MINISTERIO DE INDUSTRIA _ - o TT ® A3
REGISTAO DE LA PROPIEDAD INDUSTRIAL A ‘ o

ESPANA

i ﬁ.‘l /

.
v

@FEONA 2 ] PU'UC!DA/ ,‘l “pi, # / GLASIFICACION INTERNACIONAL
e

@'NTULO oE L NVl
l

K
4

OBTENER UN CONTROL DE SUERO HIPOTIROIDEO"

@ PATENTE EXTRANJERA U OTRA FUENTE DE INFORMACION

Patente norteamericann nf 3922145 concedids el 25.,11.75

@ SOLICITANTE ()

WARNER-LAMBERT COMPANY

frossen, vy

- DOMICILIO DEL SOLICITANTE

201 Tebor Road - mormxs PLAINS, NEW JERSEY (U.S:A3)

—
@ INVENTOR CES?

@ TITULAR (£S5}

@nurntsxu‘mu?‘ D. FRARCGISCO GARCIA CABRERIZO

UNE A4  MOD D00 UTILICESE COMO PRIMERA PAGINA RE LA MEMORIA



S

10,

1 5‘0'

20

25

30 'Y

- 2.; N/REI:": o.G.31.i65/As ST

S/BEF: guymje 9 _':«’f %l%é%

8 4k ﬂﬁ/}

YMETODO PARA OBTENER UN CONTROL DE SUERO HIPOTIROIDEO" Pl

' Para diagnosticer la anormalidad funcional tiroidea y

evaluar la terepia tiroidea; los m8dicos se basan en pruebas que
miden el nivel de tome de triyodotironina (T3) del suerc de un pa
ciente as{ como pruebas que determinan la concentracién de tiroxi
ne (!l.‘4). Se determina los niveles de toma de m'_,, en el suero uson
de pruebas de toma de 1‘3 (por ejemplo Triosorb); se determina los
niveles de ﬂ!‘!_ en el suero usando pruebas que miden la concentraw
cién de T4 total en el suero (por ejemplo radioinmmuncensayo de 1'4
Tetrasorb), Las pruebas que miden el T4 total del suero son depen

dientes de la concentracién de hormona tiroidea real presente en
el auero; mientras que las pruebas que miden la toma de T3 depen-
den de la concentracién de proteina de enlace de la tiroxina (TEP)
en el suero asf{ como de la concentracibn de hormona tiroidea; Ame
bas pruebas son importantes para conseguir una clara comprensién
del estado tiroideo del paciente. -

fs ¥y T4 en circulacién estdn unidos a varios constituyen
tes de la sangre de los que 1la fraccidn de globulina de enlace de
la tiroxina (TBG) contiene los principales puntoé de enlace gue -
son fijos en nimero, Ia unién de T3 ¥ T4 sobre la molécula de TBG
es uwna unién de proteins del tipo competitivo, es decir, que T4 -
sin ligar reemplezerd a T3 y T"’ ya preséntas en la molécula,

Como sdlo hay 1-2 mg, de TB&/100 nl. de suexro norml; los

‘. puntos de enlace, equivalentes a aproximademente 20 microgramos de
' 1‘4 por 100 ml, de suero norma‘)., son saturados fécilmente por un pe

quefic incremento de la concentracibn de ‘24.;
En el hipertiroidismo, los puntos de enlace en las moléou

© “las de TBG casi estén saturados con Ty ¥ T45 en el hipotiroidismo,

los puntos de enlace se encuentran altamente insaturados, 10 que da
como resultado una meyor capacidad de toma de T3 por la molbcula de

