10

154930

Pc" 33'881

MEMORIA DESCRIPTIVA
para solicitar
PATENTE 2E INVENCIORN
en
ESPANA
» por VEINTE afios

a nombre de NILES LABORATORIES, INC., entidad norteamerica-
na, establecida en 1127 Myrtle Street, Elkhart, Indiana,

Eetados Unidos de América, por:

"UNN PROCEDIMIENTO PARA LA DETECCION DE METABOLITOS NO CON-
JUGADOS DE CATECOLAMINA EN FLUIDOS QUE CONTIENEN SAL".

Este invento se refiere a un procedimiento para
la deteccidn cualitativa y la determinacidén cuantitativa
de metabolitos no conjugados de catécolamina. Kas particu-
larmente, se refiere a un método mejorado para aumentar la
sengibilidad para detectar y determinar metabolitos no con-
Jugados de catecolamina en fluidos corporales, tales como
orina, en un ensayo (til en el diagndstico del feocromoci-
toma.,

Bl feocromocitoma estd caracterizado usualmente

por la presencia de un tumor de células de cromafina. Dicho




10

15

20

25

30

tumor, aunque usualmente es benigno, es un tumor medular

de la cédpsula suprarrenal y generalmente muestra ser fatal

si no es tratedo. La rdpida deteccidn y eliminacién de es- °
te tumor puede realizar uma inversidn completa, o al menos
parcial, de cualquier cambio estructural temporal que pue-

da habergparecido en el sistema circulatorio. Un sintoma
cardinal del feocromocitoma es la hibertensién con todas

sug manifestaciones asociadas, Sin embargo, la simple hi-
pertensidn es un estado comin que aparece en la practica
médica diario. Se requiere usuelmente un tratamiento conti-
nuado para reprimir apropladamente la hipertensidn. Dicho .
tratamiento de la hipertensidn afectard solamente a los
sintomas y no a la causa, sl el paciente sufre de feocro-
mocitona. Por este, es importante que se efectue un diagnosy |
tico tempreno y exacto del feocromocitona con el fin de que
las personas afectadas de este estado puedan recibir una
pronta terapia correctora.

Hagta ahora, la deteccidn de feocromocitoma se
efectuaba al ménos por tres métodos convencionales. Un mé-
todo de la técnica anterior empleaba agentes de blogueo
ganglionar para producir uvna elevacidn o disminucidn en la
presidn sanguinea, Dichos cambios en la presidn sansuines
ayudaban al diagncstico del feocromocitoma, pero este mé-
todo era insatisfactorio ya que csponia al paciente a los
riesgos fisicos que acompafien a la elevacidn y disminucidn,
inducidas pro drogas, de la presidn sanguinea, Otro método
de la técenica anterior comprendfa medios cuantitativos para
estimar la secrecion urinaria de catecoleminas (aminas hi-
pertensoras), tales como epinefrina (adremalina) y nor-epi-

nefrina (por-adranalina) que aumentan en la presencia tumo-
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res con secrecion activa. Desafortunadamente, las minuscu~
las cantidades de epinefrina y nor-epinefrina presentes en
flufdos corporales, tales como orina y plasma, necesitaban
la utilizacidn de ensayos biolozicos complejos y muy tec~
nicos, o de tecnicas fluorimetricas para su determinacidn.
Ias catecolaminas son también inestables en la orina, y
su demcomposicidn con el tiempo puede conducir a resulta-
dos de ensayo equivocos e inexactos, Otro medio de diagnos-
tico de la técnica anterior comprendfa un ensayo clorimé-
trico pora estimar el contenido en dcido vanilmandelico en
la orina. El dcido vanilmandelico estd presente en cantida-~
des detectables en la orina de pacientes afectados de feo-
cromocitoma. Bl ensayo de diagnostico del dcido vanilmande-
lico implica también poner en juego un alto grado de adies-
traniento oientifico; procedimientos largos y tediosos y
la preparacidn y utilizacidn de reactivos muy estalles.’

Se efectud un avance significativo en un ensayo
ftil en el diagnostico del feocromocitoma. Las investigacio-
nes habian nmostrado que exigte un marcado aumento de meta~
bollitos de catecolomiria tales como metanefrina y nor-meta-
nefrina, en flufdos corporales de personas con feocromoci-
toma. Dichos compuestos de amina fenolicos se producen por
el metabolismo de catecolaminas gque fueron producidas ori-
ginalmente por la células de tumor de las glandulas supra-
rrenales. Estos metabolitos pueden estar jreéentes en la
formg hidroxilica (no conjugada) o en la forma de ester
(conjugada). Se descubrid que cuando una muestra de ensayo
de fluido corporal era puesta en contacto con un medio de
intercambio de iones capaz de adsorber metabolitos no con~

