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MEMORIA DESCRIPTIVA
de una Patente de Invencidn a nombre de:
C.F. SOEHRINGER & SOEHNE G.m.b.H., de na~
cionalidad alemana, domiciliada en MANN-
HEIU-WALDHOF (Alemania); por: "PROCEDI-
MIENTO PARA LA OBTENCION DE UNhMEDIO DIAG
NOSTICO PARA EL RECONOCIMIENTO D& LOS
CONSTITUYENTES DE SANGRE PURA".

coemenmee 0000000 00 —memem

El reconocimiento de los constituyentes en la sangre
pura ha representado hasta shora un procedimiento muy compli-
cado, laborioso y que en su realizacidn exige mucho iiempo,
el cual s6lo puede llevarse a cabo en laboratorios debidamente _
equipados y con personal especializado. Para ello, de la san-
gre pura hay que sacar primero el suero o plasma, donde lusego
pueden determinarse las sustancias que interesan; de otro mo=-
do, la propiedad fuertemente colorante de la hemoglobina alte-

raria todas las reacciones de color. Ultimamenie se han descrito
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también procedimientos, que de un modo simplificado permiten

el reconocimiento de zlucosa o urea en la sangre pura. El
principio de estos nuevos procedimientos se basa en que una tira
de papel indicador es recubierta por fuera con una pelfcula semi-
permeable; si sobre una de estas tiras se echa sangre pura, el
suero con los constituyentes pasa a través de la pelicula seni-
permeable y conduce a la reaccién cromitica en el papel, mien-
tras que los glébulos rojos quedan retenidos sobre la pelicula.
Después de cierto tiempo hay que quitar el codgulo de sangre
para que se pueda ver en el papel el color de la reaccién. Ls-
te procedimiento constituye indiscutiblemente una simplifica=-
cibn en comparacién con los métodos de laboratorio apuntados
més arriba, pero de todos modos adolece todavia de sensibles
inconvenientes: para poder valorar la coloracifn de la reaccién,
los componentes rojos de la sangre tienen que quitarse con un
trapo o lavéndolos; si esto no se hace a la perfeccidn, el re-
sultado pueden ser diagnésticos errdneos. Pero también la fa-
bricacibn de estas tiras indicadoras es relativamente compli-
cada y costosa.

Una rapide determinacidn de las sustancias que con-
tiene la sangre efectuada por personas inexpertas como método
répide de investigacién en la cama del enfermo, con motivo de
accidentes o como "screening test" en clinicas, es de gran im-

portancia para muchas sustancias.
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1. Glucosa: La determinacibn de la concentracibén de glucosa en

sangre tiene mucha importancia en enfermos afectados de dia=
betes, por ejemplo en accidentes, cuando hay que ver rapida-
mente si se sufre un coma debido a hiperglicemia o hipoglice-
mia. Iuego es también de interds la vigilancia del nivel de
glucosa en sangre para prescribir los medicamentos corres-
pondientes a un paciente. También en el descubrimiento de ca~
sos de diabetes latentes es importante un método sencillo y
répido para determinar la glucosa en sangre pura ("scree-

ning test").

2. Urea: El reconocimiento del contenido de urea en sangre es
de importancia para la valoracién de enfermedades nefriti-

cas y para el descubrimiento de azotemias desconocidas.

8. Serocolinesterasa: para la valoracién de varias enfermedades
hepéticas, y también para casos de intoxicacidn por insecti=
cidas agricolas, se necesita un test sencillo para la prue-

bha de la serocolinesterasa.

4, Penilalgning: para poder determinar ya en los primeros dfas
de vida de un 1acfante si existe una Oligophrenia phenyl-
pyruvica, las casas de maternidad deberian disponer de un
sencillo "screening test" para el contenido de fenilalaning
en sangre: Hasta ahora se estaba supeditado gl reconocimienw=
to del 4cido pirdvico en la orina - método dste que sélo da

resultados seguros después de la 6% semana de vida. La aten-

cidn posterior a los lactantes es, sin embargo, sumamente
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complicada; en esto también se pierde mucho tiempo, hasta el
punto de que muchas veces no es ya posible aplicar a tiempo
un tratamiento satisfactorio de esta enfermedad que produce

la imbecilidad.