TBG en el suero,



El ensayo Triosorb y otrag pruebas similares paré la to
m de m'3 g6 basan en el principio de enlace de protefna de tipo
competitive, T3 y T4 de suero estén unidos principalmente a log
puntos de enlsce en la moléoula de TBG. ElL mimero de puntos de ~
5 . enlace sin ooupar es determinado por la adieibn de Ty radiaotive
(93') al.suero en presencia de un agente adsorbvente. Cuando se -
afiade EE; al suero; todo excesoc no ligado a los puntos de enlace
de la moléoula de TBG en el suero serd adsorbido sobre el agente
afiadido. Los agentes adsorbentes en la prusba Triosorb consisten
10, en esponjas de resina, Por ejemplo, en el hipertiroidismo, la ma
yor parte de los puntos.de enlace de TBG estdn ocupedos por T3 y
T4 ¥ do este modo el T3* afiadido no serd cogido por las moléculss
de TBG endégenaa; 8ino que serd recoglde por el adsorbente de la
prueba, En el h:!.potiroidiam; ocurre 1o contrario. Asi puesé_ la -
15. cantidad de !,"3 radiactivo ligado por el adsorbente refleja direc-
tamente el estado tiroideo del paciente.
E. ensayo "tetrasorb” para 94 so basa también en el prin
ciplo de enlace de proteina del tipo competitivo, Para determinar
~ la concentracién de !!4; se extrae el T, del suero liberdndolo de
20, . ~ eu protefna do enlaoe; TBG, El extracto de suero es afia.dido dep-
puds a una solucibn que contiene una centided limitada de TBG ex§
gena ocon la que estd unido T, radiasotivo (5!4, )+ Se produce una -
rezacoién de desplazamiento en.la que el T4 del extracto desplaza
al T,% de la TBG exbgenz Este P dcaplaza&o 68 adsorbido después
29, sobre la esponja de resina.usada como agente adsorbente,.Al afiadir
mhs %, se desplaza nds %,* de la TBG. La cantided de T4 desplesg
da de la IBG es por consiguiente directamente proporcional & la can
tided de m4 presente en el extracto de suero., En el hipe_rtiroidia-
mo hay més T, disponible en el extracto de suero pars desplazar el
307 !‘. de la THG exégena que en el eutiroidismo o hipotiroidiemol
Guando estén presentes niveles normales de TBG en el snero,
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¢stos tipos de pruebas de la funoibn tiroidea reflejan el estado
real del paciente. Cusndo los niveles de TBG y T4 son elevadps;
como en el embarazo o & consecuencia de la ingestién de extrége-
nos en forme de anticonceptivos 01‘8138-,’ las pruebas de tom= de -
E—B indiecen que el paclente es hipotiroldeo. No obstante, las prue
bas que miden el total de T4 indican una condicidn eutiroides o
& veces hipertiroidea, Expuesto de forme mis simple; el embarazo
0 la ingestién de estrbgenos produoce un incremento en el nfmero
de moléoulas de TBG causando un incremento en los puntos de enig
ce de la hormona con una elevacién concomitante en los niveles de
hormona tiroidea, Las pruebas de funeifn tiroidea llevadas a cabo
con estos sueros en este momento muestran una toma de T3 inoremen
tada, indicativa de la funcién hipotiroides y un nivel de Ty in-
crementado indicetivo de la funcién hipertiroideai Es objeto de
esta invencién describir un suero de control preparado a partir
de estos tipos de sueros y suero normal que sirva de suerc de con
trol hipotiroideo parse las pruehas de 934 asi como pa:i'a las pruebas
de toma de T3. Por suero normal, los solicitantes entlenden un sug
ro que tenga yalores de T3 Yy Q4 normales y que puede ser suero hu
ma.no; de buey, de oveja, de cabra u otros animsles. Unicamente se
ha éompro‘nado que ol suero de caballo no tiene utilidad.

Un suero es hipertiroideo por las pruebas "totrasord" y
Kriosorb® si el porcentaje de toma de T3 es superior a 35, yle -

?Joncentraciﬁn de '.E4' es superior & 14,5 mog. por 100 m‘.l.. de suero,

Un suero es eutiroideo si el porcentaje de toma de !!!'3‘ estd compren

dido entre 25 y 35 y 1a concentracién de Ty es de 5,3-14,5 mog. por

. 100 mls de suero. EL suero hipotiroideo tiene unz tome de T'3_ Por -
 debajo del 25¢ y moenos de 5 meg. de T4 por 100 ml. de sueros.

