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NocC El presente invento concierne a un procedimiento
para la obtencién de un agente de diagnéstico mejorado para
la investigacién rapida y sensible de la bilirrubina en Ii-
quidos fisiolégicos, caracterizado por el hecho de que con-
tiene diésteres fosforicos.

La investigacion y la valoracion de la bilirrubi-
na en liquidos fisiologicos tienen una gran importancia pa-
ra el diagndstico de enfermedades del higado y de la vesicu
la. Asi es como en el caso de lesiones en el higado y de -
atascos de la vesicula, la bilirrubina pasa muy rapidamente
a la orina todavia antes que Se eleve el contenido de bili-
rrubina del suero y aparezcan signos clinicos de amarillea-
miento o ictericia. Ademds, puede distinguirse este tipo de
amarilleamiento de la ictericia denominada "hemolitica" en
la/cual se puede observar un aumento del contenido de bili*,
rrubina solamente en el suero y no en la orina.

Los métodos de investigacion y de valoraciéon de -
la bilirrubina en liquidos fisioldégicos son conocidos desde
hace tiempo. Los métodos mas importantes son los que se ba-
san sn la formacién de compuestos coloreados por copulacion
de sales de diazonio con bilirrubina. Existen un gran nume-

,ro de métodos similares desde el descubrimiento de la reac-
cion diazoica en 1.B83.

Se han introducido en estos ultimos tiempos, ca-
da vez mas, métodos de analisis denominados ensayos rapi -.
dos, en la practica medicinal y en laboratorios clinicos,co
mo medios subsidiarios de diagndstico. Esos medios de ensa-

yos rapidos son dispositivos muy simples, frecuentemente pa
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peles de eﬁsayo, que permiten ls investigacidn y la valorg
cidn semicuantitativas, répidas y segurass, de sustancias ~
patoldgicas en el organismo, incluso realizadas por perso-
nas poco exparimentades, %tsles coma los auxiliaras»aanita-
rios.,

Asi es como se ha descrito, por ejemplo, en la =
solicitud de patente alemana, puesta & inspeccidén plblices,
nimero 1,102,444, una tableta reactiva que contiene una sal
de diazonio y un &cido fuerte, que se coloca sobre una plg
quita humedecida con un liquido figioldgico y que, después .
de humidificaecidn con agua, revela la existencia de bilirry
bina por aparicién de un anillo violeta.

Es evidente que tal agente de diagndstico es relg
tivamente complicado de manipuler. Para ung amplia utiliza=~
c¥bn en la préctica medicinal y al lado del lecho del-anfer
mo, es deseable sin embargo disponer de ensayaos rapidos que
puedan ser leidos después de una simple inmersidn en el 1i-
quido fisioldgico a exsminar. Este onetivo se logra del mg
jor de los modos mediante papeles de ensayo., Estos son so -
portes sbsorbentes que han sido impregnados con todos los ~
reactivos necesarios para la reaccidn caracteristica.

En la solicitud de patente.alemana, publicada an-
tes de examen, nimero 2.007.013 ya se han descrito papeles
de ensayo para la investigacién de la bilirrubina, que con-
tienen como reactivos sales de diazonio, No obstante, segin

ensayos'particulares, aquéllos no son totalmente satisfac -

-torios desde el punto de vista de la velocidad de reaccién.

4
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y de la sensibilidad, lo cual pone en compromiso a su uti=

lizacién en la practica.
m

Se ha enqgntrado ahora con sorpresa que se puede

sumentar considerablemente tanto la velocidad de reaccidn

5 como la sensibilidad de los papeles de ensayo para la bilji

rrubina, si la dopulacién de las sales de diazonio se efeg

tlda en presencia de diésteres fosforicos que responden a =

la fdérmula general 1

P\\ . (1)

