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MEMORIA DESCRIPTIVA

La presente Patente de Invencidén se refiere a
un matefial patrdén éara laboratorio y mds particularmen-
te, 8 un suero sanguineo estable de referencia o patrdn,
asi como ol método de preparacidén y a su utilizacidn.

Se han desarrollado diferentes tipos de apara-
tos en tiempos recientes para el andlisis sutomdtico de
suero de la sangre humana, cuyos aparatos son capaces
de llevar a cabo de modo rdpido ciertas determinaciones
analiticas simulténeas, sobre una base cuantitativas pre-
cisa, de diferentes componentes de una serie de muestras
de suero sanguineo sucesivemente introducides en el apa-
rato. Las determinsciones bioquimicas que se pueden rea-
lizar, por eJemplo, por dicho apsrsto, se refieren a los
siguientes componentes del suero sanguineo: albimina,
fosfasata alcalina, bilirrubina, calcio, cloruros, coles
terol, contenido en didxido de carbono, creatinina,glu-
cosa, dehidrogenasa ldctica, fésforo inorgénico, potasio,
sodio, proteinas totales, transaminasa, nitrégeno de ures,
dcido Urico y creatins fosfoquinassa.,

Para calibrar el aparsto del tipo utilizado pa
ra realizar estas determinaciones se u?iliza una muestra
de suero de sangre de tipo patrdén o de referencia, cuyos
componentes tienen valores predeterminados de modo exacto,
Es necesario en cuanto a dichos sueros patrdén o de refe-
rencia, que se puedan almacenar durente largos periodos
de tiempo sin sufrir deterioro, y por esta rszén, ha cons

tituido préctica habituasl el secarlos por congelacidén o
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liofilizarlos. Ha constituido asimismo prdctica habitusl
el reconstituir el suero patrdén de referencis antes de
su utilizacién por medio, por ejemplo, de una solucién
acuosa que contiene bicarbonato aménico a efectos de res
taurar el didéxido de carbono perdido en el suero sangui-
neo durante el proceso de liofilizacidn. Como ejemplo

de solucidnes reconstituyentes que se pueden utilizar
segin las técnicas conocidas, se puedep ¢itar las de las
Patentes USA n¢s. 3.466.249 y 3.629.142.

Si bien el compuesto de estes invencidn tiene
como principal finalidad la reconstitucidén de suero lio-
filizado peras substitﬁir 2l mismo una cantidad conocida
de carbonatos o bicarbonatos, de manera que el apsrato
se puede calibrar pers determinar la centidad de didxido
de carbono en la sengre, el compuesto de esta patente es
Util para otros distintos andlisis quimicos. Como es bien
sabido, los materiales secundarios de referencia o patro-
nes sirven para dos importantes funciones en los labora=
torios de quimica snalitica. Se utilizan como patrones
para el calibrado de instrumentos y se utilizan pars com
probar la exactitud y precisién de los resultados de en=-
sayos, Dichos materiales de reterencia secundarios con-
tienen habitualmente multiples sustancias, de modo que
se puedé utilizar una solucién \Unica pars la mayor par-
te de los ensayos llevados a cabo en laboratorio. Ademds,
los materiales patrdn de sustancias miltiples son esen-
ciales para su utilizacidén con analizadores de ensayo

quimico de tipo miltiple.
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En la preparacién de estos materisles, se pre-
sentan frecuentemente cierta dificultad en la fijacidn
de la céncentracién ae uno o mds aniones 3 un nivel de=~
terminado en el material, sin que los consiguientes catio
nes afecten a otros ensayos de laborastorio. Un ejemplo
importante del problema es el que se presenta especialmen
te en la fijacidn del contenido total de diéxido de car-
bono (bicarbonato y carbonato) en sueros de referencia
o de control de calidad utilizados en laboratorios de
quimica clinica.

Las sales de bicarbonato que se han utilizado
para fijar el contenido totel de didxido de carbono en
dichos sueros son los bicarbonatos de sodio, potasio,
litio, rubidio, TRIS (tris(hidroxi-metil) aminometano)
vy amoniaco. Los bicarbonatos de sodio, potasio y litilo
no son adecuados para las finzlidades dichas puesto que
el sodio, potasio y litio son importantes elementos de
andlisis y a causa de que el litio se utiliza también
como patrdén interno en la determinacidn fotométrica por
llama comin del sodio y el potasio. El bicsrbonato de
rubidio (con uns concentracidén de 25 mM) no es apropiado
como material de referencia para el didéxido de carbono
total, puesto que elevs las determinaciones de sodio
aproximadamente en 2 mM, posiblemente a causa del efecto
matriz en el fotémetro de llama.

