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REA TIVO ¥ HETOD0 23 L4 DEFEIMIRACION T8 LBUCOCI®CS

¥ HEZOGLCZINA Zi LA SAHGRE

ESTRACTC = LA IRNVENCION

Los leucocitos y la hemoglobina en la sangre se de-
terminan in vitro con un resctivo que consta.de una-disolu-
¢ibn acuosa libre de icnes ferricianuro oue ccntiene un ion

smonio cuaternario ¥ ion ciacnuro en cantidades suf101°ﬂtes

Ipare la estromatolisis de cédlulas de eritrocitos y plaqueta

¥ pars converiir la hs-oglobino = un cremégeno pora las de-
terminaciones,
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Esta invencidn se refiere a un reactivo y un método
pera la determinzcién ce lewcocitos y hemozlobinaz en 12 san-
gre, lias particularmente, le invencién se refieres a un reac-
tivo de diagnosis in viiro rara esiromatolisis dGe erivro-
citos 2 gran velocidad con transformaci én rdpida de hemo~-
globinz en un crombgeno, pcra ubtilizarlo en la determinacidn
de leucocitos y hemoglobina en la sangre.

Iz introduccibn de ipstrumentos de hematologla de gran

velocidcd automatizados tales como el Coulter Counter ilode-

o o

lo "S" ha dado‘lugar & la necesidod de reactivos de esiro-
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s de eritrocitos de grarn velocidad y fermzdores de
crombgencs gque den uns disolueidn trdnnparente, estable, . rp—
producible cuya densidsd 6ptlca sea direcuhmente proporcio-
nal a la concentracién de hemoglobinz. En un instrumenso de
este ¥ivo, 1a scngre sz mzezela con un diluyente convencio-
nal, para conseguir urxz primera dilucién, y luego se meécla
con wn agenie de lisis rara lograr una segunda dilucidn, Ias
diluciones przﬂerg y segunda pueden ser respecivivamente, por

ejemplo, 224:1 y 250: 1. ILa mezela permznece en la cémarz de




16

20

30

lisis

£

ra que los eritrocitos o célulzs rojcs de la sengre se des—
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ta se trorsiiere a buLos en wa balio de recuento mor cberiu-

onde los lsucocitos o cédlulas blanens de
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1z sangre zz cuenten elecitrdniccmente. Gon la hemoglobina
liversda contenida en 1o susrensidn de rscusnto dé leucoel
tog se daterninng esyectrofotondiricamante en el mismo befio
la concentracidn de herc.lotina. Fuesto ¢ue lo rslacids e
leucocitos en la sangre normel estd en la pro-

xiwided de 1.000:1, los’eritrocitcs tienen gue ser rapidenen-
te reducidos a frzguenios muy pequeilos para evitar interfe-
rencias en ¢l recuento de leucocitos. Al mismo tiempo, no
han de ger d:isiruidos los leucoeiies, y es necesario frans-
ITormar la iemoglobine en unz forma adecuadsa para la determi-
nocibén fotométrica exacia,

Hostz ahora, los reactivos de lisis y de formacidn de
crombzencs de ciznometrhemcgslobina se han witilizazdo en egui-

tos de heratologiz de ¢lia velocided subtomatizaQos, Ko obe-

<t

tente, se han enconiredo que estos reactivos no son sctis-
factorics respecto de su esfabilided.

axbisn se ha scbido que unza sal de zmonio cuaternnrio

+J

se emplea veaniunjosamente come agenve de estromatolisis,~con
la destruccién virtuzlmente instansdnez de eritrocitos o un
nivel que evita las inberferencics en la determinseibn de leM

cocitos, y swiinisirando un resciivo relativemente estalle

(ver, por ejeavlo, The Americon sourmal of Cliniccl Futholos:

urazante un periodo de tiempo ccxrto pero suficienite pa-

componzen ¥ libheren su hemoglobina, La suspensiéa que resul- '

1

Vol. 35, M@ 3, Pdgzinns 220-223. Zept. 1661). El idén de amo-

nio cuatsrnario en l“ ezl es del 11“0 que tiene tres radica-

(N

les alouilo de cedena cortz y un rualcal glgquilo Ge 04menm

- e

g e e ¢

gt 1, A,




10

18

)

28

30

large unidos al nlurégero.

