ejemplo de matrices se pueden

citar la agarosa, celulosa, particulas de vidrio, poliami-
das, poliacrilamidas y copolimerizados de la acrilamida.

Estas ﬁltimas son preferibles. Las ventajas de los anticuerpos
comprendidos en una matriz residen en la exclusidn de '

molé&culas perturbadoras de alto peso molecular, en el

. ahorro de pipetado y fases de centrifugado asf como en la

larga estabilidad de los anticuerpos inmovilizados a

" temperatura ambiente.

‘Por la copolimerizacidn de la acrilamida con en-

laces copolimerizables con la misma, se puede influir en el
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microentorno de la matriz de polimero. Este efecto actua

fundamentalmente en cuanto a hidrofobia e hidrofilia asi

“como efectos electrostiticos.

Por la variacién de la matriz de polimero por
medio de Eopolimerizacién es posible una sustancial ele~
vacién del carécter especifico de enlace del anticuerpo y
una disminucibn de la reactividad de polimerizacién no
deseada.

~ Son preferibles en especial los copolimerizados
de acrilamida y uno o m&s de los enlaces: &cido acriligo,
&cido metacrilico, metacrilaﬁida, sus derivados y sales
del &cido acrilico ¢ del &cido metacrilico.

La proporcidn de acrilamida en el copolimerizado
puede variar preferentemente entre 1 y 99 mol %, preferen-
temente entre 5 y 95 mol % y especialmente de 20 a 80

mol %.

Son especialmente apropiados los copolimerizados

de acrilamida y &cido metacrilico y especialmente aquellos

en los cuales 1g'par£e de &cido metacrilico constituye de

20 a 60 mol %.

Poxr ié utilizacibén de copolimerizados, que :
contienen &cido acrilico o &cido metacrilico o bien las
sales de 8stos, se puede alcanzar ademis un efecto de
neutralizacién o un efecto de equilibrado de los &cidos ©
bien de las soluciones alcalinas. Como sales son preferen—
tes las alcalinas y/o sales alcalinotérreas.

La fabricacidén de las matrices de polimero con

anticuerpos inmovilizados puede tener lugar por ejemplo de
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manera tal que se afiade una solucidén del anticuerpo a la
mezcla de mondSmero. La afiadidura se polimeriza por ejem=
plo de modo total y el polimerizado contenido es tritu-
rado, lavado y secado.

Para conseguir una dimensidn apropilada de los
poros de la matriz de pdlimero se varia la concentracién

de mondmero. Una concentracién de monémero aproximadamente

" de 20% lleva a unas dimensiones de los poros de 7 a 10 .

En la figura se muestra una disposicibn para lid
realizacién automatizada del procedimiento segfin la inven~
cidn.

El anticuerpo inmovilizado se encuentra en
pequeiios tubos o columnas -5~ estos se encuentran fijados

en una placa de adaptacidn -4~., Por debajo quedan dispuestos

- receptéculos de suministro y recogida, gue pueden quedar

unidos en un conjunto ~6-. Los tubos o columnas -5-

‘quedan unidos mediante tuberias de salida -7- con las

bombas =1~ y =2-, La disposicifn es controlada mediante un
dispbsitivo de control electrbnico ~3-,

La muestra que se desea determinar es suminis-
trada a un vaso de reaccidn y dispuesta debajo de un tubo
con'anticuerpo. A continuacibn el dispositivo de control
pondrd en marcha el siguiente programa:

Una o ambas bombas funcionan durante un cierto
tiempo hacia atras, con lo que la muestra es aspirada en
el gel seco del anticuerpo.

A continuacidn tiene lugar un corto intervalo de

pausa. Durante este tiempo tiene lugar el proceso de
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hinchado del gel y la disgregacidn de las hormonas libres

y unidas a proteinas. Esta fase de hinchado dura aproxi-
madamente 1 mih;

En las fases siguientes funcionan ambas bombas,
con lo que la bomba -l- suministra flfiido de elusi6n, por
ejemplo una solucidén equilibradora o agua y la bomba =-2-

suministra f£lfido de elusidn con hormona marcada (trazado=-

ra), o bien solamente la bomba -2- hacia delante. De esta

manera se eluye la fraccibén de proteina simult4neamente
con el suministro de producto trazador.