Se ha descubierto que el material de referencia
a base de TRIS bicarbonatos, dado a conocer en la antes

mencionada patente USA n? 3.629.142 tiene un inconvenien
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te esencial pars suutilizacidn como referencia a causa
de disminuir el resultado de ures (método ureasa-Berthe
lot) apfoximadamente en un 15% y favorece los resultados
en proteinas aproximadamente en 10%. El efecto del TRIS
en los resultados de ures se puede relacionsr 2 la in-
terferencia con la resccidén Berthelot de un cierto nd-
mero de compuestos de nitrégeno, tsl como informaron
Gips y Reitsema en "Clin. Chem. Acta." 33, 257 (1971).
Los materiales de referencia reconstituidos a base de
bicarbonato amdénico, que son los mds ampliamente utili-
zados como moterisles de referencia para el diéxido de
carbono total, son indtiles pars la mayor parte de los
procedimientos basados en la ureesa.para la determina-
cién de la ures, a causa de la interferencia de iones
emonio, El ién amonio distorsions también gravemente

los electrodos especiales empleados para la determinacién
del potasio.

As{ pues, los msteriales de referencis actusl
mente disponibles para la determinacidén del didxido de
carbono total no son apropiados como meterisles de refe-
rencia para otros varios e importantes enssyos de quimi-
ca snalitica. Un laboratorio que lleve a cabo mediciones
de didxido de carbono total como sfiadidura s los ensayos
interferidos por los meterisles pstrén antes mencionsdos
de didxido de carbono total, debe preperar dos referen-
cias de suero liofilizadas distintas, es decir, una de
ellas reconstituida con agua, y la otrs reconstituids

con una solucién de bicarbonato., Esta duplicacién es
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engorrosa, especialmente si las prugbas antedichas se
llevan a cabo mediante un instrumento unico de canales
mﬁltiplés, puesto qué se requiere el doble de patrones
y/o controles de calidad que lo que es habitual.

Los solicitentes de la presente Patente han
descubierto que la duplicacién se elimina y que se reduy
cen los gastos cuando los materiales de referencia de
esta invencidén se utilizan como patrdén psra ls determina
cidn del didxido de carbono total, puesto que los mate-
riales de referencia de ests Invencidn no afectan el
nivel de analito alguno de interés en quimica clinics,
excepto el didxido de carbono total. Otrs ventajs adicio
nal de la presente invencidn es la comparabilidad direc-
tas de los datos psra diferentes laboratorios que partici
pen en un programa de control de calidad regional (en
el cual los laboratorios participantes utilizan el mismo
suero liofilizado), incluso si algunos de los laborato-
rios utilizan sueros de control reconstituidos a hase de
agua en vez de los reconstituidos a3 base de bicarbonato.

La presente invéncidén comprende la utilizacidn
de una sal seleccionada del tipo de compuestos escritos
a continuscidn, para su utilizacidn en la fijacidn de
la concentracidén de un anidn en materisles patrdn pera
quimica anslitica, y los cuales, cuando se utilizan para
otra finslidad, no presentan interferencias con otros en
sayos quimicos. Los materiales de esta Invencidn, que
los solicitentes de esta Patente han utilizado para nor-

malizer y controlar la cslidad de ensayos de quimica cli
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nica, continen sales de compuestos de amonio cuaternario.
Dichos compuestos contienen por lo menos un nitrégeno te-
trasustituido, con lo que algunos de 1los grupos sustitu-
yentes pueden ser unidos peras formar heterociclos, por
ejemplo, l-alquilpiririna y l,l-dialquilpiperidina o
pueden ser polimerizados a través de enlace de los sub-
siguientes grupos. Los grupos substituyentes deben exhi-
bir una interferencis minimas en determinaciones clinicas
tales como las indicadas s continuacién y los compuestos
en si mismos deben estar esencislmente libres de contami
nantes, por ejemplo, sodio, potasio, cloruros, caslcio,
hierro y smonio. Las aantidades de estos iones que pue-~
den encontrarse respectivamente presentes en un diluyen
te comercialmente prescticable no supersn los valores de
2 milimoles, 0,25 milimoles, 3,0 milimoles, 0,5 miligra-
mos/100 mililitros, 3,0 microgremos/100 mililitros y

3,0 microgramos/100 mililitros, siendo los valores pre=
feridos respectivamente, 1,0 milimoles, 0,2 milimoles,
2,0 milimoles, 0,2 miligramos/100 ml., 2,0 microgramos/
100 mililitros y 2,0 microgramos/100 mililitros que in-
terferirian en dichas determinaciones.

