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Ia presente invenocién se relacione con un mé-
todo in vitro pars determinar l& presencia de una sustan
cia fisiologicamente activa en un fluido corporal siendo
cepaz dicha sustancia active de existir tanto en forma

5. combinada como en forma no combinada, cuyo método compren
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de mezclar una forma irradiada de dicha sustancia activa, une
primera porcién del fluido corporal que contiene la sustancia

activa y de la cual se ha separado una proporeién principal

conocida del ligante para la sustancia activa, y una segunda .

porcién del fluido corporal que contiene ligante insaturado
para dicha sustancia activa, y medir a continuacién la sus-
tancia irradiada combinada con el ligante o la sustancia
irradiada no combinada.

En adicién, la presente invencién se relaciona con
un medio para determinar el estado tiroidal que comprende un
reactivo T4.TBG irradiado, cuyo medio comprende una solucién-
tamponada de tiroxina irradiada con yodo radioactivo, suero
sanguineo del cual se ha separado la mayor parte de la tiro-
xina y barbital; suero aanéuineo normmal (1liofilizado); y un
absorbente pare la tiroxina.

Més particularmente, la presente invencién se rela-
ciona con el método para determinar la proporeién de tiroxine
eficez de una muestras de sangre como un indice del nivel re-
lativo de tiroxina libre de la misma siendo 12 forma irradia-
da una solucién de una hormona tiroidea irradiade seleccio=-
nade entre tiroxine y 3,3',5'-triyodotiroxina, siendo dicha
primere porcién une solucién que contiene tiroxina procedente
de la muestre sanguinea a ensayar y estando practicamente 1i-

bre de giobulina ligente de tiroxina y siendo la segunda por-

elén una solucién que contiene globulina ligente de tiroxina

insaturada y sus hormonas tiroideas asociadas procedentes de
une muestra sanguinea de 1la misma fuente; y midiéndose a con-
tinuaeién (1) la hormona tiroidea irradiada combinada con la

globulina ligante de tiroxina o (2) la hormona tiroidea irra-

diada sin combinar.
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Revistas valiosas de ld técnioa de este campo, con
referencias extensivas a2 la literatura original, pueden encon
trarse en Seccién 1 -~ "Protein-binding Studies and Radioassays'
of Radloisotopes in Medicine, R.L. Héyes, F.A. Goswitz y B.E.P,
Murﬁhy, Edi tores, CONF 671111, U.S. Atomio Energy Commission,
1968. '

La gléndula tiroides sintetiza dos hormonas, 3,3',5-
triyodotironina (T3) y tiroxina (T4).

Ciertas proteinas del suero ligen estas hormonas

tiroideas en diveraos grados. Estas proteinas son globulina
(globuline ligente de tiroxine, TBG), prealbimina (prealbimi-
ne ligante de tiroxina, TBPA) y albimina (albimine de suero,
SA). E1 término Gnico, ligante de tiroxina, ebarca le liga-
cién de T3 y T4 con estas proteinas, puesto que cualquiere

de P73 6 T4 pueden ser absorbidas por un punto ligante ‘deter-
minado. Las hormonas tiroideas se encuentran en equilibrio
dinémico con las proteinas ligantes de tiroxina.

El nivel de plasma gin combinar o “"libre" de T4 se
estima que es inferior al 0,1 % de la T4 ligada a proteinas,
total, o aproximademente de 2-5 milimicrogramos por cisnto.

Ia velocidaed de sintesis y segregacién de hormona
tiroidea es influenciada por otre hormona, hormona egtimu-
lente del tiroides (TSH), segregada por la gléndula pituite-
ria enterior. Se cree que la TSH regule el "atrapado" o la
geparacién de yodo del plasme, y la sintesis y liberacién
de las hormonas tiroideas. El nivel de I3 y T4 en circula-
elén influencia a la velocidad de secrecidn, de TSH. Cuando
los niveles. de plaame de estas hormonas son inferiores a

las concentraciones nommales, la pituitarie es estimuladea

para sintetizar y segregar TSH. La TSH estimula la secrecién



s

10,

15.

20,

25.

30.

LOLTT2 -
de hormonas tiroideas, las cuales a su vez,'mediante un pro-
ceso de realimentacibén negativa, reduce la éecreéién pituita-
ria de TSH.

Diversos ensayos clinicos in vitro generelmente ﬁti
lizedos, facilitén al médioco la determinaéién o evaluacidén de
la funeién tiroidea. Algunos de estos ehsayos se explican a
continuacién de forme breve.

Los primeros indices utilizados fueron la velocided
metabélica basal (BMR) y el nivel de yodo ligado a proteinas
(PBI). '

Un ensayo de la funcién tiroidea que es extremada-

mente ﬁtii clinicamente consiste en el ensayo de absorcién de

73. El ensayo de absorcién de T3 mide'la capacidad de ciertas
proteinas del suero, principalmente TBG, pare absorber o li-
gar T3 radioactivemente irradiada por puntos de ligacién de
tiroxine insaturados o vacantes; por consiguiente, este ensa-
yo consiste principalmente en una medicién de los puntos de
ligacién no rellenos, Los ensayos de absorcidén de T3 estimen
la distribucién de T3 irrediada entre los componentes del
suero y otros agentes que tienen afinidad para T3.

Como otros agentes, se utilizan los siguientes, por
ejemplos océlulas rojas de la sangre, carbbn revestido con
proteines y resinas intercambiadoras de iones en forma gra-
nular, laminar, de esponja y en columns.

Un ensayo de absoreién de T3 seguro y simple se
describe en le patente francesa No. 2,047.211. Ia clave de
egte procedimiento consiste en el empleo de una resina infer—
cambiadore de iones en forma de una matriz sblida, la cusal
no requiere un lavado o enjuagado para separer la T3 sin com-~

binar y se separa facilmente de la solucidn de reaccién pare
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permitir la medicién directa de 1@ capacidad ligente de T3

del suero.