5. Galactoga: una importancia parecida tiene la averiguacién a
tiempo de lactantes que padecen galactosemia, mediante una

determinacién ripida de la galactosa en sangre.

Otras sustancias, cuya rapida determinacidén en la san-
gre es importante son, por ejemplo, fosfatasas, transaminssas,
dehidrogenasas, tripsina, histidina, 4cido drico.

Para el reconocimiento de glucosa en sangre se utiliza
corrientemente la reaccibn cromdtica especifica descrita por
W.Franks y F. Lorenz / Liebigs Annalen 532, (1937), pég. 1 a
287. Ss trata ahf de la oxidacibn de glucosa a 4cido glucénico,
la cual se lleva a cabo mediante oxf{geno molecular en presencia
de glucosaoxidasa y de un amortiguador a pH 5. El agua oxigena-
da que se libera oxida un indicador redox en presencia de pero-
zidasa. Como indicador pueden utilizarse p~fenilendiamina y las
mezclas - conocidas por el nombre de reactivos "Hadi" -~ de fe-
noles y aminas aromiticas, en particular tembién susiancias de
estructura de bencidina, por ejemplo la o-tolidina. En este re-
conocimiento de glucosa se obliene una coloracién azul més o me-
nos intensa, correspondienfe a la concentracidn en glucosaj por

adicibn de colorantes amarillos pueden lograrse las correspon-
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dientes tonalidades verdes. Si un cuerpo absorbente, por ejemplo
papel filtro, se impregna con los citados reactivos, se obtiene
un papel amarillo que es coloreado en un tono verde mds O me=
nos intenso por soluciones que contienen glucosa. Con un papel
de esta clase se puede reconocer glucosa cualitativa y senmi-
cuantitativamente en liquidos poco coloreados, por ejemplo ori-
na. Pero si se sumerge este papel en sangre o se le unta de
sangre, se produce desde luego una decoloracién dependiente del
contenido de glucosa en la sangre. Sin embargo no se llega a
reconocer claramente una coloracibn verde, y mucho menos una
graduacibn en las intensidades de color; tampoco puede observar-
ge ningin suficiente efecto de cromatografia por extensién del
suero en el soporte ahsorbente.

Si en semejantes tests con sangre pura se intenta ha-
cer una separacién cromatogrifica adicional de la sangre en el
goporte indicador absorbente con medios coagulantes conocidos,

y por consiguiente conseguir una fijacién de los hematocitos
perturbadores, no se obtiene entonces segin nuestros diagnésti-
cos con numerosas sustancias ningun resultado, o quiza alguno
de todo punto ingatisfactorio. Se han evidenciado como inservi-
bles entre ofros,: preparados de trombina, adrenocromo-monosemi-
carbazona, extractos de médula espinal, derivados de Z-metil-
1,4-naftoquinona, acetato de uranilo, cloruro cdlcico, gluconato
cdlcico. Tampoco han presentado efectos dtiles o suficientes las

sustancias macromoleculares: carrageenatos, pectinas, derivados
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del 4cido poligalacturénico, polfmeros mixtos de vinilpirroli-
dona=vinilacetato, alcoholes polivinilicos, poliefilenglicoles,
poliacrilamidas, gelatinas, poligliclol 20 ooo.

Sorprendentemente se ha descubierto ahora que por
adicién de aminodcidos o amidas de aminoicido, o sus sales, se
obtienen papeles indicadores que al sumergirlos en sangre, dan
por resultado una intensa separacién de sustancia hemitica ro-
ja ¥ suero ligeramente coloreado, por 1o que es bien reconoci-
ble la reaccién cromdtica especial en la gama de humectacidn de
las porciones serosas. Como aminoicidos estin particularmente
indicados glicocola y alanina, y como amidas de aminogcido in-
teresan, por ejemplo, glicingmida, asparagina, glutamina.