Por lo tanto el producto trazador no se mezcla
antes del suministro en el gel con la solucidn eguilibrado-~
ra, es decir no se disuelve, se suministra la solucidn
equilibradora y la solucién trazaaora‘por canales separa-
dos, que terminan en el gel.

" Esta elusién y‘suministro de producto trazador

.debe realizarse lo m&s r&pidamente posible, de manera que

.id'hormona no tenga tiempo de difundirse hacia afuera del

gel.
| La necesaria exactitud de la determinacién se
alcanzaf& © bien por la afiadidura de 'la hormona marcada
en dosado exacto o bien se trabaja en la zona dé'satura-
cidn dél anticuerpo.
A continuacidn tiene lugar otro intervalo de

pausa, durante el cual la hormona marcada reacciona con

3los'1ugares de enlace todavia libres del anticuerpo inmo-

vilizado. Este intervalo de pausa se encuentra normalmente

alrededor de los 10 min. Finalmente tiene lugar la elusidn
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con una solucién equilibradora pura, en la cual la bomba
-1- funciona hacia delante. Con esta elusién se consigue
la disgregacidn de las hormonas marcadas unidas al anti-
cuerpo y no unidas.

La radioactividad que permanece en los tubos, es -
decir, en el elufdo, constituve una medida para la concen-
tracidn de las sustancias a determinar.

Se formard una curva de graduacifn en la que
concentracioneé conocidas de hormonas sin proteinas, eétén
sometidas a igualés fases.

Una comparacién de la determinacibn de tipo
conocido por medio de di&lisis y absorcidn en carbén ha
mostrado que con el procedimiento objeto de la invencién
verdaderamente se mideh solamente las hormonas libres
difusibles.

'El sistema mostrado en el dibujo es un sistema
de canales mfiltiples que permite la determinacién en

paralelo de nlimerosas muestras.

En la realizacidn préctica se ha mostrado que el
control termostitico a 02 C para la disminucién de la
disociacidn no es necesario puesto qué incluso a 222 C las
mediciones llevadas a cabo dieron valores idénticos; ‘ |

La presgente invencidn se describiré a continua-

- ¢cidn en base a un ejemplo gque muestra la determinacién del

cortisol difundible en el suero.

La fabricacién del polimero con él anticuerpo
iﬁmovilizado se llevd a cabo del modo .siguiente. Para cada
afiadidura de polimero se prépéré una concentracién tal que

la concentracisn total de monémero ascendia a 3,13 mol/l.
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Para una afiadidura se disolvieron por ejemplo 5 gr. de
acrilamida, 1,25 gr. de N,N'—metilenbisacrilamidé en un
vaso de precipitacién con 24 ml de fosfato equilibrador
(pH 7,2). En la fabricacidn del copolimerizado se cambid
acrilamida equimolar por acrilderivados. Después de la
afiadidura del antisuero en 1 ml de fosfato equilibrador,
se inicid la reaccién con 0,15 mg de riboflavina y 0,10 ml
ae_N;N,N',N'-tetrametiletilendiamina y se sometid a ra-
diacién ultravioleta. Duranté el tiempo de radiacibn de
unos 45 min la temperatura se mantuvo a 502 C. El residuo
se triturd a continuacibn con agua destilada, se lavd y se
secb.

En la determinacibn de cortisoles difusibles se
utilizaron dos bombas de &mbolo éon velocidades de sumi-
nistro de 0,68 ml/min (bomba 1) v 0,5 ml/min (bomba 2),

que pueden actuar hacia adelante o bien hacia atrds. 60 mg

. de gei de anticuerpo anticortisol se dosificaron en un

‘pequefio tubo con £iltro. De un vaso de reaccidn se aspi-

raron con las bombas 320 ul de solucidn incubadora en los
tubos, cuya solucidn contenia la siguientes sustancias
disueltas en solucidn de fosfato equilibrador (pH 7,2):
para la curva'de efectividad de la dosis, cortisol no

marcado en concentracidn ascendente (de 0,56 hasta 17,66

-pMol) , para la determinacién del suero, suero diluido (1 :

12) . La temperatura de reaccidén se mantuvo constantemente

'a 02 C ¥ 0,52 C. Con las bombas tuvo lugar después de 4

min de tiempo de hinchado la elucidén de proteinas de los

tubos con 630‘p1 3H—soluci6n de cortisol en un vaso de
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centelleo. Después de 10 min de tiempo de incubacibén con
3H-cortisol, se disgregb el cortisol libre, unido al
anticuerpo, mediante elusidn con la. bomba -2~ que sumi-~
nistra solucidn equilibradora de fosfato (pH 7,2). El
eluido (1 ml para 3 min de duracidn de elusidn) se sometid
a un recepticulo de centelleo, cambiféndose con 15 ml de
solucidn de centelleo y se midid la radioactividad en el
dispositivo de centelleo del liquido. De los impulsos por
minuto (cpm), se calculd la concentracién del hapteno
indicador libre 3Hl-cortisol. De la curva de dosificacién
se ley6 entonces el contenido de cortisol difusible.