Este ensayo de absorcién de T3 mide directamente la
capacidad ligante de TBG del suero pare 73 irradia'da.' Ya es
conocido que TEPA no tiene afinided para T3. Ie afinidad de
THEG para T3 es mucho més grande que la afinidad de'albﬁmina
para esta hormona, y la dilucidén de suero en el tempén duren—
te el procedimiento reduce adicionalmente la ligacién de T3
por la albimina.

Cuando se afiade suero & una solucién tempdén de T3
irradiade, los puntos de ligacién de TBG desocupedos absorben
o ligan a la T3 irradieda. Ia T3 irradiada en exceso o sin
combinar es entonces combinadae con un ligante secundario; en
este ensayo, la tira de resina intercambisdore de iones, Des-
pués de la gepaeracién de la tire de la solucién tampén, se
mide directamente la cantidad de TBG irradiada ocon T3 y los
resultados se expresan como un indice de capacidad ligante
de tiroxina (fndice TBC), basado en el valor normel de T3
de 1,0. |

En el caso de que la concentrecién de TBG (ligan-
tes primerios) en el suero sea normal, el ndmero de puntos
de 1ligacién disponibles o desocupedos para la ligacién de

T3 irradiade estd inversamente relacionado con el nfmero de

‘puntos de ligacién ocupados por ™4 y, en un grado menor,

T3. Cuando lea disponibilided de T4 para la ligacién de THBG
se Incrementa, tal como en el hiperteroidismo, estos puntos
de ligacidén son ocupados de forma més complete por T4. Por
congiguiente, existen menos puntos de ligacién para ligar

13 irradiada. De este modo, la actividad de combinacién con

TBG es menor que en el suero de control normel de T3, lo
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cual se traduce en un indice TBC disminuido. Cusndo disminuye

le disponibilided de T4 para la ligacién de TBG, tal como en

el hipotiroidismo, son ocupados menos puntos de ligacién por

T4, dejando més puntos que los disponibles nozmaimente para.

le ligacién de T3 irradiade, El resultado es un incredento en
la cantidad de actividad de combinacién con TBG y un incremen

4o en el indice TEC.

' Debe observarse que a pesar de que fradicionalmente
se utiliza T3 irrediada para medir el indice TBC, es igual-
mente vdlido el empleo de T4 irradiada.

En base & la medicién del indice TBC, puede deter-
minargse una indicacién del estado clinico del tiroides median
te una confrontaclén con las gamas d;a la Tabla 1.

Egstas games estén basadas en un muestreo represen~
tativo de pacientes en una amplia drea geogréfica.

Tabla 1
Gamas de indice TBC

Hipertiroide Eutiroide Hipotiroide
menos de 0,87 ' 0,87 - 1,13 superibr a 1,13

En 1960 se desarrollé un método para la determina-
clén de tiroxina del suero por R.P. Ekins (Clin, Chim. Acte
5:453). Este sefior llamé & la base pare este ensayo oomo
"gndlisis de saturacién". Este método fué mejorado por B.E.F.
Murphy y CoJ. Pattes (J. Clin. Endocrinol 24:187--1964) los
cueles introdujeron el término "andlisis competitivo de li-
gaoibén de proteinas". Este método se describe ademds en la
patente USA de Murphy B.E.P. No. 3.414.383 (1968).

El método de la patente de Murphy fué mejoredo ade-
més por J.L. Brown cuyo método mejorado se describe tembién

en la patente frencesa No. 2.047.211.
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Ia teoria genersl del sistema de ensayo de T4 de
Brown esté basedo en el hecho de que la TBG del susro tiene
una afinidad relativemente elevada y especifica para ligar
T4, Cuando se afiade T4 irradiada & una solucibén que contiene
TB¢ (por ejemplo, sueros diluidos empollédos), se combinard
practicamente toda la T4 con la TBG. Si a continuacién se afia
de T4 estable (por ejemplo, T4 de paciente) a esta solucién
de T4 irradiada/TBG, se desplazard una cantidad de T4 irra-
diada desde la TBG en proporcién a la cantidad de T4 establs
afiadida. Cuando se afiade & este sistema otro agente ligante
de T4, tel como una resina intercambiadora de aniones, esta
ligard a la T4 irradieda que ha sido desplazada desde ls THG.
La cantidad de desplazamiento de T4 irrediada desde la TG,
puede determinarse entonces comperando 1é cantidad de radio-
actividad que permanece en el li{quido sobrenadante con la
cantidad original medida antes de afiedir la resina.

Cuando se ajfiaden cantidades ihorementadas_de T4 es-
table & soluclones de T4 irradiada/TBG, y se tratan como an-
terionmmente, se observa que la actividad que permanece en el;
liquido sobrenadante disminuye con cada incremento sucesivo
en la T4 estable afiadida., De egte modo, pueden determinarse
cantidades descbnocidaa de T4 estable comparando la actividad
del 1liquido sobrenadante en la soluclén desconocida con la de
un liquido sobrenadante similar conocido.

Con el fin de adaptar este procedimiento & la de-
terminacién de T4 del suero, 12 T4 debe ser separada de las
proteines ligantes del pacients. Eéto se consigue deanature-
lizendo y precipitando les proteinas con alcohol. Les protei-
nasg desnaturalizadas liberan la mayor parte de su T4 combi-

nada (aproximadaménte el 80 %), la cual puede separerse en-
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tonces en el liquido sobrenadanfe alcbéholico una vez ocentri-
fugade la mezcla.

Ia indicacién del estado quimico del tiroides, fal
como se refleja én el nivel de tiroxina del suero, puede esta
blecerse haciendo referencia a las gemas sugeridas mostradas
en le Table 2. Estas gamas estdin basadas en un muestireo re-
presentativo de pacientes de une emplia geme geogréfica.