De modo adicionsl los sustituyentes no deben
hacer los compuestos insolubles de modo tal que las par-
ticulas de los mismos pudieran interferdr o distorsionar
la medicién éptice del material de referencis. De modo
muy importente, no deben existir sustituyentes que iniro
duzcan una capacidad equilibradora significativa en los

compuestos. Como grupos sustituyentes tipicos se pueden
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citar los heterociclos saturados o insatursdos tales como

los radicales furano o tetrahidrotiofeno, grupos ciclosl-
quenilo‘tales como fénol, grupos cicloaslquilo tales como
ciclohexil y ciclopropil asi como alquenilos ramificados
o normales tales como metilo, etilo; propilo, butilo, pen
tilo, octilo, hexeno, isobutilo y neohexilo. Ademds,cual-
quiera de los grupos antedichos puede quedar accionalmen
te sustituido o puede contener oxigeno o tioéteres, ce-
tonas, esteres, haluros, nitro o hidroxile. Sin embargo
es preferible utilizar los slquilos remificados o norma-
les o alquenilos puesto que éstos son los grupos sustitu
yentes con mayor cardcter inerte, siendo el metilo el
preferente. Cada uno de los cuatro grupos sustituyentes
puede ser igual o distinto de uno o mds de los grupos
restantes,

Los snicnes que se pueden utilizar para formar
las sales de amonio cuaternsrioc pueden ser, por ejemplo,
carbonato, bicarbonato, mezclas de carbonatos y bicarbo-
natos, haluros y cuslquier otro anidn de interés clinico.
El anidn preferible es el carbonato o bicarbonato.

Utilizando las sales preferentes de carbonato
o bicarbonato de amonio tetrasustituido seguin la presen=-
te invencidn, el nivel total de didxido de carbono en el
suero u otro fluido de control bioldgico se puede aJjustar
convenientemente a cualquier nivel deseado, sin interfe-
rencias con otros procedimientos quimicos. Se pueden ci-
tar como ensayos en los que no han aparecido interferen-

cias, los siguientes: sodio, potasio, cloruros, glucosa,
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nitrégeno de urea de la sangre, creatinina, calcio, fés~-
foro, proteinas totales, fosfatasa alcslina, bilirrubins
total, ﬁierro,capacidad de valencis total del hierro,
colesterol, triglicéridos, dcido drico, alenin aminotrans
ferass, lactato dehidrogenssa, hidroxibutirato dehidrogg-
nasa, gamaglutamiliransferasa, dehidrogenasa del dcido
l3ctico, fosfatasa dcida, fosfatasa alcslina, captacién
de hormona del tiroides, hormona del tiroides total y
amilasa. Los materisles a base de bicarbonatos no afiaden
color, de modo que no afectan a las determinaciones colo
rimétricas. No provocan precipitacidén de cualquiera de
los otros componentes &el materisl de control que podrian
resultsr en el taponado de los instrumentos. Ademds, el
pH de 1la solucidn de control se puede ajustar variando

la pfoporcién de bicarbonsto a carbonato en la sal de amo
nio tetrasustituido. Una importante caracteristics de la
presente invencidn es que el ién amonio tetrasustituido
no tiene ninguna cepacidad eguilibradors y como resultado,
se requieren solamente centidades minimas de dichos iones
para fijar el contenido de didxido de carbono del mate-
rial de referenciaz, sin tener en cuenta el pH. Por otra
parte el TRIS es un producto equilibrador con pH 8 y por
lo tanto las soluciones de bicarbonato TRIS contienen una
cantidad mayor de TRIS que bicarbonato, por lo que uns
cierta centidad de TRIS no estd cargasdo. Ademds, la pre=-
sencis de uns caspacidad equilibradorsz interferird con los

métodos de titulacidn para la determinacidn de CO2,
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EJEMPLO 1

A titulo de ejemplo de la aplicscidn de la pre
sente invencidn, se describe a2 continuacidén la sintesis
y utilizacidén del bicarbonato de tetrametil amonio
(TMA—HCOB) como materisl de referencia para el contenido
total de didxido de cerbono (ver tambien el esquems de
reaccidn). Se convirtié uns soluciédn asnaliticamente pura
de bromuro de tetrametil amonio de la concentracidén de-
seada (por ejemplo 0,15 M) en hidréxido de tetrametilamo
nio por psso a travésd una columna cromatogrifica con-
teniendo una resina de intercambio fuertemente bdsica
en forma de hidréxido (fase 1)

