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' tltaxlva de creatining en el suero sanguineo o en la orina,

" n? 3,705.013, se discuten algunas caracteristicas de deter-

- - 2- REF: 147,792

RESUKEN DE LA INVENCION

-Un proceso colorimétrico para la determlnaclon cuan-

donde se mantiene un pH alcalino dentro del intervalo 2pro=-
ximado de 11,0 a 13,5 durante la evaluacidn colorimétrica y
en el que se hacen reaccionar simulténes y sinérgicamente
urea y un detergente con las proteinas del suero o de la ori-
i - 2 » ~ .’
na para.evitar una formacion:cromogena extrafla en la reaccidd
convencional coh -.im pidratéd aledlino. para la creatinina.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

‘Bsta invencidn se refiére al anilisis de los humores
corporales para la determinacién cuantitativa del contenido
en creatinina del humor, tal como suero sangulneo ¥ orina.

La determlnacion cuantitatlva de creatinlna €S un pro-
ceso muy interesante en relacion con los humores bioldgicos,
como el suero sanguineo y la orina, para la diagnosis de
ciertas enfermedades. La creatinina es un producto de dese-~
cho separado de la corriente:sanguinea por los rifiones. Co-
mo la creatinina es excretada solamente a través de los ri-
fiones, puede ser diagnosticada, por ejemplo, una enfermedad
del riﬁ6n & partir de un aumento del confenido en creatinina
medldo en el suero. La determinacibn cuantitativa de la creas
tinina también es (il en la diagnosis de obstruccidn urlﬁa-'
ria, obstruccién intestinal y nefritis, una inflamacién de
los rifiones causada por una infeccibn, el proceso degenerati

vo o una enfermedad vascular. En la patente estadounidense

minaciones eriticas de creatinina neceserias para una diagno
sis precisa y eficaz de las enfermedades,

En las patentes estadounidenses 3.557.018 y 3.705.013
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se discuten muchos métodos conooidos para la determinacién

de la creatinina en los humores biolégicos.
DESCRIPCION DE LA TECNICA ANTERIOR

Le mayoria de los métodos actuales para la debermina-

cidn de creatinina en el suero o en la orina ge fundan en el
desarrollo de un color rojo anaranjado formedo por la inter-
gocidn de un pidrato .alealino. y ° 1'a:. . creatinina, des-
crito por primera vez por M. Jaffe en 1886 y aplicado por -
Otto Folin a la determinacién de la creatinine urinaria en

1904. Desde entonces, este método que utiliza la llamada -

“reaccibn de Jaffe" se ha convertido en el método mds wtili-~

zado para el anilisis de la creatinina,

Ia reaccién de Jaffe_no.sa considera especifica de
la creatinina en presencia de proteinas, glucosa y varias
sustancias desconocidas preseﬁtes en el suero humano normal,
Los métodos disefiados para aumentar la especificidad, en su
mayor parte, se han fundado en el uso de filirados exentos
de proteina. Ademds de 1z utilizacibén de filtrados exentos
de proteinas, se han introducido los 1llamados "métodos es—
pecificos" para la creatinina, en los que el filirado se
utiliza en téenicas de adsorcidn-elucibn; véase Brod, J.
¥y Xotatko, Je, J. Cas, Lek. Ces, 88, 665 - Excerpta Mediﬁa,
Amst. 3, 477 (1950); Hare, R.S., Proc, Soc. Exp. Biol. N.Y.,
74, 148 (1950); Haugen, H.N. y Blegen, BE.N., Scand., J. Clin,
Invest. 5, 58 (1953); y Polar, E. y Metkoff, J., Clin, Chem.

11, 763 (1965). Los medios Ge adsoreién mds comunes utilize~

dos han sido el silicato de aluminio hidratado y las resi-

nags cambiadoras de idn.
Log problemas encontrados con las técnicas de adsor

N . ¢ . .
cibn-elucitn se centran alrededor de los comple jos procesos
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“terferentes". Véase Kostir, J.V. y Rabek, V., Biochim,

Biol., Chem. 121, 427 (1937). En este (ltimo procedimiento,

"bacterias destructoras de la creatinina® y la otra parte

Jaffe, representado por Larsen, K., Clin, Chim. Acta 41,

para efectuar la adsorcién y la elucidn y el hecho de que .
todavia 10 se ha eliminado por completo la falta de especifi-:
cidad. '