Si se sumerge en sangre, por ejemplo, un papel indica-
dor de glucosa impregnado por adicién de glicina, la parte sumer-
gida de la tira de papel es coloreada por la sangre con una to-
nalidad pardo rojiza. Desde esta zona intensamente coloreada
asciende entonces el ligquido sin ninguna tonalidad propia es-
pecial; debido a la reaccidn de prueba de glucosa, esta segunda
zona adquiere por la presencia de un colorante amarillo, una to-
nalidad mds o menos verde en funcidn de la concentracién de glu-
cosa en la sangre. Un efecto parecido se obtiene también trans-
versalmente al papel cuando es humedecido con sangre por un la-
do: si el papel tiene suficiente espesor, la reaccién cromiti-
ca se observa entonces claramente por el revés.

Por la memoria impresa alemana 1.153.920 es conocido
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un medio diagnéstico para la determinacién de compuestos ceté-
nicos en liquidos corporales, que consiste en un soporte ab-
sorbente, impregnado de nitroprusiato sédico bajo adicibn de
gcido aminoacético. Zste dcido se incorpora en este caso con
el £in de conseguir la necesaria sensibilidad a la reaccidn
cromdtica; (véase patente USA 2.509.140), En los medios diag=
nésticos sugeridos por el invento no es preciso semejante au-
mento de la sensibilidad; la adicibn de aminodcido se necesi-
ta aqui Unicamente para separar los pigmentos hemiticos del
suero, al ovjeto de poder observar bien la reaccidn cromitica.
Aparte de lo expuesto, el procedimiento de la memoria impre-
se alemana 1.153.920 s6lo estd indicado para la determinacibn
de cuerpos ceténicos en lfquidos précticamente incoloros, ta~
les como la orina; en este test no se buede observar con éxito
la reaccién cromdtica rojo-violeta, en sangre pura.

Para la preparacién del medio diagndstico segin la
idea del presente invento, los soportes absorbentes, por ejem=-
plo tiras de papel indicador, se impregnan como de costumbre
con los indicadores y reactivos especificos, donde a las soluw
ciones de impregnacién se agrega 1 a 20 % en peso de un emi-
noicido o de una amida de aminodcido, 0 bien de sus sales. la
parte de la tira indicadora impregnada con el aminodcide, o
bien con la amida de awinodcido o sus sales, puede también se-
pararse debidamente de 1a zona colorante si la sangre pura,

de la que hay que hacer la pruehba, se aplica a la parte que
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contiene aminodcido y se deja que se difunda en la parte indica~
dora de color. La zona indicadora de color y la zona de precipi-
tacidn pueden también dividirse en dos tiras indicadoras separa-
das pero que estan mutuamente en contacto.

Una forma de realizacién pariicularmente conveniente

del medio diagnéstico sugerido por el invento se consigue pre-
cintando les tiras indicadoras en materisl transparente, confor-
me al modelo de utilidad aleman n® 1.852.316; las combinaciones
de indicacién que se obtienen de esta manera se observan perfec-
tamente y s6lo precisan una gota de sangre pura. ds muy ventojo-
80, como ha podido comprobarse, combinar la tira indicadora pro-
piamente dicha con una segunda tira de papel mds ancha que esté
impregnada de una solucidn de aminodcidos, o de amidas de amino-
4cido o sus sales, y precintar luego ambas tiras de tal modo una
sobre otra en una l4mina de plistico, que la tira mds ancha re-
cubra uniformente por fuera a le tira indicadora estrecha (véase-
figura). En este caso, la propia tira indicadora no necesita es-
tar impregnada de aminodcido, de amida de aminodcido o de sus
sales, Para la preparacién de estas combinaciones indicadoras se
precinten las dos tiras de papel por un lado en una 14mina conti-
nua y luego se coria esta ldmina transversalmente, por ejemplo,
en tiras de 5 mm de anchura. De esta manera se obtienen tiras de
pléstico en uno de cuyos extremos se encuenira una plaquita in-
dicadora que es absorbente Solo por un lado; por el otro lado

cuiierto por la ldmina queda una plaquita indicadora cuadrada,
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que por arriba y abajo aparece encerrada por una tira que des~
taca por el color (véase figura). Si se echa una gota de san-
gre sobre la parte absorbente de la tira, ésta se colorea en-
tonces de rojo por la sangre, en cambio la propia plaquita ine
dicadora no es influida para nada por el color de la sangre, y
produce la reaccidn cromitica especifica de la sustancia que hay
que reconocer en la sangre. Como quiera que la gota de sangre
no entra directamente en contacto con la plaquita indicadora ni
con log reactivos, la tira indicadora puede colocarse junto a
la gota de sangre que sale del dedo o del lébulo de la oreja.
Asf pues, esta forma de realizacién del medio diagnbstico suge-
rido por el invento ofrece el manejo mis sencillo posible.