0.15M (CH,),N*BR™ 25¢ 1 o 15m (cH,),n*ou~ fose 2
37k 374
Y+ -
0.15M (CHB)hm HCO4

La conversidén del hidréxido de tetrametil amo-
nio TMA-HCO03, se logrd haciendo burbujesr una corriente
de CO2 en forma gaseosa en 1la solucién agitads hasta con
segulr un pH de valor 8. El pH de la solucién se puede
éambiar alterando la cantidad de CO2 afiadida a la solu-
cién., La solucién de TMA-HCO3 se diluyd al contenido de=-
seado de didxido de carboﬁo total (por ejemplo 30 uM).
Esta solucidén de TMA~HCO3 se utiliza entonces pars re-
constituir sueros de control previasmente liofilizados.
De modo aslternativo, el bicerbonato TMA o sal de carbonz
to se puede afiadir al suero de control liofilizado antes
de su reconstitucién con agua destilads.

Estos controles, TMA-CHO3 reconstituidos se
analizaron por procedimientos quimicos snaliticos conoci

dos. Muchos de dichos sueros reconstituidos de este modo
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se analizaron en paralelo con controles reconstituidos
solamente con agua destilada. No se encontrd diferencia
significativa entre estos dos controles para cualquiera
de los ensayos en los cuales se utilizaron los controles,
incluyendo los antes mencionados.

En otrs aplicacidén de la invencidén presente se
ha encontrado que otras sales de sniones smonio tetrasus
tituidos se pueden utilizar en laborstorios de quimica
snslitica. Por ejemplo, se pueden utilizar sasles de ha-
luros de amonio tetrasustituidos como normales y contro
les en laborestorios quimicos y toxicoldgicos. Al igual
que las sales de carbonato y bicarbonato aménico tetra-
sustituido, éstas sales no sfiaden color algunc a los ma-
terisles pstrén & los cuales se afiaden, de manera que no
afecton las determinaciones colorimétricas. Son quimica-
mente no reactivos en otros métodos de laboratorio y no
provocan precipitacién de cuaslesquiera otros componentes
de los materiales de control a los cuales se puedan afia-
dir, lo cual podris tener como resultado el taponado de
los instrumentos.

EJEMPLO 2

El suero de control reconstituido 2 base de bro
muro de tetrabutilo de amonio es una aplicacidén de 1la pre
sente invencidén que se puede utilizar para fijar el nivel
de bromuros en los ensayos para dicho ién. Se utilizd una
solucién de bromuro_de.tetrabutil amonio 30 nM. para re-
constituir el suero de control liofilizado, de forme and

loga a8l utilizado para los bicarbonatos de tetralquil
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amonio. El material de control resultante a base de bro-
muro de tetrabutil amonio se analizd por medios de quimi
cs enalftica conocidos. Estos sueros de control se anali
zaron en paralelo con controles reconstituidos solamente
con agus destilada. No se encontraron diferencias signi-
ficativas entre estos dos controles en ninguno de los
ensayos en los cuales se utilizaron dichos controles,
excepto los ensayos de haluros, en los cuales los contro
les reconstituidos a basse de bromuro de tetrabutil amonio
se'elevaron en una cantidad correspondiente a bromuro

30 nM.

Las sales de aniones amonio tetrasustituido de
la presente invencidn son conocidas en la técnica. Sin
embargo, estas sales no se han utilizado en los procedi-
mientos de quimica analitica en los cusles se utilizsan
las sales de la presente invencidén. Las sales y sus méto
dos de produccidn se dan a conocer en la Patente checos=-
lovaca n2 157.000 y en las Pstentes USA nfs. 3.190.919,
3.579.581, 3.539.605 y 3.397.215. Tsmbién se dan a2 cono-
cer en la literatura por Mshajan y Rao "Resonancia magné
tica de los protones y movimientos.internos en algunos
compuestos de tetrametil amonio", J. Phys., Solid State
Phys, Vol. 7, Gran Bretafia (1974) y.la tesis Ph. D. de
Teeter, Truman E. titulada "Reduccién de diéxido de car-
bono en cdtodos de mercurio" Universidad de Oregdn, Euge
ne, Oregén, Junio de 1954,

EJEMPLO 3

Para mostrar la eficacia de los carbonatos y



5.

10.

15.

20.