Tabla 2

Gemas de tiroxinae total en suero

Hipertiroide Butiroide Hipertiroide
Menos de 5,0/ug% 5,0 = 13,7/ug% superior & 13,7/ug%

Ia tendencia hacia la obtencidén de resultedos

erréneos bajo ciertas clrcunstancias, atribuida a la descom—
posicidén catelf{tica de una fraccidén de la T4 irrediade en la
solucién T4/TBG, fué remediade por Brown y F.P. Hallett, los
cuales afiadieron un agente de quelaecién a la solucién. Esta
modificacibén del reactivo no produce cambio alguno en la teo-
ria y operacién fundementales del método (denominado de aqui
en adelante método Brown).

Aproximedamente un 99,95 % de la tiroxine en circu-
lacién se combina con las proteinas del plasma, estando un
0,05 % en estado libre sin combiner., Corrientemente se’sostie—
ne la teorfa de que el nivel de tiroxina libre o sin combinar
en el plasma es directamente responsable de la regulacidn del

metaboliamo celulas y de la secreocidén de tirotropina de la

| pituiteria (TSH). De este modo, le medicién directe de la

tiroxina libre reflejarias el estaedo metabbdlico de un individuo
de forma mds segura que cualquier otro ensayo simple de la
funeidén tiroidea. Hasta el presente, los métodos disponibles

para medir la tiroxina libre consistian en la diélisis de
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equilibrio, ultra-filtracién o filtmcién con gel, en combi-
nacién con une determinecién totael de la tiroxine del suero.
Estos métodos de determinacién de 1a tiroxina libre son com~
plejos y tediosos y no han sido adaptados para su empleo cli-
nico nomel,

Basiéamente, el nivel de tiroxiné libre es regulado
por la conoentrgéién de tiroxina en circulacién (combinada)
¥ por el nivel de TBG. Sin embargo, la interaceidén de estos
dos factores para mantener niveles normales de hormona tiroidea
iibre es considerablemente més compleja que la sugerida por
dicha expoaicién simple.

Bajo condiciones eutiroideas, el mantenimiento de
un nivel nommal de tiroxina libre se reallze por mecanismos
regulédores que estimulan cambios en el nivel de tiroxina to-
tel para compensar los cambios en el nivel de TBG.

Un incremento en el nivel cie estrégenos afecta al
sistema regulatorio tiroidal, conduciendo & une situacién
que produce resultados falseados con los ensayos de absor-
cién de T3 y de T4 del suero. Dichos niveles incrementados
de estrégenos se presentan normalmente durante el embarazo
o durante la medicacién de estrégenos, por ejemplo, dursnte
la medicacién con un preparado antiovulatorio que contiene
un estrégeno.

Ia giguiente secuencia de circunstancias se produce
como resultado de un incremento en el nivel de estrdgenos.

1. Los niveles elevados de estrdgenos causen la for-
macién incrementede de TBG.

2. El nimero incrementado resultante de puntos insatu-
rados de ligacién de tiroxina (TBG) ligados con tiroxina 1i-

bre, provoca une disminucién del nilvel de tiroxina libre.
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3. Ia pituitaria es estimulada por le disminucién del

nivel de tiroxina libre, para segregar hormona tirotrépioca
(78H).

4. Ia gléndula tiroides, & su vez, es estimulede por

.la TSH pare segreger tiroxina.

5. Ie tiroxina se lige eon TBG a un nivel compensado,
provoocendo que la tiroxina libre vuelva a una concentracién
normal,

Cuando se presenta una elevacidén del nivel de estrd-
genos, tal como durante el embarazo o durante une medicacidn
de egtrégenos, la evaluacién clinica de la actividad tiroidsl
obtenide & partir de las determinaciones de absoreién de. T3
deberian indicar un incremento en los puntos insaturados de
ligacién de TBG y, por lo tanto, hipotiroidiamo..Al contre—~
rio, las determinaciones de T4 deberien indiear hipertiroidis-
mo. Sin embargo, el estédo clinico verdadero bajo estas con-
diciones, eutiroidismo, es evidenciado por el nivel nommal
de tiroxina libre., De este modo, en este caso ninguno de los
ensayos de @bsorcién de T3 y de T4 del suero resultan adecua-
dos pare la evaluacién clinica correcta, incluso aunque cade
uno de los resultados de los ensayos reflejen de forma segu-
re el valor de la variable medida.

‘ En 1965 F. Clark y D.B, Horn, (J. Clin. Endocrinol
25:39-45) introdujeron un método pare la estimacidén de un in-
dice que es proporcional a la concenfracién de T4 libre. Este
método estd basado en la determinaocién de PBI y de la absor-
cién de T3.

PBEI x Relacién de absorcién de T3 por resina = "Indice

de tiroxina libre",

Existe una relacién directa entre el nivel de PBI,
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tel como lo utilizen Clark y Hom, y el nivel de T4 del suero,

determinado de acuerdo con el método de Brown indicado ante-
riormente.

Por otre parte, el indice TBC, calculado de acuerdo
con le descripeién de le patente francesa No. 2.047.211,
guarde una relacién inversa con la relacién de absoreidén de
T3 delclark y Hom.

' Como consecuencia de estas relaciones es posible
calcular un "{ndice de T4 libre" a partir del indice THC y
de los datos obienidos por el ensayo de Brown, de acuerdo con
la siguiente férmules ]

Nivel de T4 en suero (fug%)
Indice TEC

Indice de T4 libre

- A pesar de que este "Iindice de T4 libre" es numeri-
camente diferente a8l "{ndice de tiroxina libre" de Clark y
Hom, es iguslmente védlido.

Ia indicacién del estado clinico tiroidal, tal como
se refleja por él indice de T4 libre, puede establecerse ha-
clendo referencia & las gamas mostrades en la Tabla 3, las
cuales estén basadas en un muestreo representativo de paclen-
tes de una amplia drea geogrdfica.