10 en la que Hl Y Rz son radicdes alifaticos, cicloaliféaticos,
afaliféﬁicoé o arométicos, eventualmente sustituidos.
lLos radicales R1 y R2 son preferentemente idénti-
css, va que tales diésteres fosfdéricos son particularmente
simples de preparsr. Los radicales alifaticos R1 ¥ R2 pue-
15 den ser de cedena recta o ramificada y contienen de 1 a 18
dtomos de carbono, aumentando la actividad de los ésteres =
correspondientes primeramente con el nimero de los atomos =
de carbone, y disminuyendo luego a partir de 14 &tomos de ~
carbono, por razén del caridcter cada vez mas_hidrifobo dei
20 dster. Como radicales cicloalcohilo, los més interesantes son
los que contienen 5 a B Atomos de carbono. Como sustituyen-
tes de los radicales alifaticos o cicloaliféticos, pueden -
citarse &tomos de haldgeno, especialmente cloro y bromo,asi
como grupos nitro y grupos alcoxi inferiores, que llegan -

25 hasta 8 atomos de carbono.
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Desde el punto de vista de la estabilidad de los
papeles de ensayo,.se prefieren los diésteres fosféricos =
de la férmule I en los cuales Rl y R2 soh radicaleé'arnmé-
ticos. Como radical aromético se racomiaﬁdan los arilos, =
sustituidos o no, con uno o varios nﬁcle%s tales como pox

ejemplo: fenilo, xililo, tolilo, clorofenilo, nitrofenilo

o naftilo.

.

Como radicales aralifdticos se prefieren esspacial
mente los radicales fenilo o naftilo, unidos por un puente
alcohileno de bajo peso molecular de 1, 2 6 3 atomos de =
carbono en el radical &cido fosférico.

El invento tiene como objeto la utilizacién de =~
los diésteres fosfdéricos que responden a la férmula general
1 para la preparacidén de papeles o cintas de ensayo desti-
nddas a la investigacién de bilirrubina en liquidos fisio=-
légicos.

EL invento tiens igualmente como objeto®los papg
les o cintes de ensayo, destinados a su vez a la investiga
cion de la bilirrubina en liquidos fisioldgices, que con -
tienen una sal de diazonio susceptible de copulacidn con -
bilirrubina y une cantidad suficiente de acido para asegu-
rar la reaccidn de copulacién y que estédn caracterizadas ~
por un cierto contenido de Aiésteres fosforicos que respon
den a8 la férmula I.

Estos diésteres fosféricos son en si conocidos -

(véase Method. dar Org. Chem. Houben-Weyl, volumen XI11/2,-

péginas 226 y siguientes), o
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Los diésteres fosféricos desarrollan sus efectgs
de aumento de la sensibilidad y de la velocidad de reaccién
ya para concentiaciones de 2 a 3% en la solucidn de ihpregng
cifn.e Solamente los ésteres alcohilicos menos elevados nece=
sitgn una concentracidén un poco mas elevéda; Por esta rgzén
los ésteras fosfdricos (I) no pueden regmplazar generalmen=
te a los constituyentes &cidos necesarios para la reaccién =
Ja copulacifn,de modo que para mantener un pH fuertemente =
dcido, es necesario affadir &cidos. A este efecto, pueden es-
cogerse toda una serie de Acidos fuertes., Pueden mencionarse,
pox sjempla, dcido oxdlieo, &cide eitrico, bisulfato de‘pota

sio y sspecialmente desde el punto de vista de la estabili =

-dad de la sal de diaszonio, écido:hetafusférico comercial que

contiene eventualmente alrededor de 60% de su sal de sodio.
Log papeles de ensayo que contienen, ademé@s de las sales de
diazonin, dnicamente estos &cidos pero no diésteres fosfori
cos, reaccionan con bilirrubina de modo netamknte mas lento
y presentan una sensibilidad enteramente insuficiente para -
le valoracién exacta de la bilirrubina.

No se sabe todavia exactamente a qué se debe esta

accion de los diésteres de acuerdo con el invento, ya que =

.aqui no se trata de ningiin parentesco quimico con los acele

radores de reacciones diazoicas que se utilizan con frecuen
cia, tales como cafeina o benzoato de sodio. Los diésteres

fosfdricos de la formula I son particularmente activeos en -
las reaccionss segiin el invento y la notable actividad del =

éster difenilico de &cido fosférico se opone de manera sor-
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piandente al &cido fosfdrico, al éster monofenilico de éci
do fosfdrico, al éc;do benﬁanofosfﬁrico y al éster trifeni
lico de écido fosforico, los cuales son totalmente inacti-

VOE.