Como material transparente interesan sistemdticamente
todos los materiales pldsticos que son insolubles en agua, por
ejemplo cloruro de polivinilo, &ster del dcido politerefidlico
y soportes laminados con polietileno o ldminas (por ejemplo lé-
mina de ester del 4cido politereftdlico, lémina al acetato,
polipropileno, superpoliamida). Es importante para la eleccién
del pldstico apropiado, sobre todo, su soldabilidad y precio
ventajoso. De preferencia se emplean léminas de cloruro de po-
livinilo, pues se entregan con gran espesor y resultan renta-
bles. El precintado se realiza, como de costumbre, por el pro-
cedimiento de impulso o de contacto térmico, o por alta fre-
cuencia (véase modelo de utilidad aleman n® 1.852.316).

En los ejemplos siguientes se explica la fabricacién
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del medio diagnbstico sugerido por el invento.

EJEMPLO 1 : Fabricacién de una tira indicadora apropiada para

el reconocimiento de glucosa en sangre pura.

Solucién de impregnacién I:

Peroxidasa 0,012 g
Glucosaoxidasa 1,3 &
Tartracina 0,1 g
Fosfato potdsico prim, 0,269 g
Fogfato sédico sec. 0,00¢ g
(licocola 9,0 g
Acetona 10,0 ml
Agua destilada ad. 100,0 ml

Solucidn de impregnacién II:

o~tolidina 0,42 g
acetona ad. 100,0 ml

Con la solucién de impregnacién I y II se impregna
sucesivamente papel filtro Schleicher & Schiill n® 2316, seco y
cortado en tiras de 5 mm de encho. | |

Si se sumerge una de estas firas en una gota de san-
gre, por ejemplo en el dedo o lébulo de la oreja, a unos 3 mm
de profundided, a iravés de la gzona sumergida se humedece una
gona casi de la misma anchura por un liquido libre de pigmento

hemdtico rojo, que seglin sea el contenido en glucosa se vuelve mds
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o menos verde. De esta manera puede reconocerse claramente glu-

cosa todavia en una concentracidén de menos de 25 mg %.

EJEMPLO 2 : Tira de prueba de glucosa, precintada en lémina de

pléstico.

El papel filtro Schleicher & Schiill n 2316 se trata
primero con la solucién de impregnacién I citada en el Ejemplo
1, en la que todavia falta la adicién de glicocola. Seguida-
mente se impregna con la solucién de impregnacién II menciona-
da mis arriba, se seca ¥ se corta el papel en tiras de 5 mm de
ancho.

Otra partida de papel filtro Schleicher & Schiill n®

2316 se impregna con una solucién de glicoccla de la siguiente

compogicidn:
Glicocola 58
Agua destilada ad. 100 ml

y se corta en la deseada anchura de 9 mm,

Las tiras de papel de glicocola obtenidas de esta
manera se colocan encima de las tiras de papel indicador de glu-
cosa antes descritas, y sobre una ldmina de cloruro de polivini-
lo precintable en caliente se pasan por dos rodillos, uno de
los cuales, o ambos, estdn dotados de calefaccibn., Por el con=
tacto de calor, los papeles combinados se sueldan sobre la 1lé-
mina. Esta se corta luego transversalmente en tiras de 5 mm de

amcho, las cuales representan entonces las tiras indicadoras
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terminadas (véase figura).