Se investigaron matrices anticuerpo gque compren-
dian los siguientes acrilderivados: 100% de acrilamida; 60
% acrilamida y 40 % ester del &cido metacrilico asi como
60 % de acriiémida y 40 % de dcido metacrflico. La con-
centracidn de mondmero ascendid de modo correspondiente a

3,13 Mol/l, de manera que se alcanzd unas dimensiones ae

‘ poros aproximadamente de 0,8 a 1,0 nm. E1 tamafio del

gréanulo del gel ascendib como valor medio a 400 um. Para
una velocidad de alimentaecién de 0,5 ml/min se han eluf-
do después de 4 min el 92 % de los haptenos libres.

"La determinacidn de cortisol difusible en ng/100
ml facilitd bajo circunstancias distintas, los siguienﬁes
valores:

Normal 1,5 hasta 2,5; prueba de estimulacidn
ACTH 4,5 a 10, 8; en la supresifn mediante deiametasonai,
0,15 a 1,0 y en el embarazo 3,0 hasta 7,8. Estos. valores

corresponden los valores calculados por m&todos habit@ales,
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tales como la didlisis por equilibrado.

El procedimiento objeto de la Patente se utilizd
tambi&n para la determinacién de testostercona. La forma de
trabéjo correspondi6 de modo esencial a la detexrminacibn
anteriormente explicada del cortisol. Se utilizaron no
obstante 160 mg de gel de anticuerpo, 1 ml de solucidn de

3g-

incubacidn se aspiré en los tubos asf como 1580 ml de
solucibn de testosterona con una concentracién de 270
pg/1l00 ml que se suministraron a la elucién de proteina.
Se did una sensitividad formal de 10 pg/ml;

Todo cuanto no afecte, altere, cambie o modifi-

que la esencia del procedimiento descrito, ser& variable a

los efectos de la actual Patente.
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NOTA

Se reivindica como objeto de esta Patente de
invencidn:

1.~ Procedimiento para la determinacién de
hormonas y farmacos no ligados, pof reaccién de las hor-
monas o de los f&rmacos con un anticuerpo y por valoracidn
radioinmunolégica, caracterizado porque una hormona no
unida, una hormona unida a una protefina de enlace-y una
solpcién gue contiene proteina de enlace, se suministran a
un anticuerpo inmoviliza@o dejanda reaccionar la hormona
circundante con él anéicuerpo, procediéndose al eluideo de
laé hormonas unidas a proteinas de enlace y las protelinas
de enlace.con una solucidn que comprende hérmona marcada y .
que la hormona marcada se dejard reaccionar con el anti-
cuerpo y que se procederi a la elusiéh de la hormona
marcada no unida con el anticuerpo y finalmente se de-
terminar& la hormona marcﬁda.

2.~ Procedimiento para la determinacidn de
hormonas y farmacos no ligados, segfin la reivindicacién 1,
caracterizado por la utilizacidn de un anticﬁerpo compren=
dido en un gel de polimero.

3.~ Procedimiento para la determinacién ae
hormonas y f&rmacos no ligados, segln las reivindicaciones
1 6 2, caracterizado porque se utilizard un anticuerpo
comprendido en un polimero de acrilamida o en un copoii-
méro de acrilamida.

Sean cuales fueren las circunstancias que con-

curran en la esencialidad de la Patente de invencidn,
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definida en las anteriores reivindicaciones, cuyo objeto
es: ‘

4.~ "PROCEDIMIENTO PARA LA DETERMINACION DE
HORMONAS Y FARMACOS NO I;IGADOS".

Consta la presente memoria de dieciséis hojas
foliadas, mecanografiadas por una sola cara y de los dibujos
unidos a la misma.

Barcelona,‘27 ABKHFRS

P.A. de CHANDON INVESTMENT PLANNING LTD.

ALFONSO DURAN
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