Tabla 3

Gamag de indiee de T4 1ibre

Hipotiroide Eutiroide Hipertiroide
Menos de 4,4 4,4 - 15,7 Més de 15,7

Al igual que en le medicién real de la T4 libre,
el "{ndice de T4 libre" es insensible a la administracién de
estrégenos, andrdgenos, salicilatos, difenilhidantoina,
condiciones de embarazo o nefrosis y & otros fectores que

provocan resultados anomelos debidos a variaciones en el nivel
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de TBG o a la interferencia con su ligacidén normel.

Ia medicién de una sola variable no es suficiente
normalmente pare proporcionar una diagnésis gsegura del estado
tiroidal. Con enteriorided s la presente invencién, el valor
de T4 libre experimentalmente determinado o el Indice de T4
libre calculado se acercaban més hacia la provisién de la in-
formacién més fiable con el nimero més pequéﬂo de ensayos pare
eveluar la funcién tiroidai.

los efectos de diversas condiciones fisiolégicas y
medicamentos sobre los ensayos de T4 y T3 y sobre el indice de

T4 1idre, pueden resumirse como siguet

Tabla 4
Indice de
T4 T3 P4 libre Valor normsal
Indice TBC de T3 0,87"1,13
T4 ugh 5,0 =-13,7
Indice de T4 libre 4,4 -15,7

Mediocacién .de estrége  Incrementado Incrementado Normal
nos en el embarazo

Hipo-embarazo Disminuido Incrementadoe Disminuido
Hiper-embarazo Incrementado Disminuido Incrementado
Nefrosis Disminuido Disminuido Noxmal

Medicacién de andrdégenos Disminuido  Disminuido Normal
"Difenilhidantoina Disminuido Disminuido Normal

HIPOTIRGIDISMO ~ tretado

Mediocacién T3 Ningin Ningin Ningén
adecueds efecto efecto efecto
T roide disecado Normal Incrementado Alto-normal
adsousado
L-Tiréxinae adeocuada Alto-normal Incrementado Alto-normal
HIPERTIROIDISMO - tratado
Con control adecuado Nomal Normal Normal
Acromegelia Disminuide  Disminuido Normal

Constituye un objeto de la presente invencién pro-
porcionar una mejora en los ensayos in viiro para determinar
hormonas, antigenos, esteroides, ete, en fluidos corporales.
Constituye otro objeto proporcionar dicha mejora con respecto

particularmente 2l ensayo de la funoidén tiroidea que tiene en
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cuenta simultaneemente tanto 8l nivel de tiroxina del suero
como el nivel de saturacién de globuline ligante de tiroxina.
Constituye otro objeto més proporcionar un método pare la de-
terminacibén directa de la relacién de tiroxina eficaz que es
un'iﬁdice de‘tiroxiﬁa 1ibre y pare hacer pogible la evalua-

oién exaota del estado de la funcién tiroidea, medlante un

'solo ensayo simple, en presencia de influencias perturbadoras,

tales como elevados niveles de estrégenos. Otros objetos se~
rén en parte evidentes y en parte se indicardn més adelante.
Iae presente invencidén se dirige por lo tanto a un
método mejorado pare utilizarse en ensayos clinicos competiti-
vos-ligantes, y, en una versién, se dirige a un método pare
determinar la relacifén de tiroxina eficaz de una muestre san-
guinea como un indice del nivel de tiroxina libre relativo
de la migma, que comprende las et@pas de mezclar, con un reac-
tivo irrediedo, una primera solucibén que contiene tiroxina
procedenteéde la muestrs sanguinee a ensayar y que estd prac-~
ticemente libre de globulina ligante de tiroxime, y una se-
gunda,soluéién que contiene globuline ligante de tiroxina in-
saturada y.sus hormonas tiroideas asociadas, procedente de
una muestra sanguinea de la misma fuente, siendo el reactivo
irradiado una solucién de una hormona tiroidea irradiade se-
leccionada del grupo consistente en tiroxina y e,3',5'-tri-
yodot;ronina, con lo cual una porciép de la hormona tiroides
irradisde se combina oon la globulina ligante de tiroxina in
saturada procedente de la segunda solucién y medir & conti-
nuacién (1) la hormona tiroideé irradiéda combinada con la
globulina ligante de tiroxina o (2) la hormona tiroidea irra-
diade sin combinar., En le versién preferids, el reactivo irrg

diado es una solucién de tiroxine irradiada combinada con glp
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Descripeién de las versiones preferidas -

bulina ligante de tiroxina.

De acuerdo con la invencidn, los anteriores y otros
objetos se llevan a cabo modificéndo los métodos de ensayo
de ligacibén~competitiva COnocidoé. Por éjemplo, en una versién
de la invenﬁién, la proporcién efectiva de tiroxina de la san-
gre se estima mediante uns modificacidén del método de Brown
antes mencionado pare la tiroxina del suero, en el cual se
afiaden al reactivo T4.TBG irradiado dos soluciones derivadas.
de la sangre a ensayar. la primera de dichas soluciones es,
tal y como describe Brown (Patente frencesa No. 2.047.211),
uné solucién que contiene aproximedamente 80 % de la T4 de una
muestra de suero, libre de las proteinas sanguineas.

Le. segunda solucién, de acuerdo con la presente in-
venoién, contiene una cantidad predeterminada del suero a en-
sayar. Segin la técnica anterior, la ligecién de T4 por la
albimina se reduce grandemente por dilucién y le ligacién por
prealbimina se inhibe mediante tampén de barbital, con lo cual
se proporciona una solucién en la cuel la Uinica proteina 1i-
gante de T4 eficaz es TBG insaturada procedente del suero a
ensayar,

Bagicamente, el nuevo método para determinar la
proporeién de tiroxina eficaz es una combinacién de los méto-
dos de ensayo de absorcién de T3 y de T4 del suero clésicos,
pero que puede ser realizedo en un solo recipiente. El concep
to anterior serd méis facilmente comprendible a partir de lo
siguiente,

Debe recalcarse que en el enseyo de absoreién de
T3 los puntos de proteina ligante de tiroxina no ocupados por