Si por el lugar absorbente se humedecen las tiras in-
dicadoras con una gota de sangre, la plaquita indicadora cuadra~
da amarilla se vuelve entonces, al cabo de unos 1 a 2 minutos,
més o menos verde segln sea el contenido de glucosa. El papel
blanco impregnado de glicocola se colorea en un torno pardo roji-
zo por el pigmento hemdtico. De este modo puede reconocerse cla-

remente glucosa, todavia en una concentracién de menos de 25 mg ¥,

BJEMPLO 3: Preparacién de una tira indicadora apropiada para el

reconocimiento de serocolinesterasa en sangre pura.

Solueidn de impregnacién I:

Butirilcolinyoduro 5 g
a-glaning 5 g
Agua destilada ad. 40 ml

Lejia de sosa 1 n (c.s.
hasta pH 7,0)

ietanol 10 ml

Solucién de impregnacién II:
Azul de bromotimol 0,35g
Metanol ad. 50,0 ml

Un papel filtro (Schleicher & Schiill n? 2316) se tra-
ta sucesivamente con las soluciones de impregnacidén I y II, y se

le acaba de tratar de la misma manera que se describe en el ejem-

plo 1.
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La solucidn de impregnacidn para el papel separador

de pigmentos hemiticos tiene la siguiente composicidn:

a-glaning 5 g

Agua destilada ad. 100 ml

Impregnacidn en papel filtro Schleicher & Schiill nf.
2316, — ‘

Las tiras de papel indicador de colinesterasa y las
tiras de papel de alanina se precintan en una ldming y cortan
con arreglo a lo expuesto en el ejemplo 2, Si las tiras indica-
doras obtenidas de esta manera se humedecen por el lugar absor-
bente con una gota de sangre, la plaguita indicadora anaranjada
toma primero un tono verde azulado, y acto seguido, mis o menos
répidamente se vuelve otra vez anaranjada pasando por los mis
diversos matices de verde. La velocidad del cambio de color es
una medida de la actividad de la serocolinesterasa en la san-
gre. Si despuds de determinado tiempo se compara el color re-
sultante con la escala de colores, puede determinarse la acti-
vidad: cuanto mis clara se vuelve la plaquita indicadora tanto
mis alta es la actividad de la serocolinesterasa, y cuanto mds
pequefio es el cambio de color después de la coloracidn verde

azulada inicial, tanto menor es la actividad.

BJEMPIO 4: Preparacién de una tira indicadora apropiada para

el reconocimiento de galactosa en la sangre pura.

Solucibn de impregnacién I:
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Peroxidasa 0,012 ¢
Galactosaoxidasa 0,3 g
Fosfato potdsico prim. 0,746 ¢
Fosfato sédico sec. 2,085 g
Acetona 10,0 nl
Agua destilada ad 100,0 nl
Solucién de impregnacidén II:
o-tolidina 0,42 g
Acetona ad 100,0 mnl

Un papel filtro (Schleicher & Schiill n? 2316) ge im=
pregna sucesivamente con las soluciones de impregnacién I y II,
se seca y se corta.

La solucidén de impregnacidn para el papel separador

de pigmentos hemdticos tiene la siguiente composicidn:

Glicinamida clorhidrato - 5 g

Agua destilada ad 100 ml

El papel filtro Schleicher & Schiill n? 2316 se impreg-
na con esta solucién.

Las tiras indicadoras de galactosa y las tiras de
papel de glicinemida se precintan en ldminas de pldstico como
se explica en el ejemplo 2, y se cortan., Si las tiras de papel
obtenidas de esta manera se humedecen con una gote de sangre
por el lugar absorvente, la plaquita indicadora cuadrada se co-

lorea més o menos intensamente de azul, segln sea el contenido
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de galactosa. El resto del papel se colorea de pardo rojizo por
el pigmento hemdtico rojo. La galactosa puede reconocerse asi

todavia en una concentracién de menos de 7,5 mg %.

EJEMPLO 5: DPapeles indicadores de urea:

Sohre .un papel filiro se aplica ureasa en mezcla con
un amortiguador apropiado y un indicador pH. Bstos papeles in-
dicadores de urea pueden diferenciarse en el valor pH y en la
capacidad del amortiguador, asi como en la naturaleza del indi=-
cador. El viraje del indicador es especifico para cantidades de
urea completamente determinadas.