- 13 -

bicarbonatos de amonio cuaternario de la presente inven-
cién en lz sfiadidura de didxido de carbono a un msterial
de refefencia de suero senguineo, se tomaron dos muestras
del mismo lote de suero sanguineo liofilizasdo. Cada una
de las muestras consistia en una cierta cantidad de suero
sanguineo que podia liofilizarse 2 partir de 10 ml. de
suero sanguineo. 10 ml. de agus destileds se afiadieron

en el primer caso y 1la botells que contenia la muestra

se agitd de manera que el suero se podia disolver comple-
tomente. El contenido de esta muestrs se analizé con un
aparato convencional para andlisis de suero sanguineo.

La segunda ﬁuestra de suero sanguineo liofili-
zado se reconstituyd afiadiendo 10 ml. de bicarbonato de
tetrametil amonio 22 nM, También en este caso la mezcla
se agitdé ligeramente, de maners que el suero se disolvid
completamente en la solucién de bicarbonato de tetrametil
amonio. La segunda muestra se analizdé dejsndo el mismo
aparsto de 1s primera muestra.

Le siguiente tabla da los resultados de las prue
bas de los componentes sometidos s este ensayo y muestre

también la escala normal para los componentes.



BONATO DE TETRAME EICARBONATO DE TE ESCALA
COMPONENTES TIL AMONIO TRAMETIL AMONIO NCRMAL
Sodio 150meq/1 150meq/L 138 - 146
Potasio 6.4meq/1 6.4meq/L 3.5 = 5.3
Cloruro 107meq/1 107meq/1 97 - 108
Diéxido de 3meq/1 25meq/1 2L - 32
carbono :
Glucosa 172mg/dl 171lmg/dl 60 -~ 105
Nitrégeno de urea &img/dl Lymg/dl 10 - 20
Creatinina 4,9mg/dl 4.9mg/dl 0.7 - 1.4
Calcio . - 11.9mg/d1 12.0mg/dl 8.5 - 10.5
Fésforo 7.3mg/dl 7.3mg/dl 2.4 = 4.4
Proteina total 6.5mg/dl b.4mg/dl 5.8 - 8.5
Fosfatasa alca-  107IU/L 1091U/1 12 - 40
linsa _
Bilirrubina 3.6mg/dl 3.6mg/dl 0.2 - 1.2
Hierro 198ug/dl 196ug/dl 70 - 200
Capacidad de 386ug/dl 412ng/dl 250 - 400
valencia del
hierro
Colesterol 153mg/dl 150mg/dl 260 (depen
diente edad)
Triglicéridos 0.9meq/1 0.88meq/1 2.15 (depen
diente edad)
Kcido trico 9.1lmg/d1 9.0mg/dl 3 -8
Aspartato tran 63IU/1 61IU/1 6 - 38
saminasa
Alsnino transg 1651U0/1 166IU/1 9 - 25
minasa
Lactato dehidro  7371IU/1 7381U/1 140 - 270
genasa
Creatin quinass  260IU/1 2741071 14 - 90
Hidroxibutirato  5871U/1 5911U/1 110 - 230
dehidrogenasa
Gama glutamil 261U/1 261U/1 4 - 40
transpeptidasa
Amilasa 430U 434y 40 - 180

VALOR ANTES DE LA
ANADIDURA DEL CAR

VALOR DESPUES DE
LA ARADIDURA DE

- 14 -
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Notas:

IU/1 = unidades internacionales por litro

meq/l = mili equivalentes/litro
mg/dl = miligramos/decilitro
pg/dl = microgramos/decilitro

gm/dl = gramos/decilitro

Se aprecia por lo tanto de lo anterior que con
la excepcidn del didxido de carbono, la afiadidura del bi
carbonato de tetrametil amonio no afectd ni interfirid
con la medicidn de cualquiera de los otros constituyentes
del suero sanguineo ni contribuyé ningin otro componente
del suero para cambiaf la concentracién del componente
en el suero. En lo que respects al didéxido de carbono,
se puede apreciar de los sndlisis anteriores que la cone-
centracién de didxido de carbono habis disminuido a3
meq/l en el suero sanguineo durasnte la liofilizacidn. Es
to se encuentra en una escals normel de 24 a 32 meq/l.
Sin .embargo, mezclando el suero sanguineo liofilizado con
la solucién de bicarbonato de tetrametil amonio, la con-
centracidn de didxido de carbono se habfa elevado a 25
meq/l, lo cusl se encuentras dentro de la escals normal.
Las pruebas subsiguientes dieron resultados similares.