En otras ?écnicas ®especificas® se han utilizedo react
tivos tales como sulfato cérico con filtrados exentos de

proteinas para cbtener la "destruccién de las sustanciss in-

Biophys. Acta 5, 210 i{1950); Kostir, J.V. y Sonka, J.,
Biochim. .Biophys, Acta 8, 86 (1952) y Uso de "vacterias des-

tructoras de la creatinina" - Dubos, R.'y Miller, V.F., J.

los filtrados exentos de proteinas de). suero se dividen en

dos partes alicuotas; una parte alicuota se trata con las

alfcuota se deja sin tratamiento. Las subsiguientes reaccio-
nes de.Jaffe-con ambas partes.alicuotas dan diferentes lectus
ras de la absorbancia. Restando el valor de la parte. alicuo~
ta "itratada con bacterias" de la "“no tratada% se supone que
se qbtiene el valor de la "oreatinina verdadera™. Tampcoco ha
pcdido demosirarse saﬁisféctoriamenie la especificidad por
este método. WAs recientemente, se ha intentato desarrollar'
métodos queutilizan la reaccién de Jaffe y evitan la des~
proteinizaciln del suero, comprendidos dentro de dos catpgo-
rias fundamentales. Ia primera implica el llamado "“proceso
cinético® gue requiere una medida criticamenté cronometrada

de la velocidad de fornacibdn del color naranja rojizo de -

209 (1972). Surgen problemas con la necesidad de unos espec—
trofotdémetros para la medida cinética relativamente compli~

cados y el uso de unos tiempos de desarrollo del color ex—
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fraordinariamente cortos (30-120 segundos). Los efectos de
la interferencia por sustancias distintas de la creatiﬁina,
cromégenos ﬁue dan la reaccidn de Jaffe, no pueden ser totald
mente déspreciadost como resulta del estudio &e Raabo, E.
¥y Walloe~Hansen, P., Scand. J.Glin. Lab, Invest: 29, 297
(1972) y Heinegard, D. ¥y Tiderstrom, G., Clin, Chim. Acta
43, 305 (1973). _

‘La segunda via de solucidn consiste en introducir la
supresidn de los éromégenos distintos de la.creatinina, posid

tivos frente a la reaccidn de. Jaife, variando el pH de reac—

cién o incorporando reactivos en los que se ha demostrado

que‘su;mimanel efecto de la interferencia de color por las
sustahcias;distintas de la creatinina. Constituyen una parte
integrante deﬁtodas estas soiuciones los blancos reactivos

0 los sueros corrientes a dos valores diferenies del pH, comd
demuestren Raaﬁo, B, y Walloe-Hansen, P., Secand, Jd. Clin.
Lab, Invest. 29, 297 (1972);~Heinegard;.n. vaiderstrém, Gy
Clin, Chim. Acta 43, 305 (1973). Los métodos que se fundan -

_ exclusivamente en la hipbtesis de que efectuando reacciones

paralelas sobre el mismo suero, una a un pH més alto que la
otra, restando el valor al pH bajo del valor al pH mis alto
y después ubilizando "el factor 2,3 como corrgccién de 1a
interferencia de las proteinas, como jindica Raabo, E. y *
Walloe-Hansen, P., Scand. J. Clin., Iab. Invest. 29, 297
(1972), basados sobre un gran nlimero de comparaciones con un

método especifico previo descrito por Brod, J. y Sirota, J.

Hep J. Clin, Invest. 27, 645 (1948), suscitan dudas gobre la

precisibn principalmnente a causa de este'"factor 2,3" esta-

disticamente observado y la confisnza bompleta en la especi-

ficidad basada en las dcs reacciones separadas dependientes
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del PH.

COMPENDIO DE LA INVENCION
Peniendo en cuenta los problemas de la técnica ante~
rior antes indicados, la invencién proporciona un procedi-
miento paré.deteetar la creatininé que emplea un reactivo de
picrato alealino que utiliza fosfato sbdico en lugar del hi~

drdxido sbdico o.del hidrdxido de litio mis cominmente em-—

pleadg., Al reactivo-de picrato alecalino se incorpora urea,

También se afiade al reactivo un detergente constituido por
un araleamosulfato Ge sodio, potasio o litio, tal- como Godecil
sulfsto sddico (laurilsulfato sddico) y borato sédico. En -
esté procedimiento, la supresidn de los_cromégenos interfe-
rentes es maxima y se elimina el blanco de suero;

Se cree que; en presencia de urea, las moléculas de
proteiﬁa cambian de configuracién y se desdoblan como resul-
tado de una desnaturalizacidn suave. Este cambio de configu~
racién aumenta la exposicibn de la molécula deé proteina a la
combinzeidn con el dodecilsulfato sbédico convla-reducci6ﬁ
resultante de la actividad del blanco. Los resultados de los‘
ensayos utilizando esta.invencidn concuerdan bien con los mé-
todes de referencia utilizando filtrados ¥y tecnicas de adsord
oidu.