jugados de cgtecolamina, dichos metabolitos, si estaban en
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la muestra; serian adsorbidos selectivamente por el medio
de intercambio de iones, El medio de intercambio de iomes
era tratado entonces con agentes alcalinizantes débiles
para eliminar sustancias contaminadoras y cualgquier sustan— ;
cia indeseable que pudiera interferir con & subdiguiente
desarrollo de color. Esto mejoraba la concentracidn de me-
tabolitos deseados en una zona del material de intercambio
de iones y concentraba las sustancias contaminadoras en
zonas diferentes del material de intercambio de iones. EL
medio de intercambio de iones era tratado entonces con un
revelador de color que realizaba una formacidén de coloxr
visible en la presencia de metabolitos no conujugados de
cataclomina adsorbidos. Lia formacidn de un color discenni-
ble indicaba un ensayo positivo para estos metabolitos no
conjugados de catecolamina, y si estos estaban presentes
en cantidades suficientes se efectuaba un ensayo claramen-~—
te positivo del feocromocitoma. La sensibilidad de este
ensayo era tal que la intensidad de color producida por

el revelador de color podim ser correlacionada en con la
concentracion de metabolitos no conjugados de catecolamina
presentes., Una comparacidn de color producido con colores
obtenidos de muestras que contenian cantidades conocidas
de metabolitos no conjugados de catecolaming hacia posible
efectuar con rapidez y exactitud una determinacidn cusnti-
fativa. Este ensayo no requiere personal muy adiestrado para

realizarlo.

Incluso aunque el ensayo antes descrito constitula

s e . rooe 4
un avance significativo en la ténica, se reconocio que la
sensibilidad; especialmente con bhajos niveles de metaboli-

tos no conjugados de catecolamina, podia ser objeto de algu~
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na mejore. Se encontrd entonces que si é-e«aw‘ﬁ-hilizaba un ma-
terial fuertemente bisico, tal como hidroxido de sodio,

como agente alcalinizante en el procedimiento antes descri-
to0, aumentaba la sensibilidad del ensayo de manera que era
posible detecter un valor minimo de aproximadamente 1 micro-
gramo de metabolitos no conjugados de catecolamina por nl

de fluido corporal, en lugar de un valor minimo de aproxi-

madamente 2 microgramos por ml, detectable cuando se utili~

zan agentes alcalinzantes débiles, Sin embargo, estudios
clinicos recientes han mostrado la necesidad de un ensayo
todavia mis sensible para detectar el feocromocitoma.

La presente forma del ensayo, que utiliza agentes
alcalinizantes fuertes, emplea una gzota de fluido corporal
tal como orina. Se sugirid utilizar una mayor cantidad de
fluido corporal en el ensayo proporcionando de esta manera
una mayor cantidad de metabolitos no conjugados de cateco-
lamine a detectar. Por ejemplo la cantidad de fluido corpo-
ral en ensayo podria ser aumenteda hasta 10 gotas y la can-
tidad resultante de metabolitos no conjugados de catecola-
mina deteruinada por el ensayo serfa dividida por 10 para
poner leos resultados cuantitativos indicados por el desarro-
1lo de color gobre la misma base que el precedente ensayo
que utiliza sdlo una gota.Cuando se ensayd intento esto,
gin embargo, le sensibilidad total del ensayo disminuyé en
la realidad. Cuando se utilizaron mayores centidades de fluf-
do corporal, no solamente aumentaban las cantidades de me-
tabolitos no conjugados de catecolamina disponibles para el
ensayo sino gue aumentaban también las cantidades de sustan-
clas que intererian, Sales, tales como cloruro de 80di0,

presentes en el flufdo corporal pueden disminuir la sengi-
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bilidad de este procedimiento de ensayo.

Por lo tento, un objeto del presente invento es
el de crear un pooedimientb para detectar metabolitos no
conjugados de catecolamina en fluidos corporales en los que
el procedimiento tiene una mejoradea sensibilidad.

Un nuevo objeto del presente invento es el de
crear un procedimiento para detecjar netabolitos no conjue
gados de catecolamina en el que se hace minima la interfe-
rencia de la sal,

Bg otro objeto del presente invento crear un pro-
cedimiento mejorado de intercambio de iones Gtil en el dias-
nostico del feocromocitoma.

, De acuerdo con el presente invento, se crea un
procedimiento para la deteccidn de metabolitos no conjuza~ .
dos de catecolamina en fluidos que contienen sal, que com- |
prende las operaciones de poner em contacto al fléido a en-
geyar con un primer medio de intercambio de iones capaz de
adsorber selectivamente los metabolitos no conjugados de ca~
tecolamina sin adsorber una cantidad apreciable de la salj
separar el fliido que contiene sal que estd excnito de meta-
bolitos no conjugados de catecolamina del primer medio de
intercambio de lones; tratar dicho primer medio de intercan-
bio de iones con un material ;lcalinizante fuerte para eluir
los metabolitos no conjugados de catecolamina del primer
nedio de inbtercambio de iocnes y para formar un eluato alea-
lino de metabolito no conjugado de catecolamina; poner en
contacto dicho eluato con un segundo medio de intercambio

de iones capaz de adsorder los metabolitos no conjugados

de catlecolaming; y afiadir a dicho segundo mediode intercams

bio de iones un revelador de color que realiza una formacidn

- 6 -
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de color visible en la presencia de metabolitos no conju—
gados de catecolanmina adsorbvidos,