Las aminss cuaternarias Utiles en esta inven-
cidn son todas ellas solubles en agua. De modo adicional,
cuando se utilizan como suero sanguineo, son también so-
lubles en el suero. Son tambien solubles en las mezclss
quimicas utilizadas en las pruebas clinicas. Naturslmente,

la amina no debe interferir en cualquier ensayo clinico.
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Los compuestos que contienen las aminas deben ser estéri
les., La esterilidad se puede obtener por métodos bien
conocidos gue no afectardn las sminas cuaternarias, por
ejemplo, filtrado de uns solucién de aminas a través de
un filtro que retenga particulas del tamsfio de microor=-
ganismos.,

Entre los cationes que se pueden utilizar en
ls formacidén de sminas de esta invencidén se encuentran
las siguientes:

Trimetil hidroxietilamonio,

Dimetil clorometil fenilamonio.

Tetraetilamonio.

Tetrametilamonio.

Tetrapropilamonio.

Tetrabutilamonio.

N, N - dimetil - N - etil- p = nitrofenilamonio

Ny N = dimetil - N - fluorometil- N~ fenilamonio

N - cicloexil - N,N - dimetil - N « isobutilamonio

N - etil - N - metilpiperidinio.

N, N - dimetil = N - etil - N - vinil-amonio.

N,N - dietil - N- (2 - metoxietil) -N-n- dbutilamonio

N ~«mn - octil -~ N, N, N, = trimetilamonio.

N, N, N, N', N', N!, - exsmetietilen diaminio

N - ( 2 - hidroxietil) - trimetilamoﬁio.

Los aniones que se pueden utilizar son los es=-
pecificados anteriormente, que incluyen carbonatos, bicar
bonatos, mezcla de carbonatos y bicarbonatos, haluros y

cualquier otro anidn de interés clinico.
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Al llevar a cabo el método de ests invencién,
el suero liofilizado es reconstituido con suficiente
carbonaﬁo o bicarbonato amdénico para proporcionar de 10
a 40 meq/l de didxido de carbono en el suero reconstitui
do.

El suero de referencis de la invencién se pue-
de preparar mezclando una solucidén de la sal de amonio
tetrasustituido de la concentracién deseada final con
suero sanguineo prevismente liofilizado. De modo alterna
tivo, se puede preparar sfiadiendo una cantidad predeter-
minada de sal de amonio tetrasustituido al suero sangui-
neo éntes de 1ls liofiiizacién del suero. Pars preparar
el suero de referencia de la invencidn con este dltimo
método, la sal de amonio tetrasustituido se afiade 3l
suero sanguineo en cantidad suficiente pars proporcionar
el nivel totel deseado de CO2 en el suero reconstituido.
Por ejemplo, 1,0 ml de bicarbonato de tetrsetil amonio
0,4 M es afladido a 10,0 ml de suero sanguineo. Esta mez-
cla es liofilizada por un procedimiento de liofilizacién
conocido. El suero de liofilizacidn se puede reconstituir
antes de su utilizacidn disolviéndolo en 10,0 ml de asgus
destiladas, después de lo cual se puede analizar por mé-
todos conocidos.

Sin otrs elaboracidén posterior, lo anterior
ilustrard de modo completo nuestra invencidn, de manera
que cualesquiera otros puedan, por aplicacidén de sus co-
nocimientos actusles o futuros, adaptar fdcilmente 1la mis
me para su utilizacidén en diferentes condiciones de ser-

vicio.
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Todo cuanto no afecte, altere, cambie o modifi
que la esencia del procedimiento descrito, serd variable
a los éfectos de ls 'sctusl Patente.

NOTA.

5. Se reivindica como objeto de esta Patente de

Invencidn:
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REIVINDICACIONES

l.- Un procedimiento para la fabricacién de un
suero péra el control clinico, en el que se constituye un
compuesto que comprende agua y come minimo un carbonato o
bicarbonato aménico cuaternario} caracterizado por guedar
dicho compuesto esencialmente libre de iones sodio, pota-
sio, calcio, amonio, clorurc y hierro.

2.~ Un procedimiento para la fabricacién de un

* suero para el control clinico, seglin la reivindicacién 1,

caracterizado porque la cantidad de iones sodio, potasio,
calcio, amonio, cloruro y hierro, son respectivamente me-
nores de 2 milimoles, 6,25 milimoles, 0,5 mg/100 ml, 0,5

microgramos/ 100 ml, 3 milimoles y 3 microgramos/ 100 ml.

3.- Un procedimiento para la fabricacién de un
suero para el control clinico, seglin cualquiera de las
reivindicaciones anterlores, caracterizado porque la can-
tidad de iones sodio, potasio, calcio, amonio, cloruro y
hierro es, respectivamente, menor de 1 milimol, 0,1 mili-~
moles, aproximadamente 0,2 mg/100 ml, 0,2 microgramos/100
ml, 2 milimoles y 2 microgramos/100 ml.