En lo que concierne al empleo de las diversas sg

les de diazonio, ha de distinguirse gi el papel de ensayo

para la valoracién de la bilirrubina es conveniente para -
el suero o pare la orina o para ambos, es decir que se de=
be modificar consiguientemente la recet; de preparacién de
los papeles des ensayo. '

Para los papeles de ensayo destinados & la inveg
tigacién de ia bilirrubina del suero, se puede escoger pric
ticamente cualquier sal de diazonio, de la cual deba espe-
rarse desde el punto de vista quiﬁico una reaccién rapida
y,sensible. Estas son pfincipalmente las sales de diazonio
que contienen exclusiva o esencialmente grupos captadores
de electrones., A este respecto pueden citarse espstialmen=
te como sustituyentes en la serie del benceno, los grupos-:
nitro, haldgenos, grupos carboxilo, radicales de acidos sul
fénicos, grupos nitrilo o grupos amonio cuatsrnario., Gru =
pos donadores de elesctrones, tales como los grﬁpua alcoxi,
pueden también estar presentes como sustituysntes, pero en
una pequefa proporcidn. Ademés, son igualmente convenien =
tes derivados diazotados de naftilémina y de bencidine. Las
sales de benceno~diazonio que no contienen exclusivamente
més que sustituyentes donadores d;'electrones. tales como

los grupos alcoxi y alcohilamino o arilamino, son menos cop
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venientes, ya que éstos no reaccionan mis que’ eon relativa

lentitud con'le bilirrubina, La rsaccidn coloreadavva, ga~

gin los sustituyanﬁes, del rojo violeta al azul verde, y -
ademas se ha obsarﬁado que los matices son cada vez més og

3 curos cuando crece la acidez del diéster ﬁe ébido fésfﬁri-
co (efecto batﬁqromo)..Si se desean prefer;ntemente, por =
ejemglo, matices violeta oscuro, se éscbgen las galeé‘da -
diazonio de 3=-nitrobenceno o de 2,4,6~triclorobencena,’

Para una medicién con aytida de fotdmetros de re-

10 flexién, son més favorables los matices azules o verdes,Se
escogen en este caso, por ajampio, las sales de diazonio -
de 4~haldgenc-benceno o 4-nitrobenceno que'propogcionan-un
matiz azul, o'sélés de 4-(S5~metilbenzotiazolil=-2)-bencenc~
diezonio que pioporcioﬁan un matiz verds,

15 / | Las sales de diazonio son introducidas ventajosg
mente en forma de fluobﬁratos'cuya sensibiﬁidad es bien eg
nocida, fgualmsnte pueden utilizarse otras sales sestables

B f{{;taleé como arilsulfonatos y, especislmente, neftaleno-1,5=
ddisulfonatos.

20 g Las sales de dimzonio pueden ser aMadidas en prg

porciones de 0,02 a 2% y, preferentemente, de 0,05 & 5%.

, Para los papeles de ensayo destinados alla valo-~
14

"racién de la bilirrubina de la orina, numercsas sales de =
diaszonio no pueden ser utilizedas ya que propnrcinnan con

25 constituyentes todavia no identificados de la orins, reac-
ciones coloreadas que dan matices que van desde el amarillo-

pardo al pardo-rojo, que enmascaran algunas veces las débie-



10

N5

20

25

8

les coloraciones especificas de la bilirrubina. Ademas, pua
den producirse reacciones secundarias perturbadoras con el
urobilindgeno que se encuentra también en la orina, en el
caso de enfermedades dal higado o de la vesicula. La reac -
cion coloreada produce primeramente el amarillo pero des -
pues de un breve intervalo de tiBmpo, a veces después de -
algunos segundos, se obtienen matices que van del violeta
al azul que en la practica no pueden ser distinguidos dB -
los que son caracteristicos da la bilirrubina.