Se puede emplear cualquier material apropiado de
intercambio de iones como primer medio de intercambio de .
icnes en el procedimiento de este invento siempre que sea

capaz de retener los metaholitos no conjugados de catecola-

nina deseados para wbilizacién futura o ulterior, sin re-

tener ninguna cantidad aprecigivle de sales. Cuando se han
de detectar metanefrina y/o nor-metanefrina no conjugadas
cationicas, se prefieren intercambiadores de cationes. Los
intercambiadores de cationes mas Gtiles son las resinas de
deido fosfdnico y la celulosa modificada con fogfato, mode-
rodamente gcidas vy las resinas, fuertemente dcidas, tales
como resinas de dcido sulfénico y celulosa modificada con
sulfonato. Los materiales de intercambio de cationes se
utilizan también preferiblemente en la forma dcida (de hi-
drdgeno) en luger de la forma de sal (de sodio). Se prefie—
ren los intercanbiadores de cationes fuertemente deidos,
Los primeros nedios de intercambio de iones se
pucden utilizar en forma granular, apilados en una columna,
Bl fluido a ensayar ds dejado entonces circular hacia abajo
a través de la columa, Cualquier cantidad de metabolitos
no conjugados de catecolamina en el fluido de ensayo es
adsorbida por el material de intercambio de iones. El efluen-
te de la columma, que contiene sal, ¢s entonces desechados.
El material de intercambio de ionesg se emplea preferiblemen-
te en la forma de papel de intercambio de lones., Dicho pa-
pel puede ser preparafo directamente a portir de materiales
de intercambio de iones, tales como celulosa que contlene
puntos reactivos para intercambio de ilones. Alternativamen-

te, puede ser preparado impregnando un material de intercam-

-7 -
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bio de iones con pagsta de papel antes de la formacidn de
papel a partir de diche parte. Una manera conveniente de
utilizar el papel de intercambio de iones es el de adherir
una pequefia hoja de papel de intercambio de iones transver-
salmente por completo a la aberbtura en un extremo de un tu-
bo de vidrio u organoplastico. Entonces el tubo es coloca-
do en una direccidn generelmente vertidal con el papel en
el fondo o parte inferior, Bl fldido a ensayar e introdu-
cldo entonces en el tubo y es puesto en conbacto con el pa-
pel de intercambio de iones, Cualguier cantided de metabo-
litos no conjugados de catecolamina en el fliido de ensayo
es adsorbida por el papel de intercambio de iones mientras
gue el efluente que coniiene sal es desechado. El papel de
intercambio de iones podria también ser empleado sumergien-
dolo en el fliido de ensayo y dejando pasar al fliido den~
tro del papel por absorcidn y accidn capilar. De esta mane~
ra, los metabolitos no conjugados de catecolamina podrian
ger separados selectivamente del resto del fluido de ensa-
yo que contiene sal.

El primer medio de intercamblo de iones es enton-
ces aclarado o enjuagado con agua y el efluente del enjua-
gado es desechado junﬁémente con el resto del fluido de en~
gayo que contiene sal. )

Los metabolitos no conjugados de catecolamina ad-
sorbidos son eluidos entonces desde el primer intercambia-
dor de iones por medio de wn materisl alcalinizante fuerte,
Tos meteriales alcalinizantes fuerte Gtiles en el presente
invento estdn ilustrados por hidrdxidos de metal alecalino
¢ hidrdxidos de metal alcalino térreo, tales como hidrdxido

de sodio, hidrdxido de potasio, hidrdxido de bario, hidrdxi-

-8 -
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do de 1{tio y similares, Dichos materiales alcalinizantes
fuertes se utilizan preferiblemente en la forma de solucio-
nes acuosas que tienen un valor de pH mayor de aproximada-
mente 12,0 y una concentracidn que puede variar dependien;
do del material alcalinizante fuerte especifico empleado.

Se utiliza preferiblemente el hidrdxido de sodio en concen—

traciones desde aproximadamente 1,0 N a aproximadamente 2,0

N, mientras que el hidréxido de bario se utiliza preferihle-

mente aproximadamente 0,2 N. La elucidn antes descrita se
lleva a cabo convenientemente haciendo pasar una solucidn
acuosa del material alcalinizante fuerte a través del inter-
cambiador de iones. El eluato alcalino de metabolito no con~
jugado de catecolamina es puesto en contacto entonces con

w segundo medio de intercambio de iones,

En el procedimiento de este invento se puede em-
plear cualquier material apropiade de intercambio de iones
como segundo medio de intercambio de iones, siempre que sea
capaz de retemer los metabolitos no conjugados de catecola~
mina deseados para el tratamiento subsiguiente con un reve-
lador de color para producir un cambio de color positivo
deseado. Cuando se han de detectar metanefrina y/o nor-meta-
nefrina no conjugadas cationicas, se prefieren intercambia-
dores de cationes. Intercambladores de cationes ilustrati-
vos gon las resinas de dcidos carboxilicos debilmente dcidas,
la carboximetil celulosa debilmente dcida, las resinas de
acido fosfdénico moderadamente dcidas, la celulosa modifica-
da con fosfato moderadamente dcida las resinas de dcido sul-
fénico y la celulosa modificada con sulfonato fuertemente
édcidas, Los intercambiadores de cationes mas (tiles son de

los tipos debilmente dcidos y moderadamente dcidos. Los mate-
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riales de intercambio de cationes se utilizan también pre-
feriblepente en la forma de sal (de sodio o de amonio) en
lugar de en la forma de deido (de hidrégeno). Se prefieren
los intercambiadores de cationes moderadamente dcidos,