DESCRIPCION DE REALIZACIONES ESPECIFICAS '

La siguiente descripcidn se da para permitir que los
expertos en la técnica comprendan més claramente esta inven

cién y 1a pongan en préctica. No debe ser considerada como

dimitativa del alcance de la inveneidn sino que debe ser con

s8iderada como ilustrativa solamente.

Las formulaciones de reactives son las siguientes:
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A. Solucidén saturada de 4cido pierico - se afiaden aproxims
damente HS g a agua destilads templada'hasta que ya no
se Observe ninguna disolucidn adicional.

B. 1. Solucidn de dodecilsulfato sbédico = 4 g/100 ml.

ii. Borato sbdico en fosfate sédico o potésico - solu
cidn dibdsica - 0,05 M de borato por cada 0,05 K de
“fosfato. ' '

iii. Solucién de urea ~ 40 g/100 ml.

Para utilizar estas soluciones de reserva o prepara-
das, se prepara una primera solucién de trebajo constituida
por dos partés de la solucidn de urea al 40 % combinadas con
dos partes de la solucién de dodecilsulfato sbédico al 4 %.
Otra solucidn de trabajo poéible preferida esté conséituida
por una parte de la soluoién de urea y tres partes de la so-
lucidn de dpdécilsulfato sbédico. Después, se mezcla una par—
te de dicha solucidn de dodecilsulfato sédico-urea con una
parte de la solucidn reguladora de boratq—fosfato y se regu
la empleando hidrdxido sbdico a un pH de 12,4 aproximadamen-
tee. Ia segunda solucidn de trabajo comprende la;solucién sa-
turada de &cido pierico. Antes de su uso, se mezelan cvatro
pertes de la primera solucidn de trabajo con una parte de la
solucién saturada de &cido picrico para formaer un s6lo reac-
tivo alealino de picraito. ' ,

| En el procedimiento de determinacién de la creatinina

utilizando esta invencién, se han utilizado de 0,01 a 2,0 ml

de muestra con 0,2 a 25,0 ml de reactivo mixto final. Sin
embargo, es preferible emplear de 0,1 é 0.2 4l d¢ muestra
con 4,0 ml de reactivo firnzl, iu este précédimiento preferi-

do, se introfvcw 4,0 ml del reactivo alcalino de picrato

“en un tubo de ensayo adecuado y se incuba previamente a 37°G
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"6idn se mantiene durante 15 minutos.

medido en combinacidén con la .muestra desconccida, empleandc

lino pusde ser:.regulado dentpo.dé un intervalo de pH dé 11,0

sbédico, laurilsulfato potasico ¥y benzosulfato de dodecilo,

durante 3 a 5 minutos, Después se mezclan de 0,1 & 0,2 ml de
la muestra con el reactivo y se mantiene la incubaciln a

37°C durante 10 a 30 minutos. Preferiblemente, esta incuba-

Después la solucilén incubada se introduce en un colo~
rimetro o espectrofotbémetro frente a un blanco y se lee la
absorcidn de 1la. luz del pierato de creatinina asi formado a
490~535 rm. Preferiblemente, la lectura se realiza a 500 rm.|

2

Después, se calcula el valor-desconocido frenfs a un patron

acuosc primario o un patrén a base de proteina secundario,

la siguiente férmulas , .
D.0. desconocido
D.U, patron

(1) Vvalor desconccido = x valor del patrdn|

El-ejemplo especifico que acabzmos de dar es suscep-
tible de diversas variaciones en ciertos aspectog dentro de

los parémetros.de la invencidn. Bl reactivo de picratc alca-

e 13,5 mezelando selectivamente la. solucidn reguladorg,por,
ejemplo, el borato sbdico con la solucién de sulfato ya' men-
cionada. También. pueden tomarse medidas de la densidad &ptica
dentro del intervalo de 1ongiﬁﬁdes de onde establecido. Ade-
nis, los expertos en la técnica pueden idear oiras moGifica-
ciones relativas a una formﬁlacién de material pariticular
para utilizer las ensefianzas esenciales de la invencibn. Por
ejemplo, otros detergentes que pueden utilizarse son: octil-
sulfato sbdico, tetradecilsulfato sbdico, heptadecilsulfato
sbdico, cetvilsulfato sbdico, miristilsulfato sbeico, octa~

decilsulfato sbdico, oleilsulfato sbédico, tridecilsulfato
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terminaciones colorimétricas, en una cantidaed suficiente pa-

Tas sales de potasio o litio andlozas son igualmente fitiles.
En general, el detergente puede caracterizarse como un aral~
canosulfato de sodio, potasio o litio. .