E1 método patrén de determlnacién de hemoglobina in-
corpora el uso del reactivo de Drabkin, gue contiene Terri-
cia nuro potésico, cicnuro potdsico y bicarbonato sbédico.
Cuando se gailade hemoglobinz a.este reuCuIVO, el ferriciz ;u—
ro potdsico se reduce a ferrocianuro potdsico y la hemoglo-
bina se oxida =2 metaﬁemoglobina. Lé dltinma reécciona con
el ion ecianuro para producir el cromégenc estable, cianome-
sehemoglobina, que se pusde wmedir fovométricamente. Z1 reac-
tivo de Drbkin no es estable por exposicidn a temperaturas
de congelociédn, '

El ion ferricienuro tiene tendéncia a formar comple jos
insolubles con compuestos de smonio cuaternario, De este
modo, uns mezcla de reactivo compuesto de amonio cuaternz-
rio anterior con el reactivo de Drabkin puede ser no digna
de confianza, puesto que en el caso de precipi itacién, el
precipitado, no importa cusn limitado, falsearia por exceso
el recuento de leucocitos. |

Sefia Gesezble proporcionar un reactivo de esiromaio-
lisis de alta velecidad y formador de cromégenos exacto, es—
table, para utilizar en instrumentos de hematologia automa~
tizados de alts velocidad, Seria preferible proporcionar
un reactivo gue ademds no sea desfavorzblemente afectado
por exposicién a temperaturas ée congelcceidn.

RESUMEN DE TA INVEKCION

El réactivo de la invencién comsta de una disolucién
acuosa. libre de ion ferricicnuro que contiene un ion amonio
cuaternario y ion cianuro teniendo el ion amonio cuaternario
unidos al nitrégeno tres rodicales zlquilo de caﬁena corta

¥y un radical slguilo de cadena largs, y estando presentes
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fios en un corto periodo de tiempo, sin destruir los leuncoci-

idicb.os iones en cantidad suficiente para estromatolizar las
células de eritrocitos y plaquetas en la sangre y transfor-
mer la hemoglobina en un crombgeno para determinaciones de
leucocitos y hemoglobira. En el método de la invencidn el
reactivo anterior se hace reaccionaﬁ con una muestra de san-
gre para la determinacidn de leucocitcs y hemoglobina en 1a
sengre.

El reactivo ds la invencidn es una composicidn estas
ble que permite determinaciones de leucocitcs y hemoglobina
‘con la exactitud de diagnosis necesaria. Mas particularmente.
el reactivo reduce losg eitrocitos a fragmentos muy peque-
tos. E1 reactivo’pp,formé precipitado que pueda interferir
en la determinacidn de leucocitos.

El reactivo transforma la hemoglobina en un cromé-

weno estable que tiene caracteristicas espectrales gque seme-
jen la cisnometahemoglobina que es adecuado para enflisis fo-
tométrico con un gran grado de exactitud:se proporciona una
disolucidn transperente, estable y reproducible para andli-
sis, la densidad optica de la cual es direc%amente éroporcio-
al a la concentracién de hemoglobina.

La invencidn representa el descubrimiento de que no
es necesario emplear el idn ferricianuro, ¥ solo se necesita

emplear el idn cianuro junto con un ién de smonio cuaberna-

io para transformar la hemoglobina en un cromdgeno estable
decuado para andlisis. Consecuentemente, no hay peligro de
lPormacidn de complejos causado por la presencia de ibén ferri-
cianuro. El reactivo es una dislucidn inolora.