El segundo medio de intercambio de iones puede.

estar en las formas granuler o de papel antes descritas

pars el primer medio de intercambio de iones. Preferiblemen-

e, el segundo medio de intercambic de ilones es un papel

de intercambio de iones y puede ser ubtilizado de diversas
naneras. Un anillo de barrera producido a partir de cera,
parafina u otro material hidrofdébico, puede ser formado

gobre la superficie de una hoja de papel de intercambio de

iones pero no se debe extender a través del papel. Este ani- .

Io de barrera aguperficial tiene preferiblemente un didme- '
tro interno generalmente de aproximadamente 3 a 13 mm y se '
emples para evitar gue gotas de liquido colocadas sobre el
pgpel dentro de este anillo circulen a lo largo de la super-
ficie del papel. En esta forma~de1_ensayo; se colocan suce-
sivamente dentro del anillo de barrera gotas de eluato del
primer medio de intercambio de iones y de revelador de co-
lor, Eptas gotas son absorbidas entonces por el papel y los
1{quidos se introducen en el papel y después radialmente
hacia afuera a través del papel mas alld del anillo de ba-
rrera. Cuando los metabolitos no -conjugados de catecolamina
estan presentes en cantidades detectables, aparecerd un ani-
1lo coloreado vigilble sobre el papel. Este anillo colorea-
do serd generelmente concentrico con el anillo de barrera

v de mayor didmetro que €l. La cantidad de metabolitos no
donjﬂgados de catecolamina en la nuestra de ensayo puede-

ger determineda comparando la intensidad del anillo colorea-

- 10 -
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do con colores normalizados obtenidos de muestras que con-

tienen cantidades conocidas de metabolitos no conjugados
de catecolamina,

Cuando el primer medio de intercambio de iones
soportado o sujeto en el extremo de un tubo, tal como sge

describe anteriormente, y este tubo es puesto en contacto

_con & segundo medio de intercambio de iones antes de la

elucidn de los metabolitos no conjugados de catecolaming
adsorbidos con material alcalizante fuerte, se puede elimi-
nar el anillo de barrera superficial, El contacto de la
superficie del disco de papel en la salida del tubo con la
superficie del segundo medio de intercambio de ilomes en
forma de papel al flufdo cireular a lo largo de la superfi-
cie del segundo papel de intercambio de iones y de esta
manera logra el mismo efecto que el anillo de barrera; En-
tonces el revelador de color puede ser hecho pasar, median-
te el primer medio de intercambio de iones; @entro del se-
gundo medio de intercambio de iomes para producir el color
de ensayo deseado,

Como revelador de color gon apropiadas soluciones
acuogas de diversas sales. Reveladores de color ilustrati-
vos gon tetrafluoroborato de para~-nitrobenceno-diazonio;
para;toluenosulfonato de para—nit?obenceno-diazonio; 4ol
do paraédiazobenceno sulfdnico; N, 2, 6tricloro~p-benzoquino~
ne~-4~imina; fluoroborato de 4-diazo-2-metil-N-ctil anilinaj
fluorobvorato de 4~diazo~-N,N-dietil anilina; 4-4diazoll-etil
~N-(benta~hidroxietil) anilina y similares. El revelador
de color preferido es tetrafluoroborato de para-nitrobence-
no-diazonio. Bn lugar de aﬁad?r el revelador de color al

vavel de intercambio de iones; tal como se describe anterior-

- 11 -
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mente; un procedimiento alternativo implica pulverizar so-
bre el papel una mezcla por cjemplo de para-nitroanilinag
diazotada y carbonato de potasio.

El procedimiento del presente invento hace posi-
Hle utilizar mayores cantidades de flufdos de ensayo que
contienen sal; oom@arado con log procedimientos de la técm
nica anterior, para detectar concentraciones relativamen-
te menores de metabolitos no conjugados de catecolamina

en este flufdo de ensayo. Hace posible alcanzar dicha sen-

glbilidad mejorada por el hecho de que eliming loe cowba-

minantes de sal indeseables desde la etapa de rcvelado de
color del procedimiento;