4.- Un procedimiento para la fabricacidn de un
suero para el control clinico, seglin cualquiera de las
relvindicaciones anteriores, caracterizado porque el com-
puesto tiene caracteristicas estériles.

5.~ Un procedimiento para la fabricacifn de un
§ué§o para el control clinico, seglin cualquiera de las
reivindicaciones anteriores, caracterizado porque el car-

bonato o bicarbonato aménico cuaternario se encuentra en .
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una concentracidn suficiente para proporcionar una concen=-
tracidn de C02 de 10 a 40 MEQ/1.

. 6.~ Un procedimiento para la fabricacién de un
suero para el control clinico, segln cualquiera de las
reivindicaciones anteriores, caracterizado porque en el
compuesto no se incluye sustancia alguna que afecte los
ensayos para lones sodio, potasio, cloruro, hierro, fés-
foro y calc;o, urea, dcido firico, creatinina, glucosa,
colesterol, bilirrubina, proteinas totales, dehidrogenasa
del &cido lactico, amilasa, fosfatasa &cida, fosfatasa
alcalina, absorcidn de hormona del tirbides y hormona
total del tiroides.

7.~ Un procedimiento para la fabricacibén de un
suero para el control clinico, segfin la reivindicacién 6,
caracterizado porque el carbonato o bicarbonato amdnico
cuaternario se encuentra con una concentracidn suficiente
para proporcionar una concentracidn de CO, que oscila en-
tre 10 y 40 MEQ/1.

8.- Un procedimiento para la fabricacidn de un
suero para el control clinico, seglin las reivindicaciones
anteriores, caracterizado por la formacifén de un compues-
to acuoso en el gue se encuentra como minimo un carbonato
o bicarbonato amdnico cuaternario, caracterizado porque
los iones sodio, potasio, calcio, amonio, cloruro y hie-
rro se encuentran presentes respectivamente en cantidades
menores de 2 milimoles, 0,25 milimoles, 0,5 mg/100 ml,
0,5 microgramos/100 ml, 3 milimoles y 3 microgramos/100

ml y el carbonato o bicarbonato aménico cuaternario se
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encuentra presente en una cantidad suficiente para propor-

cionar una concentracién de CO, de 10 a 40 MEQ/1.

2

9.~ Un procedimiento para la fabricacién de un
suero para el control clinico, seglin la reivindicacién 8,
caracterizado porque la cantidad de iones sodio, potasio,
calcio, amonio, cloruro y hierro es respectivamente, me-
nor de 1 milimol, 0,1 milimoles, 0,2 mg/100 ml, 0,2 micro=
gramos/100 ml, 2 milimoles y 2 microgramos/100 ml.

10.- Un procedimiento para la fabricacién de
un suero para el control clinico, seglin las reivindicacio=-
nes 8 & 9, caracterizado porque el compuesto es de carac-
teristicas estériles.

11.~ Un procedimiento para la fabricacién de
un suero, para el control clinico, seglin la reivindica-
cién 8, 9 & 10, caracterizado porque el compuesto queda
libre de cualguier sustancia que afecte los ensayos para
la determinacidn de iones sodio, potasio, cloruro, hie-
rro, f£bsforo y calcio, urea, &cido firico, creatinina, glu-
cosa, colesterol, bilirrubina, proteina total, dehidroge-
nasa del dcido lictico, amilasa, fosfatasa &cida, fosfa-
tasa alcalina, absorcién de hormona del tiroides y hor-
mona total del tiroides.

12.- Un procedimiento para la fabricacidén de
un suero pafa el control clinico, segfin las reivindica=-
ciones anteriores, caracterizado por la formacibén de un
compuesto que comprende como minimo un fluido corporal de
un animal y como minimo una sal de amonio cuaternario.

13.- Un procedimiento para la fabricacibn de



5.

15,

20,

- 22 -

un suero para el control clinico, seglin la reivindicacidn
12, caracterizado porque la sal es un haluro, un carbona-
to o un.bicarbonato.'

14.~ Un procedimiento para la fabricacidn de
un suero para-el control clinico, segfin la reivindicacidn
12, caracterizado porque el fluido corporal es suero san-
guineo.