DESCRIPCION DE LAS REALIZACIONES PREFERIDAS

2 El reactivo de la invencidn es una disolucidn acuosz
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libre de i6n ferricianuro y que contiene como iones zectives

un ién de smonio cuaternario y ién cianuro. Cada uno e los |

respectivos iones se pusde suministrar en forma &e ung sal
adecuzda con ua idn de sizno opuesto., El ién de amonio éua-
ternario se suministre preferentemente en forma de uni s&l
con un anidn inorgdnico, especialmente cbmo un»haluro, $sl
coms cloruro o bromurb, un sulfato, un fosfato, ¢ un nitra-

to. 21 idn cianuro se suministras preferentemente en formc

de unn ezl con un catidn irorgfnice esvecisolmente un catidn

de metal alealino, icl como sodio o potasio. Iz disolucién
puede constor esencizlmente de dichss sales disueltcs en
agua, - )

En generel, el idn de amonio custernzrio es del Hip
de ios empleados anteriormente en lo técnica como zgente de
estromatolisis es decir gue tiene unidos al nitrdégeno tres
redicales alquilo Ge cadenaz corta'y:ﬁn.radical alquilo ce
czdens 1afga. Por comodi&éd, los rzdiczles zlquilo de czde-
na corta se indiczrdn en adelante & veces por los simbolos

I8

Rqy Boy ¥ 33, y el radiecal zlguilo Ge czdena larga se repre-

g

sentaréd por 34. En general, 31, Ro, y/ 0 R3 puedan tensr de

1 & 4 4fowmos ce carbono, representodos por los radicules
metilo, etilo, proprilo ¥y butilo.l34 puede variar en 2l inier
valo de unos 10 alzo é%oxz0s ds éarbono, cue vanidesde éscil'
2 eigeeil .

El ién zmonio cuaternsrio ss proporcionz medisnte uns
scl de amonio cvrfernario que se incorpora a la disciuveidn
acuosa en una concentrocidn en todo el intervalo de un 0,5
a un 10, nreferentemenie alvededor de 1~3%i, en peso de la
dizolucidn,

Se emplex como agente de lisis una disolpeidn ce t&l
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concentraei‘r y se rezcla con sangre previcuente dilevids

con Giluyente patrér en una prozorcibn ée 1:3,5, agenve de

lisis 2 rmuestrz diluidsz, como ze deseribe anberiormente. Se

iy

fuerzae aiferente se pue-

®

comprendszxy cue ¢gentes de lisis &
éen emplear cucnde lz dilucibn inicizl de le muesirs de

A
sangre Gifiere de lc deicriia antes, con el fin de proporcic

nar 1l nisne eoncentroceiln finzl de ida rezctivo,

B1 ion de anonio cuwsternario especifico y su concen-

treeibn ce eligen Ge modo gue proyorcion;n 1la necesoris ac—

tividad hemoliticc ¥ solubilidad del compuesto de amonio

¥

cuaternario. En general, le zoiubilidad del compuesto dis~

e £tomos de carbono y con nt~

2

minuye con némsro creciente
mero crecient? ée/éjpmos"éé carbeno del R, la activided he-

molitica aumenta: Asi, por ejemplo, cuandc R1,R2, vy R3 son
metilos, Ry puede contener de 10 a 20-étomos de carbono

(¢ 10 & 020) rara prorofelonar suficiente actividad hemolfti-~
ca a una concantrocidn de 5 % cuando se utiliza en el méto-
do enalftico snteriormente descrite. A unz concentracidén de
aproxizadamente C,5 % y cucndo Ry, Ry ¥ By sbn'metilos, Ry