Pl invento serd descrito mds alm en los sigulen-
tes ojemplos:
Ejemplo 1.=~ Varios cilindros formados por tubos de pol:le"s:‘l.-=
leno de 20 mm de largom y 9 mm de didmetro exterior esia-
ben todos ellos cerrados hermé+ticamente por un exbremo con
un digco de 10 mm de didmetro de papel de filtro Whatman
nfmero 4. Se utilizé un lubriganﬁe de organosiloxano corno
adhesivo pare fijar el papel de filtro al tubo de polieti-
leno. Entonces los cilindros fueron colandos verticalmente
sobre almohadillas absorbentes de celulosa en con los dicos
Ge papel de filtro en los fondos o partes inferiores de los
cilindros. Una resina de intercamblo de caﬁi&nes Tuertenenw
te Zecida que contenia grupos de dcido sulfdnico en la forma
de sal de sodio, fué colocada en cada uno de los cilindros
hasta uwne profuwndiad de 2 nmie Esta resina es vencida con
el nombre registrado de Rexyn CG 50; por Fisher Scientific
Company. Se prepararon varias soluciones acuosas de matene-
frina. Una solucidn contenia 0,5 microgramos de matefrina

. ’ .
por ml. Una seguada solucidn contenia 0,5 microgramos de
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metanefrina por ml mas 10 g de cloruro de sodio por ml.
Una tercera solucidn contenfa 5 microgramos de metanefrina
por ml, ¥ una cuarta solucidn contenia 5 microzramos de
netanefrina po ml mds 10 mg de clorurc de éodio por ml,

Una hoja de papel de intercaublo de catlones no-
deradanente acida de fosfato de celulosa en la forma de’
gal de sodio (de aproximadamente 38 mm de lado fue coloca-
da schre la parte superior de una nesa. Este papel es ven-
dido en la forma de sal de amonlo hajo el nombre regilstra-
do de "Whatman Cellulose Phosphate P C1" por H. Reeve Angel
and Company y fué convertido en la forma de sal de sodio
para ser utilizado en egte ejemplo. Una hoja de papel ence-
rado fué colocado entonces en la parte superior de la hoja
de fosfato de celulosa. Bl extremo recubierto con plastico
de un tubo metdlico de aproximadamente 13 mm de didmetro
exterior fué apretado contra la superficie superior de pa-
pel encerado y fué hccho girar para formar un enillo de
cera de aproximadamente 13 nm de digmetro exterior y apro-~
ximaGancnte 0,8 mm de anchura sobre la superficie superior
de la hoja de fosgfato de celulosa. Se repitid este procedi-
miento para preparar varias hojas de papel de fosfato de
celulosa que tenion todas ellas un nico anillo de cern so-
bre su cupcerficie. Se introdujeron 10 gotas de la primera
golucidn antes descrita en el tubo de polietileno y a tra-
ves de la resina de intercanbio de catlones fuertemente a-
cida. Bl £fluido procedente del material de .intercambio de
iones pagso a la almchadilla absorbente. Cinco gotas de agua
de ejuagado fueron hechas pasar entonces a través del mate-
rial de intercambio de iones y dentro de la almohadilla

ansorbente.
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Entonces la almohadilla fud desecha y el tubo que
contenfa el intercambio de iones fué colocado sobre una hoja
de papel de intercambio de iones de fogfato de celulosa denw:
tro del anillo de barrera de cera superficial; Dos gotas
de solucidn de celulosa dentro del anillo de barrera de
cera superficlial, Solucidn acuosa 1,0N de hidroxido de so-
dio fueron introducidas entonces en el tubo a través del
material de intercambio de iones conternido y demtro del pa=-
pel de intercambio de lones. Se desecharon entonces el tu~
bo y el material de intercambio de ilones conitenido. Se afia~ ?
did entonces uma gota de solucidn acuosa &l 0,03% en peso
de tetrafluoroborato de para— nitrobencenodiazonio al papel
de fosfaﬁo de celulosa en el centro del anillo superficial
de cera. Aparecid pronto un delgado anillo de color purpurs
que tenfa un didmetro mayor que el anillo de cera. Se repi;
tid el mismo procedimiento con un nuevo cilindro y una nue-
va hoja de papel de intertambio de iones utilizando 10 go-~
tas de segunda solucidn antes descrita. Bsto se repitid
‘tambien sepafadamente con nuevos cilindros y hojas de pa-
pel de intercambio de iones utilizando separadamente una
gota de la tercera solucidn antes descrite y una gota de
la ouarta solucidn entes descrita.

Se cambid entonces el procedimiento para reprodu~
olr el procedimiento de la técnica anterior. Una gota de
la primera soluoidn antes descrita fué colocada sobre una
hoja de papel de intercambio de iones de fosfato de celu-
losa dentro del anlllo superficisl, de oera. Bsto fué se-
guido sucesivamente por una gota de agua, una gota de hidroT -

zido de sodio acuoso 1,0 N y una sota de tetrafluoroborato
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de para-nitrobencenodiazonio acuoso &l 0,03% en peso. Se
repitié este procedimiento de la tdenica anterior con nue-
vas hojas de papel de intercambio de iones utilizando sepa-