Un test, que a concentraciones de urea por debajo de
50 mg % se colorea en amarillo-naranja, y a concentraciones por
encima de 50 mg % en rojo, puede obtenerse mediante un amorti-
guador de fosfato 0,1 mol de pH 6,8 y rojo de fenol como indica-
dor.

Miediante un amortiguador de fosfato 0,2 mol de pH 6,6
y rojo de fenol como indicador, se obtiene un test que a con-
centraciones de urea por debajo de 100 mg % reacciona con una
tonalidad amarillo-naranja y, por encima de 100 mg %, con una
tonalidad roja.

Mediante el uso de un amortiguador de fosfato 0,4 mol
de pH 5,5 y rojo de fenol como indicador se obtiene un fest que
presenta una tonalidad amerilla-naranja en cantidades de urea

de menos de 200 mg %, y que se colorea de rojo a cantidades ma-

yores de urea.
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Bstos papeles indicadores de urea se transforman en
tiras indicadoras por el méiodo seiialado en el ejemplo 2. en
combinacién con los papeles separadores de pigmentos hemdticos
descritos en los ejemplos 2, 3 y 4. 51 las tiras indicadoras
obtenidas se humedecen con wna gota de sangre por el lusar ab-
sorbente, con el correspondiente contenido de urea tiene lugar
un viraje de color del indicador en la plagquita indicadora cua-
drada. Segln sea la naturaleza del amoritiguador, pueden fijar-
se cantidades de urea en diferentes gamas de concentracidn; por
ejemplo urea inferior a 50 mg %, por encima de 50 mg % pero por
debajo de 100 mg %, por encima de 100 mg # pero menos de 200 mg %,

nds de 200 mg %.

uJuiPL0 6:  Papelss indicadores de fenilalanina.

L-aminodcido oxidasa (de veneno de serpiente), pero-

xidasa y o=-tolidina se aplican juntemente con un amortiguador

de fosfato 0,2 mol de pH 6,5 sobre un papel filtro. Un papel im-
pregnado de este modo se transforme con un papel separador de
pigmentos hemdticos, con arreglo a lo expuesto en el ejemplo 2,
en tiras indicadoras. Si estas tiras son humedecidas con sangre
conteniendo L-fenilalanina, se obtiene una coloracién azul de la
plaquita indicadora. De esta manera en la primera semana de vi-

da pueden determinarse ya los nifios que padecen fenilcetonuria.
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Se reivindica como nueve y de propia invencibn:
1.~ Procedimiento para la obtencién de un medio diag-

néstico para el reconocimiento de los constituyentes de sangre
pura, consigtente en un soporie absorbente que estd impregnado
de reactivos e indicadores especificos, caracterizado por una
adicién de aminodcidos o amidas de aminodcido o de sus sales,
que tiene por resultado una separacidén de la sangre pura en
glébulos y suero précticamente incoloro, por lo que la reaccién
especifica del test tiene lugar fuera de la zona coloreada de
rojo.

2.~Procedimiento segin lo reivindicado en el punto 1,
caracterizado porque los eminodcidos o amidas de aminodcido,
o sus sales, se aplican sobre un soporte absorbente que ests
separado del soporte del indicador, pero en contacto con é1.

3.-Procedimiento seglin lo reivindicado en los puntos 1
y 2, caracterizado porque por un lado, el soporte del indica-
dor estd cubierto por el soporte absorbente que esti impregne-
do de una solucidn de aminoicidos o amidas de aminodcido o de
sus sales, mientras que por el otro lado queda cubierto por un
material transparente, por el que se puede observar la reac-
cién cromdtica del test.

4,-PROCEDIMIENYO PARA LA OBTENCION DE UN MiDIO DIAGNOSTI-
CO PARA EL RECONOCIMIENTO DE LOS CONSTITUYENTES DE SANGRE PURA.
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Tal como se describe y reivindica en la presente lie-
moria Descriptiva, que consta de dieciocho hojas escritas a mi-

quina por una sola cara.

adrid, 46 MR §00

GARLUS FERRARTH/Emoibad
P. P, HH
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