T3 6 T4 absorberén T3 irradiada. En el método de T4 del suero,
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la T4 del muero tofal es extractada y se hace que desblace a

1a M4 drradiads de la T4.TBG irradisda., Ie T4 irradisda des—

plazada se separa y la T4.TBG irradiada restante se recuenta,

La Tabla 6 indica, en términos relativos, el estado de los

componéntes pertinentes del suero y los resultados del emsayo

de abgoreién de T3 y de T4 del suero en diversas condiciones

clinicas.
Tabla 6
1 2 2 4 2 & A
Situacién Nivel Nivel Nivel Ensayo de &b Ensayo de T4 Indice de
olinica  de pro de T4 de T4 sorcién de T3 del suero T4 libre
teinas combi libre (opm) (opm) (cpm)
ligan- nada , (5 + 6)
tes de
—24.
Butiroide Normal Normal Normel Moderado(10.000) Moderado(10.000) 20.000

Hipotiroide Normal
T pertiroide Normal

Nivel ele-
vado de
3gtrogenos

10.

15.

20.

Alto

Bajo Bajo Alto (15.000)
Alto Alto  Bajo (5.000)

Alto Normal Alto (15.000)

cpm. = recuenios por minuto.

Alto (15.000) 30.000
Bajo (5.000) 10.000
Bajo (5.000) 20.000

A partir de la tabla se observard que en presencia

de enfermedad tiroidea no complicade el régimen de recuento

en ambos engayos de absorcién de T3 y de T4 del suero se des-

via de la normal en la misma direcoldén, es decir, el suero

hipotiroidea proporeions elevados recuentos en ambos ensayos

¥ el suero hipertiroideo proporciona bajos recusntos en ambos

ensayos. De este modo, los recuentos combinados en los dos

ensayos realzan la existencia de una situacién anormal con

respecto 8 la funeidén tiroidea.

Por otro lado, la influencia distorsionante de ele-—

vados niveles de estrdgenos hace que los regimenes de recuento
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en los dos ensayos se desvien del normal en direceiones opues-

tas. Sus desviaciones de los valores normales tienden & equi-
librarse.entre g{, indicando su suma, por lo tanto, una sitna-
cién normel con respecto a la funoiéﬁ tiroidea.

El {ndice de tiroxina libre calculado, creadoc por
Clark y Horn, y varientes del mismo, estd basado en el mismo
concepto. Solamente difiere la aritmética.

La presente invencién pexrmite la determinacién de
la proporcidén de tiroxine eficaz, como un indice del nivel de
tiroxina libre relativo de una muestre de suero sanguineo
(o plasma) en un solo ensayo in vitro realizado en un solo
vial no compartimentado. Esto seré_més facilmente evidente &
partir de le siguiente descripeién.

En la primers etapa del presente método, la T4 (apro
ximadamente 80 %) se extracta de una muestra de suero y se
affade una parte alicuota del extracto a una solucién de reaoc- -
tivo T4.TBG irradiado. Ia T del extracto desplaza parcizlmente
a la T4 irradiada del reactivo T4.TBG irradiado, siendo pro-
porcional el grado de desplazamiento 21 nivel de T4 en la
muestre de suero.

En la segunds etepa, se afiade al mismo vial una par-
te alicuota del mismo suero. Ia T4 irradiada desplazada de la
etapa 1 es shore parciclmente absorbida por la TBG insaturada
presente en la parte alicuota dé suero affadida en la etapa 2,
siendo dependiente de dos factores el grado de a&bsorcién de
T4 irrediedas (1) de la cantided de T4 irradiade dispbnible
(de la etapa 1); (2) de 1a cantidad de TBG insaturada presen-
te en la parte alicuota de suero afiadidae (en la etapa 2).

Debe entenderse que el 6rden o secuencia de estas

etapas no es critico y que la invencidén puede realizarse in-
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vertiendo las etapas o el 6rden de adieién del extracto de T4

¥y de guero de paciente que ocontlene le TBG insatureda. Igual-—
mente, el reactivo irrediado empleado puede ser una solueién
tamponada con berbital de T4 imdié.da con. p'racticamente nada
de TBG o puede contener T3 irradiada en lugar de T4 irradiada.
| Con anterioridad, se ha indioadq que la T3 irrediada
ha sido utilizade tradicionalmente pare detéminar la capaoci-
dad de ligacién insaturada de proteinas de suero por las hor-
monas tiroideas pero que dicha T4 irré.diada puede ser susti-~
tuida con una validez idéntica. En el presente procedimiento,
se efectia esta sustitucidén, siendo proporcionada la T4 irra-
diada por desplazeamiento de la T4,TBG irradiada en la etapa 1.

Serd evidente que las cantidades relativas de T4 del
suero y de proteinas de suero insaturado proporcionades en las
dos etapas del método de ensayo de la invencién, serdn depen-
dientes de los volumenes relativos de suero representados por
las dos pﬁrtes alicuotas empleadas. Se obtienen resultados
significativos émpleando cualquier proporecidén fija de partes
allouotas de suero dentro de una gama bastente amplia. Sin
embargo, experimentalmente se ha encontrado que se obtiene un
sistema de utilided éptima cuando se emplee una relacién fija
A/B de 21 aproximadamente, en donde A es el volimen de suero
repregsentado por la parte alicuota que suministra la T4 y B
es el volimen de suero repfesentado por la parte alicuota que
suministre la TBG insaturada, Como antes se ha dicho, esta
relacién puede variar ampliamente y de hecho oscila, por ¢jem-
plo, entre 10:1 y 30:1 aproximademente.