rgdanente una gota de la segunda aolucion antes descrita,

una gota de la tercera solucidn antes descrita y una zota

5
de la cuarta solucidn antes descrita. Los colores revelddos
fueron comparados con colores normalizados previamente pre-~
parados empleando muestras de una gota gue tienen niveles
de metanefrina de 0,2 5 y 10 microgramos por ml, Los re-
10 sultados de ensayo se nuestran seguidamente.
TABLA I
Engayo  Solucidn  licrogramos de Mg de  Volumen Se utili- Analisis
N I'etanefrina vor KaCl, de mues- za cilindro  micrigra-
nl. por nl. tra, de intercamn~ mnmos por
zota. pio de iuvnes ml.
1 1 0,5 0 10 Si 0,5
2 2 Cy5 10 10 Si 0,5
3 3 5 0 1 81 5
4 4 5 10 1 S 5
5 1 0,5 0 1 No 0
5 2 0,5 10 1T ilo 0
7 3 5 0 1 No 5
8 4 5 10 1 Mo 2
25 Se puede observar ficilmente a partir de los datos
anteriores que el procedimiento de intercambio de iones de
dos etapas del presente invento hace bosible detectar con
exactitud metabolitos no conjugados de catecolamina en con-
centracidnes tan pequefias como 0,5 microgramos por ml. En
30 los dos primeros ensayos antes descritos, el <total de meta-
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nefrina detectada para muestras de 1d:gotas era equivalen-

te en el color revelado a 5 microgramos por ml pars una nues-
tra de una fmica gota. La concentracidn que se ha detecta~ -
do es de esta manera equivalente a 5/10 & 0,5 uicrogramos
por ml. Los datos de los dos primeros ensayos muestran tam-
bién que concentraciones de sal de aproximadamente 10 ml

por ml no interfieren con la exactitud del procedimiento

de intercamblo de iones de dos etapas,. El tercero y el cuar-
to ensayo antes descritos indican que el procedimiento de
intercambio de iones de dos etapas es tambidn exacto para
vollmenes de muestra relativamente pequefios, cuando aumen—
ta la concentracidén de la muestra. Los ensayos 5 y 6 indi-
can que una musstra de una tnica gota no es detectada con .

exactitud en el procedimiento de la técnica anterior en con-

centraciones de metanefrina tan pequefias como 0,5 microgra-
nos por ml. Los engayos 7 y 8 indican que el procedimiento
de la téenica anterior es susceptible de error con mayores
concentraciones de metanefrina cvando estd presente la sal.
El ensayo 7 3ié un andlisis exacto pero el ensayo 8 gue em~
pleaba sal en la muestra tenfa un va#or de andlisis reduci-
do incorrecto. Bl presente procedimiento del invento posi-
bilita de esta maners Que la sensibilidad del andlisis sea
aumentada y sea mantenida con exactitud en prgsencia de in-
terferencia de sal,

Bjemplo 2.- Se repitieron los ensayos del ejemplo
1 empleando orina que no contenis cantidades detectables
de metabolitos no conjugados de catecolamina en lugar de
agua, en las muestras de ensayo. Los resultados de andlisis
eran los mismoé que en el Ejemplo 1. No se afiadid cloruro

de sodlo a estas muestras de orina ya que la oring ya con-
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tenfa sal,

Bjemplo 3.- se prepararon columnas de intercam~
bio de iones similares g las descritas en el Ejemplo 1 uti-
lizando otros materisles de resina de intercamblo de catio;
nes, Se prepararon columas separadas a partir de una resi-

na de intercambio de cationes moderadamente deida que con—

tenfa grupos de 4cido fosfdnico, vendida bajo el nombre re~

glgtrado de "Bio Rex 63", y resinas de intercawbio de catio-
nes fuertemente dcidas que contenfan grupos de Acido sulfd-
nico, vendidas bajo los hombres registrados de "AG 50 W-X2",
"AG 5O W ~ Z3" y “AG 50 W 16", Todas estes resinas son
vendidas por Bio-Rad Iaboratories. IBn todos log casos, se
emplesron nuestras de 10 gotas de una solucidn acuosa que
contenin 0,5 microgramos de metanefrina por ml. Algunas de
las nuestras de ensayo contenfon también 10 mg por ml de
cloruro de sodio. En todos los casos, los colores revelados
eran equivalentes a una concentracidn de 5 microsramos por
ml de metanefrina para una muesira de una unica gota., 21
ensayo de 10 gotas que empleaba un procedimiento de inter-
canbio de iones de dos etapas, detectd de csta manera con
exactitud la concentracidn de 0,5 microzramos por ml de me-
tanefrina incluso en la presencia de gal.

Bjemplo 4.~ Se repitieron log ensayos del ejeli-
wlo 3 empleando orina cue no contenfa cantidades detectables
de netabolitos no conjugados de catecolamina, en lugar de
azua, en las muestras de ensayo. Los resulbades de andlisis
eran log nismos gue en el Bjemvlo 3. Ho se afiadid cloruro
Ge sodio a estas nuestras de oriuna ya que la orina contenia
ya sal,

Bjemplo 5.~ Varios cilindros foruedes por tubo de
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polietileno de 20 mm de largo y 9 mm de didmetro exterior
fucron cerrados cada uno por calor en un extremo con un
disco de 10 mm de didmetro de papel de intercambio de iones
que contenfs wna resina de intercambio de cationes fuerte-