Como reactivos para la investigaciéon de la bili-
rrubina en la orina, se utilizan las sales de 2,6-dihalogB
nobancenodiazonio, especialmente los derivados 2,6-clora-
dos o -bromados ya que éstos no manifiestan los inconvenien,
tes antedichos mas que en un grado muy pequefio. Para las -
sdles, se escogen los aniones estabilizadores usuales tales
como los fluoboratos y los arilsulfonatos. Se obtienen pa-
peles de ensayo los cuales, segun la concentracién de bili
rrubina en la orina, viran del amarillo al rojo-violeta pa
sando por el anaranjado. La concentracion de sal de diazo-
nio puede estar comprendida aqui entre 0,02 y 0,5%, prefe-
rentemente entre 0,05 y 0,15%. Los papeles de ensayo para
la investigacion de la bilirrubina en le orina pueden ser
utilizados naturalmente de igual modo para la misma inves-
tigacion en el suero.

" A los papeles de ensayo segun el invento, para -
la investigacion, de la bilirrubina en el suero o en la ori

na, se pueden afiadir ventajosamente estabilizadores de se-
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les de diazonio, tales como por ejemplo fluoborato. de sodio,
sulfato de magnesio, matafosfato de sodio, arilsulfonatos y
similares. -

Ademas, éstos pueden contener agentes humectantes
para mejorar la absorcién del liguido por el papel de ensa-
yo. Como agentes humectantes se pueden citar especialmente
aquellos que en el medio fuertemente &acido, después de la
inmersiéon en el liquido fisiolégico, son todavia superficial
mente activos, especialmente los agentes catiodnicos (tales
como por ejemplo cloruro de laurilpiridinio) o no idénicoe
(tales como triglecéridos de polietileno) y entre los anio-
nicos, principalmente sulfonatos y sulfates (tales como por
ajemplo dodecilbencenosulfonato).

Los agentes humectantes san afadidos a razén de
O% a 2%, y preferentemente da 0,2 a 0,5%.

Como disolventes o mezclas de disolventes para la
impregnacion, pueden utilizarse todos aquellos que no reac-
cionan con las sales de diazonio, en los cuales todos los
constituyentes son solubles y que poseen un punto de ebulli,
cion paco elevado, con el fin de no quedar obligado a calen
tar a temperaturas demasiado elevadas a las salea de dia-
zonio en el momento del secado. Se ha manifestado igualmen,
te como ventajoso efectuar la impregnacidén con ciertos cons.
tituyentes en fases operatorias separadas.

Asi, por ejemplo, pueden impregnarse primeramen-
te con la mezcla de sal de diazonio y de acido matafosfori

co en agua y luego con aster difenilico de acido fosforico
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disuelto en acetato de etilo o gloro%ormo.

Como soporte absorbente pueden utilizarse todos
los tipos de papel de filtro, pero igualmente pueden escg
gerse otros soportes absorbentes, tales como papeles de ~
fibras de vidrio o tejidos y velos de fibras artificiales
rasistanfes a los acidos, tales comoc por sjemplo las de =
poliéster o po}ibropileno. La expresién "papel de ensayo"
aqui utilizada comprende todos estos materiales.

Loa papelss de ensayo pueden ser cortador en ~-
largss cintas que ss snrollen sobre bobinas, a partir de
las cuales se cortan pequsﬂﬁa trozos a medide de las nege:
sidades. Las cintas pueden también ser cortadas de énte-

mano a la forma de pequaﬁda recjéngulos & los que se pe-

- ga sobre la parte inferior de bandas de material plésti~

o,

Es particularmente ventajoso insgrtar y'séllar
el papel de ensayo entre dos léminas de material plésti=
co segin la técnica expuests en la solicitud de patente
alemana, publicada antes de examen, 1,546,307 o entre una
lémina de material pléstico y una gasa o tamiz, segln ls
técnica de la patente alemana 2.118.455, ya que en estas
condiciones se evita el riesgo de que los reactivos sean
eliminados por lavado en el momento de la inmersidn en el
liquido fisioldgico.