debe tener al menos unos 14 &tomos de carbono pars Propor-—

cionzr la necesaria actividad hemolitica, A unz concentra-

cibén de aproximudomente 10 % y cuando Ry, Ry ¥ R3 son nebi-
lcs, R, Gebe tener un mdximo de unos 16 &lomos de carbono |
pars proporcicnar lz necessaria solubilidad al compuegtb. Co-
ro ejenples adicionnles, cuando R4 es vetrzdecilo, R1, 32
¥y R3 pueden ser radicecles netilo, etilo o propilo 2 una con-
centracibn de C,5 a 10 ¢, proporcionando suficiente achivim
dad hemolitica y una completa disolucidn., Cuando R4 es %eé

tradecilo y R, es metilo, R, es metilo o etilo, y Ry 28 bu-

tilo, la actividad hemolitica es suficiente y el conmpuesto
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es soluble al 0,5 a 5%, pero el compuesto no es totdlmen—
te soluble z una conéenoracién del 10 G "

Es una nots destacada de la invencidn que el recctivo
se_puede combinar de modo qQue se permita la comgelacidén y
deshielo de la disclucidn sin'formaﬁién de excesiva moderia
especial, es decir, vzl que pudiese superar la exactitud
del instrumento e interfiriese en un recuento éxacto de leu~
cocitos., El instruvmento antes identificmdo tiene un limite
de exactitud de 200 células. Por ejemple, si B, es decil,
dodecil o tetradecil, y R1, Roy ¥ R3 son metilos,-se vuece
congelar y deshelar unc disolucidn del 5 % de corcentrzeidn
gin gque se produzca la formacidén de menos que 200 particu-
las e; 0,5 ml, segin se determind utilizando el Coulter
Counter FN en preparaciones de umbrzl en células rojes de
la sangre. Si R4 es tetradecilo y R1;Rz’ y R3 son de me¥i-
lo = propilo, se vpuede congelar y deshelar una disolucidn
al 5% de concentracidn sin que resulte un recuenito de par-
ticulas @enor gue 200, Por otrs parte, si R4 es de 016 a
Cogs ¥ R1L R2 s R3 son metilos, el recuento de particulas
sobrepzss las 200 después de congelar y deshelar una disolu-
cibén del 5 % de comcentracidén, Asimismo, si R, es tetradeci-
lo, Ry es metilo, R, es metilo o etilo y Ry es butilo, el
recuento de particulas excede-de 200 después de congelar 7
deshelar una disolucidn del 5 % de concentracién. Por consi-
guiente, es preferible que R1, R2 ¥y R3 tengzn cada uno de
1 a 3 &tomos de carbono, y que R, tenga de 10 a 14 diomos
de earbono.‘ _

Lo concentracién de ion ciznurc se elige preferible-

mente de modo que proporcione al menos un 89> de transfor-

macién de hemoglobina en un cromégeno, Asi, por ejemplo, pre+

K4




10

15

20

25

30

viendo una disolucidn para uwtilizar de lo maners anterior—

mente desgerita, el ion cianuro estd presente en una concen-—
trocidn en el intervalo de aproximodomente 0,0006 = 0,005
molar, y preferiblemente en exceéo de aproximadamenie 0,001
molar., Se emplea unc sal gué -cede el idn cianuro en unc
molsrided para dener la concentracidén de ion clonuro deses-
da, siendo la misma molaridcd en el caso de una-sal de un

atién monovalente $al como un metal zlcalino, Se pusden
Obtensr trunsformaciones al crombgeno de hzsta uan €6 % de
la hemoglobina, Bl crombgeno se analiza espectrofotométri-
camente & 540 nandmetros. '

El siguiente es un ejemplo especifico de un resciivo

de acuerdo con la invencidn. Se debe ccmprender cue el e-
Jjemplo es solo ilustrativo , y que se pueden emplear otros
varios ingredientes y proporciones de acuerdo con la expo-
sicibén precedente,

EJENPLO

Lo ‘composicidén siguiente se puede emplear como un
rezctivo de lisis y formador de cromgeno en el Coulier

Counter lodelo "S", siguiendo el procedimiento descrito sn-

teriormente:
dngrediente Proporeidn
Agua - 1 litro
Cianuro potisico 0,25 g(0,0038%)