En resumen, la Patente de Invencidn que se solicita

deberd recaer sobre las siguientes:

REIVINDICACICNES

1. TUn procedimiento colcriméirico para la determine~
eibn de creatinina en una muestra de un humor biclégiéo que
oontiene»proﬁeinas, cuyo procedimiento consiste ent
A, afiadir un reactivo al fluido bioldgico que forma un con-

plejo coloreado, con una longitud de onda caracteristica
de mixima absorcién‘de la lug, con 1é'creatinina contenida
en dicho humor, al mismo tiempo gque se evita la interfo-
rencia de las proteinas con la determinecibn deseada me—
diante la formaocidn de complejos des proteinas que impiden
la formacibén de cromdgenos extrafios de caricter no creadi-
}ninico;
B. medivr el grado de absorcidn de la luz'a dicha 1ongi€u&‘qg -
onda caracteristica y
C. determinar la concentracidn de.creatinina en dicho humor
por comparacibén del grado medido de absorcibén de la iuz
_con los vélores de absorcidn de la luz obtenidos 2 partir
de soluciones acuosas patrén que contienen el reactivo y
unas sencentraciones conocidas de creatinina.
2. Un procedimiento segin la Roivindicacibn 1, en

el que se agregae Urea & la muestra antes de reaglizar las de-|

ra formar los citados complejos de proteinas,
3. Un procedimiento segin la Reivindicacidn 2, donde

se afinde un detergente a la urea y después la combinacidn se
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agrega, & la muestra.

4. Un precedimiento seghn la Reivindicacibn 3, donde
el detergente seleccionado es octilsulfato sbdico,

5. Un procedimiento segin la Reivindicacién 3, don-
de el detergente seleccionado es fetradecilsulfato sédico.

6. Un procedimiento seghn 13~Réivindicaci6n 3, don-
de el detergente seleccionado es hepitadecilsulfato sbdico.

7. Un procedimiento seghn la Reivindicacién 3, don-

- de el detergente seleccionado escetilsulfato sbdico.

8. Un procedimiento segin la Reivindicacidn 3, donde

. .el ‘detergenté seleccionado.es dodecilsulfato sbdico,

K

9. Un procedimiento segin la Reivindicacién 3, don-
de el détergente seleccionado es miristilsulfa?o-ségico.

10, Un procedimiento segin la Reivindicacidén 3, don-
de el detergente seleeeionédo~és octadeci 1sulfato sbdico.

11, Un procedimiento segﬁﬁ 1la Reivindicacibén 3, don-
de el detergente seleccionado es.oleilsulfato sddico,

12. Un procedimiento segin la Reivindicacién 3, don-
de el detergente seleccionado. es. t#idecilsulfato sddico. |

13. Un procedimiento  segin la Reivindicacién 3, don~
de el defergente seleccionado es dodecilbenzosulfato.

14, Un procedimiento seghn la Reivindicacibén 3, don-
de el detergente estd constitufdo por una solucién de aral-
canosulfato de sodio, potasio o litio, |

-15. Un procedimiento seglin la Reivindicacidn 3,.don-
de el tamafio de la muestra se mantiene entre 0,01 y 2,0 ml.-

16, Un procedimiento segin la Reivindicacidn 3, don-

" de el volumen de reactivo 'se mantiene entre 0,2 y 25,0 ml,

17. Un procedimiento segin la Reivindicacidn 3, don-

"de el pH se mantiene entre 11,0 y 13,5 durante la colorime-
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tria. ‘ L
| 18. Un procedimiento éégﬁn la reivindicacién 3, don-
devSe agrega un regulador al reactivo para mantener un bﬁ
compregdido entre ll,d y_lB;S durante la colorimetria.

lé. Se rei#indica por ﬁlfimo como objeto sbbre.el
que ha_de recaer la Patente dé Invencibén que se solicita:
UN PROCEDIMIENTO COLORIMETRICO PARA LA DETERMINACION DE
CREATININA EN UﬁA MUESTRA DE UN HUMOR QUE CONTIENE FROTHI-
NAS. . ’
Todo conforme queda descrifo y reivindicado en la '
pfesente.memoria descriptiva:que consta de.once paginas

Madrid 24 de¢r)enero de 1975
. BERN. RIA

mecanografiadas.

P.P.
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