Al retirar el T3 y T4 del suero normel o suero que contig
ne elevados niveles de TBG, tal como por 1los métodos resefindos mAs
abajo, resulia un suero juzgado como hipotiroideo por los métodos
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que miden tanto la concentracién de m4 como la toma de T3¢

EJEMPLO 1 . o
Ingredientes Cantidad 990 mil’,
{ 428 viales) *

2,700 ki,

1+ Suero Nomal; Fresco ‘
2, Norit A, Carbén Decolorante Neutro, : 480 g
Calidad farmacéuticg. (Amend Drug - '
o, Irvington, N.J.)

3, Agua, Purificads 560 ml.

EETODOW .
1. Afladir el artfculo n? 2 a 2,490 ml, dal artfculo nf 1 en un

matraz Erlenmeyer de 4 litros (aproximademente 20% de carbono en
peso por voldmen de suero)s

2. Remover lentaments & temperatura ambiente hasta que las parti
culaes de carbdn vegetal sean dispersadas en el 1fguido.

3¢ Disponer la mezcla & 42C. Remover muy lentamente durante 24 ho
ras aproximademente.

44 Al £ingl de las 24 horas; centrifugar la mezecla & alta veloci-
dad en una centrffuga refrigerads (34.800 X g.).

5+ Decantar el materlal flotante y centrifugarlo nuévamente ‘como
en el paso 4.

6. Despuds de 1la segunda centrifugacién, decé.nta.r nuévamente el
material flotante y filtrarlo wor vacfo a través ds un filtro "mi
liporo®. | - ' -
7. Verter el filtrado (1,200 ml.) en una bandeje de vidrio apropia
da para la liofilizacién y liofilizarlo. ‘
8e=ransferir el naterial liofilizado a un matrasz Erlenmeyer de 2 -
litros y afiadir el artfculo n2 3. '

9, Dejar la wezcla en reposo durante 30 minutos, facilitando desw
pués el proceso de disolucidn removidndola lentamente. ' '
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10, Afiadir 300 ml, del artfculo n2 1 a la mezcla de suero obte-
nida en el paso 9.

11, Echar 2,14 cc. en un viel que contendrd 2 ml, de relleno y
liofilizarlo,

Los visles son reconstituidos con 2,0 ml. de agua des-
tilada, desionizada, Se usa este suero en un control hipotiroi-
deo en cooperaoién_con todas las pruebas de la funcidn tiroidea,
es decir que el control de suero resultante deberfa fener un ni
vel de toma Ty inferior al 25%'por el método Triosord y une con-
centracién de T4 de menos de 5,3 mg,/100 ml. por el método Tetra
sorbs . . |

Evidentemente, es posible introducir modificaciones en
el ejemplo 1. Puede eliminarse la centrifugacién (pasos 4 y 5);
el filtro "miliporo" (paso 6) puede ser, desde luego, un aperato
Ertel; el suero puede ser humano o animal: la exigencia de enva~-
sar las mezclas (paso 11) puede aer; evidentemente modificada o
suprimida totalmente; el tiempo de.mezcla (paso 3) puede ser acor
tado o prolongado en una gama de 3=-30 horas; el porcentaje de car
bén afindido puede ser del 5-20%, siendo preferida una gema del 10
al 20% eproximademente.

Este procedimiento retira por encima del 99% del T3 y T4
del suero de partide, produciéndo efectivamente un suaro libre de
T3 y T4, a la vez que no afecta sensiblemente a la concentracién
total de proteina, PH, o capacided de enlace de'T4 del suero.

' El ejemplo que sigue esboza el método usado para refirar
el Ts ¥y Ty del suero gue contiene niveles slevados de TBG. Es po-
sible tambidn introducir modificaciones en este ejemplo similares
a las esbozadas para el ejemplo 1 y las mismes estén comprendidas
dentro del marco de esta invenciln.