El invento es descrito.poﬁ mas detalles en los

ejemplos no limitatives siguientes:
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EJEMPLD,l‘

Se 1mpregna papul da flltro SUCBSlvamBnte con las si =

;guxentes soluc;ones 'y 58 seca a AD!C

Solueidn 1:

A ———

fluobcratn’de,2;64ﬁiclorobencenodi;zonic _37 0,08 ¢
dcido meta?osfﬁfﬁcén ... 10,0 g
dcido citrico "; - a,ﬁ .q
agua destilada : c.s5. para : -.-l:lDG,D ~ml

- Solueidn 2:

S ———————————

dster dlfenilico de acido fosférice _ 5,0 § .

acetatn de etllo 'I' " £.s. pars: . 100,0 ml

. Por inmersién en orina que contiene bilirrubina,

se obtienen dependiendo de la concentracidn, tras aproximg

J ' .
damente 10 a 20 segundos, coloraciones de rojo a rojo vio-

lsta del papel de ensayo. El limite de la sensibilidad se
sitla en los alrededores de 0,1 a 0,3 mg% de bilirrubina.
Con SUBIDIQUE contiene bilirrubina, se obtienen matices rojo

violeta de intensidad creciente, estando el umbral de sen-

" sibilidad en aproximadamente 0,4 a 0,6 mg%.

Se obtienen papeles de ensayo que reaccionan de

manera similar,.reemplazando la sal de diazonio antedicha

pér fiunborato'de 2,6-dibromd-bencenqdiazpnio.
Los papeles de ensayc de composicién idéntica pe-

ro que no contienen éster difenilico de Acido fosfdrico ne~-

- cesitan para.el viraje 2 a 5 minutos, estando situado antdg

ces el umbral de 'sensibilidad en alrededor de 1 a 2 mg % de
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bilirrubina, Esto vele igualmente paré los papeles de ensayo
que en lugar del éster difenilico.ds acido feosférico contis~
nen Bater monofenilico de dcido fosférico o éster trifenili-

co de Acido fosfdrico o Acido bencenofosférico.

5 EJEMPLO 2

——————

Ss obtienen papeles de esnsayo a;élogoa a los des-
critos en el ejemplo 1 reemplazendo los éstares difenilicos
de écidas fosféricos por los ésteres fosféricos siguientes:
éster di-orto-tolilico de dcido fosfdrico;
10 éster di-para-tolilico de &cido fosfdrico;
bis-(8ster 3,5-xililico) de Zcido fosférico;
bis-(éster orto-clorofenilico) de gcido fosférico;
bis (éster para-clorofenilico) de &cido fosfdrico;
bié(éster pera-nitrofenilico) de &cido fosférico;
15 éster dibencilico de &cido fosférico;

éster diciclohexilico de dcido fosférico;

éster dipentilico de dcido fosfdérico.

EJEMPLO 3

' ge impregna papel de filtro con las soluciones ei
.
20 guientes y se seca a 408C.

Solucidn 1
sal de sodio (véese tabla) . . 0,3 g

acido metafosférico 10,0 g

mezcla de agua/metanol (4:1) c.s., paray 100 ml
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Solueidn 2

v —————

éster difen{lico de &cido fosférico . 5,0 mg
sal sédice de &cido: dodecilbencenosulfénico 0,5 g¢
acetsto de etilo c.s. para: 100,0 ml

. Se obtienen papeles de ensayo que proporcionan
en suero que contiene bilirrubina los siguientes virajes
de matiz, estando comprendido el umbral de sensibilidad

entre 0,3 y 0 6 mg%, dependiendo de la sal de diszonio.
R N .