5 mente dcida, que tenfa grupos de 4cido sulfonico en la for-
ma 4cida. Este papel es vendido bajo el nombre Pegistrado
de "Amberlite SA-2" por H. Reeve Angel and Company. Cuatro
goluciones acuosas fueron wreparadas bal como se desciibe
en el Ejemplo 1. Se prepararon también hojas de papel de

10 intercambio de iones de foafato de celulosa que tenfan ani-
llos superficiales de cera, tal como se describe en el
Zjemplo 1. Las diversas soluciones de engayo fueron ubili-
zadas entonces tal como se describe en el Ejemplo 1, Los

resultados de ensayo estan mostrados seguidamente.

v

15
Tabla 2
Ensayo Solucidn Microgramos de Iz de FaCl Vollmen de Se uti- Andlisis
nimero mebanefrina poxr ml - la muestra liza ¢l miorogra
por ul ~ gotas lindro mospor
de in- ml
tercan-
bio de
20 iones
9 1 0,5 0 10 - Bi 0,5
10 2 0,5 10 10 81 0,5
11 3 5 0 1 51 5
12 4 5 10 1 Sl 5
33 1 0,5 0 2 Mo 0
14 2 0,5 10 2 o 0
15 3 5 0 1 Yo 5
16 4 5 10 1 Yo 2
30 Se puede observar facilmente a partir de los datos

- 18 -




10

15

20

25

30

anteriores que el procedimiento de intercambio de iones
de dos etapns del presente invento gque emplea papel de in-

tercamblio de iones en cada elapa posibilita detectar con

exactitud la metanefrina en concentraclones tan pequefias

couo 0,5 nicrogramos por ml, incluso en la presencia de se-

les que interfieren. Bn los ensayos anteriores 9 y 10 el

_ color revelado para muestras de 10 gotas era equivalente al

revelado para una concentracidn de metanefrina de 5 micro-
graﬁos por ml pars une muestra de wne (nica gota. La con-
centracidn que se ha detectado esequivalente por lo tanto
a 5/10 = 0,5 microgramos por ml.

Eiemplo 6 <~ Se repitieron los ensayos del ejem-
plo 5 empleando orina que no contefifa cantidades detecta-
bles de metabolitos no conjugados de catecolamina en lugar
de agua en las muestras de ensayo. Los resultados de andli-
gis eran los mismos que en el Bjemplo 5. o se afiadid clo-
rore de sodio a estas muestras de orina ya que la orina
ya contenia sal.

Ejemplo T.~ Se prepard un cilindro de acudrdo con
el procédimiento descrito en el Ejemplo 5, Diez gotas de
ma orina que contenfa 0,5 microgramos por ml de metanefri-
na fueron introducidas en el papel de intercambio de iones
seguido por 10 zotas de agua de enjuagado. El cilindro fué
puesto entonces en contacto con una hoja de papel de inter-
cambio de ionss de fosfato de celulosa en la forma de sal
de amonio. INo habia anillo de barrera superficial sobre es—
te papel. BEntonces se introdujeron sucesivamente dos gotas
de hidrdxido de sodio acuoso 1,0 N y dos gotas de tetrafluoro-
borato de para-nitrobencenocdiazonio acuoso al 0,03% en peso,

a través del cilindro y dentro del papel de fosfato de celu~
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losa. Se reveld un anillo de color purpura que tenfa el
color indicativo de una concentracidn de 5 microgramos por
ml de metanefrina (muestra de wa dnica sota). Esto signi-
fica que la muestra de 10 gotas contenia 5/10 = 0,5 micro-
gramos por wl de metanefrina y era una andlisis exacho.

En los anteriores ejemplos, los colores revelados
con muestras de 10 gotas fueron comparados con colores nor-
melizados preparados oviginalmente a partir de muestras de
e (nica gota. Das determinaciones de color cuantitativaes

resultantes hubieron de ser divididas por 10 con el fin de

ponerlas en un estado comparable con los resultados ante-

riores. Se sobreentiende, sin embargo; que se pueden utili-
zar tmabién colores normalizados preparados a partir de
muestras de 10 gotas. En este caso los resultados de and-
lisis, obtenidos comparando los colores revelados de mues-
tras no conocidas de 10 gotas con las normas de color de
10 gotas, no necesitan ser devididos por 10 para obtener
los valores de andlisis apropiados.

En los anteriores ejemplos el metabolito no con-
Jugado de catecolamina que se detectaba ers metanefrina.
Ta experiencia ha mostrado, sin embargo, que se obtienen
resultados ldenticos cuando el metabolito no conjugado de
catecolaming es nor-metanefrina.

En resumen, este invento se refiere a un proce~
dimiento de intercambio de lones mejorado para detectar y
nedir metabolitos no conjugados de catecolamina en fluidos
que contienen sal, tales como orina, El procedimiento ge-
neral comprende poner en ccntacto al fluido con un primer
medio de intercambio de ilones separar selectivamente los

metabolitos no conjugados de catecolamina del fluido que
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contiene sal que es entonces desechado; elulr los metaboli-
tos adsorbidos con un material alcalinizante fuerte; poner
en contacto el eluato con un segundo medio de intercambio
de lones para adsorber los metabolitos y afiadir entonces '
al segundo medio de intercambio de iones un revelador de
color para revelar un color indicativo de la cantldad de
metabolitos adsorbidos. Este procedimiento hace posihle me=-
jorar la sensibilidad globol para deteruinar los metaboli=~
tos de manera que se detecte metenefrina, proejemplo, en
cantidades tan pequefias como 0,5 microgrémos por ml,

Bete solicitud que corresponde. a la pesentada en
los Betados Unidos de América el é7 de diciembre de 1.965
con el ndmero 516,748, se acoge a los beneficios del arti-

culo 51 del vigente estatuto sobre Propiedad Industrial.