EJEPT.0 2,
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Ingredientes - Cantidad para 900 ml,

(420 viales)
1. Suero gque contiéne una alta concen- 1,100 nl,
fracidn de g,lobﬁlina de enlace de ~ ’
la tiroxina
2, Carbén Decolorante Neutro; calidad 220 g,
farmacutica |
3+ Suero normal, fresco 300 ml,
METODO

1. Afiadir el articulo 2 al articulo 1 en un matraz Erlen
meyexr de 2 litros (aproximadamente 20% de carbono en peso por Vo

1émen de suero).
2+ Remover lentamente a temperatura ambiente durante 1

minuto con el fin de que las partfculas de carbén vegetal sean
dispersadas en el liguido.

3+ Disponer la mezcla & 42C y aglitarla muy lentamente du
rante 24 horas aproximademente,

4, Al final de las 24 hores, centrifugar la mezcla a alta
velooidad en una centrifugs refrigerada (34.800 Xg).

5. Decantar el' moterial flotante y centrifugarlo nuévamen

te como en el paso 4. )
6. Después de la segunda centrifugacién, decantar nuéva-

mente el material flotante y filtrarlo por vacio a través de un fil
tro de vidrio sinterizado. '

7+ Afiadir 300 ml, del articulo 3 a 600 ml. de suero obte-
nido en el paso 6. Bemover lentamente para mezclar. '

8, Echar 2,14 cc. en wn vial que contendrd un relleno de
2 ml. y liofilizar. _

Los vlales son reoonstitu:!:dos con 2,0 ml., de agua destli-

lade, deeionizada. Se usa este suero para un suero de control hipo
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tiroideo en cooperacidn con todas las pruebas de la funcidn ti-
roidea.
“ ‘La solucién de relleno, despubs de su reéonstitu&idn,
contendrd aproximadamente 7% de proteina, El control de suero re
sultante deberfa tener un nivel de toma de TS de menos del 25% -
p&r el método Triosorb y una concentracidén de T, de menos de 543
Mge % por el métode Tetrasorbe. EL suero usado en este ejemplo pue
d; ser ohtenido, por ejemplo, de mujeres embarszadas o muﬁeres bg
jo terapis estrdégena.

Se llevd a cabo una serie de cuatro experimentos separa-
dos para mﬂstrar el efecto sobre los sueros cuando fueron tratados
como Sn logs ejemplos 1 y 2. Los sueros resultantes fueron ensaya-
dos siguiegdo 165 protocolos Triosorb y Tetrasorb que son ya bien
conbcidos. Los resultados de estos experimentos (Tabla I) muestran
que el suero tratado de acuerdo con los métodos de esta invencién;
puede ser qsado como suerd de control hipotiroldeo para las prug-
bas que son llevadas a cgbo enx;os laboratorios clinicos,

TABLA I

Experimento Sueros % de toma de 53 T4 mog. %
i ~Suero Tamsno Normal Eo- ~ —_
charcado (NHS). : 27,1 7,4

Suero Humano Normal Ene
charcado después del tra
tamiento del ejemplo 1 -

(HCS)®™ 15,1 0,8
1X Suero Humano Normal Enchar . .
cado (MNiS) 3,9 3,6

" Suero Humano Normel Enchar
cado después del tratamien

4o del ejemplo 1 (HCS)®E ~ 18,3 0;5

J2HCS 3 1 NS X 21,2 3.3

oI - Suero de Buey Normal Enchar . .
cado (NBS) 29,3 11,4

Suero de Buey Normal Enchar

cado despuls del tratamienbo - - ‘
del ejemplo 1a£HBS) 17,8 0;4
2 HBS ¢ 1 NBS . 19,3 2,4
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Experimento Sueros % de toma de Ej T4 mog.%

Iv Suero Encharcado de Mujeres - - :
Embarazadas 17,6 13,0
Suero Encharcado de Mujeres
Embarazadas después del tra : :
tamiento del ejomplo 2 13,6 0,3

#. Es el suero obtenido despubs del paso 9 del ejemplo 1.
#% Es el suero obtenido después del paso 10 del ejemplo 1.