Debe entenderse gue los términos "T4 irradiada" y
"73 irradiada® tal como se emplean aqui, intentan designar

cualquiers de estas hormonas en una forma en le cual se hen
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hecho identificables mediante la asociacién con las mismas o

mediante incorporecién en ellas, de una cantidad de 4tomos -
distintivos. Los 4tomos distintivos pueden ser, por éjemplo,
| dtomos de un redionuclide, identificable y medible a trevés
5. de su rddioactividad{ los &tomos de un nuclido estable de peso
atémico distintivo no estédn presentes normalmente, tales como
0-13, identificable por espectroscopia de masas, eto; o dtomos ,
de un elemento diferente que sea quimiéamente gimilar -a un
elemento presente noxmalmente en la hormona.
10, Mediante -1a prdctica de la presente invencién, es
shore posible hecer una determingscién directa de la relaeién
de tiroxina eficaz, une evaluaclén exacta del estado de 1l -
funeidén tiroidea, en:presencia de una influencia perturbadora,
tal como los niveles elevados de estrfgeno. A este respecto,
15. el método de ensayo de la invenoién proporciona resultados
exactos y fiables cusndo se realiza sobre muestras sanguineas
procedentes de pacientes muy enfermos y de pacientes que no
tienen TBG en su sangre, mientras quevlos engayos convenciona-
les de T3 y T4 producen resultados engafiosos en tales casos.
20. El método de ensayo de la invenecién proporciona los mismos re-
~sultados que los ensayos de le técnica anterior, sin embargo,
en el caso de pacientes que sufren de tirotoxicosis de T3
(hipertoroidiemo téxido debido & niveles elevados de 13), es
deolr, todos lds ensayos demuestran que tales pacientes son
25. eutiroideos.

El método de ensayo de la invencién es también G4il
pare la determinaocidén de otros ligandos o sustencias fisiolo-
glcamente activas en fluidos corporales, tales como esteroldes,

ant{genos, anticuerpos y hierro, los cuales son capaces de

30. existir tanto en forma combinade como sin combinar. El ligente
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en dichos sistemas es una sustancia, normalmente una proteina,
que tiene una afinidad como minimo pera uno de dichos ligandos
o sustancias fisiologicamente activas y que, por lo tanto, con

duce a la formacibén de un complejo ligando-ligante. Por ejem~

' plo, el presente método de ensayo puede aplicarse para la dg-

terminacién de eaterdides tales como cortisol del plasma o
para la determinacidén de hierro del plasma, Asi, el cortisol
corticoesteroideo, una de las hommonas esteroidales més impor—
tantes, segregada por la corteza adrenal, se combina con una
globulina ligante de corticoesteroides (CBG) portador de pro-
téinaa, o con trangcortina. Simllarmente, el hierroe del plas-~
ma es transporitado mediante trﬁnaferencia (globulina ligante
de hierro) la cual se comporta como une beta~globuline. Duren-
te el embarezo, por ejemplo, pueden incrementer los niveles
e globulina y transferrina ligante de corticcfesteroides.

Ia invenecién se ilustra adicionalmente por lo si-~
gulente,
Reactivo T4.TBG-irrediado

Egte reactivo es una dilucién tamponada de suero
normal empollado gue contiens berbitel y +iroxina irradiada
con I-125. Su preparsoién la desoribe J.L. Brown y F.P. Ha-
llett, en la forma siguiente:

A 78 m) de suero se afladen 1.850 ml de una solucidn
temponade de barbital a pH 8,6 que contiens 2,39 % de barbi-
tal sbdico y 0,7 % de azida sédice (preservativo microblolé~-
gleo), pH ajustado con 4dcido clorhidrico. Se afiade tembién
una pequefle cantidad de T—4 rediocactivo (aproximadamente 0,13
me) pare que sirve como ung trezs pare determinar la eficacia
de la e;ﬁraocidn.

Se prepars una columna de extraceidén afiadiendo una
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cantidad suficiente de una resina intercambiadora de iones

a una columna de cristal adecuada, para proporcionar un vold-.
men de lecho de 1.000 ml y una veloocidad de flujo de aproxi-
madamente 10 ml por minuto. Para esta finalidad, resulie ade-
cuada una resine de tipo amonio cuaternario fuertémente,bésica.
Por ejemplo, resulta satisfactoria una resina comercialmenté
disponible con el nombre comerciai AMBERLITE IRA-400 (fabricade
por Rohm and Hess Company), pero pueden utilizarse en su lugar
otras resinas anién-selectivas o catién-selectivas.

Ia resina se afiade a la columna como una lechade
aouosa y se mantiene giempre sobre la resina una capa de agua.
Is columna se coneote a un recipiente que contiene la solucién
de suero que ha de ser extractada y-ée comienza el flujo de
susro & través de la columna. Periodicamente, se saca 1 ml de

muestra del eluado y se recuenta su radioactivided al objeto

de medir la eficacia de la extraceién., lLe radicactividad del

eluado deberd ser de un 10 % o menos de la redicactividad de
la solucién almacenada.

A 8 ml aproximadamente del tempdén de barbitael ante-
rior se afiade suficiente EDTA de disodio (0,215 g de EDmA-NAz)
para proporcioner una concentracién de 0,1 mg de EDTA de di-
sodio por ml de eluado de la columna (solucién de suero extrec
tada). La disolucién del EIDTA se efectdia con la ayuda de bajo
calor. Después de enfriar a temperaturs ambiente, esta solu-
0ién se affade &l eluado de la columna (s0lucién de suero ex-
tractada). A continuacién, se afiade al eluado més tiroxina
radioactiva (mproximadamente 0,27 me). Ia solucidn de suero
extractada se pasa entonces preferiblemente a través de un

£iltro 0,22,

En este momento, se mide un volimen (11.580 ml) de
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solueién tampén de barbital que contiene 0,1 mg de EDTA de di-
sodio por ml igual & 6 veces el voliimen del eluado. Esta solu-
gién se afiade entonces al eluado proporcionando una dilucién
de 6 veces del eluado. El reactivo resultante tiene un pH de
5 aproximedemente 8,6 y una concentracién de EDTA de disodio de
0,1 mg/ml. _ '