Tabla 1
Sal de diaszonio : ’ Matiz -
‘fluobﬁrato de 4-nitrobenceno=-diazonio azul

" naftaleno-2-sulfonato’de 3-nitrobencenodiszonio violeta

naftaleno=-l,5-disulfonato de 2-clorobenceno~

diazonio : violeta-
/ . ' . azul
fluoborato de 4-fluorobencenodiazonio azul
fluoborato de 2,5-diclorobencenodiazonio violeta
fluoborato de 2,4~dibromobencenocdiazonio azul
fluoborato de 2,4,6-triclorobencenodiszonio - violeta

para=tolueno=-sulfonato de 4=-carboxibenceno~

diazonio ) . azul
dcido diazosulfanilico | azul

fluoborato de bencidino-bis-diazonio verde

fluoborsto. de 4-(5=metilbenzotiazolil=2)ben=
cenodiazonio _ . verde

EJEMPLO 4

Se impregna papel de filtro con las soluciones

siguientes y ss seca a 402C.
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Solucidn 1

fluohorato de 2-clorobencenodiazonio ',  0,05 ¢
dcido oxdlico - ' - 10,0 g
fluoborato dé sodio . . 7 ' : 5,0 ¢
mezcla de agua/metanol o c.s.>para: 100,0 ml

Solucién 2

T ——————————

mezcla de éateres d;-(A)- y mono-(B)-alcohl-

licos de &cido fosfdrico g
(vease tabla 2)

acetato de etilo o cloroformo c.5, para: ©100,0 ml

Se obtienen papeles de ensayo que reaccionan =
frente a la bilirrubina en el suero dando matices que van

del rojo violeta al azul violeta cuasndo los ésteres fosfd~

© ricos qnntienen los radicales alcohilo indicados en la ta-

bYa 2
Tabla 2

radical aicohilo o X %A ~ %B
metila . 40 s0. 40
etilo . - - 20 40 . _ 5D
2=clorostilo 10 . 50 45
2-butoxietilo 10 50 45
propilo 10 A 45 - . 80
isoprapilo . 20 . 25 .55
butilo . 10 50 . .50
2-gtilhexile 5 92 3
isowoctila’ - 10 - T 45
iso~nonile’ . o 60 40
iso-deciloe 10 o 60- _i40
dodecilo S 10 55 .45
iso-trideeile '~ 10 60 40

* mezcla de isémeros




15
t 7EﬁfiE;iﬁézclé;>da isteres antedichas, el monoéster

de écii:ﬂﬁ;fnsfééi;qi?éi:i/e unicaments,;fjun-i:u con_:el écido oxa=

lico en;ia:gﬁiﬁéiéﬁli, como constituyanteigcido para ia ieag

cién de copulacién.
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~. REIVINDICACIONES .=

1.- Procedimiento paras la obtencién da un agen-
ta da diagndstico para investigacidn de la bilirrubina en

liquidos fisioldgicos, que contiene una sal de diazonie -

susceptible de copularse con bilirrubina, asi como una

cantidad suficiente de dcido para la reaccidén de copula
cidn, caracterizado porque contiere, por lo menos, un - -

diéster fosférico de férmula gensral:

Rl -U\ /U

P
R2 - 0/’ \\DH
en la cual: Rl y R2 son radicales elifaticos, cieloslifé-
ticos, araliféticos o arométicaos, evanﬁualme;te sustitui~
dos.
 2,- Procedimiento, segiéin reivindicacién enterior,
caracterizado porque contiene ademés, a t{tulo de as@gbie

lizedor, fluoborato de sddiu, sulfato de magnsesio, meta=

foéfato de sodio o un arilsulfonato,

3.~ Procedimiento, segin reiQindicacionpa ante=

' riores, caracterizado porque contiene ademds un agente ~

huhactante.

4.~ Procedimiento, segin las reivindicaciones -
anteriores, caracterizado porque, en calidad de &cido, -

contiene dcido metafosfdrico,

5.~ "PROCEDIMIENTO PARA LA OBTENCION DE UN AGEN=
TE DE DIAGNDSTICO PARA INVESTIGACION DE LA BILIRRUBINA EN
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LItUJI00S FISIOLOGICOS™. -
Tal.como se describe y reivindica en la presente
Memoria Descriptiva-,“que consta de diecisiete hojas escri-

tas a maquina por una sola cara. -
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