Log resultados del experimento I mnestran que el suero -
normal encharcado era eutiroideo en ambas pruebas. Después del tra
tamiento, el suero era hipotiroideo tanio para la toma de T3 como
en 1a concentracién de T4o

Tos ‘resultados del experimento II muestren que los valores
hipotiroideos pueden ser alterados hacia arriba cuando se entremez-
cla los sueros antes y después del tratamiento; como en este experi
mento en una proporecidn de 2 a 1,

Se 1levé a cabo el experimento III con sueros de buey como
representativos de 1os sueros animales que han demostrado tener uti
lidad, s§gﬁn meestran 108 resultados, el suero de buey normal, en--
charcado, muestra una toma de T3 y una concentracifn de T, dentro de
la gema eutiroides, Después del tratamiento; esfos sueros se compor
tan similarmente & los sueros humanos y estén comprendidos dentro -
de la gama hipotiroidea en toma de I3 ¥ concentracién de Tge A1 -
igual que el suero humano; puede incrementarse los valores de T3 ¥
T4 mezclando diversas proporciones de suero de buey normal y el sug
ro de buoy hipotiroideo preparado,

El experimento IV muestra la toma de T3 hipotiroideo y la
concentracién de T4 eutiroideo esperadas para ei suero encharcado
recogido de muijeres embarazadas. No obstante; después del tratamien
10 esbozado en el ejémplo 2; el suero se vuelve hipotiroideo %anto
rara la toma de T3 como para la concentracién de T4.
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La Patente de Introduccidn que se solicita por diez afios,
para Espaﬁa; de acuerdo con la vigente Legislacién deberd recaer
sobre; "METODO PARA OBIENER UN CONTROL DE SUERO HIPOTIROIDEO"; ci-
t4ndose como Fuente de Procedencia Patente noriteamericans n? -
3922145 concedida el 25.11.75; seglin las caracteristicas esencia-
les de las siguientes;

| REIVINDICACIONES

18 ,~ Método para obtensr un control de suero hipoyiroideo
que comprendg los pasos siguientea;
I, - Afiadir carbén decolorante, neutro al suerc de la san
gre en una cantidad de aproximadamente 5=-20% basado
~en el peso de carbén por voltmen de suero;
II,~ Mezclar la mezcla antes citada durante 24 horas apro
.ximadamente a wna temperatura de 420 aproximadamente;
III.~Centrifugar dos veces la pasta resultante a 34.800 xg
¥y & unz temperatura de aproximadamente 42C;
IVe~ Filtrar el materiel flotante resultante;
Vo= Liofilizer el material flotante asf{ obtenido.

‘ 28,~ El método de la reivindicacién 19; gue incluye la =
adicibn de suero normel no tratado en una cantidad de aproximada--
mente 10 a 35% del voldmen de suero del paso (I) al materisl f10--
tante; filtrado del paso (IV),

38.~ El método de la reivindicacidn 18, en el que el suero
es suero de sangre animal,

48 .~ El método de la reivindicacién 18, en el que el suero
es suero de sangre humana,

58.~ ElL método de la reivindicacidén 18, en el que el suero
es suero de sangre de buey,.

68, E1 gétodo de la rgivindicacidn 48, en ol que el suero

es Ty~ eutiroideo, hipotiroideo, o hipertiroideo y T3 - eutiroideo
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0 hipotiroideo,
T8~ El método de la reivindicmcibén 68, en el que el sue"

ro es T3~ hipotiroideo.
.88~ EL método de¢ la reivindicacién 63; en el que el sﬁg
5  T0 es T4~ eutirolideo y T} eutiroideo, |
9% ,« "METODO PARA OBTENER UN CONTROL DE SUERO HIPOTIROI-
DEO%,
Segdn queda sustanclalmente descrito en la presente Memo
ria que constg de oncs hojas, escritas a miquine por una sola cara.
10, Maaria; SR b
 WARNER-LAMBERT
PP CO GHRCIACABRERIZO:
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