Cloruro de trinmetil tetra~

decil amonio - 35 g (3,38 )
Ls composicién tiene un pH de aproximadamente 9, Cuando se
enplea para andlisis con ¢l diluyente de la sangre tampona-
do comercial Isoton y siguiendo dicho procedimienio, 21 pH

de la disolucién finsl es sproximademente 7,6.

b meaa e g wes
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En resumen, la Patente de invencidén que se solicita
deberé recser sobre las siguientes: -

RETVINDICACIONES

1. Perfeccionamientos introducidos en un método de

terizéndose dichos perfeccionamientos porque se hace reacciod
nar un reactivo que comprende una solucidn acuosa exenté de
ibnes ferricisruros que contiene un ibn de emonio cuaterna-

rio y un idn de cianuro, teniendo dicho idén de asmonio cuaters

nario unidos &l nitrdgeno tres grupos alquilo de cadena cor-~

gre con el fin de efectusr la estromatolisis de las células
de eritrocitos y plaquetas y de coavertir la hemoglobina en
un cromdgeno paré permitir las citadas determinaciones.

2. Perfeccionamientos de acuerdo con la. reivindica-
cidn 1 donde dicho idn de amonio cuaternario es suministrado
por una sal dg smonio cuaternaric incorporada é dicha solu-

cibn en una concenbracidn en el intervalo de aproximadsmente

lde cadena larga tiene de 10 a 14 &tomos de carbono. -

0,5 a 10% en peso de dicha disolucibn, y dicho ién cianuro
iesté presénte en una concentracibdn en‘el inéervalo de spro~
ximadamente 0,0006 a 0,005 molar.

%. Perfeccionamientos de acuerdo con ls - reivindi-
cacibn 2 donde dicha sal es un haluro, sulfato, fosfato o ni-
trato, y dicho idén cianuro es suministrade por un cianuro
de metal alcalino incorporado a dicha disolucidn.

-

4, Perfeccionamientos de acuerdo con la reivindica-
lrién 1 donde dichos radicales alquilo de cadena corta tienen
i

cada uno de 1 2 % &tomos de carboro y dicho radical élquilo

5. Perfecciornsmientos de acuerdo con la reivindica-

-

determinacibn de leucocitos ¥ hemogiobina en la sangre, cara¢

ta 7 un grupo alquilo de cadena larga, con una muestra de sau

LETT P

.
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“leidn 1, ceracterizados porque. el reactivo consiste en una con

| sicidn compuesta pq;wlfli%ro de agua, 0,25 g. de cianuro po-

cidén 4 donde dicho idn de amonio cuaternario es suministrado
por una sal de zmonio cuaterﬁario’incorporada a dicha diso~
lucidén en una concentracidn en el intervalo de aproximadament
te 0,5 a 10% en peso de dicha disolucidm, ¥y dicho ién cisnu-
ro es suministrado por un cianuro de metal aléalino incorpo~
rad a dicha disolucibn en una concentracidn de aproximademen
te 0,0006 nolar. _ 7 '

6. Perfeccionamientos de acuerdo con la reivindice~
cién 5 donde dicha sal es un haluro, sulfato, fosfato o ni-
trato. )

7. Perfeccicnamientos de zecuerdo con la reivindica-

12

thsico, ¥ 35 g.'éé cloruro de trimetil-tetradecil-amonio.
8. Be reivindica por iltimo como objeto sobre el
que ha de recaer la pabente de invencidn que se solicita pori
PERFECCIONAMIENTOS INTRODUCIDOS EN UN METODO DE DETERMINACION
DE LEUCOCITOS Y HEMOGLOBINA EN LA SANGRE, ‘

Todo conforme queda descrito y reivindicado en la

presente memoria descriptiva que consta de once phginas me-

cenogrefiadas. oo
' Madrid, 17 de enerd del 1.975
BERNARDO UNGRIA R
P2 Jl
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