Tos puntos de invencidn propia y nueva que se pre-
sentan para gue sean objeto de esta solicitud de Patente
de Invencidn en Espafla, por VEINTE afios son 1los siguien—
tes: |

1.~ Un procedimiento para la deteccion de metabo-
litos no conjugados de cafecolamina en flufdos que coniié-
nen sal; que comprende las operaciones de poner en contac—
to el flufdo a ensayar con un primer medio de intercambio
de lones capaz de adsorber selectivamente los metabolitos
no conjugados de catecolamina sin adosrver wa cantidad a=

preciable de la salj separar el flufdo que contiene sal el
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cual estd exento de metabolitos no conjugados de catecola~
mina del primer medio de intercambio de lones; tratar dicho
primer medio de intercambio de iones con un material alca-
linizante fuerte para eluir los metabolitos no conjugedos

de catecolamina desde el primer medio de intercambio de

iones y para formar un eluato alcalino de metébolito no conm:
jugado de catecoleminaj poner en contacto dicho eluato con .
un segundomedio de intercambio de iones capaz de adsorber
los metabolitos no conjugados de catecolamina; y afiadir a
dicho segundo medio de intercambio de iones un revelador i
de color que efectia una formacidn de color visible en la
breseneia de metabolitos no conjugados de catecolamina ad-

sorbidog.

2¢~ Un procedimiento de acuerdo con la reivindi-

cacidn 1, en que el primer medio de intercambio de iones
es un intercambiador de cationes moderadamente fcido o un
intercambiador de cationes fuertemente dcido, el segundo
medio dg intercambio de iones es un intercambiador de ca-
tiones moderadamente dcido o un intercambiador de cationes
debilmente dcido, y los metabolitos no conjugados de cate-
col-smina estdn seleccionados de la clase que consiste en
metanefrina y nor-metanefrina.

3?— Un procedimiento de acuerdo con la reivindi-
cacidn 1 en que el material alcalinizente fuerte, empleado
para eluir los metabolitos no conjugados de catecolamina
adsorbidos desde el primer medio de intercambio de iones,
es hidrdxido de sodio.

4o~ Un procedimiento de acuerdo con la reivindi-
cacidn 1 en que el primer medio de intercambio de iones

es un intercambiador de catliones fuertemente goido, el se-
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gundo medio de intercambio de lones es un intercambiador de
cationes moderadamente dcido y los metabolitos no conjuga-
dos de catecolamina estdn seleccionzdos de la clase que con-
siste en metanefrina y nor-metanefrina. '
5.=~ Un procedimiento de aederdo con la reivindi-

cacidn 1 para la deteccidn de metabolitos no conjugados de

catecolamina cotidnicos, seleccionados de la clase que con-

siste en metanefrina y nor-metanefrina, en fldidos que con-
tienen sal, que comprende las operaciones sucesivas de (1)
poner en contacto gl fluido o ensayar con un papel inter-
cambiador de cationes fuertemente dcido en la forma dcida
capaz de adsorber selectivamente los metabolitos no conju-
gados de catecolaming sin adsorber una cantidad apreciable
de la sal; (2) separar el fl&ido que contiene sal que estd
exento de metabolitos no conjugados de catecolamina del in-
tercambiador de cationes fueritemente écido; (3) tratar di-
cho intercambiador de cationes fuertemente dcido con una
golucidn acuosa de hidrdxido de sodio gue tiene una concen-
tracidn desde aproximsdamente 1,0 N a aproximadamente 2,0

I para eluir los metabolitos no conjugados de catecolamina
desde el intercambiador de cationes fuertemente dcido y pa-
ra former wn eluato alcalino de metabolito no conjusado de
catecolanina; (4) poner en contactd dicho eluato con un pa-
pel intercambiador de cationes moderadanmente gcido en la
forma de sal capaz de adsorber los metabolilos no conjuga-
dos de catecolamina y (5) afladir a dicho papel intercambia—
dor de cationes moderadamente dcido un revelador de color
de tetrafluoroborato de para-nitrobenceno~diazonio que rea-
liza una formacidn de color visible en la presencia de di-

chos metabolitos no conjuzados de catecolamina adsorbidos.
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6.~ Un procedimiento para la deteccidn de meta~
bolitos no conjugados de catecolamina en fluidos que contie-
nen sal.
Tal y como se ha descrito en la Memoria que an-
5 tecede y para los fines que se han especificado.
Egta Memoria consta de veinticuatro hojas escri-

tas a maquina por una sola cara.

Madrid; 26 DSB8

P.A.
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