Solucién de T4 del suero

Se extraen aproximadamente 10 ml de la sangre a en-
sayar y se deja cosguler. E1 suero se extrae y se afiade, gota
10, a gota, una porecidén de 1 ml del suero & 2 ml de etanol al 95%
en un tubo de centrifuga. EL contenido se mezcla bien en un
‘mezolador de alte velocidad al objeto de desnaturalizar las: .
'proteinas del suero. Esta mezcla alcbholice se centrifuga en-
fonces hasta que la proteina prec.:ipitéda. ge empaca en el fondo
15. del tubo (2.000-2.500 rpm durente 4-5 minutos). Ia solucién
alobholica sobrensdente, libre de proteines, resultsnte con—
tiene aproximadamente .80 % del contenido total de tiroxina de
la muestra,

Solucién de TBG del suero

20. Una poroién del suero & ensayar (0,20 ml) se afiade
& 4 ml de tempén de barbital de pH 8,6 (preparado como se ha
deserito en el apartado del reactivo T4.7BG irradiado). Esta
soluocién suministre TBG insaturada a partir del suero bajo

ensayo. Puede utilizarse una solucién acuose simple en lugar
25. de una solucién tamponada y pueden utilizarse cantidades me-

nores de suero, tal como 5 6 10 1.

Ensayo
Nota: Pare cada serie de sueros de ensayo, se pro-

cesa un suero de control de la misma forma exactamente que

30. 108 sueros del ensayo, incluyendo la preparacién de solucio-
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nes de T4 del suero (control) y TBG del suexo. Bl susro de
control es un suero normsl empollado comercialmente disponi-
ble que contiene niveles normeles de T4 y THG.

Se afiade una parte alicuota de solucién de T4 del
suero (0,30 ml) a2 4 ml del reactivo 4. TBG irradiado, en un
vial, E1l viel se tapong y las soluciones se mezclan bien. A
continuacién, se afinde una parte alicuote (0,10 ml) de solu-
cién de TBG del suero & la mezcla reactivo/solucién de T4.

Se afiade una tire de membrana de resina intercambis
dore de iones al vial que contiene la mezela de las tres so-
luciones. Una membrena de resina preferida es la resina anién-
gelectiva designada por "AR-111", fabricada por Ionics, Inc.,
Watertown, Massachusetts.

| Después de la adicibén de las tires de resina, los
viales que contienen las mezclas y sueros de conirol son tapa-
dos y se hacen girar durante 1 hore exactamente a temperatura
smbiente. Pueds utilizarse convenientemente un aparato rotati-
vo comercial idéneo para esta finalidad. Puesto que la absor-
cién de resina de tiroxina raedioactiva es una funcién del
tiempo de rotecién, es esencial que este Gltimo sea idéntico
pare lag muestras de ensayo y de control. Al termino del
tiempo de rotacién de 1 hora, se extrae la tira de resine
con pihzas y se desecha,

Ia concentrecién de tiroxina irradiads se determina
entonces por medio de un contador. Se recogen pera cade vial
un minimo de 10.000 recuentos. A continuacién, se calcula un
{ndice el cual se deslgna por relacidén de tiroxine eficaz,

en la forme sigulente:

Recuentos/min. para suerc de control - efecto
de fondo _ _ Relacién de

Recuentos/min. para suero de ensayo - efecto tiroxina
de fondo eficaz




10.

15.

20.

25,

30.

‘suero de 209 pacientes fué evaluado por medib de los ensayos

93"

Resultados 4 O 4 7 7 2

"Bl egtado de la hormona tiroidea de muestras de

de absorcién de T3 de Bettinger et &l y de. T4 del suero de
Brown, anteriormente descritos, asi como mediante el ﬁétodo
de la relacién de tiroxine eficaz anteriormente descrito. Se
caloulé también un fndice de T4 libre a partir de los results !
dos de los ensayos convenciongles. En adicién, fué evaluado
clinicemente el estado de la funcién tiroidea de cada paciente.

El nfmero total de pacientes empleados en el estudio
se dividié en 5 subgrupos en la base de la historia, observa-
cién elinieca ¥y resultados del ensayo: s

1.  Eutiroides sin complicar (128)

2. Hipotiroides sin complicar (9)

3. Hipertiroides sin complicar (14)

4. Eutircides del embarezo (37)

5. Eutiroides recibiendo medicecién de egtrégenos(21)

Total 209 ’

Ios resultados pueden resumirse en la forma siguien-
tes .

En el grupo de 128 pacientes eutiroideos no compli-~
cados, la totalidad de los ensayos y el indice de T4 libre de-
mostraron gue los pacientes erean eutiroideos con la excepcién
de 4 pacientes que eran hipotiroideos mediante el ensayo de
T4 del suero y de 2 pacientes que eren hipotiroideos por el
indice de T4 libre.

En el grupo de 9 pacierites hipotiroideos no compli-
cados, la totalidad de los ensayos y el indice de T4 libre de-

mostraron que los pacientes eran hipotiroideos con la excep-

clén de un paciente que era eutiroideo por el ensayo de absor—
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En el grupo de 14 pacientes hipertiroideos no com-
plicados, todos los ensayos y el indice de T4 libre demosira-
ron que los pacientss eren hipertiroideos'con la excepcidn de
un paciénte que er2 eutiroideo por el ensayo de absorcidén de
T3, 2 pacientes eran eutiroideos por el ensayo de T4 y 2 pa-
cientes eran esutiroideos por el indice de T4 libre.

En_el grupo de 37 pacientes eutiroideos del embarezo,
solamente un paclente era eutiroideo por el ensayo de absof-
cién de T3 mientras que la totalidad de los restantes pacien-
tes eran hipotiroldeos por este emsayo. 4 de los 37 pacientes
eran hipertiroideos por el ensayo de T4 mientras que los ni-
veles de T4 del suero de los restantes 33 pacientes eran ele-
vados en la mayor parte de los casos pero dentro de la gama
eutiroides del ensayo. Todos los 37 pacientes eran eutiroideos
por el indice de T4 libre y por la relacién de tiroxina eficaz
de esta invencién.