15.- Un procedimiento para la fabricacibn de
un suero para el control clinico, segfin las reivindica-
ciones anteriores, en el que se constituye una composi-
cidn in vitro para la utilizacidn como suero de control
clinico comprendiendo suero sanguineo y por lo menos un
carbonato o bicarbonato de amonio cuaternario, caracte-
rizado porque los iones sodio, potasio, calcio, amonio,
cloruro y hierro se encuentran presentes en dicha sal
amdénica cuaternaria, respectivamente en cantidades meno-
res de 2 milimoles, 0.25 milimecles, 0,5 mg/100 ml, 0,5
microgramos/ 100 ml, 3 milimoles y 3 microgramos/100 ml y
gue dicho carbonato o bicarbonate amdnico cuaternario se
encuentra presente en una cantidad suficiente para pro-
porcionar de 10 a 40 MEQ/1 de co2 en la mezcla,

16.- Un procedimiento para la fabricacidn de
un suero para el control clinico, seglin la reivindicacién

15, caracterizado porque dicho compuesto adopta forma lio-

fil;zada.

t:fiz;:—;f’ 17.~ Un procedimiento para la fabricacién de

7
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un suero para el control clinico, seglin la reivindicacién

16, caracterizado porque el carbonato o bicarbonato améni-
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co cuaternario se encuentra presente en cantidad suficien-
- )te para proporcionar de 10 a 40 MEQ/1 de CO, en la mezcla
cuando él compuesto liofilizado es reconstitufdo a su
contenido original de agua antes de haber sido deshidra-
Se tado.
18.~ Un procedimiento para la fabricaci6n de
un suero para el control clinico, segin las reivindica-
ciones anteriores, caracteéizado por comprender la mezcla
de un compuesto amdénico cuaternario con un fluido corpo-
10. ral animal.
19.- Un procedimiento para la fabricacién de
un suero para el control clinico, segln la reivindicacién
18, caracterizado porque la mezcla se lleva a cabo in vi-
tro.
15. 20.- Un procedimiento para la fabricacién de
un suero para el control clinico, segfin la reivindicacién
* 18, caracterizado porqﬁe el compuesto se aflade al fluido
en forma seéa.
21l.- Un procedimiento para la fabricacién de
20. un suero para el control clinico, segfin la reivindicacidn
18, caracterizado porque el fluido animal es deshidratado
antes de su adicitn al compuesto.
22.- Un procedimiento para la fabricacidn de
un suero para el control clinico, segfin la reivindicacidn
25, 21, caracterizado porque el compuesto es afladido como so-
lucidn acuosa al fluido corporal animal y la mezcla es a

“~) continuacién liofilizada.

23.- Un procedimiento para la fabricacién de
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un suefo para el control clinico, seqgln la reivindicacién
, 22, caracterizado porque la mezcla liofilizada es ensaya-
da como'minimo para la determinacién de uno de sus compo-
nentes clinicamente significativos.
5. 24.- Un procedimiento para la fabricacidn de
un suero para el control clinico, segfin cualquiera de las
reivindicaciones anteriores, caracterizado porque el com-
puesto es un carbonato o bicarbonato aménico cuaternario
en concentracidn suficiente para proporcionar de 10 a 40
10. MEQ/1 de C02 en la mezcla cuando el fluido corporal ani-
mal deshidratado es reconstituido a su contenido original
de agua antes de haber sido deshidratado.
25.- Un procedimiento para la fabricacibn de
un suero para el control clinico, seglin las reivindica-
15, ciones anteriores, que comprende la mezcla de suero san-
guineo y como minimo un carbonaro o bicarbonato aménico
cuaternario en el que los iones sodio, potasio, calcio,
amonio, cloruroc y hierro se encuentran presentes en dicho
compuesto amdnico cuaternario, respectivamente, en canti-
20. dades menores de 2 milimoles, 0,25 milimoles, 0,5 mg/100
ml, 0,5 microgramos/100 ml, 3 milimoles y 3 microgramos/100
ml y que dicho carbonato o bicarbonato aménico cuaternario
© se encuentra presente en una cantidad suficiente para pro-
porcionar de 10 a 40 MEQ/1 de CO2 en la mezcla.
25. Sean cuales fueren las circunstancias que concu-
rran en la esencialidad de la Patente de Invencidn defi-

S . NS .
C:;-;% nida en las anteriores reivindicaciones, cuyo objeto es:

L

26.~ UN PROCEDIMIENTO PARA LA FABRICACION DE
UN SUERO PARA EL CONTROL CLINICO.
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Consta le presente memoria de veinticinco hojas
foliadas, mecanografiadas por una sola cara,

Barcelona, ~ 2 JUN.1977

P.A. de D, William Villee Dorwart, Jr. y
D, Welter Brummund, Jr.,
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