En el grupo de 21 pacientes eutiroideos que reci-
bleron medicacién de estrégenos, solamenfe 3 eran eutiroideos
por el ensayo de absorcién de T3 mientras que los restantes
18 eran hipotiroideos por este snsayo. 3 de los 21 pacientes
eran hipertiroideos por el ensayo de T4 mientras que los ni-
veles de T4 del suero. de los restantes 18 pacierntes eran ele-
vados en la mayor parte de los casos pero dentro de la game .
eutiroide para el ensayo. Todos los 21 pacientes eran euti-
roideos por el indice de T4 libre y por la relacidén de tiro-
xina eficaz de este invencidn.

De acuerdo con la invencién, la indicacién del este-
do c¢linico del tiroides, tal como se refleja por la relacién

de tiroxina eficaz, puede establecerse haciendo referencia a
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lag gamas mostradas en la Tabla T.
Tabla 7

Gamas de relacién de tiroxina eficaz

Hipertiroides Butiroides - Hipotiroides
Menos de.0,85 0,85 = 1,15 Més de 1,15

A la vista de lo anterior, podré observarse que se
conglguen los-diversos objetos de la invencién as{ como otros

resultados ventajosos.

Descrite suficientemente la netureleze del invento,
as{ como la menera de realizerse en la pféotica, debe hacerse
constar que lag disposiciones anteriormente indicadas son sus-
ceﬁtibles de modificaciohes de detalle en cuanto no alteren su
principio fundamental. También se hace constar que el invento
corresponde & una solicitud de patente presentada en Norte-
americe con le Ser. No. 161.882 de 12 de julio de 1971, aco-
gléndose por lo tento a los beneficios que conceden los'conve—
nios Internacionsles en vigor, siendo lo que constituye la
esencia del referido invento por lo que se solicita Patente de
Invencidén por 20 afios en Espafia, sobre: PROCEDIMIENTO IN VITRO
PARA DETERMINAR LA PRESENCIA DE UNA SUSTANCIA FISIOLOGICAMENTE
ACTIVA EN UN FLUIDO CORPORAL; caracterizéndose por lo siguien-
te:

1+~ Procedimiento in vitro rare determinar la pre-
genclia de una sustancla fisiologicamente active en un fluldo
corporal, siendo capaz dicha sustancia activa de exisiir en
forma combinade y sin combinar; caracterlizado porque comprende
mezclar una forma lrradiade de dicha sustancia activa, una
porcidén del fluido corporal que contiene la sustancia activa

¥ & partir de la cual se ha separado una proporcidén principal

4
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conocida del ligante para la sustagzié aZt;jZa, ¥ una segunda

poreidén del fluido corporel que contiene ligante no saturado
rare dicha sustancia activa; y medir a continuacidén la sustan-—
cia irrediade combinada con el ligante o la sustancia irradia-
da sin combiner. ‘

2,~ Procedimiento segin l& reivindicacién 1, carec—
terizado porque el ligante es un liganté enddgeno, de origen
natural, para la sustancila fisiologlcamente active. |

3.~ Procedimiento segin la reivindicacién 1 6 2, ca-
recterizado porque para determinar la relacidén de tiroxine efl

caz de une muestre sanguinea como un indice del nivel relativo |

de tiroxina libre de la misma, la forma irradiada es una solu-

cién de una hormona tiroidea irrediads seleccionada entre tiro
xina y 3,3',5'~triyodotironina, dicha primere porcién es una
solucidén que contiene tiroxina procedente de la muestra de
sangre & ensayar y estando sustancialmente libre de globulina
ligente de tiroxine, y la segunde porcién es una solueién que
contiene globhuline insaturada ligante de tiroxina y sus hoxmo-
nas tiroideas asociadas procedentes de una muestre de sangre
de la misma fuente; midiéndose a continuaéién (1) la hormona
tiroidea irradiada combinada con la globulina ligante de tiro-
xine o (2) la hormona tiroidea irrediada ein combinar.

4.- Procedimiento segin la reivindicecién 3, carac-
terizado porque dicho reactive irradiado compiende une solu-
cién de tiroxina irrediada combinada con la globulina ligante
de tiroxina.

5.~ Procedimiento segin la reivindicaocién 3, carac-
terizado porque dicho reactivo irradiado comprende una solu-
cién temponada de tiroxina radioactiva y suero sanguineo del

cual ha sido extractado la meyor parte de la tiroxina de ori-

/
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6.~ Procedimiento segin cuslquiere de las reivindi-

caciones 3 a 5, caracterizado porque le hormona tiroidea en

dlcho reactivo irradiado, contiene yodo'radioacfivo selecclo-

nado del grupo consistente en yodo-125 y yodo-131.

7.- Procedimiento segin cuslquiere de las reivindi-
caciones 3 a 6, caracterizado porque la mezcla de dicho reac-
tivo lrreadiado y laé citadas primera y segunda soluciones,
se mentienen en contacto con una resina intercambiadora de
lones durente un perdodo de tiempo predetemminado antes de
proceder & la citade etapa de medida.

8.~ Procedimiento segin cualquiere de las reivindi-
caciones 3 a 7, caracterizado porque la proporeidn del vold-
men de suero sanguineo representado por dicha primera solu~
cién y el volémen de suero sanguineo representado por diche
segunda solucidn, estd predeterminada. 7

' 9.~ Procedimiento seglin la reivindicacién 8, carec-—
terizado porgue ‘diche proporcidén estéd comprendide entre 10:1
¥ 30:1 aproximadamente.

10.- Procedimiento segin la reivindicacién 9, carec
terizado porque dicha proporcidén es de 21:1 aproximadamente.

11.~ Procedimiento in vitro para determinar la pre-
sencia de una sustancia fisiologicamente activa en un fluido
corporel, tai ¥y como queda sustancialmente descrito en la pre-
sente Memoria.

Este Memoria conste de 27 hojas escritas a méquina

por uns sola care.

28 ENE 1975
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